UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

FACULDADE DE ENGENHARIA DE ALIMENTOS

DETECCAO DO GRAU DE CONTAMINACAQO EM ARgsijz
COMERCIALIZADO EM RESTAURANTES DO TIPO “SELF-SERVICE” DA
UNICAMP, COM ENFASE NA INCIDENCIA DE BACILLUS CEREUS

PARECER

Este exemplar coresponde &
redagdo final da lesé defendida
por Débora de Hamos Vallim

Débora de Barros Vallim aprovada  peld  Comisso
; Julgadora em 23 de junho de
L 1999,

Campinas, 23 de junho de 1999

Orientador: Prof, Dr. José Luiz Pereira Prof. Dr. José Luiz Pereira
FPraesidents da Banca

Tese apresentada & Faculdade de Engenhana de Ali{;ﬁentos,, UNICAMP, para

obtencio do titulo de Mestre em Ciéncf_i% de Alimentos

Campimas, SP
1999

oy
H
i
o i
WWMME

A AR e



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA

BIBLIOTECA DA F.E.A. - UNICAMP

V2444 .

Vallim, Débora de Barros

Detecgédo do grau de contaminagido em arroz
comercializado em restaurantes do tipo “self-service” da
UNICAMP, com enfase na incidéncia de Bacillus

cereus. / Débora de Barros Vallim. -- Campinas, SP:
[s.n.], 1999.

Orientador: José Luiz Pereira.

Dissertag@o (Mestrado) — Universidade Estadual de
Campinas. Faculdade de Engenharia de Alimentos.

1. Arroz. 2. Bacillus cereus. 1. Pereira, Jos '{Luiz.
I1.. Universidade Estadual de Campinas. Facuydade de
Engenharia de Alimentos. III. Titulo. /

[

CM-G0125544-9

/

!




BANCA EXAMINADORA

oo

I8

Vv

Prof. Dr. José Luiz Pereira

{(Orentador)

Prof. Dr. ArnaldblY

Profa. Dra. Licia Regina Durrant

(Membro)



Se ndo houver frutos
Valeu a beleza das flores
Se ndo houver flores
Valeu a sombra das folhas
Se ndo houver folhas

Valeu a intengdo da semente



AGRADECIMENTOS

A Universidade Estadual de Campinas pela oportunidade de treinamento que

me conceden
A CAPES pela concessdo de bolsa de estudos

Ao professor José Luiz Pereira pelo apolo, ensinamento, compreensio e

paciéncia

A todos membros da banca examinadora pelos conselhos para o

desenvolvimento do trabalho

A Norma pelos anos de apoio, ensinamentos e amizade

A Rosinha por estar sempre pronta a ajudar

Aos amigos, professores e funciondrios da UNICAMP, cuja atengdo e apoio

foram essenciais durante a caminhada

Ao professor Francisco Borba Ribeiro Neto pelo apoio e lucidez com que me

conduziu por longos anos

Eternamente a papai e mamie pela forga, amor e oportunidades que sempre



me deram

Ao meu grande amigo e marido Jodo Carlos pela forga, paciéneia,

disponibilidade, amor ¢ compreensdo dedicados durante todos esses anos
Aos membros da minha familia, em especial minha tia e prima

A minha estimada amiga Maria del Rosério que sempre soube solucionar

problemas, carinhosamente

Aos meus queridos amigos: Giuliana, Andréia, Glaucio, Alvaro, Mauricio,
Andre, Claudia, Patricia, Ricardo, entre outros - impossivel nomed-los todos - pelos
momentos de felicidade e forga que me deram em varias horas de conversa e

descontragdo



1o nan so se mai mwvererd

Uno di quei sogni che uno fa
Come quesio che

Non riesco a togliere dal cuore
Da quando ¢%...

Forse anche questo resterd

Uno & quei sogni che uno fo
Anche guesto che

Sta mettendo denro o wna canzone

Ma gid che ¢ € infento che c @

Continuerd a sognare ancora un po...

Swrd, sarg I aurora

Per me sarg cosi come uscire fitori
Come respirare un'aria nuova
Sempre o pit

E ¢ tu amore

Fedral che presto fovnerai
Dove adesso non of sei

Forse un giomw tutto cambierd
Pii sereno inforno si vedra
Voglio dive che

Forse andranno a poste rante cose
Ecco perché continuerd

A sograre ancora un po

Uno dei sogni miei...

Ouello che ¢ ¥ in fonde al
Cuore non muore mai

Se ¢f hai creduto davvero
Come i ho creduto jo. .

Sara sara Paurora

Per me sard cosi

Kare sard di pin ancora

Tutte il chiare che fora. .

L7 durorn



indice

Quadros ... 9

Tabelas ..o e 9

FIGUIES oo 10
ReSUMO ..o 11
SUIMMNATY ..ottt oo 12
FoIntrodUedO ..o e 13
2. Revisdo Bibliografica ..o 16
2.1, Caracterizacdo de Bacillus Cereus . .......ooovoomommeeeoooe 16
2.1.a. Posigdo Taxondmica de Bacillus cereus .........oocorooeevvevooo . 19
2.2. Aspectos Epidemiolégicos ................ U VORUUURUUUSTOUO 22
2.2.1. Incidéncia de Bacillus cereus em alimentos ... .. 25
2.2.1. Sindrome DIArréica .............oocooooeoeoeooeeeeooeeoe 27
2.2.1.a. Enterotoxing DIartéica . ..o 30
222, Sindrome EmEtoa ..o 34
2222 Toxina EMEtCa ..........ooooioieiooeeeeeeeeooeeeeeee e 38



223, Qutras toxinas ......................... e 40

2.3. Métodos biologicos usados na determinagéo da patogenicidade

dos microrganismos ¢ de suas toxinas, incluindo Bacillus cereus... . 43
2.4. Métodos Analiticos para Bacillus cereus ..o 47
2.5. Controle da incidéncia de Bacillus cereus..............oooiooi 52
3. Materiale Método............._........_. 57
4. Resultados € DISCUSSAO ............oooooo v 65
S CONCRISAD ... 72
6. Referéncias Bibliograficas ... 73



QUADROS

Quadro 01: Subgrupos de espécies de Bacillus mesofilos...........oooo . 19

Quadro 02: Critério para diferenciacio entre quatro espécies de Bacillus, do

TABELAS

Tabela 01: Caracteristicas dos dois tipos de doengas causadas por Baciflus

CRFCUS .o et e e e e 24

Tabela 02: Dados epidemiologicos comparativos entre Bacillus cereus,

Staphyviococcus aureus e Clostridium perfringens..........ccccooveevvvenvonn. 37

Tabela 03: Propriedades da toxina emética..................ocooovvviiviinicneee 40

Tabela 04: Caracteristicas gerais das principais toxinas produzidas por

BACHIUS COPCUS ..o e, 42

Tabela 05: Contagens do niimero de mesdfilos totais e Bacillus cereus em

AMOSITAs de AIT0Z COZIAO. .o e e e 65

Tabela 06: Contagens do niimero de mesdfilos totais e Bacillus cereus em

AMOSITAS A€ ATTOZ CTU. ... et 66



Tabela 07: Testes bioquimicos propostos por Harmom (1991), para caracterizacio

de BACHIS ..o 69

Figura 01: Fluxograma padréo do processo de preparo de arroz cozido

e frito em restaurantes................................ 56

1G



Summary

Bacillus cereus can give tise to two distinct forms of foodborne disease; the
emetic and the diarrhoeal syndromes. The emetic syndrome is believed to be
associated with an emetic toxin pre-formed in food. Cooked rice is the most
commom vehicle, and the symptons are similar to those of Staphylococcus aureus
intoxication. The diarrhoeal type is caused by enterotoxin and the symptoms
generally parallel those of the Clostridium perfringens food poisoning.

Forty two cooked rice samples were analised and three of raw rice were
collected and examined. We observed a similar contamination in mesophilic count in
Plate Count Agar method and were isolated seventeen Bacillus cereus strains in
MYP agar. All B. cereus strains were tested according to literature biochemical
tests, that confirmed the presence of microrganisms.

We did Gram and crystals endotoxin methods; all samples were classified in
“positive Gram” and “no presence of crystals”,

All seventeen strains were tested in API 50 CH Kit that classified only seven
strains in Bacillus thurigiensis, Bacillus polymyxa and Bacillus subtilis. RPLA Kit

has detected the production of diarrhoeal toxin in 11 isolated strains.
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Resumo

Bacillus cereus causa dois tipos de toxinfecgdes alimentares, com agdo
emética e diarréica.

A sindrome emética esta associada com toxina pre-formada no alimento.
Arroz cozido ¢ um veiculo mais comum e os sintomas sdo similares com os
causados pela intoxicagdo causada por Staphylococcus aureus. O tipo diarreico é
causade por uma enterotoxina ¢ os sintomas sio semelhantes aos causados pela
toxinfecgdo por Clostridium perfringens.

Foram analisadas 42 amostras de arroz cozido e 3 amostras de arroz Cru, nas
quais se observou uma contaminagdo semelhante na contagem de meséfilos totais
em meio PCA e de onde se isolaram 17 cepas suspeitas de serem Bacillus cereus em
meio MYP que foram submetidas as andlises bioquimicas propostas pela hteratura,
confirmando a presenca deste microrganismo.

Realizou-se também, coloragdo de Gram e de cristais de endotoxina, onde
todos os isolados apresentaram-se Gram positivos nas primeiras 24 horas de
Crescimento e sem presenca de cristais de endotoxina.

Essas mesmas 17 cepas isoladas foram testadas pelo sistema multi-ensaic API
50 CH que conseguiu identificar somente 7, classificando-as como Bacillus
thuringiensis, Bacillus polymyxa e Bacillus subtilis.

O teste RPLA permitiu verificar que 11 das cepas isoladas sdo produtoras de

toxima diarreica.
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L Introducio

Bacillus cerens estd amplamente distribuido na natureza e pode ser isolado
facilmente de wna grande variedade de alimentos, cuja origem seja,

preferencialmente, o solo.

A toxinfecglio alimentar causada por este microrganismo ndo é uma doenca
grave, sendo de facil recuperagdo, podendo ser facilmente prevemda por boas
praticas de higiene, controle de temperatura de processamento, estocagem e
distribuigdo. SAo conhecidas duas formas diferentes de doencas (gastroenterite
provocada pela ingestdo de alimentos contaminados) causadas por Bacillus cereus; a
sindrome do tipo diarreica ¢ a sindrome tipo emética, provocadas por duas toxinas,
chamadas diarreica ¢ emética, respectivamente. (Kramer & Gilbert, 1989;
Shinagawa, 1990; Torres-Angel et al, 1979,

A sindrome diarréica, descoberta ha miais tempo, esta associada com
alimentos ricos em proteinas, tais como cames, legumes, cremes, entre outros. Este
tipo de doenga apresenta um periodo de incubacgdio entre oito a dezesseis horas,
sendo caracterizada pelo aparecimento de dores abdominais, diarréia liquda ¢
profusa e raramente vomitos e febre. Os sintomas da doenca so semelhantes aos
causados pelo Clostridium perfringens (Jobnson, 1984). A duragio média dos

sintomas € de 12 horas.

O primeiro relato de uma nova forma de gastroenterite provocada por Bacillus
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cereus ocorreu na Inglaterra em 1971, com o surgimente de mais seis surtos
associados ao consumo de arroz frito em restaurantes chineses. Esta nova forma,
designada como sindrome emética, tem como sintomas ataques de nausea ¢ vimitos
desenvolvidos em uma a cinco horas apés a ingestfio de alimentos contaminados.
Dores abdominais e diarréia podem ocorrer, mas nio sdo sintomas tipicos desta
sindrome. As caracteristicas gerais da sindrome emética quanto ac periodo de
incubagho e sintomas gerais sdo muito semelhantes s caracteristicas das
intoxicagbes alimentares provocadas por Staphylococcus aureus. Nos surtos de
sindrome emética, os alimentos implicados sdo quase todos exclusivamente
amilaceos ¢, de forma geral, preparados e acondicionados de forma ncorreta,

principalmente com relacio a temperatura (Baiocco, 1993).

