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RESUMO

Foi investigada a presenga de Bacillus cereus em 20 amosiras de cada um
de trés tipos de amoz - polido, parboilizado polido e integral - nas quais se
observaram, respectivamente, indices de contaminagdo de 50%, 10% e 100%,
correspondentes a valores situados entre 1,00 x 102 e 1,76 x 10° UFC/g. Ao todo, 216
amostras de B. cereus foram identificadas e, entdo, classificadas por meio de uma
combinacdo de trés provas bioquimicas, as quais permitiram agrupd-las em frés
bidtipos. Apenas quatro (1,85%) dos isolados mostraram-se amilase-negativos,
caracteristica que tem sido correlacionada com a capacidade de produgdo de
toxina emética. Foram preparadas cinco diferentes suspensdes de esporos, com
microrganismos representantes dos frés bidtipos enconirados e com duas cepas
patogénicas de referéncia. Essas suspensdes foram inoculados em meio de arroz,
formulado de maneira a reproduzir os ingredientes e proporgdes usualmente
adotados em um restaurante institucional. Apds meticulosa monitoragdo das
diferentes operacdes redlizadas na cozinha onde a pesquisa se ambientou, por
meio de medicdes de tempos e temperaturas, foram conduzidos experimentos que
simularam métodos de cocgdo e armazenamento do alimento. Observaram-se
reducdes nas populagdes de esporos de, pelo menos, dois ou t{rés ciclos
logaritmicos, ao final de 40 min de exposicdo a 97.5°C. Os ensaios de crescimento
permitiram observar o comportamento das diferentes cepas as temperaturas de
10°, 15°, 22°, 30°, 37°, 43° e 45°C e geraram curvas a partir das quais foram
calculadas as taxas de crescimento para cada suspensdo em particular.
A formulacdo, adicionada de sal e alho em proporgdes de uso Habitual em nosso
meio, ndo apresentou efeito inibitdrio sobre o crescimento do microrganismo. Todas
as cepas apresentaram crescimento inexpressivo apds frés dias de incubagdo a
10°C, mas, a parfir de 15°C, os microrganismos multiplicaram-se segundo
velocidades crescentes, até 37°C. A partir desta temperatura observou-se declinio
nas taxas de crescimento, sendo que a 45°C as taxas apresentaram-se apenas
ligeramente mais altas do que a 22°C. As maiores taxas de crescimento
registraram-se enire 30° e 37°C, quando as populagdes chegaram a aumentar
cinco ciclos, em nove horas. Um modelo matematico foi ajustado aos dados

experimentais, relacionando taxas de crescimenio e temperatura, o que levou a



estimativas do potencial de crescimento dos microrganismos comespondentes a
cada suspensdo de esporos. A partir dessas estimativas foram fragcadas curvas
predifivas do crescimento do microrganismo em meio de amoz, quando da
exposicdo a duas condicdes de resfiamento. No primeiro caso, simulando
armazenagem em camara de refrigeragdo, o exame das curvas sugeriu aumentos
nas populacdes dos microrganismos da ordem de quatro ciclos logaritmicos, apds
resfriamento de 45° a 11,5°C durante 14h 20min. No segundo caso, quando foi
simulado armazenamento em uma antecmara e queda de temperatura de 45° a
19°C, durante periodo idéntico, as curvas preditivas permitiram estimar aumentos
populacionais de até sete ciclos logaritmicos. Os resultados observados nas
diferentes fases do trabalho permmitiram concluir que é pertinente supor que as
intoxicacdes alimentares por B. cereus, veiculadas por arroz, sejam subestimadas em
nosso meio. Tanto em ambientes domiciliares como em diferentes servicos de
alimentacdo, o processo de resfriamento e as condigoes de armazenagem do
alimento podem permitir crescimento expressivo de diversas cepas, eventualmente
alcancando niveis potencialmente determinantes de infoxicagdes, diameicas ou

emeélicas.



SUMMARY

Twenty samples of each polished, parboiled and unpolished raw rice, were
collected and examined with regard to the presence of Bacillus cereus.
Respectively, 50%, 10% and 100% of the samples were found contaminated,
reaching levels from 1,00 x 102 fo 1,76 x 10° CFU/g. When classified by -using the
combination of three specified biochemical tests, 216 isolates were shown to belong
to three different biotypes. Only four isolates were amilase-negatives, property that
has some close relationship with the emetic foxin production potential. Testing
microrganisms, representing the found biotypes, and two type-sirains (emetic and
diarrheal) were used to prepare spores suspensions. These suspensions were
inoculated in a rice medium, with the purpose to evaluate the effect of rice cooking
on spore survival and to investigate the polential for growth in the medium, which
was formulated to be identical to the preparation adopted in a foodservice
stablishment. The experiments were designed to simulate methods of cooking and
storage conditions commonly used in the foodservice kitchen. Monitoring
procedures were performed with the aim to obtain data needed for describing the
entire processes. The results indicated that the rice cooking procedure reduced the
B. cereus populations at least two or three log cycles, when temperature was kept at
97.5°C during 40 min, while heat-resistant spores would survive. The growth
experiments were conducted at 10°, 15°, 22°, 30°, 37°, 43° and 45°C. All the spore
suspensions germinated and grew well in the rice medium, when incubated at
different temperatures, from 15° to 45°C. The sirains showed a minimum growth after
three days at 10°C. Growth rates were increased as the temperature shifted from 15°
to 37°C and decreased when the temperature arised from 37° to 45°C. The growth
rates at 45°C were similar fo those observed at 22°C. Optimum growth was found to
lie between 30 to 37°C, for all the suspensions. Under these conditions, increases in
B. cereus counts as big as five log cycles were registered after 9 h incubation. A total
of 70 growth curves were generated. Maximum growth rates, for each suspension
and temperature, were calculated by linear regression. Estimated growth rates were
fited by using a mathematical model, in order to predict the values along the entire
temperature range at which B. cereus growth is possible. So, the estimated rates

allowed to build curves, to describe the resulting growth of the micorganism at



cooling and storage conditions simulating observations and measurements made in
the foodservice kitchen. For the first case, the predictive curves were drawn to show
the virtual growth of B. cereus present in cooked rice, when it's allowed to cool at
walk-in refrigerator, and the temperature of the medium falls from 45° to 11,5°C
during a 14h 20min period. The predicted increases in the B. cereus populations
reached four log cycles, when such cooling conditions were simulated. For the
second case, the curves drawn described the predicted growth when cooling rates
are slower, in the walk-in refrigerator hall and, during identical period, the
temperature falls from 45° to 19°C. In this case, the predicted increases in B. cereus
populations reached seven log cycles. The results presented confirm the hazard
associated with B. cereus contamination of cooked rice and show that the standard
preparation, with salt and garlic in the proportions tested, may serve as a food
poisoning vehicle if temperature-abused. Although outbreaks of foodborne diseases
are a common occumence, B. cereus have seldom been incriminated. These
findings indicate that the real risks represented by the microrganism might be
underestimated in foodservice stablishments as well in the homes where cooked rice

provide ideal conditions for its contamination and growth.

vi
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1. INTRODUCAO

Muitos dos agentes causadores de doengas de origem alimentar determinam o
aparecimento de sinftomas cuja origem é facilmente identificada com a ingestdo
de dlimentos contaminados. Tal é o caso das intoxicacdes causadas por Bacillus
cereus, que se manifestam sob duas formas clinicas, uma diamreica e outra emeélica.
A sindrome diarreica é atribuida a uma enterotoxina e caracteriza-se por diarréia e
dores abdominais que surgem 8 a 16 h depois da ingestdo de dlimento altamente
contaminado, enquanto a infoxicagcdo emética é causada por uma toxina distinta,
cuja ingestdo causa a ocoméncia de nduseas e vSmitos dentro de um periodo de

incubagdo muito reduzido, de 1 a 5 h.

Mundialmente, as infoxicagdes alimentares constituem importante causa de
morbidade. As perdas decomentes de tais doencas sdo incalculdveis. Sdo horas
paradas, que ocasionam inferupcdo na producdo de bens e servicos, é o
desprestigio de produtos e sdo os gastos com medicamentos e dietas. Além dessas
perdas, e mais dificeis de contabilizar, hd os prejuizos de ordem emocional que
acompanham o desconforto fisico. Todos esses custos sdo ainda mais sentidos
quando as populagdes atingidas formam grandes contingentes, como acontece

quando os surtos acometem usudrios de servigos de alimentacdo.

A partir da década de 70 multiplicaram-se, no Brasil, as cozinhas de grande
porte, em decoméncia da criagdo do Programa de Alimentac¢do do Trabalhador, o
PAT, que estimulou empresas ao formecimento de refeicdes aos seus empregados,
arcando, assim, com parte das despesas decorrentes da reposicdo dos gastos
energéticos com o trabalho. Atuaimente, mais de 5 mihdes de trabalhadores,
diariamente, recebem alimentagdo preparada em cozinhas projetadas para
atender até alguns milhares de pessoas. Além desses restaurantes industriais, e
operando de forma semelhante na produgdo e distribuicdo de refeicoes, ha os
restaurantes institucionais - em universidades, escolas, creches, asilos e presidios - e
as cozinhas hospitalares, que atendem clientela sadia e enferma. Tem sido
evidente, também, o crescimento do comércio de refeigdes, especialmente em
restaurantes do tipo "self-service”, para atender & demanda de pessoas que, por

necessidade ou conveniéncia, se alimentam fora do ambiente doméstico.
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A importancia dos servigos de alimentagdo na origem dos surtos de doengas
de origem alimentar, por sua vez, parece proporcional &s substanciais quantidades
de dlimentos preparadas e servidas nesses locais. Estudos conduzidos nesses
ambientes contribuem para determinar a suscetibilidade dos sistemas de producdo
de refeigdes a perigos de origem microbiana (CREMER & CHIPLEY, 1977: AVENS
ef al,1978; BRYAN & BARTLESON, 1985). Relatos citados por SNYDER & MATTHEWS
(1984) comprovam o envolvimento de tais estabelecimentos em 54% dos surtos
confiimados pelo CDC (Center for Disease Conirol), durante os anos 80.
Na Holanda, SIMONE ef al. (1997) pesquisaram origens de surtos, verificando que
mais de 50% do total ocomeram em servigos de alimentacdo, locais onde se

registraram, também, aqueles que envolveram os maiores nimeros de pessoas.

Ainda que, no Brasil, as publicagdes sejam escassas, os servicos de
alimentagdo estdo entre os locais onde melhor se identificam os surtos, cujas causas
parecem residir nas dificuldades reconhecidas do setor, entre as quais se incluem a
grande variedade de ingredientes e preparagdes, que proporcionam inUmeras
chances de contaminagbes cruzadas, a mao de obra pouco qudlificada, a
necessidade de baratear custos para enfrentar concoméncias e as plantas fisicas
inadequadas a produgdo de refeigdes. Nesses locais, a preparacdo de grandes
lotes de alimentos, freqientemente a temperaturas subletais, e as lentas operagoes

de resfriamento contribuem para a magnitude dos riscos a que se expdem seus

usudrios.

O aroz é componente invariavel dos cardapios servidos nos servicos de
alimentagdo, em nosso pais, assim como faz parte da dieta brasileira habitual.
Dados apresentados no ANUARIO ESTATISTICO DO BRASIL (1992). revelaram
consumo didrio médio, per capifa, de 82g, com valor maximo de 101,5¢g

observado na regido centro-oeste.

O envolvimento de preparagdes de amoz em surtos de intoxicacdes por
8. cereus tem sido amplamente registrado, especialmente em paises ou regides
onde esse é o cereal basico da dieta. Suficiente comprovacdo hd, também, de
que o amroz cozido € um bom substrato para o crescimento de 8. cereus, tanto para
cepas eméticas como diarmreicas, dinda que sejom as formas de intoxicacao
emética que predominem, associadas ao consumo do alimento. Considerando-se,

portanto, o habito alimentar brasileiro e a insuficiéncia de dados, em nosso meio,
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relativos a importancia do consumo de amoz na etiologia de intoxicagdes por

B. cereus, faz-se oportuna a avaliagdo dos riscos a que esta exposta a populagdo.

Nos Ultimos vinte anos intensificou-se a preocupacdo com a produgdo
higiénica de alimentos e com a protegGo do consumidor. Prevalecem, em nosso
tempo, a aplicagdo das BPF (Boas Praticas de Fabricagdo) e do sistema APPCC
(Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle). Contudo, fica explicito que é
invidvel a obtengdo de alimentos absolutamente isentos de contaminagdo. Dai o
interesse crescente em se quantificar a probabilidade de ocoréncia de um perigo
de origem alimentar, por meio de sistema que pemita estimar riscos envolvidos no
consumo de alimentos (“risk assessment”}. A operaciondlizagdo do que se define
como "estimativa de risco” consiste dos seguintes passos: (1) identificacdo do perigo,
(2) estimativa da exposigdo, (3) estimativa da “dose-resposta” e (4) caracterizagdo

do risco.

A partir das conceituagoes de POTIER {1996) e de NOTERMANS et al. (1997), a
estimativa de riscos decorrentes da ingestdo de B. cereus presente em amoz

compreende:

¢ |dentificagdo do perigo — reconhecimento, a partir de dados publicados, de que
o microrganismo é contaminante freqiiente do alimento (GILBERT & PARRY, 1977;
VIJAYALAKSHMI ef al, 1981; SHAH ef al. 1996), causa intoxicagdes (HAUGE, 1955;
MELLING efal, 1976) e pode crescer e produzir toxinas no amoz cozido a
temperaturas a que habituaimente se expde o alimento pronto (JOHNSON ef al.,
1983, 1984).

e Estimativa de exposicdo - quantificagdo da contaminagao (pelo microrganismo
ou toxinas) a que os consumidores estariam expostos no momento do consumo
do alimento. E feita por meio de testes de armazenamento, acompanhados de

inquéritos que permitam conhecer condigoes dos ambientes onde se processam

as etapas, desde o preparo até o consumo.

e Estimativa da "dosetesposta” - obtida por observagdo de surtos e por ensaqios
{in vivo ou invifro), de forma a estabelecer niveis de contaminagdo que

produzam o efeito téxico.

e Caracterizagdo do risco - processo de identificagdo e quantificacdo de fatores

que levam a exposicdo a niveis inaceitaveis de B. cereus, em amoz cozido.
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Assim, o estudo foi conduzido visando a contribuir para a estimativa de risco
de intoxicagdes por B. cereus associadas ao consumo de amoz, por meio de testes
direcionados a estimativa de exposicdo e caracterizagdo do risco. Ainda que
ambientada em um servigo de alimentagdo de grande porte, a pesquisa apresenta
possibilidade de aplicagdo de seus resultados a outras condigdes, inclusive

domiciliares. O trabalho foi desenvolvido com os seguintes objetivos especificos:
a) avadliar o indice de contaminagdo por B. cereus, em amostras de amoz;

b} classificar os isolados, segundo esquema de biotipagem, de forma a detectar e

quantificar cepas possivelmente patogénicas;

c) observar e avaliar processos de preparo, resfriamento e estocagem do alimento,

no ambiente de um servigo de alimentagao;

d) submeter duas cepas patogénicas de referéncia e outras, isoladas de amoz, a
estudos de sobrevivéncia e de crescimento, de forma a reproduzir e quantificar

efeitos dos processos observados.
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2. REVISAO BIBLLOGRAFICA

2.1. CARACTERIZACAO DE Bacillus cereus
2.1.1. Propriedades gerais do microrganismo

Bacillus cereus figura entre as 34 espécies reconhecidas do género Bacillus,
segundo listagem na nona edi¢do do Bergey's Manual of Systematic Bacteriology
(CLAUS & BERKELEY, 1986) e seu isolamento original é afribuido a FRANKLAND et al.
(1887), segundo citagdo de D'AUBERT ef al. (1980). A designagdo “cereus” - que
significa, em latim, ceroso - descreve bem a aparéncia de suas colonias em meios
de dgar. As bactérias dessa espécie sdo longos bastonetes Gram positivos,
formadoras de esporos, méveis por meio de flagelos peritricos, anaerdbios
facultativos e catalase positivos (CLAUS & BERKELEY, 1986). Além dessas
caracteristicas genéricas, B. cereus exibe outras de grande importancia para sua
identificacdo, como dimensdes da célula vegetativa, com didmetrode 1,0 a 1,2 ym
e comprimento de 3,0 a 50 um, esporos centrais ou paracentrais que ndo
distendem o esporangio e, também, certas caracteristicas fisiolégicas evidenciadas
em metodologias de detecgdo do microrganismo, enire as quais se salientam um
sistema ativo de producdo de lecitinases e incapacidade de fermentar manitol
(JOHNSON, 1984; SHINAGAWA, 1990; HARMON ef af, 1992).

Até meados deste século, a organizagdo taxondmica do género Bacillus era
cadtica, podendo-se considerar que a confribuicdo de SMITH ef al. (1946, 1952),
citados por GOEPFERT ef al. (1972) e HARMON et al. (1992), foi um marco no
processo de classificagdo das espécies. Partiv dai a proposta de dividir o género em
trés grupos, com base em caracteristicas morfoldgicas de esporos e esporangios.
O grupo | consiste de organismos cujos esporos ndo distendem o esporangio;
membros dos grupos Il e Il apresentam distensdo do esporangio, e se diferenciam
pela forma dos esporos, elipsoidais no grupo I e cilindricos no grupo |l
Posteriormente, o esquema foi endossado por GORDON (1973}, e o grupo | foi entao
subdividido de acordo com as dimensdes de suas células vegetativas, de forma que
B. megatenum, B. cereus, B. anthracis, B. mycoides e B. thuringlensis passaram a

compor o grupo |IA, com células de comprimento maior do que 09 pm e
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produzindo glébulos lipidicos. SMITH ef al. (1946, 1952) consideraram 8. anthracis,
B. mycoides e B. thuningiensis variedades de B. cereus, em vez de espécies distintas,
segundo citagcGo de GOEPFERT ef al (1972) e KRAMER & GILBERT (1989). Estes
autores criticaram tal posicdo, chamando atengdo para o fato de que esses
microrganismos sdo todos intimamente relacionados e, para efeitos praticos, cada
um difere de B. cereus por apenas uma caracteristica que pode, inclusive, ser
perdida em culturas repetidas. Assim, a caracteristica diferencial de 8. thunngiensis
é a produgdo de cristais protéicos, toxicos para insetos, enquanto B. mycoides
apresenta crescimento rizéide em meio sdlido e B. anthracis exibe patogenicidade
peculiar para animais. Por isso, tanto agrupd-los em uma s espécie como

considera-los espécies diferentes pareceu questionavel.

A distingGo entre B. cereus e B. thuringiensis - este um biopesticida de ampla
utilizagdo - é, com certeza, a que suscita mais dovidas. Estudos de taxonomia
numérica, baseados em variagdes enzimaticas, desenvolvidos por ZAHNER ef o,
(1989), contribuiram para que sejam considerados uma sé espécie; estes autores
sugerem a possibilidade de que o gene codificador da delta toxina de
B. thuringiensis possa ser transmitido a B. cereus por conjugacdo. HONDA ef dl.
(1991) constataram grande similaridade bioldgica, fisico-quimica e imunoldgica
enfré hemolisinas produzidas por cepas dos dois microrganismos. DROBNIEWSKI
(1993) mencionou a existéncia de B. thunngiensis mutantes, sem cristais,
praticamente impossiveis de se distinguirem de B. cereus. CARLSON et al. (1994),
analisando diversidade genética entre 24 cepas de B.cereus e 12 de
B. thuringiensis, obtiveram resultados indicadores de grande homologia, compativel
com membros da mesma espécie. Estudos de fagotipagem, desenvolvidos por
AHMED efal. (1995). apresentaram evidéncias adicionais da infima associacdo
enire B. cereus e B. thuringiensis. A observagdo de casos de intoxicagdo alimentar,
de recentes descri¢des, atribuidas a B. thuringiensis (JACKSON el al., 1995), e a
verificagdo de produgdo de enterotoxina por cepas do microrganismo isoladas de
alimentos (GRIFFITHS, 1990; JACKSON ef al., 1995; DAMGAARD ef al, 1996; ASANO
elal, 1997), contibuem para reforcar sua semelhanca com B. cereus.
Para DAMGAARD e/ dl. (1996), a diferenga entre B. cereus e B. thuringiensis nGo é
suficiente para classifica-los em espécies distintas e, ainda que a taxonomia
corrente o faga, as evidéncias acumuladas tém indicando indubitdvel necessidade

de revisdo.
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Exemplares tipicos de 8. cereus exibem as seguintes propriedades:

* crescem em alimentos com atividade de agua (aw) > 0,95, conforme observacdes
de RAEVUORI & GENIGEORGIS (1975) e BRYAN ef al. (1981), enquanto JAKOBSEN &
MURREL (1977) relataram crescimento em valores aw a parlir de 0,91. RAEVUOR! &
GENIGEORGIS (1975) relataram reducdo na taxa de crescimenio do
microrganismo a medida que as concentracdes de cloreto de sédio aumentaram,
a partir de 0 %, até que o crescimento cessou quando essa concentragdo chegou
a 10%;

* segundo GILBERT (1979), multiplicam-se a temperaturas entre 10 e 48°C, com faixa
otima situada entre 28 e 35°C. JOHNSON et o, (1983) relataram faixa mais ampila,
enfre 5 e 50°C;

« conforme observado por KIM & GOEPFERT (1971), exibem crescimento na faixa de
pH enfre 4,35 a 9,3. RAEVUORI & GENIGEORGIS (1975) apontaram 4,9 como o
menor valor que pemitiu crescimento. Valores maximos de pH 9.3 também foram
notados por FLUER & EZEPCHUK (1970}, citados por KRAMER & GILBERT (1989);

* JOHNSON ef al. (1983) observaram germinacdo de esporos entre 5 e 50°C e

tempos de geragdo variando entre 26 e 57 min, a temperaturas proximas de 30°C:

» a resisténcia térmica dos esporos varia enire estirpes e com o substrato em que sdo
aquecidos: RAJKOWSKY & MYKOLAJCIK (1987) encontraram valores Diocc entre
0.6 e 27 min e DUFRENNE ef al. (1994) registraram variacdes de Dsec entre 4.6 e
200 min.

Cepas de B. cereus apresentam antigenos somaticos (O), de esporos e de
flagelos (H). Os antigenos somaticos estdo localizados na parede celular e no
profoplasma, e sdo, respectivamente, termoestaveis e termoldbeis. Sdo antigenos
que, freqUentemente, mostram reagdes cruzadas entre linhagens, enquanto os
antigenos de esporos e de flagelos sGo mais especificos. A maior facilidade de
manuseio tem justificado a preferéncia pelo uso dos antigenos H em estudos
sorolégicos (KRAMER & GILBERT, 1989: MIKAMI efal. 1990). Atualmente, sdo
conhecidos 42 sorotipos flagelares (sorotipos H), dos quais 23 t&ém sido associados a
cepas patogénicas (DROBNIEWSKI, 1993).
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Um sumdrio das caracteristicas mais marcantes de B. cereus e ovutros
membros do seu grupo é apresentado no Quadro 2.1, compilado a partir de CLAUS
& BERKELEY (1986) e HARMON ef al. (1992).

QUADRO 2.1 - Caracteristicas de B. cereus e espécies comrelatas

Propriedade B.cereus B. mycoides B. thuringiensis B. anfhracis
Reagdo de Gram + + + +
Catalase + + + +
Lecitinase + + + +
Acido a partir de manitol - - - —
Utilizagdo anaerdbia de dglicose + + + +
Motilidade + - + -
Hemdlise em sangue de carneiro + + + -
Crescimento rizéide - + - —
Producgdo de cristais toxicos - - + —
Redug¢do de nitrato + + + +
Reagdo VP + + + +
Decomposicdo de firosina + + + +
Resisténcia a lisozima + + + +
Utilizagdo de citrato + + + +

+ 90 a 100% das cepas sao positivas
+ 50 a 90% das cepas sdo positivas
90 a 100% das cepas sdo negativas

Diversos pesquisadores, como D'AUBERT ef al. {1980) e HARMON et al. (1992),
chamaram a atengdo para a interpretagdo dos testes de identificagdo, uma vez
que o microrganismo &, fundamentalmente, varidvel em suas caracteristicas
bioquimicas, bem como em relagdo das propriedades soroldgicas e de sensibilidade
a fagos. De modo geral, estirpes de B. cereus utilizam glicose, frutose e trehalose,
mas ndo sdo capazes de degradar xilose, arabinose, galactose, sorbose, sorbitol,
manitol e dulcitol (GOEPFERT ef al.. 1972). A urease é produzida por algumas cepas,
enquanto a grande maioria reduz nitrato a nitrito. Tém sido observadas cepas que

apresentam fraca atividade amilolitica, ainda que a regra seja a produgdo intensa
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de amilase (JINBO & KOKUBO, 1982; SHINAGAWA ef al, 1979, 1985; SHINAGAWA,
1990). SGo microrganismos com capacidade de protedlise, efeito que se exerce
sobre caseina e gelatina devido a uma metaloproteina produzida pela maioria das

cepas, conforme citagdo de GOEPFERT ef af, (1972).

Como a maioria das espécies do género, 8. cereus apresenta esporos
resistentes ao calor, a desidratagdo e a outros fatores destrutivos, o que explica sva
ocoréncia freqiiente em grande variedade de alimentos, crus e processados
(GOEPFERT ef al, 1972; GILBERT, 1979; KRAMER & GILBERT, 1989) e em medicamentos
(GARCIA-ARRIBAS ef al.. 1988; HUSMARK & SIK, 1990). Por causa dessas propriedades
e de sua excepcional capacidade de adesdo, esporos de 8. cereus representam
problema de grande proporgdo na indUstria de alimentos; seus esporos apresentam
a superficie fortemente hidrofébica, com grande capacidade de aderéncia a
materiais comumente usados em superficies de equipamentos e bancadas, como
ago inox, em industrias e cozinhas (HUSMARK & SIK, 1990).

O conjunto de propriedades exibidas por 8. cereus justifica por que tem sido,
desde hd muito, um dos maiores problemas da indUstria de laticinios, onde provocaq,
por acdo de lecitinases, agregagdo da camada lipidica de leite pasteurizado,
fendmeno conhecido como “bitty cream”. Atribui-se-lhe, também, a formagdo de
“sweet curdling” - coagulagdo da caseina sem reducdo de pH (ANDERSSON ef o,
1995).

Membros do género Bacillus apresentam distribuigdo ubiqua e, em funcdo
de suas células secretarem enzimas capazes de degradar grande variedade de
materiais organicos, sdo, basicamente, sapréfitas. Dessa forma, B. cereus
desempenha papel ecolégico bem definido e compde um importante grupo de
interesse biotecnolégico (KRAMER & GILBERT, 1989; DROBNIEWSKI, 1993).

Ainda que sua fungdo biodegradante, no meio ambiente, seja amplamente
reconhecida, as atengdes sobre o microrganismo se acentuaram notoriamente
apos sua identificagdo como patégeno de origem alimentar, agente efiolégico de
intoxicagées que se manifestam em forma de diaméia ou de vdmito, importante
causa de surtos relatados mundialmente. O microrganismo contamina alimentos
durante o manuseio, processamento, estocagem ou distribuicdo, podendo crescer

e causar decomposicdo ou, ainda, determinar a ocoméncia de intoxicacdes, em
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homens e animais (GOEPFERT ef al, 1972; BENNETT ef al, 1993; SHINAGAWA., 1993;
DUFRENNE ef al., 1994). Segundo GRANUM (1994), a bactéria pode ser transferida
para os dlimentos a partir de diferentes fontes e ai sobreviver, em forma de esporos,
a tratamentos térmicos que reduzem a populacdo competitiva, o que |he
proporciona condigdes ideais de multiplicacdo. SHAH ef ai. (1996} reuniram dados
de diversos levantamentos que permitem idenfificar amoz e leite como os mais
importantes veiculos de intoxicacdes pelo microrganismo. Além da ocoméncia em
dlimentos e ambientes, relata-se uma grande proporgdo de portadores
assinfomaticos do microrganismo: cerca de 14% de 711 adultos sadios, em um
levantamento feito na Inglatera, e 43% de 120 escolares, na Africa, segundo
citagdo de DROBNIEWSKI (1993).

