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RESUMO

Nesta pesquisa foi avaliada a ocorréncia de Bacillus cereus em amostras de leite
comercial pasteurizado, bem como sey potencial de deterioragdo em fungdo da
temperatura de incubagio e a capacidade de producdo de enterotoxina diarréica nesse
substrato. Numa etapa inicial foram analisadas 240 unidades de amostras de leite
comercial pasteurizado dos tipos A, B e C, estudando-se a presenga e os niveis de
contaminagdo por células vegetativas e esporos de B. cereus mesofilo e psicrotréfico.
Os resultados revelaram a presenca da bactéria em 116 (48,3%) das unidades de
amostra analisadas, com maiores incidéncias nos leites tipo C comparativamente ao B e
A (67,5 50 e 27,5 % de positividade nos tipos C, B e A respectivamente).
Predominaram niveis baixos de contaminagao, na faixa de 10°UF C/mL, com maiores
contagens mnas amostras de leite tipo C, comparativamente aos outros tipos. Em
nenhuma das amostras analisadas constatou-se a presenga de cepas psicrétroficas de
B. cereus. Nos ensaios envolvendo a inoculagdo experimental de amostras de leite
seguido de incubagdo as temperaturas de 5°, 10°, 15° 20° e 30°C, verificou-se a
auséncia de alteracdes nas temperaturas mais baixas (5° e 10°C) e o rapido crescimento
e deterioragdo nas amostras mantidas acima de 15°C. As alteragdes mais pronunciadas
foram evidenciadas pela coagulacdo do leite, nitida separagdo de fases com reduzidas
modificagdes nos valores de PH e acidez titulavel. Comprovou-se a possibilidade
selecdo de gradativa de cepas capazes de crescimento em temperatura de refrigeragio
(7°C), partindo-se de cepas originalmente mesoéfilas: no entanto, o processo de selegéo
foi lento, sendo que somente apos 21 dias de incubagdo as culturas apresentaram
multiplicagdo mais rapida, com tempo de geragdo (G) minimo de 2,17 dias, Quanto a

capacidade de produgdo de enterotoxina por teste imunoenzimético, na maioria das

i



cepas isoladas e testadas foram observados resultados positivos, tanto em meios de
cultura como utilizando o leite como substrato. No €ntanto, nas amostras de leite
inoculadas experimentalmente, a produgdo de enterotoxina somente foi constatada em
temperaturas acima de 15°C, ndo sendo observada nas amostras mantidas sob

refrigeragdo (7° e 5°C), mesmo apos 12 dias de incubagio.
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SUMMARY

The incidence of Bacillus cereus, its spoilage potential in relation to the incubation
temperature and the capacity of diarrheic enteroxin prodution were evaluated in
commercial pasteurized milk samples. A total of 240 samples of pasteurized milk types
A, B and C were analysed for the incidence and counts of mesophilic and
psycrotrophic B. cereus. The results showed the occurrence of B. cereus in the 116
(48.3%) of the examined samples with higher incidence in type C when compared to
the types B and A (67,5, 50.0 and 27,5% of positive samples for types C, B and A
respectively). In most of the samples prevaled counts around 10°CFU/mL, with higher
values in type C milk when compared to types B and A. No psychrotrophic strains
were isolated in the examined samples. In the experiments envolving inoculation of
B. Bereus in milk samples followed by incubation at different temperatures it was
noticed that B.cereus was not able to grow at refrigeration temperatures (5° and 10°C)
but with fast growth and spoilage activity at higher temperatures (15°, 20° e 30°). The
main evidences of spoilage were characterized by coagulation and clear separation of
phases but without remarkable changes in pH and total acidity values. In an other
experiment it was shown the possibility of gradual selection of psycrotrophic B. cereus
strains originating from originally mesophilic cultures. However this selection was
gradual and only after an incubation period of 21 days the selected strains showed
multiplication with a minimum “G” value of 2.17 days. Most of the tested strains
originaly isolated from commercial milk samples showed capacity of diarrheic
enterotoxin production both in culture media and milk samples. However in the
inoculated milk samples the enterotoxin prodution was observed only in incubation
temperatures above 15°C, without production at 7°C and 5°C even after 12 days of

incubation.



Introducéo

1. INTRODUCAO

As bactérias esporuladas estio entre as principais responsaveis por
problemas de deterioragdo na indistria de alimentos, sendo que as do género Bacillus
sdo amplamente disseminadas no ambiente, podendo contaminar matérias-primas e
alimentos processados, provocando diferentes tipos de alteragdes (Stadhouders, 1993;
Andersson et al., 1995; Te Giffel et al., 1996; Schoken-Iturrino e Nader Filho, 1996;
Frank, 1997; Moreno et al., 1999).

No caso especifico de leite industrializado (pasteurizado ou esterilizado
comercialmente) a contaminagdo por bactérias do género Bacillus, especialmente
Bacillus cereus, representa um problema bastante dificil de ser controlado (Griffiths,
1992; Te Giffel et al., 1996; Frank, 1997). A literatura aponta trés aspectos importantes
decorrentes da presenga de B. cereus nessa matéria-prima: primeiro, parece ser muito
dificil evitar-se completamente a contaminag¢do da mesma, uma vez que esta bactéria
(na forma de células vegetativas ou esporos) € amplamente disseminada no ambiente
natural, principalmente no solo, de onde se transfere para o tibere da vaca; segundo, os
esporos sdo muito hidrofobicos, com capacidade de adesio as superficies dos
equipamentos utilizados no processamento do leite e formagdo de biofilmes de
remogdo muito dificil (Husmark e Ronner, 1990; Andersson et al., 1995; Schoken-
Iturrino e Nader Filho, 1996: Larsen e Jorgensen, 1997); finalmente, a temperatura de
pasteurizagdo do leite é insuficiente para destruir os esporos que permanecem vidveis
no produto pasteurizado.

Embora seja tipicamente uma bactéria mesofila, mais recentemente, tem
sido descrita a ocorréncia e isolamento de cepas psicrotréficas, principalmente no leite
pasteurizado; esses relatos sdo mais freqiientes em paises escandinavos e outros paises
europeus, principalmente na Holanda, (Bidochka et al., 1987; Stadhouders, 1993;
Driessen, 1993; Langeveld ez al., 1996; Te Giffel e al., 1996), ao passo que ha poucas

informagdes de idéntica ocorréncia no Brasil (Almeida, 1998; Gomes e Lemos, 1999).

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAI
SECAQ CIRCULANTE
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Introducéo

Essas cepas parecem ser capazes de colonizar os equipamentos e o ambiente industrial
de produgdo do leite pasteurizado, com um tempo de geragdo de 8h em leite
armazenado a 7°C (Andersson e al, 1995: Langeveld, et al., 1996; Foegeding e Berry,

1997) e passando a dominar a microbiota do produto armazenado sob refrigeragio.

Considerando-se a importincia desse microrganismo como agente de
deterioragdo ¢ de doengas de origem alimentar, torna-se de grande interesse o
conhecimento mais detalhado da sua ocorréncia no ambiente e seu crescimento nos
alimentos. Com este enfoque principal, procurou-se desenvolver tal estudo no leite
pasteurizado, de diferentes tipos e procedéncias, levando em consideragdo
principalmente o consumo elevado do alimento, freqiientemente por parcelas
vulneraveis da populagdo (lactentes, criangas, convalescentes e idosos) e nem sempre
produzido, comercializado ¢ armazenado em condigdes ideais, no aspecto higiénico-

sanitario.

2



Objetivos

2. OBJETIVOS

A presente pesquisa foi conduzida com os seguintes objetivos:

2.1 - Estudar a ocorréncia de Bacillus cereus em amostras comerciais de leite bovino

pasteurizado, de diferentes tipos e procedéncias;

2.2 - Estudar a influéncia do armazenamento sob refrigeragdo na proliferagdo de

B. cereus psicrotrofico presente naturalmente em amostras de leite;

2.3 - Avaliar, mediante inoculagdes experimentais, as alteragoes provocadas pela

bactéria em leite armazenado sob diferentes condigdes de tempo e temperatura;

2.4 - Avaliar a possibilidade de selegdo gradativa de cepas psicrotréficas de B. cereus,

a partir de cepas originalmente mesoéfilas, presentes no leite:;

2.5 - Verificar a produgdo de enterotoxina em leite inoculado experimentalmente e

mantido em diferentes temperaturas.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Consideragées gerais sobre industrias de laticinios

O leite apresenta um excepcional valor nutritivo, atribuido i presenga de
proteinas, carboidratos, gordura, sais minerais e vitaminas em teores adequados, tanto
no aspecto qualitativo como quantitativo (Pelckzar er al., 1986). Nesse contexto, o leite
destinado ao consumo humano tem despertado a atengdo de pesquisadores, tendo em
vista a sua importéncia nos aspectos nutricional, econdmico, social e de satde publica,
sob o enfoque global de seguranga alimentar.

As empresas de laticinios representam um mercado que movimenta bilhdes de
ddlares no mundo inteiro. Segundo a Federagdo Internacional de Laticinios (FIL/IDF,
1998), a produgio de leite, no mundo, passou de 300 milhdes de toneladas, em 1991,
para 557 milhdes de toneladas, em 1997, sendo a producdo de leite de vaca a que mais
cresceu nos Gltimos anos, atingindo a marca de 471 milhdes de toneladas produzidas
anualmente. A Europa é um dos maiores produtores de leite, seguido da América do
Norte, Asia e América do Sul, que 64% do leite cru produzido mundialmente

industrializado nas mais variadas formas.

No Brasil, de acordo com a F ederagéo Internacional de Laticinios (FIL/IDF,
1998), a produgdo de leite estd estimada em 20 milhdes de toneladas, obtida
principalmente por pequenos produtores ou através de cooperativas que encontram
grandes dificuldades para produzir leite de boa qualidade. Em fung¢do do clima quente,
a conservagdo do leite torna-se extremamente critica tanto pela falta de uma adequada
infra-estrutura de manuseio do leite cru, como pela demora no transporte desde a
fazenda até a plataforma de recepgéo da indistria. Além disso, as condigdes higiénico-
sanitarias insatisfatorias contribuem para a proliferagdo de microrganismos

contaminantes e, consequentemente, prejudicam a qualidade do leite (Huhn et al.,
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1980; Costa e al., 1984; Martins e Nussbaum, 1984; Mutukumira et al., 1996; Isepon et
al., 1999).

E certo que a utilizagéo de sistemas de refrigeragdo, desde a ordenha até o
momento de processamento, tem sido a solugdo ideal recomendada para diminuir o
crescimento microbiano. Entretanto, no Brasil e outros paises em desenvolvimento, os
quais enfrentam sérios problemas econdmicos, solugdes dessa natureza nem sempre
sdo viaveis, devido a seu alto custo. Na tentativa de viabilizar o pequeno produtor de
leite, nos ltimos seis anos foram criadas as mini-usinas, que sdo micro-indastrias onde
se produz ou se recebe, beneficia e empacota leite, até o limite de 3.000 litros ao dia
(Isepon et al., 1999). Essas micro-industrias deveriam ter condig¢bes de realizar todas as
fases de beneficiamento como as grandes industrias, inclusive controle das analises
fisico-quimicas, enzimaticas e microbiolégicas. Entretanto, sabe-se que, apesar das
analises fisico-quimicas serem normalmente realizadas diariamente, 0 mesmo ndo
acontece com as analises microbiologicas, que sio realizadas periodicamente (Isepon et
al., 1999). Nessas condiges, é muito incipiente o controle da contaminagdo microbiana
que, acrescida a manutencdo da matéria-prima em condi¢Ges inadequadas de
temperatura, compromete em muito a qualidade do leite, o que pode ser critico em

fungao do tipo de utilizagdo previsto.

3.2. Microbiota do leite

O leite apresenta uma microbiota complexa e diversa, oriunda de varias
fontes, desde microrganismos originalmente presentes no canal mamério até
contaminantes veiculados por manipuladores e pelo ambiente (Matilla et. al., 1990;
Frank, 1997). Esses microrganismos podem proliferar com grande facilidade no leite,
um excelente substrato para o desenvolvimento microbiano, principalmente devido ao

PH préximo a neutralidade e & variedade de nutrientes naturalmente presentes (Frank,
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1997). Mesmo que o leite recém-ordenhado possa conter inibidores microbianos
naturais, como as lactoferrinas e o sistema de lactoperoxidase (LP), sua eficiéncia anti-
microbiana diminui durante a estocagem (Batist ef al., 1988; Walfson e Summer, 1993;
Frank, 1997), favorecendo, portanto, a multiplicagio tanto dos MICTOrganismos que
constituem a microbiota normal e nio chegam a alterar a qualidade do leite, quanto
daqueles que sdo agentes deteriorantes. Além disso, o leite pode ser veiculo de
bactérias potencialmente patogénicas, particularmente enterobactérias dos géneros
Salmonella e Shigella, ao lado de Brucella e outros géneros e espécies (Pelckzar er al.,
1986; Matilla ez al., 1990; Frank, 1997).

Entre os principais grupos de bactérias deterioradoras presentes no leite,
destacam-se as bactérias lacticas, coliformes, psicrotroficas e termoduricas. A
recontaminagao do leite pode ocorrer ap0s a pasteurizagdo, sendo motivo de especial
preocupagdo, ja que bactérias psicrotroficas desenvolvem-se rapidamente em
temperaturas de refrigeragdo, sendo importantes agentes de deterioragio,
principalmente as dos géneros Pseudomonas e Bacillus (Griffiths ez al., 1981; Granum,
1997).

Durante o processo de pasteurizagdo do leite Cru, a carga bacteriana mais
Tepresentativa possui baixa resisténcia térmica, sendo eliminada durante o tratamento
térmico. A microbiota do leite pasteurizado & essencialmente restrita as bactérias
termodiricas presentes inicialmente no leite cru, além daquelas provenientes de
recontaminagdo do produto pasteurizado, principalmente devido a limpeza e
sanificagdo inadequadas das superficies de contato dos equipamentos. O nimero e a
diversidade dos microrganismos contaminantes sio muito influenciados pelas
temperaturas prevalecentes na manipulagio e estocagem desse leite (Burton, 1986;
Bidochka er ai., 1987; Stadhouders, 1993; Driessen 1993; Langeveld, ez al., 1996; Te
Giffel et al., 1996).
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Segundo Patel et al. (1983), em leite pasteurizado sdo encontrados niimeros
reduzidos de microrganismos sobreviventes do tratamento térmico, principalmente
psicrotréficos. Esses autores afirmam que o leite pasteurizado deve ser estocado a 7°C
por uma semana antes de os psicrotroficos resistentes ao calor serem detectados, O que

depende, obviamente, da microbiota inicial.