As mformagdes disponiveis permitem afirmar que a viruléncia exibida por
Bacillus cereus estd associada com um ou mais produtos extracelulares incluindo
fosfolipases, penicilinases, hemolisinas, enzimas proteoliticas e outras toxinas que,
quando presentes em grandes quantidades nos alimentos, ou qualquer outro veiculo
de transmissdo, ocasionam, além de intoxicacSes alimentares, varios outros tipos de
mfecedes generalizadas como broncopneumonia, bacteremia, meningite, endocardite

e osteomuielite (Bonventre & Jonhson, 1970).
Este trabalho fo1 realizado com os seguintes objetivos gerais:
¢ Estudar a contaminagio de alimentos comercializados, especificamente, arroz

cozido, em restaurantes do tipo “self-service”, da UNICAMP, na regifio de Bardo

Geraldo, em Campinas, verificando-se a ocorréncia de variagles no grau de
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contaminago por mesofilos totais e Bacillus cereus deste tipo de alimento
durante um periodo de quatro meses, em trés estabelecimentos, com amostragens
no micio ¢ final dos periodos de refeicdo; as analises foram realizadas em

triplicata

Objetivos especificos:

- Determinagao quantitativa da microbiota de meséfilos totais em amostras de arroz

cozido

. Avaliar a presenga de Bacillus cereus em arroz cozido

. Isolar cepas de Bacillus e submeté-las aos ensaios bioquimicos sugeridos pela

literatura com a finalidade de identificagdo

. Testar a eficiéncia do sistema multi-ensaio API 50 CH (BioMérieux) disponivel

no mercado destinado a identificagfio do género Bacillus
. Verificar, dentre os isolados, quais os Bacillus cereus sdo produtores de toxina

diarréica detectado pela téenica imunolégica de Aglutinagfio Passiva Reversa em

Latex (RPLA - Oxoid )
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2. Revisdo Bibliogrifica

2.1, Caracterizacio de Bacillus cereus

Bacillus cereus foi originariamente isolado e descrito por Frankland & Coel,
em 1887 ( D'Aubert, 1980 ), e esta entre as trinta quatro espécies conhecidas do
género Bacillus, de acordo com a nona edicdo do Bergey’s Manual of Systematic

Bacteriology ( Sneath, 1990 ).

O nome “cereus” que significa, em latim, ceroso, descreve a aparéncia das

coldnias deste microrganismo em meios contendo agar.

Morfologicamente, Bacillus cereus s30 bactérias em forma de bastonetes,
Gram positivas na fase exponencial de crescimento, primetras vinte e quatro horas, e
Gram negativos na fase estacionaria - apls quarenta e oito horas. S&c aerébios ou
anaerobios facultativos e apresentam t{inico esporo na posi¢do central ou p-central,
que aparece na parte final da fase exponencial ¢ durante a fase estacionaria, sem que
haja distenséo do esporngio. Este esporo tem a facilidade de aderir a varios tipos de
superficie, com a ajuda do pilli ( Doyle, 1997 ). Tém motilidade, que é conferida

pela presenga de flagelos peritrigneos, que néo sio usados para taxonomia.

As dimensdes da célula vegetativa sdo de didmetro 1,0 a2 1.2 uym e de

comprimento 3,0 a 5,0 um.
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O crescimento e multiplicacdo desta bactéria pode ocorrer entre temperaturas
extremas como 10 e 50 °C, porém a temperatura 6tima fica entre 30 ¢ 35 ©

portanto € um microrganismo mesofilo. Crescem em alimentos com atividade de

agua maior ou igual a 0,95 e na faixa de pH de 4.35 a 9.3 ( Azeredo, 1998 ).

380 capazes de metabolizar glicose. frutose, trealose, glicerol, sacarose,
maltose, entre outros carboidratos, com produgdo de 4cido. Possuem enzimas
especificas para hidrolise de amido, caseina, esculina e gelatina. Nio produzem
indol ¢ sdo catalase positiva. Ainda, o Bacillus cereus tem poly-B-hidroxvbutirato
como material de reserva ¢ produz cido sem gas a partir de glicose. N3o fermenta

manitol e tem um sistema ativo de fosfolipase (lecitinase).

Quanto 4 distribuicio dessas bactérias na natureza, elas podem ser
encontradas numa grande variedade de ambientes como o solo, poeira, dgua.
incluindo varios tipos de alimentos consumidos amplamente pelos homens e animais.
Entre esses alimentos, encontram-se principalmente cereais, leite ¢ seus derivados,
condimentos, carnes, dgua e legumes ( Baiocco, 1993 ). A presenca nestes
alimentos, deve-se aos esporos resistentes ao calor, a desidratagio e outros fatores

destrutivos.

Bacillus cereus é um dos maiores problemas da mndastria de laticinios, onde
provoca, por agdo de lecitinases, agregacio da camada lipidica de leite pasteurizado,
fenémeno conhecido como “bitty cream’. Atribui-se, também, a formacéo de “sweet
curdling” ou coalho doce { Christiansson, 1989 ). Isto ocorre porgue 0s esporos

sobrevivem a pasteurizacio e ap6s a germinagdo as células estdo lvres para

17



competir com outras células vegetativas ( Doyle, 1997 ).

Dada a grande distribuicio de Bacillus cereus na natureza, tais
microrganismos sic  inevitavehmente mgeridos diariamente. Contudo, quando
ingeridos em pequenas quantidades nio representam riscos para a sande; somente
quando a ingesta ¢ maior oy igual que 10° UFC/ g de alimento é que representam
risco & populagdo ( Netten, 1992 ). Os esporos que conseguem sobreviver as
condigbes adversas presentes ao longo do trato digestivo, podem vir a fazer parte da
microflora intestinal transitoria, e segundo Sisson { 1992 ) estes podem ser isolados

de fezes humanas, com relativa facilidade.

Os membros do género Bacillus tem variada distribuigdo ubiqua, em funcio
de suas células secretarem enzimas capazes de degradar grande variedade de
materiais orgnicos, sdo, basicamente, saprofitas. O Bacillus cereus tem, também,
um papel ecologico bem definido e de interesse biotecnoldgico, como no tratamento

de polpa de arvores ( Blanchette, 1997 ).

Bacillus cereus é um dos responsdveis por um dos tipos de toxinfeccio
ahimentar através de duas toxinas distintas: a diarréica e a emética, além de poder
causar outros tipos de enfermidades ndo relacionadas a toxinfeccdes alimentares,
porém de interesse clinico, como: bacteremia, bronquite, pneumonia, septicemia,

oftalmite, osteomielite e endocardite (Bonventre & Jonhson, 1970).
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2.1.a. Posigdo taxondmica de Bacillus cereus

Até meados deste século, a taxonomia para o genero Bacillus era cadtica.
Apos a proposta da divisdo do género de acordo com a localizagfio intracelular e de

estrutura do endoesporo, foi possivel classifica-lo em trés grupos ( Stanier, 1986 ).

Quadro 01:

Subgrupos de espécies de Bacillus mesofilos

Grupo | Tipo de Endoesporo | Posigdo . do _End'oespérog_ Céiula Vegetativa | Representantes -
B RO na Célula Vegetativa | Distendidapelo |
i — O.!val.. ..Cehtral T ~ | B. subtilis
B. cereus
B. fastidiosus
I Oval Central + B. pohmyxa
HI Esférico Terminal + B. pasteuriji

fonte: Stanier, 1986

O grupo 1 deste quadro, baseia-se na distingdo entre B.cereus e B. subtilis em
relagdo ao tamanho da célula e na presenca ou auséncia de poly--hydroxibutirato
como material de reserva; mais espécies do grupo I podem crescer anaerobicamente

na presenga de agicares, pois fazem uma fermentagio distinta, na qual forma-se,
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como produtos finais 2,3 butanediol, glicerol e CO,, acompanhados de uma pequena
quantidade de lactato e etanol. Os membros do grupo 11 formam esporos
caracteristicos ¢ s3o0 microrganismos fermentativos, quimicamente distinto do
primewo grupo. Ja os Bacillus do grupo HI sfo caracterizados por formarem eSporos

esfénicos localizados terminalmente na esporulagdo da célula ( Stanier, 1986 ).

Posteriormente, o esquema inicialmente proposto foi endossado por Gordon
(1973), e o grupo I foi subdividido de acordo com as dimensdes de suas células
vegetativas, de forma que o B. megaterium, B. cereus, B, anthacis, B. mycoides e B.
thuringiensis passaram a compor o grupo 1A, com células de comprimento maior
que 0.9 um e produtores de globulos lipidicos. Hoje, considera-se B. anthracis, B.
mycoides ¢ B. thuringiensis vanedades de B. cereus, em vez de espécies distintas,

devido as semelhancas fenotipicas e genéticas (Doyle, 1997 ).

A caracteristica diferencial de B thuringiensis é a producio de cristais
protéicos, toxicos para os insetos e é usado no controle biologico; ja 0 B. mycoides
apresenta crescimento caracteristico em forma de rizéide de acordo com o pH do

meio ( Sneath, 1990 ). O B. anthracis tem patogenicidade peculiar para animais,
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Quadro 02: Critério para diferenciacio entre as quatro espécies de Bacillus,

do grupo IA
Espécies - | Morfologia | Hemdlise . [Motilidade | Sensibilidade | Inclusio de
| ._:__da'.cclénia | 1 peniciﬁna | cristal

| _ - parasparal
B. cereus brance.l. + + - -
B. agmthracis | branca - - 0 -
B. thuringiensis| branca/cinza + + - +
B. mycoides | rizoide (+} . - .
{+) variavel
Fonte: Doyle, 1997
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2.2. Aspectos Epidemioldgicos

De acordo com Baiocco ( 1993 ), os baixos nimeros de surtos relatados que
sdo comprovadamente provocados por Bacillus cereus, demonstram a falta de
conhecimento ¢ informagio a respeito  das caracteristicas gerais deste

microrganismo, bem como das doengas provocadas por ele.

Além disto, as eventuais investigacBes nicrobiologicas sdo dificultadas pelo
uso de meios de cultura seletivos que ndo detectam B. cereus, mesmo quando estes
TICTOTgAismos estAo presentes nos alimentos responsaveis pelos surtos ou em
amostras de fezes e vOmito de pessoas acometidas pela enfermidade. Atualmente
tem ocorrido um aumento expressivo no nimero de surtos de causa bacteriana
conhecida, e principahmente nos ocasionados por B. cereus. Este novo indice pode
tanto representar um aumento real no nimero de casos, como também pode refletir,

mais provavelmente, um aumento de relatos dos mesmos (Kramer ¢ Gilbert, 1989).

Sabe-se que B. cereus esta implicado em dois tipos de formas clinicas de
gastroenterite provocada pela ingestio de alimentos contaminados por toxinas
distintas. Um primeiro tipo, descoberto ha mais tempo, é denominado sindrome
diarréica e estd associado com alimentos ricos em proteinas, tais como camnes,
legumes, cremes, entre outros. Este tipo de doenga apresenta um periodo de
meubacio entre 8 ¢ 16 horas, sendo caracterizada pelo aparecimento de dores
abdominais, diarréia liquida profusa e raramente vomito. Outro tipo de doenca

causada por este agente infeccioso é conhecido como sindrome emeética, e esta
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associada quase que exclusivamente ao consumo de alimentos amilceos,
especialmente, arroz cozido. Esta sindrome é marcada por atagues de nausea e
vOmitos, as vezes seguidos por diarréia; o periodo de incubagio pode varar de
alguns minutos a algumas horas. Ainda pode-se observar wm pequeno namero de
pacientes que exibiu sintomas de ambos tipos de doengas, provavelmente como

resultado da produgio de ambos tipos de toxinas ( Doyle, 1997 ).

