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RESUMO

Bacillus cereus é uma bactéria termodurica, patogénica, formadora de esporos e
capaz de se multiplicar em temperatura de refrigeragdo. Este micro-orcanismo pode
causar defeitos tecnolégicos em produtos lacteos, devido a formagao de lipases e
proteases. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a ocorréncia de B. cereus
em amostras de produtos lacteos e caracterizar fenotipica e genotipicamente o
comportamento psicrotrofico de isolados desta espécie. Para tanto, foram avaliadas
345 amostras de produtos lacteos obtidos no comércio, sendo 85 amostras de
diversos produtos lacteos refrigerados, 110 amostras de leite UHT, 100 de leite
pasteurizado e 50 de leite em pd. Foram utilizadas duas metodologias na detecg¢ao
de B. cereus, uma qualitativa (enriquecimento seletivo) e outra quantitativa
(semeadura). As colbnias isoladas foram identificadas por provas bioquimicas e
submetidas a avaliagdo do comportamento psicrotréfico, atividades lipolitica e
proteolitica a 30 °C, 10 °C e 7 °C. A avaliagdo genotipica detectou via PCR a
presenca do gene cspA, assinaturas mesofila e psicrotréfica na regiao 16S rDNA em
63 estirpes. B. cereus foi detectado em 27 amostras utilizando o método quantitativo,
com média de 1,46 Log UFC/mL (x0,47) e em 74 amostras pelo método qualitativo,
indicando que, na maioria das vezes, B. cereus esta presente nos produtos lacteos
em quantidades abaixo do limite de deteccdo do método quantitativo. Somente
quatro (3,96%) estirpes se multiplicaram a 7 °C, no entanto, 85 (84,2%) estirpes se
multiplicaram a 10 °C. As estirpes isoladas apresentaram elevada atividade
proteolitica a 30 °C e a 10 °C, sendo a atividade lipolitica significativamente menor,
nestas condig¢des. A temperatura de 7 °C inibiu a producgao de lipases e proteases. A
determinacao da temperatura 6tima de producao de proteases por B. cereus indicou
que esta foi maxima a 20 °C, sendo menor a 10 °C. Estirpes de B. cereus capazes
de se multiplicar a 10 °C apresentaram potencial enterotoxigénico. Entre as 63
estirpes analisadas por PCR, 25 (39,7%) apresentaram o gene cspA; 38
apresentaram bandas mesodfila e psicrotrofica no 16S rDNA, 24 apresentaram
somente banda mesdfila e uma apresentou somente banda psicrotréfica. Foi
observada semelhancga estatistica somente entre os resultados de multiplicagao a 30
°C e a presenga de assinatura mesofila no 16S rDNA. A avaliagdo genotipica
evidenciou que a presenga do gene cspA ou de banda psicrotréfica no 16S rDNA
nao garantem o fendtipo psicrotréfico ao B. cereus, indicando que outros fatores
contribuem na expressao desta caracteristica.

Palavras-Chave: Produtos lacteos refrigerados, lipase, protease, enterotoxina, PCR.
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ABSTRACT

Phenotypic and genotypic characterization of Bacillus cereus isolated from
dairy products with regard to its psychrotrophic behavior

Bacillus cereus is a thermoduric bacteria, pathogenic, spore-forming, and able to
grow at chilling temperatures. This microorganism can cause technological defects in
dairy products, due to the production of lipases and proteases. The present study
aimed to evaluate the occurrence of B. cereus in dairy products samples and
characterize its phenotype and genotype, regarding to the psychrotrophic behavior of
isolated strains. Thus, 345 samples of dairy products obtained in the market were
evaluated, among them 85 of several chilled dairy product, 110 samples of UHT milk,
100 of pasteurized milk and 50 of powder milk. Two methodologies were used in
detection of B. cereus, one qualitative (selective enrichment) and other quantitative
(direct plating). The isolated colonies were identified by biochemical tests and
submitted to evaluation of the psychrotrophic behavior and lipolytic and proteolytic
activity at 30 °C, 10 °C and 7 °C. The genotypic evaluation detected the presence of
the cspA gene and mesophilic and psychrotrophic signatures in the 16S rDNA in 63
strains. B. cereus was detected in 27 samples using the quantitative method, with a
mean of 1.46 Log CFU/ml (£0.47) and 74 samples by the qualitative method,
indicating that, in most cases, B. cereus is present in milk products in quantities
below the detection limit of the quantitative method. Only four (3.96%) isolated
strains grew at 7 °C, however, 85 (84.2%) strains grew at 10 °C. The isolates strains
showed high proteolytic activity at 30 °C and 10 °C, with significantly lower lipase
activity under these conditions. The temperature of 7 °C inhibited the production of
lipases and proteases. The determination the optimum temperature for proteases
production by B. cereus indicated that the maximal production was at 20 °C, being
lower at 10 °C. B. cereus strains that were able to grow at 10 °C also showed
enterotoxigenic totential. Among the 63 strains analyzed by PCR, 25 (39.7%) had the
cspA gene; 38 showed mesophilic and psychrotrophic signatures for the 16S rDNA,
24 showed only mesophilic signature and one only psychrotrophic signature.
Significant similarity was observed only between the results of multiplying at 30 °C
and the presence of mesophilic signature for the 16S rDNA. The genotypic
evaluation indicated that the presence of the gene cspA or psychrotrophic signature
for the 16S rDNA do not ensure psychrotrophic phenotype to the B. cereus,
indicating that other factors contribute to the expression of this characteristic.

Keywords: Chilled dairy products, lipase, protease, enterotoxin, PCR.
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1. INTRODUGAO

A refrigeracdo é uma das técnicas mais antigas utilizadas na conservagao dos
alimentos, capaz de manter a similaridade entre o valor nutricional e as propriedades
sensoriais aquelas de alimentos in natura. O principio da conservagao dos alimentos
pelo frio baseia-se na diminuigdo e, em alguns casos, na interrup¢cao de reacdes
quimicas, atividades enzimaticas e metabdlicas dos micro-organismos. No entanto,
alguns micro-organismos, denominados psicrotroficos, sédo capazes de manter sua
atividade metabodlica em condigdes de refrigeracdo. Consequentemente, mantém
seu potencial deteriorante mesmo em baixas temperaturas, comprometendo a
eficiéncia da refrigeragdo como método de conservagao de alimentos.

A industria de produtos lacteos tem mostrado crescente preocupacdo com a
presenca de bactérias psicrotroficas no leite, devido aos aspectos anti-tecnolégicos
e prejuizos econdmicos que estas bactérias e suas enzimas causam no produto e
seus derivados. A maioria das bactérias psicrotroficas € destruida na pasteurizacao,
com excecgao das bactérias termoduricas, como Bacillus spp., que sao formadoras
de esporos, e resistem aos processos térmicos utilizados rotineiramente na
fabricacdo dos alimentos. Por apresentar essas caracteristicas, Bacillus spp.
representa a maioria dos psicrotroficos presentes nos produtos lacteos apods o
processamento térmico de pasteurizacao e ultra alta temperatura.

Neste contexto, B. cereus apresenta relevancia por possuir conhecido potencial
patogénico e deteriorante. Em condi¢cbes favoraveis, esse micro-organismo produz
enzimas que alteram os componentes dos produtos lacteos, conferindo
caracteristicas sensoriais indesejaveis. A demanda por produtos lacteos com
prolongado prazo de validade, devido a crescente exigéncia dos consumidores
quanto a qualidade dos alimentos, acaba sendo barrada pelos defeitos sensoriais

que estas enzimas causam e pelos riscos a saude pelas toxinas geradas.



Considerando a importancia deste micro-organismo, por representar potencial
risco a saude publica e prejuizos a industria laticinista brasileira, desenvolveu-se o

presente trabalho, de modo a caracterizar B. cereus isolados em produtos lacteos.

