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Bacillus cereus enterotoxigénicos em diferentes fases
do processamento de leite UAT

Enterotoxigenics Bacillus cereus in differents phases
of the UHT milk process
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Resumo

Um total de 300 amostras de leite foram submetidas a pesquisa de bactérias do grupo do Bacillus cereus e as cepas isoladas
foram analisadas quanto a producgédo de enterotoxinas através do kit BCET-RPLA. Bactérias do grupo do Bacillus cereus foram
verificadas em 36 amostras de leite cru, 55 de pasteurizado e 27 de UAT. Destas, 12 cepas isoladas do leite cru, 24 do
pasteurizado e 24 do UAT foram submetidas ao teste de deteccdo de enterotoxinas. Verificou-se que 50,0% das cepas
isoladas de amostras de leite cru, 20,8% das isoladas de pasteurizado e 75,0% das isoladas de UAT submetidas ao teste
demonstraram-se positivas para producéo de enterotoxinas. Os resultados evidenciaram maior nimero de cepas de Bacillus
cereus enterotoxigénicos em leite UAT, o que serve de alerta para a industria e autoridades sanitarias pela possibilidade de
amostras de leite consideradas isentas de microrganismos estarem veiculando microrganismo potencialmente patogénico.
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Abstract

Three hundred milk samples have been submitted to Bacillus cereus group bacteria research and the isolated strains were
analysed to enterotoxin production, through BCET-RPLA kit. The Bacillus cereus group bacteria were found in 36 raw milk
samples, 55 pasteurized and 27 from UHT. On wich, 12 raw milk isolated strain, 24 from pasteurized and 24 from UHT were
submitted to enterotoxin detection test. It has been verified that 50.0% isolated strains from raw milk samples, 20.8% from
pasteurized milk and 75.0% from UHT milk wich have been submitted to the test, were positive to enterotoxin production. These
results show that high number of enterotoxigenic Bacillus cereus straim in UHT milk, what can be considered an alert to
industries and sanitary autorithies, on the possibility that considered microorganisms free milk being a potencial patogenic
microorganism vehicle.

Keyworks: raw milk, pasteurized milk, UHT milk, Bacillus cereus, enterotoxins.

O Bacillus cereus tem importancia na industria de alimentos
pela capacidade de produzir toxinas responsaveis por surtos
de enfermidades transmissiveis por alimentos (ETA), pela
producdo de enzimas extracelulares que determinam o

Introducéo

O Bacillus cereus pertence a familia Bacillaceae; € um
bastonete, Gram-positivo, aerébio facultativo e capaz de formar

esporos resistentes a elevadas temperaturas, desidratagéo
e alteracOes fisicas e quimicas. Estes microrganismos estéo
largamente distribuidos no ambiente e podem ser isolados
de diversos tipos de alimentos (Shinagawa, 1990).

Apesar do tratamento por ultra alta temperatura (UAT) eliminar
totalmente as formas vegetativas dos microrganismos
presentes no leite in natura, formas esporuladas, que séo
altamente resistentes ao calor, poderdo estar presentes no
leite UAT, decorrentes das condigcdes precéarias de obtengéo
da matéria prima (Foschino et al., 1990). As principais bactérias
esporuladas e consequentemente resistentes ao calor e de
importancia na microbiologia alimentar pertencem ao género
Bacillus (Cosentino et al., 1997).

potencial de deterioracéo e também pela formacéo de esporos
termorresistentes que podem resistir ao tratamento UAT
(Robinson e Phill, 1987).

A producdo de enterotoxinas pelo Bacillus cereus é
demonstrada quando o microrganismo cresce a 32°C, em
condi¢des aerodbicas, com um nivel de 1% de carboidratos e
pH alcalino. Assim sendo, alimentos que contém elevados
niveis de amido, frutose ou lactose, como produtos lacteos,
guando estocados em temperatura ambiente por longos
periodos, estdo mais sujeitos ao desenvolvimento de Bacillus
cereus enterotoxigénicos (Gore et al., 2003).

Sabe-se que nem todas as cepas de Bacillus cereus séo
capazes de provocar ETA. Entretanto, a producdo de toxinas
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foi notada em muitas cepas de Bacillus cereus isoladas de
leite (Champagne et al., 1994).