O tipo dominante de doenca causada por Bacillus cereus difere de pais para
pais. No Japéo, o tipo emético é relatado dez vezes mais freqientemente que o
diarreico, enquanto na Europa e América do Norte, o tipo diarreico é mais
freqilentemente reportado. FEsta variagio ocorre devido aos atferentes habitos

alimentares das populagdes ( Doyle, 1997 ).
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Tabela 01: Caracteristicas dos dois tipos de doengas causadas por Bacillus cereus

Caracteristicas .

- |Sindrome diarréica |

Sindrome Emética

Dose mfectante

T10°- 107 (UFC/g)

10° - 10°(UFC/g)

Produgdo de toxina No mtesting do | Pré-formado 1o
hospedeiro alimento
Tipo de toxina Protéico Peptideo ciclico
Periodo de incubagio|8 - 16 (ocasionalmente|0,5 - 5
(h) > 24)
Duragéo da doenga (h) |12 - 24 (ocasionalmente | 6 - 24
varios dias)
Sintomas Dor abdominal, diarréia{Nausea, vomito e mal-
liquida e ocasionalmente | estar
niusea
Almentos Produtos carneos, | Arroz frito e cozido,
freglientemente sopas, vegetas, pudins e | macarrio, massas
mnphicados mothos, leite e produtos

lacteos

Fonte: Doyle, 1597
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2.2.1. Incidéncia de Bacillus cereus em Alimentos

Tanto esporos como células vegetativas de Bacillus cereus sio habitantes
freqiientes de uma grande variedade de ambientes, incluindo solo, sedimentos,
poeira, agua, plantas e muitos tipos de alimentos, notoriamente cereais e derivados,
leite ¢ laticinios, condimentos, cames e vegetals, Como conseqiiéncia dessa
distribuicdo e devido & sua rapida capacidade de esporulagfio, B. cereus sobrevive

bem em ambientes externos ¢ no intestino de animais (Azeredo,1998).

1. Carnes e produtos carneos:

Bacillus cereus pode ser isolado a partir de came fresca, o que reflete o grau
de contaminago da carcaga pelo solo ¢ pelo manuseio madequado das mesmas. Em
um estudo feito no Reino Unido, encontrou-se que em 6,9% de frango cru continha
detectavel mimero de B. cereus. Neste mesmo trabalho observou-se que o0s
endoesporos de Baciilus sobreviveram ao processos usuais de cozimento, mas
numeros significantes foram encontrados onde ndo houve um controle rigido ¢

eficiente apds o mesmo (Vamam, 1991 ),

Em uma pesquisa feita no Japéo, carne bovina do tipo “hamburgers” foram os
que apresentaram maior freqiiéncia de contaminagfio (45,5% das amostras). No
Brasil, Almeida & Schneider, em 1983, pesquisaram a presencga do MICTOrZanismo
em produtos elaborados com carne moida, adquiridos em estabelecidos comerciais

na cidade de Campinas, constatando contaminacio em 40% das amostras de



croquetes e 90% das amostras de alméndegas, com contagem superiores a 10° UFC/

g.

2. Leite e denivados:

Bacillus cereus é wm contaminante comum de leite desidratado, além de
yogurt ¢ queijos. Devido a fatores como a baixa atividade de agua, caracteristica de
produtos desidratados, a produgdo de toxina pelo microrganismo € inibida (Varmam,
19913,

3. Cereais:

A meidéncia de Bacillus cereus em arroz ¢ alta e hd uma relagdo direta com a
sindrome emética. A contaminacio dos grdos ocorre durante a colheita, transporte,
beneficiamento e armazenagem. Devido a atividade de dgua baixa, essa

contaminagio se faz, basicamente, por esporos do microrganismo (Azeredo, 1998).
4. Outros produtos desidratados:
Pode-se isolar Bacillus cereuns de vérios tipos de produtos desidratados como

ovos, batatas, legumes, formulas infantis, sopas e condimentos como pumenta do

reino, paprica e manjericio, além de oufros aditivos ( Varnam, 1991).
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2.2.2. Sindrome Diarréica

O primeiro estudo completo envolvendo a relagio entre sindrome diarreica e
Bacillus cereus foi feito por Hauge em 1950 (Baiocco,1996) a partir de
mvestigagOes de guatro surtos de natureza bastante similar, ocorridos na Noruega, ¢
que segundo o proprio autor, afetaram aproximadamente 600 pessoas. Um desses
surtos foi amplamente pesquisado e envolveu pacientes e funciondrios de um

hospital.

Neste surto, das 80 pessoas que ingeriram a refeigdo servida no jantar, 61
ficaram doentes; das 19 pessoas que nfo apresentaram nenhum sintoma, 11 ndo
haviam comido a sobremesa e 8 comeram pequena quantidade deste alimento.
Portanto, o alimento mais provéavel de ser o veiculo da mioxicagéo no surto relatado
foi a sobremesa, preparada na véspera e armazenada em recipientes 4 temperatura
ambiente. Foi observado um periodo de incubagdo em tomo de dez horas. Os
sintomas apresentados incluiam dores abdominais, diarréia liquida e nausea
moderada; vomito e febre nfio foram comuns e a duragio média desses sintomas nio
ultrapassou doze horas. Andlise microbiologica de restos de sobremesa servida

revelaram alta contaminagdo por Bacillus cereus. ( Batocco, 1993 )

Hauge, para confirmar este surto, isolou a bactéria, promoveu o crescimento
em 4x10° células por mL e ele préprio se autoinoculou, ingerindo 200 ml. da cultura.

Apés 13 horas, o mesmo desenvolveu dores abdominais ¢ diarréia profusa por 8
horas. (Dovle, 1997 }
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Desde 1950 tem-se observado um aumento consideravel do nimnero de Casos
de toxinfecgdes alimentares semethantes ao quadro descrito para sindrome diarreica.
Segundo Kramer e Gilbert { 1989 ), entre os anos de 1960 e 1968, Bacillus cereus
foi considerado a terceira causa mais comum de surtos de mtoxicagdo alimentar na
Hungria, sendo que o primeiro surto ocorreu em 1958, provavelmente pela ingestfio
de uma sopa de legumes contendo um alto nitmero deste MHCIOTZanismo por grama
de alimento, afetando 65 pessoas. Um pouco mais tarde, foram publicados relatos
sobre 335 surtos ocorridos também na Hungria, envolvendo cerca de 800 mdividuos,
sendo que todos apresentaram sintomas da sindrome diarreica. As carnes
condimentadas, de grande aceitagfo entre os hiingaros, foram os principais alimentos

suspeitos de veiculagdo de B. cereus nestes casos (Baiocco, 1993).

Somente em 1970 foi relatado o primeiro caso de sindrome diarrdica nos EUA
por Midura ( 1970 ). De acordo com este autor, 15 estudantes apresentaram diarréia,
dores abdominais e nduseas apos ingerirem pdo de came contendo cerca de 70x10°
microrgamismos por grama de alimento. O periodo de mncubac8o foi de 10 horas e o
tempo de duragdo dos sintomas foi de aproximadamente 24 horas. Jepheott er al
(1977), acompanharam um surto, também ocorrido nos EUA, envolvendo 49 idosos
que recebiam refeigdes preparadas pelo servico social local. Os sintomas foram
dores abdominais e diarréia entre cinco e catorze horas apés a mgesta do alimento.
Considerando a idade das pessoas envolvidas, os sintomas foram mais severos & o
perfodo de incubagfio foi menor que os demais j relatados em surtos similares.
Bacillus cereus foi o agente infeccioso incriminado depois de realizadas provas
microbioldgicas em restos de alimentos suspeitos e fezes das vitimas. Entretanto, o

petiodo de incubagfio, os sintomas apresentados e as analises bacteriologicas séo
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tipicas também de intoxicagbes alimentares causadas por Clostridium perfringens.
Neste estudo foram isolados B. cereus de fezes dos pacientes e dos restos de
alimentos suspeitos, enquanto que C. perfringens foram isolados das fezes, porém
ndo dos ahmentos. Os alimentos preparados com muita antecedéncia e deixados 2
temperatura ambiente constituem um meio ideal para a multiplicacdo de bactérias,
uma vez que tanto C. perfringens como B. cereus podem se multiplicar & 43°C,

(Batocco, 1993)

Segundo Shinagawa ( 1990 ), entre 1950 ¢ 1976, na Finldndia, ocorreram 50
surtos, no Canadéa cerca de 9 surtos, e na Holanda 11 surtos causados por Bacillus
cereus. Existe uma grande variedade de alimentos que podem ser incriminados
nestes surtos, tais como: sopa de carne ¢ legumes, massa, leite, sorvete, carnes
cozidas, legumes cozidos e crus. Salzberg ( 1982 ) realizou o estudo de wn surto
ocorrido em dois restaurantes, onde os sintomas apresentados pelas pessoas afetadas
foram: diarréia, dores abdominais, ndusea e vomitos em alguns casos. Nesta
ocorréncia também pode-se incriminar tanto B. cereus como (. perfringens, uma
vez que ndo foram feitas analises microbiologicas dos alimentos envolvidos ( carne e
maionese preparados na véspera ). Em geral, no Brasil, existem poucos relatos sobre

surtos de toxinfecedes alimentares causados por Bacillus cereus.
O acumulo quantitativo de Bacillus cereus no slimento depende do niumero de
organismos inicialmente presentes, o alimento adequado para o crescimento ¢ o

tempo de duragiio do mesmo e das condigles em que permanece.

Hé semelhancas, deste tipo de doenga, com os sintomas causados pela
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toxanfecgdo causada pelo Clostridium perfringens, que também requer milhes de
bactérias { um mimero maior que 10° UFC/g - Harmon, 1991) por grama de alimento

para causar os sintomas da doenca.

2.2.2.a Enterotoxina Diarreica

De acordo com Johnson ( 1984 ), existem varios termos que podem ser
usados para designar a toxina diazréica, tais como: agente diarreico, fator de
acumulagdo de fluidos, fator de permeabilidade vascular, toxina dermonecrotica,
entre outros. Todos estes termos, entretanto, referem-se a uma proteina com peso
molecular de 50.000 Daltons e ponto isoelétrico de 4,9. Segundo Gramun ( 1993 ), a
enterotoxina diarreica é secretada durante a fase de crescimento vegetativo dos
microrgamsmos, principalmente durante o final da fase logaritmica. Quando a fase
exponencial ¢ finalizada, a toxicidade ¢ perdida. Além disso, as linhagens podem
perder a capacidade de sintese de toxinas quande subcultivadas, significando que
este processo €, provavelmente, intermediado por fagos ou epissomas { Kramer e

Gilbert, 1989 ).

As enterotoxinas, de um modo geral, podem ser produzidas numa faixa de pH
entre 6,0 e 8,5, sendo que o pH Stumo de produgio situa-se em tomode 70 ou75 ¢
requerem glicose como nutriente essencial para produgdo, porém em altas
concentracdes, ha redugdo ou eliminagdo da produgio da toxina. Qutros

carboidratos ndo foram testados.
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Os limites de temperatura nos quais ocorre a sintese destas substancias
situam-se entre 18 ¢ 43°C. As enterotoxinas diarrdicas fornam-se instiveis quando
armazenadas a 4°C e inativadas quando submetidas a temperaturas superiores a
56°C por cinco minutos { Vaman, 1991 ) e também tem sua produgio mibida por

1.5% de NaCl ou 1000 ppm de NaNO; ( Azeredo, 1998 ).