1.1. Objetivo geral

O presente trabalho teve por objetivo caracterizar o comportamento psicrotrofico
por analises fenotipicas e genotipicas de estirpes de B. cereus isoladas em produtos

lacteos.

1.2. Objetivos especificos

- Estudo sobre a ocorréncia de B. cereus em leite e derivados;

- ldentificar o comportamento psicrotréfico, atividade lipolitica e proteolitica de B.
cereus em diferentes temperaturas;

- Determinar a temperatura 6tima de producgao de proteases por B. cereus;

- Avaliar se estirpes de B. cereus capazes de se multiplicar a 10 °C apresentam
potencial enterotoxigénico;

- Identificar a presenga de genes especificos que caracterizam as estirpes
psicrotroficas;

- Associar caracteristicas fenotipicas e genotipicas relacionadas ao comportamento

psicrotrofico de B. cereus.



2. REVISAO DE LITERATURA

Entende-se por leite, sem outra especificagdo, o produto oriundo da ordenha
completa e ininterrupta, em condigdes de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas
e descansadas (BRASIL, 2011). O leite € uma mistura homogénea de grande
numero de substancias (carboidratos, lipideos, proteinas, sais, vitaminas, enzimas,
etc.), das quais algumas estdo em emulsdo (gordura e substancias associadas),
algumas em dispersao coloidal (caseinas ligadas a sais minerais) e outras em
solugdo verdadeira (lactose, vitaminas hidrossoluveis, sais e outros) (McCARTHY e
SINGH, 2009). O leite de vaca, o mais importante do ponto de vista comercial e
industrial, € composto, em média, por 87,3% de agua e 12,7% de sdlidos totais,
distribuidos da seguinte forma: 3,3% a 3,5% de proteinas totais, 3,5% a 3,8% de
gordura, 4,9% de lactose, além de 0,7% de minerais e vitaminas (SGARBIERI,
2005).

O leite € um excelente meio de cultura para os micro-organismos devido as suas
caracteristicas intrinsecas, como alta atividade de agua, pH préximo ao neutro e
elevado valor nutritivo. A contaminacado do leite pode ocorrer durante a ordenha,
porém, as principais fontes de contaminagao sao os equipamentos utilizados durante
a manipulacéo, transporte, processamento e armazenamento (SANTANA et al.,
2001; FAGUNDES et al., 2006).

O leite pode veicular micro-organismos das familias Pseudomonadaceae,
Enterobacteriaceae, Micrococcaceae, Streptococcaceae, Bacillaceae,
Lactobacillaceae, Propionibacteriaceae, Mycobacteriaceae, além de outros micro-
organismos, sendo alguns deles patogénicos, como, por exemplo, Staphylococcus
aureus, Campylobacter jejuni, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Bacillus
cereus e outros (MUIR, 1996; QUIGLEY et al., 2011).

A qualidade do leite produzido no Brasil, frequentemente, tem se mostrado
em desacordo com os padrdées microbioldgicos regulamentados (NERO et al., 2005;

PINTO et al., 2006; ARCURI et al., 2006; ZANELA et al., 2006; ROSA e QUEIROZ,



2007, MATTOS et al., 2010). Esta contaminagao esta intimamente relacionada com
dois aspectos: fontes de contaminacdo microbiana e taxa de multiplicacdo dos
micro-organismos contaminantes. Neste sentido, considera-se com relagdo ao
primeiro aspecto, a saude da glandula mamaria, a microbiota do exterior do ubere, a
contaminagao dos equipamentos e a qualidade microbiolégica da agua; com relagéo
ao segundo, considera-se o0 binbmio tempo/temperatura em que o leite permanece
desde a ordenha até o processamento (SILVEIRA et al., 1998; NASCIMENTO e
SOUZA, 2002; NADA et al., 2012).

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), com o objetivo
de melhorar a qualidade do leite no pais e aumentar as exportacoes de produtos
lacteos, publicou a Instrugdo Normativa n°® 51 (IN51), em 18 de setembro de 2002
(BRASIL, 2002). Recentemente a IN 51 foi revogada e substituida pela IN 62, de 29
de dezembro de 2011 (BRASIL, 2011). A IN62 prevé novos padrbes microbiolégicos
para o leite cru refrigerado, leite pasteurizado e leite tipo A.

O leite cru deve ser mantido refrigerado na propriedade rural e tanques
comunitarios e atingir a temperatura de 4 °C em tanques de expansao ou 7 °C em
tanques de imersao, num periodo nao superior as 3h apos o término da ordenha. A
permanéncia do leite nas propriedades podera ser de, no maximo, 48h, sendo
recomendado como ideal um periodo de tempo nao superior a 24h. O leite deve ser
coletado em caminhdes providos de tanques isotérmicos e encaminhado aos
estabelecimentos industriais para o processamento. Neste tocante, permite-se que o
leite cru refrigerado sofra uma oscilagao de até 3 °C da temperatura original, ndo
sendo permitido que ultrapasse 10 °C na plataforma de recepcédo da industria
(BRASIL, 2011).

O rapido abaixamento da temperatura do leite apés a ordenha € uma das
estratégias mais eficazes para garantir a boa qualidade microbiolégica do produto
(SANTOS e FONSECA, 2001; RAATS et al., 2011). Contudo, a refrigeragao do leite
por si s6 ndo é garantia de qualidade. E extremamente importante que o leite cru

seja obtido em condi¢gbes higiénico-sanitarias adequadas, objetivando a minima



contaminacgao inicial. A estocagem deste produto em baixa temperatura
(recomendado 4 °C) auxilia na manutengdo da contagem microbiana em niveis
baixos (FAGUNDES et al., 2006; NADA et al., 2012).

A refrigeracao do leite na propriedade e o transporte a granel sdo medidas cuja
implantagéo visa melhorar a qualidade microbioldgica do leite produzido no pais com
relacdo as bactérias mesdfilas. Entretanto, temperaturas de refrigeracéo selecionam
a microbiota psicrotrofica, as quais continuam a se multiplicar nestas condicbes
(SANTANA et al., 2001; PINTO et al., 2006). A refrigeracdo diminui a diversidade
taxonbmica da microbiota do leite cru, sendo esta composta em sua maioria, por

bactérias psicrotroficas (RAATS et al., 2011).

2.1. Micro-organismos psicrotréficos

Bactérias psicrotréficas sado micro-organismos deteriorantes e apresentam
capacidade de multiplicagcdo em temperatura de refrigeracdo (FAIRBAIRN e LAW,
1986; SORHAUG e STEPANIAK, 1997; ALMEIDA et al., 2000; SANTANA et al.,
2001; McPHEE e GRIFFITHS, 2011). De acordo com a International Dairy
Federation (IDF), psicrotréficos sdo definidos como sendo micro-organismos que
podem desenvolver-se a 7 °C ou menos, independente da temperatura 6tima de
multiplicacao.

A maioria dos psicrotréficos apresenta temperatura 6tima de multiplicacéo entre
20 e 30 °C (MUIR, 1996; McPHEE e GRIFFITHS, 2011), ou seja, sdo micro-
organismos mesofilos capazes de se adaptar ao frio alterando seu metabolismo.

Bactérias psicrotroficas apresentam multiplicagcao lenta. De uma maneira geral, o
tempo de geracao é de 14h a 10 °C. Ainda assim, em um dia, a populagéo pode ser
multiplicada por 10 a 4 °C e por 4 a 1 °C (FURTADO, 2005).

Os principais pontos de contaminagao sao os latdes, tanques de expanséao, agua
residual de equipamentos, utensilios de ordenha e tetos higienizados
inadequadamente, sendo a agua residual dos tanques de expansao e dos latbes, o0s

tetos higienizados inadequadamente e a clarificadora os pontos com maior



contagem de psicrotroficos (SANTANA et al., 2001; FAGUNDES et al., 2006). Em
condi¢cbes adequadas de manipulagao, este grupo de micro-organismos representa
geralmente 10% da microbiota do leite cru (FAIRBAIRN e LAW, 1986). No entanto,
quando ordenhado em condigbes precarias de higiene, as contagens de
psicrotroficos podem atingir mais de 75% da microbiota total do leite (NIELSEN,
2002; SERRA, 2004).

