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RESUMO

O leite em p6 € produzido para reduzir os custos durante o transporte e utilizado, além do
consumo direto, como ingrediente para outros produtos lacteos. Sua qualidade microbiolégica
estd diretamente relacionada a qualidade do leite in natura, condicdes de processamento e
contaminagdo pds-processo. O tratamento térmico utilizado no processamento ndo € capaz de
inativar os esporos bacterianos, principalmente aqueles resistentes as altas temperaturas.
Bacillus cereus pode ser encontrado em alimentos podendo causar doengas. Os bacilos
termofilos e meséfilos ndo representam um potencial risco a saide do consumidor, porém
indicam falhas nas condi¢bes de higiene e das boas préticas de fabricacdo. O objetivo do
trabalho foi avaliar o nivel de contaminag¢do de bacilos esporulados aerdbios mesdfilos e
termofilos em amostras de diferentes marcas de leite em pd comerciais, com foco para
identificacdo de B. cereus, B. sporothermodurans e G. stearothermophilus. Foram analisadas
80 amostras de leite em pd, compreendendo os tipos integral, desnatado e semidesnatado,
adquiridos no comércio de Campinas/SP. O isolamento de células vegetativas e esporos de B.
cereus seguiu-se o método descrito no Compendium of Methods for the Microbiological
Examination of Foods. A contagem de esporos de bacilos mesdfilos utilizou-se o meio PCA
adicionado de 0,1% de amido e incubado a 35 °C/48h. A contagem de esporos de bacilos
termofilos utilizou-se o meio DTA e incubados a 55 °C/48h. E a contagem de esporos de
bacilos altamente resistentes ao calor (HHRS) utilizou-se o meio Agar BHI adicionado de
vitamina B12 1mg/L e incubado a 35 °C/48h. A identificacdo de G. stearothermophilus do
isolados de bacilos terméfilos e de B. sporothermodurans dos isolados de bacilos HHRS foi
realizada pela técnica da PCR. A detec¢do de genes nheA, nheB e nheC codificadores da
enterotoxina do complexo Nhe e dos genes hblA, hblC e hblD codificadores do complexo
hemolitica Hbl nos isolados de B. cereus foi realizada por PCR. As contagens de células
vegetativas e de esporos de B. cereus variaram de menor que 2,00 a 2,60 log UFC/g e de
menor que 2,00 a 3,00 log UFC/g, respectivamente, sendo que todas as amostras estavam de
acordo com o padrao da RDC 12/2001 do Ministério da Sadde. A presenca de todos os genes
foi observada em 36,84% dos isolados de B. cereus e a presenga dos genes do complexo Nhe
e Hbl foram obtidos em 55,26% e 47,37%, respectivamente. Embora as amostras tenham
apresentados baixas contagens de B. cereus, estes apresentaram potencial patogénico
indicando um risco a saide do consumidor. A contagem de esporos de bacilos mesofilos
variou de menor que 1,00 a 3,81 log UFC/g. A contagem de esporos de bacilos termofilos
variou de menor que 2,00 a 5,43 log UFC/g. G. stearothermophilus foi identificado em
20,00% das amostras e as contagens variaram de 1,34 a 4,30 log UFC/g. A contagem de
bacilos HHRS variou de menor que 2,00 a 3,90 log UFC/g. B. sporothermodurans foi
identificado em apenas uma amostra e a contagem foi de 2,00 log UFC/g. A deteccao de altas
contagens de bacilos termdfilos e mesofilos, indica a necessidade de melhorias nas condi¢des
de higiene no processamento de leite em po pelas industrias. Além disso, s3o necessdrios mais
estudos para verificar a participacdo de outras espécies entre os bacilos esporulados em leite
em po.

Palavras-chave: Bacillus cerelus, Bacillus sporothermodurans, Geobacillus
stearothermophilus, leite em p6, PCR.



ABSTRACT

Milk powder is produced for costs reduction during transportation and is used as ingredient
for others dairy products and for direct consumption. Milk powder microbiological quality is
related to raw milk quality, processing line and post-process contamination. The heat
treatment used in milk powder production is not enough for spore-forming bacteria
inactivation, mainly high heat temperature resistant bacteria. Bacillus cereus is found in foods
and can cause disease. Thermophile bacilli like Geobacillus stearothermophilus and
mesophile like Bacillus sporothermodurans do not represent a risk for consumer health,
otherwise indicates hygienic conditions of processing plant and good manufacturing practices.
The purpose of study was to evaluate contamination level of mesophile and thermophile
spore-forming bacilli in different samples of commercial milk powder highlighting for
identification of B. cereus, B. sporothermodurans and Geobacillus stearothermophilus. It was
analyzed 80 milk powder samples including whole, semi-skimmed and skimmed milk powder
acquired from markets at Campinas/SP. For B. cereus vegetative cells and spores isolation
was used the method described in Compendium of Methods for the Microbiological
Examination of Foods. For mesophile bacilli spores isolation was used PCA medium added
with 0.1% potato starch and incubated at 35 °C/48h. For thermophile bacilli spores was used
DTA medium and incubated at 55 °C/48h. And for highly heat resistant (HHR) bacilli spores
was used BHI medium added with Img/L of vitamin B12 and incubated at 35 °C/48h. For
identification of G. stearothermophilus from thermophile bacilli isolates and B.
sporothermodurans from HHR bacilli isolates was by Polymerase Chain Reaction (PCR). The
detection of nheA, nheB and nheC genes codifying Nhe enterotoxin complex and hblA, hblC
and hblD genes codifying Hbl enterotoxin complex in B. cereus isolates was by PCR.
Vegetative cells and spores counts of B. cereus varied from less than 2.00 to 2.60 log cfu/g
and less than 2.00 to 3.00 log cfu/g, respectively, and also all counts was within the standard
of RDC 12/2001 of Ministry of Health. The presence of all genes was observed in 36.84% of
isolates and the presence of Nhe and Hbl complex genes was found in 55.26% and 47.37% of
isolates, respectively. Although all samples showed low counting of B. cereus, the isolates
showed a pathogenic potential indicating a risk to consumer health. Mesophile bacilli spores
count varied from less than 1.00 to 3.81 log cfu/g. Thermophile bacilli spores varied from less
than 2.00 to 5.43 log cfu/g. G. stearothermophilus was identified in 20.00% (16/80) of milk
powder samples and the counting varied from 1.34 to 4.30 log cfu/g. HHR bacilli spores
count varied less than 2.00 to 3.90 log cfu/g. Among all isolates, B. sporothermodurans was
identified in just 1 sample and counting was 2.00 log cfu/g. Detection of high counting of
thermophile and mesophile bacilli indicates a necessary of improvement on hygienic
conditions and process line of milk powder in industries. Besides, more studies are needed to
verify the participation of another spore-forming bacilli species in milk powder.

Key-words: Bacillus cereus, Bacillus sporothermodurans, Geobacillus stearothermophilus,
milk powder, PCR.
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1 INTRODUCAO

O leite € um alimento de espécie-especifica com objetivo de atender as
necessidades nutricionais dos mamiferos, além de desempenhar papéis funcionais no
desenvolvimento da prole. Isso se deve a presenga de diversas moléculas ativas, incluindo
acucares, nucleotideos, lipideos, imunoglobulinas, antimicrobianos, citocinas e outros fatores
imunomoduladores (ADDIS et al., 2016).

A producdo de produtos lacteos de baixa atividade de dgua tem o propdsito de
reduzir os custos durante o transporte, pela relacdo na reducio de peso e volume do produto.
Por causa da concentracio dos sdlidos do leite, esses produtos siao utilizados como
ingredientes para outros alimentos, por exemplo, sorvetes, doces e produtos de confeitaria
(ROBINSON; ITSARANUWAT, 2002).

A qualidade microbiolégica do leite em pd estd diretamente relacionada a
qualidade do leite in natura, a linha de processamento e a provdvel contaminacdo pos-
processo (SKANDERBY et al.,, 2009). Grande parte das bactérias, incluindo aquelas
associadas aos surtos de doengas transmitidas por alimentos (DTA) relacionados ao leite em
po, tem origem na contaminagdo pds-pasteurizacdo. Entretanto, em alguns casos 0s micro-
organismos estdo no leite cru e se espalham pela planta de processamento durante a sua
producdo (FERNANDES, 2009).

Bacillus cereus é uma bactéria amplamente distribuida no ambiente pela sua
capacidade de resistir a ambientes hostis por causa da sua habilidade de formar esporos
resistentes ao calor, sendo capaz de sobreviver em alimentos secos mesmo apds o tratamento
térmico. E um contaminante comum em alimentos, pode ser encontrado tanto em alimentos
crus (arroz, carnes, vegetais e leite) como em alimentos processados, incluindo os produtos
lacteos. Estd associado a deterioracdo de alimentos e também € causador de doencas
(HWANG; PARK, 2015; ORGANIJI et al., 2015).

Os processos térmicos que utilizam altas temperaturas sdo comumente
empregados nas industrias de alimentos para garantir a estabilidade do produto por longos
periodos em temperatura ambiente (PREVOST; ANDRE; REMIZE, 2010). Entretanto, esses
tratamentos térmicos ndo sdo suficientes para inativar todos os micro-organismos formadores
de esporos, principalmente aqueles resistentes as altas temperaturas (HORNSTRA et al.,
2009).

A contaminagdo durante o processamento do leite em pé pode ocorrer na etapa de

concentracdo do leite, antes da secagem em spray-dryer, que ocorre em temperatura na faixa
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de 45-55 °C. Nessas condi¢des, algumas bactérias termorresistentes podem sobreviver, além
de promover o crescimento de algumas bactérias terméfilas. Espécies de bactérias termofilas
formadoras de esporos, como do género Bacillus e Clostridium, podem ser encontradas em
leite em p6 (KARAMAN; ALVAREZ, 2015).

Dentre os micro-organismos deteriorantes encontrados em leite em pd, podemos
destacar o Geobacillus stearothermophilus € Bacillus sporothermodurans.

B. sporothermodurans é capaz de produzir esporos altamente resistentes ao calor
(HHRS - Highly Heat-Resistant Spore) e foi primeiramente isolado a partir de leite UHT
(Ultra High Temperature) (HAMMER et al., 1995; PETTERSSON et al., 1996) e algumas
cepas sdo capazes de resistir a temperaturas acima de 135 °C. E um micro-organismo ubiquo,
podendo ser encontrado em diversos ambientes, sendo assim dificil de impedir a sua presenca
em alimentos crus ou ingredientes (SCHEDELMAN et al., 2006).

G. stearothermophilus € um micro-organismo termofilo importante no setor
industrial como fonte de enzimas com alta estabilidade térmica, indicador biolégico de
esterilidade e principal causador de deterioracdo em alimentos (DURAND et al., 2015).

Embora os bacilos terméfilos nido representem um potencial risco a saide do
consumidor, sdo utilizados como indicadores de higiene da planta de processamento e das
boas préticas de fabricacio (RUCKERT et al., 2004).

Diante dos poucos trabalhos sobre micro-organismos esporulados aerébios em
leite em pd, o presente estudo pretende contribuir para esclarecer qual a participacdo das
espécies G. stearothermophilus, como representante termofilo e B. sporothermodurans como
meso6filo, na composi¢do dos deteriorantes esporulados em leite em po.

Outra justificativa importante para esse estudo € que o Brasil ndo é autossuficiente
na producio de leite em pd, sendo necessario a sua importagdo (CANAL RURAL, 2016).
Desse modo, uma Instru¢ao Normativa foi promulgada recentemente pelo periodo de 1 (um)
ano, IN 40 de 20 de outubro de 2016 regulado pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (MAPA; BRASIL, 2016), em que o leite em pd produzido nacionalmente
pode ser reconstituido para a produgao de leite UHT e leite pasteurizado pelas industrias

processadoras que possuem cadastro no Servico de Inspe¢ao Federal (SIF).
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2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo Geral

v' Avaliar o nivel de contaminagdo de esporos de bacilos aerébios meséfilos e

termofilos em amostras de diferentes marcas de leite em p6 comerciais.

2.2 Objetivos Especificos

v" Quantificar células vegetativas e esporos de Bacillus cereus em amostras de
leite em pd comerciais.

v Avaliar o nivel de contaminacio de esporos de bacilos aerébios meséfilos e
termofilos de amostras de leite em pé comerciais.

v" Quantificar os esporos de Geobacillus stearothermophilus de amostras de leite
em pé comerciais.

v" Quantificar os esporos de Bacillus sporothermodurans de amostras de leite em
p6 comerciais.

v’ Identificar as espécies Bacillus sporothermodurans e Geobacillus
stearothermophilus pela técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction).

v’ Detectar a presenca de gene de viruléncia da doenga diarreica em B. cereus

isolados das amostras de leite em p6 comerciais.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Microbiota do leite cru

O leite € um alimento que possui elevada atividade de dgua (aw), pH préximo ao
neutro e composic¢ao de nutrientes, que facilitam o crescimento de diversos micro-organismos
(MOATSOU; MOSCHOPOULOU, 2015).

O leite produzido nas glandulas mamadrias de animais sauddveis € inicialmente
estéril, porém € contaminado durante a ordenha pelo contato com o tbere ou pela mastite.
Podem ser encontrados frequentemente no leite recém-ordenhado, cocos Gram positivos,
como o0s estreptococos, estafilococos, micrococos, bactérias 4cido-laticas, além de
Pseudomonas spp. e leveduras (FERNANDES, 2009).

Os equipamentos de ordenha e os tanques de estocagem podem contribuir
significativamente com a microbiota psicrotréfica do leite cru quando nio higienizados
corretamente (McKINNON et al., 1990). Essa microbiota pode ser composta pelos géneros
Pseudomonas, Flavobacterium, Enterobacter, Cronobacter, Klebsiella, Acinetobacter,
Aeromonas, Achromobacter e Alcaligenes, e também por bactérias Gram positivas como
Corynebacterium, Microbacterium, Micrococcus, Bacillus e Clostridium (BOOR; FROMM,
2006). Esses micro-organismos estao relacionados a deterioracdo do leite quando armazenado
em temperatura de refrigeracio (MOATSOU; MOSCHOPOULOU, 2015).

Dentre os micro-organismos ja citados, algumas espécies sdo termoduricas, ou
seja, podem resistir a altas temperaturas. No caso, quando o leite € submetido ao processo de
pasteurizacdo, esses micro-organismos podem sobreviver e deteriorar seus subprodutos.
Dentre esses géneros podemos citar Microbacterium, Micrococcus, Streptococcus,
Corynebacterium, Enterococcus, Lactobacillus e os esporos de Bacillus e Clostridium
(WALSTRA et al., 2006).