As toxinas diarr¢icas quando ingeridas atuam nas células da mucosa intestinal
¢ estimulam o sistema AMP ciclico - adenilato ciclase, acarretando actmulo de
fluidos no intestino, o que pode ser detectado, principalmente, através de ensaio de
fleo ligado de coelho, porém, em linhas gerais, pouco se sabe sobre 0 mecanismo de

acdo da foxina.

D’ Aubert, em 1980, demonstrou a existéncia de quatro enterotoxinas distintas:
e 3 prnimeira estimula o sistema adenil-ciclase-AMP ciclico, causando actimulo de
liquido na alga ileal de coelho. Esta toxina deve ser a responsavel pelo episédio
diarréico que se manifesta depois de um longo periodo de incubagio
* 2 segunda toxina ¢ um fator que causa acimulo de liquido, sem influir no sistema
ademl-ciclase-AMP ciclico
 aterceira € definida como toxina piogénica, que causa dano severo & mucosa ileal
¢ a quarta causa vOmito, mas ndo estd bem identificada e possivelmente estd

relacionada com episddios de gastroenterite com breve periodo de mcubacio

De acordo com Gilbert ( 1979 ) e Thomas er af ( 1992 ) diferentes hinhagens
submetidas a condigdes distintas de crescimento, apresentam respostas diferenciadas

na produgac de toxina, as quais, quando injetadas no ileo ligade de coetho, causaram
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graus distintos de actmulo de liquido. Através deste teste, foi constatado o efeito
transitorio das toxinas diarreicas na permeabilidade intestinal, e que  estas
substéncias se unem fracamente aos sitios receptores presentes no fleo. Ao contrario
das enterotoxinas elaboradas por V. cholerae e C. perfringens, a atividade das
enterotoxinas produzidas por Bacillus cereus ¢ totalmente inibida pela injegdo do
antisoro especifico no ileo ligado de coelho. FEstes pesquisadores também
observaram as propriedades das enterotoxinas diarreicas em preparagfes brutas ou

parcialmente purificadas através de filtragfio em gel de Sephadex G75.

Embora as condi¢bes necessarias para produgdo de enterotoxina diarréica ja
estejam razoavelmente bem definidas, as tentativas de isolamento e purificacdo desta
substancia nio tem encontrado muito &xito, dada a natureza 13bil da molécula, sua
susceptibilidade a enzimas proteoliticas ¢ a perda da toxigenicidade das linhagens
subcultivadas.

De acordo com Kramer ¢ Gilbert ( 1989 ), técnicas como eletroforese em gel
de poliacrilamida, cromatografia em Amberlite CG400, QAE-Sephadex, entre
outras, tém sido usadas para separagfio de toxinas ¢ outros produtos extracelulares

elaborados por Bacillus cereus.
Um método que vem sendo amplamente usado para detecgiio de enterotoxina
diarréica ¢ o da Aglutinagio Passiva Reversa em Latex (RPLA) - Oxoid, cujo Hmite

de sensibilidade situa-se ao redor de 1 ng/mL (Buchanan, R. L., 1994 ).

Além dos metodos como RPLA, varias outras técnicas podem ser usadas para



se detectar a atividade da toxina diarréica, como caracterizacdes bioldgicas ou

sorologicas, tais como ( Johnson, 1984 ):

s filtrado de células de macaco com ingesta via sonda nasogastrica

* teste da alga ileal de coetho ligada, com monitoragdo do fluido acumulado

¢ permeabiidade vascular, visualizada pela injecio subcutdnea de filirado de
células, seguida da injecdo de solugdo de corante Evans Blue, que dara cor azul
na regifio vascularizada da pele de porquinhos da India oy coelhos

* teste de Ensaio Imuno Enzimatico ( ELISA - Fnzvme Linked Immunosorbent

Assay )



2.2.3. Sindrome Emética

O primeiro relato de uma nova forma de gastroenterite provocada por Bacillus
cereus foi feito na Inglaterra em 1971 com o acompanhamento de seis surtos
associados ao consumo de arroz frito em restaurantes chineses. Esta nova forma
designada como sindrome emética, inclai como principais sintomas. ataques de
nausea e vomito desenvolvidos dentro de 1 a 3 horas apos a mgestdo de alimentos
contanunados pela toxina ¢ a duragio dos sintomas é de, no maximo, 24 horas.
Dores abdominais podem ocorrer, mas nfio sio sinfomas tipicos desta sindrome.

Esta doenga esta relacionada ao consumo de arroz e macarrio {Kyamer, 1989).

Ainda, segundo o mesmo autor, entre os anos de 1971 & 1984 foram relatados,
também na Inglaterra, cerca de 192 surtos envolvendo mais de mil casos, sendo que

a matona deles ocorreram durante o verdo.

A grande maioria dos casos da sindrome emética também i2m sido
freqientemente associada ao consumo de arroz servido em restaurantes chineses.
Isto pode ser explicado pela técnica chinesa de preparo do arroz, onde o mesmo &
cozido em grandes volumes e armazenado 4 temperatura ambiente, sendo utilizadas
apenas pequenas porgdes de cada vez. Os esporos resistentes ao processo témmico,
germinam rapidamente quando o arroz & deixado a temperatura ambiente (Garcia,
1993).

As caracteristicas gerais da sindrome emética quanto ao periodo de incubacio
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¢ sintomas gerais sfo muito semelhantes com as caracteristicas das intoxicagtes
alimentares provocadas por Staphylococcus  aureus. Para uma confirmagdo
definitiva, torna-se necessario a realizacdo de testes microbioldgicos especificos
para cada um dos microrganismos possivelmente envolvidos e /ou a toxina presente

{ Baiocco, 1993).

Nos surtos de sindrome emética, os alimentos mmplicados sdo quase todos
exclusivamente amiliceos e, de forma geral, foram preparados ¢ acondicionados de

forma incorreta, nfo respeitando as regras basicas de higiene.

De acordo com Gilbert, Stringer ¢ Peace ( 1974 ) entre 1971 e 1973, mais de
30 surtos de intoxicagbes alimentares foram descritos na Inglaterra.  Exames
bacteriologicos de restos de alimentos ou de amostras de fezes ou vomitos das
pessoas envolvidas nfo apontaram os organismos fregiientemente envolvidos nos
casos de intoxicagSes alimentares. Na grande maioria dos surtos avahiados durante
esses anos, grande numero de bastonetes, identificados como Bacillus cereus tem
sido isolados de varios tipos de amostras coletadas. Os sintomas em cada um dos
surtos foram muito parecidos, sendo descritos como um ataque de nausea e vomito

entre 1 a 5 horas depois de ingeridos os alimentos {Kramer, 1989}

De acordo com Raevuori ( 1976 ) um surto semelhante de mtoxicacio
alimentar ocorren numa industria na Finlandia, onde 18 das 36 pessoas que comeram
uma refei¢io no almogo, incluindo arroz cozido, carne e vegetals, tornaram-se
doentes. O periodo de incubacdo foi de duas horas, em média, e os principais

sintomas observados foram vomito, niusea e dores abdominais, caracteristicas estas,
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tipicas de intoxicagdes provocadas por B. cerens. O alimento envolvido fo1 0 arroz

cozido.

Entre 1982 ¢ 1986, no Japdo, ocorreram 73 surtos causados por Bacillus
cerens envolvendo 1323 casos, sendo que 93 a 95% dos casos apresentaram o tpo
emético da doenga. A maioria dos surtos ocorreram nos meses de verdo e foram

associados ao consumo de arroz cozido (Shinagawa, 1990).

Na Noruega, em fevereiro de 1995, houve um caso envolvendo 152
competidores juniores de ski ( idade entre 16 ¢ 19 anos ) que consumiram carne
cozida. Os atletas jovens tiveram sintomas severos, enquanto os treinadores nada

sofreram; a duragdo dos sintomas foi de 2 a varios dias {Doyle, 1997).

Uma caracteristica interessante que tem sido observada mundialmente ¢ o
nimero geralmente baixo de casos registrados dessas doencas em vérios outros
paises, fazendo com que os surtos ocasionados por Bacillus cereus permanecessem
quantitativamente quase desconhecidos até hoje. Isto deve ser explicado pelo fato
das doengas se apresentarem, em alguns casos, de forma muito suave, ou ainda pelo
fato dos sintomas desenvolvidos serem atribuidos a outros microrganismos que ndo
B. cereus como, por exemplo, Staphylococcus aureus e Clostridium perfringens

{Batocco, 1993).

Dados epidemioldgicos comparativos entre estes trés microrganismos podem

ser vistos na tabela 02,
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Tabela 02 Dados epidemiologicos comparativos entre  Bacillus cereus,
Staphylococeus aureus e Clostridium perfringens (Baiocco, 1993)
Caracteristica | C: perfringens | B. cereus | B.cereus S oureus
o o . -Sindr-orﬁ.e o Sindrome
| _diarréica o Emética
Periodo de 8-22 8-16 1-5 2:6
mncubacdo (h)
Duragédo dos 12-24 12-14 6-24 6-24
sintomas (h)
Diatréiae | predominante | predominante | muito comum comum
dores
abdominais
Nausea e raro ocasional Predominante | predominante
vOmitos
Patogenicidade toxina * toxina ° toxina * toxma
Alimentos carnes cames, sopas, | Arroz cozido e carnes
envolvidos legumes, etc. 1Nassas cozidas frias
e laticinios

a - toxina associada a esporulagio liberada no intestino delgado

b - toxina pré-formada no alimento ou produzida no intestino delgado

¢ - toxina pré-formada no alimento




2.2 3.a. Toxina Emética

Estas toxinas apresentam caracteristicas bem distintas das enterotoxinas
envolvidas nos surtos de diarréia, e sdo produzidas principalmente em culturas
contendo extrato de arroz ou meios de caldo triptona de soja ou 4gar triptona de

s0ja. Sua produgdo ocorre durante a esporulaglo, porém esta relagfio nfo esta clara
( Vamam, 1991 ).

Séo termoestaveis, suportando uma temperatura de 126°C por 90 minutos e de
4°C por dois meses, aproximadamente. As toxinas podem ser produzidas numa faixa
de pH que vai de 2,0 a 11,0, ndo sendo sensiveis a acdo das enzimas tripsina e
pepsina. Este fato explica a resisténcia destas toxinas as condigbes presentes no
estomago. Néo sdio polares, pois sdo extraidas com cloroférmio ( Johnson, 1984 )e

apresentam peso molecular igual a 1000 Daltons, aproximadamente,

Nio estimulam o sistema AMPciclico-adenil ciclase ( Gilbert, 1989:;
Vannetten, 1990; Grant, 1993 ) e pouco se sabe sobre a forma de atuaclc desta
toxina; deduz-se que atuem em DEUrofransmissores, nesse caso, ocasionando a
resposta emética. Quando fornecidas em racSes para macacos Rhesus, provocam
vomito entre 1 a 5 horas apds a ingestfio. O ensaio de ileo ligado de coelho é
negativo, ou seja, no ha acamulo de fluidos na parte do intestino inoculada. Os
testes de permeabilidade vascular e de necrose em coelho também sdo negativos, A
detecgfio desta toxina é feita, principalmente, através de reagdes com primatas ou

uma outra alternativa € um teste de cultura de tecidos baseada na produgiio de
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vaciiolo em células Hep-2, mas requer avaliacio ( Varnam, 1991 ).

Sdo consideradas um peptides ndo antigénico, pois 0s animais testados nio
desenvolvem resisténcia imunolégica a essa toxina. Evidéncias epidemiolégicas
mostram que 75% das linhagens envolvidas em surtos de sindrome emética sio
sorotipo 1. Isso significa que somente algumas linhagens de Bacillus cereus sio

capazes de sintetizar essa toxina ( Gilbert e Perry, 1977 ).