380 conhecidas sete diferentes toxinas produzidas por B. cereus, seis das
quais produzidas durante o crescimento vegetativo e secretadas pelas células: duas
hemolisinas (cereolisina e hemolisina ll), #rés fosfolipases-C (fosfatidil-inositol hidrolase,
fosfatidil-colina hidrolase e esfingomielinase - esta com atividade também
hemolitica) e a enterotoxing, responsavel pelo quadro de diaméia. A sélima toxina,
eméfica, provavelmente produzida por acdo enzimatica, a partir de componentes
do meio (DROBNIEWSKI, 1993; GRANUM, 1994, 1997), é um peptideo ciclico,
recentemente purificado por AGATA ef al. (1994). Além dessas toxinas, NACLERIO
etal (1993) identificaram uma proteina com atividade bactericida, que foi
denominada cereina, ativa contra outras cepas de B. cereus, mas que ndo

apresenta interferéncia no crescimento de outras bactérias.

Além das infoxicagdes dlimentares, varias infeccdes, localizadas ou
sistémicas, sdo atribuidas a B. cereus. Estas manifestacdes sdo pouco comuns, em
comparagdo com as formas gastroentéricas. A producdo de toxinas e a
capacidade de invadir tecidos confribuem, inclusive, para doencas oculares
extremamente agressivas, que podem causar cegueira em menos de 24 horas.
Entre as manifestagdes sistémicas, para as quais as fosfolipases e hemolisinas
produzidas pelo microrganismo assumem papel patogénico especial, destacam-se
quadros de bacteremia e sepficemia, endocardite, infeccdes do sistema nervoso
central e do aparelho respiratério, bem como outras infecgoes oportunistas em
pessoas com depressGo da imunidade. A producdo local de proteases pode,
também, ser responsavel por reagdes alérgicas do trato respiratorio (GOEPFERT ef
al, 1972; KRAMER & GILBERT, 1989: DROBNIEWSKI, 1993; FERMANIAN ef o, 1996).

10
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Fato que tem contribuido de maneira notavel para estimular as atencdes
sobre B. cereus, em anos recentes, tem sido o isolamento freqiente de cepas
psicrotréficas, capazes de produzir toxina diarreica, a partir de alimentos mantidos
sob refrigeragdo, especialmente leite (CHRISTIANSSON ef al, 1993a, 1993b;
DUFRENNE ef al, 1995; GRANUM, 1997). Outras caracteristicas, como resisténcia a
altas concentragdes de etanol (BECKERS & VAN ERNE, 1983) e a antibidticos
B-lactGmicos, inclusive a cefalosporinas de 3e geragdo (DROBNIEWSKI, 1993),

também explicam o crescente interesse no patégeno.

2.1.2. Caracteristicas de cepas patogénicas

Varios estudos tém sido desenvolvidos, para identificar cepas patogénicas e
para determinar caracteristicas diferenciais entre os fipos diamreicos e eméticos, de
forma a encontrar associacdes que sivam de instrumento epidemioldgico. Tais
estudos investigam substratos e taxas de crescimento, sensibilidade a antibidticos e
a fagos, caracteristicas bioquimicas e soroldgicas (JOHNSON, 1984; SHINAGAWA,
1990; VAISANEN efal, 1991). Em algumas dessas investigacdes tém sido
encontradas evidéncias da possivel existéncia de cepas produtoras de ambas as
toxinas (BENNETT ef al, 1993; GRANUM, 1997).

Oito cepas de B. cereus, representando quatro tipos diameicos e quatro
eméticos, foram examinadas com relacdo a resisténcia térmica e a geminagdo de
esporos (JOHNSON et al, 1982). Ndo se perceberam diferencas entre esporos das
diferentes cepas expostos a tratamentos de 85 e 90°C, mas os esporos de cepas
diareicas apresentaram maior taxa de germinacéo, apods choque térmico de 70°C
por 15min. Segundo os pesquisadores, isto significaria maior potencial de
sobrevivéncia de esporos eméticos. JOHNSON ef ol (1983), avdliaram a
geminacdo de esporos e o crescimento de cepas pertencentes aos dois tipos
patogénicos, em TSB e meio de amoz Incubando-os a temperaturas entre 5 e 50°C,
ndo perceberam diferencas significativas, a ndo ser pelo fato de que uma das
cepas emélicas era especialmente capaz de crescer em meio de amoz a 45°C.
O mesmo grupo avaliou a sobrevivéncia, germinagdo e crescimento de duas cepas
eméticas e duas diameicos, constatando grande variagdo entre tipos e observando

que as cepas eméficas exibiam maiores taxas de sobrevivéncia aos tratamentos
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térmicos. O meio de amoz usado no experimento ndo parecev favorecer o

crescimento de cepas eméticas (JOHNSON ef al. 1984).

RAJKOWSKI & MIKOLAJCIK (1987) observaram grandes variacdes nos tempos
de destruicao témica, tanto entre cepas como em funcdo de diferentes substratos.
Relataram, qinda, grande variabilidade nas taxas de crescimento, calculadas a
diversas temperaturas, apresentadas por 17 microrganismos caracterizados no
estudo. De maneira geral, porém, ndo se evidenciaram caracteristicas que
pudessem ser relacionadas & patogenicidade. J& os relatos de SHINAGAWA (1993)
associaram esporos de cepas eméticas a maior resisténcia térmica: ndo foram
destruidos a 100°C por 30 min ou a 105°C por 5 min, enquanto os de cepas

diarreicas o foram.

Com relagdo ao padrdo de resisténcia a antibidticos, KAMAT ef o, (1989) nao
observaram distingdo entre cepas e destacaram a necessidade de se considerar
B. cereus um patégeno, sistematicamente, visto que a maioria das estirpes é
toxigénica. Também SHAH ef al (1996) ndo observaram diferengas significativas

entre 50 isolados de 300 amosiras de alimentos

A especificidade dos antigenos H pemitiu a idenfificagdo de 18 sorofipos
flagelares de B. cereus, para alguns dos quais se encontraram associagdes com as
duas sindromes (TAYLOR & GILBERT, 1975). Segundo investigacdo de GILBERT &
PARRY (1977). cinco sorotipos foram mais comumente encontrados entre cepas
eméticas (1, 3, 4, 5 e 8). Um ou mais destes sorotipos foram encontrados em 56 de 61
surtos emeéficos, todos associados ao consumo de amoz, sendo o sorotipol o mais
comum, isolado de 69% dos surtos. Os sorotipos 2, 6, 9, 10 e 12 sé foram isolados de
surtos diamreicos, mas os sorotipos 1 e 8 foram implicados, também, em surtos
diamreicos - dai a conclusdo dos autores de que a sorofipagem ndo é suficiente
para distinguir os dois tipos patogénicos. Posteriormente, o esquema original de
sorofipagem foi ampliado para 23 sorofipos por PARRY & GILBERT (1980).
Estes autores divulgaram resultados segundo os quais esporos do sorofipo H-1 eram
os mais termorresistentes entre sete tipos testados, concluindo que o procedimento
de cocgdo usado no preparo de arroz parecia seletivo para certos sorotipos.
Isso explicaria o fato de ser o tipo H-1 o mais habitualmente implicado em surtos
eméticos. MIKAMI ef al. (1990), afirmaram que mais de 90% dos surtos eméticos sdo

devido a estirpes pertencentes ao sorofipo H-1. Investigacdes epidemiologicas mais
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recentes tém indicado que sorotipagem pode ser, realmente, um instrumento
auxiliar no reconhecimento de cepas eméticas: SHINAGAWA (1993) relatou a
caracterizagdo de, aproximadamente, 80% de cepas eméticas no sorofipo H-1 e
NISHIKAWA et al. (1996) identificaram o tipo H-1 em 37 de 38 isolados de surtos
eméticos, os quais exibiram respostas positivas em ensaios de avaliagdo da

toxicidade.

O uso de andlise cromatografica de dcidos graxos para identificar 8. cereus
e determinar a origem das cepas foi adotado por RAEVUORI ef dl., (1976), mas as

diferengas entre composigdes de diferentes exemplares eram tao pequenas que

ndo permitiram resultados conclusivos.

A suscetibilidade do microrganismo a bacteriéfagos também foi testada com
objetivos de diagndstico e diferenciacdo entre tipos. MAJOR ef al, (1969). citados
por JOHNSON (1984) ndo encontraram diferencas na suscetibilidade a fagos nem
na sensibilidade a antibidticos, entre cepas diarreicas e eméticas. VAISANEN ef o,
(1991) encontraram muitas reagdes cruzadas entre B. cereus e outras espécies do
grupo. Para AHMED ef al (1995}, a fagotipagem pode ser um valioso auxiliar na
identificacGo da origem dos surtos de intoxicacdo por B. cereus, mas ndo na
discriminagdo entre tipos patogénicos: usando 12 bacteridfagos, propuseram um
esquema que pemitiv classificar 97% de 161 isolados de surtos, obtendo fimas

correlagdes entre os tipos isolados de alimentos e os isolados de fezes dos doentes.

Correlagdo enire a capacidade de fermentacdo de salicina e auséncia de
patogenicidade foi mencionada por D'AUBERT efal (1980). Observacdo
semelhante foi relatada por SHINAGAWA (1990), de que 78% das cepas ndo
patogénicas apresentaram resultados positivos, em testes de fermentacdo de

salicina, contra apenas 31,9% das cepas patogénicas.

SHINAGAWA ef al. (1979) estudaram 82 exemplares de B. cereus isolados de
surtos emélicos e observaram que todos eram amilase-negativos. Posteriormente, o
teste de amido foi proposto, por JINBO & KOKUBO (1982), como parte de um
esquema simples de biotipagem, de forma que cepas patogénicas de 8. cereus
poderiom ser identificadas a partir de sua incapacidade em hidrolisar amido.
Entretanto, resultados apresentados por SHINAGAWA efal (1985), levaram a

conclusdo de que apenas as cepas eméticas sdo, sistematicamente, negativas ou
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fracamente amiloliticas, enquanto cepas diarreicas comumente hidrolisam amido:
entre 53 isolados amilase-positivos, verificaram que 41,5% produziam toxina
diarreica. O teste de amido foi recomendado por SHINAGAWA (1993), como forma
preliminar de selecionar cepas eméticas de B. cereus. A associagdo de cepas
amilase-negativos com producdo de toxina emética foi confirmada, também, por
NISHIKAWA ef al. (1996). em 38 isolados de surtos. Esses autores citaram resultados
semelhantes obtidos por YASUKAWA ef o, (1981). que submeteram ao teste de
amido 40 amostras do microrganismo isoladas de surtos eméticos e relataram 100%
de resultados negativos, enquanto apenas 25,9% das isoladas de alimentos exibiram
a mesma caracteristica. OMBUI ef al. {1997) constataram a capacidade amilolitica

em 96% das cepas diarreicas pesquisadas.

SHINAGAWA (1990) considerou a biotipagem menos efetiva do que a
sorofipagem, na diferenciagdo de cepas patogénicas, em decoméncia da falta de
padronizagcdo e da subjetividade na interpretacdo dos testes bioquimicos.
Reconheceu, entretanto, que esquemas de biotipagem apresentam grande

potencial de uso epidemiolégico, especialmente em conjunto com fagotipagem.

2.2. METODOS ANALITICOS PARA B. cereus
2.2.1. Meios de isolamento e enumeracdo

As metodologias para detecgdo e identificacdo de B. cereus confinuam
sendo a base para o diagnéstico de suas intoxicagdes. Dada a ubigliidade do
microrganismo, os procedimentos de prevengdo requerem a monitoracdo e
controle de produtos, ingredientes e ambientes, o que leva & necessidade de se
dispor de meios de isolamento suficientemente seletivos a ponto de impedir o
crescimento de oufros microrganismos comuns a uma grande variedade de
alimentos e locais (VAN NETTEN & KRAMER, 1992).

A verificagdo da presenca de B. cereus em alimentos e ambientes & feitq,
usualmente, por método de contagem padrdo em placas. Contudo, é
amplamente aceita a recomendacdo de HARMON (1984) de que, para estimar
populagoes de B. cereus em alimentos com populagdes abaixo de 100 UFC/g, é

mais apropriado usar técnica de NUmero Mais Provavel (NMP), empregando caldo
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seletivo. As contagens em placas, contudo, apresentam maior consisténcia de
resultados, segundo LANCETTE & HARMON (1980).

Nos primeiros estudos relacionando 8. cereus a infoxicagoes alimentares,
HAUGE (1950, 1955) adotou método de inoculacdo direta em superficie de
dgar-sangue, o que foi referendado pelo Nordic Commmittee on Food Analysis
(apud VAN NETTEN & KRAMER, 1992). Esse sistema apoia-se, tdo somente, no
reconhecimento de caracteristicas morfoldgicas das coldnias hemoliticas em meio
de agar, sem nenhum principio selefivo, e foi aprimorado por KRAMER ef ol. (1982),
que propds o espalhamento de polimixina-B na superficie do meio, conforme
citagcdo de VAN NETTEN & KRAMER (1992).

Pelo menos 11 meios de agar foram desenvolvidos, desde 1946, com o
propdsito de isolar e enumerar o microrganismo, tendo sido relacionados por
VAN NETTEN & KRAMER (1992). Em todos esses meios seletivos para B. cereus, o
indculo deve ser espathado em superficie, o que permite a formacdo de coldnias
caracteristicas, de facil identificagdo. A incubacdo a 30°C é reconhecida pela
maioria dos autores como a mais indicada para promover o crescimento do
microrganismo. Os agentes seletivos utilizados nos meios de isolamento limitam-se a
polimixinas, cloreto de litio e actidiona. Os efeitos de cloreto de litio, contudo,
ef al, 1967). A polimixina-B apresenta efeito bactericida contra Gram-negativas e
interfere na estrutura de membranas citopldsmicas. O espectro antibacteriano da
polimixina-E & semelhante ao da polimixina-B, permifindo que bactérias Gram-
positivas aerdbias ou facultativas crescam, inclusive algumas manitol-negativas,
capazes de formar coldnias nos meios seletivos descritos (VAN NETTEN & KRAMER,
1992).

Os sistemas de diagnéstico utilizados nos meios de isolamento de 8. cereus
exploram caracteristicas morfolégicas de suas coldnias, bem como propriedades
fisioldgicas relacionadas & producdo de lecitinases e & incapacidade de fermentar
manitol (VARADARAJ, 1993). A reagdo de precipitacdo de lecitina envolve hidrélise
mediada por fosfolipases C, enzimas dependentes de ions Ca e In, ou Mg,
caracterizadas pelo sitio de clivagem, nos fosfolipideos. E um sistema enzimdatico
complexo, que ocasiona a precipitacdo do substrato e o aparecimento de zona

opaca em volta das colbnias, em meio sdlido, propriedade explorada na
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elaboragdo da maioria dos meios seletivos desenvolvidos para isolamento do
microrganismo (TITBALL, 1993), diferente da reagdo de formacdo de halo
transparente, observada, por exemplo, em colénias de Staphylococcus aureus,
Serraltia marcescens e Proteus vulgaris (VAN NETTEN & KRAMER, 1992).

O tamanho da zona de precipitagcdo pode dificultar a contagem de
unidades formadoras de colénia (UFC). Tal problema pode ser contornado pela
reducdo da faixa de contagem para 10 a 100 UFC (HARMON ef al., 1992), ou limitar
a contagem até 30 UFC, j@ que a codlescéncia de coldnias, acima desse nUmero,
pode dificulta-la (HARMON et al, 1984).

Segundo SHINAGAWA (1990) e VAN NETTEN & KRAMER (1992), os meios mais
difundidos, atualmente, incluem o uso de polimixina-B, gema de ovo (fonte de
lecitina) e um indicador de pH. Tais meios apresentam seletividade decorente da
resisténcia de Bacillus & polimixina e seu sistema de diagndstico é baseado em
precipitagdo de lecitina e coloracdo do meio, conforme descrigbes que se

seguem,

a) Meio de Mossel (MOSSEL ef al, 1967): conhecido como MYP, sigla de "mannitol -
egg yolk - phenol red - polymyxin”, detecta 8. cereus pela forte reacdo de
lecitinase, comum & maioria das cepas, e pela incapacidade de degradar
manitol, evidenciada pela dicalinizacdo do meio. O uso de polimixina-B foi
sugerido por DONOVAN (1958), citado por MOSSEL ef o, (1967). para inibir a
maioria das espécies ndo pertencentes ao género Bacilus. Assim é que, de
acordo com seus autores, coldnias planas, sem brilho, de bordas ligeiramente
onduladas, com 3 a 6 mm de diGmetro, rodeadas de halo denso e branco de
precipitagdo de lecitina contra fundo réseo amoxeado intenso do meio, sdo
contadas como presumiveis unidades (células ou esporos) de 8. cereus. Segundo
VAN NETTEN & KRAMER (1992), é o meio mais usado nos Estados Unidos e em

outros paises filiados & 1ISO (International Standards Organization).

b) Meio KG (KIM & GOEPFERT, 1971): o meio foi descrito para identificacdo
presuntiva de 8. cereus e espécies do grupo | do género Bacillus, com base na
formagdo de zona de turbidez em volta das coldnias, resultado da precipitagcao
de lecitina. O uso de vermelho de fenol, no meio KG, serve apenas para

acentuar a reagdo de lecitinase e, como no meio MYP, a polimixina B é o agente
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seletivo. E, caracteristicamente, um meio pobre, sem carboidratos, que estimula
a formagdo de esporos livies dentro de poucas horas, o que pemmite a
observagdo antecipada de cristais protéicos em 8. thuringiensis e, assim, sua
diferenciagdo. Os autores do meio KG consideram o meio MYP ineficiente em
eliminar microrganismos manitol-positivos porque permmite o crescimento de
grandes nUmeros de espécies fermentadoras de manitol, o que torna o meio
amarelo, dificultando, ou mesmo impedindo, a visualizagdo de coldnias manitol-
negativas. Além do meio seletivo KG, seus autores propuseram uma técnica
sorolégica rapida para confimacdo de 8. cereus, dependente da producdo de
endosporos livres dentro de 24 h (KIM 8& GOEPFERT, 1972).

Meio PEMBA ("polymyxin — pyruvate - egg yolk — mannitol - bromothymol blue
agar”): foomulado por HOLBROOK & ANDERSON ( 1980), & apresentado como
meio seletivo e de diagndstico que permite detectar e identificar com rapidez
pequenos numeros de B. cereus em alimentos. A base para o reconhecimento
das coldnias, como no meio MYP, reside na incapacidade de B. cereus em
fermentar manitol. A alcalinidade do meio PEMBA é revelada pelo indicodér azul
de bromotimol e o uso de piruvato tem como objetivos intensificar a reagdo de
lecitinase, facilitar a esporulacdo e reduzir o espalhamento das coldnias de
B. cereus . A seletividade do meio PEMBA pode ser acentuada pela adigdo de
actidionq, recomendada para alimentos suspeitos de elevada contaminagdo
por fungos. HOLBROOK & ANDERSON (1980) reforcaram a restricdo feita ao meio
MYP por KIM & GOEPFERT (1971), e fizeram, por outro lado, criticas as fracas
reagSes de lecitinase, observadas no meio KG. O meio PEMBA é de uso muito
difundido no Reino Unido (VAN NETTEN & KRAMER, 1992).

Além desses meios de uso mais comum, outros tém sido mencionados e

adotados. JINBO efal (1978) desenvolveram um meio para enumeragdo de

cereus em alimentos de origem animal, baseado no meio KG, adicionado de

0.3% de dlicina e 0,4% de cloreto de sédio. Glicina apresenta, nesse meio, atividade

inibitéria contra 8. subfilis, sem prejuizo do crescimento de 8. cereus.

Tem merecido destaque o meio PEMPA (“polymyxin — pyruvate - egg yolk-

mannitol - bromocresol purple agar”), desenvolvido por SZABO ef o, (1984), como
proposta de aperfeicoamento do meio PEMBA. As freqUentes ocoméncias de

coldnias atipicas e inconsistentes reacdes de lecitinase, observadas no meio de
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HOLBROOK & ANDERSON (1980), levaram & substituicdo do indicador e & reducdo
do tempo de incubagdo para 18 a 24 h, condicdes consideradas mais favordveis

ao reconhecimento e contagem das colénias de B. cereus.

RABINOVITCH & VASCONCELOS (1987) desenvolveram, no Brasil, um meio que
permite o uso de menor concentragdo de polimixina-B, ou, mesmo, sua substituicGo
por colistina (polimixina-E), com eventual adicdo de actidiona. O meio recebeu
adi¢do de zinco para acentuar a reagdo de lecitinase e apresenta uma vida Gtil de
até trés semanas, bem superior ao MYP, KG e PEMBA, cuja esfocagem médiaq, a
4°C, é de quatro dias. Também no Brasil, VASCONCELOS & RABINOVITCH (1995)
desenvolveram uma fémula seletiva mais econémica, que dispensa o uso de
antibidticos. O meio, denominado VRM, inclui em sua formulac@o um indicador de
oxidagdo-redugdo (resazurina) e gema de ovo, além de componentes que
estimulam a reagdo fosfolipolitica e a esporulagdo. Com pH alto (8,2) o meio inibe
ou retarda crescimento de oufros microrganismos, entre os quais 8. megaternium.
A eficiéncia do meio VRM foi testada em 86 amostras de alimentos contaminados

por B. cereus, permitindo contagens ligeiramente superiores as obtidas em MYP.

HOOD et al (1990) propuseram um meio para isolamento, enumeragdo e
pronta identificagdo de B. cereus e Clostridium perfringens, para uso em alimentos e
fezes, em casos suspeitos de intoxicagdo alimentar. O meio é especialmente
indicado para recuperagdo de células vegetativas injuriadas de C. perfringens,
porém mostrou-se tdo eficiente quanto os meios fradicionais, no isolamento de

B. cereus.

Vérios trabalhos dedicaram-se a comparar a eficiéncia de diferentes meios
no isolamento seletivo de B. cereus. HARMON ef al. (1984) observaram melhor
diferenciagdo das colbnias em MYP do que em PEMBA, jG@ que, neste Ultimo, o
espathamento das colbnias € maior e impede contagens superiores a 30 UFC:
segundo estes autores, o meio MYP permite identificar B. cereus com menor nimero
de testes adicionais. PETERZ efal. (1985) ndo detectaram diferenca entre MYP,
PEMBA e d&garsangue ndo seletivo, analisando isolados de leite e‘ alimentos
desidratados. RUSUL & YAACOB (1995), fizeram sérias restricoes ao meio PEMBA,
criticando-o pela baixa seletividade no isolamento de 459 coldnias presuntivas de

B. cereus, das quais apenas 42,3% foram confirmadas.

18



RevisGo Bibliografica

2.2.2. Identificacao de B. cereus

Os métodos e interpretagdes desenvolvidos por GORDON ef of. (1973) e por
COWAN & SIEEL (1974), apud SHINAGAWA (1990), constituem a base para

esquemas de identificagdo adotados por varios pesquisadores.

LANCETTE & HARMON (1980) conduziram um importante trabalho de
identificagdo em amosiras de 8. cereus obtidas de alimentos, isoladas de colénias
presuntivas em agar MYP. Foi um estudo desenvolvido de forma cooperativa por 15
laboratérios patrocinados pelo Food and Drug Association (FDA), adotando
metodologia de confimacdo baseada nas provas bioquimicas contidas nos
seguintes meios: caldo glicose — vermelho de fenol, caldo Voges-Proskaver (VP)
modificado para B. cereus, agar-tirosina e caldo lisozima. De 420 exemplares de
B. cereus, apenas um ndo foi convenientemente confirmado, o que levou o grupo a
recomendar a metodologia, que se fornou classica na identificagdo do
microrganismo. Posteriormente, nova avaliacdo, relatada por HARMON (1982),
levou o grupo a recomendar metodologia para diferenciar membros do grupo de
B. cereus: crescimento rizéide, atividade hemolitica em sangue de carneiro,
motilidade em meio semi-sdlido e producdo de cristais paraesporais. Assim é que,
segundo o FDA, confirmam-se coldnias presuntivas de 8. cereus, isoladas de meio
MYP, pela verificagdo de producdo anaerdbia de acido a partir de glicose,
redugdo de nitrato a nitito, produgdo de acetimetiicarbinol em caldo VP,
decomposicdo de tirosina e crescimento em presenga de 0,001% de lisozima.
Auséncia de crescimento rizide e de cristais paraesporais, motilidade e atividade
hemolitica sGo as caracteristicas diferenciais da espécie (HARMON, 1984; KRAMER &
GILBERT, 1989).

MASSON (1983) sugeriu um método de identificacdo simplificado que,
diferente do FDA, utiliza o meio PEMBA para selecionar coldnias fipicas de B. cereus
e, entdo, submeté-las a duas provas: producdo de gelatinase e utilzacao de xilose

(B. cereus hidrolisa gelatina e ndo degrada xilose).

SHINAGAWA (1990) adotou metodologia mais elaborada para estudar 82
cepas eméticas, 9 cepas diarreicas e 486 isolados de alimentos ndo envolvidos em
surtos. Op. cif., GORDON et al. (1973) e COWAN & STEEL (1974) haviam sugerido a

expeclativa de grande variabilidade no comportamento biogquimico das cepas.
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Entretanto, o estudo conduzido revelou uniformidade nos resultados, especialmente
nos testes de moltilidade, vutilizagdo anocerébia de dlicose, produgao de
acetiimetilcarbinol e hidrdlise de gelatina (100% das cepas, patogénicas ou ndo,
exibiram resultados positivos). Foi observada absoluta predominancia de resultados

positivos nos testes de utilizagao de citrato e redugao de nitrato.

Objetivando a rapida investigagdo de surtos, MURAKAMI efal (1991)
desenvolveram um método de ELISA (“enzyme linked immunosorbent assay”)
simplificado, para detectar presenga de B. cereus em alimentos contaminados,

usando anticorpos policlonais capazes de reagir com antigenos flagelares de 23

estirpes.

2.3. INTOXICAGCOES ALIMENTARES CAUSADAS POR B. cereus

A idéia de que os microrganismos exergam seus efeitos patogénicos sobre
homens e animais por meio da elaboragdo de substancias toxicas € quase tdo
anfiga quanto a prépria teoria de doengas de origem microbiana. ARBUTHNOTT
(1978) faz mengdo a estudos conduzidos, no século passado, quando KLEBS (s.d.)
sugeriu que “sepsinas” seriam responsdveis por lesdes produzidas por estafilococos e
KOCH (s.d.) definiuv a célera como uma “ftoxicose". Desde entdo, muito se
desenvolveu o conhecimento sobre a capacidade de sintese de compostos
téxicos - provaveis mecanismos de sobrevivéncia dos microrganismos — causadores

de sérios problemas a humanidade (SREENIVASAMURTHY, 1980).

A maioria das cepas de B.cereus é capaz de elaborar uma grande
variedade de metabdlitos extracelulares, principalmente durante a fase de
crescimento exponencial, entre os quais toxinas ou fatores de viruléncia
identificados em ensaios de laboratério e por sua associagdo epidemiolégica com
infecgdes ou intoxicagdes (TURNBULL ef al, 1979; KRAMER & GILBERT, 1989).

Em doencas de origem alimentar causadas por B. cereus, dois tipos de
sinftomatologia sdo conhecidos, um de natureza diarreica e oufro vomitivo. Ambas
as formas sao atribuidas a toxinas produzidas pelo microrganismo. A toxina diarreica
foi testada pela primeira vez na Noruega (HAUGE, 1950, 1955) e o tipo emético de
intoxicacdo foi reconhecido pelo Public Health Laboratory Service, de Londres, em
1972 (RIVAS & RODRICKS, 1979). Desde as primeiras evidéncias de suas propriedades



RevisGo Bibliografica

enteropatogénicas, o microrganismo vem sendo considerado um dos mais
importantes agentes etiolégicos de doencas de origem alimentar (GRANUM, 1994,
1997).

Estudos com voluntarios humanos, desenvolvidos ao final da década de 40,
foram decisivos em associar 8. cereus & etiologia de intoxicacdes diameicas. Até
essa época a taxonomia do género Bacillus era exiremamente confusa, o que
dificultava o diagnédstico dos surtos. SMITH ef al. (1946), citados por GOEPFERT et al.
(1972) e CLAUS & BERKELEY (1986), elaboraram a proposta que contribuiv para
ordenar o género e caracterizar as espécies, permitindo methor identificagdo do
grupo de B. cereus. Assim, foi possivel o reconhecimento do papel patogénico do
microrganismo em intoxicagdes de origem alimentar, mediante meticulosa
investigagdo de quatro surtos ocoridos na Noruega (HAUGE, 1950, 1955). Tais
estudos merecem mengdo especial, ndo apenas por seu valor histérico como
também pela invulgar conducdo da pesquisa: apds observar quatro surtos
semelhantes de gastroenterite, ocomidos em trés hospitais, que afetaram 600
individuos - todos associados ao consumo de sobremesa preparada com
antecedéncia de 24 horas ou mais - o pesquisador suspeitou de que um erro estaria
sendo cometido ao confundir o agente causal com Clostidium welchii
(C. perfringens). Como os quatro surtos eram bastante semelhantes, apenas um foi
estudado e relatado detalhadamente pelo pesquisador. Exame direto ao
microscépio revelou alta contaminacdo, com grandes bastonetes Gram positivos
esporulados, em creme de baunilha, preparagdo suspeita comum a todos os surtos,
e em especial no amido de milho, um de seus constituintes. Isolados em dagar-
sangue, os microrganismos cresceram em aerobiose e anaerobiose, produzindo
potentes hemolisinas e lecitinases e, com base no esquema proposto por SMITH
el al. (1946), op. cit., foram identificados como tipicos exemplares de B. cereus.
Microrganismos semelhantes foram encontrados, em pequenos numeros, nas fezes

dos doentes, junto a grandes nimeros de C. perfiingens (HAUGE, 1950, 1955).