Estudos realizados por Meer et al. (1993) indicaram que a microbiota do
leite tratado termicamente e estocado sob refrigeragdo consistia de 83% de Bacillus,
mostrando dessa forma, que os microrganismos mais resistentes sio bactérias aerdbias
ou facultativas, formadoras de esporos. Esses resultados confirmam a importancia do
grupo denominado termodiricos, que ndo € caracterizado pela temperatura 6tima de
crescimento, mas sim pela sua resisténcia térmica, capaz de sobreviver ao tratamento
termico utilizado na pasteurizagdo do leite (72°C por 15 segundos ou 63°C por 30

minutos).

Estudos realizados por Johnston e Bruce (1982) demonstraram que as
contagens de esporos em amostras de leite pasteurizado foram maiores do que as
observadas no mesmo leite ainda cru. Os autores atribuiram o fato a contaminagao por
esporos provenientes dos equipamentos, em virtude das falhas de higienizagdo nas
usinas. Estudos semelhantes também foram realizados por Mahari e Gashe (1992) que
indicaram niveis de 14% de termoduricos em leite cru fresco, contra 39,5% para o leite

pasteurizado.

Segundo Phillips e Griffths (1986), parece ndo existir correlagdo absoluta
entre o nimero total de bactérias e o de esporos, embora um nimero elevado de

esporos esteja geralmente associado a uma populagido elevada de bactérias.

De uma forma geral, os microrganismos termorresistentes podem
influenciar diretamente na qualidade do leite, em fungdo das evidentes alteragdes de

odor, sabor e diminuig¢4o de sua qualidade, tornando-o, muitas vezes, 1Improprio para
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consumo (Goepffert ef al., 1972; Andersson et al., 1995). Por esta razao, Mottar e
Waes (1986) sugerem que o controle desses termodiiricos em leite cru pode ser um
TECUrso importante para garantir a qualidade do leite pasteurizado. Segundo Auclair
(1986), a vida de prateleira de um leite pasteurizado pode se estender por seis semanas,
quando estocado a 6°C ou menos, caso a contagem de bactérias termoduricas no leite

cru inicial seja menor que 10* UFC/mL.

Vanderberg (1986) recomenda que o nimero de termodiricos deve ser
controlado em estabelecimentos de pasteurizagio de leite, principalmente quando os

trocadores de calor sio utilizados durante periodos prolongados, em geral acima de 6h.

Entre as espécies do género Bacillus, um dos principais representantes do
grupo dos termodiricos, sdo de ocorréncia usual no leite principalmente Bacillus
licheniformis, Bacillus subtilis, Bacillus coagulans, Bacillus mycoides, Bacillus
pumilus e B. cereus (Angula et al., 1989). Dentro desse grupo, a presenca freqiiente de
microrganismos capazes de se desenvolver i temperatura de refrigeragdo
(psicrotréficos) € um sério problema para a industria de laticinios.

Na década de 60, alguns pesquisadores sugeriram que o termo psicrotréfico
fosse utilizado para indicar os microrganismos que eram capazes de se desenvolver a
baixas temperaturas (Eddy, 1960; Witter, 1961; Morse et al., 1968).

De acordo com as normas da Federagdo Internacional de Laticinios (Collins,
1981), as bactérias psicrotréficas foram definidas como sendo aquelas capazes de
crescer a 7°C ou menos, independentemente da temperatura 6tima de crescimento, ou
seja, seriam aquelas capazes de se multiplicar a temperatura de refrigeragdo, definindo
a vida-de-prateleira dos produtos armazenados nessa condigdo. Esse grupo ¢é
extremamente importante, principalmente em produtos conservados ou armazenados
sob refrigeragdo por longos periodos (1 a 4 semanas). No caso do leite, 0 uso intensivo
e continuado da refrigeragio, desde a fazenda até a residéncia do consumidor,
representa um sério problema pela possibilidade de provocar uma gradativa sele¢do de

8
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psicrotréficos (Coghill e Juffs, 1979; Dufrene et al., 1995.; Almeida, 1998; Gomes e
Lemos, 1999).

Os microrganismos psicrotréficos constituem um grupo heterogéneo
podendo incluir bactérias Gram + e Gram -, na forma de bastonetes ou cocos. Sdo
bactérias geralmente deterioradoras importantes, devendo-se destacar a capacidade de
muitas delas, principalmente Pseudomonas spp, de produzr proteases e lipases
termorresistentes, responsaveis pela deterioragio do leite processado a altas
temperaturas (tipo UHT), podendo ainda, eventualmente, serem patogénicas (Frank,
1997; Almeida, 1998). A literatura relata diversas pesquisas mostrando a diversidade
da microbiota psicrotréfica do leite, evidenciando que € composta principalmente por
bactérias dos géneros Pseudomonas, Flavobacterium e Alcaligenes (Frank, 1997), além
de representantes dos géneros Bacillus, Micrococcus, Aerococcus e Staphylococcus
(Collins, 1981; Schroder e Bland, 1984; Griffiths, 1990; Andersson, et al., 1995). O
género Bacillus constitui, segundo Meer et al. (1993), 83% da microbiota do leite
tratado termicamente e estocado sob refrigeragio; as células vegetativas sdo geralmente
destruidas pela pasteurizagdo, enquanto os €sporos permanecem viaveis, podendo até
mesmo serem ativados pelo tratamento térmico (Meer et al., 1993; Andersson et al.,
1995 Frank, 1997).

A maioria das espécies de Bacillus ndo representa a microbiota normal do
leite cru, sendo sua ocorréncia relacionada principalmente as condigdes sanitarias
inadequadas, durante o processamento e 4 temperatura de estocagem do leite antes da
pasteurizagdo (Matilla et al., 1990). Estas bactérias podem trazer grandes prejuizos
econdmicos para a industria leiteira, principalmente pela redugdo da vida-de-prateleira
dos produtos refrigerados, com a produgdo de lipases e proteases termorresistentes,
capazes de degradar a gordura e proteina, causando rancificagdo, amargor, geleificagdo
e coagulagdo, tanto em leite como em produtos lacteos (Collins, 1981; Kohlmann ez al.,
1991; Frank, 1997).



Revisdo Bibliogréfica

Segundo Griffiths (1990), a predominancia no leite cru de bastonetes Gram
negativos, ndo formadores de esporos e catalase positivos, estd associada com a
protedlise e lipdlise; essas bactérias, na sua grande maioria, ndo sdo termoduricas,
sendo eliminadas durante o processo de pasteurizagdo. No entanto, embora bactérias do
género Pseudomonas possam ser destruidas quando presentes em numeros reduzidos
( 102UFC/mL), elas podem sobreviver quando em populagdes acima de 10°UFC/mL
(Schroder e Bland, 1984).

Almeida e Furtado Filho (1993) relatam em seus estudos sobre a atividade
proteolitica de 154 espécies de microrganismos isolados de leite as temperaturas de 5°,
20° e 30°C que as espécies de Pseudomonas, Aerococcus e Alcaligenes, todas Gram
negativas, mostraram atividade proteolitica a 5°C. Griffiths (1990), em seus estudos
sobre bactérias psicrotroficas, sugeriu que a temperatura de crescimento tem influéncia
na sintese de proteases e lipases extracelulares, com variagdo dependendo da espécie
considerada, o que foi confirmado por Fairbairn e Law (1986), trabalhando com as

bactérias do género Pseudomonas.

Cabe destacar que as lipases e proteases de origem microbiana nio sdo
eliminadas pelos métodos convencionais de pasteurizagdo do leite (Zall et al., 1982),
sendo termorresistentes. Ji4 a lipase natural, do leite é uma enzima termolabil,
facilmente destruida pelas temperaturas de pasteurizagdo, ndo causando danos a
matéria graxa do leite quando manuseado e processado adequadamente, contrastando,

portanto, com as lipases microbianas.

A lipélise resulta da agdo das lipases (naturais ou microbianas), enzimas que
tem a propriedade de hidrolizar os triglicerideos da gordura, liberando 4acidos graxos de
cadeia curta (butirico, caproico, caprilico e céprico) que, sendo volateis, sdo os
principais responsaveis pelo aparecimento de odores e sabores desagradaveis de ranco

no leite (Gomes, 1988). Os produtos mais freqiientemente envolvidos com problema de

10
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rancificagio sdo o creme de leite, a manteiga, a margarina e produtos lacteos com alto
teor de gordura (Goepffert et al., 1972; Andersson et al., 1995)

3.3. Caracteristicas de Bacillus cereus
3.3.1. Taxonomia e Identificagéo

Bacillus cereus foi originalmente isolado e descrito por Frankland e
Franckland, em 1887, segundo Goepfert et al. (1972). E uma bactéria que pertence a

familia Bacillaceae, aerébia, esporogénica, com habitat natural no solo e vegetais.

Atualmente, o género Bacillus encontra-se descrito por Sneath, na se¢do 13
do vol 2 do Manual Bergey’s (1986). Sua classificagdo ¢ baseada no sistema de Gordon
(1973) ¢ inclui 34 espécies. Além disso, 26 espécies sio listadas como espécies
incertas. Desde a conclusio do Manual Bergey’s (1986) um namero razoavel de novas
espécies foi descrita, conforme Claus e Fritze (1989), citados por Stadhouders (1992) e
Notermans ¢ Batt (1998). Esses autores reportam, também, que dentro do género
Bacillus, o grupo de B. cereus esta bem caracterizado quanto 3 morfologia celular, a
forma ¢ localizagdo dos esporos, além de suas propriedades fisiologicas. Estes
microrganismos apresentam-se geralmente como bastonetes longos, Gram POSItiVOs,
formadores de €sporos, méveis por meio de flagelos peritriquios, anaerobios
facultativos e catalase - positivos. AS células vegetativas apresentam diametro em geral
de 1.0 a 1,2pm € comp -mento de 3,0 a 5,0pm, esporos centrais ou paracentrais sem
distender o esporangio € também algumas caracteristicas bioquimicas importantes,
principalmente a produgio de lecitinase e incapacidade de fermentar manitol (Johnson,

1984; Stadhouders, 1992; Granum, 1997).

Segundo Goepffert et al. (1972) e Harmon (1992), pesquisadores como

Smith et al. (1946, 1952), em muito contribuiram para 0 processo de classificagdo das

espécies, partindo deles a proposta de divisdo de um Gnico género em trés grupos (I, II
UNICAMP
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¢ III), baseado nas caracteristicas morfologicas dos esporos e esporangios.
Posteriormente, Gordon (1973), redistribuiu o grupo I subdividindo-o, de acordo com o
tamanho de suas células vegetativas, passando as espécies B. megaterium, B. cereus,

B. anthracis, B. mycoides e B. thuringiensis a fazer parte do subgrupo IA.

A classificagdo do género, juntamente com a diferenciagdo das espécies,
principalmente B. cereus e B. thuringiensis, ¢ bastante discutida pelos pesquisadores,
uma vez que elas diferem entre si em apenas uma tnica caracteristica, podendo gerar
confusdo durante o procedimento de identificagdo. Assim sendo, a principal
caracteristica que difere B. thuringiensis de B. cereus é a capacidade daquele em
produzir cristais protéicos, toxicos para insetos; ja B. mycoides apresenta crescimento
nizéide e B. anthracis apresenta patogenicidade peculiar para animais. Segundo
Damgaard et al. (1996), tanto agrupa-los em uma s6 espécie, a exemplo de Smith et al.
(1946, 1952), como considera-los espécies diferentes, como outros pesquisadores
preferem, parece ser bastante polémico, uma vez que as diferenciagdes s3o muito

restritas para permitir a definigfio de espécies independentes.

Dessa forma, nos tiltimos anos, varios pesquisadores vém testando técnicas
mais precisas, principalmente métodos baseados na analise de componentes genéticos
da célula, com o objetivo de aperfeigoar a diferenciagdo das espécies de B. cereus
(Harmon, 1992; Zotola, 1997: Notermans e Batt, 1998).

Segundo Preice (1993) citado por Granum (1997) e Notermans e Batt
(1998), o género Bacillus esta dividido em seis diferentes subgrupos, sendo B. cereus
pertencente ao grupo de B. subtilis; conforme ja citado, quatro espécies deste grupo sdo
muito relacionadas: B. cereus, B. thuringiensis, B. anthracis e B, mycoides, sendo as
ultimas trés consideradas como subespécies de B. cereus, com base em propriedades
fenotipicas e genéticas, (Ash et al. (1991) e Carlson (1994) citados por Granum (1997)
¢ Notermans e Batt (1998).

12
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D’ Aubert et al., (1980) e Rhodehamel e Harmon (1998), mencionaram que
a identificagdo com base em testes bioquimicos é problematica, Ja que varias cepas da
mesma espécie podem apresentar reagdes diversas em suas caracteristicas bioquimicas,
bem como em relagio as propriedades sorologicas e de sensibilidade a fagos.
Geralmente, a maioria das cepas de B. cereus utilizam glicose, frutose e trealose, mas
ndo sdo capazes de degradar xilose, arabinose, galactose, sorbose, sorbitol, manitol e
dulcitol (Goepfert et al., 1972; Granum, 1993). A urease é produzida por algumas
cepas, enquanto a grande maioria reduz nitrato a nitrito. Tém sido observadas algumas
cepas que apresentam fraca atividade amilolitica, embora a regra seja a produgio
intensa de amilase (Shinagawa et. al. 1992).

Apesar de suas limitagdes, os testes bioquimicos sio ainda hoje muito
utilizados, sendo que um resumo das caracteristicas mais marcantes de B cereus e

outros membros do grupo ¢ apresentado na Tabela 2.1, (Rhodehamel e Harmon, 1998).

13
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Tabela 2.1 Caracteristicas morfologicas culturais e bioquimicas que diferenciam

espécies de B. cereus

Bacillus Bacillus  Bacillus Bacillus Bacillus

Caracteristicas cereus thuringiensis mycoides anthracis  megaterium
Reagdo de Gram +9 + + + +
Catalase + + + + +
Motilidade +/-° +- £ a K
Redugio de nitrato + +/- - - 2
Decomposicio da + + +/- H +/-
Tirosina
Resisténcia a lisosima + -
Reagdo gema-ovo — - "
lecitinase
Utilizagao anaerobia de + i d + + .
glicose
Reacdo de VP + + - + 9
Manitol - - - - +
Hemolise + + - £ .
Crescimento rizoide - = - - -
Produgéo de cristais - + - - -
paraesporais
Produc¢do de toxinas + - @ = -
“90-100% cepas positivas ® 50% cepas positivas

“90-100% cepas negativas

maioria das cepas negativa

3.3.2. Patogenicidade de B. cereus

B. cereus € um patégeno oportunista de grande importancia, capaz de causar

diferentes tipos de infecg¢@o e intoxicagdo no homem.