A toxina emética ¢ também chamada cereulide e consiste de uma estrutura
circular de 3 ou 4 repeticBes de aminoscidos e/ou oxiacidos:

[ D-O-Leu-D-Ala-L-0-Val-L-Val ]; ( Dovle, 1997 ).

Ha uma hipdtese que a toxina emética seja um hpideo, devido a natureza
hidrofbica ( Doyle, 1997 ).



Tabela 03: Propriedades da toxina emética:

Detemihxagzﬁo e S Propriedade ou Atividade
Peso inaleéﬁiér | R 1,2 KD& - T
Estrutura Peptideo de forma circular

Ponto 1soelétrico Neutro

Antigenicidade Nao (7)

Atividade biolégica em primatas Vamito

Receptor 5-HT; (estimulo do vago aferente)
Testes na al¢a fleal (coetho, rato) Nenhum

Citotoxidade Nao

Células HEp-2 Attvidade Vacuolar

Estabilidade ao calor 90 mimrtos a 121°C

Estabilidade ao pH Estavel a pH 2-11

Efeito de protedlise  (tripsina,| Nenhuma

pepsina)

Producio de toxina Em alimentos: arroz e leite a 25-32°C

Fonte: Dovle, 1997

2.2.4. Outras Toxinas

Outras proteinas com atividade enterotoxigénica tém sido reportadas, mas

> £ . . c‘. -
pouco se sabe sobre suas propriedades. Além das toxinas diarrdica e emética outras



toxinas como hemolisinas (cereolisina, hemolisina 1, hemolisina 11}, fosfolipase C,

entre outras, também sao produzidas por Bacillus cereus (Azevedo, 1998).

Outra toxina, enterotoxina T, que é composta de uma (nica proteina, tem peso

molecular de 41kDa e foi recentemente identificada por Agata et al ( Doyle, 1997 ),

Um resumo geral das caracteristicas das toxinas é apresentada na tabela que

segue:
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Tabela 04: Caracteristicas gerais

cereus (Batocco, 1993)

Toxinas

e 'Propﬁeciadés gerais

Enterotoxina Diamrdica

das principais toxinas produzidas por Bacillus

Proteina ten:nelébﬂ; peso mblecﬁlaf de .38-46}1{'[)3; pl
5.1-5,6; mativadas por enzimas proteoliticas; atividade
necrotica e letal; fungdo patogénica em mtoxicacdes
alimentares ¢ infecgdo extramtestinal: formada por

varias subunidades

Toxina Emética

Termoestavel, peso molecular < 10kDa; resistente a

enzimas proteoliticas; produzida durante a esporulacio

Hemolisina priméria
(cereolisina, hemolisina

1y

Termolabil, peso molecular de 49 3 59 KDa; pl 63 a
6,7; neutralizadas pelo colestero] e antistreptolisina O;
atividade mnecrotica ¢ letal; fungdo patogé€nica em

infecgdo extraintestinal

Hemolisina secundiria

{ hemolisina I1)

Termolabil; peso molecudar de 29 3 34 KDa;plded4,9a
3,3, sensivel a proteases; nfio sensivel ao colesterol e

antistreptolisina O; toxicidade ndo estabelecida

Fosfolipase C

(lecitinase )

Complexo enzimatico estavel: peso molecular de 23 a

29 KDa; atividade hemolitica

Excenterotoxina
descrita por Ezepchuk
et ai (1979)

Termolabil; peso molecular de 57 KDa; inativada a
60°C por 20 minutos; possivelmente relacionada a

enterotoxina diarreica

Toxina isolada por

Ezepchuk e al (1979 )

Proteina; peso molecular de 100KDa; resistente a
tripsina; letal; relagdo com a enterotoxina mndo

estabelecida
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2.3, Meétodos Biolégicos wusados na Determinagdo da Patogenicidade dos

Microrganismos e de suas toxinas, incluindo Bacillus cereus

2.3.1. Alimentagdo de macacos Rhesus:

Neste ensaio, culturas isoladas de Bacillus cereus on filtrados livres de células
(para avaliagdo apenas das toxinas produzidas) sio adicionadas s ragdes e
fornecidas a esses animais, em laboratorio. Através do acompanhamento dos
sinfomas apresentados € possivel estabelecer os mecanismos de agdo desses
microrganismos ou de suas toxinas quando ingeridos pelos animais e
consequentemente pelo homem. Nao ¢ uma técnica muito usada dado seu alto ousto,

desconforto causado aos macacos analisados e dificuldades operacionais (Jonhson,
1984)

2.3.2, Ensaio de ileo ligado de coelho:

A presenga de enterotoxina, neste ensato, ¢ determinada pelo actmulo de
fluidos na por¢do do fleo onde foi injetado o sobrenadante da cultura toxigénica.
Para a realizagdo deste método, é necessario inicialmente que o coelho sofra uma
cirurgia na qual parte do seu intestino ¢ exposto para inoculacio do filtrado Hivre de
celula do microrganismo estudado. Apés um curto pertodo de tempo, o coelho é
novamente aberto e, logo a seguir, sacrificado. Observa-se entfio se houve ou njo
dilatagdio da parte do intestino que foi inoculado com o sobrenadante. Se for

constatada a dilatagfio, fica confirmada a presenga de enterotoxinas, bem como 2
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patogenicidade da cultura. O ensaio do {leo ligado de coelho também pode ser usado
na avaliagdo de microrganismos invasivos que agem a nivel do epitélio intestinal,
Neste caso, 0 ensaio ¢ realizado através da moculagdo de células microbianas
viavels diretamente no intestino dos animais que sdo posteriormente sacrificados, ¢ a
parte de seu Intestino afetada é analisada. Com 1880, determina-se o grau de

patogenicidade do microrganismo enteroinvasivo em questio (Jonhson,1984).
2.3.3. Reagio de aumento de permeabilidade vascular em cobaias:

Filtrados livres de células da cultura microbiana em estudo sdo injetados no
epitélio da parte dorsal de coethos ou de cobaias. Apos um certo periodo de
meubagio, injeta-se o corante de Evans por via endovenosa. Apos algumas horas é
possivel observar uma coloragio azulada nas regides dérmicas onde ocorreu
aumento da permeabilidade vascular. A tonalidade azul torna-se mais ou menos
clara de acordo com o grau de permeabilidade vascular naquela regido, para cada

uma das toxinas estudadas (Muro, 1988).

Além dos métodos biolégicos anteriormente citados, estdo disponiveis kits
comerciais para detecgdo de Bacillus cereus e de suas toxmas; o RPLA, especifico
para toxina diarrdica, que tem como principio uma reagdo imunoldgica entre
antigeno e anticorpo, tendo como fase sélida particulas de latex ( Buchanan, 1994;
Beecher, 1994; Day, 1994; Doyle, 1997} ¢ o ensaioc de ELISA que é uma reacio
mmunolégica entre antigeno e anticorpo, mediado por enzimas (Day, 1994: Doyle,
1997). Pode-se citar ainda, ensaios como RAPD (randomly amplified polymorphic

DNA) que representam uma forie ferramenta para caractenzacfo deste
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microrganismo baseado em caracteristicas geneticas (Stephan, 1996).

Para o auxilio na identificagdo bioquimica de Bacillus cereus, esta disponivel
no mercado o kit multi ensaio AP! 50 CH ¢ CHR ( BIOLAB - bioMérieux ) que
permite realizar o estudo da fermentacio de 49 agucares. Este teste acrescenta um
mator nlmero de informaces bioquimicas, além daquelas citadas na metodologia
classica (Sneath, 1990), utilizadas para identificagdio e caracterizaco deste
MICTOrganismo, pois no mesmo, durante a incubagdo, o catabolismo dos ghicides
produz acidos organicos que provocam a viragem do indicador de pH. 0s resultados
obtidos constituem o perfil bioquimico da cepa e servem para sua identificagio,

baseada na capacidade fermentativa de carboidratos (Vamam, 1991).

Ensaios bioquimicos para o mesmo, tais como, reacdo de Voges Proskauer,
liquefagdo de gelatina, hidrolise de amido, producdo de indol, entre outros
(Shinagawa, 1990) sdo sugeridos pelo Bergey's Manual of Sistematic Bacteriology
{(Sneath, 1990),

Para este trabalho, selecionou-se no Manual de Bergey's (1990), alguns testes

bioguimicos que identificam Bacillus cereus, tais como:

* Teste de catalase: indica a presenga da enzima catalase; o resultado positivo é
caracterizado pelo aparecimento de bolhas (produciio de H,), indicando que o
microrganismo pertence ao género Bacillus, dado se tratar do tmico bastonete

Gram positivo esporulado capaz de degradar peréxidos
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Teste de Voges Proskauer: baseia-se na detecclio de acetoina, precursora de
butilenoglicol, a partir da fermentacsio da glicose. Em presenga de Os, dlcali ¢ a-
naftol como catalisador, a acetoina converte-se a diacetil que ¢ o reagente da
reacao de VP. O diacetil reage com o grupo guanina (argmina) presente no meio,

dando um produto de condensacdo vermelho rosa

Teste de Iludrolise de tirosina: evidencia a capacidade de decomposi¢io do

amunoacido tirosing, o que diferencia Bacillus cerveus de Bacillus subtilis

Teste de redugdo de nitrato: teste realizado para caracterizar a capacidade de

reducdo de nitrato, presente no meio de cultura, a nitrito ou nmitrogénio

Citrato: algumas bactérias podem obter energia em auséncia de agucares, usando

o citrato como mica fonte de carbono

Litmus milk: detecta a a¢8o na proteina do leite ¢ produgiio de 4cido a partir da
lactose. O teste ¢ considerado positivo quando ocorre a coagulacdo doce - ha
formagdo de coagulo no fundo do tubo de ensaio, sem gés, segmdo de hidrdlise de

proteina

Teste de coloragdo de cristais de toxinas intracelulares: caracteriza a espécie
Bacillus thurigiensis por microscopia de contraste de fase, porém é mais
recomendado a detecgdo pela coloragfo com fucsina e observagiio ao MICTosScopio

6ptico comum (Harmon, 1991)



2.4 Métodos Analiticos para Bacillus cereus

2.4.1. Meios de isolamento e enumeracio

As metodologias para detecgdo e identificacdo de B. cereus continuam sendo

a base para o diagnostico de intoxicagio (Netten & Kramer, 1962).

Nos primeiros estudos relacionando B. cereus a intoxicagbes alimentares,
Hauge (1950) adotou método de inoculagdo direta em superficie de agar-sangue.
Este ensaio apoia-se no reconhecimento de caracteristicas morfolégicas das coldnias
hemoliticas em meio de agar, sem nenhum principio seletivo, e foi aprimorado por

Kramer et a/ (1982), utilizando polimixina-B como agente seletivo.

Pelo menos 11 tipos de meios de cultura foram propostos, desde 1946, com o
objetivo de isolar e enumerar B. cereus ( Netten & Kramer, 1992). Em todos estes
meios, 0 indeulo deve ser espalhado em superficie, o que permite a formacio de
colémas caracteristicas e de facil visualizacio. A incubacdo feita a 30°C &
reconhecida pela maioria dos autores como sendo a 6tima para promover o
crescimento desta bactéria. Os agentes seletivos usados nos meios de isolamento
hmitam-se as polimixinas, cloreto de litio e actidiona. Os efeitos do cloreto de litio,
contudo, podem levar 4 inibigdo de B. cereus, dai a contra-indicacdo de seu uso. A

polimixina-B tem efeito bactericida contra Gram-negativas (Azeredo, 1998).