Tais evidéncias ndo foram suficientes para convencer a comunidade
cienfifica de que B. cereus era o microrganismo responsavel pelos surfos. Para
demonstrar a toxigenicidades dos isolados, HAUGE (1950,1955) inoculou creme de
baunilha com 10* UFC/g, incubando-o aerobicamente durante 24 h. Apds esse

tempo o creme foi ingerido pelo pesquisador e, 13 horas mais tarde, os sintomas
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comecaram a se manifestar: fortes dores abdominais, seguidas de diaméia,
perduraram por 8 h e cessaram espontaneamente. Durante a doenca isolaram-se
numeros baixos de B. cereus das fezes, exatamente como observado nos pacientes
durante os surfos, e notou-se que o nimero de enterobactérias era, também,
particularmente reduzido. Segundo JOHNSON (1984), com os poucos isolados
obtidos das fezes foram conduzidos experimentos, em voluntdarios, os quais levaram
a resultados semelhantes e eliminaram a possibilidade de doenca psicossomatica,

associando definitivamente B. cereus & intoxicacdo diameica.

A forma diarreica de intoxicagdo atribuida a B. cereus apresenta sintomas
que se assemelham aqueles provocados pela intoxicacdo por C. perfringens.
Quadro de diarréia e cdlicas abdominais ocormre 8 a 16 h apds consumo de alimento
contaminado por grandes numeros de 8. cereus (freqiientemente mais de
10%células ou esporos/g). NAuseas podem acompanhar a diaréia, mas quase
nunca ocorre vémito. Os sintomas persistem por, no maximo, 24 h, na maioria dos
casos (GOEPFERT e/ al., 1972; KRAMER & GILBERT, 1989).

GARCIA-ARRIBAS & KRAMER (1990) chamaram atencdo para o fato de que
aproximadamente 75% dos surtos diameicos tém envolvido alimentos contendo
ingredientes amilGceos. Entretanto, segundo LANGEVELD ef o, (1996), a sindrome
diarreica é mais comumente relacionada & ingestdo de proteindceos. Na verdade,
os alimentos envolvidos nesse tipo de surtos sdo muito variados, incluindo, além de
carnes e produtos carneos, vegetdis, leite, molhos e sobremesas diversas, conforme
atestam os relatos de diversos pesquisadores (GOEPFERT ef al, 1972: JOHNSON,
1984; KRAMER & GILBERT, 1989).

A forma emética de intoxicagdo por B. cereus foi reconhecida a partir de
1971, quando vdrios incidentes em diversos paises - Austrdlia, Canadd, Inglaterra e
Holanda - foram descritos, em associagdo ao consumo de aroz preparado a moda
chinesa (KRAMER & GILBERT, 1989). A predominancia de episédios envolvendo
restaurantes chineses foi atribuida a pratica de deixar o arroz cozido a temperatura
ambiente por longos periodos de tempo - algumas horas, ou de um dia para o
outro, ou por até trés dias (MELLING ef al, 1976; TURNBULL, 1976; GILBERT, 1979). Na
maioria dos incidentes emélicos tem sido observada alta contaminagdo nos

alimentos, em niveis superiores a 10¢ UFC/g. Freqiientemente, o microrganismo pode
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ser isolado das fezes (RIVAS & RODRICKS, 1979; KRAMER & GILBERT, 1989:
DROBNIEWSKY, 1993).

A sindrome emética é descrita como um gquadro em que os sintomas
predominantes sdo nduseas e vdmito, caracterizado por um curto periodo de
incubacdo (1 a 5h) e duragdo quase sempre inferior a 24 h. Em uma pequena
porcentagem de episddios o periodo de incubagdo € excepcionalmente pequeno
(15 a 30 min) ou maior do que 6h (até 12 h). Dores abdominais sdo sintomas
relativamente comuns, enquanto diarréia se manifesta em aproximadamente 30%
dos casos. O padrdo da doenca mimetiza com precisdo a intoxicagdo devida a
S. aureus (GRANUM, 1994; 1997).

Comparada com a enterotoxina de B. cereus, muito hd que se descobrir a
respeito da toxina emética, uma vez que, até recentemente, a Unica forma de
testar sua atividade era pela administragcdo oral a macacos, em ensaios caros e de
dificil execucdo, pelo fato de se tratar, basicamente, de toxina especifica para
primatas (SHINAGAWA, 1990; GRANUM, 1994).

RAJKOWSKY & MYKOLAJCIK (1987) mencionaram a possibilidade de que a
importadncia de B. cereus como agente etioldgico de surtos de intoxicagoes
alimentares seja subestimada, em decoméncia de dois fatores. Em primeiro lugar,
porque os laboratédrios ndo o procuram de forma rofineira. Em segundo lugar, a
semelhanga de sintfornas com intoxicagdes produzidas por outros microrganismos
pode levar, também, a diagndsticos equivocados, que mascaram a realidade.
GRANUM (1997) atribviv & curta duragdo das doengas e go acometimento de
pequenos niumeros de pessoas, em ambientes domésticos, as deficiéncias nos

registros de surtos, tanto na literatura como em estatisticas oficiais.

O Quadro 2.2, extraido de KRAMER & GILBERT (1989), resume dados clinicos e
epidemioldgicos comparativos enifre intoxicagdes devidas a B cereus,
C. perfiingens e S. aureus. Pela evidente semelhanga entre as sindromes podem-se

deduzir as dificuldades no reconhecimento do agente etiolégico.
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QUADRO 2.2 - Principais caracteristicas das intoxicagdes por B. cereus,
C. perfringens e S. aureus

B. cereus
C teristi . perfringen ]
aracfteristicas C.p gens Sindrome Sindrome S. aureus
diarreica emélica
Periodo de
incubacao (h) 8-22 8-16 1-5 2-6
Dura¢ao da
doenca (h) 12-24 12-14 6-24 6-24
Diarréia e coélicas Predominantes Predominant Relativamente C
abdominais es comuns omuns
Nausea e vomitos Raros Ocasionais Predominantes Predominantes
Patogénese Toxina @ Toxina b Toxina © Toxina <
N Carnes, Carnes e
Pr!nmpms fontes Carnes cozidas vegetais e Arroz_e:- oufros produtos
alimentares amildceos ,
sobremesas lacteos

a - toxina associada a esporulagdo, liberada no intestino delgado
b - toxina pré-formada no alimento ou produzida no intestino delgado

c - toxina pré-foomada no alimento

2.4. ENTEROTOXINA PRODUZIDA POR B. cereus ESURTOS DE INTOXICAGAO

DIARREICA

2.4.1. Natureza da toxina diamreica

Trabatlhos de NIKODEMUSZ (1965,1966, 1967) foram pioneiros em estabelecer a

patogenicidade de B. cereus para cdes e gatos, os quais desenvolveram diarréia

severa e desidratagdo apds a ingestdo de alimentos contaminados com mais de
10% microrganismos/g {(apud KRAMER & GILBERT, 1989). Resultados semelhantes

foram observados por MELLING ef al. (1976), gue usaram concentrados de culturas

em administragdo oral a macacos, provocando diamréia.

Em seguida as descobertas de HAUGE (1950, 1955), a enterotoxigenicidade

de B. cereus foi atribuida a agao de lecitinases, e s6 na década de 60 se admitiv a

existéncia de outra entidade téxica, responsavel pelos quadros diameicos (GORINA
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et al, 1975). No inicio da década de 70, SPIRA & GOEPFERT (1972) confirmaram a
existéncia da enterotoxina com base em ensaios com animais, injetando culturas do
microrganismo em dalgas intestinais de coelho (LRIL - “ligated rabitt ileal loop”).
O uso do teste jG era consagrado para determinar patogenicidade de V. cholerae,
C. perfringens e E. coli. Respostas positivas, associadas ao acumulo de fluidos nas
algas, foram observadas em 19 de 22 culturas de B. cereus e em quatro de seis
culturas de B. thuringiensis. Posteriormente, os mesmos pesquisadores (SPIRA &
GOEPFERT, 1975) incluiram ensaios de permeabilidade vascular (VPR - “vascular
permeability reaction”) e teste de injegdo letal em camundongos (ML - “mouse
lethdlity”) efetuando um estudo que comprovou distingdo entre enterotoxinas,
fosfolipases e hemolisinas. Constatagdo semelhante j& havia sido feita por JOHNSON
& BONVENTIRE (1967}, ao observar que a atividade de fosfolipases de 8. cereus ndo
foi afetada apds duas horas de exposicdo a tripsina. No estudo de SPIRA &
GOEPFERT {19795) ficou evidente a instabilidade do fator toxico a valores de pH fora
da faixa entre 5 e 10 e a demonstragdo de que ndo era necessdria a lise celular

para liberagdo da enterotoxina.

TURNBULL (1976) apresentou evidéncias da existéncia de trés entidades
toxicas em filtrados de culturas de B. cereus, a partir de cepas obtidas de alimentos
e de uma cepa isolada de abscesso cerebral. Segundo o autor, identificaram-se
duas enterotoxinas e uma toxina piogénica: a primeira toxina estimulava o sistema
adenilatociclase-AMP ciclico, em células epiteliais do intestino de coelhos;
a segunda era identificada como fator que causava acumulo de fluidos em ensaios
LRIL, sem ativar, aparentemente, o sistema adenilatociclase; a terceira toxina
causava dano tissular & mucosa do illeo e foi produzida apenas pelo Unico isolado

de abscesso cerebral.

Resultados obtidos por TURNBULL ef of. (1979), levaram a descrigdo da toxina
diarreica - ou fator de permeabilidade vascular (VPF) ou fator de acumulo de fluido
- como proteina simples, relativamente instavel, de peso molecular aproximado de
50 kDa e ponto isoelétrico 4,9. Essa toxina, diferente de fosfolipases e hemolisinas,
era produzida por quase todas as cepas de B. cereus, e possivelmente letal para
camundongos quando em injegdo endovenosa. Foram confirmadas conclusGes
anteriores de GLATZ ef al. (1974), op. cit, de que a atividade evidenciada pela VPR

se comelacionava de forma notdvel com a acumulagdo de fluido em LRIL, o que
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pemitiv identificar o fator que produzia tais reagdées como a prépria toxina
diameica. O efeito letal sobre camundongos, contudo, ndo foi observado com a
mesma consisténcia de resultados. A natureza protéica da toxina foi sugerida a
partir de observagdes de sua suscetibilidade a enzimas proteoliticas, labilidade

térmica e instabilidade a pH em valores 2, 4 e 11.

JOHNSON (1984) relacionou diversas propriedades da toxina, reunindo
resultados de diversos pesquisadores: é produzida durante a fase de crescimento
exponencial, quando a faixa de pH se situa entre 6,0 e 8,5 (com producdo tima
entre 70e75), é instdvel a tralamento témico de 56°C/5 min, estavel a

45°C/30 min e é sensivel a fripsina e pronase.

SPIRA & GOEPFERT (1975) e TURNBULL (1976) haviam sugerido que a atividade
de permeabilidade vascular (atividade VP), a toxicidade letal para camundongos e
a enterotoxigenicidade poderiam ser propriedades de uma Onica toxina.
Obijetivando estabelecer a relagdo entre a atividade diarreica e outras atividades
biolégicas de 8. cereus, SHINAGAWA ef o, (1985) submeteram filtrados de culturas a
ensaios com animais: LRIL, LMIL, VPR e ML. Todas as cepas provenientes de surtos
diareicos determinaram fortes reacdes de permeabilidade vascular em pele de
coelho e causaram acumulo de fluidos em alcas intestinais, enquanio as cepas
isoladas de episddios eméticos exibiram resultados evidentes de menor atividade.
Somente nas cepas diarreicas foi observada significativa correlacdo entre atividade
VP intensa e alta taxa de letalidade em camundongos, enquanto os filtrados de
culturas de cepas eméticas apresentaram, geralmente, atividade VP fraca
confraposta a alta atividade letal. Tal observacdo permitiv deduzir que toxinas com
efeito letal para camundongos podem ser distintas entre cepas, e admitir a
possibilidade de que cereolisinas (hemolisinas de 8. cereus) seriam responsdveis pela
morte dos animais. Essa deducdo foi confirmada, em seguida, por KAMAT e/ al.
(1987), ao separar duas toxinas presentes em filtrados que causaram morte a
camundongos: uma hemolisina e uma glicoproteina ndo hemolitica. GARCIA-
ARRIBAS ef al. (1988) encontraram baixa comelacdo entre VPR e producdo de

hemolisinas.

A adequagdo de modelos animais para detectar a toxina diarreica foi
estudada por TING & BANWART (1985), que compararam o uso de ratos e de

coelhos, concluindo pela maior sensibilidade do teste LRIL. O uso de ratos ndo foi
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descartado pelos autores, com a recomendag¢ao de que apenas animais com dez
semanas, pelo menos, deveriam ser escolhidos para os ensaios. SHINAGAWA ef dl.
(1991a) observaram que as alcas intestinais de camundongos foram
histologicamente afetadas pela inducdo do actimulo de fluido, apresentando
danos varidveis com as doses de toxina - desde edema até necrose epitelial, o que
indicava efeito citotdxico e necrético da enterotoxina. Estes autores recomendaram
© ensaio de LMIL para detecgdo do VPF, considerando a ocomréncia de acumulo
de liquido em 55 a 67% dos testes apés 6 a 8 h da inoculagdo. Para exibir resultados
semelhantes, o ensaio em coelhos demandava mais tempo e mais quantidade de

toxina.

Considerando observagdes de varios pesquisadores, os quais demonstraram
comelagcdo entre citotoxicidade e positividade aos testes de permeabilidade
vascular e LRIL, CHRISTIANSSON ef al. (1989), por meio de ensaios em células Hela
(“*human carcinoma, cervix”), VERO (“African green monkey kidney”) e HEL (*human
embryonic lung”), avadliaram a producdo de toxinas por 136 isolados de leite.
A maioria das cepas produziv reacdes de toxicidade para células HEL,
simultaneamente & alteragdo da permeabilidade vascular em coelho. Com base
nesses resultados, os autores propuseram que tanto a citotoxicidade como g
alteragdo de pemmeabilidade podem ser indicativos da capacidade de producdo
de toxinas, por cepas de B. cereus. Segundo BUCHANAN & SCHULTZ (1992), diversos
ensaios conduzidos em culturas celulares evidenciaram respostas citoténicas e
citotéxicas da enterotoxina de B. cereus, similares as das toxinas de Vibrio cholerae

e Escherichia cofienterotoxigénica.

Para caracterizar a estabilidade de atividades bioldgicas e antigénicas do
fator de permeabilidade vascular de B cereus, SHINAGAWA efdl. (1991c)
purificaram parcialmente o fator produzido a partir de uma cepa isolada de surto
diameico. Tanto a afividade VP como a antigenicidade mantiveram-se estaveis na
faixa de pH entre 6 e 8 e foram afetadas por digestdo com tripsina e pepsina.
Ambas foram diminuidas em mais de 50% quando o material foi tratada a 50°C por
S minutos e foram destruidas a 56°C pelo mesmo tempo. Estocagem a 4°C reduziu a
atividade VP apés duas semanas, porém manteve-se praficamente inalterada apds

oifo semanas a -20°C. Tais resultados levaram os autores a sugerir que a

27



Revisdo Bibliografica

antigenicidade do VPF viesse a ser aproveitada para testes rGgpidos de sua

deteccgao.

Varios trabalhos foram desenvolvidos com o objetivo de isolar e caracterizar
com precisao a enterotoxina, contudo ainda permanecem controvérsias a respeito
da estrutura, tamanho e nimero de componentes do fator enterotdéxico (LUND &
GRANUM, 1996). Pelo menos duas diferentes enterotoxinas foram caracterizadas:
uma € a toxina com trés componentes, com atividade hemolitica e necrdtica
purificada por THOMPSON et al. (1984) e designada HBL por BEECHER ef dl. {1995), e
a oufra é a enterotoxina simples, estudada por SHINAGAWA efal. (1991b), cujo
gene codificador foi detectado por AGATA ef ol (1995qa). Os diferentes resultados
levaram a identificagdo da enterotoxina por meio de vdrias designagdes: fator de
acumulo de fiuvidos, fator de pemmeabilidade vascular, toxina dermonecrética,

toxina letal para camundongos e fator citotdéxico - sdo alguns desses nomes
(BENNETT ef al., 1993).

Entre os primeiros estudos conduzidos com o objetivo de caracterizar a
enterotoxina, estdo os de THOMPSON ef al. (1984), que isolaram material tdxico a
partir de uma cepa obtida de um surto diarreico e submeteram-no a técnicas
cromatogrdficas de separagdo. Trés fragoes foram obtidas, de massas moleculares
estimadas em 38, 39,5 e 43 kDq, respectivamente, das quais pelo menos duas se
identificavam com atividades enterotdxicas. Uma das fragdes apresentou reagoes
positivas em LRIL e VPR, toxicidade em células VERO e efeito letal em
camundongos; as outras duas fragcdes nGo provocaram morte em camundongos
quando administradas isoladamente mas o fizeram quando combinadas, além de
exibirem todos os efeitos tdxicos da primeira fragdo. Os autores relataram reagoes
imunoldgicas cruzadas entre as trés fragdes, o que foi posteriormente atribuido a

contaminagoes entre fragoes, por GRANUM ef al. (1993a).

BEECHER & MacMILLAN (1991) descreveram uma toxina que parecia idéntica
a enterotoxina multicomposta descrita por THOMPSON efal (1984), a que
chamaram hemolisina BL (HBL). A toxina tripartida foi caracterizada, exibindo uma
variedade de atividades bioldgicas compativeis com efeitos hemoliticos,
demonecrodticos e citotdxicos ja observados em extratos de culturas de B. cereus.
Os trés componentes protéicos, designados B, Li e L2, eram bastante semelhantes,

apresentando massas moleculares de 37,5, 38,2 e 43,5 kDq, respectivamente.
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Nenhum dos componentes exibiu, individualmente, atividade téxica, mas a
combinagdo dos #rés elementos estimulou reacoes positivas em cultivos celulares.
A afividade enterotdéxica da HBL foi estudada por BEECHER efal (1995), com
resultados que evidenciaram rapido acimulo de fluido em LRIL, sendo as frés
proteinas necessdrias para sua atividade maxima, o que confimava, segundo estes
avtores, a especulagdo anferior de que a hemolisina BL seria o "complexo
enterotéxico” descrito por THOMPSON ef al. (1984), responsavel pela diaméia
causada por 8. cereus.

Estudos desenvolvidos por SHINAGAWA ef o, (1991b) objetivaram purificar e
caracterizar o fator de permeabilidade vascular produzido por 8. cereus,
questionando a hipbtese de enterotoxina composta de tés partes. De acordo com
os resultados obtidos, o VPF é uma entidade simples, de PM 45000 que daltera a
permeabilidade vascular, exerce efeito tdxico letal em camundongos e causa
acumulo de fluidos em alcas intesiinois ligadas de coelhos e camundongos, sem
apresentar atividade hemolitica nem fosfolipolitica. Assim, o VPF foi identificado
como a enterotoxina responsdvel pela diaéia atribuida a B. cereus. Para reagir
com essa enterotoxina, SHINAGAWA efal (1991d) desenvolveram e testaram
anticorpos monoclonais, estimulando, assim, o uso de métodos imunolégicos na
detecgdo e purificagdo do fator téxico. Posteriormente, SHINAGAWA ef al. (1992b)
purificaram a enterotoxina por cromatografia de imunoafinidade, usando aqueles
anticorpos. A toxina purificada mostrou atividade VP e ML, causando, também,
acumulo de fluidos em LMIL, mas ndo apresentou efeito hemolitico, o que levou &

conclusGo de que pelo menos algumas cepas produzem a foxina simples.

Conftribuindo para a hipétese de que apenas um dos elementos, entre os
que compdem o "complexo enterotdxico”, é responsavel pela diaréia atribuida a
B. cereus, os estudos de BENNETT efal. (1993) dedicaram-se a caracterizar e
identificar sorologicamente os trés antigenos, designados por THOMPSON ef a.
(1984) como 575, 577 e 580. Preparacdes sem o antigeno 577 foram ministradas a
macacos, por meio de sonda nasogdstrica, e os animais ndo apresentaram diaméia,
mesmo estando presentes os outros antigenos. Por outro lado, os macacos que
receberam apenas o antigeno 577 manifestaram diaréia em, aproximadamente,
80 a 90% dos casos, o que levou & conclusdo de que é esse antigeno a proteina

simples que causa diaréia. Resultados semelhantes foram relatados por GRANUM &
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NISSEN (1993), que purificaram frés componentes protéicos de massas estimadas em
34, 40 e 48 kDa: o elemento de 34 kDa era hemolitico e praticamente idéntico &
esfingomielinase, enquanto as outras duas proteinas ndo apresentaram atividade
hemolitica. Apenas o elemento de 40 kDa era tdxico para células VERO, ndo se

evidenciando qualquer atividade bioldgica para o componente de 48 kDa.

Mais recentemente tem sido sugerida a possibilidade de que B. cereus
produza duas ou mais enterotoxinas. Estudos de GRANUM efdal (1996),
desenvolvidos com 321 cepas isoladas de diversas fontes dlimentares, provenientes
de quatro paises europeus, evidenciaram que 239 (74%) produziram citotoxinas em
células VERO. Das 239, 53% apresentaram resuliados positivos para o gene
codificador de hemolisina BL, em PCR (“polymerase chain reaction”). Quando
submetidas a detecgdo da enterotoxina, por meio do método imunoeletroforético
de "western blots", 83% das cepas citotéxicas produziram antigenos que reagiram
positivamente ao anticorpo usado. Foram examinadas, de forma mais acurada,
sete cepas envolvidas em surtos diarreicos, com relagGo & presenca de
componentes da HBL, o que levou & conclusdo de que cepas de 8. cereus podem
produzir até irés enterotoxinas: um complexo com trés componentes, com atividade
necrética e hemolitica (a HBL, descrita por BEECHER & MacMILLAN, 1991), uma
enterotoxina simples (SHINAGAWA ef al, 1992b; AGATA ef al, 1995b) e um outro
complexo enterotdxico, evidenciado nos resultados obtidos por “immunoblotting”.
Este complexo, desprovido de atividade hemoilitica, foi caracterizado por LUND &
GRANUM (1996), a partir de uma cepa envolvida em um grande surto ocorrido na
Noruega em 1995. Neste estudo, foi necessario o conjunto das trés proteinas, de
massa molecular de 39, 45 e 105 kDa, para que se observasse a maxima toxicidade
em células VERO, ainda que combinacdes bindrias também apresentassem efeitos
toxicos. Segundo estes autores, os componentes B e L. ndo sdo essenciais &

enterotoxigenicidade, ainda que o sejam & atividade hemolitica.

OMBUI efal. (1997) enconftraram evidéncias de que o gene Bcel, cuja
seqiéncia de nucleofideos codifica uma enterotoxina de 8. cereus (AGATA efdal
1995a), nGo é comum a todas as cepas enterotoxigénicas. Tal descoberta os levou
a sugerir que pelo menos duas, talvez #rés enterotoxinas seriam responsdveis pela

toxigénese diameica de B. cereus.
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2.4.2. Deteccgdo da toxina diamreica

Para detecgGo da toxina diameica, em dlimentos ou em culturas do
microrganismo, dispde-se, atualmente, de dois kits comerciais, baseados em

principios de antigenicidade.

O primeiro é o BCET-RPLA (OXOID - TD 950), que ufiliza técnica de agluvtinagdo
passiva reversa em Iatex e detecta, segundo seus fabricantes, Ing/mL (BEECHER &
WONG, 1994). O outro kit é o “Bacillus Diarrhoeal Enterotoxin — Visual Immunoassay”
(BDE - VIA) da TECRA™ (Bioenterprises Pty. Ltd., Roseville, NSW, Australia), que utiliza o
método de ELISA e foi desenvolvido por BURREL ef dl. (1991) para uso direto em
amostras de alimentos, apds simplificado procedimento de extragdo. O kit da
TECRA detecta o antigeno 577, previamente descrito por THOMPSON ef al. (1984),

com limite minimo de detecgdo entre 2 e 5 ng/mL.

O uso do BCET-RPLA vem sendo adotado desde o inicio da década de 90,
como atestam os relatos de GRIFFITHS (1990) e VAN NETTIEN ef ol (1990), que
registraram resultados positivos de producdo de toxinas por cepas psicrotroficas
isoladas de leite. Segundo BAKER & GRIFFITHS (1995), sGo necessarias altas
contagens de B. cereus (>107/mL) para que sejam sintetizados niveis de toxina

detectdveis pelo kit.

BUCHANAN & SCHULTZ (1992) fizeram avaliacdo da eficiéncia do BCET-RPLA
em relagdo a respostas bioldgicas obtidas em ensaios com células CHO (“chinese
hamster ovary”) e HEp-2 (*human epidermoid carcinoma, larynx”}, sendo que a
linha de células CHO, em que se observaram efeitos citoténicos, apresentou maior
sensibilidade. Os resultados obtidos com o imunoensaio evidenciaram freqiéncia
de falso-negativos incompativel com a sensibilidade requerida para o método; por
outro lado, registraram-se muitos resultados falso-positivos nos ensaios com culturas
de céluias. Tais consideragdes justificaram a recomendagdo de confirmar resultados
obtidos em imunoensaios, por meio de testes diretos de atividades bioldgicas.
O estudo desenvolvido levantou questdes acerca da especificidade do anfticorpo
usado no imunoensaio, que poderia estar reagindo, ndo com a enterotoxina, mas

com um produto extracelular a ela associado.
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Os muitos resultados falso-negativos observados por BUCHANAN & SCHULTZ
(1992) poderiam ser explicados pela falta de especificidade dos ensaios em culturg
de células, os quais reconheceriam, por sua vez, muitos falso-positivos, segundo
SUTHERLAND (1993). Este autor recomendou o uso do RPLA, enquanto propds
estudos para comrelacionar fitulos, conforme obtidos no ensaio, com doses de toxina

requeridas para induzir sintomas diarmreicos.

Estudos para determinar a especificidade do kit RPLA foram desenvolvidos
por GRANUM ef al. (1993a), comparando seus resultados com avaliagdo paralela
em método de "Western- immunoblot”. A pesquisa foi conduzida em 85 isolados de
produtos de laticinios, 59% dos quais se mostraram enlerotoxigénicos. Outros 25
isolados de surfos foram também testados, com os quais se conduziu, também,
ensaio de VPR. Os autores verificaram que 104, do total de 110 isolados testados,
exibiram essencialmente os mesmos resultados nos métodos imunolégicos. Enfre os
25 isolados do segundo grupo, 84% eram, simultaneamente, positivos no RPLA e na
técnica de “immunoblotting”, e esses resultados correlacionaram-se bem com as
reagées de pemmeabilidade vascular. A contribuicdo dos estudos desse grupo foi
além, ao testar a proteina de referéncia e o anticorpo nos quais o kit se baseiaq,
trazendo esclarecimento e comoborando as suposigoes levantadas por THOMPSON
el al (1984). A técnica de “immunoblotting” revelou irés bandas, correspondentes a
trés proteinas com cerca de 58, 50 e 40 kDq, produzidas por uma das cepas
enterotoxigénicas utilizadas no estudo; o componente de 58 kDa era idéntico &
proteina de referéncia (antigeno) do kit RPLA e o Unico a reagir com o anticorpo.
Tais achados, aparentemente, confirmaram o que THOMPSON et o, (1984) haviam
sugerido: a existéncia do complexo, em que apenas o componente de 50 kDa seria
téxico, enquanto a proteina de 58 kDa seria resistente a protedlise e a de 40 kDa
ndo seria produzida em anaerobiose. No estudo de GRANUM efd. (1993q),
entretanto, apareceu um quarto elemento, a que denominaram "top protein”, de
aproximadamente 100 kDa, que reagiu tanto com o anticorpo do RPLA como com
o do “immunoblot”. E uma proteina sem toxicidade para células VERO mas que,
segundo os autores, ndo produz reagdes falso - positivas no RPLA, uma vez que s é

produzida macigamente por linhagens patogénicas.