Estudos exaustivos sobre a patogenicidade de B. cereus, vém sendo

realizados principalmente em relagdo 4 sua capacidade de produzir toxinas

extracelulares ou fatores de viruléncia identificados e associados as doengas de origem
alimentar (Kamat, 1986; Notermans e Batt, 1998).

A literatura reporta que, até o presente, sio conhecidas sete toxinas

diferentes produzidas por esse microrganismo, sendo seis delas produzidas durante o

crescimento vegetativo e secretadas pelas células: a enterotoxina, responsavel pelo

quadro diarreico, duas hemolisinas (cereolisina e hemolisina II), trés fosfolipases-C

14
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(fosfatidil-inositol hidrélase, fosfatidil-colina hidrolase e esfingomielinase - esta
também com atividade hemolitica) e a toxina emética, responsavel pelo quadro com

predominancia de sintomas de vomitos (Granum, 1994;1997; Griffiths, 1990).

Além dos distarbios gastrointestinais, este microrganismo pode causar
diversas infecgdes, localizadas ou sistémicas. A produgdo de toxinas e a capacidade
invasiva de tecidos pode causar doengas oculares extremamente agressivas, levando a
cegueira em menos de 24 horas (Goepfert et al.,, 1972; Kramer e Gilbert, 1989:
Granum, 1994). As fosfolipases e hemolisinas produzidas podem gerar um quadro
sistémico de bacteremia, septicemia, endocardite, infecg¢do do sistema nervoso central e
do aparelho respiratério, bem como infec¢des oportunistas em pessoas
imunodeprimidas (Goepfert et al., 1972; Kramer e Gilbert, 1989: Drobniewsk, 1993;
Fermanian et al.,, 1994; 1996). Essas patologias sdo raras quando comparadas ao

processo afetando o trato gastrointestinal.
¢ Toxina Diarréica

Diversos termos tem sido empregados para caracterizar a toxina diarréica,
entre eles: agente diarreico, fator de acumulo de fluidos, fator de permeabilidade
vascular, toxina dermonecrética, ou simplesmente enterotoxina (Johnson, 1984;
Granum, 1994; 1997). Todos esses termos se referem a uma proteina, com peso
molecular igual a 50 kDa e ponto isoelétrico de 4,9, produzida durante a fase
exponencial de crescimento de B. cereus, em pH de 6.0 a 8.5, sendo 6tima na faixa de
7.0 a7.5 e temperatura entre 18° a 43°C. E uma toxina termol4bil, inativada a 56°C

durante 5 minutos (Ives e Potter 1977).

Spira e Goepfert (1972) observaram que a enterotoxina tem caracteristicas
antigénicas, € sensivel a tripsina, pepsina e quimiotripsina, instavel a extremos de
temperatura e pH, sendo mais estavel a pH 5,0 — 10,0 e com caracteristicas

termolabeis.
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Johnson e Bonventre (1967); estudando a letalidade da toxina de B. cereus,
observaram que esta, causa a morte de camundongos, quando injetada por via
intravenosa, estimula o sistema adenilciclase, podendo contribuir para o acumulo de
fluidos, alteragdo de permeabilidade vascular e necrose na pele de cobaias. Acredita-se
que seja composta por dois ou mais componentes, havendo a necessidade da presenga
de glicose para sua formagdo (Spira e Silverman, 1979). Pesquisas recentes tem
mostrado que esta enterotoxina é uma proteina livre, sem atividade hemolitica
(Granum, 1994; Day et al., 1994).

Estudos recentes mostram que pelo menos duas diferentes enterotoxinas
foram caracterizadas: uma € a toxina com trés componentes, com atividade hemolitica
e necrética denominada de HBL (Thompson ez al., 1984; Beecher et al., 1995) e a
outra ¢ a enterotoxina simples, estudada por Shinagawa er al. (1991), cujo gene

codificador foi detectado por Agata er al. (1995a).

Ombui et al. (1997) encontraram evidéncias de que o gene BCET, em que a
seqiiéncia de nucleotideos codifica uma enterotoxina de B. cereus (Agata ez al., 1995a),
ndo € comum a todas as cepas enterotoxigénicas. Esta descoberta levou os referidos
autores a sugerirem que pelo menos duas, talvez trés, enterotoxinas seriam

responsaveis pela toxigénese diarréica do B. cereus.

Varios métodos tem sido utilizados para a detecgdo da toxina diarréica,
sendo mais usado o da alga ligada de coelho, em que filtrados de cultura sio injetados
no intestino, observando-se o actiimulo de fluidos (Johnson e al., 1982). Esses mesmos
pesquisadores revelaram que o teste da permeabilidade vascular também ¢ utilizado na
identificagdo da toxina, sendo efetivado pela inje¢do subcutdnea de filtrado de cultura
na pele de cobaias, seguido de aplicagdo de corante “Evans Blue”; quando a reagao €

positiva podem-se observar manchas cinzas ou azuis na pele das cobaias.
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Atualmente, para a detecgdo da toxina diarréica em alimentos ou cultura do
microrganismo, existem dois kits comerciais disponiveis, baseados em métodos

imunolégicos ou imunuenzimaticos-ELISA.

O primeiro deles é o kit BCET-RPLA (Oxoid-TD 950), em que se usa a
técnica de aglutinagdo passiva reversa em latex e detecgdo, segundo seus fabricantes,
de Ing/mL (Beecher e Wong, 1994).

O outro kit é o Bacillus “Diarthoeal Enterotoxin-Visual Immunoassay”
(BDE-VIA) da Tecra™ (Bioenterprises Pty. Ltd. Roseville, NSW, Austrilia), que
utiliza 0 método de ELISA e foi desenvolvido por Burrel e al. (1991) para uso direto
em amostras de alimentos, apds simplificado o procedimento de extracdo. O kit Tecra
detecta o antigeno 577, previamente descrito por Thompson ef al. (1984), com limite

minimo de detecgdo entre 2 a 5Sng/mL.

Segundo relatos de Griffths (1990) e Van Netten et al. (1990), foram obtidos
resultados positivos na produgdo de toxinas por cepas psicrotroficas isoladas de leite.
Baker e Griffths (1995), relataram que eram necessérias altas contagens de B. cereus

> 10'/mL) para que fossem sintetizados niveis de toxinas detectaveis pelo kit.
P

Granum et al. (1993a) desenvolveram estudos para determinar a
especificidade do kit baseado em RPLA. A pesquisa foi conduzida em 85 isolados de

produtos de laticinios, sendo que 59% se mostraram enterotoxigénicos.

Fermanian et al. (1996) também compararam resultados obtidos na RPLA
com testes de citotoxicidade em células CHO; verificaram que houve correlagio entre
os dois métodos na detecgdo da enterotoxina. Os referidos autores constataram também
que as maiores produgdes de toxina ocorreram durante a fase exponencial, ndo tendo

sido registrados resultados falso positivos.
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O kit Tecra™ BDE-VIA, segundo Notermans e Tatini (1993), tem um
desempenho superior frente a0 RPLA. Este método também foi aprovado por Dufrene
et al. (1994), para detectar a producdo de enterotoxina por cepas psicrotroficas,
observando-se que todas as cinco culturas testadas, as quais cresciam a 7°C, foram

positivas no teste.

Christiansson (1993), comparando os kits, observou que nio detectam o
mesmo antigeno e relatou um limite de detecgdo, pelo kit TECRA, de 1 ng/mL. Day et
al. (1994) desenvolveram estudos simultdneos com os dois kits e um método de
imunodifusdo em gel. Estes autores também concluiram que os dois kits nio detectam
0 mesmo antigeno. Somente culturas apresentando varios antigenos no ensaio de
imunodifusdo mostraram coincidéncia de resultados em RPLA e BDE. Entretanto as
culturas negativas no RPLA e positivas no kit TECRA apresentaram um tnico
antigeno, o qual formava a linha de identidade com o antigeno padrio (a enterotoxina)

na imunodifusdo.

Estudos realizados por Beecher e Wong (1994) para identificagio de
antigenos pelos dois kits, mostraram que o RPLA detectou o antigeno L, do complexo
HBL com a sensibilidade declarada pelos fabricantes (1 ng/mL), e o sistema TECRA
reconheceu duas proteinas de massa 40 e 41KDa, ndo toxicas. Estes estudos

evidenciaram que a confiabilidade dos kits dependia de sua validagio rigorosa.

Buchanan e Schultz (1992), utilizando o sistema BCET-RLPA, detectaram a
presenga de enterotoxina em material tratado a 80°C por 5 minutos e cuja atividade
toxica ja havia sido destruida. Ja Baker e Griffths (1995) usaram o BDE-VIA para
avaliar a estabilidade térmica da enterotoxina. A justificativa dos autores para o uso do
TECRA ¢ de que seu anticorpo ¢ uma antitoxina diarréica. Segundo esses autores, os
alimentos sdo sistemas complexos e por isso podem estar associados a aumento de

termoestabilidade da enterotoxina.
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Rusul e Yaacob (1995) compararam os dois kits, TECRA e RPLA, para
verificar a produgdo de toxina em 194 cepas de B. cereus isoladas de alimentos,
constatando que 91,8% e 84,5% foram positivas, respectivamente. Os dois kits

apresentaram coincidéncia de resultados positivos em 155 cepas isoladas.

Existem controvérsias entre os pesquisadores em relagdo a4 maneira como se
desenvolve a sindrome diarréica, principalmente se através da ingestdo da toxina pré-
formada no alimento, por ingestdo de esporos ou células vidveis da bactéria. Alguns
autores acreditam que a produgdo da toxina diarréica é provavelmente mais intensa no
intestino do que no alimento (Buchanan e Schultz (1992), Granum et al., 1993b;
Shinagawa, 1993). Assim, segundo Granum et al. (1993a) é provavel que a sindrome
diarréica seja causada pela ingestdo de esporos e células viaveis, presentes nos
alimentos, que, pela colonizagdo, seguida de multiplicagdo no intestino delgado,

produziriam toxina suficiente para causar a doenga.

A dose infectante para ocasionar a sindrome diarréica, segundo Granum
(1997), esta estimada entre 10* a 10° células viaveis. Entretanto, varios pesquisadores
reportam que a dose infectante oscila entre 10° — 10’'UFC/mL ou g (Kramer e Gilbert,
1989; Shinagawa, 1993; Granum, 1994; Granum, 1997). Deve-se considerar, também,
a variagdo na susceptibilidade de cada individuo, segundo Granum (1994 e 1995). Os
sintomas mais severos tem sido associados com atletas jovens (<19 anos) e os idosos
(> 60 anos de idade).

Os sintomas provocados pela enterotoxina sdo muito semelhantes com
aqueles causados pelo C. perfringens. Aparecem apos o periodo de incubagdo de 8 a 16
horas, provocando dores abdominais e diarréia aquosa, acompanhados de espasmo retal
€ nauseas, usualmente com duragdo de 12 a 24 horas e normalmente nio incluem

vomito e febre no quadro clinico (Kramer e Gilbert, 1989; Granum, 1994; 1997).
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No entanto, estudos apresentados por Granum (1997) e Rowan e Andersson
(1997) relataram que ndo existem ainda evidéncias suficientes para se afirmar como
ocorre realmente a sindrome diarréica. As diividas persistem acerca desta patogenia,

uma vez que a natureza do fator toxico ndo esta ainda totalmente esclarecida.

O mecanismo de agdo da enteroxina também é desconhecido. Kramer e
Gilbert (1989) relatam que a toxina diarréica no intestino reverte a absor¢do de fluidos
e ions (Na" e CI'), dificulta a absor¢do de glicose e aminoacidos, além de causar
necrose ¢ danos a mucosa. Ja Sears e Kaper (1996) acreditam que a estimulagdo do
sistema adenilatociclase-AMP-ciclico € passivel de questionamento: por 1sso, esses
autores preferiram denomina-la de “citotoxina secretéria” em vez de enterotoxina,

devido a resposta necrotica observada no intestino de animais.

Segundo Langeveld et al. (1996), a sindrome diarréica parece estar mais
comumente envolvida com ingestdo de alimentos ricos em proteinas. J4 Garcia Arribas
e Kramer (1990) acreditam que aproximadamente 75% dos surtos diarreicos estdo
relacionados com o consumo de alimentos contendo ingredientes amilaceos. O fato é
que a literatura € vasta neste assunto e relata que existe uma diversidade muito grande
de alimentos envolvidos nesse tipo de surto, incluindo carnes, produtos carneos,
vegetais, leite e derivados (muito pouco), molhos e sobremesas diversas (Goepfert et
al., 1972; Johnson, 1984; Kramer e Gilbert, 1989; Notermans e Batt, 1998).

e Toxina Emética

Ao contrario da toxina diarréica, bastante estudada e relatada, ha uma
escassez de pesquisas voltadas para a toxina emética. Talvez a razdo principal seja
porque, ate recentemente o unico modo de testar a atividade biolgica dessa toxina era

restrito ao uso de ensaios biologicos com macacos, dificultando a evolugdo dos
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estudos. Atualmente os testes em células estdo disponiveis e maiores informagdes

sobre esta toxina podem ser obtidas (Shinagawa et al. 1992).

A toxina emética foi identificada pela primeira vez no Reino Unido nos anos
70, depois da ocorréncia de varios incidentes associados a0 consumo de arroz

provenientes de restaurantes chineses (Kramer e Gilbert, 1989).

Os primeiros estudos concretos sobre essa toxina foram realizados pelo
Laboratorio Central de Satide Publica em Londres. Melling er al. (1976) verificaram
que filtrados de cultura de uma cepa isolada de um surto emético ndo causava aumento
de fluidos no teste da alga ligada de coelho (LRIL) e reagdo de permeabilidade vascular
(VPR). Estes pesquisadores estudaram a especificidade do arroz como meio de

crescimento e produgdo de toxina por cepas eméticas.

Melling et al. (1978), em estudos experimentais, reportaram a resisténcia da
toxina a temperatura de 121°C por 20 minutos, a extremos de pH, entre 2 e 11, e &
eXposi¢do a tripsina e pepsina. Os autores observaram, que macacos submetidos aos
testes até 16 vezes, durante oito meses, ndo desenvolviam resisténcia a toxina, o que

sugeria sua baixa antigenicidade.

A toxina emética difere bastante da toxina diarréica pela sua alta
estabilidade em relagdo a temperatura, a enzimas proteoliticas e a variagdes de pH. O
fator toxico ndo foi retido em filtros de membranas, o que permitiu avaliar seu peso
molecular como sendo menor que 5KDa. Turnbull ez al. (1979) propuseram a descricdo
do fator téxico como sendo uma toxina termorresistente, de baixo peso molecular,
provavelmente ndo protéica, elaborada durante o crescimento de B. cereus no arroz .
Agata et al. (1994) verificaram e analisaram estruturalmente o fator toxico utilizando
diversos métodos para as pesquisas, entre eles a ressonincia magnética nuclear,

espectroscopia de massa, degradagdo quimica, etc. Estes estudos revelaram que o fator
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toxico, era um dodecadepsipeptideo, denominado “cereulideo”, de féormula molecular
Cs7Ho6018Ns.