Os sistemas de diagnéstico utilizados nos meios de isolamento de B. cereus

exploram caracteristicas morfolégicas de suas coldnias, bem como propriedades
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fisiologicas relacionadas 4 produgfio de lecitinases e 3 mcapacidade de fermentar
manitol (Varadaraj, 1993). A reagdo de precipitagdo de lecitina envolve a hidrolise
mediada por fosfolipases C, enzimas dependentes de ions Ca e Zn ou Mg,
caracterizadas pelo sitio de clivagem, nos fosfolipideos. E um sistema enzimatico
complexo, que ocasiona a precipitacdo do substrato e o aparecimento de zona opaca
ao redor das colbnias, em meio sélido, diferente da reacdo de formacdo de halo
transparente, observada, por exemplo, em Staphylococcus  aureus (Netten &
Kramer,1992).

Segundo Shinagawa (1990) e Netten & Kramer (1992}, os meios mais usados,
hoje, incluem o uso de polimixina-B, gema de ovo (fonte de lecitina) e um indicador
de pH. Tais meios apresentam seletividade decorrente da resisténcia de Bacillus a
pohmuxina e seu sistema de diagndstico é baseada em precipitacdo de lecitina ¢

coloragdo do meio (Azeredo, 1998).

Os mei0s mais comumente utilizados sio:

a) Meio MYP ( meio de Mossel, 1967 );

Segundo Mossel (1967) MYP ¢ a sigla para “mannitol egg volk phenol red
polymyxin”. Este meio evidencia a producio de lecitinase e a mcapacidade de
fermentar manitol. Usa-se 0 antibidtico polimixina-B com a finalidade de inibir
espécies ndo pertencentes ao género Bacillus. As colénias do MICTOTEANISING SA0
caracterizadas por aparecerem no meio como coldnias planas, sem brilho, com

bordas ligeiramente onduladas, com 3 a 6 mm de didmetro, rodeadas de halo denso ¢
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branco de precipitagfio de lecitina contra wm fundo roseo arroxeado intenso do meio.
Segundo Netten & Kramer (1992) é o meio mais utilizado nos EUA e em outros

paises filados a ISO (International Standards Organization).

b) Meio KG ( Kim & Goepfert, 1971 ):

Este meio foi feito para identificagfo presuntiva de Bacillus cereus e espécies
do grupo I do género Bacillus, com base na formacio de zona de turbidez em volta
das coldmas, como resultado da precipitacio da lecitina, O uso de vermelho de fenol
serve para acentuar a reagdo de lecitinase e a polimixina-B é o agente seletivo. £,
caracteristicamente, wm meio pobre, sem carboidratos, o que estimula a formagéo de
esporos hivres dentro de poucas horas, 0 que permite a observagdo de cristais
protéicos de B. thuringiensis e, assim, sua diferenciagio. Segundo Azeredo (1998),
os autores do meio KG consideram o meio MYP ineficiente em eliminar
microrganismos manitol-positivos porque permite o crescimento de grandes nGmeros
de espécies fermentadoras de manitol, o que toma o meio amarelo, dificultando, ou
mesmo impedindo, a visualizacdo de colbnias manitol-negativas. Além do meio
seletivo K(, seus autores propuseram wma técnica sorolégica rapida para
confirmagéo de Bacillus cereus, dependente da produgfio de endoesporos livres

dentro de 24 horas.

¢) Meio PEMBA (“polymyxin pyruvate egg yolk mannitol bromothymol blue

agar’).

Este meio fo1 formulado por Holbrook & Anderson em 1980 ¢ é apresentado
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como meio seletivo e de diagnéstico que permite detectar e identificar com rapidez
pequenos numeros de Bacillus cereus em alimentos. A base para o reconhecimento
das colbnias, estd na incapacidade de fermentar manitol pelo microrgamismo. A
alcalinidade do meio PEMBA ¢ revelada pelo indicador azul de bromotimol € o uso
de pruvato fem como objetivos intensificar 3 reagio de lecitinase, facilitar a
esporulacdo e reduzir o espalhamento das colénias de B. cereus. A seletividade do
melo PEMBA pode ser acentuada pela adigio de actidiona, recomendada para

alimentos suspeitos de elevada contaminagio por fungos.

Rabinovitch & Vasconcelos, em 1987, desenvolveram, no Brasil, um meio
que permite ¢ uso de menor concentragio de polimixina-B, ou mesmo, sua
substituigdo por colistina (polimixina-E), com eventual adicdo de actidiona. Este
meio recebeu a adigio de zinco para acentuar a reagdo de lecitinase e apresenta uma
vida Util de até trés semanas, bem superior ao MYP, KG e PEMBA, cuja estocagem
média, a 4°C, € de quatro dias. Ainda segundo os mesmos autores, Vasconcelos &
Rabinovitch, em 1995, desenvolveram uma formula seletiva mais econdmica, que
dispensa o uso de antibiéticos. O meio, denominado VRM, inclui em sua formulagiio
um indicador de oxi-redugio (resazurina) ¢ gema de ovo, além de componentes que
estimulam a reagdo fosfolipidica e a esporulagéo. Com pH alto (8,2) o meio inibe ou
retarda ¢ crescimento de outros microrganismos, entre 0s quais B. megaterium. A
eficiéncia do meio VRM foi testada em 86 amostras de alimentos contaminados por

B. cereus, permitindo contagens ligeiramente superiores s obtidas em MYP.

Ha vérios trabalhos que comparam a eficiéncia de diferentes meios no

isolamento seletivo de Bacillus cereus. Segundo Azeredo ( 1998), Harmon, em 1984
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observou melhor a diferenciagio das coldnias em MYP que em PEMBA, ja que,
neste ultimo, o espathamento das colénias é maior e impede contagens superiores a
30 UFC; ainda de acordo com o autor, Rusul & Yaacob, em 1995, fizeram sérias
restriges ao meio PEMBA, criticando-o pela baixa seletividade no isolamento de

459 colbnias presuntivas de B. cereus, das quais apenas 42,3% foram confirmadas.
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2.5, Controle da Incidéncia de Bacillus cereus

2.5.1. Andlise de Perigos ¢ Identificagdio de Pontos Criticos de Controle em Arroz

Condo

Segundo Costa (1982), qualidade ¢ o grau com que se ajusta um produto a

demanda que pretende satisfazer.

Assim, em restaurantes coletivos, pretende-se consumir um alimento de boa
qualidade; para que isso seja conseguido, vérias etapas de processamento devem ser
seguidas, pois hd necessidade de introduzir, a nivel de cadeia alimentar, medidas
preventivas adequadas, que constituem o sistema de andlise de perigos e

identificagdo de pontos criticos de controle.

Trata-se de analisar cada passo ¢ situagBes, desde a chegada da matéria-prima
a0 estabelecimento até que o alimento preparado seja servido, buscando as
possibiidades de contaminaclo por microrganismos, de sua multiplicacio, da
sobrevivéncia aos tratamentos térmicos culindrios e da multiplicacdo durante a
conservagdo, reaquecimento (regeneragdo) ¢ conservagdo a quente do alimento

preparado { Garcia, 1993).
De acordo com Yokoya (1982), o controle de qualidade é freqgiientemente

restrito a rés aspectos fundamentais:

s controle da matéria prima
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* controle do processamento

¢ mspecio do produto acabado

As matérias primas sdo de natureza bastante variadas, por isso, deve-se uma
atenclo especial as caracteristicas das mesmas a fim de se obter um produto final
com qualidade. Se o controle da matéria prima e do processamento for perfeito, a
mspecdo do produto acabado seria dispensével. Entretanto, na pratica, dificilmente
pode-se obter a garantia total no controle da matéria prima e do processamento,

tornando-se necessaria a inspe¢do do produto acabado.

Todos os ingredientes usados no processamento devem ser considerados;
além do produto vegetal ou animal utilizado como ingrediente principal, produtos
como agua, sal, acticar, acidos, condimentos e outros aditivos, bem como o tipo da

embalagem devem ser considerados para o controle de guahdade final do produto.

No controle do processamento, deve-se identificar, inicialmente, os pontos

criticos da linha.

Jé a inspecdo do produto final desempenha um papel de relevancia relativa no
controle de qualidade. Ele serve para confirmar que o sistema de controle de
qualidade esta funcionando adequadamente, e indicar a existéncia de pontos frageis
nesse sistema. Segundo Yokova (1982) os fatores que devem ser observados no
produto final sdo:

* se a qualidade sensorial do produto acabado é similar aquela prevista pelo teste de

controle da matéria prima



* se 0 produto € sauddvel do ponto de vista microbiologico
* 8¢ a amostra apresenta falhas imprevistas, como corpos estranhos

¢ se o produto € atrativo ao consumidor

O arroz cru contém esporos de Bacillus cereus, parte dos quais resiste ao

efeito da cocgdio, mas esta operacdo nio é um ponto critico de controle (Garcia,

1993).

Depois de cozido, o arroz é conservado a temperaturas que penmitem a
multiplicacdo de B. cereus; os esporos sobreviventes germinam ¢ elaboram as
toxmas. As toxinas eméticas sfio termoestaveis e nio sio mativadas durante o
posterior aquecimento. Na pratica, o arroz é fervido, mantido quente para servi-lo ou
refrigerado. No caso do produto cozido e refrigerado, o arroz ¢ retirado da
refrigeracdo e frito conforme for pedido, no caso de pratos orentais. Os pontos
criticos sdo a conservagdo a quente do arroz cozido e a conservagio fria antes da

fritura.

Algumas etapas merecem destaque no preparo do arroz, como segue (Silliker
JH. et ai, 1997):

1. Compra e recebimento: nesta etapa ndo ha necessidade de controle microbiano
direto. O arroz deve ser inspecionado para infestacdes de insetos e danos de
roedores. Arroz mofado deveria ser descartado

2. Lavagem: a lavagem retira pouca supdade, alguns fragmentos de insetos e outros

contaminantes indesejaveis, mas tem pouco impacto microbiologico
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3. Coccdo: devido ao fato dos esporos de Bacillus cereus serem a preocupacio
principal e muitos deles sobreviverem as temperaturas de cocgdo, a mesma ndo
pode ser cousiderada um ponto critico de controle (PCC)

4. Conservagdo a quente - PCC 1: a temperatura recomendada para conservacio
quente € de pelo menos 55°C, a fim de impedir a multiplicagio de
microrganismos patogénicos transmitidos por alimentos. Nas panelas, nas tabuas
de vapor ¢ em banho-maria, o arroz mantido acima do nivel da dgua pode
apresentar temperaturas mais batxas que o submerso. O produto deve ser mexido
freqiientemente. Durante a conservacéio quente, a temperatura do arroz cozido
deveria ser medida a cada 2-3 horas. Se a temperatura descer abaixo de 55°C, o
arroz devera ser servido, reaquecido ou rapidamente resfriado e posteriormente
totaimente reaquecido. O resfriamento rapido € conseguido somente se o arroz
for colocado no refrigerador em camadas com 8 cm ou menos de espessura
* controle: a multiplicagdo microbiana é controlada conservando a temperatura
do arroz cozido acima de 55°C
* monitoramento: mede-se a temperatura do arroz ao menos a cada 2-3 horas

5. Conservagio fria - PCC 2: o arroz cozido é colocado em assadetras rasas com 8
cm ou menos de profimdidade, em um refrigerador ou local frio
* controle: a temperatura é abaixada rapidamente até onde nio mais ocorrerd o
crescimento de Bacillus cereus
¥ monitoramento: ¢ medida a temperatura do arroz e do local refrigerado

6. Fritura: nos restaurantes chineses, freqiientemente, o arroz ¢ misturado a outros
mgredientes (p. ex. ovos, camardes, came, molho de soja) e a seguir frito.
Durante a fritira, o arroz e os demais mgredientes, muitas vezes, alcancam

temperaturas de 90°C ou mais, Consequentemente, as células vegetativas de
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Imicrorganismos contaminantes introduzidos com os ingredientes devem ser, se
ndo destruidos, ao menos sensivelmente diminuidos , porém a toxina emética de
Bacillus cereus, caso esteja presente, nio sera mativada, dada sua resisténcia
térmica, como anteriormente citado. Portanto, o fgimento (reaquecimento) nio

pode ser considerado um ponto critice de controle.
Um resumo destas etapas de preparo de arroz seguem na figura 01.

