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Ocorréncia de bactérias do grupo do Bacillus cereus em leite UHT
integral (Ultra-High-Temperature)

Occurrence of Bacillus cereus microorganisms group in integral UHT
(Ultra High Temperature) milk

Naia Carla Marchi de Rezende,* Oswaldo Durival Rossi Junior,** Luiz Augusto do Amaral**

Resumo

Foram analisadas 120 amostras de leite UHT (“ultra-high-temperature”) integral, de quatro diferentes marcas comerciais (A, B,
C e D), adquiridas no comércio da regido de Ribeirdo Preto/SP, para verificar-se a presenga e a contagem de bactérias do
grupo do Bacillus cereus (B. cereus, B. mycoides, B. anthracis e B. thuringiensis) no produto recém-adquirido e apés o0 mesmo
permanecer por 48 horas sob refrigeragao (amostras refrigeradas). O Bacillus cereus esteve presente em 17 (14,2%) amos-
tras recém-adquiridas e em 26 (21,7%) amostras refrigeradas. A populagdo minima encontrada foi de 1,0x10' UFCs/ml e, a
maxima, de 3,8x10* UFCs/ml.

Palavras-chave: Bacillus cereus; leite UHT.

Abstract

A total of 120 UHT (ultra-high-temperature) integral milk samples of 4 differents commercial brands, purchased form Ribeirao
Preto-SP region, were analysed for the presence and number of Bacillus cereus microorganisms group (Bacillus cereus, B.
mycoides, B. anthracis e Bacillus thuringiensis) in newly purchased samples and after the samples were stored for 48 hours in
refrigerator. Bacillus cereus microorganisms group occurred in 17 (14,2%) newly purchased samples and in 26 (21,7%) cold

samples. The leavel of Bacillus cereus microorganisms group varied from 1,0x10' UFCs/ml to 3,8x10* UFCs/ml.

Keywords: Bacillus cereus; UHT milk.

Introducao

As toxiinfecgdes de origem alimentar sao tidas como doen-
¢as adquiridas através da ingestao de alimentos contamina-
dos por determinados microrganismos ou por suas toxinas.
Inumeros estudos demonstram que os principais fatores res-
ponsaveis por surtos de toxiinfecgdes alimentares sao a falta
de higiene com que os alimentos sdo obtidos e/ou proces-
sados, o acondicionamento e conservagao inadequados de
alimentos prontos ou semiprontos e o processamento térmi-
co insuficiente destes produtos.

Os microrganismos mais comumente incriminados em sur-
tos de toxiinfecgdes alimentares sdao Salmonella spp.,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Clostridium
perfringens e bactérias do grupo do Bacillus cereus (Bacillus
cereus, B. anthracis, B. mycoides e B. thuringiensis). Dentre
estes microrganismos, destacam-se aqueles pertencentes
ao grupo do Bacillus cereus.

As bactérias do grupo do Bacillus cereus estdo assim reuni-
das por possuirem uma grande similaridade cromossomal
entre si, 0 que resulta em uma grande semelhanga genotipica
e fenotipica, sendo dificil a diferenciagao das quatro espécies

(Ash et al.,, 1991; Drobniewski, 1993). De acordo com
Stadhouders (1992a), dada a alta homologia do DNA, as qua-
tro diferentes espécies do grupo do Bacillus cereus poderiam
ser classificadas como uma unica espécie.

Por estar muito difundido no meio ambiente, o Bacillus cereus
encontra-se presente em muitos alimentos (Stadhouders,
1992b). Nao é incomum a contaminagao de leite e derivados,
carne e derivados, diferentes produtos em pé, arroz, dleos, con-
dimentos, farindceos e alimentos infantis por diferentes cepas
de Bacillus cereus que, encontrando condi¢oes satisfatérias,
podem provocar toxiinfecgdo alimentar nos consumidores des-
tes produtos (Becker e Terplan, 1993; Giriffiths, 1993; Becker et
al,, 1994; Crielly et al., 1994; Little e Knochel, 1994; Lee et al.,
1995). A habilidade de seus esporos de sobreviver por longos
periodos em alimentos desidratados e a sua resisténcia térmi- -
ca ajudam a explicar a grande variedade de alimentos contami-
nados com o Bacillus cereus e que podem causar surtos de
toxiinfecgdes (Johnson, 1984; Sallam et al., 1991).