Em relacdo as bactérias que produzem enddsporos, as espécies mais encontradas
no leite cru sdao Paenibacillus lactis, B. cereus, Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, B.
sporothermodurans e G. stearothermophilus MOATSOU; MOSCHOPOULOU, 2015).

A presenca de esporos de B. cereus no leite cru pode estar relacionada ao periodo
de pastejo, quando ha o risco dos tetos da vaca serem contaminados pelo solo. Além disso, as
possiveis fontes de contaminagdo também sao as fezes, cama, racdo e equipamentos de

ordenha (MAGNUSSON et al., 2007).
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Alguns estudos apoiam a hipétese de que os micro-organismos encontrados no
leite ndo estdo relacionados a contaminacdo externa. As bactérias isoladas das glandulas
mamadrias sdo genotipicamente diferentes dos que sao isoladas da pele do mesmo hospedeiro
(ADDIS et al., 2016). Um estudo realizado por Young et al. (2015) descreveram a existéncia
de um caminho entero-mamadrio, sendo que alguns micro-organismos possuem a habilidade de
deixar o intestino e viajar através do sistema linfatico mesentérico alcancando a glandula
mamadria, porém nao hd um consenso entre os demais pesquisadores.

Em outro estudo, realizado por Christiansson et al. (1999), foi verificado que o
leite cru estava contaminado com esporos de B. cereus e que a principal fonte desses esporos
foi o solo. O modo de contaminag¢do foi por meio da contaminagdo indireta do ubere e das
glandulas mamarias pelo solo, e o nivel dessa contaminacdo variava entre 2,48 a 5,15 log

UFC/mL.

3.2  Leite em pé

3.2.1 Definicoes e caracteristicas

De acordo com o CODEX ALIMENTARIUS (FAO/WHO, 2016), o leite em p6 é
descrito como produto l4cteo obtido a partir da remog¢do parcial da dgua do leite. O contetido
de gordura e/ou proteina do leite podem ser ajustados, somente para complementar os
requerimentos de composi¢do de acordo com esse cddigo, pela adicdo e/ou remocgdo de
constituintes do leite desde que nao haja a alteragdo da razdo de caseina e proteinas do soro.

Ja segundo o Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento - MAPA
(BRASIL, 2017), o leite em p6 € um produto obtido por meio da desidratacio do leite
integral, desnatado ou parcialmente desnatado e apto para alimentacdo humana, mediante
processos tecnologicamente adequados.

O leite cuja a 4dgua tenha sido removida quase completamente € denominado de
leite seco ou leite em p6é (MODI, 2009). O leite desidratado possui uma vida de prateleira
maior em relagdo aos leites pasteurizados e refrigerados (KARAMAN; ALVAREZ, 2015). E
encontrado comercialmente como leite em p6 integral, semidesnatado e desnatado e utilizado
como ingrediente para producdo de produtos licteos, produtos de confeitaria, férmulas
infantis e outros alimentos manufaturados, tendo funcdo de fornecer os componentes do leite,

como proteinas, gordura e lactose (DEEB et al., 2010; KARAMAN; ALVAREZ, 2015).
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A composicdo do leite em pd, segundo o CODEX ALIMENTARIUS
(FAO/WHO, 2016) deve estar de acordo com a composi¢do apresentada na Tabela 1.

Tabela 1 - Composicao do leite em po

Leite em p6 integral

Gordura Minimo de 26 % e menor que 42 %
Umidade médxima 5%
Proteina minima nos s6lidos ndo-gordurosos do leite 34 %
Leite em p6 semidesnatado

Gordura Maior que 1,5 % e menor que 26 %
Umidade médxima 5%
Proteina minima nos s6lidos ndo-gordurosos do leite 34 %
Leite em p6 desnatado

Gordura maximo 1,5 %
Umidade méxima 5%
Proteina minima nos s6lidos ndo-gordurosos do leite 34 %

Fonte: CODEX ALIMENTARIUS (FAO/WHO, 2016)

3.2.2 Processamento do leite em pé

O processamento do leite em p6 consiste nas etapas de recebimento, resfriamento,
padronizacdo, aquecimento, concentragdo, secagem e embalagem. Ao receber o leite cru, esse
deve ser armazenado sob refrigeracdo entre 3 e 5 °C e ser submetido a alguns testes de
controle de qualidade da matéria-prima para verificar se o produto estd seguro e atende as
especificacdes técnicas de composicdo quimica, pureza e niveis de micro-organismos
(TESSEMA; TIBBO, 2009).

A primeira etapa do processamento € a padronizacdo do leite, onde o leite é
preaquecido a 45 °C e centrifugado para separar a gordura com base na diferenca de
densidade. Essa gordura €, entdo, recolocada no leite na quantidade desejada na etapa da
padronizacao (FERNANDES, 2009).

Na etapa de aquecimento, o leite € pasteurizado a temperatura 72-75 °C por 15-20
segundos, sendo que a maioria dos patdgenos e deteriorantes € destruida, sobrevivendo apenas
0s micro-organismos resistentes ao calor (SKANDERBY et al., 2009). Em seguida, o leite
pasteurizado € concentrado até alcancar 50% dos sélidos totais (FERNANDES, 2009).

A concentracdo € importante para facilitar a etapa de secagem e para economizar

energia. Pode ser feita em evaporadores operados sob condi¢des de viacuo para evitar a
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desnaturagdo das proteinas do soro, em evaporadores de filme descendente que consistem em
trocadores de calor montados verticalmente, onde o liquido e o vapor formado se separam por
forca centrifuga, ou a concentracdo pode ser realizada em filtradores por membrana
semipermedvel, onde a separacdo ocorre por permeabilidade seletiva, no qual as particulas sao
separadas de acordo com o seu tamanho (CARIC et al., 2009). Essa concentracdo térmica
também pode contribuir para a melhora da qualidade microbiolédgica do leite em pd, devido a
aplicacdo de calor em temperaturas entre 140 e 150 °C (ROWE; DONAGHY, 2011).

Na etapa de secagem, o leite pode sofrer dois diferentes processamentos: com
rolos ou spray-dryer. No processamento com rolos, dois grandes rolos aquecidos
internamente giram paralelamente em sentidos opostos com velocidade regulada. Durante a
rotacdo, o leite fluido seca na superficie do rolo. Entdo, uma faca estaciondria remove a fina
camada de p6é formado na superficie do rolo, e essa passa por um moinho de martelo para
transformar em particulas finas uniformes, seguindo posteriormente para embalagem.
Entretanto, esse método de secagem é o menos empregado atualmente pelas industrias
(FERNANDES, 2009).

No processamento com spray-dryer, o leite pode sofrer dois tratamentos: em
secadores com jato ou bico e em atomizadores rotatérios. No primeiro tratamento, o leite é
bombeado por alta pressdo e aspergido por jatos ou bicos em uma camara de secagem, e com
impacto do ar quente, o leite em pequenas gotas se torna p6é (MODI, 2009). No segundo
tratamento, o leite € jorrado através de orificios situados na periferia de um disco circular fixo
por um eixo rotativo, para a cdmara de secagem com temperatura de 180-220 °C. Por fim, o

po é retirado, resfriado e embalado (FERNANDES, 2009; MODI, 2009).

3.2.3 Legislacao de qualidade

De acordo com a legislagdo atual vigente, a Resolugdo RDC n° 12 de 02 de
janeiro de 2001 regulado pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria) do
Ministério da Sadde (BRASIL, 2001), estabelece que no leite em pd é permitido uma
contagem mdxima de 5x10* UFC/g para B. cereus, 10 UFC/g para coliformes a 45 °C, 102
UFC/g para estafilococos coagulase positiva e auséncia de Salmonella em 25g para
amostragem indicativa.

Segundo a Portaria n° 369 de 04 de setembro de 1997 regulado pelo MAPA
(BRASIL, 1997) no Anexo XI do Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Leite

em Po estabelece um plano de amostragem de 5 amostras (n=5), sendo que 2 amostras (c=2)
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podem estar entre o intervalo de 3,0 x 10* (m) a 1,0 x 10° (M) UFC/g para micro-organismos
aerdbicos mesofilos estdveis.
Porém ndao hd um regulamento técnico sobre a qualidade do leite em pd em

relacdo aos bacilos termofilos.

3.3  Micro-organismos formadores de esporos em leite em pé

Os principais micro-organismos isolados de produtos lacteos desidratados, como o
leite em po, incluem-se Anoxybacillus flavithermus, Geobacillus sp., Paenibacillus sp., assim
como do género Bacillus, que estdo incluidas as espécies B. licheniformis, B. coagulans, B.
pumilus, B. sporothermodurans e B. subtilis (CRIELLY et al., 1994; FLINT et al., 2001;
RONIMUS et al., 2003; SCHELDEMAN et al., 2005; SCOTT et al., 2007), pois esses micro-
organismos estdo amplamente disseminados no ambiente de fazendas e industrias lacteas
(SCOTT et al., 2007; WATTERSON et al., 2014).

Os esporos sdo estruturas extremamente resistentes as condi¢cdes de estresse
ambiental, como altas temperaturas, baixo pH, baixa aw, radiacio UV, acdo enzimdtica e
acidos organicos. Diante dessas condic¢des letais, os esporos demonstram a capacidade de
sobreviver durante a producgdo do leite em p6 (REYES, 2008; BURGESS et al., 2010).

A contaminagdo do leite por esporos pode ocorrer nas fazendas uma vez que estdo
disseminadas na natureza, sendo as possiveis fontes a presenca de sujidades nas glandulas
mamadrias da vaca, equipamentos e utensilios utilizados durante a ordenha e as condicdes do
ambiente (VAEREWIICK et al., 2001). Também pode ocorrer a contaminag¢do na inddstria
durante o processamento (VAN HEDDEGHEM; VLAEMYNCK, 1993).

Os bacilos aerdbios termdfilos possuem uma ampla distribui¢do geografica e t€ém
a capacidade de produzir esporos resistentes as altas temperaturas. A presenga desses micro-
organismos nos alimentos pode indicar a contaminacdo na pré ou pds-pasteurizacdo
(RONIMUS et al., 2003). Além disso, essas bactérias podem produzir enzimas
termorresistentes, como proteases e lipases, e causar a deterioragdo do produto (CHEN et al.,
2003; LUCKING et al., 2013).

Os bacilos termofilos sdo os potencias contaminantes nas industrias de alimentos
que utilizam elevadas temperaturas (40-70 °C) durante o processo ou armazenamento, cOmo
no caso de produtos lacteos desidratados (BURGESS et al., 2010). Embora nao tenha relatos
desses micro-organismos associados a algum problema de saide, podem representar como

bons indicadores das condicdes de higiene do processamento do produto, devido a habilidade
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de formarem biofilmes bacterianos. Além disso, s3o potenciais micro-organismos
deteriorantes capazes de produzir enzimas e 4cidos que podem conferir “off-flavours” no
produto final (STADHOUDERS et al., 1982; BURGESS et al., 2010).

G. stearothermophilus € o principal bacilo terméfilo encontrado em leite em po,
representando até 65% dos isolados, e seus esporos sdo capazes de sobreviver as altas
temperaturas durante o processo de secagem do produto e em condi¢des de baixa atividade de
agua durante estocagem do produto final por longos periodos (KOTZEKIDOU, 2014).

Estudar esses micro-organismos para avaliar o nivel de contaminag¢do quanto as
espécies pode fornecer informacdes importantes para melhorar a qualidade na produgdo dos
produtos lacteos desidratados, ajudando na implementacdo de medidas preventivas e
corretivas, principalmente nas etapas antes do tratamento térmico (YUAN et al.,, 2012;
PENNACCHIA et al., 2014).

Essas bactérias se encontram em baixa quantidade no leite cru, mas podem atingir
nimeros relativamente altos em leite em pd, devido a transferéncia de células presentes em
biofilmes formados nas superficies dos evaporadores (MURPHY et al., 1999; FLINT et al.,
2001).

G. stearothermophilus e Anoxybacillus flavithermus apresentam uma rapida taxa
de crescimento e possuem a capacidade de formar biofilmes em ago inoxidavel utilizados nos
equipamentos de processos (SCOTT et al., 2007).

Embora a maior parte dos bacilos isolados seja deteriorante, ha relatos de alguns
pesquisadores que encontraram bacilos que podem produzir toxinas, além do B. cereus, como
Bacillus licheniformis (SALKINOJA-SALONEN et al., 1999), Bacillus circulans, Bacillus
mycoides (BEATTIE; WILLIAMS, 1999), Bacillus subtilis, Bacillus pumilus e Bacillus
megaterium (YOO et al., 2014).

Yuan et al. (2012) analisaram amostras de leite em pd e férmula infantil e
conseguiram isolar bacilos termofilos com maior prevaléncia de B. licheniformis, A.
flavithermus e G. stearothermophilus. Também houve o isolamento de B. subtilis. As
contagens de bacilos termdfilos totais e esporos variaram de 5,5x10! a 4,4x10* UFC/g nessas
amostras. Os autores também avaliaram a resisténcia térmica dos esporos dos isolados e foi
verificado que uma cepa de B. licheniformis e uma de G. stearothermophilus conseguiram se
multiplicar nos tratamentos de 85 °C/Ilmin e 93 °C/3min. Além disso, foi observada uma
pequena reducao na contagem de outras cepas isoladas.

Para melhorar o controle do crescimento desses micro-organismos durante o

processamento do leite em p6 € importante diminuir o tempo de processamento, aumentar a
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frequéncia de higienizagdo e reduzir a drea de ponto morto onde pode ocorrer o crescimento

de micro-organismos (BURGESS et al., 2010).

3.3.1 Caracteristicas do género Bacillus

Nos ultimos 20 anos, o género Bacillus sofreu grandes mudangas por causa da
taxonomia molecular, e novos géneros e familias foram criados (JENSON, 2014).

As bactérias do género Bacillus apresentam caracteristicas de bastonetes Gram
positivo, formadores de esporos e aerébios ou anaerdbios facultativos, o que os diferenciam
do género Clostridium que sdo estritamente anaerdbios. A maioria das espécies de Bacillus é
mesofila, porém existem espécies termofilas e psicrotroficas. Possuem motilidade pela
presenca de flagelos peritriqueos, porém algumas espécies sao imdveis. As caracteristicas da
coldnia, como morfologia e tamanho, variam entre as espécies. Algumas cepas sdo tolerantes
ao sal, enquanto outras sdo halofilicas. A maioria é catalase positiva, e oxidase positiva ou
negativa. Podem ser isolados de diferentes ambientes, como solo, vegetacao, fezes, dgua e ar
(VAEREWIICK et al., 2001; JAY, 2005; LOGAN; DE VOS, 2009).