FERMANIAN ef al. (1996) também compararam resultados no RPLA com testes

de citotoxicidade em células CHO, observando correlagao entre os dois métodos
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na deteccdo da enterotoxina. NGo se registraram reagdes falsas, conforme
salientaram os autores em defesa do método imunoldgico. Constataram-se as
maiores datividades de toxina quando as culturas se encontravam na fase

exponencial, o que comprova coincidéncia dessa fase com sua maxima produgao.

O outro kit de imunoensaio disponivel , o TECRA™ BDE-VIA, foi considerado
superior ao RPLA, na detecgdo da enterotoxina, por NOTERMANS & TATINI (1993).
Foi aprovado, também, por DUFRENNE ef al. (1994), para detectar produgdo de
enterotoxina por cepas psicrotréficas, observando-se positividade em todas as

cinco culturas de microrganismos que cresciam a 7°C.

Comparando os kits, CHRISTIANSSON (1993) percebeu que nGgo detectam o
mesmo antigeno e relatou limite de detecgcgo da toxina, pelo kit TECRA, em
1 ng/mL. DAY ef al. (1994} desenvolveram estudos simultGneos com os dois kits e um
método de imunodifusdo em gel. Os resultados obtidos deixaram claro que os dois
kits ndo detectam o mesmo antigeno. Apenas culturas que exibiram varios
antigenos no ensaio de imunodifusdo mostraram coincidéncia de resultados, em
RPLA e BDE. Por outro lado, as culturas negativas no RPLA e positivas no kit TECRA
apresentaram um UOnico antigeno, que formava linha de identidade com o
antigeno padrdo (a enterotoxina) na imunodifusdo. Os autores reputaram o BDE
mais confiGvel do que o RPLA e atribuiram o atraso na obtengdo de antigenos

altamente purificados a falta de progressos na produgdo e estudos das toxinas.

BEECHER & WONG (1994) dedicaram-se a identificar os antigenos detectados
pelos dois kits. Segundo sua andlise, o RPLA detectou o antigeno L. do complexo
HBL, com a sensibilidade declarada pelos fabricantes (1 ng/mL), e o sistema TECRA
reconheceu duas proteinas de massas 40 e 41 kDa, ndo téxicas. Resultados obtidos
no estudo evidenciaram que a confiabilidade dos kits depende de sua validagao

rigorosa.

BAKER & GRIFFITHS (1995) usaram o BDE-VIA para avaliar a estabilidade
térmica da enterotoxing, j@ que estudos anteriores de BUCHANAN & SCHULTZ (1992),
usando o BCET-RPLA, haviam detectado sua presenca em material fratado a 80°C
por 5 min e cuja atividade citotdxica ja havia sido destruida. Isto significava que o
epitopo detectado poderia ser mais resistente do que a propria tfoxina

biologicamente ativa. BAKER & GRIFFITHS (1995) justificaram a escolha do kit TECRA
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com a alegagdo de que seu anticorpo € uma antitoxina diarreica. Os resultados
obtidos levaram a suposicdo de que sistemas complexos - como sGo os alimentos -
podem estar associados a aumento de termoestabilidade da enterotoxina.

A eficiéncia do kit TECRA nao foi questionada pelos pesquisadores.

RUSUL & YAACOB (1995) compararam os dois kits, TECRA e RPLA, para
verificar producdo de toxina em 194 exemplares de B. cereus isolados de alimentos,
observando 91,8% e 84,5% de respostas positivas, respectivamente. Ao todo, 155
cepas isoladas apresentaram resultados simultaneamente positivos, segundo os dois
testes. Os pesquisadores confiimaram conclusdes anteriores de GRANUM ef dl.
(1993a), concluindo que o método de RPLA pemmite resultados confiGveis na

detecgdo de enterotoxina de B. cereus, seja em alimentos ou em meios de cultura.

2.4.3. Produgao e mecanismo de agao da toxina diarreica

A maioria dos surtos e casos de intoxicagcdo diarreica por 8. cereus tem sido
relatada em associagcdo com alimentos que apresentam contaminagdo em niveis
de 105 a 108 microrganismos/g, segundo citagdes de KRAMER & GILBERT (1989) e
SHINAGAWA (1990). H4, também, relatos que evidenciaram ou levantaram
suspeitas de que alimentos com numeros sensivelmente menores tenham sido

veiculos em surtos desta forma de intoxicagcdo (BECKER ef al., 1994).

O microrganismo cresce e produz toxinas em uma grande variedade de
alimentos. Sua multiplicagcdo foi observada em carne, feijdes e puré de bananas,
porém a maior produgdo da enterotoxina, avaliada em ensaio de ML, foi associada
a carne (IVERS & POTIER, 1977). Condigcdes que afetam a sintese foram estudadas
por SPIRA & SILVERMAN (1979) e por SINGH & NARAYAN (1994). Tais estudos
evidenciaram que a glicose € um nutriente essencial para que o microrganismo
sinfetize a enterotoxina, o que ocorre, preferencialmente, em valores de pH entre
7 e 7.,5; baixos niveis de tensdo de Oz, também, favorecem a produgao da toxina,

que se apresenta maior no interior do alimento.

A produgdo da toxina é maxima quando o pH do meio se situa entre 8 e 8,5,
mas € inibida por 1,5% de NaCl ou 1000 ppm de NaNOs (SHARMA & DOGRA, 1983).
FERMANIAN ef al. (1996) desenvolveram estudos usando RPLA e mostraram que a

toxina é secretada essencialmente duranie a fase de crescimento exponencial,
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embora algumas cepas tenham apresentado maior produgdo tardiamente, no

inicio da fase estaciondria.

GARCIA-ARRIBAS & KRAMER (1990) relataram acentuada produgdo de toxina
em meio suplementado com amido ou glicose. SUTHERLAND & LIMOND (1993)
observaram que altas concentragdes de glicose (> 50 g/L) reduziram ou eliminaram
a produgdo da toxina, enguanto a adicdo de amido (até 50 g/L) a estimulou.
ROWAN & ANDERSON (1997) observaram o efeito estimulatério de maltodextrina
tanto sobre o crescimento do microrganismo como produgdo de enterotoxing,
chamando atengGo para a suplementagcdo de férmulas lacteas infantis, cuja
contaminagdo por B.cereus pode levar a intoxicagdes diamreicas. Estes
pesquisadores atribuiram a baixa incidéncia de intoxicagdes diarreicas, decorrentes
do consumo de leite, a falta de glicose e aminodacidos livies em sua composicdo, o

que inibiria a produgdo da enterotoxina.

HASSAN & NABBUT (1996) isolaram B. cereus de amostras de sangue, feridas e
fezes de individuos com e sem diarréia, bem como de arroz, leite e solo. Os isolados
de fezes das pessoas que apresentavam diamréia eram notoriamente mais
toxigénicos, conforme comprovado em ensaios com animais.
A énteroioxigenicidode, de maneira geral, tem sido observada na maioria das
cepas pesquisadas em diversos estudos (BACHHIL & JAISWAL, 1988; SHINAGAWA,
1993; GRANUM ef al,1996; OMBUI efal, 1997). Observagcoes de BUCHANAN &
SCHULTZ (1992}, levaram 4 suposicdo de que a capacidade de produzir a
enterotoxina pode ser perdida em culturas sucessivas, representando um elemento

genético instavel.

Ainda que os registros de surtos sejam associados, em sua maioria, a
alimentos contaminados com populagdes superiores a 10¢ UFC/g, nGo hd mengodes
a quantidade de dlimento cuja ingestdo causaria os sintomas de diaméia
(RAEVUORI & GENIGEORGIS, 1975). A doencga foi induzida, em camundongos, com
suspensdes contendo, pelo menos, 106 UFC/g, mas a quantidade de inéculo ndo foi
precisada por HASSAN & NABBUT (1996). Para NOTERMANS ef al. (1997), a dose de
toxina (ou o nimero de microrganismos) presente em um dalimento, capaz de
produzir intoxicagdo, precisa ser melhor definida, j@ que as evidéncias
epidemiolégicas ndo sdo proporcionais aos altos niveis de contaminacdo

observados em alimentos, em particular leite.
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Tém sido levantadas davidas com respeito a forma como se desenvolve g
intoxicagdo diarreica - se por ingestdo de toxina formada no dlimento ou por
ingestdo do microrganismo, sendo a toxina formada no préprio organismo. SINGH
et al (1984) relataram um caso excepcional, a partir do qual tais dividas se
manifestaram. Estes autores relataram a presenca de B. cereus em amostras de leite
humano, coletado asseficamente de mulher cujo filho apresentava diarréia.
A contagem era alta (5x 10* UFC/g) e a natureza toxigénica dos isolados foi
confimada em ensadios com animais. Tendo-se descartado qualquer possibilidade
de que a diaméia fivesse causa alérgica, concluiv-se que o leite teria sido
contaminado por 8. cereus a partir de uma infecgdo sistémica da mae — talvez
mastite. Assim sendo, a crianga nao teria ingerido a toxina, porém grandes
quantidades do microrganismo, por ocasiGo da amamentacdo. Isto conduziv &

hipdtese de que o microrganismo pode crescer e produzir enterotoxina no intestino.

O fato de ser dificil detectar a enterotoxina antes que a concentragcdo de
células alcance 10 UFC/g, levou GRANUM efdl (1993b) ao mesmo
questionamento: se a forma de infoxicagdo diameica nd@o seria causada pela
ingestGo de esporos e células, em vez de toxina pré-fomada no alimento.
Contribuiv para alimentar tais dovidas o reconhecimento da sensibilidade da
enterotoxina, que pode perder afividade em meio acido e sob agdo de enzimas
proteoliticas. Tais observagdes levantaram ddvidas de que a enterotoxina resistisse
ao pH do estémago e a acdo do suco pancredtico. O trabalho desenvolvido pelos
pesquisadores apresentou evidéncia favordvel & hipbtese de producdo de
enterotoxina no ileo, pela verificacdo de que, em condigdes anaerdbias, o
microrganismo cresceu e produziuv toxina de forma comparavel as condigdes
aerdbias. Uma vez constatada expressiva variagdo entre concentracdes de toxina
produzidas por diferentes cepas, os autores sugeriram que apenas as grandes
produtoras seriam capazes de causar intfoxicages alimentares. Entretanto, algumas
cepas observadas eram, ao mesmo tempo, grandes produtoras de toxinas e
psicrofréficas, capazes de crescer entre 6 e 37°C, o que lhes permitia crescer no
alimento e multiplicar-se no intestino delgado, ai produzindo toxina suficiente para

causar a intoxicagdo.

SHINAGAWA (1993) relatou perda de afividade da enterotoxina em

condigdes que se assemelham das do estdbmago e duodeno; assim, segundo o autor,
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sua ingestao resulta em destruicdo por pH baixo e enzimas, confirmando a pequena
probabilidade de que a toxina pré-formada induza & infoxicagdo diarreica.
Entretanto, como todos os estudos de estabilidade da toxina tém sido feitos em
sistemas diferentes de alimentos, existe a possibilidade de que, sob a protecdo do
veiculo dlimentar, a resisténcia da toxina seja acentuada. BAKER & GRIFFITHS (1995)

apresentaram evidéncias de que a estabilidade é favorecida em leite.

Relatos recentes foram feitos, na Noruega, de suros de diaréia com
caracteristicas excepcionalmente graves, atribuidos a 8. cereus (GRANUM, 1994).
Em um deles, vdrias pessoas foram afetadas apds o consumo de preparacdo A
base de carne e vegetais cozidos. A dose infectante foi estimada em,
aproximadamente, 10*microrganismos/g de alimento. O incidente levou &
hospitalizagao de trés pessoas - uma das quais esteve internada por rés semanas.
Nesse surto, o periodo de incubacdo foi muito grande, superior a 24 h, de forma
incompativel com o que ocorre quando a toxina é pré-formada. Foram observados

indicios de que pelo menos algumas cepas podem colonizar o intestino e produzir

toxina in sifu.

Segundo conclusdes de GRANUM ef o, (1993b), é preciso considerar que,
devido & possivel diversidade de fatores enterotdxicos, as infoxicagoes diarreicas
afribvidas a B. cereus podem ocomer sob duas formas: no primeiro caso, o
microrganismo seria responsavel por uma intfoxicagdo tipica, determinada pela
ingestdo de toxina produzida no alimento; no outro caso, a ingestdo de esporos ou
de células, presentes no alimento, levaria & colonizagdo do intestino, seguida de

produgdo da enterotoxina, o que provocaria o quadro clinico.

Mais recentemente, GRANUM (1997) apresentou os seguintes argumentos
contra a hipdtese de intoxicagdo a partir da toxina pré-formada: o periodo de
incubagdo & muito longo; estudos em modelos animais (ndo publicados) revelaram
que a enterotoxina é degradada no tratlo gastrointestinal: os niveis de
contaminagdo necessarios & producdo de grandes quantidades de toxina

determinam a deterioragdo e, em conseqiiéncia, o descarte dos alimentos.

Para ROWAN & ANDERSON (1997) ndo ha ainda evidéncias suficientes para

se estabelecer de forma conclusiva como ocome a infoxicagdo diarmreica.
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As duvidas persistem, acerca da patogenia das intoxicacdes diameicas por

B. cereus, uma vez que a natureza do fator téxico ndo estd totalmente elucidada.

Sabe-se muito pouco sobre o mecanismo de agdo da toxina. KRAMER &
GILBERT (1989) relacionarom os seguintes efeitos da toxina diarreica no intestino:
reverte a absorgdo de fluidos e ions (Na* e CI), dificulta a absorcdo de glicose e
aminodcidos, além de causar necrose e danos & mucosa. Segundo SEARS & KAPER
(1996). os dados que relacionam a enterofoxina & estimulacdo do sistema
adenilatociclase-AMP-ciclico sdo passiveis de questionamento, razdo porque
consideram mais convenientemente denomina-la “citotoxina secretdria” em vez de
enterotoxina, em vista da resposta necrética observada no intestino de animais.
Segundo GRANUM (1997), é uma toxina pelo menos 100 vezes mais potente que a
de C. perfiingens, ndo depende de Ca?* e determina sinftomas mais severos em

jovens, com menos de 19 anos, ou em pessoas com mais de 60 anos.

2.4.4. Surfos de intoxicagcao diarreica por B. cereus

A literatura européia do inicio deste século registra vdrios relatos de
intoxicagdes alimentares causadas por microrganismos que se enquadram na
descricdo de B. cereus . Um dos primeiros episddios, observado por LUBENAU (1906),
envolveu 300 pacientes e funciondrios de um hospital, com sintomas de
gastroenterite aguda apds consumo de almdéndegas com alta contaminagdo por
bactérias aerdbias esporuladas, conforme citagdo de KRAMER & GILBERT (1989). Em
obras citadas por esses mesmos autores, SEITZ {1913) relatou o isolamento, em
contagens expressivas, de microrganismos semelhantes a 8. cereus, a partir das
fezes de um adulto com diaréia, e BREKENFELD (1926, 1929) atribuiv a um “bacilo
esporogénico aerdbio” a causa de dois episddios de diarréia, ocomidos apds
consumo de creme de baunilha e prato de carne. Um estudo do Stockholm Board
of Health, de 1943, atribuiv a Bacillusspp. 117 de 367 casos de gastroenterites
oconidos enfre os anos de 1936 e 1943, na Suécia (KRAMER & GILBERT, 1989).

SHINAGAWA (1990) assinalou a ocoméncia de, pelo menos, 230 surtos
diarreicos, no mundo, entre 1950 e 1976. Os alimentos envolvidos nesses surtos
muitas vezes permaneceram indefinidos, ainda que carnes e lanches pré-

elaborados tenham sido mais freqientemente suspeitos.
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Nos Estados Unidos o primeiro surto diarreico bem documentado ocorreu em
1969 (MIDURA ef al, 1970). Entre 1966 e 1975, sete surtos diarreicos atribuidos a
B. cereus foram comunicados ao Center for Disease Control (CDC), os quais
afetaram um total de 98 pessoas (TERRANOVA & BLAKE, 1978). Em 1977, um surto
envolvendo 28 pacientes de um hospital de doengas cronicas, bem caracterizado
por GIANELLA & BRASILE (1979), foi associado ao consumo de carne de peru
contaminada com 1,2 x 103 8. cereus/g. contrastando com numeros bem maiores,
entre 10¢ e 103, enconfrados na maioria dos surtos até entdo descritos (GILBERT &
PARRY, 1977). Em 1978, um episédio envolvendo 209 pessoas aconteceu em
Carolina do Norte e outro, em Nova York, resulfou em 118 casos. Apesar desses
grandes surtos, infoxicagGes por B. cereus, nos Estados Unidos, séo relativamente
infreqientes ou despercebidas: entre 1972 e 1982, B. cereus foi responsavel por
apenas 2,9% do total de surtos de doencas de origem dalimentar nesse pais,
enquanto no Canadd e na Holanda, mais ou menos & mesma época, o
microrganismo  foi incriminado em 7.3% e 224% dos surtos notificados,
respectivamente (KRAMER e GILBERT, 1989).

Durante as décadas de 50 e 60 varios surtos diarreicos foram relatados, a
maioria no norte e leste europeu: Dinamarca, ldlia, Suécia, Hungria, Polbnia, Russia,
Alemanha, Noruega e Holanda. Na Hungria, durante os anos 40, foi a 3¢ causa mais
comum de intoxicagdes alimentares, sendo salsichas e carnes em geral os alimentos
mais incriminados, provavelmente dévido a condimentos contaminados (GILBERT,
1979).

Em paises da Europa que mantém ativos sistemas de vigildncia sanitaria e
que incluem testes de identificacdo de 8. cereus ao diagnosticar agentes de surtos,
o microrganismo representa uma das principais causas de doengas de origem
dlimentar. Entre 1985 e 1989, os surtos na Holanda eram, em 18% dos casos, devidos
a B. cereus (BECKER efal, 1994). Segundo relato de SIMONE ef o, (1997), foi o
microrganismo responsdvel pelo maior nimero de incidentes de efiologia

conhecida, naquele pais, entre 1991 e 1994,

Os dados relativos a intoxicagdes alimentares atribuidas a 8. cereus, no Brasil,
sdo escassos, porém permitem deduzir sua importéancia epidemioldgica. SALZBERG
el al. (1982) suspeitaram do microrganismo na etiologia de um surto de diaméia

registrada em dois restaurantes institucionais na cidade de Campinas.
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Levantamento publicado por MARTINS-VIEIRA ef o, (1995), referentes ao periodo de
1992 a 1994, revelaram dificuldades encontradas em identificar o agente causal de
68 surtos notificados no estado de Minas Gerais, fato que pode esclarecer porque
apenas 2,5% dos episédios foram afribuidos a 8. cereus. PASSOS & KUAYE (1996)
apresentaram resultados de investigacdo da Vigiléncia Sanitaria Municipal de
Campinas, segundo a qual, de 19 surtos comprovados, entre 1987 e 1993, B. cereus

foi incriminado em 68,4%.

2.5. TOXINA TERMOESTAVEL DE B. cereus E SURTOS DE INTOXICAGCAO EMETICA

2.5.1. Natureza do fator emético

Entre as primeiras pesquisas para estudar a patogenia da forma emética de
infoxicagdo estdo as que foram desenvolvidas sob os auspicios do Central Public
Health Laboratory, de Londres. MELLING ef of. (1976) observaram que filtrados de
cultura de uma cepa isolada de surto emético ndo causava acimulo de fivido em
LRIL. Era a primeira evidéncia de que uma toxina diferente da diarreica estava
envolvida na doengca emética causada por B. cereus. Resultados oblidos por
TURNBULL (1976) evidenciaram que os ensaios em LRIL e VPR ndo se aplicavam ao

novo fator.

A quase absoluta associagdo da intoxicacdo a preparacdes de amoz levou
MELLING efal (1976) a estudar a especificidade do alimento como meio de
crescimento e produgdo de toxinas por cepas eméticas. Tal fato foi demonsirado
quando concentrados, provenientes de culturas em aroz e em outros meios, eram
usados para administragdo oral a macacos: o vémito era induzido apenas quando
os animais recebiam concentrados das culturas em arroz, o que sugeria a produgdo

de toxina dependente de algum fator do meio.

MELLING & CAPEL (1978) relataram resisténcia da toxina & autoclavagem a
121°C por 90 min, a extremos de pH2 e 11 e & exposicdo a tripsina e pepsina.
Perceberam, também, que macacos submetidos aos testes - até 16 vezes durante
oito meses - ndo desenvolveram resisténcia & toxina, o que sugeriv sua baixa
anfigenicidade. TURNBULL ef al. (1979) distinguiram a toxina emética com base em
sua grande estabilidade em relagao a altas temperaturas, a enzimas proteoliticas e

a variagdes de pH. O fator téxico ndo foi retido em filtros de membrana, o que
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permitiv avdliar seu baixo peso molecular, menor do que 5000. Estes autores
propuseram uma descricdo do fator que causava vémito em macacos como
‘toxina termomesistente, de baixo peso molecular, provavelmente ndo protéica,

elaborada durante o crescimento de algumas cepas de 8. cereusem arroz’.

Dadas as ébvias restricdes ao uso de macacos para estudos da toxina
emética, sua natureza permaneceu incégnita até muito recentemente. Foram os
estudos de HUGHES efal. (1988) e de SZIABO efd. (1991). desenvolvidos para
demonstrar a forma como células sdo afetadas pela toxina emética, que levaram
AGATA ef al. (1994) a purificar e andlisar estruturalmente o fator suspeito, a partir de
uma cepa originalmente isolada de um individuo acometido de intfoxicacao.
Métodos de especiroscopia de massa, de ressondncia magnética nuclear e de
degradag¢do quimica revelaram um dodecadepsipeptideo, a que denominaram
“cereulideo”, de férmula molecular Cs/HesO18Ns. Sua estrutura assemelha-se a da
valomicina, um antibidtico com propriedades de se ligar a ions K* e Rb* e que atua,
biologicamente, como carreador de poldssio. Resultados de MIKAMI ef d. (1994)
caracterizaram o fator estudado como toxina de efeito citostatico, ndo hemolitica,
de massa estimada menor do que 5000 Da e resistente & avtoclavagem a 121°C
por 20 min, em absoluta concord@ncia com propriedades jd conhecidas da toxina
emética. Posteriormente, SUWAN ef al. (1995) confirmaram o cereulideo como a
propria toxina emética, descrevendo-o como um depsipeptideo com 36

aminodcidos ou oxiacidos.

SHINAGAWA et al. (1995) estudaram a correlagdo enire o cereulideo e o
fator citostatico parcialmente purificado, caracterizando-os paralelamente e
testando sua atividade emética pela administragdo oral a macacos. Os resultados
indicaram absoluta correlagdo entre o cereulideo e o fator téxico para células, bem
como identidade com propriedades exibidas, em estudos anteriores, pela toxina
bruta (MELLING ef al, 1976).

2.5.2. Detec¢do da toxina emética

As limitagdes representadas pelos ensaios conduzidos em macacos - baixas
sensibilidade, reprodutibilidade e viabilidade - levaram & busca de métodos

alternativos para detectar a toxina emética, independentemente, mesmo, do
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conhecimento de sua natureza. As culturas de tecidos tornaram-se a opgdo mais
promissora, uma vez que a baixa antigenicidade exibida pela toxina reduvzia a
expectativa em relagdo a imunoensaios. HUGHES e/ al (1988) apresentaram o
primeiro relato do uso de células, descrevendo os efeitos de filtrados de culturas
sobre células HEp-2. Foram testados 26 exemplares de B. cereus, dos quais 15
provinham de surtos eméticos, e cinco outros exemplares de Bacillus spp. Das cepas
emeétlicas, 87% exibiram resultados positivos, expressos pela capacidade de formar
vacuolos nas células HEp-2, contra apenas 45% das 11 cepas ndo envolvidas em
surtos. Nenhuma das cinco outras cepas de Bacillus respondeu positivamente ao
teste. O teste mostrou-se eficaz, também, para detectar o fator emético em

amostras de alimentos envolvidos em surtos.

SZABO ef al. (1991) ampliaram os estudos de HUGHES e/ ol. (1988), testando
uma colegcdo de 67 isolados, oito dos quais implicados em episddios eméticos.
Foram usadas sete diferentes linhas de células. As que apresentaram maior
sensibilidade foram Int 407 (“embryonic intestine”), CHO e HEp-2, salientando-se que
a primeira exibia melhor formagdo de vacuolos nas dilvicdes mais altas. A toxina
emética afetou as células provocando efeito citostatico e varias outras alteracées,
além da formagdo de vacuolos: granulagdo, aredondamento e producdo de
acido. A alta correlagdo entre formagdo de vacuiolos e a inducdo de vémito em
macacos levou a recomendagdo dos ensaios em culturas de células para detectar
toxinas em alimentos e avaliar o potencial toxigénico de microrganismos. Segundo
observagdes feitas no decorrer do estudo, a produgdo de toxina parecia comecgar
ao final da fase de crescimento exponencial. Em culturas aeradas, detectou-se essa
produgdo até a 15°C. O PM da toxina foi avaliado, por cromatografia, em 14.000,

porém os autores admitiram que esse valor fora superestimado.

SHINAGAWA ef al. (1992a) avaliaram um total de 124 cepas de B. cereus
isoladas de 48 surfos ocomidos entre 1973 e 1989, das quais 110 provinham de 34
surtos emeéticos. O grupo optou pela linha de células HEp-2 para estudar a
produgdo do fator de formagdo de vacuolos (VF) em varios substratos, bem como
verificar possivel comrelagdo entre a atividade VF e a atividade emética, em filtrados
de culturas do microrganismo. A produgdo do fator téxico foi maior em meio de
arroz, parecendo a forma liquida do meio mais adequada do que a sdlida. Culturas

em outros substratos nGo apresentaram resposta VF. Entre as cepas provenientes de
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surtos eméticos observaram-se 61,8% positivas no ensaio citolégico, enquanto a
resposta VF das cepas isoladas de surtos diamreicos foi sempre negativa. Foram
levantadas sérias duvidas acerca de ser o VF responsdavel pelo efeito emético, em
vista do grande nimero de resultados negativos (38,2%) entre cepas associadas a
surtos deste tipo. A estabilidade do VF permaneceu inalterada apds tratamento
térmico a 121°C/10min, estocagem a 4°C por 2 meses, exposicdo a pH2 e 11 e
digestdo com tripsina e pepsina (2 mg/mL). O sorotipo H-1 era predominante entre
as cepas eméticas (76 em 110), 73,7% das quais produziram atividade VF, contra
46,7% das cepas H-8, a segunda mais comum. Resultados observados nas culturas
em meio de amoz permitiram sugerir que a produgdo de toxina ocomesse apds a
formagdo de esporos: a resposta VF era produzida apds incubacao durante 10 a

60 h, alcangando seu valor maximo apds 30 h.

MIKAMI et al. (1994) propuseram um método colorimétrico de detecg¢do da
toxina, cujo efeito citostatico fora observado por SIABO ef al. (1991), aplicavel a
amostras de alimentos. A producdo de dcidos, induzida pela toxina em células
HEp-2, mudava a cor do meio e podia ser avaliada por medida de absorbancia a
545 nm. Foram examinados 310 isolados, 16 dos quais mostraram-se produtores do
fator citostatico (todos pertencentes ao sorotipo H-1), cuja atividade ndo foi
afetada a 121°C por 20 minutos nem por pH 2 ou 11 nem por exposicdo a enzimas
proteoliticas. Tais constatagcdes permitiram supor que a toxina citostatica era, de
fato, a toxina emética. Nao se observou, por outro lado, atividade hemolitica nos
fitrados. Nesse estudo ficou bem evidenciada a predomindancia numérica de cepas
diarreicas sobre eméticas: 73,5% dos isolados produziram enterotoxina, enquanto

apenas 5,2% produziram a toxina citostatica.