Além de causar toxiinfecgdes de origem alimentar, o Bacillus
cereus também é responsavel pela degradagao de varios pro-
dutos alimenticios, particularmente leite e cremes (Rusul e
Yaakob, 1995). :
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Atualmente, a alta do consumo do leite longa vida pela popu-
lagdo brasileira vem ocorrendo em progressao geométrica.
Segundo Souza (1976) e Ferrini (1977), as suas vantagens
incluem economia de frio e equipamentos para tal, facilida-
des de comercializagdo e prego competitivo, sendo muitas
vezes menor do que o do leite pasteurizado.

A legislagdo brasileira que regulamenta a produgéo de leite
UHT estabelece que o produto ndo deve ter microrganismos
capazes de proliferar em condigées normais de
armazenamento e distribuicdo, pelo que apds a incubagéo
da embalagem fechada a 35-37°C durante sete dias, nenhu-
ma amostra de cinco analisadas de uma mesma partida pode
conter mais do que 100 microrganismos mesdéfilos/ml de lei-
te (Brasil, 1996). Essa legislacdo é complementada por uma
portaria que descreve que alimentos UHT estaveis a tempe-
ratura ambiente e comercialmente estéreis, apés 10 dias in-
cubados a 35°C, ndo devem apresentar sinais de alteragcao
da embalagem nem quaisquer modificagdes fisicas, quimi-
cas e organolépticas do produto que evidenciem deteriora-
¢éo (Brasil, 1997).

S3o poucos os trabalhos que relatam a ocorréncia do Bacillus
cereus em leite longa vida (UHT). Rangasamy et al. (1993)
analisaram amostras de leite e derivados para a presenga do
Bacillus cereus, incluindo amostras de leite UHT. Do total de
amostras analisadas, 26,4% foram positivas para a presen-
ca do Bacillus cereus, embora o leite UHT tenha sido o unico
produto a ndo apresentar o microrganismo pesquisado.
Shoken-lturrino et al. (1996) analisaram amostras de leite
longa vida e encontraram aproximadamente 25% delas con-
taminadas com Bacillus spp.

Tendo em vista o apresentado, idealizou-se o presente traba-
lho, cujo objetivo é verificar a presenga de microrganismos do
grupo do Bacillus cereus em leite UHT, através da determina-
¢ao de esporos e de células vegetativas do referido microrga-
nismo.

Material e métodos

Foram analisadas 120 amostras de leite longa vida (UHT)
integral de quatro diferentes marcas comerciais, representa-
das pelas letras A, B, C e D, sendo 30 amostras de cada
marca.

As amostras foram adquiridas no comércio de Ribeirao Preto
(SP) e regido e analisadas no laboratério de microbiologia de
alimentos do Departamento de Medicina Veterinaria Preventi-
va da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias de
Jaboticabal - UNESP.

As andlises relativas a pesquisa e contagem de células
vegetativas e esporos de bactérias do grupo do Bacillus cereus
foram realizadas no momento em que as embalagens eram
abertas e repetidas apé6s 48 horas de permanéncia das mes-
mas sob refrigeragéao.

Pesquisa de células vegetativas e/ou esporos de bactéri-
as do grupo do Bacillus cereus: para tal, inicialmente foi
realizado o enriquecimento seletivo, onde 10 mililitros de
cada amostra foram transferidos para um frasco esteriliza-
do tipo Erlenmeyer contendo 90 mililitros de caldo soja

163

triptona (TSB) adicionado de polimixina B na proporgédo de
20 mm/ml (Stadhouders, 1992b). Apéds incubagdo a 30°C
por 24-30 horas, foi realizado o plaqueamento seletivo em
4gar manitol-gema de ovo vermelho de fenol polimixina B
(MYP), segundo recomenda Mossel et al. (1967). As placas
foram incubadas a 30°C por 18 a 40 horas e, ao final deste
periodo, trés a cinco unidades formadoras de colonias
(UFCs) sugestivas das espécies do grupo do Bacillus cereus,
ou seja, aquelas que se apresentavam réseas, de aspecto
rugoso e seco, medindo entre 3 e 6 milimetros de didmetro,
rodeadas por um halo esbranquigado formado pela agéo da
lecitinase (Mossel et al.,, 1967), foram repicadas em tubos
contendo agar soja triptona (TSA) inclinado, devidamente
identificado. Apés a incubagao (30°C/24 horas), foram pre-
parados esfregagos para a coloragao de Gram e de Wirtz-
Conklin (Bier, 1975). Uma vez constatada a presenca de
bastonetes Gram positivos com esporo centro-terminal, fo-
ram realizadas provas bioquimicas (catalase, motilidade,
reducéo de nitrato a nitrito, reagdo de Voges-Proskauer, fer-
mentagdo anaerébia da glicose, hemolise em sangue de
carneiro e crescimento rizéide) para confirmagao das UFCs
como pertencentes ao grupo do Bacillus cereus (Harmon et
al., 1992).