As espécies de Bacillus sdo divididas filogeneticamente em 11 subgrupos, e
algumas espécies foram reclassificadas em outros 3 grupos: Anoxybacillus, Geobacillus e
Saccharococcus. Esses 11 subgrupos estdo classificados conforme a Tabela 2. O género

Bacillus inclui 142 espécies conhecidas.
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Tabela 2 - Classificacao filogenética do género Bacillus

Grupos Espécies
B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. atrophaeus, B. mojavensis, B. licheniformis,
a B. sonorensis, B. vallismortis e também a espécie classificada erroneamente
Paenibacillus popilliae
b B. farraginis, B. fordii, B. fortis, B. lentus, B. galactosidilyticus

B. asahii, B. bataviensis, B. benzoevorans, B. circulans, B. cohnii, B. firmus,
B. flexus, B. fumarioli, B. infernus, B. jeotgali, B. luciferensis, B. megaterium,

¢ B. methanolicus, B. niacini, B. novalis, B. psychrosaccharolyticus, B. simplex,
B. soli, B. vireti

d B. cereus, B. anthracis, B. mycoides, B. thuringiensis, B. weihenstephanensis

e B. aquimaris, B. marisflavi

¢ B. badius, B. coagulans, B. thermoamylovorans, B. acidicola, B. oleronius,

B. sporothermodurans

B. alcalophilus, B. arsenicoselenatis, B. clausii, B. gibsonii, B. halodurans,
g B. horikoshii, B. krulwichiae, B. okhensis, B. okuhidensis, B. pseudoalcaliphilus,
B. pseudofirmus

h B. arsenicus, B. barnaricus, B. gelatini, B. decolorationis
i B. carboniphilus, B. endophyticus, B. smithii

j B, pallidus

k B. funiculus, B. panaciterrae

Fonte: Logan; De Vos, 2009.

3.3.1.1 Caracteristicas do grupo Bacillus cereus

Bacillus cereus ¢ uma espécie do género Bacillus e que pertence ao grupo de B.
cereus, ainda nesse grupo incluem-se outras espécies como B. mycoides, B. pseudomycoides,
B. thuringiensis, B. weihenstephanensis e B. anthracis. Recentemente, foi descoberta uma
nova espécie, B. cytotoxicus, que foi incluido nesse grupo (GUINEBRETIERE et al., 2013).

B. cereus tem caracteristicas de bastonete aerdbio, formador de esporos esféricos.
A temperatura minima de crescimento € de, aproximadamente, 4 a 5 °C, com médxima de 48 a
50 °C e temperatura 6tima de crescimento de 28 a 35 °C. Apresenta crescimento na faixa de
pH entre 4,9 e 9,3 e concentracdo de sal de até 7,5 %. Seus esporos sdo resistentes ao calor e
possui valor D varidvel, como Digo entre 2,2 e 5,4 minutos. Pode ser encontrado no solo,
poeira e dgua (JAY, 2005; BATT, 2014).

Esse micro-organismo é o responsdvel por gastroenterites alimentares devido a
sua capacidade de produzir toxinas. Essas toxinas podem ser divididas em dois tipos causando

duas doengas: sindrome emética e sindrome diarreica (JAY, 2005).
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A sindrome diarreica é provocada por uma ou mais enterotoxinas. S3o trés as
toxinas mais importantes que implicam na doenca, sendo elas a hemolisina BL (Hbl),
enterotoxina nao-hemolitica (Nhe) e citotoxina K (CytK). Entretanto, algumas outras
citotoxinas, hemolisinas e enzimas degradativas também podem estar associadas a
patogenicidade de B. cereus da sindrome diarreica, como cereolisina O, hemolisina II,
hemolisina III, metaloprotease InhA2 e trés fosfolipases C (ARNESEN et al., 2008). A
doenca apresenta sintomas como nduseas, raramente com vOmitos, dores abdominais
intermitentes, tenesmo, fezes aquosas e nao ha febre. Os sintomas se desenvolvem dentro de 8
a 16 horas, com duracdo de 6 a 12 horas (JAY, 2005). Essa doenca se desenvolve quando o
micro-organismo € ingerido junto com o alimento e a toxina € liberada no trato
gastrointestinal. Isso ocorre, pois como B. cereus produz esporos termorresistentes, esses
esporos podem germinar apds o cozimento do alimento, se tornar células vegetativas e se
multiplicar no alimento (MAY et al., 2016). E reportado que seja necesséria uma dose de 10°
a 10% células ou esporos para causar a doenca, entretanto, doses baixas como 10° UFC/g
podem ser suficientes para apresentar os sintomas (ARNESEN et al., 2008).

Ja a sindrome emética € uma intoxicagdo causada por uma toxina conhecida como
cereulideo, sendo um dodecadepsipeptideo ciclico classificada como um iondforo e de
estrutura [D-O-Leu-D-Ala-D-O-Val-D-Val] (EHLING-SCHULZ, 2004; JAY, 2005). A toxina
possui um peso molecular de 1,2 kDa e € resistente ao calor de 121 °C por 30 minutos, as
condic¢des acidas como do estdbmago e a protedlise, ndo sendo destruida pela acdo das enzimas
proteoliticas (ARNESEN et al., 2008). A doenga emética é mais grave e aguda que a doenca
diarreica e tem como principal sintoma o vomito, e possui um periodo de incubagdo de 1 a 6
horas (JAY, 2005). Para o desenvolvimento dessa doenca, a toxina deve ser formada
previamente no alimento e, por ser termorresistente, ndo € eliminada durante o cozimento do
alimento (MAY et al., 2016). Através de estudos em animais, foi reportado que uma dose de
cereulideo de 8-10 pg/kg de peso corpéreo ja pode provocar os sintomas da doenca
(ARNESEN et al., 2008).

Nao foram reportados casos de surtos de B. cereus envolvendo leite em pd tanto
no Brasil como no exterior até o momento, entretanto existem casos envolvendo outros
produtos lacteos.

Durante o periodo de 1993 a 2008, nos Estados Unidos houve apenas um relato de
surto envolvendo produtos lacteos pasteurizados sendo B. cereus o agente etioldgico. Dentro
dessa categoria de alimentos, podemos citar queijo e leite fluido. As causas para o surgimento

de surtos com esse tipo de alimento seriam a contaminagcdo pds-pasteurizacdo por
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manipuladores, abuso de temperatura e armazenamento inadequados, pois 0s esporos sao
resistentes a pasteurizacdo (LANGER et al., 2012; BENNETT et al., 2013).

Na Austrélia houve 6 surtos causados por B. cereus durante o periodo de 2001 a
2013, porém nenhum estava relacionado ao consumo de leite ou produto derivado de leite.
Entretanto, os surtos estavam relacionados ao consumo de massas e arroz (MAY et al., 2016).

No ano de 2014, no Brasil, houve um “recall” de leite achocolatado por causa de
contaminacdo por B. cereus. De acordo com a avaliacdo laboratorial da empresa, houve uma
falha de vedacgao entre duas tubulagdes (ANVISA, 2017).

Algumas pesquisas realizadas por Chitov et al. (2008), Wang et al. (2009),
Haughton et al. (2010), Di Pinto et al. (2013), Hwang e Park (2015) e Organji et al. (2015)
isolaram essa bactéria de formulas infantis a base de leite. Uma hipétese da ocorréncia desse
micro-organismo nesse tipo de alimento € que as formulas infantis sdo produzidas utilizando
como base o leite em p6. Uma vez que o leite em po esteja contaminado, poderd contaminar o
produto final (férmula infantil).

Além disso, os esporos de B. cereus podem sobreviver em alimentos desidratados
e em ambientes de processamento desses produtos por longos periodos, e podem germinar e
multiplicar apés a reconstituicdo dos produtos que foram inadequadamente processados
(BEUCHAT et al., 2013).

E observado a baixa ocorréncia de B. cereus em amostras de leite em pé como
reportado nos estudos de Reis et al. (2013), Milller et al. (2015) e Sadiq et al. (2016).

Entretanto, 22 de 30 amostras de leite em poé integral analisadas por Rezende-
Lago et al. (2007) foram positivas para B. cereus representando 73,3 %. Nesse mesmo estudo,
0s autores pesquisaram a presenca desse micro-organismo em mais 90 amostras de leite
integral incluindo leite cru, leite pasteurizado e leite longa vida.

Foi verificada a presenca de B. cereus em 13 de 110 amostras de leite UAT de 11
diferentes marcas analisadas (VIDAL-MARTINS et al.,, 2005). Os autores também
verificaram que 8 das 11 marcas foram positivas para a presenca de B. cereus, alegando ser
um problema preocupante, podendo pdr em risco a saide dos consumidores.

No estudo de Pacheco-Sanchez e Massaguer (2007), 6500 amostras de leite UHT
de diferentes marcas brasileiras foram analisadas para verificar a presenca de B. cereus. Como
resultado, em nenhuma amostra foi verificada a presenca desse micro-organismo. Os autores
também verificaram a presenca de outros micro-organismos, € um dentre os seis isolados foi

identificado como B. sporothermodurans.
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Em um estudo realizado por Martins et al. (2009), os autores analisaram 63
amostras de produtos l4cteos, sendo 24 de sorvetes artesanais, 19 de creme de leite
pasteurizado e 20 de patés de queijo. As contagens de B. cereus encontradas em amostras de
sorvete variaram entre menor que 2,0 e 3,1 log UFC/g. Uma amostra de paté€ de queijo
apresentou contagem de 4,5 log UFC/g se encontrando fora dos padrdes estabelecidos pela
RDC 12/2001 (BRASIL, 2001) que possui limite de até 5x10?> UFC/g. Duas amostras de
creme de leite pasteurizado apresentaram uma contagem alta entre 6 e 7 log UFC/g.

Fernandes et al. (2014) analisaram 126 amostras obtidas em uma empresa
processadora de ricota. Entre as amostras analisadas podemos destacar o leite cru, leite
pasteurizado, soro de queijo, ricota antes e apds a embalagem. Na primeira coleta, o leite
pasteurizado apresentou uma contagem de 3 log UFC/mL, enquanto que o leite cru
apresentava uma contagem menor que 2 log UFC/mL. Os autores explicam a possivel
presenca de esporos no leite cru e que foram ativados durante a pasteurizacdo. Uma amostra
de soro de queijo também apresentava contagem de 3 log UFC/mL. Entre as amostras de
ricota, 7 de 15 amostras de ricota antes da embalagem e 1 de 15 amostras apds a embalagem
apresentavam contagem acima de 2 log UFC/g. Como na legislacao (BRASIL, 2001) nao
existe parametro de limite para B. cereus em ricota, os autores se basearam no limite de 2 log
UFC/g para sobremesas lacteas pasteurizadas e refrigeradas.

Em um recente estudo, foi verificado a presenca de B. cereus em 31 de 60
amostras de leite cru, em 49 de 60 de leite pasteurizado e em 25 de 180 de leite UHT,
analisados a cada 30 dias desde o dia 0 até o dia 150, adquiridas de uma empresa. Foram
isoladas 68 colonias, das quais 29 apresentaram potencial de producdo de enterotoxina
(VIDAL et al., 2016).

Bacillus weihenstephanensis que pertence ao grupo do B. cereus ndo demonstra a
capacidade de produzir toxina (JENSON, 2014). Essa espécie se diferencia de todas as outras
pela sua habilidade de crescer em temperaturas de refrigeracao menores que 7 °C, mas nao em
temperatura de 43 °C (LECHNER et al., 1998).

Algumas cepas de B. thuringiensis possuem grande potencial de patogénese em
humanos (JENSON, 2014). Porém, estd mais relacionada ao controle biolégico de insetos
pela produg¢do de uma é-endotoxina durante sua fase de esporulacio (ARONSON; SHAI,
2001).

A espécie B. anthracis é conhecido por causar a doencga antraz, ou carbtuinculo,
sendo fatal para animais e humanos. Também, foi conhecido por ser uma potencial arma

biologica. As espécies B. mycoides e B. pseudomycoides sdo diferentes do B. cereus
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fenotipicamente pelo formato rizoide da colonia no meio de cultura e pela sua composi¢ao de
acidos graxos (ARNESEN et al., 2008).

Outras espécies de Bacillus tém sido reportadas como causadores de doengas de
origem alimentar, porém nao sdo frequentes. Entre essas espécies, sao citadas B. subtilis, B.
licheniformis, B. pumilus e B. thuringiensis. Isso se deve pela falta de métodos mais eficientes
e dificuldade de distinguir essas espécies de outros Bacillus (JENSON, 2014). O método mais
eficiente para identificacdo e distincdo das espécies de Bacillus é o sequenciamento da regiao
16S do rDNA ou do gene rpoB, codificador da subunidade B do RNA polimerase, como
demonstrado nos estudos de Gonzalez et al. (2013), Miller et al. (2015), Kent et al. (2016) e
Sadiq et al. (2016).

3.3.1.2 Caracteristicas de Bacillus sporothermodurans

Bacillus sporothermodurans ¢ um micro-organismo mesoéfilo aerébio estrito, em
forma de bastonete Gram positivo, moével por flagelos peritriqueos, catalase positivo,
fermenta aciicar sem producdo de gds, ndo patogénico e pode ser encontrado em leite,
produtos lacteos e alimentos enlatados (PETTERSSON et al., 1996; MONTANARI et al.,
2004; SCHELDEMAN et al., 2006; OOMES et al., 2007). Embora seu crescimento ndo cause
grandes mudangas sensoriais em leite UHT, pode causar grandes perdas econdmicas, se essa
contaminacdo exceder o critério de esterilidade adotado na Unido Europeia de 10 UFC por 0,1
mL (SCHELDEMAN et al., 2006).

Esse micro-organismo produz esporos altamente resistentes ao calor e pode
sobreviver ao tratamento UHT (AOUADHI et al., 2014). Seus esporos possuem um valor D149
que varia de 3,4 a 7,9 segundos, podendo ser mais resistentes que os esporos de G.
stearothermophilus (valor D140=0,9 segundos) (HUEMER et al., 1998).