O metabolismo dos micro-organismos psicrotréficos em temperaturas inferiores
a 10 °C torna-se predominantemente lipo-proteolitico, expressando-se pela produgao
de enzimas intra e extracelulares (CELESTINO et al., 1996). A producao de enzimas
hidroliticas por bactérias psicrotréficas € maxima na fase de crescimento
exponencial ou estacionaria (KOHLMANN et al., 1991; CHAMPAGNE et al., 1994).

Bactérias psicrotréficas encontradas no leite e nos produtos lacteos nao
constituem um grupo taxonémico especifico. As estirpes descritas pertencem aos
dois grandes grupos de bactérias: Gram-negativas (Pseudomonas, Achromobacter,
Aeromonas, Serratia, Alcaligenes, Chromobacterium e Flavobacterium spp.) e Gram-
positivas (Bacillus, Clostridium, Corynebacterium, Streptococcus, Lactobacillus e
Microbacterium spp.) (CHAMPAGNE et al., 1994; SORHAUG e STEPANIAK, 1997).

O género Pseudomonas é predominante entre os psicrotréficos encontrados no
leite (ALMEIDA et al., 2000; ERCOLINI et al., 2009), sendo as espécies P.
fluorescens e P. putida as mais frequentemente isoladas (MARTINS et al., 2006).
Eneroth et al. (1998) verificaram que espécies de Pseudomonas constituiram de
72% a 77% dos isolados obtidos em amostras de leite cru, leite pasteurizado e
amostras de ambientes de industrias de laticinios.

A partir de 8 °C inicia-se uma inversao da microbiota e ao atingir os 10 °C os
micro-organismos Gram-positivos (em sua maioria termoduricas) tornam-se
predominantes (STEPANIAK, 1991), com intensa ag¢ao deteriorante (MEER et al.,
1991).

Os psicrotroficos termoduricos sao representados pelos géneros Arthrobacter,

Microbacterium, Streptococcus, Corynebacterium, Clostridium e principalmente pelo



Bacillus spp. (COLLINS, 1981; SORHAUG e STEPANIAK, 1997). Alguns autores
sugerem que os psicrotroficos termoduricos do género Bacillus sejam variantes de
organismos mesofilos que se adaptaram as baixas temperaturas (SHEHATA e
COLLINS, 1971; ALMEIDA et al., 2000). As espécies de Bacillus mais
frequentemente isoladas no leite e derivados sdo B. stearothermophilus, B.
licheniformis, B. coagulans, B. cereus, B. subtilis e B. circulans (CHEN et al., 2003).

A maioria dos psicrotroficos € inativada pela pasteurizagdo e/ou processos
térmicos mais drasticos (CHAMPAGNE et al., 1994), contudo, psicrotroficos
formadores de esporos do género Bacillus despertam interesse consideravel na
pesquisa do processamento de leite por resistirem a estes tratamentos (COLLINS,
1981; SORHAUG e STEPANIAK, 1997; CHEN et al., 2003).

As alteragdes dos componentes do leite em fungdo da multiplicacdo dos micro-
organismos psicrotréficos limitam o prazo de validade dos produtos lacteos, devido a
alteragdes no sabor, odor e aparéncia (SANTOS e FONSECA, 2001; MIGUEL et al.,
2007), pela producéao de proteases e lipases termorresistentes, que podem continuar
atuando nos derivados lacteos mesmo apds o a pasteurizagao rapida (HTST) ou
processamento a ultra alta temperatura (UHT) (ADAMS et al., 1975; ANDERSON et
al., 1979; ADAMS e BRAWLEY, 1981; STEAD, 1986; NORNBERG et al., 2010).

Estirpes de P. fluorescens incubadas a 7, 22 e 32 °C apresentaram atividade
proteolitica de 80%, 91% e 58% nas respectivas temperaturas, contudo, somente
7%, 44% e 7%, respectivamente, apresentaram atividade lipolitica nas mesmas
temperaturas (WANG e JAYARAO, 2001).

A producao de proteases pelas bactérias € influenciada pelas condicdes fisicas
do ambiente. A producédo de proteases por unidade de peso seco aumenta com a
diminuicdo da temperatura, enquanto que o crescimento celular, abaixo de 20 °C,
decai com a diminuicdo da temperatura. Este fato suporta a hipétese de que as
bactérias psicrotroficas sintetizam maiores quantidades de enzimas a baixas
temperaturas, a fim de compensar a reducéo da atividade enzimatica e manter sua

taxa de crescimento celular (FAIRBAIRN e LAW, 1986).



A acgdo das proteases, principalmente do género Pseudomonas, é similar a da
quimosina, enzima empregada na coagulagao enzimatica para obtengao de queijos
(PICARD et al., 1994). Esta atua sobre a k-caseina, causando a ruptura do enlace
Pheos-Metigs, provocando a desestabilizacdo e desnaturagdo das micelas de
caseina, levando a formacao de dois peptideos: a para-k-caseina, que permanece
nas micelas de caseina, e o glicomacropeptideo, formado pelos residuos de
aminoacidos 106 a 169 (TULLIO, 2007).

A acao deteriorante das proteases de micro-organismos psicrotroficos € distinta
entre as fragdes proteicas do leite. A k-caseina € a fragcdo mais susceptivel a agao
destas enzimas, seguida em menor escala pelas fragdes a e p-caseina, sendo que
as proteinas do soro do leite (a-lactoalbumina e B-lactoglobulina) séo resistentes ao
ataque das proteases (SILVA, 2004).

As lipases produzidas por bactérias psicrotréficas sao resistentes as
temperaturas de pasteurizacdo HTST e ao tratamento UHT. A lipase produzida por
P. fluorescens apresentou valores de Digy 23,5 min e Dy 2 min. Além de ser
extremamente resistente ao calor, também é estavel a desnaturacdo quimica
(ANDERSON et al., 1979).

Outra enzima produzida por alguns psicrotréficos, como B. cereus e algumas
espécies de Pseudomonas, é a fosfolipase C. Esta enzima degrada a membrana
dos glébulos de gordura facilitando a agao das lipases sobre os triglicerideos do leite
(COUSIN, 1982; MUIR, 1996). Derivados lacteos com alto teor de gordura como
cremes, queijos gordos e manteigas sao os principais alvos da agao das lipases, as
quais sao capazes de provocar a rancidez (LAW, 1979; COUSIN, 1982).

No Brasil, alguns estudos evidenciaram valores altos nas contagens de
psicrotréficos, na ordem de 10°-10® UFC/mL em leite cru refrigerado (SANTANA et
al., 2001; PINTO et al., 2006; BERSOT et al., 2009; NORNBERG et al., 2010), no
entanto, pouco se conhece a respeito da microbiota predominante e das

propriedades hidroliticas dessas bactérias.



Véarios métodos tém sido sugeridos e pesquisados para o controle de
psicrotréficos no leite, entre os quais se destacam a refrigeragdo em temperaturas
proximas a 0 °C por no maximo 24h, termizagao, carbonatacdo, microfiltracao,

bactofugacao e inoculagcédo de bactérias laticas (CHAMPAGNE et al., 1994).

2.2. Bacillus cereus

B. cereus é uma bactéria amplamente encontrada na natureza, apresenta-se na
forma de bastonete, Gram-positiva, aerdbia e formadora de esporo. Sua temperatura
6tima de multiplicacéo varia de 25 a 37 °C, mas ja foram identificadas estirpes
psicrotréficas e termoduricas capazes de multiplicar entre 3 e 75 °C (KRAMER e
GILBERT, 1989; DROBNIEWSKI, 1993; DUFRENNE et al., 1995). Os mecanismos
de adaptacido de B. cereus as condicbes ambientais sdo muito diversos e
contribuem para sua sobrevivéncia e disseminagdo no ambiente (CARLIN et al.,
2010).