Granum (1994) cita que o Bacillus cereus produz sete
diferentes tipos de toxinas, sendo que seis delas séao
produzidas durante a fase de crescimento exponencial e
secretadas pelas células. A sétima toxina, a emética, é
provavelmente produzida em maior quantidade a partir de
componentes nos alimentos durante a fase estacionaria de
desenvolvimento do Bacillus cereus. As sete toxinas podem
ser divididas em quatro grupos: enterotoxinas, hemolisinas
(cereolisina e hemolisina Il), fosfolipase C (fosfatidilinositol
hidrolase, fosfatidilcolina hidrolase e esfingomielinase) e a
toxina emética.

Os dois principais tipos de toxinas produzidas pelo Bacillus
cereus e que sdo responsaveis por casos de ETA sdo uma
termolabil, que é a toxina diarréica, e uma termoestavel, que é
a toxina emética (Varnam e Evans, 1991).

A sindrome emeética, determinada pela toxina emética, tem
um curto periodo de incubacé&o variando de 1 a 6 horas e os
sintomas iniciais sdo nausea, seguido de vomito e mal-estar.
Estes sintomas persistem durante 24 horas (Varnam e Evans,
1991). Segundo Becker et al. (1994), a sindrome emética é
causada geralmente pelo consumo de arroz, produtos lacteos
desidratados ou alimentos infantis contaminados com
numeros elevados de células de Bacillus cereus.

A sindrome diarréica é determinada pela toxina diarréica e
caracterizada por um periodo de incubacéo de 8 a 16 horas,
seguido por dor abdominal, diarréia aquosa e tenesmo retal,
que desaparecem ap0s 24 horas; febre e vomito sédo raros
(Varnam e Evans, 1991). A enterotoxina pode ser pré-formada
no alimento ou produzida no intestino. Neste Ultimo caso,
apos a ingestdo de células vegetativas ou esporos de Bacillus
cereus (Drobniewski, 1993).

Spira e Goepfert (1972), observaram a producdo de
enterotoxinas por Bacillus cereus isolados de alimentos
responsabilizados por ETA. Comparando o meio de cultura
utilizado para obtencé@o da toxina com o teste do acumulo de
liquido em al¢a ligada de coelho, verificaram que o
crescimento em caldo de infusdo de cérebro e coracéo (ICC)
foi o de melhor resposta no teste da al¢a ligada, seguido do
caldo soja triptona (CST).

Granum et al. (1993a) isolaram 85 cepas de Bacillus cereus
de leite pasteurizado, sendo 59% cepas enterotoxigénicas
potencialmente capazes de causar toxinfecgdo alimentar e
destas, 7% foram caracterizadas como cepas psicrotroficas,
pois tiveram um bom crescimento a 6°C. Russul e Yaacob
(1995) verificaram que 50% e 86,6% das cepas enterotoxi-
génicas de Bacillus cereus isoladas de diversos alimentos
foram capazes de crescer a 5°C e a 7°C durante sete dias de
incubacdo, respectivamente.

Granum et al. (1993b) testaram cinco cepas de Bacillus cereus
para a producado de enterotoxinas em condi¢des aerdbicas e
anaerobicas e verificaram que todas as cepas foram capazes
de produzir toxinas nas duas condi¢des de incubacao, salien-
tando que as cepas crescem bem em anaerobiose, podendo
produzir toxinas no intestino. Por outro lado, Christiansson et
al. (1989) nédo observaram a produgdo de enterotoxinas em
leite sem aeracdo mantido a 30°C, 15°C ou 8°C.
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Barros et al. (2001) classificam a sindrome diarréica como a
forma classica da ETA causada pelo Bacillus cereus e cita
alguns inquéritos epidemioldgicos nos quais foram
observados como os principais responsaveis por esta
sindrome os alimentos que continham amido de milho, puré
de batata, verduras, carne picada, salsichas de figado, arroz
indonésio e sopas.