Um novo modelo animal, apropriado a estudos de drogas e toxinas com
efeito emético, foi usado por AGATA et o, {1995b) - Suncus murinus, um insetivoro
que apresenta alguma semelhanga com o camundongo. O vémito foi induzido, nos
animais, decomente da administracdo do cereulideo isolado por AGATA efdal
(1994), tanto por via oral como intraperitoneal, sem que nenhum dos 43 animais
testados morresse. Assim, com o novo animal, os pesquisadores da toxina emética
passaram a dispor de uma alternativa econdémica e de fdcil manejo, que deve

ampliar as oportunidades de investigacdo.
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2.5.3. Produgdo e mecanismo de agdo da toxina emética

As pesquisas, durante quase toda a década de 70, limitaram-se, quase
exclusivamente, a observacdes da produgdo da toxina emética em meio de arroz.
Relatos posteriores permitiram concluir que essa produgcdo ndo se fazig
exclusivamente nesse alimento, ainda que fosse o predominante nos surtos (HOLMES
ef al, 1981; JOHNSON, 1984). Uma vez que o nivel de contaminacdo necessdrio
producdo de toxina suficiente para produzir vémito causa deferioragdo perceptivel
das preparagdes de amoz (KRAMER & GILBERT, 1989), o descarte do alimento
previne grande parte dos surtos, ja que, neste caso, s6 a toxina pré-formada

determina a ocoméncia da intoxicagao.

Condigdo satisfatéria para a produgcdo da toxina emética em amoz,
observada por SZABO ef al. (1991), foi a manutengdo do substrato na faixa de 25 a
30°C, por 18 h. A temperaturas maiores o crescimento vegetativo ocorre, mas a
producdo de toxina é reduzida (MELLING & CAPEL, 1978). Segundo SEARS & KAPER
(1996), as condicdes para a produgdo da toxina emética ainda sdo pouco
conhecidas, o que deverd se modificar a partir das descobertas feitas

recentemente.

GRANUM ef al. (1995) apresentaram descricdo da toxina emética, baseada
em diversos estudos que detectaram sua produgdo, no alimento, ao final da fase
de crescimento exponencial do microrganismo e inicio da fase estaciondria.
Sugeriram a possibilidade de que o microrganismo libere a toxina emética como
forma de degradar produtos do meio em que cresce. Na mesma obra os autores
propuseram um sistema para classificacdo de toxinas associadas a doencgas de
origem alimentar, situando a toxina emética de 8. cereus como ‘nevrotoxina sem
sitio de agdo conhecido’. Segundo SEARS & KAPER (1996). as neurotoxinas atuam

em neurotransmissores, nesse caso ocasionando a resposta emética.

Progressos no estudo do mecanismo de agdo da toxina emética foram
apresentados por AGATA e/ al. (1995b). A partir do conhecimento de que vdrios
antagonistas dos receptores de serotoning (S5-HT3) tém sido usados para inibir vémito
provocado por agentes quimioterdpicos de tratamento ao cancer, deduziram que
O mecanismo emético observado pudesse ser mediado, também, por tais

receptores. Quando a vagotomia e a inibicGo dos receptores, na pesquisa,

44



et gL LA ]

aboliram o efeito emético, os autores concluiram que o cereulideo causa vomito
por meio de estimulo dos receptores 5-HTs e de estimulagcdo do nervo vago
aferente. O cereuvlideo causou alteragdes em mitocondrias de células HEp-2,
confimando sua agdo citotéxica. A dose capaz de causar véomito em 50% dos
animais testados (EDso) foi definida como 12,9 ng/kg de massa corporal. Para que a
valinomicina, estruturalmente semelhante ao cereulideo, exercesse o mesmo efeito,
foram requeridas doses muito maiores (50 vezes ou mais), o que foi atribuido a

diferengas entre afinidades com os receptores, na superficie celular.

2.5.4. Surtos de intoxicagdo emética

Os primeiros casos de intoxicagdo emética foram registrados pelo Public
Health Laboratory Services, no Reino Unido, quando em cinco ocasides - entre
agosto e novembro de 1971 - 13 pessoas adoeceram com sintomas de infoxicacdo
caracterizada por ndusea e vomitos, duas a cinco horas depois de terem comido
arroz preparado em restaurante chinés. Amostras dos alimentos incriminados
apresentaram grande contaminagdo por 8. cereus, considerado agente causador
daqueles surtos de sinfomatologia atipica (MORTIMER & McCANN, 1974). Apds
aqueles episddios sucedeu-se uma série de outros 192, entre 1972 e 1984,
envolvendo mais de 1.000 pessoas, quase sempre no verdo; aproximadamente 95%
dos casos eram associados a preparagoes de armoz & moda chinesa (KRAMER &
GILBERT, 1989). A forma emética de intoxicacdo tem sido predominante, no Reino
Unido, sempre em associagdo a arroz, cozido ou frito (SHINAGAWA, 1993). O arroz
frito foi descrito por GILBERT ef al. (1974) como uma preparacdo & base de amoz
cozido, deixado a secar por 12 h ou mais a temperatura ambiente, e em seguida

refogado rapidamente, em mistura com ovos, vegetais e condimentos.

RAEVUOR! ef al. (1976) estudaram um surto, na Finlandia, em que 18 pessoas
adoeceram com sinfomas predominantes de ndusea e vémito, encontrando alta
contaminagdo por B. cereus em amostras de amoz e de carne consumidos.
VAN NETTEN ef al. (1990}, relataram um surto na Espanha e dois na Holanda, devidos
a eslirpes psicrotréficas, envolvendo consumo de bacalhau, torta de vegetais e

leite, respectivamente.

Os primeiros surtos de intoxicagdes eméticas, nos Estados Unidos, foram

notificados ao CDC entre 1974 e 1975, envolvendo um total de 35 pessoas, sendo
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dois associados a consumo de arroz e outro a consumo de carne ou vegetais
(TERRANOVA & BLAKE, 1978). Outro surto foi registrado por HOLMES ef of. (1981),
ocasionado por ingestdo de prato elaborado com macarrdo e queijo. SNYDER &
POLAND (1991) citaram estimativas da ordem de 84.000 Casos anuagis de

infoxicagdes por B. cereus, nos Estados Unidos, abrangendo formas diamreicas e

emeéticas.

No Canadd o primeiro surto emético foi relatado por LEBFREVE ef al. (citados
por KRAMER & GILBERT, 1989), em 1973, apds o que a sindrome passou a ser
mencionada em publicagdes periddicas do Foodborne Disease Reporting Centre.
Entre 1975 e 1984, 107 incidentes foram ahibuidos a B, cereus, um dos quatro
principais agentes efiolégicos de doencas de origem alimentar no pais; a maioria
dos surtos esteve associada a preparacdes de arroz (TODD, 1992), o que permite

inferir a predomindncia da forma emética de intoxicacdo.

Na Austrdlia, levantamento de dados epidemioldgicos publicado por DAVEY
(1985) revelou que 23% dos surtos se associavam Qo consumo de amoz em
restaurantes asidticos e & forma emética de intoxicagdo por B. cereus. O autor
sugere que a forma emética seria mais relatada as autoridades em vitude da
rapidez de aparecimento e do desconforto dos sintomas. Outros autores,
entretanto, consideram esta forma subestimada justamente em decoméncia dos
curtos periodos de incubacdo e de duragdo da doenca (TERRANOVA &
BLAKE, 1978; KRAMER & GILBERT, 1989).

Segundo SHINAGAWA (1990), de 73 surfos de intoxicagdo por B. cereus
ocomidos no Japdo entre 1982 e 1986, aproximadamente 95% foram do tipo
emético; a maior incidéncia aconteceu nos meses de verdo, sendo 73% devidos ao
consumo de amoz, 16% a macando e 11% a outros alimentos. Levantamentos
recentes indicaram a ocoméncia anual de 6 a 18 surfos de infoxicagoes por
B. cereus, até 1991, ano em que se registrou um dos maiores ndmeros de Casos
(2.364)., a maioria de fipo emético; alguns desses surtos 1ém sido atribuidos a leite
pasteurizado (SHINAGAWA, 1993).
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2.6. OCORRENCIA E INCIDENCIA DE 8. cereus EM ALIMENTOS

Tanto esporos como células vegetativas de B. cereus sdo habitantes
freqUentes de uma grande variedade de ambientes, incluindo solo, sedimentos,
poeira, dgua, plantas e muitos tipos de alimentos, notoriamente cereais e derivados,
leite e laticinios, condimentos, carnes e vegetais (GOEPFERT ef al, 1972; GILBERT,
1979: JOHNSON, 1984). Como conseqiiéncia dessa distribuigdo ubiqua e devido a
sua rapida capacidade de esporulacdo, B. cereus sobrevive bem nos ambiente e

na passagem pelo intestino (NOTERMANS et al,, 1997).

A verificacGo da presenga do microrganismos em dlimentos tem sido
conduzida por diversos autores, a exemplo de NYGREN (1962), citado por KRAMER &
GILBERT (1989), cuja pesquisa em 3.888 amosiras revelou a contaminagdo de 51,6%

de ingredientes, 43,8% de sobremesas e 52,2% de produtos de carne e vegetais.

O levantamento conduzido por CANTONI & BRESCIANI (1987), em 614
amostras, evidenciou incidéncia baixa (< 500 UFC/g). com fregliéncias mdaximas
enconfradas em queijo e condimentos (10% das amostras) e hortalicas (14% das
amostras examinadas). Os autores chamaram a atengdo, contudo, para a
dificuldade em detectar numeros baixos por métodos de contagem em placas, o
que pode justificar a baixa freqiiéncia observada. IACONA efal. (1987)
pesquisaram a ocoméncia de B. cereus em 250 amostras pertencentes a cinco
classes de dlimentos, encontrando o microrganismo em todas as classes, em
contagens de até 105 UFC/g. VAN NETTEN ef o, (1990) pesquisaram 1.700 amostras
pertencentes a 16 classes de alimentos, encontrando B, cereus em 15 classes, com
freqbéncia varidvel entre 1 e 42%, e incidéncia, em geral baixa, entre 10 e
102 UFC/g.

Na Holanda, GIFFEL ef ol (1996) examinaram 229 amostras, incluindo leite e
laticinios, farinha de frigo, comida chinesa, carnes e condimentos, relatando

contaminagdo em 48% das amostras, que confinham entre 102 e 106 UFC/g.

Entre os levantamentos feitos no Brasil destaca-se o de RABINOVITCH ef of.
(1985), que isolaram B.cereus de dalimentos provenientes de 18 grupos,
industrializados ou ndo, crus ou cozidos, em contagens entre 102 e 6 x 10° UFC/g.

Entre esses alimentos citam-se carnes, vegetais, leite pasteurizado tipo B, leite em
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po, leite fermentado, pés para preparo de sopas e de refrescos, temperos, molhos,

salgadinhos e chocolate em pd.

Em leite e produtos lacteos a presenga do microrganismo tem sido
observada rotineiramente, sendo considerada um dos grandes problemas da
indUstria de Iaticinios (ANDERSSON ef al., 1995). Segundo HOLMES ef al. (1981), leite
em pd foi a fonte de B. cereus para um surto emético descrito nos Estados Unidos.
AHMED ef al. (1983) relataram, em Taiwan, a contaminacdo de 48% de amostras de
sorvete. Também na China, WONG e/ al. (1988a) examinaram 293 produtos de
laticinios, observando que 52% das amostras de sorvete e 29% de leite em pd
apresentavam contaminagdo por B. cereus, com populacdes médias entre 15 e
280 UFC/g. KAMAT et al. (1989) encontraram B. cereus em todas as amostras de leite
pasteurizado, leite em pé e produtos lacteos, e em 87% das amostras de sorvete.
Nesses produtos, adquiridos em mercados de Bombaim, as contagens variaram
entre 10% e 105 UFC/g. PILLAI e/ al. {1993) encontraram B. cereusem 9 de 75 amostras
de “lassi”, um tipo de coalhada doce, comum na india. BECKER ef ol. (1994) citaram
uma série de relatos, feifos.em diversos paises enfre 1916 e 1988, que tornaram
evidente o fato de que B. cereus € um contaminante comum de leite e produtos de
laticinios, ainda que raros ou obscuros tenham sido os relatos de intoxicacdes
associadas. CRIELLY ef al (1994) consideraram B. cereus uma das espécies mais
comuns em leite, presente em todos os estagios da pasteurizacdo. Para LANGEVELD
et al (1996), € o microrganismo mais provavel de causar deterioracdo em leite
pasteurizado, guardado em temperatura de refrigeracdo, porém consideram
escassas as evidéncias de que, em tais situagdes, seja o microrganismo responsavel
por surfos de intoxicagdo, diameica ou emética. LARSEN & JORGENSEN (1997)
verificaram presenga de B. cereus em 56% de 458 amostras de leite pasteurizado,

examinadas na Dinamarca.

BECKER ef dl. (1994) estudaram a presenga de B. cereus em alimentos infantis,
durante o ano de 1992, coletando 261 amostras em 17 paises: 54% das amostras
estavam contaminadas, alcangando niveis de até 600 UFC/g, ainda que apenas
10% das amostras exibissem contaminagdo superior a 10 UFC/g. O mesmo autor
referiv-se a pesquisa anterior, desenvolvida entre 1982 e 1983, cujos percentuais de
contaminagdo observados eram, pelo menos na Alemanha, sensivel e

inexplicavelmente inferiores aos do Ultimo levantamento. BECKER efal (1994)
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salientaram a importancia da contaminacdo por B. cereus em concentrados para
reconstituicdo, jG que sdo alimentos consumidos, com freqiiéncia, por pessoas
altamente suscetiveis - criangas ou pessoas debilitadas. Padrées de exigéncia de
Portugal, Dinamarca e Holanda ndo permitem contagens iguais ou maiores do que

10 B. cereus/g nas férmulas reconstituidas.

E muito comum a contaminagdo de alimentos desidratados, especialmente
farinGceos, por B. cereus. Alguns dos levantamentos feitos no Brasil revelaram a
freqUiente detecgdo do microrganismo em dlimentos dessa classe. UBOLDI-EIROA
ef al. {1975), procedendo & caracterizacdo microbiolégica de farinhas e amidos,
encontraram a maior freqiéncia de B. cereus em fuba (45% das amostras) e
verificaram ser o patégeno com o maior indice de ocoméncia no grupo de
alimentos pesquisado. DELAZARI ef al. (1978) analisaram 805 amostras de alimentos
desidratados observando que, em média, 20,4% das amostras apresentavam
contaminagdo, sendo observada a maior frequéncia (90%) em farinha de milho.
LETAO et al. (1983) verificaram a ocormréncia de B. cereus em 26,9% das amostras de
alimentos desidratadas examinadas. MckKNIGHT et ol. (1990) observaram 58,3% e
87.5% de contaminagdo em amostras de macando com e sem ovos,

respectivamente.

Na Nigéria, YUSUF efal. (1992) analisaram farinhas e féculas, observando
contaminagdo por B. cereus em 98% das amostras, com incidéncia variando entre
103 UFC/g (28%), 10* UFC/g (64.7%) e 105 UFC/g (7.3%), tendo sido observadas as
maiores contagens em farinhas de mandioca, em niveis que alcangavam até
7 x 10¢ UFC/g. De 250 cepas isoladas em meio MYP, apenas 8% eram B, mycoides,
evidenciando a alta prevaléncia de 8. cereus nessa classe de alimentos. RUSUL &
YAACOB (1995) observaram contaminacdo por B, cereus em 100% de 39 amostras
de alimentos desidratados pesquisados na Malasia, os quais apresentaram entre 102
e 10¢ UFC/g.

BLAKEY & PRIEST (1980) constataram 56% de contaminacdo por 8. cereus em
39 amostras de 12 diferentes leguminosas e cereais (60% nas amostras de aroz).
HARMON ef al. (1987) detectaram B. cereus em 57% de 98 amosiras de sementes de
leguminosas e cereais em kits para germinacdo doméstica, adquiridas em lojas de

produtos naturais, na cidade de Washington. Durante o processo de germinacdo
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para obtengdo de brotos, ocorreu propagacgdo de B. cereus , especialmente em

tigo, cujas populagdes alcancaram 105 UFC/g.

BAXTER & HOLZAPFEL (1982) detectaram presenca de B. cereus em 14 de 20
amostras de condimentos e aditivos, na Africa do Sul, enfre os quais pimenta do
reino, pdaprica, coentro, manjericGo e farinha de soja, observando indices de
contaminagdo entre 102 e 10¢ UFC/g. SHINAGAWA et al. (1988) analisaram mais de
200 amostras de aditivos para carnes (condimentos, amido e concentrados
protéicos), constatando contaminagdo média de 43%. MALMSIEN efdl. (1991)
encontraram 8. cereus na maioria de 200 amostras de ervas aromaticas
desidratadas, na Finlandia, em niveis de contaminagdo alcancando 4 x 10° UFC/g,

nimeros que ndo se alteraram significativamente apés dois anos de estocagem.

Ocorméncia do microrganismo em carnes, produtos cdarneos e aditivos foi
investigada por KONUMA efal. (1988), em 1.963 amostras coletadas em seis
cidades, no Japdo. Entre os produtos carneos, os bifes tipo “hamburgers” foram os
que apresentaram maior freqiéncia de contaminagdo (45,5% das amostras),
enquanto menos de 10% de amosiras de carnes frescas estavam contaminadas,
quase sempre em contagens inferiores a 100 UFC/g. Por outro lado, os aditivos (com
destaque para amido e concentrados protéicos) apresentaram grande proporgdo
de amostras positivas e niveis de contaminagdo entre 102 e 104 UFC/g. confirmando
O papel desses ingredientes como fonte comum de B. cereus para produtos
carneos. ASPLUND ef al. (1988) assinalaram a presenga do microrganismo em
salsichas, com maior incidéncia observada nos meses de verdo, quando foram
detectadas populacdes de até 104 UFC/g. KAMAT ef al. (1989) observaram 40% de
contaminagdo em amostras de peixe, 80% em amostras de produtos carneos e 30%

em condimentos, em estudo feito em Bombaim.

No Brasil, ALMEIDA & SCHNEIDER (1983) pesquisaram a presenca do
- microrganismo em produtos elaborados com came moida, adquiridos em
estabelecimentos comerciais na cidade de Campinas, constatando contaminagdo
em 40% das amostras de croquetes e 90% das amostras de almdndegas,

predominantemente em contagens superiores a 103 UFC/g.

A presencga de B. cereus tem sido observada com alta freqiéncia em amroz e

suas preparagoes. A contaminagdo dos grdos ocorre durante colheito, transporte,
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beneficiamento e armazenagem. Devido & atividade de dgua baixa, essa
contaminagdo se faz, basicamente, por esporos do microrganismo, segundo
VUAYALAKSHMI efal (1981). Os autores desenvolveram estudo, na india, e
registraram contaminagdo variando entre 2x 10 e 9 x 105 UFC/g em 66% de
amostras de amoz cru e em todas as amostras de amoz cozido, coletadas em
ambientes domésticos e andlisadas dentro de 3 a 4 h apds o preparo. CHUNG &
SUN (1986) chegaram a considerar B. cereus parte da microbiota normal de aroz,
apés assinalarem sua presenca em 11 de 12 amostras de arroz polido cru, na China.
KAMAT et al. (1989) encontraram contaminadas todas as amostras de amoz cru

obtidas no comércio de Bombaim.
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido no Restaurante Universitario e no
Laboratério de Microbiologia de Alimentos do Departamento de Microbiologia, na

Universidade Federal de Vicosa (UFV), Minas Gerais.

3.1. AVALACAO DA OCORRENCIA DE 8. cereus EM ARROZ

3.1.1. Amostras de arroz

Foram analisadas amostras de arroz polido, de arroz polido parboilizado e de
arroz integral, coletadas a intervalos de cinco a sete dias, completando um total de

20 amostras de cada um dos tipos de amoz.

Todas as amostras de amoz polido (P) foram obtidas a partir de lotes
destinados ao preparo de refeicdes no Restaurante Universitario. Duas marcas
comerciais de amroz polido parboilizado (amosiros Pba e Pbs) também foram obtidas
de estoques comerciais para venda a varejo e as amostras de armroz integral foram

adquiridas em dois estabelecimentos comerciais (amostras I e Iv).

3.1.2. Microrganismos

Foram usados como cepas de referéncia os seguintes microrganismos:
B. cereus ATCC 14579, NCTC 11143 (fipo emético) e NCTC 11145 (tipo diameico) e
B. thuringiensis ATCC 10792, adquiridos por intermédio da Fundagdo Tropical de

Pesquisas André Tosello, Campinas, SP.

3.1.3. Isolamento, enumeracdo e confimacado de B. cereus

Porgdes de, aproximadamente, 1 kg de cada um dos tipos de arroz foram
coletadas em recipientes esterilizados e transportadas para o laboratério. Adotando
metodologia preconizada pelo FDA (HARMON, 1984), 50 g de cada uma das
amostras foram homogeneizadas, em liqUidificador, com 450 mL de solugdo salina
peptonada. A partir dessa dilvicdo inicial, foram preparadas diluigoes sucessivas no
mesmo diluente.
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Segundo a mesma metodologia, as contagens foram feitas por
plaqueamento em superficie, espalhando-se 0,1 mL de cada diluigdo em placas de
Petri contendo agar vermelho de fenol - gema de ovo - manitol - polimixina B,
conhecido como agar MYP ou meio de Mossel. As placas foram, entdo, incubadas

a 30°C por 18 a 24 h para contagem presuntiva de 8. cereus.

As contagens foram feitas, preferencialmente, em placas que apresentassem
entre 10 e 100 coldnias (segundo proposta de HARMON ef al, 1992), rosadas e
circundadas por halo de precipitagdo de lecitina. Em placas onde se observaram
menos de 10 UFC na diluicdo mais baixa (107"). o procedimento foi repetido em
outra aliquota de 50 g da mesma amostra, com o diluente reduzido & metade, de

forma a dobrar a concentragdo de microrganismos.

Em placas com quatro ou mais coldnias, pelo menos 1/3 foi submetido aos
testes de confimacado. Quando o numero de coldnias foi inferior g quatro, todas as
coldnias foram isoladas para confirmagdo. As coldnias foram repicadas para tubos
de cultura contendo agar nutriente inclinado, incubados por 24 h a 30°C. A partir
dai, foram preparadas suspensdes dos isolados em solugdo peptonada, para os

testes de confirmacao que se seguiriam.

A confirmagdo dos isolados como membros do grupo de 8. cereus e a sua
diferenciacdo em espécies foi feita de acordo com a metodologia aprovada pelo
FDA, descrita por HARMON (1984). Esfregacos corados pelo método de Gram foram
examinados ao microscopio. Bastonetes longos, Gram positivos, dispostos em
cadeias e apresentando esporos que ndo distendiam o esporangio, foram

submetidos a confimagdo com base nas respostas as seguintes provas bioquimicas:
¢ produgdo de acido em anaqerobiose, em caldo glicose-vermelho de fenol;

* produgdo de acetiimetilcarbinol, em caldo VP;:

» decomposi¢do de tirosina, em Aagar tirosina;

* crescimento em presenca de 0,001% de lisozima.

Dessa forma, foram selecionados todos os isolados que apresentaram

resultados similares para as quatro provas anteriormente mencionadas, compativeis
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com a caracterizagdo do grupo de B. cereus. Tais isolados, entdo, foram

submetidos aos seguintes testes para diferenciagdo da espécie:

eTeste de molilidade: diferentes de 8. mycoides e de B. anthracis, exemplares
tipicos de B. cereus apresentam motfilidade, crescendo difusamente ao longo da

linha do inéculo em profundidade, em meio semi sélido.

o Teste de crescimento rizbéide: para este teste teve-se a precaugdo de tornar bem
secas as superficies de agar nutriente em placas de Petri. No centro de cada
placa se inoculou, com leve toque de alga de plafina, cada isolado a ser
identificado. Apds incubagdo a 30°C por 48 a 72 h, as coldnias foram examinadas
para observacdo de estruturas semelhantes a raizes que se estendiam a partir do
ponto de inoculagcdo até varios centimetros em diregdo as bordas da placa.

O crescimento rizéide é caracteristico de B. mycoides e o diferencia de 8. cereus.

sTeste de alividade hemolitica: a este teste foram submetidos apenas os isolados
que, sendo imodveis, ndo apresentaram crescimento rizdide, para confirmar

possiveis B. anthracis (espécie ndo hemolitica).

 Coloragdo de esporos: os isolados foram cultivados em dgar nutriente durante 4 a
S dias, & temperatura ambiente. ApSs esse tempo, foram preparados esfregacos
que, levados ao microscdpio, permitiram detectar eventual presenca de cristais
paraesporais bipiramidais - forma como se apresentam proteinas tdxicas de

B. thuningiensis.
Uma vez identificados, os isolados caracterizados como B, cereus tiveram

suas contagens expressas como unidades formadoras de coldnia por grama

(UFC/g) das amostras de aroz examinadas.
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3.1.4. Biotipagem de exemplares de B. cereus, isolados de arroz

Foi adotado o esquema proposto por JINBO & KOKUBO (1982) e avaliado por
SHINAGAWA (1990), representado no Quadro 3.1.

QUADRO 3 1. - Caracterizagdo de bidtipos de B. cereus

Respostas a provas bioquimicas

Biotipos
Hidrélise de amido Reducgdo de nifrato DecomposicGo de uréia
1 + + +
2 + + -
3 + - +
4 + - -
5 - + +
6 - + -
7 - - -

Os testes, conforme descricdo dos autores, foram assim desenvolvidos:

o Teste de hidrdlise de amido: os microrganismos foram cultivados em placas de Petri
com dgar nutriente contendo 1% de amido solUvel, sendo incubados a 30°C por
24 h. Apds esse tempo, as coldnias foram cobertas com solucdo de lugol para
observar a formagdo de zona de transparéncia sob e ao redor das colonias,
indicativo de hidrdlise do amido; o iodo colore de azul aroxeado escuro as
cadeias de amido que se mantém integras, ndo atacadas por amilases. Segundo
SHINAGAWA (1990), o teste pode ser considerado negativo para cepas
fracamente amiloliticas, cujas coldnias apresentam halo pouco definido e restrito
aos limites da colbnia. A visudlizagdo dos resultados deste teste foi facilitada pela

comparagdo com o comportamento de uma cepa eméfica, amilase-negativa.

» Teste de decomposigcGo da uréia: foi utilizado o meio de Christensen, que inclui em
sua composigGo uréia, cuja fransformagdo em amdnia torna o meio alcdlino e
colorido de rosa. Conforme recomendado pelos aulores do sistema de
biotipagem, s6 foram considerados positivos aqueles isolados que, apresentando

crescimento, viraram o indicador dentro de 24 h.
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»Teste de redugdo do nifrato: observou-se a capacidade dos microrganismos em
reduzir nitrato a nitrito, usando-se o mesmo meio incluido na metodologia proposta

por HARMON (1984) para confirmacdo de B. cereus.

3.2. DETERMINACOES DE TEMPERATURA, EM PREPARACOES DE ARROZ

Foram monitoradas as temperaturas a que foi exposto o amoz durante
operagées de cozimento, manutencdo de calor e resfriamento, em 3 ocasides

distintas, na cozinha do Restaurante Universitario da UFV.

3.2.1. indicadorregistrador de temperaturas

Foi utilizado equipamento multicanal, que dispde de rés sensores

(termopares de fipo T, em cobre constantan).

3.2.2. Medigoes de temperaturas

As medigbes de temperaturas foram efetuadas, aleatoriamente, durante
periodo compreendido entre os meses de novembro e maio. Tomou-se a
precaugdo de ndo interferir nos procedimentos habituais dos funciondrios, para que
as descrigSes de processos retratassem a rotina do restaurante e, possivelmente, de

outras grandes unidades de alimentacdo coletiva.

As temperaturas foram tomadas (1) nos equipamentos de coccdo, (2) nos
recipientes utilizados para distribuigdo do alimento pronto e (3) nos recipientes onde
o dlimento era resfriado e mantido até posterior utilizagcdo. Os sensores foram
localizados em trés pontos do alimento contido em cada um dos recipientes,
adotando procedimento semelhante ao descrito por BRYAN ef o, (1981): um dos
sensores ficava inserido no cenfro geométrico; o segundo sensor era colocado na
parte superior, a uma distdncia de aproximadamente 5 cm do fopo do dalimento;
finalmente, o terceiro sensor era localizado diametralmente oposto ao segundo,

5 cm acima da base do recipiente.
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As tomadas de temperatura estenderam-se por, aproximadamente, 24 h, a
intervalos de 1 min, obedecendo & seguinte ordem, de acordo com o recipiente e

a operagao envolvida:
(a) durante o tempo de cozimento, em caldeirdes a vapor;

(b) durante o periodo em que o alimento foi mantido aquecido, em recipientes

térmicos, até distribuicdo aos comensais;

{c) durante o periodo de resfriamento das sobras, em vasithames destinados a

armazend-las até a préxima refeicdo em que viessem a ser utilizadas.