O grupo B. cereus, também denominado B. cereus sensu lato, compreende B.
cereus sensu stricto e outras cinco espécies estreitamente relacionadas: B.
thuringiensis, B. anthracis, B. mycoides, B. pseudomycoides e B.
weithenstephanensis (LECHNER et al., 1998; JENSEN et al, 2003;
BARTOSZEWICZ et al., 2008; GUINEBRETIERE et al., 2008; SENESI e
GHELARDI, 2010).

A taxonomia do “grupo B. cereus” ainda é bastante controversa. Alguns autores
sugerem que estas espécies, por serem tao proximamente relacionadas, devem ser
agrupadas como membros de uma unica espécie (HENDRIKSEN et al., 2006;
DIDELOT et al., 2009).

As espécies de B. cereus sensu lato podem ser classificadas como distintas
devido essencialmente as suas caracteristicas fenotipicas. B. anthracis
caracterizam-se pelos fatores de patogenicidade de formagao de capsula (gene
codificado no plasmideo pX0O2) e pela produgao de toxinas (gene codificado pelo

plasmideo pXO17) que causam o carbunculo hematico em humanos e animais,
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doencga conhecida como Antrax (ARNESEN et al., 2008). B. thuringiensis distingue-
se pela produgao de uma endotoxina produzida durante sua esporulagcdo, que é
utilizada comercialmente como inseticida. O aparecimento de colénias com
crescimento rizoide em agar é caracteristico de B. mycoides e B. pseudomycoides,
sendo que B. weinenstephanensis €& constituida por estirpes psicrotréficas com
multiplicagdo abaixo de 7 °C, mas néo a 43 °C (LECHNER et al., 1998; ARNESEN et
al., 2008).

Apesar de B. antracis, B. cereus e B. thuringiensis serem diferenciados por suas
caracteristicas fenotipicas e de patogenicidade, a sequéncia gendbmica indica que
eles sao estritamente relacionados: suas sequéncias do gene 16S rRNA apresentam
mais de 99% de similaridade (ARNESEN et al., 2008). No entanto, alguns autores
defendem que a classificagdo como “grupo B. cereus” deve ser redefinida, uma vez
que estas espécies sao suficientemente distintas para garantir uma nomenclatura
prépria coerente com suas designagdes taxonémicas, uma vez que o sistema atual
pode causar confusao (PRIEST et al., 2004).

A confirmagao das coldnias tipicas de B. cereus inclui dois grupos de testes: o
primeiro para verificar se a colbnia isolada pertence ao grupo B. cereus e 0 segundo
para diferenciar B. cereus dos demais bacilos do grupo. Para confirmar se a cultura
pertence ao grupo B. cereus, sao aplicadas as provas bioquimicas de utilizagao
anaerobia da glicose, teste de decomposicao da tirosina, teste de Voges-Proskauer,
teste de reducdo do nitrato e teste de resisténcia a lisozima (Tabela 1). Para
diferenciar B. cereus dos demais bacilos do grupo, os testes aplicados sdo a
verificacdo da producdo de cristais de toxinas intracelulares, verificagdo da
motilidade, crescimento rizoide e atividade hemolitica (RHODEHAMEL e HARMON,
1998; BENNET e BELAY, 2001; SILVA et al., 2010).
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Tabela 1 — Diferengas fenotipicas do grupo Bacillus cereus.

Fendtipo B. cereus B. thuringiensis ~ B. mycoides B. anthracis

Coloragao de Gram Gram-positivo  Gram-positivo  Gram-positivo  Gram-positivo

Catalase + + + +

Motilidade +/- +/- - -

Reducéo de nitrato + + + +

[?ecgmposwao de + + +/- d

tirosina

Re8|§ten0|a a + + + +

lisozima

Reacéo de gema de + + + +

ovo

Utlllzggao anaerobia + + + +

de glicose

Reacao de Voges- + + + +

Proskauer

Producéo de acido a

partir de manitol

Atividade hemolitica + + + d

Outras . . Patogénico
i Produz Produz cristais Crescimento 9

caracteristicas . . o para homens

. enterotoxinas  de endotoxinas rizoide .
conhecidas e animais
‘+’ = >90% estirpes positivas; ‘+/-' = 50% estirpes positivas; - = >90% estirpes negativas; ‘d’ = maioria das estirpes negativas.

Fonte: RHODEHAMEL e HARMON, 1998.

As células de B. cereus sao grandes, com cerca de 1,0 a 1,2 um de largura e 3,0
a 5,0 um de comprimento e apresentam motilidade associada a flagelos peritriqueos
(KRAMER e GILBERT, 1989; RAJKOWSKI e BENNET, 2003). B. cereus é
considerado um micro-organismo termodurico, uma vez que Seus esporos Sao
termorresistentes podendo sobreviver aos processamentos térmicos utilizados na
industria de alimentos (BRADSHAW et al., 1975; GAILLARD et al., 1998; CRONIN e
WILKINSON, 2008; AIRES et al., 2009). Os enddsporos de B. cereus sao resistentes

a condicdes ambientais extremas, tais como tratamento térmico e desidratacao.
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Quando a condicao é favoravel, os esporos podem germinar e se multiplicar nos
alimentos processados (ABEE et al., 2011).

A termorresisténcia dos esporos de B. cereus pode variar de acordo com a
estirpe (MAZAS et al., 1999; CRONIN e WILKINSON, 2008; AIRES et al., 2009).
Bradshaw et al. (1975), ao avaliarem duas estirpes de esporos de B. cereus,
constataram uma estirpe termorresistente, com um valor D21 de 2,35 min. Dufrenne
et al. (1995) identificaram varias estirpes de B. cereus psicrotroficas e formadoras de
esporos com valor Dgg entre 2,8 a 9,2 min e, uma delas, com valor Dgy superior a
100 min.

B. cereus tem sido isolado em uma grande variedade de alimentos processados
e in natura, entre eles, arroz e massas, formulas infantis, vegetais, pimentas,
alimentos prontos para consumo, leite fluido e derivados lacteos (SENESI e
GHELARDI, 2010; CHAVES et al., 2011). B. cereus e B. licheniformis sao as
espécies de bacilos predominantes encontradas em leite cru e em todas as etapas
do processamento dos produtos lacteos (BANYKO e VYLETELOVA, 2009).

O tratamento térmico aplicado ao leite estimula a germinagéo dos esporos de B.
cereus que, na auséncia da microbiota competitiva, encontram condi¢gdes favoraveis
para multiplicar-se no produto (WATANUKI e GALLO, 2008). Os esporos de B.
cereus germinam apods o tratamento térmico do leite, uma vez que a temperatura
o6tima de ativacédo € de 65 a 75 °C, ou seja, faixa de temperatura utilizada na
pasteurizagao do leite (MEER et al., 1991). Algumas estirpes de B. cereus podem se
multiplicar em temperaturas de refrigeracdo (DUFRENNE et al., 1995; GARCIA-
ARMESTO e SUTHERLAND, 1997; LARSEN e JORGENSEN, 1999;
GUINEBRETIERE et al., 2008; ZHOU et al., 2010).