Os testes biologicos para detecgdo de toxina diarréica
produzidas pelo Bacillus cereus incluem o teste da alca ligada
de coelho e reagdo de permeabilidade vascular (Chopra et
al., 1980). Ha também testes imunoenzimaticos rapidos como
o de aglutinagdo passiva em latex (kit BCET-RPLA - OXOID) e
o teste de ELISA (BDE-VIA - TECRA), que sdo mais sensiveis
(Pimbley e Patel, 1998).

Rezende et al. (2000) utilizaram o teste bioldgico da al¢a ligada
de coelho para verificar a capacidade enterotoxigénica de
cepas de Bacillus cereus isoladas de leite UAT e néo
encontraram nenhuma cepa enterotoxigénica. Entretanto, Vidal
(2001) e Rezende-Lago (2002) isolaram cepas de Bacillus
cereus de leite UAT e verificaram capacidade enterotoxigénica
através do teste imunoenzimético rapido de aglutinagéo
passiva em latex.

Van Netten et al. (1990), Matynen e Lindstrom (1998) e Torkar
e Mozina (2000) utilizaram o Kit BCET-RPLA (OXOQID) para
verificar a producdo de enterotoxina diarréica por cepas de
Bacillus cereus isoladas de produtos lacteos e observaram a
sensibilidade do teste, principalmente se comparado com a
PCR.

Tendo em vista o apresentado, idealizou-se o presente estudo
tendo como objetivo verificar a capacidade enterotoxigénica
de cepas de microrganismos de espécie Bacillus cereus
isoladas de amostras colhidas em diferentes pontos do
fluxograma de producéo do leite UAT.

Material e métodos

Do total de 118 cepas de Bacillus cereus isoladas em
diferentes fases do fluxograma de producéo do leite UAT, 60
foram submetidas ao teste de aglutinagdo passiva em latex,
através do kit BCET-RPLA, para verificacdo da capacidade
enterotoxigénica. As cepas foram isoladas de 300 amostras
de leite, sendo 60 de leite cru, 60 de leite pasteurizado e 180
de leite UAT.

As analises foram realizadas no laboratorio de andlise de
alimentos de origem animal e agua do Departamento de
Medicina Veterinaria Preventiva e Reproducdo Animal da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Campus de
Jaboticabal — UNESP.

Isolamento das cepas de Bacillus cereus : para tal,
inicialmente foi realizado o enriquecimento seletivo, onde
10mL de cada amostra foram transferidos para frasco tipo
Erlenmeyer contendo 90mL de caldo de soja triptona (CST),
adicionado de polimixina B na propor¢gdo de 20pg/mL
(Stadhouders, 1992). O conjunto foi incubado a 30°C por 24 —
30 horas e, apés esse periodo, foi realizado o plaqueamento
seletivo inoculando trés aliquotas de 0,3mL e uma de 0,1mL
em quatro placas de Petri contendo agar manitol — gema de
ovo — polimixina B (MGP), segundo recomenda Mossel et al.
(1967). As placas foram incubadas a 30°C por 18 — 40 horas
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e, ao final do periodo, foram observados os tipos de coldnias
presentes. Foram consideradas sugestivas das espécies do
grupo do Bacillus cereus aquelas que se apresentavam
réseas, de aspecto rugoso e seco, medindo entre 3 e 6mm
de didmetro, rodeadas por um halo esbranquicado formado
pela acdo da lecitinase (Mossel et al., 1967; Van Netten e
Kramer, 1992; Te-Giffel et al., 1995). A partir do plagueamento
seletivo, trés a cinco colbnias sugestivas foram transferidas
para tubos de ensaio contendo agar soja triptona (AST)
inclinado. Os tubos foram incubados a 30°C por 24 horas e,
posteriormente, foram preparados esfregacos corados pelo
método de Gram e pelo método de Wirtz-Conklin para
verificacdo da morfologia e presenca de esporos (Bier, 1975).
Uma vez constatada a presenca de bastonetes Gram-
positivos, com esporo centro-terminal, foi realizada a
caracterizagdo bioquimica (catalase, motilidade e reducéo de
nitrato a nitrito, reacdo de Voges-Proskauer, fermentacéo
anaerébica da glicose, hemdlise em sangue de carneiro e
crescimento rizoide) para a confirmacdo da espécie como
pertencente ao grupo do Bacillus cereus (Apha, 2001).