Contagem de células vegetativas e/ou esporos de bacté-
rias do grupo do Bacillus cereus: nesta determinagéo, 0,1
mililitro de cada amostra de leite UHT foi inoculado na su-
perficie do agar MYP. Apés realizar incubagao por 18 a 40
horas a 30°C, as UFCs sugestivas do grupo foram conta-
das e submetidas as provas bioquimicas para confirma-
¢ao.

Pesquisa de esporos de bactérias do grupo do Bacillus
cereus: apés a realizagdo de choque térmico (80°C/10 -minu-
tos com posterior refrigeragéo), procedeu-se o enriquecimento
seletivo com posterior plaqueamento, conforme ja descrito
anteriormente.

Contagem de esporos de bactérias do grupo do Bacillus
cereus: realizou-se 0 mesmo procedimento ja descrito, sen-
do que as amostras, antes de serem semeadas na superfi-
cie do agar MYP, foram submetidas ao choque térmico, nas
condigdes pré-citadas.

Resultados e discussao

Como pode ser observado na Tabela 1, das 120 amostras de
leite UHT analisadas no momento da sua abertura (Oh), nove
(7,5%) foram positivas para a presenga de microrganismos
do grupo do Bacillus cereus, sendo quatro (3,3%) positivas
para células vegetativas e/ou esporos (CV+E) e cinco (4,2%)
para a presenga apenas de esporos (amostras submetidas
a choque térmico). Apds a permanéncia sob refrigeragédo (48
horas), houve isolamento dos microrganismos de grupo do
Bacillus cereus em 18 (15,0%) e seis (5,0%) amostras, res-
pectivamente, para células vegetativas ou esporos (CV+E) e
apenas para esporos (E), totalizando 24 (20,0%) amostras
positivas. Pode-se verificar um aumento significativo (p<0,05)
no total de amostras positivas nos dois momentos da anali-
se (0 e 48 horas). -
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Tabela 1: Nimero de amostras de leite UHT de 4 diferentes marcas
comerciais, adquiridas na regiao de Ribeirao Preto-SP, analisadas para
a presenca de células vegetativas e/ou esporos (CV+E) e apenas de
esporos (E) de bactérias de grupo do B. cereus, antes e apds a perma-
néncia por 48 horas sob refrigeragdo

Marcas  N® amostras N° amostras positivas - Oh N° amostras positivas - 48h
analisadas  (CWE)'  (E)* Total (CV+E)  (B) Total
A 30 1(3,3) 1(33) 2(67) 2(67) 1(33) 3(10,0)
B 30 3(10,00 3(10,0) 6(20,0) 5(16,7) 1(33) 6(10,0)
C 30 - 1(33) 1(3,3) 4(13,3) 1(33) 5(19,7)
D 30 - - - 7(23,3) 3(10,00 10(33,3)
Total 120 4(33) 5(42) 9(7.5) 18(15,0) 6(50) 24 (20,0)

"Numero de amostras positivas para a presenga de células vegetativas e/ou esporos
de bactérias do grupo do B. cereus.

2 Numero de amostras positivas para a presenca de esporos de bactérias do grupo do
B. cereus (amostras que sofreram choque térmico).

Os dados demonstrados na Tabela 2 apontam as populagdes absolu-
tas e médias encontradas nas amostras de leite UHT analisadas. Nes-
te caso, em cinco (4,2%) amostras foi possivel realizar a contagem de
células vegetativas e/ou esporos no momento da abertura da embala-
gem, com populagao variando de 1,0x10" a 3,8x10* UFCS/mI (média de
1,6x10%2 UFCs/ml) para as trés amostras positivas da marca A e de 1,0
a 2,0x10' (média de 1,4x10' UFCs/ml) para as duas amostras positivas
da marca B. Logo apés a abertura da embalagem, quatro (3,3%) amos-
tras apresentaram-se positivas para esporos de bactérias do grupo do
B. cereus, sendo uma amostra de cada marca comercial, com popula-
¢ao variando de 1,0 a 4,0x10' UFCs/ml (média de 1,4x10" UFCs/ml).