Mikami et al. (1994) caracterizaram o fator como sendo uma toxina de
efeito citostatico, ndo hemolitica, de massa estimada menor que 5KDa e resistente a
altas temperaturas (121°C/20 min.).

Posteriormente, Suwan e? al. (1995) confirmaram o cereulideo como sendo
a propria toxina emética, descrevendo-0 como um depsipeptideo com 36 aminoacidos

ou oxiacidos.

Shinagawa et al. (1995) estudaram a relagdo entre o cereulideo e o fator
citostatico parcialmente purificado, caracterizando-os paralelamente e testando sua
atividade emética pela administragdo oral em macacos. Os resultados demonstraram

absoluta correlagédo entre os dois.

Os estudos relacionados a produgdo da toxina emética estiveram restritos,
durante a década de 70, ao uso de arroz como meio de cultura. Posteriormente, as
pesquisas demonstraram que essa produgdo ndo ocorria exclusivamente nesse alimento,

mesmo que fosse o veiculo predominante nos surtos (Johnson, 1984; Te Giffel, 1997).

Segundo Kramer e Gilbert (1989), o nivel de contaminagdo necessario a
produgdo de toxina em teores suficientes para provocar vomito causaria a deterioragio
visivel do alimento; desta forma, a maioria dos surtos que poderiam ocorrer seria
evitada, uma vez que somente a toxina pré-formada determinaria a ocorréncia da

sindrome.

As condigbes para a produgdo da toxina emética ainda sio muito pouco
conhecidas. Segundo Melling et al (1978), a produgdo é reduzida durante o
crescimento de células vegetativas e a temperaturas mais elevadas. Granum et al.

(1995), em diversos estudos, detectaram que a produgdo da toxina no alimento ocorria
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no final da fase estacionédria. Esses autores sugeriram que provavelmente a bactéria
liberaria a toxina emética como forma de degradar produtos do meio em que crescia e,
ao propor um sistema de classificagdo das toxinas relacionadas a doengas de origem
alimentar, situaram a toxina emética do B. cereus como uma “neurotoxina sem sitio de
agdo conhecido”. De acordo com relatos de Sears e Kaper (1996) as neurotoxinas

atuam nos neurotransmissores, gerando a resposta emética.

Agata et al. (1995b) ao estudar o mecanismo de agdo da toxina emética,
deduziram que o mesmo poderia ser mediado por antagonistas dos receptores de
serotonina (5-HTs). Quando a vagotomia e a inibigdo dos receptores aboliam o efeito
emeético, os autores verificaram que o cereulideo causava vomito por meio de estimulo
dos receptores SHT; e do nervo vago aferente; o cereulideo também ocasionou

alteragdes na mitocondria de células Hep-2, confirmando sua agéo toxica.
3.3.3 Epidemiologia de Bacillus cereus

Estudos epidemiol6gicos mostram o grande nimero de doengas de origem
alimentar causadas por cepas de B. cereus associadas a produgio das toxinas diarréica
e emética (Gilbert, 1979; Johnson, 1984; Becker ez al., 1994)

Na Europa, onde o Sistema de Vigildncia Sanitdria inclui testes de
identificacdo de B. cereus ao diagnosticar agentes etiologicos de “surtos”, este
representa uma das principais causas de doengas gastrointestinais de origem alimentar
(Becker et al., 1994; Simone et al., 1997).

Virios surtos diarreicos foram relatados nas décadas de 50 e 60, a maioria
deles em paise do norte e leste europeu: Dinamarca, Russia, Polonia, Suécia, Hungria,
Italia, Alemanha, Noruega e Holanda. Na Hungria, segundo Gilbert (1979), foi a
terceira causa mais comum de intoxicagdes alimentares na década de 60. Durante os

anos de 1985 e 1989, na Holanda, 18% dos surtos foram devidos a B. cereus.
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O primeiro surto classico relatado envolvendo a toxina diarréica, ocorreu na
Noruega e foi descrito por Hauge em 1950, citado por Johnson (1984); esse autor relata
que o referido surto foi devido ao consumo de creme de baunilha, e seus sintomas
apareceram apds 10-12 horas da ingestdo do alimento, consistindo de dores
abdominais, diarréia aquosa, espasmos, nduseas, com vomitos esporadicos e febre. As
amostras de alimentos foram analisadas e apresentaram contagens de B. cereus entre
2.5x10 e 1.1x10° UFC/g .

A partir, dai varios surtos diarréicos foram relatados em alguns paises da
Europa, Estados Unidos, Japdo, etc. (Gilbert, 1979; Kramer e Gilbert, 1989; Brett,
1998).

Segundo Gianella (1979), em 1977 ocorreu um surto bem caracterizado,
envolvendo 28 pessoas, pacientes de um hospital para portadores de doengas cronicas,
associado ao consumo de carne de peru contaminada com 1.2x10° B. cereus/g. A partir
desta década, varios surtos foram relatados mos Estados Unidos, apesar dos
levantamentos epidemiolégicos de doengas de origem alimentar serem deficientes,
sendo que entre 1972 e 1982 B. cereus foi responsavel por varios surtos ocorridos
(Kramer e Gilbert, 1989).

Notermans e Batt (1998) reportam que nos Estados Unidos, de 1988 a 1992,
foram relatadas um total de 2.423 surtos de doengas de origem alimentar, afetando
7.737 pessoas; 40% desses surtos tiveram sua etiologia confirmada, sendo que 21 deles
foram causados por B. cereus, afetando 433 pessoas. Uma grande variedade de
alimentos foi implicada, sendo a comida no estilo chinés a predominante. Uma
deficiéncia nestes levantamentos é que somente quando varias pessoas sao implicadas
simultaneamente é que se suspeita e se relata um surto, sendo que casos individuais s&o
geralmente negligenciados (Goepffer, 1972; Notermans ef al, 1997; Notermans ¢ Batt,
1998).
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Dados mais recentes sio mostrados por Notermans e Batt (1998); estes
autores relataram que, segundo Goosen et al. (1987), na Holanda, durante o periodo de
1992 a 1994, ocorreram um total de 1543 surtos de intoxicagdes alimentares e 1087

casos isolados, sendo 473 desses, provocados por B. cereus.

~ Os surtos de intoxicagdo alimentar causado por B. cereus em leite sio muito
raros. Shinagawa (1993) reportou um grande surto ocorrido no Japdo, sendo que
ambas as toxinas (emética e diarréica) foram observadas nos pacientes. Segundo
Notermans ¢ Batt (1998), foram descritos cinco surtos tendo o leite como veiculo: no
Canada (1 surto), na Holanda (3 surtos) e na Inglaterra (1 surto). A Tabela 2.2 relata
dados qualitativos e quantitativos da incidéncia de B. cereus em alimentos.

25



Revisao Bibliografica

Tabela 2.2 Incidéncia de B. cereus em diversos alimentos.

Tipo de Alimento Positividade (%) Contagens (UFC/g ou mL)

Arroz cru 40 - 100 10° - 10°
Arroz cozido 12-93 10! - 10’
Arroz frito 12 - 86 15 - 10™
Leite cru 7135 10b= 1P
Leite pasteurizado 235 10' - 10*
Creme 5-11 10' - 10°
Leite em po 1578 10' - 10"
Cereais 56 17 = 10°
Carne crua 2-34 10" - 10°
Camne cozida 22 10' - 10°
Comida chinesa 83 107 = 10°
Macarrio 50 10*

Chocolate 30 10' - 10°

Dados compilados por Notermans e Batt (1998).

Na literatura européia, surtos diarreicos provocados por B. cereus foram
bem relatados nos Gltimos anos o que ndo ocorreu nos Estados Unidos. O unico caso
extensivamente estudado ocorreu em 1969, afetando 15 membros de uma comunidade

que comeram bolo de carne contaminado com B. cereus (Midura et al., 1970).

Recentemente, na Noruega, ocorreram surtos de diarréia, atribuidos a  B.
cereus (Granum, 1994). A dose infectante foi de 10'UFC/g de alimento, sendo que trés
pessoas foram hospitalizadas, uma delas permanecendo internada por trés semanas. O
periodo de incubagdo foi muito longo, superior a 24 horas, de forma incompativel com
o que ocorre quando a toxina é pré-formada no alimento. Assim, o autor concluiu que

algumas cepas podem colonizar o intestino e produzir toxina i» situ.

Mesmo que os registros de surtos estejam associados, em sua maioria, com

alimentos contaminados com populagées acima de IOGUFC/g, ndo existem relatos
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quanto a quantidade de alimento ingerido que poderia causar os sintomas de diarréia.
(Raevuoni e Gemigeorgis, 1975). Hassan e Nabbut (1996), em seus experimentos com
camundongos, induziram a doenga com suspensdes contendo 10°UFC/g, mas ndo

relataram a quantidade de indculo ministrada.

A sindrome emética ¢ devida a produgdo de uma toxina no préprio alimento
contaminado pelo B. cereus (Kramer e Gilbert, 1989; Shinagawa et al. 1992; Granum,
1994; Brett, 1998). Na maioria dos surtos eméticos tem sido observada alta
contaminagdo nos alimentos, com niveis variaveis de 10* a 10°UFC/g com média de
10" e namero de 10°UFC/g nas fezes dos pacientes (Gilbert, 1979; Kramer e Gilbert,
1989; Drobniewsk, 1993).

A literatura reporta surtos eméticos quase sempre associados ao consumo de
arroz, mas eventualmente envolvendo também outros tipos de alimentos (Shinagawa,
1993). Nos Estados Unidos, os primeiros surtos eméticos foram notificados ao Center
for Disease Control (CDC) entre 1974 ¢ 1975, envolvendo um total de 35 pessoas. No
entanto, os primeiros surtos relatados e relacionados com a toxina emética ocorreram
no Reino Unido, particularmente no verdo e sempre associados ao consumo de arroz
preparado segundo a culinaria chinesa (Gilbert, 1979; Kramer e Gilbert, 1989;
Shinagawa, 1993). A predominéncia desses surtos relacionados com comidas chinesas
tem sido associada a exposigdo prolongada do arroz a temperatura ambiente (Gilbert,
1979; Johnson, 1984; Kramer e Gilbert, 1989; Notermans e Batt, 1998).

A partir dai, varios surtos eméticos foram relatados ndo s6 envolvendo
arroz, mas também outros tipos de alimentos como, por exemplo, carne, vegetais,
bacalhau, leite, macarrdo, etc... (Holmes, 1981; Kramer e Gilbert, 1989; Van Netten,
1990).

Segundo levantamento epidemioldgico realizado por Davey (1985) na

Australia, 23% dos surtos ocasionados por alimentos se relacionavam ao consumo de
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arroz ¢ estavam associados a forma emética de B. cereus. No Japdo, entre 1982 e 1986
ocorreram 73 surtos de intoxicagdo alimentar atribuidos a B. cereus e 95% destes
foram do tipo emético, com maior incidéncia no verdo (Shinagawa, 1990). Este mesmo
autor relata que 1991 foi o ano em que mais se registraram casos emeéticos, sendo

alguns atribuidos ao consumo de leite pasteurizado.

No Brasil, dados sobre doengas de origem alimentar atribuidas a B. cereus
sdo muito raros. Salzberg er al. (1982) suspeitaram deste MmICTrorganismo como o
responsavel por um surto de diarréia, registrada em dois restaurantes na cidade de
Campinas/SP, enquanto Passos e Kuaye (1996) em uma investiga¢do da Vigilancia
Sanitaria Municipal de Campinas, relataram que em 19 surtos comprovados no periodo
de 1987 a 1993, B. cereus foi o agente causal em 68,4% deles.

3.4. Bacillus cereus na industria de laticinios

A pratica de estocagem do leite cru entre 4° ¢ 7°C por trés a quatro dias,
antes do processamento, trouxe grandes beneficios as usinas de processamento, como,
por exemplo, a diminuigdo de custos, facilidades de beneficiamento na usina e
melhoria da qualidade da matéria-prima por ocasido da recepgdo. Por outro lado, esse
armazenamento resultou em novos problemas para a industria de laticinios,
principalmente por favorecer o desenvolvimento de bactérias psicrotroficas,
contaminantes usuais da matéria-prima. Entre estas, as esporuladas, especialmente as
do género Bacillus, por serem termorresistentes, representam problema adicional na

qualidade do leite pasteurizado.

A presenga de esporulados psicrotroficos € de grande importancia para a
indistria de laticinios, uma vez que sdo responsdveis por alteracdes (acidificagéo,
coagulagdo com baixa acidez e coagulagdo lactica) que ocorrem no leite pasteurizado,
modificando, assim, suas propriedades quanto a cor, sabor, viscosidade etc. (Cousin,
1982; Griffiths, 1992; Collins et al., 1993).
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A presenca de bactérias esporogénicas psicrotréficas do género Bacillus em
leite cru e pasteurizado foi inicialmente reportada por Grosskopf e Harper, (1969:
1974), e, desde entdo, diferentes espécies tém sido isoladas desse substrato (Bodyfelt,
1980; Phillips e Griffiths, 1986; Griffiths e Phillips, 1990). Martin (1981), mostrou a
prevaléncia de B. subtilis, B. licheniformis, ¢ B. cereus. Creilly er al. (1994) citam que
a incidéncia de B. cereus é maior durante o verdo, ao passo que B. licheniformis
predomina no periodo de inverno. B. subtilis tem sido isolado mais freqilentemente de
leite esterilizado, enquanto que B. licheniformis é mais freqilentemente relatado em

leite cru tratado termicamente.

Segundo Andersson et al. (1995) B. cereus é, atualmente, um dos principais
problemas de deterioragdo microbiana na industria de laticinios. Varios trabalhos
relataram que se o leite ndo for recontaminado apds a pasteurizagdo, a sua qualidade e
vida util sera determinada fundamentalmente pelo nimero de células ou esporos de B.
cereus na matéria-prima. A bactéria é responsavel pela denominada “coagulagio doce”
e pelo aparecimento de um fendmeno conhecido como “bitty cream”, além de
ocasionar a formagdo de biofilmes nos equipamentos; seus esporos sdo altamente
hidrofébicos, além de produzirem “fimbrias” que facilitam a adesio a superficie de

equipamentos ( Zottola, 1994).