Van Zuijlen et al. (2010) observaram que B. sporothermodurans seria um micro-
organismo mais adequado para avaliar e otimizar o processo de esterilizagdo comercial de
alimentos de baixa acidez.

Virios estudos sao relatados sobre a presenca de B. sporothermodurans em leite
UHT, porém nao ha estudos relatados em leite em po.

Zacarchenco et al. (2000) estudaram a ocorréncia de B. sporothermodurans em
leite UHT produzido no Brasil. Os autores analisaram 100 amostras de 9 marcas diferentes
com diferentes tipos de processamento (aquecimento direto com injecao de vapor a 150 °C

por 3 segundos ou aquecimento indireto por placa ou tubo com temperatura entre 137 e 140
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°C por 3 ou 4 segundos). Do total de amostras, 45 apresentavam contagem variando de 2x10*
a 9,5x10° UFC/mL e 55 amostras foram positivas para a presenca de esporos de bacilos de
alta resisténcia ao calor apds choque térmico de 115 °C por 7 minutos. Foram 24 isolados
com caracteristicas morfolégicas e bioquimicas tipicas, e identificados como B.
sporothermodurans pela técnica de RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA).

No estudo de Montanari et al. (2004), os pesquisadores analisaram 199 amostras
de leite UHT e utilizaram agar BHI (Brain Heart Infusion) e PCA (Plate Count Agar) para
isolar B. sporothermodurans. Das amostras totais, 125 foram positivas e observaram que no
PCA n@o houve um bom crescimento, enquanto que no dgar BHI adicionado de 1 mg/L de
vitamina B12 ocorreu um melhor desenvolvimento. As cepas isoladas apresentaram
caracteristicas similares 2 cepa padrio (DSMZ 10599T), como bastonete Gram positivo,
catalase positivo, teste de VP negativo, hidrélise de caseina positivo e hidrélise de gelatina e
amido negativo, citrato negativo, com crescimento até 2 % de sal e crescimento fraco em 5 %,
e crescimento entre 20 e 45 °C.

Em outro estudo em leite UHT realizado por Busatta et al. (2005), 88 amostras de
leite UHT integral e desnatado de 11 marcas diferentes foram avaliadas. Os autores
observaram que 6 marcas apresentaram contaminacdo com B. sporothermodurans. Além
disso, foi observado que a contaminagdo ocorreu em maior indice nas amostras de leite
desnatado do que em relacdo ao leite integral. Os autores explicam que no leite desnatado ha
uma maior quantidade de oxigénio difundido facilitando o desenvolvimento do micro-

organismo, por se tratar de uma bactéria aerdbia estrita.

3.3.2 Caracteristicas de Geobacillus stearothermophilus

Geobacillus stearothermophilus ¢ um bastonete Gram-positivo termofilo, aerdbio,
com capacidade de produzir esporos resistentes as altas temperaturas e tem como temperatura
6tima de crescimento entre 55 °C e 65 °C. A temperatura maxima para crescimento € de 75
°C e minima de 40 °C. Nao consegue crescer em temperatura de 37 °C. Possui a capacidade
de hidrolisar amido e caseina e reduzir nitrato em nitrito. Consegue crescer em até 5 % de sal.
O pH minimo para crescimento € 5,2 e a atividade de d4gua minima é 0,93 (NAZINA et al.,
2001; KOTZEKIDOU, 2014).

Pode ser isolado de leite e produtos lacteos, e estd associado a deterioracdo do tipo
“flat-sour” em alimentos. A deteriorag¢do do tipo “flat-sour” € o resultado da fermentacao dos

carboidratos presentes no alimento em 4cidos organicos sem a producdo de gés
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(KALOGRIDOU-VASSILIADOU, 1992). Por exemplo, estima-se que mais de 50 % do leite
em p6 produzido no mundo estd contaminado com este micro-organismo, representando mais
de 10 % dos isolados termofilos (DURAND et al., 2015).

Os esporos de G. stearothermophilus sao muitos utilizados como indicadores
bioldgicos para avaliar a eficiéncia de processos de esterilizagdo (PHILLIPS; GRIFFITHS,
1986). Em procedimentos de esterilizacdo com vapor em que sdo utilizadas temperaturas de
121 °C ou acima s@o muito utilizadas as cepas de G. stearothermophilus NCTC 10007, NCIB
8157 e ATCC 7953 (KOTZEKIDOU, 2014).

Adiguzel et al. (2009) isolaram micro-organismos termofilos de fontes termais na
regido da Turquia. Entre os isolados estudados, foram encontrados os géneros: Bacillus,
Anoxybacillus e Geobacillus. Essas cepas apresentaram caracteristicas de bastonetes Gram
positivo, moveis, catalase e oxidase positivos, termoéfilos. O pH e temperatura 6tima de
crescimento estava na faixa de 7,5 a 10 e 56x1 °C, respectivamente. Além disso,
apresentaram crescimento na faixa de concentracdo de 2-4 % de sal. Também fizeram a
andlise por técnicas de rep-PCR (GTG)5- e BOX-PCR para caracterizacdo genética e
filogenética desses bacilos.

Em um estudo realizado por Prevost, Andre e Remizes (2010), os autores
analisaram 34 amostras de alimentos enlatados. Em 7 amostras, das quais se incluem conserva
a base de peixe enlatado, carne enlatada, milho enlatado e bolinho de carne enlatado, foi
identificado a presenca de G. stearothermophilus pela andlise de PCR amplificando a regiao

entre as subunidades 16S-23S do rRNA.

34 Métodos moleculares

Muitas técnicas tém sido desenvolvidas para a deteccdo de micro-organismos
patogénicos de alimentos, dentre elas podemos citar métodos de plaqueamento, métodos
moleculares, métodos imunoldgicos, microscopia, espectroscopia e bioluminescéncia,
apresentando uma variac@o entre elas de custo, especificidade, sensibilidade e facilidade de
uso. Diversas técnicas moleculares surgiram oferecendo vantagens na velocidade de detec¢do
juntamente com a especificidade e sensibilidade. Os métodos moleculares também tém
provido vantagens em casos onde ha dificuldade do cultivo do micro-organismo alvo, como
no caso de virus (GORSKI; CSORDAS, 2010).

Os métodos moleculares se tornaram uma ferramenta indispensavel, sendo

métodos rdpidos na deteccdo e identificacdo de micro-organismos patogénicos em amostras
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de alimentos. A precisdo da caracterizacdo do micro-organismo ao nivel de espécie e
linhagem € muito importante, principalmente para os grupos que necessitam de
monitoramento constante na indudstria de alimento. Tém sido desenvolvidas vdrias
metodologias em biologia molecular para diminuir o tempo gasto nas andlises e evitar
ambiguidade na identificacdo do organismo-alvo (ROZA, 2004; GORSKI; CSORDAS,
2010).

Atualmente, existem varios métodos de biologia molecular para identificacdo de
micro-organismos, como PCR (Polymerase Chain Reaction), RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA), REP-PCR (Repetitive Sequence Element), ARDRA (Amplified Ribosomal
DNA Restriction Analysis), entre outros (RONIMUS et al., 2003).

A técnica da PCR € um método de amplificacdo das sequéncias de DNA in vitro.
A reagdo procede em fungdo de diferentes fases de temperatura de desnaturacdo do DNA,
anelamento do primer e extensdo. Os reagentes utilizados na reacdo para PCR incluem uma
enzima termoestavel DNA polimerase, trifosfatos desoxirribonucleotideos (ANTPs), primers
selecionados que se ligam em sequéncias especificas do DNA, cloreto de magnésio e o DNA
alvo (GORSKI; CSORDAS, 2010). O procedimento consiste na utilizacio de um par de
primers curtos sintetizados quimicamente, de tamanho de 15 a 20 pares de bases, que se ligam
a uma ponta do gene ou regido do genoma a ser amplificado. E entdo, a enzima DNA
polimerase adicionam as bases nucleicas (ANTPs) a esses primers, iniciando o processo de
polimerizacdo, formando um ndmero crescente de moléculas de DNA. O processo € rapido
precisando de minutos a horas para gerar sequéncias suficientes para detec¢do (GRIFFITHS
et al., 2009).

Diversos estudos tém utilizado técnicas moleculares para a identificacdo de
bacilos aerébios em alimentos e ambiente.

No estudo realizado por Ronimus et al. (2003), foram isolados diversos bacilos
termofilos de amostras de leite concentrado e leite em pé de uma industria processadora
localizada na Nova Zelandia, e esses foram identificados por meio da técnica de RAPD.
Foram identificados a presenga de G. stearothermophilus, A. flavithermus, B. licheniformis e
B. subtilis. Além disso, a técnica de RAPD utilizada demonstrou uma grande eficiéncia para a
identificacdo de bacilos termofilos isolados de amostras de leite.

Reis et al. (2013) avaliaram a presenca do gene de produgdo da toxina Hbl em B.
cereus isolados de produtos lacteos. Os autores analisaram 260 amostras que incluiam leite
pasteurizado, leite UHT e leite em pd. Foram obtidos 63 isolados, sendo 36 de leite

pasteurizado, 15 de leite em p6 e 12 de leite UHT. Realizaram a deteccdo dos genes hblD,
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hblC e hblA que codificam os trés componentes da toxina. Obtiveram que 23 isolados
carregavam os trés genes e 37 isolados carregavam pelo menos um dos genes. Dentro desses
23 isolados que foram identificados com os trés genes, 14 foram isolados de leite pasteurizado
e 9 de leite em pd, e nenhum isolado de leite UHT carregavam algum dos genes.

Em outro estudo realizado por Miller et al. (2015), foi verificado a presenca de
diversos bacilos meséfilos e termdfilos em leite cru e em produtos lacteos em po
(concentrados proteicos e leite em pd desnatado). Entre os isolados foram identificados,
utilizando o sequenciamento do gene rpoB, o grupo do B. cereus, Anoxybacillus spp.,
Geobacillus spp. e B. licheniformis nos produtos lacteos em po.

No estudo de Durand et al. (2015) foram avaliadas 127 cepas diferentes de G.
stearothermophilus isolados de produtos enlatados quanto a discriminacdo genética por
técnicas de sequenciamento de DNA e PCR. O sequenciamento do DNA da regido do gene
panC, que codifica a producdo de enzima pantoato-B-alanina ligase, demonstrou ndo ser
eficiente na discriminagdo filogenética dos isolados, assim como pela técnica de REP-PCR.
Entretanto, utilizando-se a técnica de M13-PCR, uma técnica de PCR baseada na sequéncia de
um colifago M13 que se repete em diversos genomas e utilizado para discriminagdo de
isolados de bactérias intra-especificos, houve uma maior discriminagdo genética. Isso se deve
a pouca diversidade em G. stearothermophilus.

Isolados de B. cereus obtidos por Vidal et al. (2016) foram submetidos a analise
de RAPD-PCR para verificar se tratava-se da mesma cepa que conseguia resistir as condi¢des
de pasteurizagdo e tratamento ultra alta temperatura do leite. Esses isolados foram divididos
em 5 grupos e algumas cepas demonstraram similaridade genética, ou seja, apresentaram
resisténcia térmica em toda a cadeia de producdo do leite UHT.

Sadiq et al. (2016) analisaram 25 amostras de leite em pd, que incluiam férmula
infantil, leite em p6 desnatado e integral. Os isolados foram identificados pela técnica de
RAPD-PCR utilizando o primer OPR-13 e pelo sequenciamento do gene rRNA da regido do
16S. O micro-organismo mais prevalente foi B. licheniformis, e a fonte dessa bactéria pode
ser o solo e o silo de armazenamento. Também foi isolado G. stearothermophilus, A.

flavithermus e, em menor ocorréncia, o grupo de B. cereus.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta de amostras

A amostragem consistiu de 80 amostras de leite em p6 de lotes diferentes de 14
marcas diferentes adquiridos de diversos estabelecimentos comerciais localizados na cidade
de Campinas/SP. As amostras do tipo integral, integral instantaneo, desnatado, desnatado
instantaneo e semi-desnatado, conforme a Tabela 3, foram analisadas. A quantidade de

amostras de cada marca analisada estd apresentada na Tabela 4.

Tabela 3 - Quantidade de amostras analisadas por tipo de leite

Tipo de leite em pé Quantidade de amostras
Integral 27
Integral Instantaneo 27
Desnatado 3
Desnatado Instantaneo 17
Semi-desnatado 6

Tabela 4 - Quantidade de amostras analisadas por marca

Marca Quantidade de amostras
A 10
B 10
C 4
D 18
E 5
F 3
G 3
H 3
I 5
J 4
K 3
L 3
M 6
N 3
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4.2  Contagem e identificacao de células vegetativas e esporos de B. cereus

A unidade analitica de 25 g da amostra foi reconstituida e homogeneizada em 225
mL de dgua peptonada (peptona 0,1%; DIFCO). A partir desta diluicdo, foi realizada diluicao
decimal seriada subsequente até 102 e 0,1 mL de cada dilui¢do foi inoculado em placas de
Petri contendo Agar Manitol Gema de Ovo Polimixina (MYP; HIGHMEDIA) e incubados a
30 °C por 48 h em aerobiose (BENNETT; BELAY, 2001). Apds incubagdo, as coldnias
tipicas foram contadas e até 5 colonias de cada placa foram transferidas para tubo com Agar
Triptona de Soja (TSA; DIFCO) inclinado e incubadas por 24 horas a 35 °C e mantidas a 4-7
°C para posterior identificacao.

Para identificac@o, foram realizadas a caracterizacdo morfoldgica pela coloragdo
de Gram e os testes bioquimicos: utilizagdo de glicose em anaerobiose em caldo vermelho
fenol, reducdo de nitrato, teste Voges-Proskauer (VP), decomposicdo da tirosina, teste de
motilidade, presenca de cristais de toxinas, crescimento rizoide, teste de hemolise, conforme
metodologia da American Public Health Association — APHA (BENNETT; BELAY, 2001).

Para contagem de esporos de B. cereus 10 mL da dilui¢io 10! foi submetido a
choque térmico para 80 °C por 10 minutos (VITTORI et al., 2008). Ap6s resfriamento rpido,
foi realizada diluicdo decimal até 102, As dilui¢des foram inoculadas em MYP e incubadas a
30 °C por 48 h. Apés a incubagdo, as colonias foram contadas e a identificacio de isolados foi

realizada conforme descrito acima.