Determinagdo da Producéo de Enterotoxina através do kit
BCET — RPLA (produto OXOID — TD950): Foram submetidas
ao teste, as cepas de Bacillus cereus isoladas das amostras
de leite cru, pasteurizado e UAT. Para tal, as cepas foram
repicadas em 20mL de caldo de infuséo de cérebro e coragdo
(ICC) contidos em frascos tipo Erlenmeyer e incubadas a 32
— 37°C durante 24 horas. Apés a incubacéo, procedia-se a
centrifugacdo a 3000 rpm por 20 minutos a 4°C, em centrifuga
Eppendorff (cetrifuge 5804R). O sobrenadante foi utilizado no
teste de determinagéo da producgédo da enterotoxina pelo teste
de aglutinacé@o passiva em latex (kit BCET-RPLA).

Resultados e discussao

Na Tabela 1 estdo descritos o total de cepas de Bacillus cereus
isoladas de 60 amostras de leite cru, 60 de leite pasteurizado
e 180 de leite UAT, totalizando 300 amostras de leite
analisadas. O microrganismo foi isolado em 36, 55 e 27
amostras, respectivamente. Também na Tabela 1 estdo
descritos os resultados do teste de detecgao de enterotoxinas
(kit BCET-RPLA — teste de aglutinacdo passiva em latex) a
que cepas de Bacillus cereus isoladas das amostras de leite
cru, pasteurizado e UAT foram submetidas. Verifica-se que 29
(48,3%) cepas foram positivas para producéo de enterotoxinas
e 31 (51,7%) negativas.

Com relagéo ao tipo de amos-
tras no qual os Bacillus cereus
foram isolados, na Tabela 1
verifica-se que 50,0% das cepas

Rezende-Lago (2002) isolou Bacillus cereus de amostras de
leite cru, leite pasteurizado e leite UAT e verificou que, de 11
cepas isoladas do leite cru, 7 (63,6%) foram positivas para
producéo de enterotoxinas; do leite pasteurizado, das 13
isoladas, 4 (30,8%) foram positivas e do leite UAT das 10
isoladas 8 (80,0%) foram positivas. Tais resultados
demonstram semelhan¢ga com os encontrados no presente
estudo, no qual se verificou que 50,0% das cepas isoladas
de leite cru, 20,8% das cepas isoladas do leite pasteurizado e
75,0% das isoladas do leite UAT demonstraram-se positivas
para producéo de enterotoxinas.

Ao comparar os testes de permeabilidade vascular e acimulo
de fluido em alca intestinal ligada de coelho (in vivo) com o da
aglutinagdo passiva em latex (kit) (in vitro), Rezende-Lago
(2002) verificou que das 89 cepas testadas pela
permeabilidade vascular, 5,6% demonstraram-se positivas
para producdo de enterotoxinas, das 89 testadas pela alca
ligada, 15,7% foram positivas e das 43 testadas pela
aglutinagado, 51,2% foram positivas; por fim o autor verificou
uma baixa concordancia entre as técnicas in vivo e in vitro.

Em trabalho semelhante, Vidal (2001), ao submeter 10 cepas
de Bacillus cereus isoladas de amostras de leite UAT ao teste
para deteccao de producéo de enterotoxinas (kit BCET-RPLA
— aglutinagdo passiva em latex), verificou que 80% das cepas
demonstraram-se positivas. Porém, Rezende et al. (2000) ndo
encontraram nenhuma das 44 cepas isoladas de amostras
de leite UAT com capacidade enterotoxigénica, quando
testadas pela técnica em alga intestinal ligada de coelho.

Torkar e Mozina (2000) isolaram 82 cepas de Bacillus cereus
de amostras de leite cru, pasteurizado e produtos lacteos, e
verificaram através do teste de aglutinacdo passiva em latex
(BCET-RPLA OXOID) que 80,1% das cepas foram positivas
para producéo de enterotoxina diarréica.

Mantynen e Lindstrém (1998), com o objetivo de comparar
técnicas de deteccdo de enterotoxinas produzidas pelo
Bacillus cereus, utilizaram 33 cepas do microrganismo, e
verificaram que a PCR e o kit BCET-RPLA (OXOID) apre-
sentaram resultados semelhantes para tal.