A combinacdo das caracteristicas termodurica e psicrotrofica em uma espécie
microbiana denota o seu grande potencial deteriorante, considerando que este
micro-organismo pode resistir aos principais tratamentos utilizados na industria de
alimentos e produzir lipases e proteases que irdo afetar a qualidade do leite e

derivados (MEER et al., 1991; MATTA e PUNJ, 1999).
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2.2.1. Patogenicidade

B. cereus sao capazes de produzir uma ampla variedade de substancias

potencialmente patogénicas, podendo-se citar: hemolisinas, fosfolipases,

enterotoxinas, entre outras

(MARTINEZ-BLANCH et al., 2009).

metaloproteases, colagenases e beta-lactamases,

B. cereus é responsavel por dois tipos de doengas de origem alimentar: uma
infeccdo chamada de sindrome diarreica, provocada por enterotoxinas produzida in
vivo, ou seja, produzida no intestino do hospedeiro; e a sindrome emética, uma
intoxicagao atribuida a uma toxina pré-formada no alimento (DROBNIEWSKI, 1993;
AGATA et al., 1995; WIJNANDS et al., 2002; ARNESEN et al., 2008; SENESI e
GHELARDI, 2010). A sindrome emética é caracterizada por ocorréncia de nauseas e
voémito, geralmente 2h apds do consumo do alimento contaminado (KRAMER e
GILBERT, 1989). Os sintomas da sindrome diarreica sdo manifestados apés 12h do
consumo do alimento contaminado, os quais incluem nauseas, mal-estar e diarreia

(Tabela 2).

Tabela 2 — Doencas transmitidas por alimentos causadas por Bacillus cereus.

Caracteristicas

Sindrome Diarreica

Sindrome Emética

Dose infecciosa

Local de producgao da
toxina

Tipo de toxina
Periodo de incubacéo

Duracao da doenca
Sintomas

Alimentos mais
frequentemente
contaminados

10°- 10" UFC
No intestino delgado do
hospedeiro
Proteina (HBL, NHE e CytK)
8-16h (até varios dias)
12-24h (até varios dias)

Dor abdominal, diarreia aquosa
(ou sanguinolenta) e nauseas

Produtos a base de carnes,
sopas, vegetais, pudins e
molhos, leite e produtos lacteos

10° — 10® UFC/g para produzir
a toxina no alimento

Pré-formada no alimento

Peptideo ciclico
0,5-5h
6-24h

Nausea, vOmito e enjoo (pode
ser seguidos de diarreia)

Arroz requentado, macarrao e
alimentos prontos

Fonte: GRANUM, 2002.
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A dose infectante é relativamente alta para as duas sindromes. No caso da
diarreica, a dose é de 10° a 102 células ou esporos e no caso da sindrome emética o
numero de células necessarias para produzir a toxina emética ainda nao esta bem
estabelecido (ARNESEN et al., 2008). No entanto, alguns autores afirmam que
concentragdes acima de 10°* UFC em 1 g ou 1 mL de alimento sdo consideradas
inseguras para consumo (CHOMA e GRANUM, 2002; MARTINEZ-BLANCH et al.,
2009). Ambas as sindromes apresentam duragao dos sinais clinicos por cerca de
24h (KRAMER e GILBERT, 1989).

A toxina emética, também denominada de cerulida, € um dodecadepipeptideo,
resistente ao calor e a variagbes de pH (LUND e GRANUM, 1997). B. cereus produz
concentragdes de toxina emética significativamente maiores entre 12 °C e 15 °C do
que observado a 30 °C, sendo que a 37 °C n&o houve a producgao de toxina (FINLAY
et al., 2000).

A cerulida é estavel ao calor, acidez e protedlise. Devido a estas caracteristicas,
a toxina ndo € inativada pelo suco gastrico nem pelas enzimas proteoliticas do trato
intestinal e permanece viavel nos alimentos reaquecidos (ARNESEN et al., 2008).
Por causa desta alta estabilidade térmica e quimica, nao existe maneira de
descontaminar alimentos ou matérias-primas que contenham a cerulida
(ANDERSSON et al., 2004).

Apesar de B. cereus ser um micro-organismo amplamente encontrado na
natureza, sao raras as estirpes produtoras de toxina emética (ALTAYAR e
SUTHERLAND, 2006). Além disso, existe uma grande diversidade entre as estirpes
de B. cereus quanto a presenca de genes enterotoxigénicos e habilidade de produzir
toxinas eméticas (WIJNANDS et al., 2006).

Foram identificados quatro tipos de enterotoxinas: 1) toxina hemolitica BL (HBL),
uma enterotoxina hemolitica complexa, formada por trés proteinas; 2) enterotoxina
nao-hemolitica (NHE), também composta por trés proteinas; 3) enterotoxina T, uma

proteina simples; e 4) citotoxina K (CytK), outra proteina simples. Ha relatos de
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surtos de origem alimentar associados a todas estas toxinas, exceto a enterotoxina
T (WIJNANDS et al., 2002; ARNESEN et al., 2008).

A identificacdo das estirpes patogénicas pode ser feita a partir de métodos
moleculares, por meio da detecgcdo dos genes que codificam as proteinas que
compdem suas respectivas toxinas (ARAGON-ALEGRO et al. 2008; CHAVES et al.,
2011). Outros métodos, como os imunolégicos, também sao utilizados para a
avaliacdo de estirpes patogénicas. Entre estes, o kit BCET-RPLA (Oxoid) é
considerado um método simples e confidvel para a deteccdo da producao de
enterotoxina HBL (GRANUM et al., 1993).

Em um levantamento feito na regido Sul do Brasil com 97 estirpes isoladas em
alimentos durante trés décadas, o complexo NHE foi positivo em 85,5% das estirpes
para os trés genes nheA, nheB e nheC. O complexo HBL (hblA, hbIC e hbID) foi
encontrado em 62,9% das estirpes e o gene cytK foi encontrado em 45,4% das
estirpes. Estirpes isoladas do mesmo grupo de alimentos apresentam perfis
toxigénicos distintos (CHAVES et al., 2011).

Doencas associadas a B. cereus sao subestimadas devido a curta duracao e
sintomas brandos na maioria dos casos, o que desestimula o paciente a procurar
cuidados médicos. Adicionalmente, os casos e surtos nem sempre sao associados
com B. cereus. Os sintomas da sindrome emética sdo semelhantes aos da
intoxicagdo causada por S. aureus e a sindrome diarreica apresenta os mesmos
sintomas que os causados por C. perfringens tipo A e acabam sendo tratados como

se fossem dessas origens (ARNESEN et al., 2008).

2.2.2. QOcorréncia em produtos lacteos

A presencga de B. cereus ja foi relatada em leite in natura, pasteurizado, UHT,
leite em po, leites fermentados, sorvetes e outros derivados lacteos em diversos
paises (WONG et al., 1988; LARSEN e JORGENSEN, 1997; CHRISTIANSSON et
al.,1999; VIDAL-MARTINS et al., 2005; REYES et al., 2007; REZENDE-LAGO et al.,



16

2007; BARTOSZEWICZ et al., 2008; ZHOU et al.,, 2008). Isso se deve a
contaminagcdo da matéria-prima e sobrevivéncia dos esporos ao processamento
térmico, bem como a contaminagao pds-processamento (SCHRAFT et al., 1996;
GIFFEL et al.,, 1997; CHRISTIANSSON et al., 1999; SVENSSON et al., 1999;
REZENDE-LAGO et al., 2007).

Wong et al. (1988) ao avaliarem 293 amostras de produtos lacteos adquiridos no
comércio na China, detectaram a presenca de B. cereus em amostras de leite em po
(29%), leite fermentado (17%), picolé (52%), sorvete (2%), leite pasteurizado (2%) e
leite pasteurizado aromatizado (2%). Zhou et al. (2010) detectaram a presencga de
B. cereus em 24 das 40 amostras de sorvete (60%) também coletadas na China. Em
32% das amostras de leite pasteurizado comercializadas em Nova lorque, EUA, foi
detectada a presenca de Bacillus spp., 9% destas identificadas como B. cereus
(FROMM e BOOR, 2004).