4.3  Deteccao de genes codificadores de enterotoxinas Nhe e Hbl de B. cereus

Os genes nheA, nheB e nheC codificadores da enterotoxina nao hemolitica (NHE)
e dos genes hblA, hblC e hblD codificadores da hemolisina BL (HBL) foram detectados pela
técnica de PCR.

4.3.1 Extracao de DNA dos isolados de B. cereus

A extracdo do DNA dos isolados foi realizada conforme descrito em Hansen e
Hendriksen (2001) com modificagdes. As culturas foram reativadas em caldo BHI e
incubadas em shaker (Controlled Environment Incubator Shaker; NEW BRUNSWICK
SCIENTIFIC CO.) a 150 rpm, a 32 °C por 18 a 20 horas.
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A partir do crescimento, 250 pL da cultura foi transferido para um microtubo de
1,5 mL e centrifugada a 13000 x g (Heraeus Fresco 17 Centrifuge; THERMO SCIENTIF) por
10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet formado foi ressuspendido em 100 uL de
tampao Tris-EDTA (Tris 10mM, EDTA 1mM; pH = 8,0). O microtubo foi colocado em
banho-maria em temperatura de fervura (100 °C) por 10 minutos, seguido de um resfriamento
rapido. Apods esse tratamento, o microtubo foi centrifugado a 13000 x g por 3 minutos para

decantagdo do residuo e o DNA no sobrenadante foi separado e estocado em freezer a -18 °C.

4.3.2 Amplificaciao dos genes codificadores de enterotoxinas

Para a detecc¢do dos genes de enterotoxina NHE e HBL nos isolados de B. cereus
seguiu-se a metodologia descrita por Hansen e Hendriksen (2001).

As amplificagdes foram realizadas em termociclador (Eppendorf Mastercycler
Gradient; EPPENDORF). A sequéncia dos primers (INVITROGEN BY THERMO FISHER
SCIENTIFIC) utilizados no estudo estdo descritos na Tabela 5.

O controle positivo utilizado na reacdo foi Bacillus cereus NCTC 1143 cedido
pelo Laboratério de Higiene e Legislagdo do Departamento de Tecnologia de Alimentos da
Faculdade de Engenharia de Alimentos da Universidade Estadual de Campinas (DTA-FEA-
UNICAMP/ Campinas — SP).

A reagdo de PCR foi realizada em tubos com 25 puL contendo 1 uL do DNA, 0.2
mM de dNTPs (SINAPSE INC.), 1x Taq Buffer, 1.5 mM de MgCl, 0.5 uM de cada primer e
1 unidade de Taqg polymerase (SINAPSE INC.).

As etapas de amplificagdo para os genes nheA, nheB, hblA, hblC e hblD seguiram-
se de acordo com o ciclo modificado proposto: ciclo inicial de 94 °C por 2 minutos, 35 ciclos
repetidos de 94 °C por 45 segundos, 55 °C por 45 segundos e 72 °C por 1 minuto, e o ciclo
final de extensdo de 72 °C por 5 minutos.

Para a deteccdo do gene nheC seguiu-se de acordo com o ciclo modificado
proposto: ciclo inicial de 94 °C por 2 minutos, 35 ciclos repetidos de 94 °C por 45 segundos,
50 °C por 45 segundos e 72 °C por 1 minuto, e o ciclo final de extensdao de 72 °C por 5
minutos.

Apo6s a amplificacdo, os amplicons foram analisados por eletroforese em gel de
agarose (INVITROGEN) a 1,5 % em Solu¢do Tampao Tris-Borato-EDTA 0,5X (Solugao
10X: Tris 0,89M, EDTA 0,02M, Acido Bérico 0,89M; pH = 8,0) corados em Sybr Safe Green



34

(INVITROGEN), visualizados em transiluminador UV e fotodocumentados (GEL LOGIC
200 IMAGING SYSTEM).



Tabela 5 - Sequéncia dos nucleotideos

35

Micro-organismo Nome do Gene Sequéncia (5' — 3'") Tamanho do Referéncia
8 oligonucleotideo codificador q produto (bp)
Geobacillus Fits2 ITS 16-23S GGG GAA GCG CCG CGT TCG G 300 Prevost, Andre e
stearothermophilus Rits2 do rRNA GTG CAA GCA CCCTTG CAGGCG AAG A Remizes (2010)
Bacillus BSPO-F2 16S rRNA ACG GCT CAA CCG TGG AG 664 Scheldeman et al.
sporothermodurans BSPO-R2 GTA ACC TCG CGG TCT A (2002)
NheA-S heA TAC GCT AAG GAG GGG CA 500
NheA-A e GTT TTT ATT GCT TCA TCG GCT
NheB-S heB CTA TCA GCA CTT ATGGCA G 770
NheB-A e ACT CCT AGC GGT GTT CC
NheC-S heC CGG TAG TGA TTG CTG GG 520
NheC-A e CAG CAT TCG TAC TTG CCA A ,
. Hansen e Hendriksen
Bacillus cereus (2001)
HBLAI1 hbIA GTG CAG ATGTTG ATG CCG AT 120
HBLA2 ATG CCA CTG CGT GGA CAT AT
L1A hbID AAT CAA GAG CTG TCA CGA AT 430
L1B CAC CAA TTG ACC ATG CTA AT
L2A hbIC AAT GGT CAT CGG AACTCT AT 750

L2B CTC GCT GTT CTG TTA AT
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44  Contagem da populacao de esporos de bactérias aerobias mesdfilas

A andlise de esporos de bactérias aerébias mesofilas foi realizada conforme Frank
e Yousef (2004) com modificacdes. A partir da amostra diluida (10!) no item 4.2, uma
aliquota de 10 mL foi transferida para um tubo estéril e submetida a choque térmico de 80 °C
por 12 minutos com posterior resfriamento rdpido em banho de gelo. Foi feita uma dilui¢do
decimal seriada até 102 e¢ 1 mL de cada diluicdo foi inoculado em Agar Padrio para
Contagem (PCA; DIFCO) com 0,1 % de amido solivel pela técnica de Pour Plate
(profundidade). As placas foram incubadas a 35 °C por 48 h. As coldnias foram contadas e

até 5 colonias de cada placa foram mantidas em TSA sob refrigeracao.

4.5  Contagem da populacio de esporos de bactérias aerdobias termofilas

A andlise de esporos de bactérias aerdbias termofilas foi realizada conforme Olsen
e Sorrells (2001) com modificacdes. A partir da amostra diluida (10" no item 4.2, 10 mL
foram transferidos para um tubo estéril e submetido a choque térmico a 100 °C por 30
minutos. Apds resfriamento rapido em banho de gelo, foi feita uma dilui¢iio decimal até 102 e
0,1 mL de cada dilui¢do foi inoculado em Agar Dextrose Triptona (DTA; ACUMEDIA) pela
técnica de plaqueamento em superficie. As placas foram incubadas a 55 °C por 72 h. Apds
incubacdo, as colOnias foram contadas e até 5 colonias de cada placa foram mantidas em TSA

sob refrigerac@o para posterior identificacao.

4.6 Contagem de esporos de bacilos de alta resisténcia ao calor

A partir da amostra diluida (10!) no item 4.2, 10 mL foram transferidos para um
tubo estéril e submetido a choque térmico de 100 °C por 30 minutos e, apds resfriamento
rapido, foi realizada uma diluicdo decimal até 102. De cada diluicdo, 0,1 mL foi inoculado na
superficie de placas com Agar Infusdo de Cérebro e Coragdo (BHI; DIFCO) suplementado
com vitamina B12 (1 mg/L, SIGMA-ALDRICH) de acordo com Montanari et al. (2004).
Ap6s a incubagdo das placas a 35 °C por 48 h, as colonias foram contadas e até 5 coldnias de

cada placa foram mantidos em dgar BHI sob refrigeragcao para posterior identificacao.
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4.7 Identificacdo dos isolados de bacilos aerébios termofilos e bacilos altamente

resistente ao calor por PCR

4.7.1 Extracao de DNA dos isolados

A extracdo do DNA dos isolados foi realizada conforme descrito em Furrer et al.
(1991). Para a identificacdo de Geobacillus stearothermophilus a partir dos isolados de
bacilos termofilos, as culturas foram reativadas em Caldo Triptona de Soja (TSB; SIGMA-
ALDRICH) e incubados por 24 h a 55 °C. Os isolados de bacilos de alta resisténcia ao calor
foram inoculados em caldo BHI suplementado com vitamina B12 (1 mg/L) e incubados por
24 ha35°C.

A partir do crescimento, 600 uL. da cultura foram transferidas para um microtubo
de 1,5 mL e centrifugado a 16200 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
pellet formado foi ressuspendido em 95 pL de Tampdao PCR 1x e tratados com 4 puL de
lisozima (50 mg/mL; FISHER SCIENTIFIC) por 15 minutos em temperatura ambiente, e
entdo digeridos com 1 puL de proteinase K (20 mg/mL; SIGMA-ALDRICH) a 58 °C por 60
minutos. Por fim, os microtubos foram colocados em banho-maria a 95 °C por 6 min e

estocados em freezer a -18 °C.

4.7.2 Identificacao de Geobacillus stearothermophilus

Os isolados de bacilos aerdbios termofilos foram submetidos a identificacao de G.
stearothermophilus utilizando o método de PCR. Para isso, seguiu-se a metodologia descrita
por Prevost, Andre e Remizes (2010).

As amplificagdes ocorreram na regido ITS 16-23S do rRNA em termociclador. Os
oligonucleotideos (INVITROGEN BY THERMO FISHER SCIENTIFIC) utilizados no
estudo estdo descritos na Tabela 5.

O controle positivo utilizado na reacao foi Geobacillus stearothermophilus ATCC
7953 doado pelo Centro de Ciéncia e Qualidade de Alimentos do Instituto de Tecnologia de
Alimentos (CCQA-ITAL/ Campinas — SP).

A preparacdo do mix de PCR foi realizada em tubos com 25 pL de reagdo
contendo 5 uLL do DNA, 0.2 mM de dNTPs, 1x Taq Buffer, 2 mM de MgCl, 0.3 uM de cada

primer e 2 unidades de Taq polymerase.
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As etapas de amplificacio seguiram-se de acordo com o ciclo proposto: 94 °C por
3 minutos, 40 ciclos repetidos de 94 °C por 1 minuto, 65 °C por 1 minuto e 72 °C por 1
minuto, e o ciclo final de extensao de 72 °C por 10 minutos. Apds a amplifica¢do, os
amplicons foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5 % em TBE 0,5x, corados

em Sybr Safe Green, visualizados em transiluminador UV e fotodocumentados.

4.7.3 Identificacao de Bacillus sporothermodurans

A identificacdo de B. sporothermodurans foi realizada utilizando-se o método de
PCR a partir dos isolados de bacilos com esporo de alta resisténcia ao calor. Para isso, seguiu-
se a metodologia descrita por Scheldeman et al. (2002).

As amplificagdes ocorreram na regiao 16S do rRNA em termociclador Eppendorf
Mastercycler Gradient. Os primers (INVITROGEN BY THERMO FISHER SCIENTIFIC)
utilizados no estudo estdo descritos na Tabela 5.

O controle positivo utilizado na reacdo foi Bacillus sporothermodurans DSM
10599 doado pelo Centro de Ciéncia e Qualidade de Alimentos do Instituto de Tecnologia de
Alimentos (CCQA-ITAL/ Campinas — SP).

A reacdo foi realizada em tubos contendo 1 uL. do DNA, 0.2 mM de dNTPs, 1x
Taq Buffer, 1.5 mM de MgCl, 0.3 uM de cada primer e 1.5 unidades de Tag polymerase,
totalizando 50 pL de reacdo. Todos os reagentes utilizados foram adquiridos da Sinapse
Biotecnologia (SINAPSE INC.).

As etapas de amplificacio seguiram-se de acordo com o ciclo proposto: 95 °C por
3 minutos, 30 ciclos repetidos de 95 °C por 15 segundos, 60 °C por 15 segundos e 72 °C por
30 segundos, e o ciclo final de extensdao de 72 °C por 8 minutos. Apds a amplificacdo, os
amplicons foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5% em TBE 0,5x, corados

em Sybr Safe Green, visualizados em transiluminador UV e fotodocumentados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Contagem de células vegetativas e esporos de Bacillus cereus

Todas as coldnias que apresentavam como caracteristica colOnia rosa e rugosa
com formacao de halo de precipitacdo de lecitina devido a acdo da lecitinase em MYP foram
consideradas como tipicas do grupo de B. cereus. Dessa forma, foram obtidos 48 isolados e
com o auxilio dos testes bioquimicos, foi possivel a identificacao desses isolados. Todos os
isolados que apresentaram resultados conforme a Tabela 6 foram confirmados como B.
cereus. Entretanto, para os testes de reducao de nitrato e VP, também foram considerados os
isolados que apresentaram como resultado negativo, uma vez que algumas cepas podem

apresentar esse tipo de resultado (MOSSEL et al., 1967; TALLENT et al., 2012).

Tabela 6 - Resultado esperado dos testes bioquimicos de B. cereus

Teste Resultado esperado
Morfologia Bastonete
Gram Positivo
Crescimento em presenca de lisozima Positivo
Fermentacao da glicose em anaerobiose Positivo
Reducio de nitrato Positivo
Teste de VP Positivo
Decomposi¢do de tirosina Positivo
Formacao de cristais de toxina Negativo
Motilidade Varidvel

Hemolise Halo de B-hemdlise

Fonte: Bennett; Belay, 2001.