Choudhery e Mikolajcik (1970) pesquisando as alteragdes ocorridas em leite
pasteurizado, mencionaram que a germinacdo dos esporos de B. cereus presentes no
leite cru, ocorria logo apés a pasteurizagdo, indicando a sua ativagio térmica: a
alteragdo produzida pelo crescimento subsequente foi descrita como "“sweet curdling"”
ou “coagulagdo doce” e ocorria sem que houvesse alteragao do pH. Essa coagulagdo foi
atribuida a agdo de proteinases sobre a K-caseina, que era degradada o suficiente para
produzir um sabor amargo no produto. O crescimento microbiano tornava-se visivel
através da formacdo de depésitos no fundo da embalagem do produto, descritas como

sendo colonias da bactéria. Posteriormente, diversos estudos foram realizados sobre
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essas alteragdes provocadas por cepas psicrotroficas de B. cereus sendo constatado que
elas também produzem fosfolipase C (lecitinase), com a degradagdo da membrana do
globulo de gordura, fazendo com que a matéria graxa do leite fique exposta a agdo das
lipases, resultando em agregagdo da gordura (Cousin, 1982; Meer, 1991). Este defeito

recebeu a denominagdo “bitty cream”.

Cepass psicrotroficas podem atingir populagdes excedendo 10°UFC/mL em
leite conservado por 14 dias a 7°C; no entanto, o crescimento lento é mais comum
(Mikolajcik e Simom, 1978). Resultados semelhantes foram encontrados também por
Coghill e Juffs (1979) na Australia, que reportaram crescimento de B. cereus
psicrotréfico as temperaturas de 4° e 7°C. Diversos estudos tem sido conduzidos por
varios autores quanto a presenga dessa bactéria em alimentos (Gilbert, 1979; Kramer e
Gilbert, 1989; Te Giffel e al., 1996) e especialmente no leite (Stewart, 1975; Ahmed et
al.; 1983; Wong et al., 1988; Van Netten et al., 1990; Andersson et al., 1995). Estudos
mais recentes de Larsen e Jorgensen (1997) na Dinamarca, demonstraram que de 458

amostras de leite pasteurizado analisadas, 56% estavam contaminadas pela bactéria.

Meer et al. (1991), analisando leite cru, encontraram cepas psicrotroficas de
B. cereus em mais de 80% das amostras. Sutherland e Murdoch (1994) concluiram que
B. cereus era a bactéria esporogénica mais importante na alteragdo do leite

pasteurizado, estocado entre 6° e 20°C.

Na Escécia, Griffiths e Phillips (1990)detectaram Bacillus spp em leite, em
quase 70% das amostras do produto recentemente pasteurizado, sendo que mais de
15% das culturas isoladas foram identificadas como B. cereus. Trabalhos realizados na
Australia (Coghill e Juffs, 1979) e nos Estados Unidos (Overcast e Atmaran, 1976;
Ahmed er al., 1983) também detectaram B. cereus em amostras de leite pasteurizado.
Os tltimos autores constataram niveis da bactéria entre 10 e 10° UFC/mL em leite

pasteurizado.
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Segundo Holmes ef al. (1981), leite em po foi a fonte de B. cereus em um
surto emético observado nos Estados Unidos. Ahmed et al. (1995), relataram, em
Taiwan, a contaminagio de 48% das amostras de sorvete por essa bactéria. Também na
China, Wong et al. (1987), analisaram 293 produtos de laticinios e observaram que
50% das amostras de sorvetes e 29% das de leite em p6 estavam contaminadas por B.
cereus, com populagdo média entre 15 e 28 UFC/g. Kamat er al. (1987), na india,
encontraram B. cereus em todas amostras de leite pasteurizado, em leite em po,

produtos lacteos e em 87% das amostras de sorvetes por eles analisadas.

Langeveld et al (1996) consideraram B. cereus como o mais provavel agente
de deterioragdo em leite pasteurizado refrigerado, porém acreditaram serem remotas as

possibilidades de, nesta situagio, de causar surtos de intoxicagdo, diarréica ou emética.

Becker et al (1994) avaliaram a presencga de B. cereus em alimentos infantis
de 17 paises durante o ano de 1992; verificando que de 261 amostras analisadas, 54%
estavam contaminadas pela bactéria, com niveis de até 600 UFC/g. Estes autores
chamaram atengdo sobre a importéncia da presenga de B. cereus em alimentos infantis,

em fungio da maior vulnerabilidade dos consumidores.

A literatura brasileira ¢ muito escassa em relagdo a dados de incidéncia de
B.cereus em leite pasteurizado, assim como a estudos de seu comportamento em
temperaturas de refrigeragdo e de técnicas para o seu controle na producdo de leite e
laticinios. Silveira er al (1989), analisando amostras de leite pasteurizado tipos A, B e
C, quanto ao aspecto microbiologico, na cidade de Sdo Paulo, encontraram B. cereus
em 28,70% das 430 amostras analisadas. Além disso, em nosso meio, existem alguns
trabalhos que relatam a ocorréncia de B. cereus em diversos tipos de alimentos
industrializados, entre eles farinhas e amidos, sopas, leite em pé, queijos, produtos
desidratados, etc. (Delazzari et al. 1978; Leitdo ef al. 1973/74; 1987a; 1987b; Uboldi-
Eiroa et al. 1975).
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4. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Microbiologia do Instituto
de Tecnologia de Alimentos (ITAL) e no Laboratério de Higiene e Legislagio do
Departamento de Tecnologia de Alimentos da FEA — Unicamp (SP).

4.1. Levantamento da ocorréncia de cepas meséfilas e psicrotréficas de

B. cereus, em leite comercial pasteurizado
4.1.1. Amostragem

Foram coletadas 240 amostras de leite pasteurizado dos tipos A, B, e C, de
quatro marcas comerciais, no periodo de margo a junho de 1998, em supermercados e

outros estabelecimentos na cidade de Campinas, SP.

As amostragens foram efetuadas semanalmente, com a coleta de cinco
unidades de amostra de cada tipo de leite (A, B e C) de uma determinada marca
comercial, totalizando, portanto, 15 unidades de amostras analisadas por semana. Para
cada marca comercial, as amostragens foram repetidas por quatro vezes, de forma que,
ao final da coleta, foram analisadas 60 unidades de amostra de cada marca e 20 de
cada tipo, num total de 240 unidades de amostras analisadas de quatro marcas

comerciais diferentes durante um periodo de trés meses de amostragem.

As amostras de leite foram coletadas em suas embalagens plasticas originais
de 1000 mL, acondicionadas em caixa isotérmica, e transportadas imediatamente para

o laboratério, onde foram analisadas.
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4.1.2 Tratamento das amostras

No laboratério, as unidades de amostra foram repartidas assepticamente em
frascos estéreis, em duas sub-unidades de amostras. Uma das sub-unidades de amostras
foi submetida a choque térmico a 80°C por 10 minutos, com imediato resfriamento em

banho de gelo, segundo recomendagdes de Crielly et al. (1994).
4.1.3 Contagem, isolamento e confirmagdo de B. cereus

Para a verificagdo da ocorréncia de B. cereus nas amostras de leite foi
utilizada a metodologia recomendada por Rhodehamel e Harmon (1998). A partir de
cada sub-amostra foram realizadas diluigdes decimais sucessivas em solugdo
fisiologica peptonada e efetuadas contagens de B. cereus por plaqueamento em
superficie, espalhando-se 0,1mL do leite e de cada diluigio em placas de Petri
contendo agar vermelho de fenol-gema de ovo-manitol-polimixina B (MYP), com
incubagdo nas temperaturas de 30° e 7°C durante 24 horas e 10 dias, respectivamente,

para identificagdo. das cepas mesdfilas e psicrotroficas.

As placas selecionadas para as contagens foram aquelas que,
preferencialmente, apresentaram entre 15 e 150 col6niasde cor rosa e circundadas por
uma zona de precipitagdo de lecitina , segundo Rhodehamel ¢ Harmon (1998). No
entanto, mesmo as placas contendo menos de 15 unidades formadoras de colonias

(UFC) também foram consideradas nas contagens.

Para os testes de confirmagdo foram selecionadas, de cada placa, cinco
colonias presuntivamente positivas de B. cereus. Quando o niimero de coldnias era
inferior a quatro, todas foram isoladas para confirmagdo, sendo repicadas para tubos
contendo agar nutriente inclinado e incubadas por 24h a 30°C. Numa primeira etapa da

identificagdo, foi feita a confirmagéo das colénias isoladas como pertencentes ao grupo
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de B. cereus, mediante a realizagdo dos seguintes testes e analises, segundo
Rhodehamel e Harmon (1998):

e Esfregagos de cada colénia foram preparados e corados pelo método de Gram e
observados ao microscopio. Cepas apresentando caracteristicas morfologicas tipicas
(bastonetes longos, Gram positivos, em cadeia, com esporos centrais ou
subterminais sem distensdo do espordngio) foram submetidas a confirmagdo

bioquimica através dos seguintes testes:
e produgdo de 4cido em anaerobiose, em caldo glicose vermelho de fenol;
e produgdo de acetilmetilcarbinol, em caldo VP;
e decomposig¢do da tirosina, em agar tirosina;
e redugdo de nitrato a nitrito, em caldo nitrato;

e crescimento em presenga de 0,0001% de lisozima.

Numa segunda etapa, todos os isolados que apresentaram resultados positivos nas
provas preliminares foram submetidos aos testes para a diferencia¢do da espécie dentro

do grupo, segundo metodologia proposta por Rodhehamel e Harmon (1998):

e Coloracdo de cristais paraesporais: os isolados foram cultivados em agar
nutriente durante 7 dias, a temperatura ambiente. A seguir, foram preparados
esfregacos, corados segundo metodologia recomendada por Sharif & Alaeddinoglu
(1988), procurando detectar-se a eventual presenga de cristais paraesporais
bipiramidais, forma como se apresentam as proteinas toxicas de B. thuringiensis

ndo havendo produgdo das mesmas por B.cereus e as outras espécies no grupo.

e Teste de motilidade: Este teste foi realizado inoculando-se as culturas em tubos de
ensaio contendo agar motilidade para B. cereus, através de picada no centro do

meio até a profundidade de lcm; apds incubagdo a 30°C/24hs, foi observado se
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ocorria migragdo das células para as regides fora da linha de inoculagdo. As cepas

de B. cereus sdo geralmente mdveis.

Teste de crescimento rizéide: no centro de cada placa contendo 4gar nutriente com
a superficie bem seca, foi inoculada, com leve toque de alga de platina, cada cepa a
ser identificada. Apos incubagdo a 30°C por 48 a 72h, as colbnias foram
observadas, sendo consideradas positivas aquelas apresentando crescimento rizéide,
espalhando-se em diregdo as bordas da placa. O crescimento rizéide ¢é
caracteristico de B. mycoides, diferenciando de B. cereus, B. anthracis e

B. thuringiensis.

Testes de atividade hemolitica: este teste foi realizado inoculando-se culturas em
placas de agar tripticase soja-sangue. As cepas de B. cereus sdo fortemente
hemoliticas, produzindo halos grandes, claros e bem nitidos de beta-hemolise,
enquanto B. mycoides e B. thuringiensis sdo fracamente hemoliticos, produzindo
halos menores ou, eventualmente, zonas de hemolise restritas a regido sob a

colonia. As cepas de B. anthracis sdo geralmente ndo hemoliticas.

As contagens de B. cereus, expressas em UFC/mL de leite, foram calculadas

com base no percentual de colonias isoladas e testadas que apresentaram reagdes

tipicas.

Além disso, as cepas identificadas como B. cereus foram submetidas a testes

bioquimicos adicionais preconizados por Jinbo e Kokubo (1982), (Tabela 4.1)

conforme relatado por Azeredo (1998), visando diferenciar as cepas em diferentes

bi6tipos. Foram executados os seguintes testes:

o Hidroélise de amido: as cepas foram cultivadas em placas de Petri contendo agar

nutriente, acrescido de 1% de amido soluvel, sendo incubadas a 30°C por 24 h.

Apobs esse tempo as colonias foram cobertas com solugdo de lugol para a
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observagdo de uma zona de transparéncia sob e ao redor das colénias, indicativo de
hidrélise do amido; o iodo cora de azul escuro as cadeias de amido que se mantém

integras, ndo atacadas por amilase.

Teste de decomposicdo da uréia: foi utilizado o meio de Christensen, que inclui
em sua composi¢do uréia, cuja transformagdo em amonia torna o meio alcalino e

colorido de rosa.

Teste de redugdo de nitrato: observou-se a capacidade da bactéria de reduzir
nitrato a nitrito, conforme metodologia proposta por Rodhamel ¢ Harmon (1998)

para a confirmacio de B. cereus.

Tabela 4.1. Caracterizagdo de biotipos de B. cereus

Biotipos Hidrolise do amido Redug@o de nitrato Decomposi¢do de uréia
1 - - -
2 - + .
3 + - -
4 - « 3
5 - - +
6 - 4 .
7 - - -
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4.2. Influéncia do armazenamento sob refrigeracio na multiplicacio de cepas

psicrotréficas de B. cereus, naturalmente presentes em leite

4.2.1. Amostragem

Foram coletadas amostras de leite pasteurizado dos tipos B e C de trés

diferentes marcas comerciais (I, II e IIT) adquiridas em supermercados e padarias na
cidade de Campinas (SP).

As amostragens foram efetuadas semanalmente, sendo coletadas cinco
unidades de amostra de cada tipo de leite (B e C) de uma determinada marca
comercial, totalizando, portanto, dez unidades de amostras analisadas por semana. Para
cada marca comercial as amostragens foram repetidas trés vezes, de maneira que no
final das coletas foram analisadas 30 unidades de amostra de cada marca e 15 de cada
tipo de leite, perfazendo um total de 90 unidades de amostra analisadas.

As amostras de leite foram coletadas em suas embalagens plasticas
originais de 1000 mL, acondicionadas em caixa isotérmica com gelo, e transportadas
imediatamente para o laboratorio, onde foram analisadas dentro de, no maximo, 1 hora

apos a coleta.

4.2.2. Procedimento experimental

No laboratério as amostras foram inicialmente homogeneizadas, separando-
se assepticamente de cada uma delas uma aliquota de 500 mL. Tais aliquotas foram
transferidas para frascos de vidros previamente esterilizados, a seguir, submetidas a
choque térmico (75°C por 10 minutos) com imediato resfriamento em banho de gelo
conforme recomendado por Dufrene (1994). Em continuagdo, procedeu-se a incubagio
a 7°C e a intervalos de 5, 10 e 15 dias efetuaram-se contagens em agar MYP, apés
incubagdo a 30°C durante 48h, seguida de isolamento e identificagdo conforme descrito
em 4.1.3.
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4.3. Inoculacio de B. cereus em leite, sua multiplicacdo e atividade deterioradora

em diferentes temperaturas
4.3.1. Material

Este estudo foi conduzido mediante inoculagdo experimental do leite
integral esterilizado com suspensdes de trés cepas de B. cereus (BcS, Be6, Be7),

originalmente meséfilas, isoladas de leite pasteurizado.