A contaminagdao de produtos lacteos com B. cereus é também relatada em
trabalhos de pesquisa realizadas no Brasil. Vidal-Martins et al. (2005) constataram a
presenca dessa bactéria em 11,8% de amostras de leite UHT comercializadas em
Sao José do Rio Preto-SP. Este resultado pode indicar uma alta contagem de
esporos no leite cru, tratamento térmico (tempo/temperatura) insuficiente para a
inativagdo dos esporos ou contaminagao pés-processamento. Rezende-Lago et al.
(2007) identificaram B. cereus em 58,3% de 120 amostras de leite em po, cru,
pasteurizado e longa vida em Ribeirdo Preto-SP. Os autores identificaram maior
ocorréncia de B. cereus no leite pasteurizado do que no leite cru, e relacionaram
este resultado a contaminacéo do leite apds o tratamento térmico. Algumas estirpes
eram produtoras de enterotoxinas, o que indicou o risco potencial a saude do
consumidor ao ingerir produtos contaminados com esse patégeno.

Os esporos de B. cereus podem sobreviver, germinar e se multiplicar durante as
etapas de processamento do queijo; no entanto, sua presenca € inibida apds a salga

e durante a maturagao, devido ao conteudo de sal, redugdo da atividade de agua,
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baixo potencial de o6xido-reducédo e pH do queijo Gouda maturado (RUKURE e
BESTER, 2001).

Embora a ocorréncia de B. cereus em leite e derivados seja alta, as intoxicagdes
causadas por este micro-organismo associado ao consumo de produtos lacteos séo
raras, com a ocorréncia de casos limitados as residéncias, em geral ndo notificados
(CORNELL, 2010). Possivelmente, se houvesse um sistema de notificagcao
apropriado, o leite e seus derivados seriam produtos relevantes considerando a alta
exposi¢cao do consumidor a este patégeno por meio do consumo de leite e derivados
(NOTERMANS et al., 1997).

Nao existe uma legislagao brasileira especifica para a presenga de B. cereus no
leite e nos derivados lacteos, com excecao do leite em pd, em que é estabelecido

um limite de 5,0 x10° UFC/g (BRASIL, 2001).

2.2.3. Fontes de contaminacao

As principais fontes de contaminacio do leite por esporos de B. cereus sao o
contato direto ou indireto com solo e poeira durante a ordenha, tetos sujos, alimento
(silagem) e fezes (CHRISTIANSSON et al., 1999; VISSERS et al., 2007). A agua
residual da lavagem dos equipamentos de ordenha e o material da cama de animais
confinados também sao importantes fontes de contaminagdo (MAGNUSSON et al.,
2007).

B. cereus apresenta capacidade de adesdo e de formacao de biofiimes em
superficies de equipamentos utilizados em laticinios, sendo dificimente removido
pelos procedimentos de higienizagao rotineiros (SALUSTIANO et al.,, 2009). A
adesao de esporos em superficies de tanques de refrigeragao dificulta sua remogéao
pelos procedimentos de higienizagdo, mesmo com uso de agua quente e detergente
alcalino (SHAHEEN et al.,, 2010). A capacidade de formagdo de biofiimes é
observada mesmo em temperaturas de refrigeragdo (BERNARDES, 2008).
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Os esporos de B. cereus podem se aderir, germinar e multiplicar na superficie
dos trocadores de calor. Giffel et al. (1997) comprovaram que as mesmas estirpes
detectadas na superficie dos trocadores de calor foram também detectadas no leite,
0 que permitiu atribuir aos equipamentos uma contaminagao pos-processamento.

A contaminacdo do leite cru por esporos tem sido relatada como a principal
causa de presenca de B. cereus em leite processado (VAISANEN et al., 1991; LIN et
al.,, 1998; SVENSSON et al.,, 1999). Semelhanga genética entre estirpes de B.
cereus detectadas no leite cru e no leite pasteurizado permitiram comprovar a
resisténcia dessa bactéria aos processamentos térmicos por apresentarem a mesma
origem genética (CHRISTIANSSON et al., 1999; SVENSSON et al., 1999).

Em contrapartida, a presenca de B. cereus em leite processado também pode
ser associada a ocorréncia de contaminagao pés-processamento (REZENDE-LAGO
et al., 2007), que é considerada um fator critico na industria de produtos lacteos
(SCHRAFT et al., 1996).

Estudos realizados na Europa indicam que a ocorréncia de B. cereus no leite é
maior no verao e na primavera. Esta sazonalidade do micro-organismo pode ser
atribuida as condi¢gdes de manejo do rebanho, ja que nas estagbes mais quentes os
animais ficam livres no pasto, onde tém maior contato com o ambiente e,
consequentemente, mais expostos a contaminagdo (SVENSSON et al., 2004,

VISSERS et al., 2007; BARTOSZEWICZ et al., 2008).

2.2.4. Estirpes psicrotroficas

A presenca de B. cereus em produtos lacteos tem causado graves problemas
para a industria de laticinios, principalmente as estirpes psicrotroficas, as quais
encontram nos produtos processados condi¢des ideais para a sua multiplicacao,
pela quase auséncia de microbiota competidora.

Diferentes estirpes de Bacillus spp. podem apresentar comportamentos distintos
em diferentes temperaturas. Garcia-Armesto e Sutherland (1997) classificaram

essas estirpes em trés grupos fisioldgicos: um deles claramente psicrotréfico, capaz
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de se multiplicar a 6,5 °C em 10 dias, mas nado a 40 °C em dois dias; psicrotrofico
intermediario, capaz de se multiplicar a 40 °C e a 6,5 °C, e outro grupo mesofilo,
capaz de se multiplicar a 30 °C e a 40 °C, mas nao a 6,5 °C. As estirpes avaliadas
pelos autores apresentaram comportamento predominantemente intermediario.

Lechner et al. (1998) classificaram as estirpes psicrotroficas do grupo B. cereus
(capazes de se multiplicar entre 4 e 7 °C, mas que néo se multiplicam a 43 °C) como
sendo B. weihenstephanensis. No entanto, estudos posteriores confirmaram que as
estirpes psicrotréficas do grupo B. cereus nao sao, necessariamente, B.
weihenstephanesis (STENFORS e GRANUM, 2001; ZHOU et al., 2010).

A ocorréncia de B. cereus psicrotrofico tem relagdo com as condigdes climaticas
das regides de onde o mesmo € isolado. Em regides frias, sua ocorréncia € maior do
que nas regides tropicais, onde B. cereus mesdfilo representa a maioria das estirpes
isoladas (STETTEN et al., 1999; CARLIN et al., 2010).

Algumas caracteristicas podem explicar a capacidade de determinadas estirpes
de B. cereus se desenvolver em baixas temperaturas, por exemplo, a composicao
dos acidos graxos da membrana celular. Estirpes psicrotroficas de B. cereus tém
maiores concentragbes de acidos graxos insaturados na membrana lipidica,
comparadas as concentragdes observadas em micro-organismos mesofilos
(COUSIN, 1982; CARLIN et al., 2010). Os acidos graxos insaturados proporcionam
maior fluidez da membrana em baixas temperaturas aumentando a permeabilidade
da célula. Portanto, pode-se dizer que a temperatura minima de multiplicacéo de B.
cereus tem relagdo direta com a composicéo de acidos graxos da sua membrana
celular (VAISANEN et al., 1991).

Foegeding e Berry (1997) induziram B. cereus a se adaptar ao frio repicando e
incubando as estirpes a 7 °C por 8 semanas e verificaram um aumento significativo
na ocorréncia de estirpes positivas nesta temperatura apods este periodo de
adaptacao.

A adaptacao de B. cereus ao frio envolve mecanismos fisicos e quimicos, entre

eles, a sintese de proteinas do choque-frio codificadas pelo gene cspA. Este gene
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contribui para a existéncia de ribossomos capazes de codificar o mMRNA em
proteinas, mesmo em baixas temperaturas (CARLIN et al., 2010). O gene cspA
confere a capacidade de B. cereus sobreviver e se multiplicar a baixas temperaturas
(MAYR et al., 1996; FRANCIS et al., 1998).