3.2.2.1. Medigoes de temperatura de arroz, durante cozimento

O preparo de amoz em grandes quantidades é feito, freqientemente, em
equipamentos de cocgdo a vapor com capacidades variGveis, de 100 a 500 L.
Na cozinha do Restaurante Universitdrio da UFV o armroz é cozido em equipamentos
conhecidos como “"panelbes americanos”, com capacidade de 400 L, nos quais o
cozimento é bastante uniforme. As temperaluras maximas alcancadas sdo

aproximadamente as mesmas observadas em processos domésticos de coccdo.

Como a dlfitude da cidade de Vigosa alcanga quase 700 m, a temperatura
de ebvulicGo da agua é de, aproximadamente, 97,5°C. Foi essa a temperatura
registrada na agua fervente, com o equipamento aberto. Depois que se
acrescentavam de 60 a 65kg de amoz, além de agua, dleo, alho e sal nas
proporgoes indicadas, os sensores eram fixados e o equipamento era fechado.
As dimensdes da batelada eram de, aproximadamente, 210 L, com 0,30 m de altura
e 1,00 x0,70 m de base.

A temperatura se estabilizava em 98°C dentro de 5 min, quando se iniciava a
contagem de tempo do processo. Durante meia hora o fornecimento de vapor era
mantido e, depois disso, o equipamento permanecia fechado por mais 10 minutos.
Os termopares ficavam inseridos no alimento durante os 40 min de duragdo do

processo de cozimento.
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3.2.2.2. Medigdes de temperatura de amoz cozido, em recipiente térmico

Imediatamente apds o témino do cozimento, o amoz era transferido para
carros térmicos, apropriados & manutencdo do calor e ao transporte para as areas
de distribuicdo das refeicdes. Nesses recipientes os alimentos ocupavam,
aproximadamente, 80 L, comespondentes a 0,40 m de altura e 0,50 x 0,40 m de

base.

Em todas as #rés ocasides em que se mediram as temperaturas, um recipiente
foi tomado aleatoriamente e seu monitoramento cessou no momento de sua
distribuicdo. As temperaturas registradas, portanto, compreenderam o tempo
desde a retirada do alimento do equipamento de cocgdo até o momento em que

se iniciou sua ulilizagao, no servigo da refeicdo.

3.2.2.3. Medigoes de temperatura de amoz cozido, durante resfriamento

Uma nova etapa foi monitorada, a partir do momento em que sobras do
alimento, ao final da refeicdo, eram transferidas para panelas de aluminio e
deixadas, inicialmente, d temperatura ambiente, enfre 23 e 26°C. Quando a
primeira e a segunda medi¢cdes foram feitas, os recipientes foram levados a
cdmaras de refrigeragdo, onde a temperatura registrada oscilava entre 8 e 11°C.
Quando da terceira medi¢do, o vasilhame com as sobras foi transferido para uma
antecdmara, cuja temperatura situava-se em torno de 16°C. Em tais condigoes se

completava o resfriamento e se aiTmazenavam as sobras de arroz.

As dimensdes das panelas de aluminio (0,28 m de altura e didmetro da base

de 0,60 m) permitiam armazenar volumes de até 80 L do alimento pronto.
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3.3. AVALIACT\O DOS EFEITOS DO COZIMENTO DE ARROZ NA SOBREVIVENCIA DE
ESPOROS DE B. cereus

3.3.1. Microrganismos

Cepas de referéncia de tipos diarreico (NCTC 11145) e emético (NCTC 11 143)

e isolados representantes dos bidtipos identificados, selecionados aleatoriamente.

3.3.2. Preparo das suspensdes de esporos

Os esporos de cada cepa foram cullivados no meio de esporulacdo
proposto por MARTIN & BLACKWOOD (1972), preparado com caldo nutriente
suplementado com 0,01% MnSOs 1% de amido e 2% dgar. Cada isolado foi
cultivado previamente em tubo com dagar nutriente inclinado, passando por {rés
repicagens. A cada tubo, entdo, adicionou-se 1 mL de solucdo salina esterilizada
para remover a massa celular, com auxilio de alga de platina. As suspensdes de
células assim obtidas foram usadas para inocular, em superficie, meio de

esporulagdo preparado em frascos de Roux.

No caso dos bidtipos 1 e 2, optou-se por trabalhar com suspensdes de
esporos mistas de trés isolados, com propdsito de estender os estudos de destruicdo
témimica e crescimento em meio de amoz a maior nimero de microrganismos,
adotando procedimento semelhante ao descrito por BENEDICT ef o, (1993). Os trés
isolados de bidtipo 1 foram sorteados entre 17 semelhantes. Como os isolados de
bidtipo 2 eram muito numerosos, e considerando a possibilidade de que, em cada
amostra de aroz, representassem a mesma estirpe, foi feito sorteio prévio de um
isolado por amostra, reduzindo para 31 o total de onde foram, entdo, sorteados os
que compuseram a suspensdo. A selegdo rigorosamente aleatdéria teve como

objetivo a representagdo ndo tendenciosa da populagdo completa.

As suspensdes de esporos foram assim compostas e identificadas:

* suspensdo A (bidtipo 1): mistura de esporos de trés isolados (ne 021, 035 e 089);
* suspensdo B (bidtipo 2): mistura de esporos de 1rés isolados (ne: 045, 136 e 188);
e suspensdo C(bidtipo 6): esporos do isolado ne 106;

e suspensdo D (tipo diamreico): esporos do microrganismo NCTC 11145;

¢ suspensdo E (tipo emético): esporos do microrganismo NCTC 11143,
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Cada isolado que compds as suspensdes A e B foi inoculado em dois frascos
de Roux e os demais isolados foram inoculadas, cada um, em quatro frascos.
Os frascos foram incubados a 35°C por quatro a sete dias (KUTIMA & FOEGEDING,
1987), até que, por observagdo microscépica, pdde-se estimar de 90 a 95% de
esporulagdo. A massa de microrganismos foi removida cuidadosamente, com
auxilio de bastdo de vidro, mediante adicdo de 10 mL de solugdo sdlina a cada
frasco. Os contelidos de dois frascos contendo o mesmo microrganismo foram

transferidos para tubos de centrifuga de 50 mL.

Os esporos cultivados foram centrifugados a 5000 g por 20 minutos, a 4°C,
adotando procedimento descrito por WESCOTT ef al. (1995). O processo foi repetido
cinco vezes, até que se concentraram suspensdes com > 98% de esporos refratesis,
as quais foram padronizadas, mediante contagens em placas, para populagdes
aproximadas de 10° esporos/mL, em agua destilada. As suspensdes mistas A e B
foram elaboradas pela mistura equilibrada das suspensdes individuais
correspondentes. Cada suspensdo foi distribuida, com pérolas de vidro, em seis
porgSes de 60 a 80mlL, em frascos dotados de tampas rosquedveis, para
convenientes dilvicdes posteriores. A precaugdo de preparar diversas suspensoes
de estoque teve como objetivo evitar excesso de manipulacdo em um mesmo
material e assegurar reserva para substituir eventuais suspensdes contaminadas.
Esses materiais ficaram estocados a 4(+ 1)°C até sua ufilizagdo, o que ocoireu no

prazo maximo de oito meses.

3.3.3. Preparo do meio de arroz

O meio foi preparado de forma semelhante as descricdes de MELLING ef o,
(1976) e de JOHNSON ef al. (1984). Foram introduzidas modificacdes, de forma a
reproduzir a foomulagdo adotada no Restaurante Universitdrio, onde a pesquisa se
ambientou. Para tal, as proporgdes se basearam nos valores per capita usuais da
preparaggo: arroz, 80 g; dleo de soja, 7 g; sal, 3 g; alho, 1 g. Em virtude de seu uso
mais difundido em servigos de alimentacdo, o meio foi elaborado com armroz polido.
‘Todos os componentes foram formmecido semanalmente pelo restaurante,

provenientes de estoques destinados a consumo imediato.
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Misturas assim preparadas foram distribuidas, em por¢cdes de 7 g, em tubos de
ensaio de 25x 150 mm providos de tampas de inox. Em conformidade com
JOHNSON ef al (1983), a cada tubo se adicionaram 14g de dagua,
semelhantemente & prafica comum de cocgdo de arroz em cozinhas de grande
porte, segundo a qual se ulilizam, aproximadamente, duas partes de dgua para
uma parte de arroz. Os tubos foram, entdo, levados & autoclave a 121°C por 15 min.
O processo de autoclavagem tornou o meio uma réplica do alimento pronto para
consumo, com pH 6,7 +0,1. Cada tubo continha, aproximadamente, 20 g do meio

esterilizado, com as seguintes proporgdes: 30,77% de amoz, 1,15% de sal e 0,38% de

atho.
3.3.4. Efeitos do fratamento térmico sobre esporos de B. cereus

Testes preliminares foram desenvolvidos para orientar a conducdo do
experimento. Mediante observagdes assim feitas, optou-se por avdliar, em
separado, cada uma das suspensdes, o que permitiv proceder as contagens
imediatamente apds cada tratamento térmico. O experimento foi conduzido em

duas repeticdes.

Cada ensaio, portanto, consistiv de uma suspensdo em particular e de
amostras (tubos em duplicata, contendo meio de amoz) em nimero suficiente para
acompanhar o processo de destruicGo térmica decorrente da exposicdo durante
40 min a temberoturc de 97.5°C. A definigdo desse tfratamento partiv da

observagdo do processo de cozimento de arroz descrita no item 3.2.2.1.

Assim, cada tubo contendo meio de armoz recebeu 0,5 mL de suspensdo de
esporos ndo submetida a choque témmico, tendo-se o cuidado de homogeneiza-la,
em “vortex”, antes de cada inoculagdo, de maneira a minimizar flutuacdes nos
numeros de esporos inoculados. Este procedimento foi recomendado com especial
atengao por FERMANIAN ef dl. (1994). Quando necessdrio, procedeu-se a rediluigdo
da suspensdo original, de forma a assegurar populagdes iniciais de 104 a

107 esporos/g de meio.

Ao submeter cada suspensdo ao tratamento témmico, dez tubos de amoz
inoculados {correspondentes a cinco amostras) foram colocados em banho a

97.5°C, bem como um tubo ndo inoculado onde se introduziv termémetro para
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monitorar a temperatura. Quando nesse tubo a temperatura alcancou 97,5°C - o
que aconteceu apds 5 a 6 min - uma amostra foi retirada, relativa ao tempo zero do
experimento. A populagdo verificada na primeira contagem, correspondente a
esse momento, foi estabelecida como a populagdo inicial, de forma que o efeito
letal relativo ao periodo de elevacdo da temperatura foi desconsiderado.
A partir dai, a intervalos de 10 min, foram sendo refiradas as demais amostras, todas
resfiadas em banho de gelo e assim mantidas até os procedimentos de
plaqueamento para contagem dos sobreviventes, que se iniciaram imediatamente

quando se completaram 40 min de manutengao a 97,5°C.

O contetdo de cada tubo foi removido com auxilio de espatula esterilizada
e homogeneizado em liqUidificador com 180 mL de solucdo peptonada, apds o
que se seguiram as diluicoes em série e o plaqueamento, em duplicata, de trés ou
quatro diluigdes sucessivas. O procedimento se assemelhou ao método de
contagem anteriormente descrito, pelo espalhamento de 0,1 mL de cada dilvicao
em placas contendo meio MYP. A opgdo por este meio baseou-se em observacdes
de que B. cereus ndo apresenta sensibilidade aos seus componentes de efeito
inibitério, quando em valores de pH entre 6,3 e 7,3 (RAPPAPORT & GOEPFERT, 1978) e
teve como objetlivo facilitar o reconhecimento de eventuais contaminantes.
Contudo, ndo se acrescentou polimixina-B ao meio, por ndo ser necessdria sua
agdo selefiva e para evitar possiveis efeitos deletérios sobre esporos injuriados
(GOMBAS, 1983). As placas foram incubadas a 30°C e o tempo de incubacdo
estendeu-se por até 48 h. Selecionaram-se, para contagem, placas com 10 a
100 UFC.

Os tempos necessdrios para redugdo decimal das populacdes de esporos
(D), foram obtidos a partir das curvas de destruigdo térmica, construidas mediante
contagens dos sobreviventes a cada intervalo de 10 min de exposicdo a 97,5°C.
Para isso, ufilizou-se o Microsofi®@ EXCEL 97, para Windows® 95 (Microsoft
Corporation). Os valores Dsrsc foram calculados como inverso negativo dos

coeficientes angulares, tomados como médias de duas repeticdes.
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3.4. AVALIACAO DO CRESCIMENTO DE B. cereus EM MEIO DE ARROZ

3.4.1. Microrganismos

Foram utilizados os mesmos microrganismos identificados no item 3.3.1.
3.4.2. Preparo das suspensdes de esporos e do meio de amoz

Foram adotados os mesmos procedimentos descritos nos itens 3.3.2 e 3.3.3.
3.4.3. Crescimento de B. cereus em meio de amoz, a diferentes temperaturas

O experimento foi desenvolvido a sete temperaturas distintas (10, 15, 22, 30,
37, 43 e 45°C), incluidas na faixa considerada de risco para multiplicacdo do
microrganismo, segundo diversos autores (SHINAGAWA ef o/, 1979; BRYAN ef o,
1981; JOHNSON ef al.. 1984; GRANUM et al, 1993). Para reduzir variagdes entre
ensaios, todas as suspensdes foram avaliadas simultaneamente a cada
temperatura. O experimento foi conduzido em duas repeticées, sendo o nimero de
amostras (fubos em duplicata) definido por testes preliminares que permitiram
avaliar os intervalos de tempo adequados a observagdo de pelo menos trés pontos
da curva de crescimento em sua fase exponencial. As suspensdes foram
previamente ajustadas para que as populagdes iniciais se situassem entre 102 e

103 esporos/g.

Tubos contendo 20 g do meio de amoz, equilibrados & temperatura do
experimento, foram inoculadas com 0,5 mL de suspensdo de esporos submetida a
choque témmico por 15 min a 70°C (JOHNSON & BUSTA, 1984). A suspensdo assim
tratada foi submetida, preliminarmente, @ contagem em placas de Petri contendo

dagar MYP, para a estimativa da populacdo inicial.

Nesta fase foi tomada a mesma precaucdo de homogeneizar
cuidadosamente cada suspensdo, dada a necessidade evidente de garantir

populagoes uniformemente distribuidas em todas as amostras.

O numero de amostras, entre seis e oito, permitiv acompanhar a evolucdo no
crescimento das populagdes e obter dados para posteriores estimativas das taxas
maximas de crescimento. A cada ensaio os tubos foram incubados a temperatura

comespondente e, a cada intervalo de tempo, foi removida uma amostra
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correspondente a cada suspensdo e imediatamente resfiada em banho de gelo,
para deter o crescimento. O conteddo de cada tubo foi, entdo, submetido & rotina
de homogeneizagdo, diluvigoes e plaqueamento em meio MYP. Para a contagem,
pelo menos trés diluigdes consecutivas foram plaqueadas, em duplicata, de forma
semelhante ao procedimento adotado anteriormente. Tomou-se a precaucdo de
incubar as placas a 30°C por periodo ndo superior a 20 h, de forma que, mesmo em
placas com numeros de colbnias proximos a 100, seu tamanho reduzido facilitou a

contagem, por evitar superposicdo.

Com propésito de avdliar sensorialmente o meio, alguns tubos exiras foram
reservados e, ao final do tempo de incubagdo, foram abertlos para que se
pudessem detectar odores desagradaveis e methor observar eventuais alteragdes

de cor, decorrentes do crescimento do microrganismo.

As contagens geraram curvas de crescimento, definidas como logaritmos dos
numeros de UFC em fungdo do tempo (h). Tais curvas foram construidas utilizando o
Microsoft® EXCEL 97, para Windows® 95 {Microsoft Corporation), e, por regressdo
linear, foram selecionados os segmentos com os maiores coeficientes angulares,
comespondentes as fases de crescimento exponencial, para cada suspensdo e
temperatura de incubagdo. Os coeficientes angulares, representando as taxas
mdéximas de crescimento, foram denominados Kmax © expressaram o aumento

populacional em ciclos logaritmicos por hora.

Os tempos de geragdo (G), necessarios para duplicar o nimero de
microrganismos, foram calculados por meio da Equagdo 1, com base nos valores

de Kmax tomados como médias de duas repeticoes:

_log?2
K

G Equacdo 1

max

3.4.4. Modelo para estimar o crescimento de B. cereus em meio de arroz

Para estimar velocidades de crescimento em fungdo da temperaturqg,
adotou-se o modelo matemdtico proposto por RATKOWSKY ef al. (1983), baseado

em equacgdo desenvolvida por BELEHRADEK (1930), conforme citagdo. O modelo foi
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modificado e denominado ‘Ratkowsky 3' por ZWIETERING ef al. (1991). Estes autores
apresentaram evidéncias de que € um modelo extremamente apropriado para
descrever variagdes nas taxas de crescimento de microrganismos, decomentes de

sua exposigdo a diferentes temperaturas.

Utilizando o programa ORIGIN® - versdo 4.0 (Technical Graphics and Data
Analysis in Windows® — Microcal Software, Inc.), o modelo foi ajustado aos valores
médios de Kmax, Obtidos experimentalmente. Dessa forma, foram estimados valores
para as taxas de crescimento, em fungdo da temperatura, relativos as diferentes
suspensGes de esporos de B. cereus. As taxas de crescimento estimadas pela
Equagdo 2 (Ratkowsky 3) foram denominadas K(T), e compreendem todo o

intervalo de temperatura que pode comportar crescimento dos microrganismos

testados:

K(T) = [@-(T = Tmin) J2{1 — exp[b-(T — Tmex) 1} Equacdo 2

em que Tmin € Tmax (°C) sao, respectivamente, a minima e a méaxima temperatura
que limitam a faixa de crescimento potencial do microrganismo, e foram
determinadas, para cada suspensdo, a partir do qgjuste da equagdo aos dados
experimentais. As letras a (°C'h"'/?) e b (°C-') representam pardmetros também

obtidos por meio do qjuste.

A partir dos valores de K(T) foi possivel estimar aumentos em populagdes
iniciais hipotéticas e tragar curvas preditivas do crescimento dos microrganismos em
armroz cozido, referentes a cada suspensdo, simulando sua exposicdo a duas
situagdes de resfriamento, a partir de 45°C. Foram reproduzidas a primeira e a
terceira medigdes de temperatura redlizadas durante ammazenamento de arroz
cozido, comespondentes, respectivamente, as estocagens do alimento em camara
refrigerada e em antecmara. Em ambos os casos, foram feitas simulagdes a partir

dos registros de temperatura obtidos no centro geométrico dos recipientes.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. AVAUACAO DA OCORRENCIA DE B. cereus EM ARROZ

4.1.1. Isolamento, enumeracao e confimagado de B. cereus

Segundo metodologia descrita para enumeragao de B cereus em
amostras de amoz, 240 coldnias tipicas em dagar MYP foram selefivamente

enumeradas e submetidas a isolamento.

A caracterizagdo bioquimica e morfolégica complementar, proposta por
HARMON (1984) para confirmar e diferenciar membros do grupo, levou ao
reconhecimento quase total dos isolados. Os resultados desses testes constam da
Tabela 4.1, compreendendo os Kés diferentes tipos de amoz examinados e

respectivos nimeros de isolados submetidos as provas de confimacgdo.

Com base em tais resultados, propds-se a confiimacdo diferencial dos
isolados em espécies do grupo de 8. cereus (Tabela 4.2). A maioria - 216 entre 240
isolados (90%) - apresentou reagdes tipicas, em coincidéncia de resultados com
as cepas de B. cereus tomadas como referéncia, o que pemitiv confimda-los

como exemplares da espécie.

A observacdo de ciristais paraesporais diferenciou dez exemplares de
B. thuringiensis entre os 240 isolados (4.17%), os quais apresentaram similaridade
com a cepa de referéncia dessa espécie. Foram observados 11 isolados sem a
caracteristica de motilidade, sete dos quais apresentaram crescimento rizdide,
sendo confirmados B. mycoides (2.92%). Apenas os quatro microrganismos sem
motilidade e que ndo apresentaram crescimento rizdide foram submetidos &
prova de capacidade hemolitica, mas os resultados positivos ao teste

descartaram a possibilidade de que fossem exemplares de 8. anthracis.

Do total de isolados, sete (2,92%) n&o foram confirmados, permanecendo
a possibilidade de serem exemplares atipicos do grupo de B. cereus. Trés desses
microrganismos eram provenientes de placas onde cresceram microrganismos

manitol-positivos, o que pode ter dificultado seu isolamento seletivo.
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As Tabelas 4.3 e 4.4 foram compiladas a partir dos resultados das amostras
que apresentaram coldnias tipicas de 8. cereus em agar MYP, ou seja, amostras
positivas para a presenga do microrganismo. Vale mencionar que, via deregra, o
uso do meio MYP evitou o isolamento de espécies resistentes & polimixina e cujas
coldnias se assemelhavam das de B. cereus, porém que ndo apresentavam as
reagoes tipicas de producdo de lecitinase e incapacidade de fermentar manitol.
Assim, de maneira geral, foi possivel submeter a confirmaoagdo apenas os
microrganismos cujas possibilidades de diferenciagdo restringiram-se, quase
exclusivamente, ao grupo de B. cereus. Os procedimentos de enumeragdo e
identificagdo levaram as contagens presuntivas e confirmadas nos materiais
examinados. A Tabela 4.5 resume os resultados de ocorréncia e incidéncia de

B. cereus nas amostras de amroz examinadas.

TABELA 4.3 - Enumeragdo de B. cereus em amostras de amroz polido e de amoz
parboilizado

Idenfificacao Contagem
Material das presuntiva*
amostras (x102 UFC/g)

Ne de isolados B. cereus
confimados/testados (x102 UFC/g)

P4 1,50 3/3 1,50

Ps 1,00 2/2 1,00

P7 2,00 4/4 2,00

P1o 2,00 3/4 1,50

Arroz Prz 4.50 8/ 400
polido Pis 1,00 2/2 1,00
Pis 9,00 8/11 6,54

P7 2,50 4/5 2,00

P15 2,00 4/4 2,00

P2 4,50 8/9 4,00

Arroz P 100 2 "o
Parboilizado Pbs, 1.50 2/3 1.00

*Contagem estimada. a partir de placas. em duplicata, com menos de 10 colonias
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TABELA 4.4 - Enumeragdo de B. cereus em amostras de amroz integral

Identificacao Contagem

das Presuntiva Ne de isolados B. cereus
amostras (UFC/g) confimados/testados (UFC/qg)
lan 7.50 x 102* 10/10 7,50 x 102
la2 3.00 x 102* 5/6 2,50 x 102*
laa 7,00 x 10* 8/8 7.00 x 102
las 7,00 x 102 8/9 6,22 x 10%*
los 3,50 x 102* 717 3.50 x 102*
los 6,50 x 102* 8/9 5,77 x 102*
lr 1,45 x 10° 10/12 1,12x 103
los 1,30 x 103 9/10 1.17 x 108
les 6,00 x 102* 8/8 6,00 x 102*
lato 8.50 x 102* 7/9 6,61 x 102*
I 1,10x 103 9/10 9,90 x 102
Ib2 1,20 x 103 8/9 1,06 x 103
Iba 4,50 x 102* 7/8 3.94x 102
loa 205x 108 12/14 1.76 x 103
Ibs 6,00 x 102* 8/8 6,00 x 102*
los 3.50 x 102* 717 3,50 x 102
b7 1,80 x 103 1/13 1.52x 103
los 3,00 x 102* 6/6 3,00 x 10
) 7,50 x 10* 8/9 6,66 x 102
Ibio 1,10 x 103 10/10 1.10x 103

*Contagem estimada., a pariir de placas, em duplicata, com menos de 10 coldnias
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TABELA 4.5 - Ocorréncia e incidéncia de 8. cereus em amostras de arroz

Total Ne (%) de amosiras
Material de contendo > 102/g ‘GAFé:i/io’ v(:j);igg/;a)o
g g
amostras 102 108 > 103
Aoz polido 20 10 (50%) 0 255x102 1,00 q 6,54 x 102
Arroz ,
parboilizado 2 2(10%) 0 1.00 x 10 _
Arroz integral 20 15(75%)  5(25%) 7.77x102 2,50 x 102a 1,76 x 10°

E de se notar a compatibilidade entre os resultados obtidos nesta pesquisa
e os relatos de outros levantamentos. Prevaléncia variavel, que alcanca até
100%, foi constatada por diversos autores que pesquisaram a presenca de
B. cereus em amostras de arroz: 29% (RAEVUORI ef al., 1976), 100% (BRYAN ef o,
1981), 46%. (SHAH efal. 1996) e 60%. (HASSAN & NABBUT, 1996). Niveis
semelhantes de contaminagdo, na faixa entre 102 e 103 UFC/g, foram observados
rotineiramente por diversos pesquisadores, entre os quais VIJAYALAKSHMI ef al.
(1981), KAMAT et al. (1989), RUSUL & YAACOB (1995) e SHAH ef al. (1996).

No presente estudo ficou evidente a maior freqGéncia de contaminacao
no arroz integral (100% das amostras). O sistema de venda observado nos dois
empdrios de comida natural onde as amosiras foram adquiridas pode ter
contribvido para esse fato: o cereal ficava exposto em sacos de 50 kg, abertos, e
eram embalados apenas no momento da compra. Ja as amostras de amroz
polido, coletadas imediatamente apds a retirada das embalagens plasticas com
Que permaneciam acondicionadas no Restaurante Universitario, apresentaram
contaminagdo em 50% das amostras, e os niveis foram um pouco inferiores aos
exibidos pelas amostras de amroz integral. Além disso, o processo de polimento de
arroz, que consiste na retirada da camada externa do grdo, pressupde que parte
das impurezas, inclusive esporos bacterianos, também sejam retirados. Isto serig
uma outra causa provavel da menor freqiiéncia de detec¢do de 8. cereus nas
amostras de arroz polido, comparativamente ao que foi observado nas amostras
de aroz integral, nas quais o cértex foi preservado. UEDA & KUWABARA (1993)
atestaram da maior contaminagdo em amostras de arroz sem polimento, apds

levantamento da ocomréncia de cepas toxigénicas em diversas fases de
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beneficiamento do grdo. Maior freqUiéncia de contaminacdo em arroz integral
do que em amoz polido também foi mencionada por CHUNG & SUN (1986¢),

respectivamente 100 e 80% das amostras.

A baixa contaminagdo das amosiras de duas marcas comerciais de amroz
parboilizado polido pode ser indicativa do controle higiénico adotado pelas
indUstrias processadoras. A parboilizagdo pode resultar em reducdo da
contaminagdo, removida parciamente pela dgua aquecida onde os grdos sdo
imersos durante o processo. Assim, a presengca de B. cereus pode ndo ser
detectavel, pela metodologia de plagqueamento, em grande porcentagem de
amostras. O arroz usado na india é rofineiramente submetido & parboilizacao, até
por meio de processos artesanais, como relata PILLAYAR (1990), nos quais ndo se
tomam os devidos cuidados de higiene. Talvez isto justifique o fato de KAMAT
et al. (1989) terem encontrado 100% de contaminagdo tanto em amostras de
arroz polido como de arroz parboilizado, observando nivel de contaminacédo de
até 4 x 104 UFC/g nas amostras de arroz parboilizado, enquanto entre amostras

de arroz polido a contaminagdo ndo passou de 6 x 102 UFC/g.

4.1.2. Biotipagem de exemplares de B. cereus isolados de arroz

No total, 216 isolados foram submetidos ds provas bioquimicas propostos
por JINBO & KOKUBO (1982) e as reacdes dos isolados aos testes de hidrélise de
amido, redugdo de nifrato e decomposigdo de uréia estdo apresentados na
Tabela 4.6.

A verificagdo de que a grande maioria das cepas revelou-se amilase-
positiva (98,15%) - e suas reacdes, via de regra, fortemente amiloliticas - nao
reproduz resultados observados pelos autores da metodologia, segundo os quais
18% dos isolados de alimentos (naquele caso, carnes e peixes) eram incapazes
de hidrolisar amido. SHINAGAWA ef ol (1979) observaram variacdo na
capacidade amilolitica de isolados de arroz, relatando que 17% apresentavam
resultados negativos ou fracamente positivos. Os isolados que, neste frabalho,
ndo foram considerados amilase-positivos, apresentaram reagées muito fracas,

com o halo fransparente indicativo da atividade amilolitica restrito apenas aos
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limites da coldnia, semelhantemente & reagdo da cepa emética NCTC 11143.

Todas as demais cepas de referéncia eram amiloliticas.