4.3.2. Preparo das suspensdes de esporos

As culturas em estudo foram cultivadas em placas, no meio de esporulagio
proposto por Dufrene (1994), preparado com agar nutriente suplementado com 50mg/1
de sulfato de manganés, com incubagdo a 30°C durante 72 a 76h, procurando-se

assegurar uma esporulagdo elevada, na faixa de 85 — 90%.

A seguir foram adicionadas 10mL de agua destilada esterilizada a cada
placa, removendo-se o crescimento com auxilio de bastdo de vidro, a suspensdo foi
centrifugada a 5.000g por 20min a 4°C, repetindo-se o procedimento por mais 5 (cinco)

vezes, conforme recomendado por Wescott et al.(1995).

A suspensdo final, obtida pela combinagdo de esporos das trés cepas, foi
padronizada mediante contagens microscopicas com auxilio de lamina de Petroff-
Houser e também com uso da escala 1 de McFarland, procurando-se obter populagdes
aproximadas de 10° esporos/mL. A seguir, a suspensdo foi distribuida em tubos de

ensaio estéreis e estocada sob refrigeragdo, a 4°C.

4.3.3. Procedimento experimental

Foram preparados frascos contendo 200mL de leite integral esterilizado a
108°C por 10 minutos. Cada frasco foi inoculado com 2mL da suspensdo de esporos de

B. cereus previamente submetida a choque térmico (75°C por 10 minutos), de acordo
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com a metodologia descrita por Dufrene (1994), sendo o experimento sempre
acompanhado de frascos de leite nao inoculados (controle). A populagéo verificada na
primeira contagem foi estabelecida como populagdo inicial. Posteriormente, 0s frascos
inoculados foram incubados nas temperaturas de 5°.10°, 15°, 20° e 30°C, sendo o leite
submetido a analises variadas, a cada dois dias, durante 15 dias. Foram efetuadas as
seguintes analises:

e pH, utilizando-se potencidmetro digital Micronal modelo B-374, devidamente
calibrado;

o acidez titulavel, utilizando metodologia preconizada pelo Instituto Adolfo Lutz
(1985), por titulagdo com NaOH 0,1N, na presenga de fenolftaleina 1% como
indicador, sendo os resultados expressos em graus Dornic (°D);

e contagem total de B. cereus efetuada em agar tripticase-soya (TSA), com incubagdo
a 30°C durante 48h;

e observagdes gerais de alteragdes no leite, principalmente quanto a evidéncia de

coagulagdo, geleificagdo e alteracdo de coloragéo.

4.4. Avaliacio da possibilidade de selecio gradativa de cepas psicrotréficas de

B. cereus, a partir de cepas originalmente mesdfilas

4.4.1. Cepas utilizadas

Para este experimento foram selecionadas dez cepas, cinco das quais delas
isoladas originalmente a 30°C de leite tipo B (cepas A, B, C,De E) e outras cinco de
leite tipo C (cepas F, G, H, L ¢ J), todas com reagdo de amilase positiva, juntamente
com uma cepa de referéncia (NCTC 11145). Todas as cepas foram novamente
confirmadas bioquimicamente como B. cereus, mediante inoculagdo em “Kits"de

identificagdo API HB 50 (Biomerieux).
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4.4.2. Preparo das suspensoes de B. cereus

As suspensdes foram preparadas a partir de culturas estoque, previamente
confirmadas quanto a sua pureza € mantidas em agar TSA inclinado. Por ocasido do
uso, as suspensdes foram padronizadas para niveis entre 10° e 10" esporos/mL,
mediante contagens microscopicas em laminas de Petroff-Houser e com base na
turbidez, usando-se a escala 1 de Mc Farland. Em continuagéo, foram submetidas a
choque térmico a 75°C durante 10 min, conforme recomendado por Dufrene et al.

(1994), seguido de inoculagdo nas amostras de leite.

4.4.3. Multiplicagdo de B. cereus em leite incubado a 7°C

A partir de cada cultura em estudo, transferiu-se 1 mL da suspensdo de
esporos padronizada para tubos de ensaio contendo 9 mL de leite “longa-vida”
desnatado e previamente reesterilizado a 108°C durante 10 minutos. Imediatamente
apos a inoculagéo foi realizada uma primeira contagem, correspondente ao tempo Z€ro.

Em seguida, os tubos foram incubados a 7°C durante sete dias.

Ao final desse periodo o leite foi submetido a primeira contagem da
populagdo de B. cereus € transferiu-se 1mL do leite anteriormente inoculado para um
novo tubo contendo 9 mL de leite esterilizado, procedendo-se, uma incubag¢do
adicional a 7°C por mais sete dias para uma segunda contagen. Este mesmo
procedimento foi repetido por mais trés vezes para todas as culturas em estudo,
totalizando, portanto, quatro transferéncias a intervalos de sete dias e um periodo total
de 28 dias de incubagdo a 7°C.

Toda as contagens de B. cereus foram efetuadas pela técnica de
espalhamento superficial em agar TSA, com incubagdo a 30°C durante 48h,

expressando-se 0 resultados em UFC/mL.

UNICAMP
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4.5. Avaliacdo da capacidade de producio de enterotoxina por cepas de B. cereus

isoladas de leite.

4.5.1. Cepas utilizadas

Os testes foram conduzidos com 12 cepas de B. cereus isoladas
originalmente de amostras de leite comercial pasteurizado, todas amilase-positiva
caracteristica usual em cepas produtoras de enterotoxina. Como controle positivo, foi
utilizada, além da cepa do proprio kit, uma cepa de B. cereus (NCTC 11145) de

referéncia, produtora de toxina diarréica.

4.5.2. Procedimento experimental

As cepas selecionadas, juntamente com as de referéncia, foram previamente
avaliadas quanto & capacidade de produgdo de enterotoxina em meio de cultura € na

temperatura 6tima de incubagao.

Para tanto, foram ativadas por estrias em agar infusdo de cérebro e coragdo
(4gar BHI) e incubadas a 30°C durante 24h. A seguir, uma algada de cada cultura foi
inoculada em 10 mL de caldo BHI, suplementado com 0,1% de glicose, incubando-se a
30°C durante 18h, conforme recomendado por Odumeru et al. (1997). Em continuagao,
as suspensdes foram submetidas a centrifugagdo (3.000g, 5°C) durante 10min. Em
seguida removeu-se 0 sobrenadante com ajuste do pH a 7 -8, utilizando-se 5 mL para

os testes de detecgdo de enterotoxina diarréica.

Estes testes foram efetuados utilizando-se o kit “Bacillus Diarrhoeal
Enterotoxin — Visual Immunoassay” (BDE — VIA) produzido pela TECRA
(Bioenterprises Pty. Ltd., Roseville, NSW, Australia).

Todas as culturas em analise que evidenciaram resultados positivos no teste
de produgio de enterotoxina diarréica em caldo BHI foram testadas para avaliar seu
comportamento no leite. Para isso, partindo-se de culturas mantidas em agar BHI

inclinado, inocularam-se tubos contendo 10mL de leite UAT/UHT reesterilizado a
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108°C durante 10min. Para cada cultura em estudo, utilizou-se o seguinte protocolo de

temperatura e tempo de incubagdo:

Temperatura (°C) ~ Periodo de incubagao (dias)

30 1
20 3
15 10
10 10
5 12

Apbs os prazos definidos de incubagdo, as amostras inoculadas de leite
foram testadas quanto a presenga de enterotoxina diarréica, novamente utilizando-se a
metodologia experimental recomendada pela TECRA.

Em todos os ensaios foram utilizadas como controle positivo tubos

inoculados com B. cereus de referéncia (NCTC 11145) e outros tubos com as cepas

que acompanharam o kit. Como controle negativo foram submetidos tubos ndo

inoculados de leite esterilizado.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Levantamento da ocorréncia de cepas mesofilas e psicrotréficas de B. cereus,

em leite comercial pasteurizado

Seguindo a metodologia descrita por Rhodehamel e Harmon (1998), foram
isoladas 674 cepas tipicas de B. cereus, em agar MYP, obtidas a partir de amostras de
leite pasteurizado tipos A, B € C; preliminarmente as cepas tipicas presuntivas foram
submetidas a testes morfo-tintoriais e bioquimicos para confirmagao da sua inclusdo no

grupo de B. cereus obtendo-se 03 resultados descritos na Tabela 5.1.

Tabela 5.1: Caracterizagio das cepas tipicas, isoladas de amostras de leite pasteurizado,

quanto aos testes morfo-tintorias e bioquimicos, para inclusdo no grupo de B. cereus

Tiposde  Cepas Coloragio  Fermentacdo Teste de Decomposi¢ao Cepas
Leite tipicas  de Gram da glicose VP da tirosina confirmadas
N +%) N %) N +%) N H%) N +(%)
A 54 54 100 54 100 54 100 37 68.5 37 68,5
B 242 227 938 193 79.7 154 636 119 49.2 108 44,6
C 378 276 73,0 199 526 199 52,6 191 50,5 187 495

Total 674 557 826 445 66,0 347 515 300 445 332 492

Com bases nos resultados obtidos, 332 (49,2%) cepas tipicas isoladas em
agar MYP foram confirmadas como pertencentes ao grupo de B. cereus. Em
continuago, estas cepas foram identificadas a nivel de espécie, segundo Rhodehamel e

Harmon (1998), conforme resultados constando na Tabela 5.2.
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Tabela 5.2. Caracterizac¢do das cepas confirmadas no grupo de B. cereus quanto aos
testes para a diferenciagdo a nivel de espécie.

Tipos de Cepas Motilidade Auséncia de Atividade Auséncia de Cepas
leite confirmadas cresc. rizoide hemolitica cristais confirmadas
N H%) N +(%) N®  +(%) N +H%) N +(%)

A 37 37 100 34 919 32 86,5 32 86.5 32 86,5
B 108 105 972 101 93,5 104 96.3 104 96,3 101 03,5
C 187 179 95,7 177 946 174 93,0 174 93,0 174 930
Total 332 321 96,7 312 949 310 934 310 934 307 925

Os resultados obtidos permitiram concluir que do total de 332 cepas
confirmadas no grupo de B. cereus, 307 (92,5%) foram identificadas como
pertencentes a espécie B. cereus. E interessante observar que 12 das cepas isoladas
(3,6%) foram identificadas como B. thuringiensis (Figura 5.1), o que ndo € usual em
leite pasteurizado. A esse respeito, Crielly et al. (1994), no Reino Unido, estudando a
flora de Bacillus em leite cru e pasteurizado, constataram que 0S microrganismos mais
freqilentemente isolados foram B. licheniformis, B. cereus, B. circulans, B. firmus,

B. subtilis, B. coagulans, B. mycoides, ao lado de bastonetes Gram-negativos e cocos

Gram-positivos.
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Figura 5.1 Cristais paraesporais de Bacillus thuringiensis (corados pelo método de Shariff,
1988)

As culturas confirmadas como B. cereus foram ainda submetidas a testes
bioquimicos adicionais, procurando classifica-las em diferentes biotipos, conforme
proposto originalmente por Jinbo e Kokuko (1982), citado por Azeredo, 1999. De
acordo com esses autores, as diferentes cepas podem ser classificadas em 6 biotipos
diversos (se¢@o 4.1, Tabela 4.1), com base nas reagdes de hidrolise de amido, redugao
de nitrato e decomposi¢do da uréia. Esses autores propuseram um esquema simples de
biotipagem em que as cepas de B. cereus poderiam ser identificadas a partir da
incapacidade de hidrolisar o amido, procurando relacionar o biotipo com a capacidade
de produgdo de enterotoxina, constatando que esse esquema apresenta grande potencial
de uso epidemiologico, ajudando a separar as cepas eméticas (amilase-negativa) das

cepas diarréicas (amilase-positiva).

Os resultados caracterizando os diferentes biotipos de acordo com essa

classificagdo, encontram-se na Tabela 5.3.
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Tabela 5.3.Biotipos de B. cereus nas amostras comerciais de leite

Biotipos

Tipos de leite Cepas isoladas

A 32 0 0 29 90.6 2 6,2 1 3.1
B 101 3 3,0 83" 82,2 9 8.9 6 5.9
C 174 4 2.3 145 71,8 12 6,9 13 7.3
Total 307 7 2,3 257 83,7 23 7.5 20 6.5
*Ndgo Caracterizado

De acordo com caracteristicas apresentadas na Tabela 4.1 as cepas foram
classificadas nos bidtipos 1, 2 e 6 (Tabela 5.3) sendo que os bidtipo 1 e 2
representantando 86% dos isolamentos apresentaram reagdo amilase +. Verificou-se,
também, que 6,51% dos isolados ndo se enquadraram na classificagdo proposta por
Jinbo e Kokubo (1982) citado por Azeredo (1998). Os resultados obtidos foram
semelhantes aos de Azeredo (1998) que também classificou cepas isoladas de arroz,
constatando predominancia do tipo 2, ou seja, cepas amilase-positivas, redutoras de

nitrato e ndo produtoras de urease.

Com base nos testes confirmativos para a identificagdo de B. cereus, os
resultados obtidos no levantamento realizado sobre a ocorréncia desta bactéria em leite

pasteurizado, independentemente da marca, estdo apresentados na Tabela 5.4.
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Tabela 5.4 Ocorréncia de B. cereus em amostras de leite pasteurizado A, Be C

Tipo de leite Amostras analisadas Amostras contaminadas
N° %
A 80 22 27,5
B 80 40 50,0
C 80 54 67,5
Total 240 116 48.3

Das 240 amostras analisadas, 116 (48,3%) foram positivas para B. cereus,
verificando-se uma variagdo acentuada na ocorréncia desse microrganismo em fungdo
do tipo de leite, com as maiores incidéncias ocorrendo nos leites tipos B ¢ C, que
apresentaram, respectivamente, 50% e 67,5% das amostras contaminadas. A menor
incidéncia ocorreu no leite tipo A, com 27,5% de amostras contaminadas. Essas
diferencas na ocorréncia se devem, provavelmente, as melhores condigdes de higiene
na ordenha e a refrigeragdo da matéria-prima, vigentes na produgao de leite tipo A, 0
que contribui para a redugdo da contaminagio e para 0 controle da multiplicagdo dos

microrganismos eventualmente presentes.