A presenca do gene cspA esta diretamente relacionada com a temperatura
média anual da regido onde as estirpes sdo isoladas. Em regides alpinas (com
temperatura média de 1 a 7 °C), o gene cspA esta presente na maioria das estirpes
de B. cereus, enquanto que em regides tropicais (com temperatura média de 28 °C),
as estirpes sdao predominantemente mesdfilas, ou seja, ndo apresentam o gene
cspA (STETTEN et al., 1999).

Estirpes psicrotréficas de B. cereus apresentam maior capacidade de
germinagao e multiplicagdo em produtos lacteos com alto teor de gordura, devido a
hidrofobicidade dos seus esporos (LARSEN e JORGENSEN, 1997). Além disso, 0s
lipideos conferem um carater protetor aos esporos, uma vez que a gordura
apresenta baixa condutividade térmica (MEER et al., 1991).

Células vegetativas de estirpes psicrotroficas de B. cereus apresentam fase de
adaptacao inferior a dois dias e tempo de geracédo entre 9,4 e 75,2h em leite
refrigerado a 7 °C (DUFRENNE et al., 1995). Quando o leite € mantido a 10 °C, a
fase de adaptacédo passa a ser de 24h e o tempo de geragdo passa a ser de 4h
(MEER et al., 1991). B. cereus apresenta maior capacidade de multiplicagao a 10 °C
do que a 7 °C (FOEGEDING e BERRY, 1997; GIFFEL et al. 1997).

Esporos de B. cereus mesofilos sdo mais termorresistentes que os esporos de
B. cereus psicrotréfico. No entanto, os esporos psicrotroficos também podem
sobreviver a pasteurizagdo (GIFFEL et al.,, 1997; SVENSSON et al.,, 2004,
PLANCHON et al.,, 2011). A germinacdo de esporos de B. cereus psicrotréficos
ocorre a 7 °C, o que pode ser considerado um problema para produtos lacteos
(DUFRENNE et al., 1995; LARSEN e JORGENSEN, 1999).

Vaisanen et al. (1991) encontraram estirpes de B. cereus isoladas em produtos

lacteos com temperatura minima de multiplicacdo abaixo de 10 °C e alertaram para
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o problema que estas estirpes psicrotréficas representam para produtos
armazenados em refrigeracao. Giffel et al. (1997) verificaram que 53% das estirpes
de B. cereus se multiplicaram a 7 °C.

Meer et al. (1991) relataram que 25% das estirpes de B. cereus isoladas em leite
pasteurizado sdo psicrotréficas e produzem enterotoxinas. Granum et al. (1993)
avaliaram 85 estirpes de B. cereus isoladas em produtos lacteos na Noruega, das
quais 59% eram enterotoxigénicas, sendo 15% destas psicrotroficas.

No entanto, Carlin et al. (2010) afirmam que estirpes psicrotroficas de B. cereus
isoladas em produtos lacteos produzem quantidades muito menores de enterotoxina
HBL e NHE quando comparadas as estirpes mesoéfilas, apresentando menor
potencial patogénico.

B. cereus pode se multiplicar durante o periodo de estocagem do leite
pasteurizado e a sua contagem no produto pode aumentar significativamente

(LARSEN e JORGENSEN, 1999), durante o prazo de validade.

2.2.5. Relacido com problemas tecnoldgicos em produtos lacteos

As alteracdes associadas as contaminagdes de produtos lacteos com B. cereus
sdo consideradas importantes sob o ponto de vista tecnolégico, uma vez que
provocam uma reducao do prazo de validade e o desenvolvimento de atributos
sensoriais indesejaveis (ALMEIDA et al., 2000; CHEN et al., 2004; FROOM e BOOR,
2004; REZENDE-LAGO et al., 2007; DE JONGHE et al., 2010). Espécies do género
Bacillus sintetizam varias enzimas, como proteases, lipases e fosfolipases, que
podem ser intra ou extracelulares (CHEN et al., 2004).

Meer et al. (1991) estimaram que 20% a 25% dos problemas de prazo de
validade dos produtos lacteos comercializados nos Estados Unidos foram
relacionados com a presencga de enzimas produzidas por B. cereus e B. mycoides
psicrotroficos. Existe uma caréncia na literatura de dados mais atualizados

referentes as perdas econdmicas causadas por B. cereus em produtos lacteos.
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Atividade lipolitica

A atividade lipolitica de Bacillus ¢é maior em ésteres de cadeia curta, como o
butirato, caproato, caprilato e caprato. Monoacilglicerdis e diacilglicerdis sao
hidrolisados mais rapidamente que os triacilglicerdis. As lipases produzidas
apresentam alta estabilidade térmica, sendo mais resistentes que as proteases. Esta
estabilidade esta associada a substituicdo da glicina por um residuo de alanina no
sitio ativo do pentapeptideo Gly-X-Ser-X-Gly (CHEN et al., 2004).

A presenca de lipases em queijos pode causar a hidrélise da gordura, com
liberagdo de acidos graxos e formagao de acido butirico, o qual confere sabor
saponificado ao produto. O defeito & percebido ao longo da maturagéo e é comum
em queijos de maturagdo prolongada, como Emmental, Gruyére, Parmeséo e
também no queijo Prato, de maturagado mais longa (FURTADO, 2005). Em leite UHT,
a agao de lipases também gera alteragdes sensoriais, como gosto amargo e sabores
rangoso, butirico e de sabao durante a estocagem (ANDERSON et al., 1981).

A presencga de lipases no leite cru pode afetar a qualidade do leite em pé (CHEN
et al., 2003). O teor de acidos graxos livres em leite em pé fabricado com leite cru
armazenado por quatro dias é significativamente maior do que no leite em pé
fabricado com leite recém-ordenhado, nao havendo diminuicdo da atividade lipolitica
durante o processamento do leite em pé (CELESTINO et al., 1997).

O teor de acidos graxos livres (AGL) aumenta significativamente (0,08 a 0,50
mEqg AGL/kg de gordura) em leite pasteurizado contaminado com B. cereus,
armazenado em refrigeracao, por 14 dias. Analise sensorial indicou o sabor de ranco
nas amostras, considerado um defeito causado pela presenca de acidos graxos
livres formados durante a lipdlise (FROOM e BOOR, 2004).

B. cereus também produz fosfolipase, que atua sobre a membrana fosfolipidica
do glébulo de gordura do leite, causando um defeito conhecido como “bitty cream”
(DE JONGHE et al.,, 2010). A coalescéncia dos glébulos de gordura devido ao
rompimento da membrana fosfolipidica causa a formagao de flocos aglomerados de

gordura na superficie do leite (CHRISTIANSSON, 2002).



23

Atividade proteolitica

As proteases liberadas pelas bactérias psicrotroficas no leite sdo, em sua
maioria, metalo-proteases, com a presenga de Ca e Zn. Grande parte apresenta
baixo peso molecular, com residuos de glicina e alanina, concentragdes minima de
metionina, auséncia de cistina e presenga da alanina no grupo terminal N. A
auséncia de pontes dissulfeto entre as cadeias de aminoacidos, por promover uma
maior flexibilidade na estrutura primaria da enzima, confere grande estabilidade
térmica a estas enzimas (MITCHELL e EWINGS, 1986).

A presenca de Ca** e de Zn?** na estrutura das proteases também contribui na
estabilidade destas enzimas ao calor, com resisténcia a temperatura de 149 °C/7
seg, similar ao tratamento UHT (BARACH et al., 1976).

B. cereus apresenta atividade proteolitica mais acentuada sobre as caseinas,
comparada a atividade sobre as proteinas do soro (CHOUDHERY e MIKOLAJCIK,
1970; JANSTOVA et al., 2006; MURUGAN e VILLI, 2009). A degradacéo da caseina
do leite pela acdo da protease produzida por B. cereus libera peptideos de baixo
peso molecular que podem causar a formacdo de sabores indesejaveis no leite
(JANSTOVA et al., 2006). Esta protedlise provoca uma reducéo de 4,15% no teor de
nitrogénio da caseina com relagdo a proteina total do leite (MURUGAN e VILLI,
2009). A acao proteolitica de B. cereus pode causar a formagao de gosto amargo e
coagulagao doce apods seis dias do processamento dos produtos lacteos (MEER et
al., 1991).