Figura 01: Fluxograma padrao do processo de prepare de arroz cozido e frito

em restanrantes (Garcfa, 1993);

Compra/ Recebimento de arroz limpos
\

Estocagem seca

\:
Lavagem
¥
Coccdo
PCC1 - Reﬁ*igerag{/ >onservagﬁ0 quente - PCC1
N \
Fritura Servigo
0
Servigo

» indica uma situagdo de maior contaminacio



3. Material e Método

3.1. Amostras

Foram analisadas amostras de arroz cozido coletadas em trés restaurantes tipo
“self-service”, localizados no campus da UNICAMP, denominados restaurantes 1 .2
e 3 respectivamente. Porcdes de aproximadamente 30g de arroz foram coletadas em
dots periodos distintos, pela manhi, por volta de 11:00 horas ¢ & tarde, por volta das
14:00 horas, acondicionadas em recipientes de aluminio e imediatamente
transteridas ao laboratdrio de microbiologia. A coleta ocorreu durante um periodo de
quatro meses, completando um total de 42 amostras. Fizeram-se também coletas de

arroz cru fomecidas pelos préprios restaurantes.

Todas as amostras de arroz cozido foram coletadas diretamente de recipientes

do tipo “banho-maria”, e anotando-se a temperatura do referido banho.

3.2. Determmacéo de Contagens Bacterianas
Nas amostras coletadas, procedeu-se a contagem de meséfilos totais pelo
método de profundidade (Gonzalez, 1995) ¢ para contagem de Bacillus sp utilizou-

se o metodo proposto por Harmon (1991).

3.2.1. Contagem Total de Mesofilos
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Das amostras, foram tomadas 10g de cada e homogeneizadas em 90ml de
solugdo salina peptonada, de acordo com os procedimentos preconizados pelo Food
and Drug Administration (FDA) - (Harmon, 1991) ¢ a partir deste homogeneizado,
preparou-se uma série de diluigdes decimais, até a ordem de 107g/mL, utilizando-se

0 mesmo diluente.

As amostras correspondentes as diluigdes 107, 10?7 ¢ 10° g/ml foram
plagueadas em profundidade, em triplicata, em mejo Plate Count Agar (PCA-Difco)

e incubadas 4 30°C por 24 horas, para contagem de mesdfilas,
3.2.2. Contagem e Isolamento de coldnias de Bacillus

Utilizando-se as mesmas dilui¢des, procedeu-se o plagueamento em
superficie, espathando-se 0,1mL em uma placa e 0.3mL em trés outras placas da
dituigdo correspondente a 0,1g/ml. em meio Mannitol Yolk Polymyxin (MYP-
Difco); nas diluigBes subsequentes inoculou-se o volume de 0.1ml, conforme a
metodologia proposta por Harmon (1991). As placas foram incubadas a 30°C por 24

a 48 horas para contagem presuntiva de Bacillus cereus.

As contagens foram feitas considerando-se todas colénias tipicas de Bacillus
cereus, conforme o observado com relacdo as caracteristicas da linhagem padrdo de
Bacillus cereus ATCC 14579, Assim enumeraram-se as coldnias rosadas e
circundadas por halo de precipitagio de lecitina. Todas as colénias com estas
caractetisticas foram isoladas em meio Agar nutriente e apos crescimento 4 30°C por

24 horas e mantidas sob refrigeragio para posterior identificacio.
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3.2.3. Caracterizacdo dos isolados de coldnias tipicas de Bacillus cereus

A confirmagdo dos isolados como membros do grupo de Bacillus cereus ¢ a
sua diferenciacdo em espécies foi feita de acordo com a metodologia recomendada

pelo FDA e descrita por Harmon {1991).

3.2.3.a. Coloracgdo de Gram e Coloragdo para deteccio de cristais tdxicos

Todos os microrganismos isolados foram submetidos a coloracio de Gram e a
coloragdo de cristais. Para tanto, foram utilizadas culturas em agar nutriente com 24

horas de incubacgo a 30°C.

No caso da téenica para visualizacio da formacao de cristais, utilizou-se o
procedimento descrito por Harmon ( 1991); as culturas permaneceram por 3 dias 2
temperatura ambiente e realizaram-se esfregacos em laminas de vidro Iimpas e
secas, 0s quais foram fixados por leve aguecimento e a seguir com tratamento de
metanol durante 30 segundos, secas em chama e o esfregaco foi corado com sohicio
aquosa de fucsina basica a 0,5%. As laminas foram aquecidas sob chama até
emissdo de vapores e apos 1 a 2 minutos novo aguecimento. O esfregaco foi lavado
com dgua, seco ¢ examinado em microscopio dptico sob imersdo, para visualizagdo

de cristais tetragonais de toxina,

3.2.3.b. Caracterizacio bioguimica dos isolados

Os isolados, apds a caracterizagdio morfolégica como descrito no item 3.2.3.a



foram submetidos a uma série de testes bioquimicos para determinacio de seu perfil
metabélico. Foram utilizados o sistema multi-ensaio API 50 CH (BioMeérieux)-
(Vamam,1991) para o estudo do comportamento e capacidade de utilizagiio de

carboidratos ¢ também uma série de outros ensaios bioguimicos complementares

(Sneath, 1990).
3.2.3.b.1. Série bioquimica complementar
As culturas em estudo, apds crescimento em agar nutriente por 24 horas a

30°C, foram submetidas aos ensaios de-

* Produgéio de catalase (H,O; - 3%)

Voges Proskauer (Vokes Proskauer)

Hidrolise de tirosina (L-Tyrosin - Merck)

*

Utilizacdo de citrato (Simmons Citrate Agar - Difco)

Hidrélise de Htmus milk - protedlise (Difco)

Redugio de nitrato

3.2.3.b.2. Capacidade de utilizagio de carboidratos pelo uso do sistema multi ensaio
API 50 CH (BioMérieux) - (Varnam, 1991)

Apos o cultivo de Bacillus cereus em agar mutriente 4 30°C por 24 horas, fez-
s uma suspensdo densa com a bactéria em tubos contendo soro fisiolégico (0,9%
NaCl) - (S1). Uma outra suspensdio em tubo com 5mL de soro fisiologico foi
realizada com o fim de compara-la ao ponto 2 da escala de McFarland {(anotando-se

o niimero de gotas utilizado para se conseguir este ponto - n). Inoculou-se no meio
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de cultura API CHB duas vezes o namero de gotas usadas na suspensdo que foi

comparada a escala, ou seja, 2n, procedendo-se uma homogeneizacao.

Com o auxilio de uma pipeta Pasteur, inoculou-se o meio API CHB nas 49
galerias (correspondente a 49 aglicares). Incubando-se em cimara umida, em estufa,
a 30°C, por 24/48 horas,

Apés a incubagfo, fez-se a leitura em cada tubo da galeria (estude da
acidificagio produzida pela viragem de vermelho fenol para amarelo:
especificamente para esculina, observa-se a viragem de vermelho para preto}. Desta

forma, foram considerados positivos os tubos de coloracdo amarela.

Ocasionalmente pode ocorrer que um teste inicialmente positivo volte a
negativo, isto é devido a producdo de amoniaco a partir de peptona que mascara a
formagdo de 4cidos, uma vez que alcaliniza os meios; estes testes devem ser, entdo,

considerados positivos,
Os testes considerados positivos sdo marcados em uma tabela, que pode ser

vista na pagina 62, e enviadas ao laboratério da BioMérieux para 1dentificacio,

atraves de seu perfil bioquimico, por meio de programas de computador.
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Figura 02: Modelo de ficha de anotacdo de resultados do multi ensaio

FFURLE W PRI ¢ BIORY UF Punsdn

WO E-OIED 5

BEUANE0En 3

FENRIA

T

apdanf sl uiias 47 [antag.

"

Crieux

-

=TS

p R )

bioM

[ ]HENY

BSR

aa [ 6] 98| 37] 06 [ 261 40l 4

FELIHIP

1R : ;

o e |
T BsniEue)) |
it ; i
= H FERIBLLIEE
g i astiapeg | S
=
e RO {1 F
A e
. ,—g‘ : EERCEEY [ ] SN
o : 8
; z N asuuyen |
= = T &
& e LT R
Q-‘ _
o - a3 1LY
= o o =
8} = By | i
! i “U'S I‘
5 i e Bun ey o :
H T " : g
= m swmseanB ey 5 11 &
- E Hids
- = apmoand-(rituay = | O
4 = : 2o
DB ] § AbRIRLAEaY B T o
- E : =8
Z S ile s 10 2 !
i1 I s 8 .
1€ © e ] F 5
2 = : ]
& = i s
w -
- i EaEmng
.. B 3 -
o 4B o FEELAAN
T
E 5 0T QG L -~
; L 5. =@
BEi00ip = ; )i £ 23
: T8 0
o wsoRigg || D G o
E & w0
(28] Les
- ssaonymg 1 E B 20
- A [
3 wonmeg | £ &= B
2g x>
-, 5 T 2
- Fonsmi-anaps o S o '.;7 _‘:",_
- oropy || €EF |28
o 2@ a8
=& 2a
- satndy il T =B
1 ¢ ] &
x i - R =& &
O o i H %U:&x'o o o O t ‘E
a8 =T &
- L VR = EEER
i o oo o
' : - sy i § g g4 &
FE i£gy
Ty - esmumEee i @ 1@ B o
3E (o8&
- tw ol 1 O g 2 g3
B - R
e - wendg |0 & L 5 E E
g =2 ek
& RURICT ¢ o 8 g .g gi
H [ag i
» ERe] =E (===

&2



3.23.c. Andlise de Enterotoxina Diarréica pelo ensaio de Aglutinacio Passiva

Reversa em Latex (RPLA) - (Buchanan, 1994)

Apods o isolamento e subsequente caracterizagdo bioquimica das Imhagens
isoladas, as mesmas foram submetidas ao teste sorologico para analise da

capacidade de producio de enterotoxina em meio de cultura.

3.23.c.1. Produgdo de Enterotoxina Diarréica por linhagens de Bacillus cereus

(Varnam, 1991}

(ada linhagem isolada e mantida em nutriente 4gar foi inoculada em 0.5mlL de
caldo nutriente e incubado por 18 horas 4 36°C. Uma algada deste inbeulo foi
adicionada em 10mL de meio de cultura Brain Heart Infusion (BHI - Dafco)
acrescido de 0,01% de glicose e incubado por 6 horas a 200rpm, em temperatura de
36°C, sendo que apos 3,5 e 4,5 horas de ncubacdo foi adicionado sucessivamente

ao meio 0,1ml de NaOH 0,1N.

Apos este periodo, a cultara foi centrifugada a 10000rpm por 5 minutos e o
sobrenadante filtrado em filtro milipore de 0,45um de didmetro de poro. O filtrado
obtido foi conservado 4 -20°C.

3.2.3.c.2. Utilizag8o do teste de RPLA

O teste de multi ensaio RPLA ¢ composto de dois reagentes de latex,

codificados pelo fabricante como TD951 e TD952, um diluente (TD954) ¢ uma
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enterotoxina controle (TD953).

O ensaio foi realizado em uma placa de poliestireno para microtitulacdo com
12 colunas ¢ 8 linhas; cada amostra foi adicionada a duas colunas, sendo que as

linhas correspondiam as diluigdes do extrato que foram realizadas como descrito.