O intervalo de contagem de células vegetativas e esporos de B. cereus em leite em
p6 de cada marca estd descrito nas Tabelas 7 e 8. A distribuicdo de células vegetativas foi
maior que a de esporos nas amostras analisadas (Tabela 9). As contagens de células
vegetativas variaram de menor que 2,00 log UCF/g (limite de detec¢ao) a 2,60 log UFC/g em
9 marcas e as de esporos de menor que 2,00 log UFC/g a 3,00 log UFC/g em 3 marcas.
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Tabela 7 — Intervalo de contagem de células vegetativas de B.
cereus em leite em p6 por marca
Marca Contagem de células vegetativas (log UFC/g)
<2,00
<2,00 - 2,00
<2,00
<2,00 - 2,60
<2,00 - 2,00
<2,00 - 2,00
<2,00
<2,00 - 2,48
<2,00
<2,00 - 2,30
<2,00 - 2,30
<2,00
<2,00 - 2,00
<2,00 - 2,00

Z 20 R —=—~ITQMmOmIaOw >

Tabela 8 — Intervalo de contagem de esporos de B. cereus em
leite em pé por marca

Marca Contagem de esporos (log UFC/g)
<2,00
<2,00
<2,00

<2,00 - 2,70
<2,00
<2,00
<2,00
<2,00
<2,00
<2,00
<2,00

<2,00 - 2,00
<2,00

<2,00 - 3,00

Z 2O RAR—==IQmmOaQw»

A maioria das amostras apresentou contagem menor que 2,00 log UFC/g tanto

para célula vegetativa quanto para esporos de B. cereus, sendo, respectivamente, 62 (77,50 %)
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e 75 (93,75 %) amostras, como observado na Tabela 9. As distribuicdes de amostras
contaminadas com células vegetativas e esporos nos diferentes tipos de amostras de leite em
po estdo apresentadas nas Figuras 1 e 2, respectivamente. Também, se observa que apenas 1
amostra apresentou contagem préxima de 3 log UFC/g. Os resultados sao semelhantes aos
encontrados por Reis et al. (2013), Miller et al. (2015) e Sadiq et al. (2016), em que foi

encontrada baixa ocorréncia do micro-organismo no leite em po.

Tabela 9 - Distribuicio de amostras em relacao a contagem de B. cereus

Numero de amostras (%)

< 2,00 log UFC/g 2,00 a 3,00 log UFC/g > 3,00 log UFC/g
Célula
vegetativa 62 (77,50) 18 (22,50) 0 (0)
Esporo 75 (93,75) 4 (5,00) 1(1,25)

Observa-se que nenhuma marca apresentou contagem acima do padrio
microbiolégico estabelecido para leite em pé pela RDC 12/2001 (BRASIL, 2001) de 5x10°
UFC/g, que equivale a 3,7 log UFC/g. Também € notavel que uma amostra da marca “D” e
uma amostra da marca “N” apresentaram as maiores contagens para célula vegetativa e
esporo, respectivamente, porém ainda aceitdvel. Isso demonstra que pode ter ocorrido uma
falha na higienizacdo dos equipamentos ou que O micro-organismo sobreviveu ao

processamento do leite em po.
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Figura 2 - Distribuicao das amostras contaminadas com esporo de B. cereus por tipo de

amostra de leite em pé

No presente estudo foi detectado a presenca do micro-organismo na forma

vegetativa em 18 amostras (22,50 %) e na forma esporulada em apenas 5 amostras (6,25 %)
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do total analisado. Também, em 3 amostras foram detectados a presenca tanto de células
vegetativas quanto de esporos. Além disso, foi verificada que em 10 (71,43 %) das 14 marcas
analisadas foi detectada a presenca da bactéria.

No estudo de Rezende-Lago et al. (2007) foi detectada a presenca de B. cereus em
22 de 30 amostras (73,33 %) de leite em p6 analisadas, ocorréncia maior do que a encontrada
neste trabalho.

De modo geral, as amostras instantaneas estavam mais contaminadas que as
amostras ndo instantdneas. Uma hipdtese para esse fato pode ser a adi¢do de lecitina de soja
ao leite em po instantdneo para aumentar sua dispersabilidade, sendo que a lecitina pode ser
uma fonte de contaminag¢do para o produto final.

Nas amostras de leite em p6 desnatado, exceto leite em pd desnatado instantaneo,
ocorreu uma baixa ocorréncia de B. cereus. Isso pode ocorrer porque durante o desnate do
leite, micro-organismos esporulados, células somdticas e outras sujidades podem ser
separadas junto com o creme (WILBEY, 2002; GHODDUSI, OZER; 2015).

Comparando-se os resultados, foi possivel observar que a contagem de células
vegetativas e esporos de B. cereus foram diferentes entre as amostras da mesma marca. Com
isso, podemos dizer que essa contaminagdo possa ser proveniente da matéria-prima
influenciando diretamente a qualidade do produto final.

Contudo, uma vez realizada a reconstituicdo do leite em pd em temperatura
ambiente e ficar exposto em condi¢des inadequadas, como fora de refrigeracdo por longos
periodos, por exemplo, pode ocorrer a proliferacdo do micro-organismo e causar doenga e/ou
surto apds a ingestdo desse alimento. Da mesma forma, quando € realizada a reconstitui¢ao
com dgua quente ou submetido a uma etapa que envolva o aquecimento, pode ocorrer a
ativacdo e germinagdo dos esporos de B. cereus, favorecendo a proliferacao da bactéria no

alimento, resultando em uma doenga e/ou surto.

5.2  Deteccao de genes de viruléncia de Bacillus cereus

Dentre os 48 isolados suspeitos, 38 foram identificados como B. cereus pelos
testes bioquimicos e foram submetidos a técnica da PCR para deteccdo dos genes de
viruléncia, nheA, nheB, nheC, hblA, hblC e hblD, codificadores de NHE e HBL, responsdveis
pela doenca diarreica. Destes isolados, 57,89 % (22/38) apresentaram a presenca do gene
nheA, 89,47 % (34/38) para o gene nheB, 97,74 % (36/38) para o gene nheC, 60,53 % (23/38)
para o gene hblA, 63,16 % (24/38) para o gene hblC e 60,53 % (23/38) para o gene hblD,
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como descrito na Figura 3. Os perfis dos genes de viruléncia de cada isolado estdo

apresentados na Tabela 10.

57.89

Porcentagem de isolados

nheA

94.74
89.47
60.53 63' 60.53
nheB nheC hbIA hbIC hbID

Gene de enterotoxina

Figura 3 - Porcentagem de isolados positivos para presenca de genes de enterotoxinas



Tabela 10 — Resultado individual dos genes de viruléncia dos isolados de B. cereus

45

Numeragdo do

Complexo Nhe

Complexo Hbl

1solado nheA nheB

nheC

hblA

hblC

hblD

16
19
106
107
108
173
174
176
177
297
298
300
307
317
352
354
356
357
358
360
361
362
363
364
365
366
488
603
716
717
718
720
721
722
723
724
725
892
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+: presenca do gene; -: auséncia do gene
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Entretanto, para a hemolisina BL (Hbl) apresentar a maxima atividade bioldgica,
deve haver a presenca dos 3 componentes dessa enterotoxina. A toxina é composta pelo
componente de ligacdo (componente B) codificado pelo gene hblA e duas proteinas liticas (Li
e Lo) codificadas pelos genes hblD e hblC, respectivamente (LINDBACK; GRANUM, 2006).

A enterotoxina nao-hemolitica (Nhe), também, € constituida por trés proteinas de
tamanhos moleculares de 39, 45 e 105 kDa, codificadas pelos genes nheA, nheB e nheC. A
atividade bioldgica méxima também ocorre quando sdo expressas concomitantemente,
apresentando efeito citotoxico com apenas pequenas quantidades da toxina (LUND;
GRANUM, 1997). Segundo alguns pesquisadores, a presenca de um ou dois componentes do
complexo Nhe ou Hbl, ja € suficiente para causar a doenca diarreica (HWANG; PARK,
2015).

Do total de amostras analisadas, 15 (18,75 %) amostras estavam contaminadas
com B. cereus em que foram detectados um dos complexos de genes. E entre essas 15
amostras, 9 (11,25 %) estavam contaminadas com o B. cereus em que foi detectada os dois
complexos de genes.

Dos 38 isolados avaliados, 14 isolados (36,84 %) apresentaram a presenca dos
seis genes responsaveis pelas duas enterotoxinas, e 21 (52,26 %) e 18 (47,37 %) apresentaram
a presenga, respectivamente, dos genes do complexo da enterotoxina ndo-hemolitica e
hemolisina BL, conforme apresentados na Figura 4. Resultados similares podem ser
observados no estudo de Reis et al. (2013), dos quais foram obtidos 15 isolados de B. cereus
de leite em pé e 9 deles (60 %) apresentaram a presenca do complexo da hemolisina BL. Ja
Hwang e Park (2015) obtiveram 69 isolados de B. cereus a partir de férmula infantil e 21

isolados continham o complexo de genes hbl e 68 continham o complexo de genes nhe.
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Figura 4 — Porcentagem de isolados que apresentaram combinacao dos genes de enterotoxinas

No presente estudo foi observada a presengca de pelo menos 2 genes de cada
enterotoxina em 97,36 % (37/38) dos isolados analisados. Mesmo que os resultados do estudo
mostrem que a contagem esteja dentro do padrdo, esses isolados apresentam um potencial
para causar doenca, e provavel surto, principalmente quando, apds a reconstitui¢do, sdao

expostos em condi¢des inadequadas, favorecendo seu crescimento e produgdo de toxinas.

5.3  Contagem de esporos de bacilos mesoéfilos aerébios

A Tabela 11 descreve o intervalo da contagem de esporos de bacilos mesoéfilos

encontrados em leite em p6 de cada marca.
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Tabela 11 — Intervalo de contagem de esporos de
bacilos aerobios mésofilos em leite em po

Marca Contagem (log UFC/g)
A <1,00 - 1,78
2,04 -2,81
<1,00 - 2,32
1,48 -2,43
2,11-2,92
<1,00 - 1,70
1,00 - 1,30
1,48 -2,78
<1,00 - 1,48
<1,00- 2,11
1,60 - 1,95
1,84 - 3,81
<1,00 - 2,20
<1,00 - 2,00

Z M R—=—~IQTMMOmUOW®E

Diante dos resultados, a maior contagem encontrada foi de 3,81 log UFC/g em
uma amostra da marca L, porém nenhuma amostra apresentou contagem acima de 4 log
UFC/g (Tabela 11). Poucas amostras (9/80) apresentaram contagem menor que 1,00 log
UFC/g (limite de deteccdo do método). Dessa forma, considerando o padrdo microbioldgico
de 1x10° (5,00 log) UFC/g definido pela Portaria n° 369 regulado pelo MAPA (BRASIL,
1997), podemos dizer que todas as amostras estdo dentro do padrado, entretanto essa Portaria
regulamenta a contagem de células vegetativas de micro-organismos aerobios mesofilos
estaveis.

Resultados similares podem ser encontrados como apresentado no estudo de Kent
et al. (2016), em que as amostras de leite em p6 apresentaram uma média de contagem de
2,30 log UFC/g para esporos de bacilos mesoéfilos.

Em um estudo realizado por Vidal-Martins et al. (2005), 85 amostras (77,3 %) de
leite UHT, do total de 110, apresentaram contagem de micro-organismos mes6filos aerdbios
facultativos abaixo de 2,00 log UFC/mL e 25 amostras (22,7 %) apresentaram contagem
acima de 5,00 log UFC/mL.

No presente trabalho, um grande nimero de amostras (47/80 = 58,75 %)
apresentou uma baixa contaminag¢do, de menor que 1,00 a 2,00 log UFC/g. Também se nota

que as amostras do tipo instantaneo estavam mais contaminadas que as outras amostras, o que
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pode ser explicado como anteriormente pela presenca da lecitina de soja que pode ser um

veiculo de contaminacao, como observado na Figura 5.
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Figura 5 - Distribuicio das amostras contaminadas com esporo de bacilo aerdbio
mesofilo por tipo de amostra de leite em po.

Observa-se que a ocorréncia de esporos de bacilo meséfilo em amostras de leite
em po do tipo integral foi maior que a amostras do tipo desnatado. Isso pode ter ocorrido
devido a diferenca de densidade entre os esporos bacterianos, junto a gordura, e o plasma do
leite (WILBEY, 2002; GHODDUSI, OZER; 2015). Na etapa de desnate, pode ter ocorrido o
“arraste” dos esporos para a gordura do leite, diminuindo a carga de esporos no leite
desnatado. Porém, isso ndo foi observado nas amostras do tipo desnatado instantaneo em que
a prevaléncia foi maior que do tipo desnatado, devido a adi¢ao da lecitina de soja.

Contudo, foram obtidos 293 isolados de bacilos mesofilos, sendo necessaria uma
posterior identificacdo desses isolados. Alguns desses isolados obtidos podem ser B. cereus,
tendo ja sido isolados previamente em metodologia especifica. Como ndo foi realizada
nenhuma andlise para identificar esses isolados, eles também podem pertencer as espécies B.
licheniformis, B. pumilus e B. subtilis, que sao predominantemente encontrados em leite
liquido, como relatado por Scheldeman et al. (2005). Sadiq et al. (2016) também confirmou a

presenca de B. licheniformis, micro-organismo mais prevalente, em amostras de férmula
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infantil, leite em p6 desnatado e integral. Além disso, alguns desses isolados também podem

ser identificados como B. amyloliquefaciens, como no estudo de Gonzélez et al. (2013).

5.4  Contagem de esporos de bacilos terméfilos aerdbios

Na Tabela 12 foi apresentada a distribuicdo da contagem de esporos de bacilos

termofilos nas diferentes marcas de leite em pd analisadas.

Tabela 12 — Intervalo de contagem de esporos de
bacilos aerébios termofilos em leite em po

Marca Contagem (log UFC/g)
A <2,00 - 4,48
<2,00 - 3,76
<2,00 - 3,70
<2,00 - 3,74
2,00 -5,43
<2,00-5,10
<2,00 - 4,46
2,00 - 3,00
2,48 - 3,50
<2,00 - 2,30
<2,00 - 3,32
<2,00
<2,00 - 2,70
<2,00-2,78

Z M R—=—~IQTMMOUOW®

De modo geral, observa-se que as amostras apresentaram uma alta contagem de
esporos de bacilos terméfilos entre 4,00 e 5,00 log UFC/g, entretanto, as amostras da marca L
apresentaram contagem abaixo do limite de deteccao (Tabela 12).

Também, no estudo realizado por Kent et al. (2016), verificou-se resultados
similares em que as amostras de leite em p6 apresentaram contagem média de 3,40 e 3,20 log
UFC/g para esporos de bacilos termdfilos e esporos termofilos altamente resistentes ao calor,
respectivamente. Para a contagem desses esporos termofilos, os autores utilizaram choque
térmico de 80 °C/12 minutos e 100 °C/30 minutos, respectivamente. Além disso, foi realizada
a contagem de esporos especificamente termorresistentes e foi encontrado contagem média de

2,50 log UFC/g. Para essa contagem foi realizada um choque de 106 °C por 30 minutos.
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Como se observa nos resultados apresentados na Figura 6, a maioria das amostras
(55/80) apresentou uma alta contamina¢@o por bacilos termoéfilos. Tanto as amostras do tipo
integral quanto integral instantdneo apresentaram alta contaminacdo. Uma hipétese € que os
materiais lipidicos possuem um efeito protetor aos micro-organismos quando submetidos ao
tratamento térmico, como explicado por Ababouch e Busta (1987). Além disso, em uma
marca analisada ndo houve a detec¢do de bacilos termofilos.