TABELA 4.6 - Resultados das provas para biotipagem de 8. cereus

NUmero (%) de resultados positivos, por teste

Material
(n2 de isolados) Hidrolise de Redugdo de Decomposicdo de
amido nitrato uréia
Arroz polido (46) 45 (97.83) 46 (100) 6 (13,04)
Arroz parboilizado (4) 4 (100) 4 (100) 0
Arroz integral (166) 163 (98.19) 166 (100) 11 (6.63)
Total 212 (98,15) 216 (100) 17 (7.87)

* Biofipagem segundo JINBO & KOKUBO (1982)

A decomposicdo de uréia foi observada em apenas 17 dos 216 isolados,
comrespondentes a 7,87%, resultado préximo aos 11,7% entre 486 isolados de
alimentos em geral, mencionados por SHINAGAWA (1990). e 11,9% relatados por
CANTONI & BRESCIANI (1987), enquanto JINBO & KOKUBO (1982} observaram
19.2% de cepas positivas entre 370 isolados de cames e peixes.

A redugdo de nifrato a nifrito foi observada em todas as 216 cepas de
B. cereus isoladas de amoz, em semelhanca aos resultados obtidos por CANTONI
& BRESCIANI (1987) e WONG ef al. (1988a). Segundo CLAUS & BERKELEY (1986),
mais de 90% das cepas da espécie sdo capazes de reduzir nitrato a nitrito, mas
SHINAGAWA (1990) e JINBO & KOKUBO ( 1982) encontraram 15% e 11,4% de cepas
negativas, em seus respectivos estudos.

Os resultados dessas provas bioquimicas permitiv a classificacdo dos
isolados em {rés bidtipos (1, 2 e 6), conforme se observa na Tabela 4.7.
A predominancia do bidtipo 2 (cepas amilase-positivas, redutoras de nitrato e
ndo produtoras de urease) era esperada, dadas serem essas as caracteristicas
tipicas da espécie.
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As cepas de referéncia ATCC 14579 e NCTC 11145 apresentaram reagoes
de bidtipo 2, enquanto a cepa NCIC 11143, emética, exibiv nitido resultado
negativo quando submetida & prova de producdo de amilase, tendo sido

caracterizada como bibtipo 6.

TABELA 4.7 - Bidtipos de 8. cereus isolados de arroz

Total de Ne (%)
Material B. cereus

isolados Bidtipo 1 Biotipo 2 Bidtipo 6
Arroz polido 46 6 (13,04) 39 (84,78) 1(217)
Amoz
parboilizado 4 0 4(100) 0
Arroz integral 166 11 (6,63) 152 (91,57) 3(1.81)

Total 216 17 (7.87) 195 (90.28) 4 (1,85)

Quando JINBO & KOKUBO (1982) propuseram a classificagdo de B. cereus
em sete bidtipos, manifestaram o propdsito de estabelecer associagoes entre
caracteristicas bioquimicas e patogenicidade, a partir de observagdes que
relacionavam aos bidtipos 6 e 7 o maior nimero de exemplares patogénicos.
Desde que o esquema foi desenvolvido, varios pesquisadores tém verificado
reagGes negativas G prova de hidrdlise de amido apenas entre cepas isoladas de
surtos eméticos. A alta comrelacdo observada tem levado a se propor esse teste
como forma de idenfificar, preliminarmente, cepas produtoras do fator emético
(SHINAGAWA, 1993; NISHIKAWA e/ al., 1996). Sendo assim, a baixa freqiéncia de
cepas amilase-negativas, observada nas amostras de amoz examinadas neste
estudo, parece indicativa de que cepas eméticas sdo pouco comuns em nosso

meio.
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4.2. DETERMINACOES DE TEMPERATURA, EM PREPARACOES DE ARROZ

4.2.1. Medicoes de temperatura de arroz, durante cozimento

Foram observadas temperaturas uniformes, em todos os pontos onde se
inseriram os sensores (termopares) e constantes, ao longo do tempo em que se
processou a cocgdo. Tais medidas, feitas em {rés ocasides distintas,
apresentaram absoluta uniformidade de resultados, permitindo descrever o

processo de cozimento do aroz como exposicdo a 98°C durante 40 minutos.

Varios sdo os registros, na literatura, de cepas de B8. cereus que
apresentam esporos excepcionalmente resistentes ao calor (JOHNSON
el al,1982; RAJKOWSKY & MIKOLAJCIK, 1987; DUFREENE ef al,, 1994). O cozimento,
ainda que represente efeito letal sobre grande parte da populagcdo, ndo estd
isenfo de pemmitir a sobrevivéncia de esporos que exibem particulares
caracteristicas de termorresisténcia (GILBERT ef ol., 1974; PARRY & GILBERT, 1980).

4.2.2. Medi¢coes de temperatura de amoz cozido, em recipientes térmicos

A Figura 4.1 foi compilada a partir dos registros de temperaturas
provenientes dos sensores localizados na borda inferior (base), centro geométrico
e borda superior (fopo) dos alimentos mantidos nos recipientes para fransporte,

dotados de isolamento térmico.

O tempo de manutengdo do dlimento quente, pronto para ser servido,
variou entre 2h 30min e 3h 20min. O resfriamento foi lento em todos os pontos
monitorados com os termopares, e a temperatura manteve-se, invariavelmente,
acima da faixa que permmite a geminagcdo de esporos de B. cereus, ndo se

observando temperaturas inferiores a 56,5°C.

Tal observagdo levou a concluir que, mantidas as semelhancas, esse
periodo ndo deve ser considerado critico para a multiplicacdo de B. cereus em
aroz, a menos que as ftemperaturas caiam até 50°C ou menos. Segundo
observagdes de JOHNSON efal (1983,1984), a germinacdo de esporos do

microrganismo, em arroz, ndo ocorre acima desse ponto.
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FIGURA 4.1 - Temperaturas fomadas em trés pontos de amroz cozido, mantido

em recipiente térmico.
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Durante essa fase de manutencdo de calor, as temperaturas ndo foram
suficientes para inativar esporos de 8. cereus que, eventualmente, estivessem
presentes no alimento pronto, especialmente em se considerando a existéncia
de cepas resistentes, sobreviventes do processo de cozimento (PARRY & GILBERT,
1980; RAJKOWSKY & MIKOLAJCIK, 1987; DUFREENE ef o, 1994).

4.2.3. Medicoes de temperatura de amroz cozido, durante resfriamento

As observagdes durante o periodo de resfriamenio estenderam-se, no
total, por 18h 30 min, 16h 30 min e 19h 50 min, respectivamente, nas rés ocasices
em que foram conduzidas as medidas de temperatura, desde o final da

distribuigdo até que o alimento retornasse & cozinha para seu aproveitamento.

A primeira etapa do resfiamento, & temperatura ambiente, estendeu-se
por 3h 40min, 1h 50min e 3h, respectivamente, na 19, 29 e 32 tomadas de
temperatura (Figura 4.2). Uma vez que todas as medidas foram feitas entre a
primavera e o verdo, a temperatura do ambiente apresentou-se em niveis que
favoreceram a lentidao do resfriamento. Como o alimento j& havia se resfriado
parcialmente, durante a distribuicdo e a ftransferéncia de vasihames, as
temperaturas apresentaram-se proximas ou dentro das faixas de risco de

geminagdo e multiplicacdo de 8. cereus.

Quando das duas primeiras medigdes, o processo de resfiamento
completou-se, como mencionado anteriormente, em cadmaras de refrigeracdo,
nas quais a temperatura se situou entre 8 e 11°C. Na 3e medi¢do, quando o
resfriamento prosseguiuv na antecdmara, registrou-se temperatura do ambiente
em torno de 16°C. Depois de, aproximadamente, 14 a 15 h de estocagem sob
tais condigdes (Figura 4.3), as preparagdes retornaram & cozinha para serem

aproveitadas.

Na Tabela 4.8 foram resumidos os registros obtidos, em forma de faixas de
temperatura e respectivos tempos a que as sobras do dlimento estiveram
expostas, durante o resfriamento. No centro geométrico dos recipientes foram
registradas temperaturas entre 20 e 49,5°C durante 8h10min, 10h40min e

14hS50min, na 19, 22 e 32 medicoes, respectivamente.
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FIGURA 4.2 - Temperaturas tomadas em #rés pontos de arroz cozido, durante

resfriamento a temperatura ambiente.
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FIGURA 4.3 - Temperaturas tomadas em irés pontos de anroz cozido, durante

armazenamento.
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TABELA 4.8 - Tempos e respectivas faixas de temperatura, tomadas em trés pontos
de arroz cozido, durante resfriamento

Tempo em minutos

Faixa de
iemp:erofuro 12 medicao 29 medicao 32 medigdo
rel Base Cenfro Topo Base Centro Topo Base Centro Topo
60-79.5 60 0 90 0 0 0 0] 30 10
50-59.5 90 190 70 0] 0 0 130 160 90

40-49.5 90 100 70 160 200 140 120 190 120
30-39.5 Ho 120 100 90 180 80 110 270 100
20-29.5 140 270 130 120 240 120 360 430 190
10-19,5 620 430 650 630 360 660 470 110 680

Em qualquer cozinha onde se preparem refeicoes para nUmeros
expressivos de comensais, é de se esperar que grandes quantidades de
alimentos sobrem e sejam reutilizadas em refeigdes subseqientes. No presente
caso, aproximadamente 200kg de amoz cru foram preparados em cada
refeicdo. As sobras do alimento pronto foram, sistematicamente, recolhidas de
varios recipientes térmicos, apds o término da distribuicdo, e acondicionadas em
grandes quantidades, o que ocasionou seu resfriamento lento. A importancia das
operagdes de resfriamento na efiologia de surtos de doengas de origem
alimentar foi bem enfatizada por BRYAN {(1995). Os fatores contribuintes para a
ocorréncia de 1.918 surtos, nos Estados Unidos, e outros 1.479, na Inglaterra e Pais
de Gales, foram classificados pelo autor como "vitais", “intermedidrios” e “triviais”.
O resfriamento apareceu como o mais importante enfre os fatores vitais,

confribuindo para 55,1% dos surtos em geral.

E importante observar que as transferéncias de vasilhames, bem como a
prépria  operacdo de distibuicdo, representaram oportunidades de
recontaminagdo do alimento pronto. MOSSO ef of. (1996) recolheram amostras
de 12 cozinhas institucionais, na Itdlia, procurando avdliar a contaminagdo

ambiental por B. cereus, e relataram a presengca comum do microrganismo nas
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vdrias superficies examinadas, propiciando inUmeras possibilidades de
contaminagdo de alimentos preparados. Segundo PFEIFER & KESSLER (1995),
B. cereus é idenfificado como um dos maiores problemas em plantas de
processamento de dlimentos, dada a capacidade de sobrevivéncia de seus

esporos.

A monitoragdo do amazenamento de sobras de arroz, ilustrativo da rotina
de um restaurante institucional, tornou evidentes as chances de recontaminacao
do dlimento pronto, bem como os riscos da multiplicagdo de 8. cereus,
decorrente de sua exposicdo a temperaturas abusivas durante longos periodos
de tempo.

4.3. AVALIACAO DOS EFEITOS DO PROCESSO DE COZIMENTO DE ARROZ NA
SOBREVIVENCIA DE ESPOROS DE 8. cereus

As curvas de destruicdo témica (Figura 4.4) permitiram observar efeitos do
tratamento témico a 97,5°C sobre esporos do microrganismo inoculados em
meio de arroz. A exposicdo estendeu-se por até 40 min, de maneira semelhante
d operagdo de cozimento monitorada no Restaurante Universitario.
No laboratério, a temperatura méaxima alcangada ficou 0,5°C abaixo daquela

observada durante o processo de coccdo.

De maneira geral, observaram-se reducdes nas populagdes da ordem de
dois ou trés ciclos logaritmicos, semelhante ao que foi relatado por TURNER ef o,
(1996) descrevendo processo de cozimento de carne de frango a 94°C. Tais
resultados permitem admitir que o processo témico envolvido na preparagdo de
amoz cozido pode resultar em drdslica reducdo da populagdo de 8. cereus,
desde que a incidéncia se situe em niveis semelhantes aos observados nesta
pesquisa (102a 103 UFC/g). E de se esperar, portanto, que o alimento possa ser
considerado seguro, imediatamente apds o processo de cocgdo, ou se sua
conservagdo, antes de consumo, faz-se em condicdes tais que a temperatura se
mantenha sempre acima de 50°C, limite maximo em que ocoire geminagdo de
8. cereus (JOHNSON ef al., 1983).
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FIGURA 4.4 - Curvas de desfruicdo térmica de esporos de 8. cereus em meio de arroz,
a97.5°C: suspensdes A, B,C, D, Ee repeticdes 1 e 2.
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Os tempos de redugdo decimal a 97,5°C compdem a Tabela 4.9.
Os valores Dsr.sc obtidos para as suspensdes A e B retratam o comportamento
das populagdes mistas ndo refletindo, necessariamente, caracteristicas
individuais dos microrganismos. Como o objetivo primordial desta etapa do
estudo foi avadliar os efeitos do processo de cozimento de amroz sobre populagdes
de 8. cereus, os valores Dsr.s:c sao ilustrativos da resisténcia témica exibida por

esporos de diferentes exemplares do microrganismo.

TABELA 4.9 - Resisténcia témica de esporos de B. cereus em meio de arroz

Suspensoes de esporos Dy7.5c* r2
A 17.2 0,9847
B 14,5 0,9639
C 18,6 0.9612
D 108 0,9845
E 15,8 0.9820

*Tempos de redugdo decimal, em minutos a 97.5°C: médias de duas repelicoes

A resisténcia témica da cepa D, de tipo diareico, foi, noforiamente,
inferior s demais. Esta constatagdo encontra suporte em resultados divulgados
por PARRY & GILBERT (1980), que os levaram a concluir pela selefividade do
processo de cozimento de arroz para cepas cujos esporos apresentam maior
resisténcia témica, quase sempre pertencentes ao sorotipo H-1, predominante
em surtos eméticos. Maior resisténcia de cepas eméticas do que diarreicas foi
observada por JOHNSON ef al. (1984). A diversidade entre cepas de B. cereus,
com relagdo a resisténcia témica, tem sido relatada com freqiéncia (GILBERT
ef al, 1974; PARRY & GILBERT, 1980; NOTERMANS & TATINI, 1993; DUFRENNE ef o,
1994). Em estudo conduzido por FAILLE ef al. (1997), foram observados valores

Dsoec entre 3 e 209 min, e Dsoc entre 2 e 17 min.

O substrato de aquecimento é outro fator que determing variagdes na
sobrevivéncia de microrganismos. RAJKOVZKI & MIKOLAJCIK (1987) conduziram
estudos em que observaram a ocoméncia de uma cepa com variagoes de Dy sec

enire 8,2 e 17,6 min, em fungdo do substrato de aquecimento; no mesmo estudo,
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a cepa emética NCTC 11143 apresentou variagcdes menos evidentes, exibindo
valores Desc entre 8,2 e 9,5 min (respectivamente em solugGo tampdo e dgua
deionizada). DUFRENNE ef o/, (1994), observaram, na mesma cepa de B. cereus,

variagdes de Dyoc que iam de 25,3 até mais de 200 min.

A resisténcia térmica de esporos de B. cereus em meio de amoz ndo tem
sido alvo de investigacdes com a mesma freqii@ncia com que sao feitos estudos
em suspensdo aquosa ou em meios de cultivo laboratorial. JOHNSON ef o, (1984)
avdliaram a sobrevivéncia de 4 cepas patogénicas, observando que o meio de
arroz beneficiava tanto cepas diamreicas como eméticas, em comparagdo ao
meio de cultivo testado. Esse efeito protetor, contudo, sé foi notado quando o
aroz foi aquecido a uma taxa de 15°C/min, simulando tratamento térmico
envolvido na operagdo de cozimento. CHUNG & SUN (1986) encontraram valores
Dszc variando na faixa de 17 a 36 min, estudando a resisténcia térmica de seis
cepas de B. cereus em caldo preparado com 20 g de arroz e 1.000 mL de agua -
meio fiquido, que ndo retratou a composicdo do meio usado por JOHNSON ef al.

(1983, 1984) nem o que foi adotado no presente trabalho.

O exame das curvas de destruicdo (Figura 4.4) permite admitir a
possibilidade de que esporos particularmente termorresistentes componham as
populagdes sobreviventes. Este fendmeno foi relatado por varios pesquisadores
(PARRY & GILBERT, 1980; JOHNSON ef al, 1982) e bem evidenciado no estudo
conduzido por RAJKOVIKI & MIKOLAJCIK (1987). Estes autores, ao caracterizarem
a resisténcia témica de esporos de sete cepas de B. cereus, observaram
ocomréncia de caudas(“lails”) em quase todas as curvas de destruicdo,
atribuindo-as & variabilidade biolégica natural. GONZALEZ ef dl. (1995) também
verificaram subpopulagdes, representando 2% do total, com resisténcia térmica
significativamente maior que o restante da populagdo - ocasionalmente, os
tempos de reducGo decimal da segunda curva chegavam a ser dez vezes
maiores que os da primeira porgdo. A excepcional resisténcia de popvulagoes
sobreviventes deve, pois, ser levada em consideracdo ao se avaliar o efeito letal
do processo de cocgdo. Assim é que, a presenca do microrganismo no alimento
cozido - seja decomente da sobrevivéncia de esporos ou a partir da

recontaminagdo pds-cocgdo - ndo deve ser negligenciada.
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4.4. AVAUAGCAO DO CRESCIMENTO DE B. cereus EM MEIO DE ARROZ

4.4.1. Crescimento de 8. cereus, em meio de aoz, a diversas temperaturas

A faixa de temperatura de maior risco para multiplicacdo de B. cereus,
observada durante resfriamento de aroz cozido, foi reproduzida ao submeter
diferentes exemplares do microrganismo - isolados de aroz e cepas de referéncia
- a estudos do potencial de crescimento, incubando-os a diferentes

temperaturas, entre 10 e 45°C.

As curvas de crescimento foram construidas a partir das contagens em
placas, segundo tempos especificos de incubacdo a 10, 15, 22, 30, 37, 43 e 45°C.
No total, 70 curvas de crescimento foram geradas e, para facilitar a visualizacéo,
seus valores foram normalizados para uma populagdo inicial No = 10 UFC/g, de

forma que Log(No) = 1 (Figuras 4.5 a 4.11).

De maneira geral, as suspensoes de esporos inoculadas em meio de amoz,
apresentaram respostas semelhantes, tendo sido observadas as maiores
variagbes quando incubadas a 15 e 22°C, fato iguaimente notado por
RAJKOWSKY & MIKOLAJCIK (1987). Vale lembrar, também, que os resultados
apresentados para as suspensdes A e B represenftam o comportamento das

populagdes mistas de que sGo compostas.

A Tabela 4.10 contém as taxas maximas do crescimento, correspondentes
a fase exponencial (Kma), relativas a cada suspensdo e temperatura. Os tempos
para duplicar as populagdes (G) foram reunidos na Tabela 4.11, omitindo a
observagdo a 10°C, quando foram observados tempos de geragdo sempre

superiores ao periodo de incubacdo, de 72 h.

No ensaio a 10°C o crescimento dos microrganismos de todas as
suspensdes foi praficamente nulo (Tabela 4.10 e Figura 4.5), o que pode ser
atribuido a extensdo da fase lag. Esta suposi¢do encontra apoio em observagdes
de RODRIQUEZ & BARRET {1986), que relataram fases lag superiores a 14 dias, a
5°C, em cepas psicrotréficas de B. cereus, e de LARSEN & JORGENSEN (1997), que
detectaram crescimento de cepas psicrofréficas somente apés 8 dias de

incubagdo a 7°C.
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FIGURA 4.5 - Crescimento de B. cereus em meio de arroz, a 10°C: suspensoes de
esporos A, B, C, D, E erepeticdes | e 2.



Resultados e Discussdo

Log (UFC/g) Log (UFC/g) Log (UFC/g) Log (UFC/g)

Log (UFC/g)

Ay
6,0 -
o [ ]
40 - °
[ ]
2,0 - b
L [ ]
0,0I T T T T T —
0 10 20 30 40 5 60
B,
6,0
[ ]
PY [ J
40 .
[ ]
20 - .
0,0' T T T ¥ T ]
0 10 20 30 40 50 40
Cy
6,0 b
PY [ ]
40 - L
[ ]
20 - °
0,01 T T T T T al
0 0 20 30 40 50 60
D,
6.0 1
[ 4
[ ]
A [ ]
40 .
[ J
20 °
0,0| T T T T T I
0 10 20 30 40 50 &0
E
60 -
40 - ° d
[ ]
[ ]
2,0 - .
L [ ]
0,01 T T T T T —
0 10 20 30 40 50 40
tempo (h)

A,
6,0 ®
°
4,0 ®
°®
20 | *
°
0,0 LJ T T T T T L
0 10 20 30 40 50
B,
6,0 1 .
®
40 ¢
™
20 - ¢
I ®
0,04 . ' : ' ' o
0 10 20 30 40 50
C,
6,0
®
®
40 )
[ ]
20
[
0,0 T T T T T T — t
10 20 30 40 50
D,
6,0
40 1 ° d
°®
2,0 ° °
L ™
0,0 T T T T T T al
0 10 20 30 40 50
E;
6,0
4,0 )
[ ]
®
J e
20 °
0,0 lL T T T T T — 1
0 10 20 K 40 50

tempo (h)
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FIGURA 4.8 - Crescimento de 8. cereus em meio de arroz, a 30°C: suspensdes de
esporos A, B, C, D, E e repeficoes 1 e 2.

89



Resultados e Discussco

Log (UFC/g) Log (UFC/g) Log (UFC/g)

Log (UFC/g)

Log (UFC/g)

8,0 1

6,0

4.0

15

8,0 -

6,0

40 -

2,0 4

oo -

15

8,0

6.0

4.0 -

2.0

5 10

15

0,0 +

8,0

6,0

4,0 1

2.0 1

0,0 +

E

15

T Y

5tempo (h) 1o

1

15

8,0 1

6,0 -

40

2,0 1

8,0

6,0 -

4,0 -

2.0 -

B,

0,0 T

80 -
6,0 -
40 -

2,0 1

oo

10 15

80 -

6,0

40 -

2,0 1

10 15

0,0 +

8,0
6,0 -
40

20

0,0 I

10 15

0

¥ 1

5 tempo (h) 10 15

FIGURA 4.9 - Crescimento de 8. cereus em meio de arroz, a 37°C: suspensdes de

esporos A, B, C, D, E erepeticdes 1 e 2.



Resultados e Discussdo

8,0 - 'y
) 6,0
Q °
°
D 40 -
@ o *
0,0 T T T T - 1
0 5 10 15 20
8.0 - B,
‘\5 6,0 .
Y ° .
D 40 - °
S .
= 20 L
0.0 : v : —
0 5 10 15 20
80 - C,
®
D 60 - )
S .
S 40 o
-sg 20 *
0.0 T T T T 5
0 5 10 15 20
8.0 - D,
-—sé'o m
2 °
) °
2 4.0 1 °
o
0o
=20 4 ° °
0,0 IL T T T —
0 5 10 15 20
8.0 - E
2)6,0 1 .
Q °
240 d
g [ ]
- 2,0£ b
o'o T T T T 1
0 5 10 15 20
tempo (h)

80 - A,
6.0
° ° o
4,0 4 ®
20 -
0,0 T ' . v -
0 5 10 15 20
80 B,
6,0
v ® °
40 | . °
2,0
0,0 + T T T —
0 5 10 15 20
8.0 - C,
6,0 ) * ®
™
4,0
20 4
0,0 I T T T -
0 5 10 15 20
80 - D,
6,0
® [ ]
4,0
°
2,0 -
0,0 lL T T T 1
0 5 10 15 20
8,0 - E,
6,0 o [ ]
™
40 .
2,0
0,0 T T T ¥ 1
0 5 10 15 20
tempo (h)

FIGURA 4.10 - Crescimento de 8. cereus em meio de arroz, a 43°C: suspensdes de

esporos A, B, C, D, E e repeticdes 1 e 2.
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FIGURA 4.11 - Crescimento de B. cereus em meio de aroz, a 45°C: suspensdes de
esporos A, B, C, D, E erepelicdes 1 e 2.
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A 15°C, entretanto, o crescimento foi bem mais evidente, tendo sido
observados aumentos de #és ou mais ciclos logaritmicos, apds 40 h de
incubagdo, ou até mais de quatro ciclos, apds 60 h (Figura 4.6). A suspensdo C,

particularmente, exibiv aumentos de 3 ciclos dentro de 30 h.

TABELA 4.10 - Taxas de crescimento {Kmax') de B. cereus, em meio de amroz, a
diferentes temperaturas

Suspensoes Temperaturas (°C)
es::ros 10 15 22 30 37 43 45
A 00007 00917 02658 05120 06859 0,4477 03078
B 00028 0098 02978 0,529 0,6955 0,4730 0,3028
C 00004 01135 03115 05611 07168 0.,6109 0.3688
D 00021 00781 03512 05317 06545 0,4245 0,2684
E 00039 00633 02819 05450 0,7544 0,4728 0,3057

* Os valores de Kmax (h') sdo médias de duas repeficoes e representam o inverso do tempo no qual
as populagdes crescem um ciclo logaritmico [Kmax = {L0g2)/G. em que G é o tempo de geracgdo).

TABELA 4.11 - Tempos de geracdo (min) de B. cereus, em meio de amoz, a
diferentes temperaturas

SUSP::5595 Temperaturas (°C)
esporos 15 22 30 37 43 45
A 197 68 35 26 40 59
B 184 60 35 25 38 60
C 159 58 32 25 29 49
D 231 52 34 28 43 67
E 285 64 33 24 38 59

A 22°C registraram-se taxas de crescimenio bastante expressivas, cujas
dimensbes podem ser avaliadas pelo exame da Figura 4.7 e das Tabelas 4.10 e
4.11. E de se notar que a cepa diarreica (suspensdo D), apresentou crescimento

mais rGpido, a 15 e 22°C, do que o da cepa emética (suspensdo E).

As Figuras 4.8 e 4.9 ilustram o crescimento, a 30 e 37°C, relativos as cinco

suspensGes inoculadas. Quando incubados a estas temperaturas, os
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microrganismos alcangaram, de forma geral, suas maiores velocidades de
crescimento (Tabelas 4.10 e 4.11). Além disso, o comportamento das diferentes
suspensoes foi bastante uniforme. A 30°C foram atingidas as maiores populacoes,
da ordem de 10° microrganismos/g, porém as maiores velocidades de
crescimento foram observadas a 37°C, registrando-se aumentos nas contagens
que evidenciaram crescimentos superiores a 4 ciclos logaritmicos apds apenas
9 h. A suspensdo E, confendo a cepa emética, apresentou a maior taxa de

crescimento do experimento, exatamente a 37°C (Tabela 4.10).

Foi possivel verificar que, as temperaturas de 43 e 45°C, os esporos
germinaram rapidamente e comegaram a se multiplicar apds curtos periodos de
fase lag (Figuras 4.10 e 4.11), de forma semelhante ao que ocorreu a 37°C.
As populagdes, contudo, ndo atingiram nimeros tdo grandes como observados
a 30e 37°C.

A 45°C, os halos de precipitagdo de lecitina que circundavam as colénias
tornaram-se esmaecidos, ficando praticamente imperceptiveis nas placas onde
cresceram as suspensoes A, B, e D. RAJKOWSKY & MIKOLAJCIK (1987) verificaram
comportamento semelhante, observando que apenas cepas eméticas

produziram lecitinases a essa temperatura.

As populagdes maximas alcangadas neste experimento estdo em acordo
com BENEDICT efal (1993). que relataram densidades mdximas entre 107 e
10° UFC/g em estudos de crescimento de B. cereus, a temperaturas entre 12 e
42°C. Foi possivel constatar que, quando as contagens ulirapassavam 107 UFC/g.
o meio de amoz apresentava sinais de deterioracdo, perceptiveis em forma de
odor desagradavel e formagdo de coloracdo amarelada, bem como alteragdes
de viscosidade. Observagoes semelhantes foram relatadas por VIJAYALAKSHMI
el al. (1981), inclvindo detecgdo de odores tipicos de reacdes de protedlise, em

arroz contaminado com = 107 microrganismos/g.

E amplamente reconhecida a importancia de fatores que afetam o
crescimenfo de microrganismos, para o desenvolvimento de métodos de
controle aplicaveis ao processamento e estocagem de alimentos. BAKER &
GRIFFITHS (1993) provaram que a temperatura e a atividade de dgua sdo os
principais determinantes tanto do crescimento de 8. cereus como da produgdo

de toxinas. FERMANIAN efal (1994) chamaram atengdo para grande
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diversidade enfre cepas e relataram, aindaq, que os tempos de geracdo
diminuiram em razdo inversa das temperaturas de incubagdo, entre 20 e 42°C,
enquanto aumentaram proporcionalmente a elevagdo da temperatura, de 42
até 46°C. Resultados obtidos por diversos pesquisadores foram reunidos por
SUTHERLAND et al. (1997) e evidenciaram diferengas em valores G, obtidos a 15 e

30°C, variando entre 0,3 € 8,3 h, em fungao do substrato de crescimento.