Os resultados apresentados no presente trabalho, comparados com dados de
outros autores, merecem maiores consideragdes. Assim, Ahmed et al. (1983), em
Madison, nos Estados Unidos, estudando a ocorréncia de B. cereus em leite €
derivados, constataram que, de 100 amostras de leite pasteurizado analisadas, 35 (35%)
foram positivas para esse microrganismo. Ja Griffiths (1992), no Canada, avaliando a
ocorréncia de Bacillus spp em amostras de leite cru e pasteurizado, constatou que, de
150 amostras analisadas, 105 (70%) apresentaram uma microbiota representativa do
género Bacillus, sendo cepas de B. cereus detectadas em 37,3% das amostras de leite

cru e 36,5% das de leite pasteurizado. Odumerum et al. (1997), também no Canada,

47



Resultados e Discussdo

analisaram 43 amostras de leite pasteurizado e constataram a presenca da bactéria em

todas as amostras analisadas.

No Brasil ndo existem muitos trabalhos voltados para o estudo de B. cereus
em leite pasteurizado, com exce¢do do desenvolvido por Silveira et al. (1989), em Sdo

Paulo, que constataram a presenc¢a do microrganismo em 42 (10%), entre 405 amostras

de leite pasteurizado.

Na Europa, onde a ocorréncia de B. cereus ¢ relatada com muita freqiiéncia,
os indices de contaminagdo sdo mais elevados. Por exemplo, Te Giffel et al. (1996), na
Holanda, avaliando a contaminagdo por B. cereus em leite pasteurizado, verificaram
que, de um total de 157 amostras analisadas, 56 (36%) apresentavam resultados
positivos para este microrganismo. Os mesmos pesquisadores, no ano seguinte,
também na Holanda, pesquisando a incidéncia de B. cereus em leite pasteurizado
mantido em refrigeradores domésticos, verificaram que em um total de 334 amostras
analisadas, 133 (40%) estavam contaminadas pelo microrganismo (Te Giffel et al.
1997).

Por outro lado, Larsen & Jorgensen (1997), na Dinamarca, observaram que
em 458 amostras de leite pasteurizado, 258 (56%) continham esse microrganismo.
Portanto, os resultados, aqui reunidos, obtidos de diversos autores, evidenciaram
indices de contaminagédo oscilando entre 36 e 56% os quais ndo divergem do que foi

constatado nesta pesquisa.

As Tabelas 5.5, 5.6 € 5.7 mostram a distribui¢do da microbiota de B. cereus
em leite pasteurizado tipos A, B, e C, de diferentes marcas comerciais em que o nivel

médio de contaminagdo foi de 48%.
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Estes resultados permitem algumas consideragdes importantes. De inicio,
fica evidente a diversidade nos valores qualitativos e quantitativos relativos a presenca
de B. cereus nas amostras de leite, de acordo com o tipo. Os resultados mostraram,
nvariavelmente, indices menores de ocorréncia e populagdes mais reduzidas de B.
cereus nas amostras de leite tipo A comparativamente as do tipo B e principalmente do
tipo C. Assim, enquanto no tipo A nenhuma amostra apresentou contagens iguais ou
superiores a 10° UFC/mL, nas dos tipos B e C estes valores foram ultrapassados por
50% e 41% das amostras, respectivamente. Outra observagdo importante ¢ que, em
geral, as contagens de esporos de B. cereus foram mais elevadas que as contagens
totais das amostras (células vegetativas mais esporos) ndo submetidas a choque térmico
prévio. Este fato, aparentemente contraditorio, € indicativo da importancia do choque
térmico na ativagdo dos esporos dormentes, que apenas germinam apos serem
submetidos ao processo de tratamento pelo calor. Por outro lado, ndo pode ser
descartada a hipdtese das amostras de leite conterem uma predominancia de esporos, os

quais, ndo germinaram totalmente no meio de cultura, sem choque prévio.

Trabalhos realizados por Andersson et al. (1995), Husmark e Ronner (1990)
e Zotolla (1994) revelaram que os esporos de B. cereus sdo altamente hidrofébicos,
possuem fimbrias que facilitam a adesdo as superficies e consequentemente tendem a

formar biofilmes na superficie dos equipamentos.

O solo € o principal reservatério e veiculo disseminador de B. cereus,
embora, eventualmente, seja encontrado em outros ambientes e alimentos. Segundo
Stumbo (1973) 1 g de solo chega a conter 10° esporos, o que deixa evidente que o
contato com o solo durante a ordenha, manuseio incorreto e 0 uso de equipamentos mal
higienizados seriam os principais responsaveis pela presenca de B. cereus no produto
final. Finalmente, deve-se considerar que no processo de pasteurizagdo comercial do
leite, efetuado a 70°75°C durante 15 segundos, as células vegetativas dos
microrganismos, exceto alguns termoduricos, sdo destruidas. Dessa forma, a presenca
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de B. cereus nas amostras analisadas poderia ser devida unicamente aos esporos
presentes na matéria-prima que sobreviveram e até foram ativados durante a
pasteurizagdo com a conseqilente germinagdo e crescimento no leite; ou entdo, a
recontaminagdo do produto pos-pasteurizagdo por células ou esporos aderidos aos

equipamentos ¢ formando biofilmes.

Os resultados obtidos na presente pesquisa foram ainda analisados
procurando-se detectar diferengas estatisticamente significativas nas contagens de
B. cereus nas amostras de diferentes marcas comerciais. A Tabela 5.8 apresenta os

resultados obtidos.

A analise dos resultados evidéncia que nos leites tipos A e C nio ocorreram
diferencas significativas entre as diferentes marcas nas contagens médias de B. cereus.
O mesmo ndo ocorreu para o tipo B, que mostrou diferencas significativas entre as
marcas, o que sugere a desuniformidade nas praticas de higiene adotadas em diferentes

mdustrias.
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Tabela 5.8 Contagens médias  de B. cereus em leite pasteurizado de diferentes tipos e

marcas comerciais.

Tipo de Marca N2 de Minimo Maximo Média  D.P.
leite comercial Observagoes
I 07 1,00 1,30 1,16a" 0.15
A I 08 1,00 1,30 1,082 0,14
I 03 1,00 1,30 1.10a 0,17
1A% 04 1,00 1,48 L12a 0,24
I 12 1,00 1,95 147c¢ 0,30
B 1 13 1,23 3,83 2,63 ab 0,72
m 06 2.38 3,99 2,922 0,57
v 09 1,30 3,66 2,04 be 0,74
I 11 1,00 3,94 2,57a 0,91
c I 11 1,00 571 2,882 1,74
T 16 2,80 3,68 327a 0,27
\Y 16 3 4,17 3422 0,62
" log UFC/mL de leite
" Os valores com letras diferentes sdo significativamente diferentes (p<0,05)
DP= Desvio Padrio
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5.2. Influéncia do armazenamento sob refrigeracio na multiplicacio de cepas

psicrotréficas de B. cereus naturalmente presentes em leite

Em nenhuma das amostras analisadas, independentemente da marca
comercial ¢ do tipo de leite, foi constatada a presenca de cepas psicrotroficas de

B. cereus.

Estes resultados diferem, bastante, dos relatados por outros pesquisadores
em paises europeus. Assim, Goghill e Juffs (1979), na Australia, detectaram cepas de
Bacillus psicrotroficos, em 3% de 167 amostras de leite pasteurizado analisadas,
incluindo B. cereus entre as espécies isoladas e identificadas. Relato de cepas
psicrotroficas de B. cereus também foram feitas por Crielly ez al. (1994), no Reino
Unido, Sutherland e Murdoch (1994) na Escdcia, Dufrene ef al. (1994) na Bélgica, Te
Giffel et al. (1997) na Holanda, Berry e Foegeding (1997) na Carolina do Norte.

Van Netten et al. (1990), na Holanda, avaliando a ocorréncia de estirpes
psicrotroficas em 483 amostras de leite pasteurizado, detectaram sua presenga em 39
(8%) das amostras analisadas. Resultados muito acima destes foram detectados por
Larsen e Jorgensen (1997) na Dinamarca, que de 458 amostras de leite pasteurizado

analisadas, encontraram cepas psicrotroficas de B. cereus em 257 (56%) delas.

A esse respeito, na pesquisa desenvolvida por Viisanen et al. (1991) na
Australia, cepas de B. cereus isoladas de uma planta produtora de leite UHT e de
produtos submetidos a este tipo de tratamento térmico, evidenciaram temperaturas
minimas de crescimento acima de 10°C, ao passo que as isoladas de leites refrigerados
eram capazes de crescer abaixo de 10° C; estes autores concluiram que as condi¢des de
produgdo e manutengdo constante sob refrigeragdo favoreciam a proliferagdo e

colonizagdo do leite por cepas de B. cereus psicrotroficas.
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No Brasil, ndo existem dados a respeito de cepas psicrotroficas de B. cereus
isoladas de leite. E possivel que as condigdes climaticas prevalentes em nosso meio,
aliadas as deficiéncias na continuidade da cadeia de refrigeragdo, desde a produgdo da
matéria-prima até a comercializagdo final do leite pasteurizado, sejam em grande

parte, responsaveis pelos resultados obtidos.

5.3. Inoculacio de B. cereus em leite, sua multiplicacdo e sua atividade

deterioradora em diferentes temperaturas

A influéncia da temperatura de incubagdo na deterioragdo do leite por
B. cereus foi avaliada através de inoculagdo experimental das amostras, seguido de
incubagdo a diferentes temperaturas (5°, 10°, 15°, 20° e 30°C), sendo os resultados
apresentados na Tabela 5.9 e na Figura 5.2.

Tabela. 5.9 Crescimento de B. cereus em leite incubado em diferentes temperaturas

Temperatura de Contagens (logUFC/mL) em diferentes periodos (dias)
incubagdo (°C)
0 2 4 6 8 10 12 14
5 3,12 3,09 2,39 2.00 NC NC NC NC
10 3,14 426 566 650 7,70 6,66 6,21 6,05
15 3.07 7,08 7,74 888 9,03 9,19 8.41 7,55
20 3,29 7,02 7,79 9,19 9,72 9,28 8,57 7,32
30 3,51 6,54 8.33 8.53 9,19 9,45 8.19 7,70

NC = nio houve crescimento
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Figura 5.2 Crescimento de B. cereus em diferentes condigdes de tempo e temperatura

O grafico apresentado na Figura 5.2 evidencia claramente que as cepas
originalmente mesofilas, inoculadas no leite, ndo apresentaram crescimento na
temperatura de 5°C durante todo o periodo de incubagdo do leite. Esta constatagdo foi
confirmada pela avaliagdo do leite mantido incubado a essa temperatura durante 14
dias. Conforme se observa na Figura 5.3, a inoculag@o do leite com 3 cepas diferentes
de B. cereus ndo determinou alteragdes visuais em suas caracteristicas. Estes
resultados divergem dos relatados por outros pesquisadores (Coghill e Juffs, 1979;
Meer, 1991; Sutherland ¢ Murdoch, 1994; Viisanen et al. 1994), principalmente em
paises escandinavos, de clima temperado, em que se constatou a presenga usual de
cepas psicrotroficas de B. cereus em leite, provocando sua deterioragdo mesmo quando

mantido sob refrigera¢do. E provavel, que em nosso meio, prevalegam cepas mesofilas
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no ambiente industrial, dai a auséncia de crescimento no leite, incubado por periodos

relativamente curtos, a temperatura de refrigeragao.

Figura 5.3 Leite inoculado com B cereus e incubado a 5° C pelo periodo de 14 dias.

Quando o leite foi mantido em temperaturas ambientais (20° e 30°C) as
populagdes de B. cereus atingiram rapidamente contagens na faixa de 10’ UFC/mL,
levando a deterioragdo do produto ja no segundo dia de incubagdo (Figuras 5.4 a, 5.4 b,
54 ¢ e 5.4 d). Essa deterioragdo foi caracterizada pela coagulagdo, seguida de nitida
separagdo de fases, sem evidéncias de produgdo de gases. Ao lado das observagoes
quanto ao aspecto, as amostras também foram caracterizadas em relagdo as variagdes

de pH e acidez total, conforme Tabela 5.10.
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Figura 5.4 a Leite inoculado com B. cereus incubado a 20°, 15° e 10°C (da esquerda para direita) —

2% dia de incubagdo

Figura 5.4 b Leite inoculado com B. cereus incubado a 20°, 15° e 10°C (da esquerda para direita)

- 4% dia de incubacgio
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Figura 5.4 ¢ Leite inoculado com B. cereus incubado a 20°, 15° e 10° C (da esquerda para direita) —
62 dia de incubagdo

Figura 5.4 d Leite inoculado com B. cereus incubado a 20°, 15° e 10° C (da esquerda para direita) -

8° dia de incubacdo
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Tabela 5.10 Variagdes do pH e acidez titulavel do leite inoculado experimentalmente e
incubado a diferentes temperaturas

Temperatura de Resultados apos diferentes periodos de incubacéo (dias)
incubagdo Determinagdes

°C 0 2 4 6 8 10 12 14

5 pH 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5 6.5
Acidez titulavel  22.8 22.2 223 22.8 237 234 231 23.4

10 pH 6,4 6,5 6,5 6.5 6,5 6.4 6,4 6,4
Acidez titulavel 22,8 222 223 228 23,7 234 23,1 234

15 pH 6,5 6,5 6.2 6.3 6.3 6,2 6.2 6,0
Acidez titulavel 22,0 23,4 23.1 23,7 234 237 21,4 243

20 pH 6,5 6,5 6,2 6,3 6,3 6.2 6,2 6,0
acidez tituldvel 22,3 24.3 255 243 30,8 306 27.4 27,3

30 pH 6,5 6,5 6,3 6,4 72 7.2 7.3 7.3

acidez titulavel 23,8 27.1 340 33.7 227 241 223 24.1

Os resultados das analises de pH e acidez titulavel (Tabela 5.10) foram
coerentes com a auséncia de alteragdes nas amostras incubadas a 5°C, e com os
resultados das contagens, ja que ndo ocorreu multiplicagdo de B. cereus nesta
temperatura. Porém, a partir de 10°C e, principalmente a 15°C temperaturas em que 0
crescimento de B. cereus foi evidente, ja se notavam alteragdes. Embora os resultados
das analises tenham mostrado algumas variagdes de dificil explicagdo, alguns aspectos

ficaram claramente evidenciados:
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e De inicio, B. cereus, em seu desenvolvimento, ndo produz alteragdes marcantes nos
niveis de acidez total e no pH; os resultados mostraram que mesmo nas amostras ja
em processo de deterioragdo os valores de pH reduziram-se, no maximo, em 0,5
unidade, sendo que a 30°C, temperatura 6tima para a bactéria, observou-se uma
tendéncia para a alcalinizagdo do meio, atingindo-se valores na faixa de pH 7,0-7,3.
E provavel que esta elevagdo seja decorrente da produgdo de compostos
nitrogenados de carater basico, em conseqiiéncia da atividade proteolitica da

bacténa.

e Os valores de acidez total (°D), também ndo revelaram aumentos muito acentuados,
comprovando que, em fun¢do do desenvolvimento de B. cereus, ndo se atingiram
valores de acidez e pH que possibilitassem a coagulagdo da caseina, cujo
pontoisoelétrico em pH entre 4,6 ¢ 4,7. E um fato reconhecido que o B. cereus
provoca alteragdes marcantes no leite, principalmente envolvendo processos de
geleificagdo e aumento de viscosidade, provocados pela hidrolise da caseina do

leite.