Shinagawa (1993) isolou Bacillus cereus de amostras de leite
cru e verificou pelo teste de aglutinagdo passiva em latex que
todas as amostras demonstraram-se enterotoxigénicas,
diferindo-se, assim, do presente estudo, onde apenas 50%
das cepas demonstraram-se positivas.

Tabela 1: Total de cepas de Bacillus cereus isoladas de leite cru, pasteurizado e UAT,
distribuidos segundo a produgdo ou ndo de enterotoxinas

isoladas de leite cru foram
positivas para producdo de

N° de cepas de

N° de cepas de Producéo de enterotoxinas

enterotoxinas, enquanto apenas Tipo de amostra B. cereus B. cereus N .
20,8% das isoladas de leite isoladas analisadas Cepas positivas ~ Cepas negativas
; n° (%) ne (%)

pasteurizado demonstraram

esta capacidade. Para as Leite cru 36 12 6 (50,0) 6 (50,0)

isoladas de leite UAT, esse Leite pasteurizado 55 24 5(20,8) 19 (70,2)

ntimero foi bem maior, repre- Leite UAT 27 24 18 (75,0) 6 (25,0)
Total 118 60 (100,0) 29 (48,3) 31 (51,7)

sentando 75,0% das cepas tes-

tadas.
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Ao analisar 85 cepas isoladas de diferentes produtos lacteos
pasteurizados, Granum et al. (1993a) encontraram um
percentual maior de cepas entero-toxigénicas, quando
testadas pela técnica de Western Blotting (59%). Os autores
ndo encontraram diferencgas significativas entre esta técnica
e a técnica de aglutinacéo passiva em latex.

Van Netten et al. (1990) isolaram 35 cepas de Bacillus cereus
de amostras de leite pasteurizado e as submeteram ao teste
de producdo de enterotoxinas, por meio do kit BCET-RPLA
(OXOID), e verificaram que 25% delas de-monstraram-se
positivas. Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos no
presente estudo onde 20,8% das cepas apresentaram esta
capacidade.

Christiansson et al. (1989) analisando cepas de Bacillus
cereus, isoladas de amostras de leite cru e embalado, quanto
a producdo de enterotoxinas através do teste de
permeabilidade vascular em coelhos, verificaram que a
presencga de cepas enterotoxigénicas foi maior no leite cru do
que no leite ja embalado.

Chopra et al. (1980) reportaram que seis cepas de Bacillus
cereus isoladas de 25 amostras de leite demonstraram-se
positivas para a producao de enterotoxinas, quando
submetidas ao teste de acumulo de fluido em alca intestinal
ligada de coelho.

Segundo Rezende-Lago (2002), o tratamento térmico aplicado
ao leite pode causar diferentes tipos de injarias no Bacillus
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cereus, fazendo com que o microrganismo precise se
restabelecer antes de produzir a enterotoxina. Isso talvez
explique o motivo da frequéncia de isolamento de cepas
enterotoxigénicas ser maior no leite UAT do que nos demais
tipos de leite, dado o fato do leite UAT ter um grande periodo
de vida util, além de permanecer estocado em temperatura
ambiente, o que pode favorecer a recuperacdo e o posterior
desenvolvimento do microrganismo. Associa-se a isso a baixa
competitividade encontrada pelo Bacillus cereus neste tipo
de leite, pois o tratamento UAT é capaz de destruir a maioria
dos microrganismos nao esporulados presentes. Por outro
lado, o leite pasteurizado permanece sob refrigeragdo, além
de ter um periodo de vida util bem menor; caracteristicas que
podem prejudicar a recuperagdo do Bacillus cereus
remanescente e a posterior producdo de enterotoxinas pelas
cepas enterotoxigénicas.

Concluséao

Os resultados demonstrados no presente estudo
evidenciaram um elevado percentual de cepas de Bacillus
cereus enterotoxigénicos em leite UAT (75%), seguido do leite
cru (50%) e pasteurizado (20,8%), o que serve de alerta para
a industria e autoridades sanitarias, pois o leite UAT pode ser
considerado de risco a salde da populagdo consumidora,
indicando a necessidade de melhorias na obtencéo e
transporte da matéria-prima.
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