Diante dos resultados apresentados nesse presente estudo, verifica-se que essas
altas contagens de esporos de termdfilos indicam que a qualidade do leite em pd nado esta
apropriada, podendo resultar na deterioracdo do produto e derivados e subsequente perda
econOmica. Dessa forma, hd a necessidade de melhoria na higienizacdo dos equipamentos

utilizados no processo, removendo assim possiveis biofilmes formados pelas espécies de

bacilos.
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Figura 6 - Distribuicao das amostras contaminadas com esporo de bacilo aerébio termoéfilo
por tipo de amostra de leite em p6

Foi observado que a contagem para esporos de bacilos termofilos foi bem mais
alta que para esporos de bacilos mesdfilos. Para isso, observa-se a termorresisténcia dos
principais bacilos termoéfilos encontrados em alimentos, como esporos de G.
stearothermophilus apresentando um valor D de D40 = 0,9 segundos (HUEMER et al., 1998)

e para célula vegetativa de Anoxybacillus flavithermus, pois ndao ha estudos sobre a
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termorresisténcia de seus esporos, apresentando valor D79 = 0,69 minutos (REICH et al.,
2017). J& os esporos de bacilos mésofilos, como B. pumilus apresenta Dioo = 0,83 segundos,
B. subtilis apresenta Dioo = 1,18 segundos, B. licheniformis apresenta Dioo = 2,37 segundos e
B. megaterium apresenta Dioo = 2,16 segundos (JAGANNATH; TSUCHIDO, 2003). Além
disso, nas etapas de concentragdo e secagem, durante o processamento do leite em pd,
temperaturas maiores de 100 °C sao utilizadas (FERNANDES, 2009; MODI, 2009; ROWE;
DONAGHY, 2011).

Diante desses dados podemos dizer que as espécies termofilas seriam as mais
prevalentes no leite em po.

Observando os resultados de contagens de esporos de bacilos mesoéfilos e
termofilos, foi verificado que as contagens entre as amostras da mesma marca foram
proximas. Isso pode indicar que a contaminagdo esteja relacionada ao ambiente e a linha de
processamento.

Contudo, foram obtidos 222 isolados de bacilos terméfilos em que se prosseguiu

para a identificacdo de G. stearothermophilus por meio da PCR.

5.4.1 Identificacao de Geobacillus stearothermophilus

Dentre os 222 isolados de bacilos aerdbios termoéfilos submetidos a identificacdo
por PCR da regidao ITS 16-23S do rRNA, 46 foram confirmados como Geobacillus
stearothermophilus, representando 20,72 % (46/222) do total de isolados. A Figura 7 ilustra a

foto do gel de eletroforese do produto da PCR da identificacao de G. stearothermophilus.
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Figura 7 — Eletroforese em gel de isolados de bacilos termoéfilos de leite
em pé comercial para identificacao de G. stearothermophilus

M: marcador de peso molecular de 100 bp

A: controle positivo (G. stearothermophilus ATCC 7953)

B: controle negativo

C, D e E: isolados positivos para G. stearothermophilus

F e G: isolados negativos para G. stearothermophilus

Nas amostras da marca “K” e “N”, foi isolada apenas uma cultura e que foi
identificada como G. stearothermophilus. Na amostra integral da marca “A”, um pouco mais
de 90 % dos isolados também foi identificado como G. stearothermophilus. As marcas “A”,
“K” e “N” foram as que apresentaram maior contaminagao com esse micro-organismo. Tais

resultados podem ser observados na Tabela 13.
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Tabela 13 - Relacao de isolados de bacilos termoéfilos positivos para G. stearothermophilus

por tipo de amostra de leite em pé

Marca Tipo Qua.mtldade de Isol.a.d 08 Porcentagem (%)
isolados positivos

A Semidesnatado 10 7 70,00
Integral 11 10 90,91

B Integral Instantaneo 12 4 33,33
C Desnatado Instantaneo 3 1 33,33
D Desnatado Instantaneo 8 4 50,00
Integral 6 4 66,67

E Integral Instantaneo 3 1 33,33
G Integral 26 8 30,77
H Integral 5 2 40,00

I Integral Instantaneo 8 2 25,00
K Integral Instantaneo 1 1 100,00
M Desnatado 5 1 20,00
N Integral 1 1 100,00
Total 99 46 46,46

G. stearothermophilus foi identificado em 20,00 % (16/80) das amostras e as

contagens variaram de 1,34 a 4,30 log UFC/g. A contagem de G. stearothermophilus obtida

em cada amostra positiva estd descrita na Tabela 14. A amostra 2 da marca “A” e a amostra 2

da marca “G” apresentaram as maiores contagens, 4,30 log UFC/g e 4,10 log UFC/g,

respectivamente. Apenas a amostra 17 da marca “D” apresentou uma baixa contagem de 1,34

log UFC/g.
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Tabela 14 - Contagem de G. stearothermophilus por tipo de amostra de leite em p6

Marca C:r(rlll()gs(;lia Tipo Contagem (log UFC/g)

A 2 Semidesnatado 4,30

9 Semidesnatado 3,20

11 Integral 3,37
B 9 Integral Instantaneo 3,30
C 5 Desnatado Instantaneo 3,22
D 3 Desnatado Instantaneo 2,60

17 Desnatado Instantaneo 1,34

18 Integral 2,82
E 4 Integral Instantaneo 3,73
G 1 Integral 3,28

2 Integral 4,10
H 2 Integral 2,60
1 5 Integral Instantaneo 2,90
K 2 Integral Instantaneo 3,00
M 5 Desnatado 2,00
N 2 Integral 2,00

Os 176 isolados que foram negativos para PCR de G. stearothermophilus, foram
submetidos a um teste de crescimento em caldo TSB a 35 °C por 24 horas, para verificar se
esses isolados sdo capazes de crescer em temperatura de micro-organismos mesoéfilos. Com
isso, 48,30 % (85/176) dos isolados ndo identificados foram capazes de crescer nessa
temperatura. Uma hipétese para explicar esse fato seria que esses isolados sdo mesdfilos,
porém sdo tolerantes a temperatura mais alta conseguindo crescer a temperatura de micro-
organismo terméfilo (T = 55 °C). Algumas espécies como B. licheniformis e espécies do
género Paenibacillus sao classificados como micro-organismos termotolerantes ou
termofilicos (PHILLIPS; GRIFFITHS, 1986; SCHELDEMAN et al., 2005). Além disso,
Ronimus et al. (2003) detectou a presenca de B. subtilis que também € uma espécie de bacilo
mesofilo que pode crescer em temperaturas mais altas, podendo ser um termotolerante.

Os outros 91 (51,70 %) isolados de bacilos termoéfilos de 176 que ndo foram
identificados como G. stearothermophilus e que foram capazes de crescer apenas na
temperatura de 55 °C podem pertencer ao género Anoxybacillus, uma vez que esse micro-
organismo também é considerado termofilo. Assim como observado no estudo de Miller et al.
(2015), em que Anoxybacillus sp. foi o segundo género mais encontrado em amostras de leite

cru e leite em po.
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Como demonstrado no estudo de Sadiq et al. (2016), foi detectado a presenca de
B. licheniformis, micro-organismo mais prevalente, e também G. stearothermophilus e A.

flavithermus em amostras de férmula infantil, leite em pé desnatado e integral.

5.5 Contagem de esporos de bacilos de alta resisténcia ao calor

Para essa andlise, as 80 amostras foram submetidas ao choque térmico de 100 °C
por 30 minutos. Todas as coldnias que apresentaram como caracteristicas morfologicas
arredondadas, coloracdo bege e com uma superficie brilhante e lisa, ou redonda, de coloragdo
amarelo claro e com uma superficie rugosa foram consideradas para a contagem de bacilos
que formam esporos altamente resistentes ao calor.

Do total de 80 amostras de leite em pé analisadas, foram observadas que 47,50 %
(38/80) das amostras apresentaram contagem acima de 2,00 log UFC/g.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 15, podemos observar a
distribuicao das contagens de esporos de bacilos de alta resisténcia ao calor, de acordo com o
tipo de leite. As marcas A, C, D e K apesentaram contagens acima de 3,00 log UFC/g. Para as
marcas F, G, I, L, M e N, as contagens ficaram abaixo do nivel de detec¢do do método (2,00

log UFC/g).



Tabela 15 — Intervalo de contagem de esporos de bacilos
formadores de esporos de alta resisténcia ao calor em leite

em po

Marca

Contagem (log UFC/g)
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2,00 - 2,60
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Figura 8 - Distribuicio das amostras contaminadas com esporo de bacilo altamente
resistente ao calor por tipo de amostra de leite em po.

A maioria das amostras apresentou baixa contaminacdo com contagem abaixo do

limite de detec¢dao, como demonstrado na Figura 8. As amostras que apresentaram maior
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contaminacdo foram do tipo instantdneo, € como mencionado anteriormente, a gordura do
leite pode ter influenciado na sobrevivéncia do micro-organismo no produto.

Também, foi verificado que as contagens entre as amostras de mesma marca nao
ficaram préximas entre si, podendo indicar que a contaminacdo seja proveniente da matéria-
prima, ou seja, a qualidade do leite cru influenciou diretamente a qualidade do leite em po.

Ao todo foram obtidos 60 isolados de esporos resistentes ao calor que foram

submetidos a identificacdo de B. sporothermodurans pela técnica da PCR.

5.5.1 Identificacdo de Bacillus sporothermodurans

Dos 60 isolados de bacilos formadores de esporos altamente resistentes ao calor
obtidos, apenas 2 isolados pertencentes a mesma amostra foram confirmados como B.
sporothermodurans através da técnica de PCR, representando apenas 3,33 % dos isolados,

como pode ser observado na Figura 9:

& B e s bed

Figura 9 - Eletroforese em gel de isolados de bacilos altamente resistente ao calor de
leite em p6 comercial para identificaciao de B. sporothermodurans
M: marcador de peso molecular de 100 bp
A: controle positivo (B. sporothermodurans DSM 10599)
B: controle negativo
C e D: isolados positivos para B. sporothermodurans
E e F: isolados negativos para B. sporothermodurans
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Os dois isolados identificados foram provenientes da mesma amostra da marca
“B” do tipo integral. Ou seja, apds essa etapa de identificacdo, a contagem de B.
sporothermodurans para essa amostra foi de 2,00 log UFC/g.

Baixa ocorréncia (1/80 = 1,25 %) com baixa contagem de B. sporothermodurans
em leite em po foi observada neste estudo, indicando que esta espécie tem pouca
representacao na microbiota deteriorante mesofila de leite em po.

Ha escassez de trabalhos com B. sporothermodurans em leite em p6 no Brasil,
entretanto, ha mais estudos com leite UHT, como no trabalho realizado por Zacarchenco et al.
(2000) que encontrou B. sporothermodurans com contagens variando 4,30 a 5,98 log
UFC/mL.

Os 58 isolados que apresentaram resultados negativos para a identificacao de B.
sporothermodurans, foram submetidos ao crescimento em caldo BHI suplementado de
vitamina B12 1mg/L a 55 °C por 24 horas. Desses isolados, 28 conseguiram crescer nessa
temperatura, ou seja, 48,3 % dos isolados negativos para B. sporothermodurans. Além disso,
esses 28 isolados que demonstraram a capacidade de crescer em temperatura de 55 °C,
classificados como meséfilos termotolerantes, foram submetidos a andlise de PCR para
verificar se seriam G. stearothermophilus. Como resultado, verificou-se que os mesmos nao
sdo G. stearothermophilus, pois esse micro-organismo nao € capaz de crescer em temperatura
de 35-37 °C.

Tais isolados termotolerantes podem pertencer ao género Paenibacillus, uma vez
que esse micro-organismo também pode produzir esporos altamente resistentes ao calor,
como encontrado por Scheldeman et al. (2005).

H4 a necessidade de um melhoramento na metodologia para recuperacdo de
células de B. sporothermodurans em meio de cultura, como ja reportado por Montanari et al.
(2004). Como o B. sporothermodurans € considerado um micro-organismo deteriorante,
sendo relatado em leite UHT (ZACARCHENCO et al., 2000; MONTANARI et al., 2004;
BUSATTA et al., 2005), sdo necessarios estudos mais avangados sobre o comportamento
dessa bactéria tanto no leite fluido quanto na forma em pd, e sobre o efeito do processamento
do leite em p6 sobre os esporos de B. sporothermodurans.

E necessdria uma complementacio do estudo com a identifica¢io dos isolados de
esporos de bacilos altamente resistentes ao calor ao nivel de género ou espécie para definir a

microbiota e contribuir com a qualidade sanitdria do leite em po.
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6 CONCLUSOES

Embora baixas contagens de B. cereus tenham sido encontradas nas amostras de
leite em po6 analisadas, estes apresentaram potencial patogé€nico devido a presenca de genes
codificadores das enterotoxinas NHE e HBL, indicando um risco aos consumidores quando
estes produtos sdo expostos em condi¢Oes propicias para seu desenvolvimento, como a
reconstituicdo e consumo ndo imediato e exposi¢do a temperatura ambiente por longos
periodos, contrariando as recomendacdes de uso do produto. Também como € utilizado como
ingrediente, o leite em po se torna uma fonte de contaminagdo para outros produtos, podendo
ser um risco a seguranca do produto.

Além disso, o principal publico-alvo de consumo de leite em p6 sdo as criangas, €
a presenga desse micro-organismo com grande potencial patogénico € uma preocupagdo a
saude publica.

Foi possivel verificar que a contagem variou entre as amostras da mesma marca
em relacdo a B. cereus e esporos de bacilos altamente resistente ao calor. Dessa forma,
observou-se que a distribui¢do da contaminagdo desses bacilos em leite em p6 nao € uniforme,
e que a qualidade do leite cru influencia diretamente o produto final. J4 para o grupo de
bacilos meséfilos foi verificado resultado de contagens préximas, podendo dizer que essa
contaminag¢do possa ser do ambiente e da linha de processamento.