O uso do meio de amoz, contendo 1,15% de sal e 0.38% de alho - que
reproduz a preparagdo como é feita no Restaurante Universitario e,
possivelmente, em grande parte dos domicilios brasileiros — resulfou em submeter
Os microrganismos a esses dois agentes potencialmente inibitérios para seu
crescimento. RAEVUORI & GENIGEORGIS (1975) observaram que o efeito inibidor
do extrato de alho foi menos evidente quando os microrganismos cresceram em
meio de amoz. Resultados obtidos por SALEEM & AL-DELAIMY (1982) permitem
supor que o efeito da dlicina (substéncia responsavel pelo efeito inibidor) seja
suprimido pelo processo de cozimento. Segundo estes pesquisadores, meios
contendo 3% de alho inibiram em cerca de 30% o crescimento de B. cereus;
contudo, apds exposicdo durante 5min a 80 ou 90°C, a atividade da dlicing foi
totalmente destruida. Com relacdo ao cloreto de sédio, SHARMA & DOGRA
(1983) notaram que concentragdes acima de 1% inibiram a multiplicagcdo de
algumas cepas de B. cereus em meio de cultivo, ainda que até a 2% seu efeito
tenha sido pouco significativo. Estudos de cinética de crescimento, conduzido
em experimento fatorial no qual as variGveis foram temperatura, pH e
percentuais de NaCl e de nitrito, levaram BENEDICT ef ol (1993) a observar que o
meio com 0,5% de sal de cozinha, sem adigdo de nitrito, permitiv o crescimento
de B. cereus em todas as faixas de temperatura e pH testados e que, mesmo
usando 2,5% de NaCl, o crescimento ocomeu, a 42°C, com um tempo de
geracdo de 20 min. Ficou evidente que concentragdes maiores do que 2,5% de
sal apenas reduziram a faixa de temperatura de crescimento e a tolerGncia do

microrganismo a baixos valores de pH.

Uma vez que, na presente pesquisa, o meio de amoz adotado foi
submetido a autoclave por 15 min, pode-se concluir que nenhuma afividade
inibitéria tenha sido exercida pelo alho usado na formulagdo do meio.
Assim também, o processo de cozimento do arroz — em cozinhas industriais ou em

residéncias — provavelmente determina a destruicdo do principio alivo desse
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ingrediente. Da mesma forma, a concentragdo de sal utilizada, que retrata uma
pratica comum, ndo se caracteriza sensivelmente inibitéria para o crescimento
de B. cereus.

Os resultados obtidos reproduziram observagdes de GILBERT ef al. (1974),
com relagdo a ensaios de crescimento de 8. cereus desenvolvidos a 22, 0 e
37°C. Entretanto, a 43°C, estes autores relataram taxas de crescimento muito
reduzidas, que nao se repetiram no presente estudo. Por outro lado, JOHNSON
et al. (1983) observaram crescimento expressivo de uma cepa emética, em meio
de aroz, a 45°C. Enire as cepas caracterizadas por FERMANIAN ef al. (1994),
nenhuma cresceu a 50°C, mas a 46°C foi registrada multiplicacdo de todas as
oito cepas estudadas, com mencdo especial para o ativo crescimento da cepa
emética NCTC 11143. A luz desta observagdo, vale destacar o comportamento
da suspensdo C, preparada com um exemplar de bidtipo 6, para a qual se
regisiraram os menores tempos para duplicar as populacdes, a 43 e 45°C
(Tabela 4.11). Esta foi uma das cepas amilase-negativas identificadas nesta

pesquisa, caracteristica comum a tipos eméticos de 8. cereus.

As respostas de crescimento a 37°C, com os valores de G variando entre
24 e 28 min, revelaram-se semelhantes as obtidas por outros pesquisadores.
VUAYAILAKSHMI ef al. (1981) relataram aumentos de 5 ciclos, em 10 h, em amroz
cozido. Em meio de cultivo laboratorial, contendo 0,5% de sal, e usando mistura
de trés cepas de B. cereus, BENEDICT ef o, (1993) calcularam em apenas 15 min
o tempo para duplicar as populacdes a 37°C.

Os tempos de geracdo a 30°C, entre 32 e 35 min (Tabela 4.11), foram
semelhantes aos determinados por GILBERT ef o, (1974), que observaram, a 30°C,
a maior velocidade do crescimento de B. cereus em meio de arroz, registrando
tempos de geracdo entre 26 e 31 min. A temperaturas préximas de 30°C, WONG
ef al. (1988b) chegaram a registrar aumentos de 8 ciclos em apenas 8 h, em leite
e, a 32°C, FERMANIAN ef al. (1994) observaram valores de G variando de 21 a
26 min, entre oito cepas potenciaimente patogénicas. BECKER efal. (1994)
registraram aumentos de cinco a sete ciclos log apds 12 h de incubacdo a 27°C.
SUTHERLAND et al. (1996) publicaram resultados de diversos autores que situaram
o tempo para duplicar a populagdo a 30°C enfre 26 e 48 min, segundo diferentes
cepas e subsiratos de crescimento.
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Dados publicados confimam, geralmente, o que foi observado no
decomer destes experimentos, com referéncia ao crescimento a 22°C.
Investigando o potencial de crescimento de B. cereus em amoz cozido, GILBERT
efal (1974) observaram que, incubadas a 22°C por 18 h, as populacdes
chegaram a aumentar mais de quatro ciclos logaritmicos. PARRY & GILBERT
(1980) relataram aumentos de quatro a cinco ciclos, apds 18 h, para oito cepas
que foram cultivadas em meio de amoz. RAJKOWSKY & MIKOLAJCIK (1987)
registraram tempos de geracdo, a 21°C, em faixa bem ampla, entre 77 e 222 min.
Uma vez que temperaturas préximas a 22°C sdo freqUentemente registradas em
nossos ambientes, fica evidente o risco de muiltiplicagdo de B. cereus em

preparacoes de aroz mantidas sem refrigeracdo.

O crescimento a 15°C, cuja variacdo nos tempos de geracdo foide 159 a
285 min (Tabela 4.11), encontrou apoio em citagoes recentes de SUTHERLAND
el al (1996). que situaram esses tempos entre 180 e 260 min, em meio de arroz.
Anteriormente, RAJKOWSKY & MIKOLAJCIK (1987) observaram valores maiores,
em meios de cullivo, de 5 a 8,33 h, ao caracterizar 7 cepas de B. cereus.
A observagdo da capacidade de multiplicagdo de B. cereus a temperaturas
proximas de 15°C comprovou vdarios relatos que denunciaram a detecgdo de
altos niveis de contaminagdo em preparacées de amoz conservadas em
condi¢Ses inadequadas de refrigeracdo (HARMON & KAUTER, 1991; BRYAN et al,
1997; JERMINI ef al, 1997; SIMONE ef al, 1997). O crescimento é favorecido por
adigGo de proteinas, segundo citagdo de KRAMER & GILBERT (1989), o que seria
um fator agravante & exposigdo a temperaturas de abuso. Arroz-doce,
sobremesa adicionada de leite, comum em nosso meio, ja foi encontrada com

expressiva contaminagdo por B. cereus (PENNA ef o, 1989).

Exempilares tipicos de B. cereus ndo crescem a temperaturas iguais ou
menores do que 10°C, porém tém sido isoladas cepas psicrotréficas, capazes de
se multiplicar sob temperaturas de refrigeracdo (DUFRENNE ef al, 1994, 1995).
Evidéncias de que essa ndo é uma caracteristica comum foram mostradas por
GILBERT efal. (1974), ao relatarem que duas cepas patogénicas e uma isolada
de dlimento ndo cresceram a 10°C, em meio de amoz. A 12°C, BENEDICT efal.
(1993) observaram extensa fase lag, em meio com 0,5% de NaCl e pH 6.5,

assinalando tempos de geragdo superiores a 7 h; estes mesmos avtores ndo
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observaram crescimento de B. cereus & temperatura de 8°C. NOTERMANS &
TATINI (1993) perceberam que o meio de amoz favoreceu a geminagdo de
esporos de B. cereus a temperaturas abaixo de 10°C, ainda que o crescimento
seja uma ocoméncia rara. Estes aulores citaram BUCK efal (1992), que
observaram estimulo & germinacdo quando, antes da incubagdo a temperaturas
baixas, o alimento contaminado passava por um periodo de algumas horas a
temperaturas mais altas, semelhantemente ao que ocorreu quando, no
Restaurante Universitario, a manutencdo em recipientes témmicos foi seguida de

resfriamento.

A alta freqiiéncia de cepas psicrofréficas em leite levou ZWIET ERING ef al.
(1996) a usar modelo matematico para estimar populacdes de B. cereus no
momento do consumo. Simulando exposicdo de leite & temperatura constante
de 12°C, concluiram que, apds 44 h, seria possivel o aumento populacional de
até cinco ciclos logaritmicos, confirmando riscos de intoxicagdes causadas por
cepas capazes de se mulliplicar a temperaturas de refrigeragdo. A crescente
procura por alimentos prontos para consumo, conservados pelo frio, a reduzida
vida Ofil das comidas refrigeradas e a prépria dificuldade em se manter a
temperatura dentro de limites seguros, resultam em potencial exposicdo dos
consumidores a perigos de origem microbiana, situagdo em que se enquadram

preparagdes de arroz contaminadas por 8. cereus.

4.4.2. Modelo para estimar o crescimento de 8. cereus em meio de amoz

A Equagdo 2 (ZWIETERING e al, 1991), ajustada aos valores experimentais
(Kma), possibilitou a obtencdo de valores estimados para taxas de crescimento
em fungdo da temperatura, K(T), aplicaveis a quaisquer pontos situados no
intervalo onde é possivel o crescimento dos microrganismos de cada suspensdo
(Figura 4.12). Os pardmetros obtidos pelo ajuste, referentes a cada suspensdo de

esporos, foram reunidos na Tabela 4.12.

Foi possivel, de posse dos valores estimados de K(T). tragcar as curvas
preditivas do crescimento de 8. cereus em aroz cozido (Figura 4.13), mediante
simulagGo da exposicdo do alimento a duas condi¢des de resfriamento, que

reproduziram medigdes feitas no restaurante onde g pesquisa se ambientou.
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Foram ulilizados tempos e temperaturas conforme observados no centro

geométrico dos recipientes (Figura 4.5).

TABELA 4.12 — ParGmetros a (°C'h'/2), b (°C”'), Tmn € Tmox (°C), € respectivos

desvios padrdes (o), estimados pelo ajuste do modelo
‘Ratkowsky 3’ aos valores experimentais de Kmax

Suspensoes ParGmetros
de
esporos a (o I b Ob Tmin Oimin Tmax O1mox
A 0,0379 0,0082 0,071 0,036 7.1 2,1 47,17 0,47
B 0,0355 00058 0,081 0,031 6,0 1,9 47,07 039
C 0,0306 00043 0,128 0,046 40 2.3 4718 0,05
D 0,057 0041 0,024 0,036 7.7 2,5 47,51 0.71

E 0043 0011 0068 0,039 8.6 23 46,87 0,45

Na primeira medicdo, referente & estocagem em camara fia, o
resfriamento, de 45°C a 11,5°C, estendeu-se por 14h 20min, até que o alimento foi
levado a cozinha para reutilizacdo. Idéntico intervalo de tempo foi adotado para
construgcdo da segunda curva, de forma que, neste caso, a temperatura final
alcangou 19°C, em processo de resfriamento evidentemente mais lento.
Essas curvas preditivas sGo ilustrativas do que pode ocorrer quando arroz cozido,
contaminado com apenas 1 microrganismo/g, for exposto a tais condigdes de

resfriamento.

A Tabela 4.13 foi compilada com os valores preditos para as populagoes
finais de B. cereus, apds os periodos cormespondentes as duas situagcoes de
resfriamento. No primeiro caso, quando foram preditos crescimentos de 8. cereus
simulando resfriamento em cdmara fria a uma taxa média de 2,34°C/h, os niveis
populaciondis, depois de 14h20min, foram estimados, segundo variagoes entre
suspensdes, de 5,43 x 10% a 1,81 x 10* UFC/g. Quando se simulou resfriamento mais
lento, na antecamara, & taxa média de 1,81°C/h, as populagoes finais preditas
variaram entre 2,60 x 10¢ e 1,13 x 107. Portanto, nas condigoes de resfriamento
mais lento, mesmo que a temperatura ambiente tenha se situado em torno de

16°C, o dlimento mostrou-se virtualimente propicio a suportar niveis de
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contaminagdo considerados perigosos, em vista de sua associagdo
epidemiolégica com surtos de intoxicacdes alimentares, diarreicas ou emélicas
(KRAMER & GILBERT, 1989; SNYDER & POLAND, 1991: HARMON ef al,1992).

Pelo exame das curvas de ajuste (Figura 4.12), que levaram & obtencdo
dos valores K(T), pode-se vetificar que incluem toda a faixa de temperatura
testada e seus tracados revelam evidente adequagdo ao propdsito de
descrever o comportamento esperado para as diferentes suspensdes de
microrganismos. Os autores que propuseram o modelo (IWIETERING ef al, 1991)
conduziram comparagdes entre diversos modelos desenvolvidos para descrever
o crescimento de microrganismos em fungdo da temperatura. A equagdo

‘Ratkowsky 3’ foi, entdo, considerada a mais apropriada.

A semelhanga entre as curvas, observada na Figura 4.13, revelou que os
microrganismos estudados apresentaram comportamento bastante uniforme.
E possivel sugerir que as suspensdes A e B, preparadas com misturas de esporos
escolhidos aleatoriamente enire os isolados de arroz, possam, eventualmente,
representar o padrGo de comporfamento de populagdes tipicas de arroz.
A observagcao dos resultados relativos & suspensdo C, que nos dois conjuntos de
curvas preditivas esta representada pelo tfragado superior, indicativo de maior
rapidez de crescimento, parece sugerir a possibilidade de ocomréncia de cepas
melhor adaptadas ao meio, mas os resultados obtidos ndo podem ser

considerados conclusivos a respeito dessas possiveis diferencas.

TABELA 4.13 - Valores preditos para populacgdes finais de B. cereus, por grama de
amoz cozido, mediante simulacdo de duas condigdes de
resfriamento. Populagdes iniciais hipotéticas: 1 microrganismo/g

Suspensdes de esporos Resfriamento 1 Resfriamento 2
A 5,43 X 103 2,60 X 10¢
B 871 X108 4,26 X 10¢
C 1.81 X 104 1,13 X 107
D 1,07 X 104 5,36 X 10¢
E 6,96 X 103 6,97 X 10¢

Resfriamento 1 — durante 14h20min a temperalura decaiu de 45°C a 11,5°C
Resfriamento 2 - durante 14h20min a temperatura decaiv de 45°C a 19°C
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FIGURA 4.12 - Taxas de crescimento de 8. cereus em meio de arroz, modeladas
com a equagdo 2 (Ratkowsky 3).
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FIGURA 4.13 - Curvas preditivas do crescimento de B. cereus em meio de arroz
(suspensdes de esporos A, B, C, D e E). As curvas superiores referem-se
a resfriamento em antecGmara, e as inferiores em cadmara refrigerada.
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O hdbito de se manter o alimento pronto & temperatura ambiente
confribui para aumentar os riscos da multiplicagdo de B. cereus até niveis
perigosos. E preciso notar que ndo houve, nas duas condigdes simuladas,
amazenamento em tais condigdes, o que se pode afimar seria extremamente
mais propicio a rapida mulliplicagdo e ao dlcance de ainda maiores
populacoes, fato constatado por BRYAN ef al (1997) e JERMINI ef al. (1997).
Populagdes de B. cereus proximas de 107 UFC/g foram observadas em amostras
de amroz mantidas por varias horas a 26°C, recolhidas de cantinas universitarias,
segundo relato de HARMON & KAUTER (1991).

O uso de equacgdes matemdticas para descrever o comportamento
microbiano tem recebido, desde a década passada, consideravel atengdo, e
mesmo anteriormente, a partir dos anos 40, alguns trabalhos foram desenvolvidos,
conforme citagdes de ROSS (1993). O conceito de microbiologia preditiva parte
da suposicdo de que respostas de microrganismos a fatores do meio podem ser
expressas por equagoes matematicas (ROSS & McMEEKIN, 1994; SKINNER ef al,
1994). A modelagem preditiva tem sido proposta de forma a reduzir gastos com
tempo e materiais normalmente despendidos em experimentos de laboratério
(BUCHANAN & WHITING, 1996). Tal pratica, entretanto, tem sido vista com suspeita
por aqueles que consideram temerdrio extrapolar dados obtidos em condigoes
laboratoriais para alimentos, sistemas complexos que determinam respostas
variveis em organismos igualimente complexos (ROBERTS, 1997). Quando
RAEVUORI 8 GENIGEORGIS (1975) usaram modelos empiricos, baseados em meios
de cultivo laboratorial, para estimar o crescimento de B. cereus, constataram que
os valores preditos foram inferiores aos verificados experimentalmente, em meios
de amoz e de carne. Na presente pesquisa, porém, os dados foram obtidos a
partir de substrato que reproduz uma preparagado rotineira de amoz, o que

contribui para a confiabilidade das estimativas.

Uma vez que as equagdes ajustadas permitiram estimar a multiplicagdo
de diferentes cepas de B. cereus em ampla faixa de temperatura, sua aplicaggo

estende-se, potencialmente, a quaisquer condigcoes de resfriamento observadas

em operagoes de conservagdo de amroz cozido.
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5. CONCLUSOES

Conduzida com o propdsito de contribuir para a estimativa de riscos de
infoxicagdes por 8. cereus veiculadas por amoz, esta pesquisa desenvolveu-se,
basicamente, quantificando fatores que contribuem para a exposicdo dos
consumidores a niveis perigosos de contaminagdo pelo microrganismo.
Os resultados obtidos apresentam potencial de uso aplicavel ao segmento de

restaurantes e é extensivel a ambientes domésticos.

. Os niveis de contaminagdo por 8. cereus, em 60 amostras de arroz cru,
verificados enfre 1 x 102 e 1,76 x 103 UFC/g. ndo foram suficientemente alios para
caracterizar risco & salde. A presenca de pequena porcentagem de isolados
amilase-negativos (1.85%), parece indicar a baixa freqiéncia de cepas

produtoras de toxina emética.

. As determinagdes de temperatura de arroz, feitas em um restaurante
institucional, evidenciaram condigdes propicias ao crescimento de 8, cereus, em
operagdes de resfriamento do alimento pronto, observando-se sua exposicdo a

temperaturas entre 20 e 49°C durante até 14h 50min.

. O tratamento térmmico a 97,5°C durante 40 min, reproduzindo o processo
de cocgdo do dlimento, determinou redugdes nos numeros de esporos de
B. cereus, superiores a dois ciclos logaritmicos. Entre cinco suspensoes inoculadas
em meio de amoz, registraram-se valores Ds7sc de 10,8 a 17,2 min. Dessa formaq,
concluiv-se que, quando a contaminagdo se assemelhar aos valores
encontrados nesta pesquisa, pode-se considerar seguro o dlimento que se

consome imediatamente ao fim da operagdo de cozimento.

. Foi demonstrada a capacidade de multiplicagdo, em meio de amoz, dos
diversos microrganismos testados, ao longo de extensa faixa de temperaturq,
entre 15 e 45°C. Os tempos de geragdo se reduziram, de 285 a 24 min, quando as
temperaturas de incubagao se elevaram, entre 15°C e 37°C. A partir de 37°C os
valores G aumentaram, chegando a 67 min a 45°C. O arroz cozido, adicionado
de sal e alho nas proporgdes estudadas, representou um meio propicio &

germinacdo e crescimento das diferentes cepas.
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. Mesmo conservado sob refrigeragdo, expressivo crescimento de 8. cereus
pode ser esperado em armoz cozido exposto a temperaturas situadas em faixas
que permitam essa multiplicagdo. A extensdo desse potencial ficou evidenciada
pela observagdo de curvas preditivas, que permitiram estimar gumentos nas
populagdes de B. cereus equivalentes a sete ciclos logaritmicos, quando o
alimento foi resfriado de 45 a 11,5°C, a taxa de 1,81°C/h, em ambiente a 16°C.
Ficou evidenciando o risco de que, mesmo a partir de nimeros iniciais baixos,
populagdes determinantes de intoxicacées dlimentares venham a se

desenvolver, sob condicdes semelhantes.

A luz dessas estimativas devem ser consideradas certas tendéncias
observadas em cozinhas mantidas por verbas publicas, ao se avaliarem riscos
microbiolégicos. Uma delas é o desacoplamento temporal entre producéao e
consumo de alimentos. Tal pratica, que consiste na preparagao antecipada de
alimentos, resulta da necessidade de racionalizar uso de equipamentos e
espagos em cozinhas subdimensionadas, nas quais ndo tém sido feitos
investimentos proporcionais & demanda crescente. As defici@ncias que geram
tais procedimentos sdo as mesmas que levam as condigdes inadequadas para

amazenar as preparagoes feitas com antecedéncia.

Admitindo-se que, tanto em restaurantes que atendem coletividades
como em ambientes domésticos, preparagdes de amoz sejam comumente
mantidas a temperaturas abusivas, € cabivel supor que infoxicagoes por

B. cereus sejam subestimadas em nosso meio.
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6. SUGESTOES

Observagoes de que adigdo de proteinas torna o meio de amroz mais
propicio ao crescimento de B.cereus, permilem supor que preparacoes
enriquecidas com leite e outros ingredientes protéicos apresentem-se altamente
contaminadas pelo microrganismo. Além disso, a frequéncia de cepas
psicrotréficas em leite sugere o crescimento do microrganismo em temperaturas
de refrigeragcdo a que se submetem preparagdes desse tipo. Altos niveis de
contaminagdo observados em condimentos e especiarias evidenciam o perigo
representado pela contaminagdo de preparagdées como risoto, amoz-de-
carreteiro, aroz com agafrdo e outras igualmente elaboradas. Sugere-se, pois,
que tais alimentos sejam investigados quanto & contaminagdo e potencial meio

de crescimento de B. cereus.

A avaliagdo da incidéncia do patégeno em formulagoes destinadas a uso
pediatrico, em creches, hospitais ou mesmo para uso domiciliar, também é de

interesse na avaliagcdo do seu papel na etiologia de diarréias infantis.

O crescimento do setor comercial de refeigdes, simplificado e tornado
mais acessivel pelo uso de atendimento “self-service”, veio trazer um fator
agravante aos j@ conhecidos riscos de ocomréncia de doengas de origem
alimentar: sGo os longos periodos em que os alimentos sGo mantidos em
temperatura de banho-maria e expostos a contaminagdo ambiental e &
manipulagdo pela clientela. Nesses locais a contaminagdo por 8. cereus nos

alimentos prontos deve ser avaliada, de forma a orientar agoes preventivas.

Ficam essas sugestdes para trabalhos futuros, bem como a investigagdo
das fontes de contaminacdo, em cozinhas domésticas e em diferentes servigos

de alimentagdo.
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Anexos

ANEXO 1 - Bidtipos de Bacillus cereus isolados de amostras de arroz

Identificacdo Ne e identificagdo dos isolados
Material das
amostras Biotipo 1 Bidfipo 2 Biotipo 6
P4 0 - 3 001003 O -
Ps 0 - 2 0040005 O -
P; 1 006 3 0070009 O -
P 0 - 3 0100012 O -
Arroz polido P12 1 013 7 0140020 0O -
Pia 2 0210022 0 - 0 -
Pis 0 - 8 0230030 0O -
Pz 0 - 4 031a034 O -
Pis 1 035 3 036a038 O -
Px 1 039 6 0400045 1 046
Aoz Pbas 0 - 2 0470048 O -
parboilizado Pbe 0 - 2 049050 O -
lat 1 051 9 0520060 O -
la2 0 - 5 061a065 O -
laa 0 - 8 066073 O -
los 0 - 8 074a08! O -
los 0 - 7 0820088 0 -
las 1 089 7 090a09% O -
lo7 0 - 9 097a105 1 106
los 0 - 9 107a115 0 -
los 1 116 7 1170123 0 -
lato 1 124 6 1250130 O -
Aoz integral - 2 1310132 7 1330139 0 -
lo2 1 140 7 141al47 0 -
%) 0 - 7 148al54 O -
los 0 - 12 1550166 O -
lbs 0 - 7 167al173 1 174
los 0 - 7 175a181 0 -
lo7 2 182ai83 9 184192 O -
fos 0 - 6 193a198 0 -
) 1 199 6 200a205 1 206
Ibto 1 207 9 2080216 O -
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ANEXO 2 - Registros de temperaturas durante periodo de manutencdo de amoz

cozido em recipientes témmicos. Resultados de 3 medigoes, feitas em
3 pontos dos recipientes examinados: borda inferior (base), centro e
borda superior (topo)

Tempo
(min)

Medidas de temperaturas (°C). segundo localza¢cdo dos sensores

12 medigdo 29 medicdo 32 medicdo

Base Cenfro Topo Base Centro Topo Base Cento Topo

10
120
130
140
150
160
170
180
190

78.5 86,0 78,0 83.5 89.0 77.5 81.0 87.5 80.0
78.5 86.0 77.0 83.0 88.5 75,5 80,5 87.5 78.0
78,5 86.0 75,5 825 88.5 75,0 80.5 87.5 76,0
78.0 86.0 740 82,5 88.0 74.5 80.5 87.5 74,0
77.5 85.5 720 81,5 87.5 73.0 80,5 87.0 73.0
77.5 85,5 71,0 80,5 87.0 72,0 80,0 870 72,0
77.0 85.0 70,0 80,5 87.0 71,5 79.5 86,5 71,0
77.0 85.0 68.5 800 87.0 700 78,5 86.0 70.0
760 84,5 67.5 80.0 87.0 68.5 78.0 86.0 68,5
75,5 84,5 67.0 79.5 87.0 67.5 78,0 86.0 67.5
75,0 84,5 66,5 79.5 87.0 66,5 78,0 85,5 66,0
75,0 84.0 66,0 79.0 86.5 650 77.0 85.0 64,0
75.0 84.0 65,0 79.0 86.0 63.5 77.0 85.0 62,5
740 83.5 64,0 78.0 85.5 62,5 76.5 84.5 610
74,0 83,0 63.5 74,0 85,0 60.5 76,5 84,0 610
73.5 83.0 62,5 73.0 84,5 59.5 76.5 84,0 59.0

73.5 83.0 62,0 - - - 76,0 83.5 58,0
73.0 82,5 61,5 - - - 75,0 830 57.0
730 82,5 61,0 - - - 740 82,5 56,5

720 82.0 59.5 - - - - - -
710 82.0 58,5 - - - - - -
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ANEXO 3 - Temperaturas (°C) registradas durante 12 fase de resfriamento de
sobras de amoz, & temperatura ambiente

Tempo 12 Medicdo 29 Medicdo 32 Medicdo
(min) base centto topo base Centro topo base cenfro topo
0 57.5 56 57 515 48,5 50 56,5 58 59
10 57 56 56.5 49,5 48 49.5 55.5 57.5 58
20 57 55.5 56 49 47.5 48,5 55 56,5 57
30 56 55 56 48.5 47,5 47 54,5 56 56,5
40 55,5 55 55 48 47 46,5 54 56 56
50 55 55 54,5 48 47 46 53 55,5 54,5
60 55 54,5 54 47.5 47 46 52,5 55,5 53.5
70 54,5 54 53.5 47 46,5 45 52,5 55 52,5
80 54,5 53,5 53 46,5 46 44,5 52 55 51,5
90 53 53.5 52 46,5 46 44 51,5 54,5 51
100 53 53 51,5 45 46 43.5 51 53.5 50
110 52,5 53 51 45 45,5 42,5 51 52,5 49.5
120 52,5 52 51 - - - 50.5 52,5 48.5
130 52,5 51,5 50.5 - - - 50.5 52 47,5
140 52 51.5 49,5 - - - 49,5 52 47
150 51 51 48 - - - 49,5 51.5 46,5
160 50 51 47 - - - 49 51 46
170 48,5 50,5 46,5 - - - 48 51 45
180 47.5 50 46 - - - 48,5 50.5 44,5
190 46,5 49.5 45,5 - - - - - -
200 45 49 45 - - - - - -
210 44 48,5 44 - - - - - -
220 44 48 43 - - - - - -
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