Ainda pela Tabela 2, verifica-se que, apdés as amostras terem permane-
cido sob refrigeracao, foi possivel realizar a contagem de células
vegetativas ou esporos de bactérias do grupo do B. cereus em cinco

(4,2%) amostras, sendo quatro da marca C e um
da marca D. A populagado encontrada variou de
1,0x10" a 5,0x102 UFCs/ml, com média de
3,9x10' UFCs/ml. Apés as amostras terem sido
submetidas a choque térmico, pode-se realizar a
contagem de esporos em quatro (3,3%) amostras,
sendo uma da marca A e trés da marca D. Neste
caso, a populagao encontrada foi a mesma em to-
das as amostras (1,0x10' UFCs/ml). A populagéo
de esporos de bactérias do grupo do Bacillus cereus
encontrada &, aparentemente, pequena. No entan-
to, salienta-se que, dependendo das condigdes em
que o leite for armazenado, a germinagao dos
esporos pode ocorrer de forma rapida, seguindo-
se a multiplicagao das células vegetativas e o con- |
seqliente aumento da populagao microbiana, fato
que pode levar a casos de toxiinfecgao alimentar.

De acordo com Becker et al. (1994), populagdes de
1,0x10° UFCs/ml sao potencialmente capazes de
causar toxiinfecgao alimentar. Assim, pode-se dizer
que a amostra da marca A, cuja populagao foi de
3,8x10* UFCs/ml, coloca em risco a .satde do con-
sumidor. Vlaemynck & Van Heddeghem (1992) ci-
tam que o tempo médio de geragao de cepas de B.
cereus isoladas de leite chega a 39 minutos a 312C.
Mcknight et al. (1990) ressaltam que a avaliagao do
risco potencial de um alimento nao deve limitar-se
apenas ao estudo da sua contaminagao inicial,
mas também a uma estimativa da sua adequagéo
para a multiplicagdo dos contaminantes.

No presente estudo, verificou-se a diminuigao da
populagdo encontrada, semelhante ao achado por
Dufrenne et al. (1994), que verificaram a diminui-
¢ao do desenvolvimento das bactérias do grupo
do B. cereus ao permanecerem sob refrigeragao.

Tabela 2: Populagbes absolutas e médias de bactérias e esporos de bactérias do grupo do Bacillus
cereus encontradas em 120 amostras de leite UHT de quatro diferentes marcas comerciais, adquiridas
na regido de Ribeirao Preto-SP, antes e apés a permanéncia por 48 horas sob refrigeragéo

Marcas Populagao encontrada
Amostras recém-abertas (Oh) Amostras apos refrigeragao por 48 horas
(CV+E)' (E)? (CV+E)' (E)?
N PA* PM® N PA* PM® N PA* PM°® Ne® PA* PMm®
A 3 1,0x10' 1 1,0x10'  1,0x10’ - - - 1 1,0x10'  1,0x10'
a
3,8x10*  1,6x10
B 2 1,0x10 1 1,0x10'  1,0x10’ - - - - - -
a
2,0x10"  1,4x10'
C - - - 1 4,0x10'  4,0x10 4 1,0x10'a - - -
5,0x10°  5,5x10'
D - - - 1 1,0x10'  1,0x10" 1 1,0xi0'  1,0x10' 3 1,0x10' 1,0x10'
Total 5 6,0x10" 4 1,4x10’ 5 3,9x10' 4 1,0x10'

' Células vegetativas e/ou esporos de bactérias do grupo do Bacillus cereus, 2 Esporos de bactérias do grupo do Bacillus
cereus (amostras submetidas a choque térmico), * Numero de amostras positivas para a presenga de bactérias do grupo do
Bacillus cereus, *Populagao absoluta - UFCs, °Populagdo média (média geométrica) - UFCs.
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Com base nas informagdes apresentadas, pode-se afirmar
que a inadequada armazenagem do leite pode transforma-lo,
em curto espago de tempo, num potencial agente causador
de toxiinfecgdo pelo B. cereus, mesmo que a populagéo inici-
al de microrganismos nao seja relevante.