Com o auxilio de uma pipeta foi dispensado 25ul. de diluente (TD934) em
cada uma das cavidades das duas colunas, exceto na primeira linha. A seguir,
adictonou-se 25ul. da amostra na primeira e segunda linha e fez-se dilnicdes
consecutivas, da mesma forma, até a sétima linha, portanto a Wltima linha deveria

conter somente o diluente.

Na primeira coluna de cada amostra, adicionou-se 25 vl de latex sensibilizado
(TD951) com Imunoglobulina G anti-enterotoxina diarreica de Baciilus cereus e na
segunda 25pl. de Itex controle (TD952). A placa foi agitada lentamente, recoberta
com um papel filme para evitar evaporacgio e mantida a temperatura ambiente por 24

horas,

Apbs o periodo de incubacio, fez-se a leitura das cavidades, observando-se a

intensidade de aglutinacio nas diferentes diluigdes.
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4. Resuitados e Discussio

Foram coletadas 42 amostras de arroz cozido; destas isolou-se 14 coldnias

tipicas de Bacillus cereus em meio MYP (denominadas de 1 a 14). No que se refere

a arroz cru, das 3 amostras, isolou-se 3 coldnias tipicas deste microrganismo

(denominadas 13, 16 ¢ 17).

Os testes obtidos em meio PCA e MYP podem ser observados na tabela 05,

que indicam as contagens para mesofilos totais e Bacillus cereus nos periodos da

manhi ¢ da tarde, respectivamente. Constatou-se que a temperatura média dos

banhos permanecia ao redor de 55°C,

Tabela 5: Contagens do nimero de mesofilos totais & Bacillus cereus em amostras

de arroz cozido (- =

néo se detectou crescimento)

+ Periodo da manhi - Dados fornecidos em UFC/g de arroz

T —
1 2
Contagem  PCA  MYP  PCA
1 4,0x10%  14x10° 85x10'
2 3,0x10! . 1,5x10!
3 2.5x10! - 2,7x10°
4 2,2x10°  2.0x10° -
5 2,6x10°  1.0x10'  15x10°
6 9.0x10° - 5,5x10
7 1,5x10° - 1,3x10°
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¢ Periodo da tarde - Dados fornecidos em UFC/g de arroz

Reg{aamte Regmurangg Regtan;ante

1 2 3
Comagen BRI R e e
I 6,5x10°  57x10°  1.0x10° - 5,0x10! -
2,5x10% - 2,4x10°  7,0x10! ; .
1,0x10! - 2.8x10? . 1.1x10% i
2.3x10° - - - ) ]
1.0x10} . 3,7x10° - 2,2x10%  1,0x107
6 - - 3,6x10* - 2,0x10° .
7 7.6x10° - >300 - 2.2%10° .

R Lay -3

A

Tabela 6: Contagens do ntmero de meséfilos totais e de Bacillus cereus em

amostras de arroz cru

Dados fornecidos em UFC/g de arroz

Restanrante Restaurante Restaurante
1 2 3

Conts” BEA WP TBCA MEETBCA T Nies
1 Lox1o! . - 1,0x10"  26x10° 2.7x10°

{-) n3o se detectou crescimento
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De acordo com os dados da tabela 05, percebe-se que a variagdo ao longo do
tempo, considerando as contagens em UFC/ g de arroz, entre a3 1°e g 7° coleta,
mantem-se semethante, pois ha picos de baixa e alta contaminacio em um mesmo

restaurante e repetindo-se entre os demais.

No que se refere a variagdo ao longo do dia, quando se compara o 1°¢ o 2°
periodo (manh# e tarde), percebe-se que em alguns dias, ora ocorre numa queda
significativa de contaminacio e ora ocorre wm aumento da mesma. A presenca de
altos indices de contaminacio na contagem em meio PCA, ocorrem, provavelmente,
{1) devido ao aproveitamento de arroz cozido do dia anterior ou {2) a ocorréncia de
uma proliferacdo dos microrganismos inicialmente presentes, devido a temperatura
constante do banho-maria, ou a oscilagio da mesma, ou amda, (3) devido a uma

contaminacio externa, devido & exposicio ao ambiente.

Em linhas gerais, a contaminagio para mesofilos totais, pelo método de “Plate
Count Agar”. apresentar-se com altos indices, caracteriza higiene deficiente do
estabelecimento, da matéria-prima ou uma contaminacdo ocomrida durante o

processamento por equipamentos, pessoal e ambiente.
Em meio MYP, nio se conseguin detectar variacio ao longo do tempo
(durante os periodos de coleta) ou do dia (manhd e tarde), isto pode estar

relacionado com a baixa incidéncia de Bacillus cereus em alimentos.

Os microrganismos caracterizados como Bacillus cereus, em meio MYP,

apos coloragdo de Gram, apresentaram-se Gram positivos, nas primeiras 24 horas de
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incubagdo e como bastonetes longos dispostos em cadeia com dimensdes proximas

ao padrdo, com esporos na posicio central e sem distender o eSporangio.

Na coloracdo de cristais de toxinas ntracelulares, observou-se, em todas as

cepas isoladas, a auséncia dos mesmos.

Os microrganismos guando submetidos aos testes bioquimicos citados no item

3.2.3.b.1, apresentaram o perfil da tabela 7.

De acordo com os testes todos microrganismos foram caracterizados como
Bacillus cereus. Para as amostras de arroz cru, a anslise bioquimica pelo teste de

citraio, mostrou-se com resultado negativo nas 3 coldnias isoladas.

As andlises bioguimicas tradicionais, citadas pela literatura, representam wmna
fonte segura para identificacdo destas bactérias, porém a presenca de alguns
resultados negativos podem levar a conclusdo de se tratarem de MICrorganismos
mutantes. Como por exemplo a interpretacfio no teste de citrato realizado nas
colbmias isoladas de arroz cru; um resultado negativo pode significar a presenca de
uma outra especie do género Bacillus, como também um Bacillus cereus
geneticamente modificado. O teste de citrato, segundo Sneath (1990), diz que o
mesmo € positivo em 90 a 100% dos casos; se considerarmos 90%, restam 10% que
podem ser citrato negativo e classificados como espécies de Bacillus cereus. Desta
forma, andlises complementares devem ser feitas, para a verdadeira confumacio,
tais como RPLA, ELISA ¢ RAPD.
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Tabela 07: Testes bioguimicos propostos por Harmon (1991), para caracterizacao de

Bacillus
Cepas | Protedhise | Tirosina | Citrato - VP | Catalase | Nitrato
i + + 3 + n Py
2 + + + + + +
3 - - - - + +
4 + + - {+-)? + +
5 - + + + + +
6 - + - i - g
7 - - -+ - + =
b - . -+ - . -+
9 - + - - - +
10 - - + - - +
it - - 4 - . +
12 - + r - + +
13 - -+ + - + +
14 - -+ + + + +
15 - + - + + +
16 + + - + + +
17 + + - + -+ -
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As 14 coldnias de Bacillus cereus isoladas de arroz cozido, as 3 de arroz cru,
caracterizadas bioguimicamente como positivas, além do padrio ATCC 1457 9,
foram submetidas ao teste multi ensaio APl 50 CH e conseguu-se resultados em
apenas 7, de acordo com o laboratério da BioMérieux. Destas 7 coldnias, 5 foram
consideradas Bacillus thuringiensis, inclusive o padrdo ATCC 14579; 1 como
Bacillus subtilis ou Bacillus licheniformis e outra com perfil duvidoso, variando

entre Bacillus polvmyxa, Bacillus circulans e Bacillus licheniformis.

O kit API 50 CH mostrou-se ineficiente para caractenzacdo de Bacillus
cereus, pois os resultados obtidos néo foram coerentes com os da série bioguimica
proposto por Sneath (1990). A presenca, de acordo com 2 mterpretagdo dos
resultados realizados pelo fabricante, de Bacillus thuringiensis ndo pode estar
correta, ja que na coloragdo de Gram, onde se verificou o tamanho das celulas ¢ na
coloragdo de cristais de toxina, em momento algum houve a suspeita da presenca
deste microrganismo. Ainda, pode-se duvidar da eficiéncia deste kit, devido ao use
do método de RPLA. onde foi detectado a presenca de toxina diarréica,

exclusivamente produzida por Bacillus cereus.

Entre as 17 amostras submetidas ao teste multi ensaio RPLA, 11 foram
consideradas produtoras de toxina diarré’icaj classificadas com a numeracio
3.4,6.7.8,9.10,12,14 ( obedecendo a mesma ordem da tabela dos resultados dos
testes bioquimicos ) e 2 amostras de arroz cru {(numeracio 16 e 17). As amostras de
nameros 3, 4 e 6 referem-se ao restaurante 2; a 7 .8, 12 e 14 ao restaurante | e as
amostras 9 e 10 ao restaurante 3, sendo o restaurante namerc 1 com 1maior

meidéneia de Bacillus cereus. As amostras de arroz cri referem-se ao 3° restaurante.
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O ensaio RPLA ¢ uma ferramenta eficiente, pois consegue demonstrar com
clareza a reacfio imunoldgica ocorrida, caracterizando a presenca de toxina diarréica.
Por outro lado, embora a literatura cite o Bacillus cereus como sendo o unico
responsavel pela produgdo da toxina ¢ possivel que outras espécies também o facam
como se pode evidenciar atualmente com Staphyiococcus da espécie ndo aureus

produtores de enterotoxina (Breckinridge, L.C. and Berdoll, M.§.,1971).

Praticas realizadas em restaurantes como a adicdo de produtos proteicos,
condimentos e especiarias, aliados ao preparo  antecipado do  alimento e
reaproveitamento do mesmo, assim como cozinhas despreparadas e equipamentos
usados com falta de higiene representam uma fonte de contaminacgdo por Bacillus
cereus. Isto pode significar um aumento de contaminacio e supor uma eventual
intoxicacdo alimentar, ainda que muitos episddios ocorridos, de pequeno porte,

tenham s1do subestimados em nosso meio.

O crescimento do setor comercial de refeigSes pelo atendimento “self-service”
pode significar um perigo na ocorréneia de doencas de origem alimentar, devido a
longa exposicdo & temperatura do banho-maria, a0 meio ambiente e aos

consumdores.
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5. CONCLUSAO:

Com base nos resultados apresentados e discutidos anteriormente, podemos

concluir que:

1.

A

L]

As contagens de microrganismos meséfilos ocorreu ao longo do dia de modo

semethante, em todas as amostras

. Com base nos resultados, pode-se afirmar que a malor probabilidade de

contaminacdo ocorra pelo reaproveitamento de arroz do dia anterior, por
contaminacdo externa devido a exposicdo ao ambiente e oscilagdes na

temperatura dos banhos

. A ncidéneia de Bacillus cereus foi baixa ao longo do periodo

- O método tradicional de descricdo do perfil bioquimico mostrou-se mais eficiente

do que a utilizagdo do kit API 50 CH, pelo menos nos casos estudados

. Nio se detectou a presenca de Bacillus thuringensis, através da pesquisa de

cristais de endotoxinas, como sugerido pelo laboratdrio BioMérieux, que analisou
os dados do kit API 50 CH, donde se conclui que estes resultados ndo sdo

suficientemente seguros

. O ensaio de RPLA ¢ ainda o mais seguro na identificacdo de linhagens produtoras

de enterotoxina diarréica produzida por Bacillus cereus, apesar das limitacBes do
método. Desta forma outros ensaios, como ELISA e/ou RAPD poderiam ser

utilizados

. Praticas inadequadas no preparo e distribuigso de arroz em restaurantes tipo “self-

service”, aumentam as chances da ocorréncia de toxinfeccdes alimentares
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