Altas contagens de esporos de bacilos terméfilos foram encontradas e, portanto, é
importante ressaltar que a maioria dos micro-organismos termoéfilos sdo deteriorantes e a
reconstituicdo desse leite em p6 acompanhado de aquecimento pode propiciar a ativacdo dos
esporos, germinagdo e o desenvolvimento dessas bactérias e uma possivel deterioracdao do
produto, deixando-o em condi¢des inadequadas ao consumo. Dessa forma, é necessdrio o
estabelecimento de um padrio de qualidade microbioldgica para esse tipo de micro-
organismo, uma vez que o leite em p6 € muito utilizado como ingrediente para a produgdo de
outros alimentos lacteos, evitando assim a sua deterioragdo.

Dentro do grupo dos bacilos terméfilos, foi observada uma baixa ocorréncia de G.
stearothermophilus nas amostras analisadas, porém com altas contagens. E importante o
controle desse micro-organismo, pois € o principal micro-organismo deteriorante de alimentos
tratados termicamente.

Uma baixa incidéncia de B. sporothermodurans foi observada nas amostras de

leite em p6 analisadas, sendo necessarios estudos mais aprofundados do comportamento desse
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micro-organismo durante o processamento de leite em pd, uma vez que essa bactéria pode ser
encontrada em leite fluido.

Dessa forma, € necessario melhorar as condicoes de higiene e de processamento
do leite em po para garantir a qualidade do produto e dos seus subprodutos e a seguranca do

consumidor.
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APENDICES

APENDICE A - Quantidade de amostras de leite em pé analisadas por tipo e

Ppor marca
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APENDICE B - Descricio dos isolados de Bacillus cereus de amostras de leite

em po
NUMERACAO DO CODIGO DO
AMOSTRA IS OLED o ISOLADO RESULTADO
B8 603 B8.ICVG Bacillus cereus
D2 107 D2.1CVG Bacillus cereus
D3 108 D3.1CVG Bacillus cereus
D5 176 D5.1CVG Bacillus cereus
D5 177 D5.2CVG Bacillus cereus
D9 297 D9.1CVG Bacillus cereus
D9 298 D9.2CVG Bacillus cereus
D9 300 D9.4CVG Bacillus cereus
D9 317 D9.1CE Bacillus cereus
D11 352 D11.1CVG Bacillus cereus
D12 353 D12.1CVG ND
D13 354 D13.1CVG Bacillus cereus
D13 355 D13.2CVG ND
D13 356 D13.3CVG Bacillus cereus
D13 357 D13.4CVG Bacillus cereus
D13 358 D13.5CVG Bacillus cereus
D13 359 D13.6CVG ND
D14 360 D14.1CVG Bacillus cereus
D13 361 D13.1CE Bacillus cereus
D13 362 D13.2CE Bacillus cereus
D13 363 D13.3CE Bacillus cereus
D13 364 D13.4CE Bacillus cereus
D13 365 D13.5CE Bacillus cereus
D13 366 D13.6CE Bacillus cereus
D17 487 D17.1CVG ND
D17 488 D17.2CVG Bacillus cereus
E2 106 E2.2CVG Bacillus cereus
El 111 E1.2CE ND
F2 307 F2.1CVG Bacillus cereus
F3 720 F3.1CVG Bacillus cereus
H2 604 H2.1CVG ND
H3 716 H3.1CVG Bacillus cereus
H3 717 H3.2CVG Bacillus cereus
H3 718 H3.3CVG Bacillus cereus
J1 16 J1.ICVG Bacillus cereus
J1 18 J1.3CVG ND
J1 19 J1.4CVG Bacillus cereus
K1 173 K1.1CVG Bacillus cereus
K1 174 K1.2CVG Bacillus cereus
L2 605 L2.1CVG ND
L3 725 L3.1CE Bacillus cereus
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M4 719 M4.1CVG ND

M6 892 M6.1CVG Bacillus cereus
M6 893 M6.2CVG ND

N2 721 N2.1CVG Bacillus cereus
N3 722 N3.1CVG Bacillus cereus
N1 723 NI1.1CE Bacillus cereus
N2 724 N2.1CE Bacillus cereus

ND = nao identificado

76



APENDICE C - Descricdo dos isolados de esporos de bacilos aerébios terméfilos de
amostras de leite em po
NUMERACAO DO CODIGO DO

AMOSTRA ISOLADO ISOLADO RESULTADO
A2 81 A2.1T Geobacillus stearothermophilus
A2 83 A2.3T Geobacillus stearothermophilus
A2 84 A2.4T Geobacillus stearothermophilus
A2 86 A2.6T Geobacillus stearothermophilus
A2 89 A29T Geobacillus stearothermophilus
A2 90 A2.10T Geobacillus stearothermophilus
A9 567 A9.1T Geobacillus stearothermophilus
All 863 Al11.2T Geobacillus stearothermophilus
All 864 Al11.3T Geobacillus stearothermophilus
All 865 Al114T Geobacillus stearothermophilus
All 866 Al11.5T Geobacillus stearothermophilus
All 867 Al11.6T Geobacillus stearothermophilus
All 868 Al11.7T Geobacillus stearothermophilus
All 869 A11.8T Geobacillus stearothermophilus
All 870 A11.9T Geobacillus stearothermophilus
All 871 A11.10T Geobacillus stearothermophilus
All 872 Al11.11T Geobacillus stearothermophilus
B1 1 B1.1T ND
B1 2 B1.2T ND
B1 3 B1.3T ND
B1 4 B1.4T ND
B1 5 B1.5T ND
B2 271 B2.1T ND
B2 272 B2.2T ND
B2 274 B2.4T ND
B3 432 B3.1T ND
B3 434 B3.3T ND
B4 560 B4.1T ND
B5 562 B5.1T ND
B5 563 B5.2T ND
B5 564 B5.3T ND
B5 565 B5.4T ND
B5 566 B5.5T ND
B6 607 B6.2T ND
B6 608 B6.3T ND
B7 610 B7.1T ND
B7 611 B7.2T ND
B8 613 B8.1T ND
B8 615 B8.3T ND
B8 617 B8.5T ND
B9 757 B9.1T ND
B9 758 B9.2T Geobacillus stearothermophilus

B9 759 B9.3T Geobacillus stearothermophilus




B9 760 B9.4T ND
B9 761 B9.5T ND
B9 762 B9.6T ND
B9 763 B9.7T Geobacillus stearothermophilus
B9 764 B9.8T Geobacillus stearothermophilus
B9 765 B9.9T ND
B9 766 B9.10T ND
B9 767 BO.11T ND
B9 768 B9.12T ND
B10 769 B10.1T ND
C3 287 C3.1T ND
C3 288 C3.2T ND
C4 576 C4.2T ND
C5 583 C5.7T ND
C5 584 C5.8T ND
C5 586 C5.10T Geobacillus stearothermophilus
D2 91 D2.1T ND
D2 92 D2.2T ND
D2 93 D2.3T ND
D2 94 D2.4T ND
D2 95 D2.5T ND
D2 96 D2.6T ND
D2 97 D2.7T ND
D2 98 D2.8T ND
D2 99 D2.9T ND
D2 100 D2.10T ND
D3 102 D3.2T Geobacillus stearothermophilus
D3 103 D3.3T Geobacillus stearothermophilus
D3 104 D3.4T Geobacillus stearothermophilus
D4 211 D4.2T ND
D4 212 D4.3T ND
D4 213 D4.4T ND
D4 214 D4.5T ND
D4 215 D4.6T ND
D6 275 D6.1T ND
D6 276 D6.2T ND
D8 277 DS8.1T ND
D8 278 D8.2T ND
D9 279 DI.1T ND
D9 280 D9.2T ND
D11 449 DI11.1T ND
D11 450 D11.2T ND
D11 454 D11.6T ND
D12 455 D12.1T ND
D12 456 D12.2T ND
D12 457 D12.3T ND
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D12 460 D12.6T ND
D13 463 D13.3T ND
D13 464 D13.4T ND
D13 467 D13.7T ND
D13 468 DI13.8T ND
D14 469 D14.1T ND
D14 470 D14.2T ND
D14 471 D14.3T ND
D15 588 D15.2T ND
D15 589 D15.3T ND
D15 590 D154T ND
D16 592 D16.1T ND
D16 597 D16.6T ND
D17 598 D17.1T ND
D17 599 D17.2T ND
D17 600 D17.3T ND
D17 601 D174T Geobacillus stearothermophilus
D17 602 D17.5T ND
D18 770 DI18.1T ND
D18 771 D18.2T Geobacillus stearothermophilus
D18 772 D18.3T Geobacillus stearothermophilus
D18 773 D18.4T ND
D18 776 D18.7T Geobacillus stearothermophilus
D18 777 D18.8T Geobacillus stearothermophilus
El 75 EL.IT ND
E2 76 E2.1T ND
E3 281 E3.1T ND
E3 282 E3.2T ND
E3 283 E3.3T ND
E3 284 E3.4T ND
E3 285 E3.5T ND
E3 286 E3.6T ND
E4 630 E4.1T ND
E4 632 E4.3T ND
E4 639 E4.10T Geobacillus stearothermophilus
E5 640 ES.IT ND
Fl1 67 F1.3T ND
Fl1 70 F1.6T ND
F1 71 F1.7T ND
F1 72 F1.8T ND
F1 74 F1.10T ND
F2 289 F2.1T ND
F2 290 F2.2T ND
F3 741 F3.1T ND
F3 742 F3.2T ND
F3 743 F3.3T ND
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F3 744 F3.4T ND
F3 745 F3.5T ND
F3 746 F3.6T ND
F3 747 F3.7T ND
F3 748 F3.8T ND
F3 749 F3.9T ND
F3 750 F3.10T ND
F3 751 F3.11T ND
F3 752 F3.12T ND
Gl 200 G1.IT ND
Gl 201 G1.2T Geobacillus stearothermophilus
Gl 202 G1.3T ND
Gl 203 G14T ND
Gl 204 G1.5T ND
Gl 205 G1.6T ND
Gl 206 G1.7T ND
Gl 207 G1.8T ND
Gl 208 G1.9T ND
Gl 209 GI1.10T ND
G2 837 G2.1T Geobacillus stearothermophilus
G2 838 G2.2T Geobacillus stearothermophilus
G2 839 G2.3T Geobacillus stearothermophilus
G2 843 G2.7T ND
G2 844 G2.8T ND
G2 845 G2.9T Geobacillus stearothermophilus
G2 847 G2.11T Geobacillus stearothermophilus
G2 848 G2.12T Geobacillus stearothermophilus
G2 849 G2.13T ND
G2 850 G2.14T ND
G2 851 G2.15T ND
G2 852 G2.16T Geobacillus stearothermophilus
G2 853 G2.17T ND
G2 854 G2.18T ND
G2 855 G2.19T ND
G2 856 G2.20T ND
HI 189 HI.1T ND
H2 641 H2.1T ND
H2 642 H2.2T ND
H2 644 H2.4T Geobacillus stearothermophilus
H2 646 H2.6T ND
H2 647 H2.7T Geobacillus stearothermophilus
H3 730 H3.1T ND
H3 731 H3.2T ND
H3 732 H3.3T ND
H3 733 H3.4T ND
H3 734 H3.5T ND
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I1 47 I1.1T ND
I1 48 11.2T ND
I1 49 11.3T ND
12 477 12.6T ND
14 619 14.2T ND
14 620 14.3T ND
14 621 14.4T ND
I5 622 I5.1T ND
I5 623 15.2T ND
I5 624 I5.3T Geobacillus stearothermophilus
I5 625 15.4T ND
I5 626 I5.5T ND
I5 627 I5.6T ND
I5 628 I5.7T ND
I5 629 15.8T Geobacillus stearothermophilus
J2 648 J2.1T ND
J3 755 J3.1T ND
J3 756 J3.2T ND
K1 190 KI1.1T ND
K1 191 K1.2T ND
K1 192 K1.3T ND
K1 193 K1.4T ND
K1 194 K1.5T ND
K2 873 K2.1T Geobacillus stearothermophilus
M3 753 M3.1T ND
M5 857 M5.1T ND
C55 858 M5.2T ND
M5 859 M5.3T ND
M5 860 M5.4T Geobacillus stearothermophilus
M5 861 MS5.5T ND
N2 735 N2.1T Geobacillus stearothermophilus
N3 736 N3.1T ND
N3 738 N3.3T ND
N3 739 N3.4T ND
N3 740 N3.5T ND

ND = nio identificado
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APENDICE D - Descricdo dos isolados de esporos de bacilos altamente resistentes ao
calor de amostras de leite em p6
NUMERACAO DO CODIGO DO

AMOSTRA ISOLADO ISOLADO RESULTADO
A3 171 A3.1S ND
A9 491 A9.1S ND
A10 492 A10.1S ND
A10 493 A10.2S ND

A10 494 A10.3S ND
A10 495 A10.4S ND
A10 496 A10.5S ND
A10 497 A10.6S ND
B1 43 B1.3S ND
B1 44 B1.4S ND
B1 45 B1.5S ND
B2 261 B2.2S ND
B2 262 B2.3S ND
B2 263 B2.4S ND
B2 264 B2.5S ND
B3 367 B3.1S ND
B4 489 B4.1S Bacillus sporothermodurans
B4 490 B4.2S Bacillus sporothermodurans
B6 707 B6.1S ND
B8 709 B8.1S ND
B9 727 B9.1S ND
B10 728 B10.1S ND
C1 46 Cl1.1S ND
C4 498 C4.1S ND
C4 499 C4.2S ND
C4 500 C4.3S ND
D1 39 D1.1S ND
D4 172 D4.1S ND
D6 265 D6.1S ND
D8 266 DS8.1S ND
D9 267 D9.1S ND
D11 368 DI11.1S ND
D12 369 D12.1S ND
D13 370 D13.1S ND
D14 371 D14.1S ND
D15 501 D15.1S ND
D15 502 D15.2S ND
D16 503 D16.1S ND
D16 504 D16.2S ND
D16 505 D16.3S ND
D17 506 D17.1S ND
D17 507 D17.2S ND

D17 508 D17.3S ND




D18 729 DI18.1S ND
El 125 E1.1S ND
E2 126 E2.1S ND
E2 127 E2.2S ND
E2 128 E2.3S ND
E2 129 E2.4S ND
E3 269 E3.2S ND
E3 270 E3.3S ND
E4 710 E4.1S ND
E5 712 E5.2S ND
H2 713 H2.1S ND
H2 714 H2.2S ND
J4 726 J4.1S ND
K2 833 K2.1S ND
K2 834 K2.2S ND
K2 835 K2.3S ND
K3 836 K3.1S ND

ND = nao identificado
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