Estas alteragdes, ndo acompanhadas de variagdes no pH, sdo descritas como
um processo de “coagulagdo doce”. Este processo ja foi descrito por varios autores,
entre eles Overcaster (1974), Bodyfett (1980) e Gnffths (1990), que analisando
amostras de leite, constataram a evidéncia desse efeito apos periodos variaveis de

incubagdo, oscilando entre 8 e 20, dias sob temperaturas de refrigeragio, entre 5° ¢ 9°C.

Na presente pesquisa, alteragdes desta natureza somente foram evidenciadas
nas amostras incubadas em temperaturas acima de 10°C, geralmente apos o sexto dia

de incubagdo, quando as populagdes de B. cereus oscilavam entre 10° e 10° UFC/mL.
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5.4. Avaliacao da pessibilidade de selecio gradativa de cepas psicrotréficas de

B. cereus a partir de cepas originalmente meséfilas

Os ensaios referentes a possivel selegdo de cepas psicrotroficas, a partir de
cepas originalmente mesofilas inoculadas experimentalmente em leite mantido sob

refrigeragdo, constam da Tabela 5.11.

Tabela 5.11 Comportamento de cepas de B. cereus originalmente mesoéfilas, adaptadas

a0 crescimento em leite mantido a 7°C.

Cepas de Contagens (log UFC/mL) apos diferentes periodos de incubagdo (dias)

B. cereus

0 7 14 21 28
A 3,53 3,53 3,47 3,54 4,00
B 3=l 3,50 3,54 3,30 -
C 3,49 3,50 3,38 3,77 4,00
D 331 3,49 3,93 377 4,54
E 3,47 3,53 3,47 3.7 4,17
F 3,47 3,50 3,41 3,77 4,65
G 3.51 3.47 3,50 3,87 484
H 3,51 3,50 3,49 3,84 4,81
I 3,59 3,50 3,50 3,81 -

J 3,47 391 3,50 3,95 4,92
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Figuras 5.5 a ¢ b Comportamento de B. cereus no leite mantido a 7°C, apos
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Os ensaios foram conduzidos com dez cepas B. cereus originalmente
mesofilas isoladas das amostras de leite analisadas. O comportamento das cepas
permite a possibilidade de gradativa selecdo de cepas adaptadas ao crescimento em

baixas temperaturas.

Apos trés transferéncias consecutivas e 21 dias de incubagdo, as populagdes
permaneciam inalteradas ou com evolug¢do pequena na terceira transferéncia, ao passo
que com 28 dias ja se constatava um nitida evolugdo da populagdo de algumas cepas
testadas. Assim, no caso das cepas D, F, G, H e J, caracterizou-se um aumento

populacional superior a 1 ciclo log.

Estes resultados sdo semelhantes aos relatados por Foegeding e Berry
(1997), que estudaram a sele¢do de cepas de B. cereus adaptadas a temperatura de 7°C,
apos sucessivas transferéncias em caldo BHI; estes autores observaram que 19 entre 27
cepas testadas (70,4%), isoladas de alimentos e casos clinicos, eram capazes de crescer

a 7°C apos adaptagdo em caldo BHI durante 5 semanas.

Estes resultados tem implicagdes no aspecto pratico, quando se reconhece
que B. cereus adere-se facilmente a superficie de equipamentos, na industria de
laticinios. Nestas condigdes, caso haja deficiéncias nos programas de limpeza e
sanifica¢@o, havera possibilidade de formagdo de biofilmes em éareas de tubulagoes e
tanques mantidos em baixas temperaturas e, em conseqiiéncia, podera haver a gradativa
selecdo de cepas psicrotroficas, com sérias conseqiiéncias na deterioragdo do leite

comercial e até mesmo no aspecto de saide publica.

Ainda, com base nos resultados obtidos, foi tentativamente calculado o
tempo de geracdo (G) das cepas evidenciando crescimento mais acentuado,
selecionando-se apenas as contagens do periodo 21 e 28 dias, e aplicando-se a equagéo
descrita por Stumbo (1973),
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0,31t
log N-logN,

onde:

G = tempo de geragdo

t = periodo de incubagédo (em dias)
N= populagio final

No= populagdo inicial

Os valores calculados constam da Tabela 5.12

Tabela 5.12 Estimativas de tempos de geragdo (G) de B. cereus em leite incubado a 7°C

Cepas de B. cereus

Valores G (dias)

L o T - T B o T« + B =2

4,58
‘NC
9,16
2,73
526
2,34
217
NC
2,17

*Nio Cresceu
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As cepas G, H e J foram as que revelaram menores tempos de geragdo apos
adapta¢do as temperaturas de refrigeragdo. Mesmo assim, comparando-se com os
dados de outros pesquisadores (Griffiths, 1981; Meer, 1991), os valores G constatados
na presente pesquisa s3o muito maiores do que os relatados por estes autores. E
provavel que as condigdes prevalentes de temperatura em nosso meio selecionem a
presenca maior de cepas mesofilas, o que ndo ocorreria em paises de clima frio ou

temperado, nos quais a presenga de cepas psicrotroficas seria mais freqiiente.

Com base nestes resultados, pode-se propor uma estimativa para o periodo
necessario de armazenamento do leite de forma a se atingir populagbes de B. cereus
potencialmente capazes de causar intoxicagoes (Tabela 5.13). Estes valores sdo validos
para cepas testadas, os quais foram isoladas como parte da microbiota natural das

amostras obtidas.

Tabela 5.13 Estimativa do ‘tempo (dias) necessario para se alcangar populagdes de
10°UFC/de B. cereus, em leite a 7°C

Contaminagdo Quantidade ingerida de leite (mL)
inicial (UFC/mL)
100 200 500
10! 21,6 19.4 16,9
10 14,4 12,2 9.40
10° 7.20 4,90 2,10
i 0,00 0,00 0,00

’Valores calculados assumindo g = 2,17 dias
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Portanto, partindo-se de niveis de contaminagéo inicial reduzidos (na faixa
de 10'UFC/mL), o tempo de incubagiio do leite até atingir niveis infectantes seria
muito prolongado oscilando entre 21,6 a 16,9 dias, para consumo variando de 100 a
500mL, respectivamente. Quando se considera que, nas condi¢des vigentes no Brasil, o
periodo maximo de incubagdo do leite pasteurizado refrigerado ndo se estende além de

3 a 4 dias, constata-se que esta possibilidade seria totalmente descartada.

No entando, em paises onde as condi¢des de higiene na produgio e cadeia
de refrigeragdo sdo bastante rigidas (Estados Unidos e alguns paises europeus), o leite
pasteurizado permanece em boas condigdes, sob refrigeracdo, durante 8 a 10 dias.
Assim sendo, nessa situagdo, a partir de uma contaminagdo inicial de 10°UFC/mL,
niveis capazes de causar intoxicagdo seriam atingidos apds 7,2, 49 e 2,1 dias,

assumindo ingestdo de 100, 200 e 500mL, respectivamente.

5.5. Avaliacdo da capacidade de produgio de enterotoxina por cepas de B. cereus

isoladas de leite.

Numa primeira etapa deste estudo avaliou-se a capacidade de produgdo de
enterotoxina diarréica por cepas originalmente isoladas das amostras de leite
pasteurizado analisadas. Foram examinadas 12 cepas (de biotipos 2) e uma cepa de
referéncia (B. cereus NCTC 11145) reconhecidamente produtora desta toxina.

Na execugdo dos ensaios preliminares, foram utilizadas condigdes otimas
para o crescimento da bactéria, usando-se o caldo BHI como substrato e incubando-se
a 30°C durante 24h, simultineamente a inocula¢do em leite esterilizado, mantido nas

mesmas condigdes. Os resultados obtidos constam da Tabela 5.14.
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Tabela 5.14 Produc@o de enterotoxina por B. cereus em caldo BHI e leite, com incubagio a

30°C
Producdo de Enterotoxina
Meio de cultura N? de cepas
N %
testadas
Caldo BHI 12 12 100
Leite 12 12 100

Os resultados mostraram que todas as cepas testadas, tanto em caldo BHI
como em leite foram excelentes produtoras de enterotoxina diarreica a temperatura de
30°C, estes resultados, estdo coerentes com os resultados apresentados por Notermans e
Tatini(1995), na Holanda que também testaram cepas de B. cereus em leite apresentado
89% de positividade nas amostras estudadas.

Numa segunda etapa do ensaio, foram selecionadas quatro cepas
comprovadamente produtoras de enterotoxina diarréica e examinadas em relagdo a

capacidade de crescimento e produgdo de enterotoxina em leite mantido sob diferentes

condi¢des de tempo e temperatura. Os resultados obtidos sdo relatados na Tabela 5.15.

Tabela 5.15 Influéncia das condigdes de incubagdo na produgdo de enterotoxina em

leite
Cepas testadas Produgio de enterotoxina em diferentes condigdes de
incubag¢do (T°C/dias)
20/3 15/7 10/7 12 5/12
Bc 56 + + - 5 -
Bc72 i + - - -
Bc08 - + + . »
Bc48 + + - - -

*fracamente +
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Os resultados confirmaram a capacidade de produgdo de enterotoxina
somente em temperaturas acima de 15°C, comprovando que cepas originalmente
mesofilas dificilmente cresceriam e produziriam enterotoxina diarréica em
temperaturas de refrigeragdo, a ndo ser que previamente adaptadas a essas condigdes.
Por outro lado, a 15° e 20°C, a presenga de enterotoxina foi evidenciada ap6s 72h de
incubagdo, o que comprovou a adequagdo do leite como substrato, ndo apenas para
crescimento, como também para a produgdo de enterotoxina diarréica por B. cereus.

Esta constatagdo, sem divida, reveste-se de importancia no aspecto de saude publica.

Outros pesquisadores (Notermans e Tatini, 1993; Baker e Griffiths, 1995;
Rusul e Yaacob, 1995), efetuando pesquisas semelhantes constataram resultados

parecidos aos aqui relatados.

Na Figura 5.6, visualiza-se o resultado para o teste de enterotoxina realizado
com seis cepas de B.cereus inoculadas em leite incubado a 20°C. A coloragdo verde
indica positividade ao reagente do kit. Observa-se que todas as cepas testadas
produziram enterotoxina diarréica a esta temperatura, verificando-se, também, que a

cepa de numero 4 produziu reagdo bem mais intensa que a cepa nimero 1 (controle +).

A Figura 5.7 mostra a produgdo de enterotoxina em leite inoculado com

cepas de B. cereus, incubado a 15°C durante 7 dias.
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Figura 5.6 Produgdo de enterotoxina em leite inoculado com cepas de B. cereus
incubado a 20°C. (esquerda para a direita, e de cima para baixo: 1 (controlet); 2 e 3
(controle -); 4, 5, 6, 7, 8 € 9 (cepas testadas +)

Figura 5.7 Produgdo de enterotoxina em leite inoculado com B. cereus a 15°C depois

de 7 dias de incubagdo. (esquerda para a direita, e de cima para baixo: 1 (controlet); 2

e 3 (controle -); 4, 5, 6, 7, 8 € 9 (cepas testadas +)
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Ao contrario dos resultados apresentados nas Figuras 5.6 € 5.7, podemos

observar pela Figura 5.8 que ndo houve produgdo de enterotoxina em leite a 5°C,

mesmo apos 12 dias de incubagao.

Figura 5.8 Cepas ndo produtoras de enterotoxina a 5°C apos 12 dias de
incubacgdo. (da direita para a esquerda: 1 (controlet); 2, 3 e 4 (cepas

testadas +).
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6. CONCLUSOES

Com base nos resultados alcangados na presente pesquisa, sio possiveis as

seguintes conclusdes:

e Comprovou-se a presenga de Bacillus cereus em amostras de leite comercial
pasteurizado, constatando-se maiores niveis de ocorréncias nas do tipo C (67,5%),

reduzindo-se nas tipos B (50% ) e A (27,5%).

e A variagdo quantitativa da populag@o de B. cereus foi bastante evidente em fungdo
do tipo de leite analisado, com contagens bem mais elevadas nas amostras do leite
tipo C comparativamente as do leite dos tipos B e A. Estes resultados sugerem que
as condi¢Oes higiénicas prevalentes na ordenha e produgdo de leite provavelmente

influenciam na incidéncia de B. cereus no produto final.

e A elevada presenca de esporos, mais acentuada nas amostras de leite tipo C, é
portanto, indicativa de falhas nas condigdes higiénicas na ordenha, transporte e
processamento. Este aspecto, acrescido de eventuais deficiéncias na cadeia de
refrigerag@o, geralmente mais freqiientes e pronunciadas na produgéo de leite tipo C
de que nos tipos B e A, seriam fatores a considerar na explicagdo das maiores

contagens.

e Fo1 observada a presenca exclusiva de cepas de B. cereus tipicamente mesofilas,
sem isolamento desta bactéria em temperaturas de refrigeragdo (7°C), indicando,

portanto, a auséncia da ocorréncia natural de cepas psicrotroficas.

e Em ensaios com inoculagdo experimental, comprovou-se que B. cereus deteriora o
leite mais rapidamente somente em temperaturas acima de 15°C, com a
deterioragdo sendo caracterizada por coagulagdo, com nitida separagdo de fases,

sem mudancas acentuadas de pH e acidez titulavel.
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Comprovou-se a possibilidade da gradativa selegdo de uma microbiota psicrotrofica
de Bacillus cereus partindo-se de cepas originalmente mesdéfilas, sendo esta

constatagdo evidenciada somente apds periodo superior a 21 dias de incubagéo a

7°C.

Mesmo cepas adaptadas ao crescimento em temperaturas de refrigeragdo
apresentaram reduzida velocidade de crescimento, com valores "g" minimos de
2,17 dias, bastante superiores aos relatados em culturas de B. cereus isoladas

originalmente em paises de clima frio ou temperado.

Comprovou-se a presenga de cepas produtoras de enterotoxina diarréica nas
amostras analisadas, constatando-se, também, a adequacdo do leite como substrato

para crescimento e produgdo de enterotoxina diarréica por B. cereus.

Os testes realizados demonstraram a rapida produgdo de enterotoxina diarréica no
leite em temperaturas acima de 15°C, ndo sendo constatada sua presenga em

temperaturas de 10°, 7° e 5°C, ap6s 7 dias de incubagio.
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