De forma geral, foram positivas 41 (34,2%) amostras de leite
UHT para a presenga de microrganismos do grupo do B. cereus,
independentemente do momento da andlise. Os dados apre-
sentados no presente trabalho sao bastante relevantes, princi-
palmente quando se observa o termo “leite esterilizado” em
algumas embalagens de leite longa vida. Essa denominagao
nao é verdadeira e, portanto, ndo deve ser utilizada.

Os resultados encontrados no presente estudo diferem da-
queles descritos por Rangasamy et al. (1993), pois os auto-
res, ao analisarem 10 amostras de leite UHT na Austrélia,
ndo encontraram nenhuma amostra contaminada com
Bacillus cereus. Neste caso, verifica-se que o nimero de
amostras analisadas foi bastante pequeno, o que dificulta
qualquer conclusdo. Por outro lado, Huh e Kim (1983) anali-
saram amostras de leite UHT de oito diferentes marcas co-
merciais, num total de 60 amostras. Destas, 14 (23,3%) esta-
vam contaminadas com Bacillus spp. Das 67 cepas isola-
das, trés foram identificadas como Bacillus cereus. Em traba-
lho semelhante, Schocken-lturrino et al. (1996) analisaram
32 amostras de leite longa vida colhidas na regido de Ribei-
rao Preto (Sao Paulo, Brasil), encontrando 19 (59,37%) amos-
tras contaminadas com Bacillus spp. Os autores concluem
que o tratamento térmico pode ser insuficiente para a destrui-
¢do dos esporos e que a terminologia “estéril” nado deve se
usada para o leite UHT. :

De acordo com Bergére e Cerf (1992), o tratamento térmico
denominado UHT é suficiente para reduzir a populagéo de
esporos de Bacillus cereus a um valor que ndo causa riscos
4 saude publica. Assim, a presenga de Bacillus cereus em
leite longa vida pode ser atribuida, segundo os autores, a alta
populagdo de esporos no leite cru, & utilizagao de tratamento
térmico insuficiente ou & contaminagéo pés-tratamento tér-
mico.
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Nzo pode ser esquecido que o consumidor imagina, ao optar
pelo leite UHT, estar adquirindo um produto de boa qualidade
microbiolégica. No presente estudo, os resultados evidenci-
aram que essa qualidade, particularmente em relagao ao gru-
po do Bacillus cereus, vai se degradando a medida que avan-
¢a o tempo de conservagéo do leite, mesmo sob temperatura
de refrigeragao.

O presente trabalho deixa clara a necessidade de novos es-
tudos para a determinagdo da presenga de microrganismos
anaerdébios no leite UHT, uma vez que sua embalagem forma
um meio totalmente anaerébio e comporta um produto rico
em substratos para varios microrganismos, que permanece
por um longo periodo & temperatura ambiente. Também su-
gere-se a determinagdo dos principais pontos de contamina-
¢#o para o leite UHT durante o seu processamento, bem como
as alteragdes que o tratamento térmico pode trazer aos mi-
crorganismos presentes no leite. Ainda destaca-se a neces-
sidade de uma legislagdo clara e uma fiscalizagéo rigorosa e
eficiente quanto as caracteristicas microbiolégicas que o lei-
te UHT deve apresentar para poder ser comercializado, uma
vez que a populagdo consumidora imagina estar consumin-
do um leite “estéril”.

Conclusoes

Nas condigdes em que o trabalho foi realizado, baseando-se
no numero de amostras analisadas e nos resultados obti-
dos, é possivel concluir que: 1) o leite UHT recém-adquirido
pode trazer riscos a satde publica, uma vez que houve amos-
tras positivas para esporos e células vegetativas dos micror-
ganismos do grupo do Bacillus cereus, 2) a qualidade
microbiolégica do leite UHT se torna ainda mais comprome-
tida & medida que aumenta o seu tempo de armazenagem,
mesmo sob refrigeragdo, 3) a denominagao de “leite esterili-
zado” ndo deve ser atribuida ao leite UHT, j& que o mesmo
nao apresenta tal caracteristica, e 4) a legislagao interna deve
rever seus padrdes e elaborar normas mais claras e objeti-
vas sobre as caracteristicas microbioldgicas do leite UHT des-
tinado a populagdo humana.
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