A protedlise do leite UHT durante a estocagem em temperatura ambiente é o
principal limitante de seu prazo de validade, associada a alteracdes na sua textura,
como aumento da viscosidade, o que ocasiona, em alguns casos, a formagao de gel
(VIDAL-MARTINS et al., 2005). A concentracdo de caseinas e o pH do leite
apresentam condicbes O6timas para a atividade das proteases. As proteases
apresentam atividade a temperatura ambiente (25 °C) e o leite UHT pode

permanecer estocado por longos periodos nesta temperatura (ADAMS et al., 1975).
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Proteases degradam as micelas de caseina, com liberagdo de componentes
soluveis, como polipeptidios e aminoacidos, os quais sdo perdidos no soro e, assim,
acarreta na redugado do rendimento de queijos (CARDOSO, 2006). A formagao de
gosto amargo por proteases ocorre mais acentuadamente em queijos maturados,
uma vez que atuam durante todo o periodo de maturagao, representando um grande
problema de qualidade nestes produtos (FURTADO, 2005). Em leite em pé, a agao
das proteases, além de provocar a formagao de gosto amargo, pode reduzir a

solubilidade do produto em agua (CELESTINO et al., 1997; CHEN et al., 2003).

2.2.6. ldentificacdo genotipica de B. cereus psicrotrofico

As técnicas tradicionais de microbiologia de alimentos fundamentam-se na
utilizacdo de testes morfolégicos e bioquimicos para tipagem, subtipagem e
identificacdo de géneros, espécies e subespécies microbianas. No entanto, estes
resultados podem apresentar variabilidade pela acdo de fatores ambientais sobre a
expressao génica, além de outras desvantagens, como o baixo poder discriminatorio
em micro-organismos com pouca Vvariabilidade genética, além do risco de
interpretacdes errbneas quando se utiliza um numero limitado de testes (SETTANNI
e CORSETTI, 2007; GANDRA et al., 2008).

Diversos métodos para a amplificagdo in vitro de acidos nucleicos tém sido
desenvolvidos. Entre eles, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem sido
utilizada para a identificacdo de estirpes bacterianas isoladas, para detectar
bactérias em alimentos, em combinacdo com as etapas de enriquecimento de
culturas e para a deteccéo direta de bactérias e virus em amostras de alimentos
(CANDRIAN, 1995).

A PCR apresenta vantagens em relagdo aos métodos convencionais, tais como:
maior poder de tipificagao e discriminagao, maior rapidez, bom limite de deteccéo,
maior seletividade, especificidade, potencial para automacgao e a possibilidade de

trabalhar com bactérias que nao sao cultivaveis nos meios de cultura convencionais
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(GANDRA et al., 2008). No entanto, apresenta algumas desvantagens, entre elas,
nao diferenciar células vivas e mortas, sofrer interferéncia com a presenca de
inibidores da enzima polimerase em alguns alimentos, apresentar alto investimento
em equipamentos e reagentes e a falta de aprovagdo, padronizagcdo e
regulamentacgao por parte dos 6rgaos oficiais (MALORNY et al., 2003).

Uma das etapas decisivas dos métodos moleculares é o isolamento do DNA
bacteriano em quantidade e qualidade suficientes para amplificacdo pela PCR
(CANDRIAN,1995; POSTOLLEC et al., 2011). Outros fatores podem influenciar a
eficiéncia da PCR, sendo os principais a concentragcdo de ions de magnésio, a
temperatura, a duracdo e o numero de cada ciclo da reagao, concentracido dos
dNTPs, primers e da polimerase (GANDRA et al., 2008).

Para que a amplificagao ocorra, o DNA é inicialmente aquecido e desnaturado a
uma temperatura que varia de 94 a 96 °C. Os oligonucleotideos iniciadores sao
posteriormente alinhados nas sequéncias-alvo em temperaturas que variam de 30 a
60 °C de acordo com o oligonucleotideo. Entdo a enzima DNA polimerase, a partir
dos desoxirribonucleotideos trifosfato (ANTPs) adicionados ao sistema, permite a
sintese do fragmento de DNA desejado. A repetigdo destas etapas por 20 a 30 ciclos
permite a amplificagdo de um fragmento de DNA milhares de vezes (ERLICH et al.,
1991).

Outra técnica molecular de interesse para o diagnéstico de patégenos em
alimentos é a multiplex PCR (mPCR). A mPCR amplifica simultaneamente diferentes
sequéncias de DNA, a partir de multiplos pares de primers com diferentes
especificidades. A separagao por eletroforese de fragmentos com diferentes pesos
moleculares origina diversas bandas que s&o visualizadas em gel de agarose
(SETTANNI e CORSETTI, 2007). A mPCR é uma técnica vantajosa, pois reduz o
trabalho laboral e diminui os gastos com reagentes, uma vez que na mesma reagao
pode identificar diferentes patégenos ou sequéncias de interesse (GANDRA et al.,

2008). No entanto, as condi¢cdes da reacdo de mPCR precisam ser ajustadas para
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que nao haja pareamento entre os primers, gerando assim reagdes inespecificas
(SETTANNI e CORSETTI, 2007).

A identificagdo do gene cspA tem sido utilizada por diversos autores para
identificar estirpes psicrotroficas de B. cereus (STETTEN et al., 1998; BORGE et al.,
2001; STENFORS e GRANUM, 2001; WIJNANDS et al., 2002; SVENSSON et al.,
2007; ZHOU et al., 2010). Esta metodologia foi desenvolvida por Francis et al.
(1998) a partir da identificacdo da proteina do choque do frio, para a diferenciagao
de estirpes de B. cereus psicrotroficas e mesdfilas. Posteriormente a mesma
metodologia foi publicada por Wijnands et al. (2002) em um manual do
Departamento de Veterinaria e Saude Publica de Bilthoven, Paises Baixos. Esta
metodologia vem sendo utilizada desde entdo para a caracterizagdo genotipica de
estirpes de B. cereus psicrotroficas.

Outro método molecular que proporciona a diferenciacdo rapida de estirpes
mesdfilas e psicrotréficas de B. cereus se baseia na amplificagdo de regides de 16S
rDNA. Isto é possivel por que a regido 16S rDNA apresenta assinaturas especificas
para comportamentos psicrotrofico e mesofilo. Primers especificos para cada regiao
geram fragmentos de diferentes tamanhos (sequéncia psicrotréfica: 130 pb;
sequéncia mesofila: 250 pb), proporcionando a diferenciacdo destas estirpes em
uma PCR duplex. No entanto, a regido 16S rDNA também é muito conservada em
bactérias que nao pertencem ao grupo B. cereus, sendo esta técnica indicada
somente para estirpes confirmadas bioquimicamente como sendo B. cereus

(STETTEN et al., 1998; ZHOU et al., 2010).



27

3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado nos laboratérios de Microbiologia de Alimentos
do Programa de Pés-Graduagdo em Engenharia de Alimentos da Universidade
Federal do Parana, em Curitiba, Parana, de Bioengenharia da Universidade
Tecnologica Federal do Parana, em Ponta Grossa, Parana, e de Controle
Microbiolégico de Agua e Alimentos, da UFPR, em Palotina, Parana.

Para atendimento dos objetivos do presente trabalho, um plano analitico em
distintas fases de avaliagdes experimentais foi desenvolvido.

Inicialmente, a presenca de B. cereus em produtos lacteos foi avaliada por
técnicas de semeadura direta e enriquecimento seletivo, e identificado por provas
bioquimicas especificas para esta espécie. Em seguida, as estirpes isoladas foram
avaliadas quanto ao seu comportamento psicrotrofico, capacidade proteolitica e
lipolitica em meios de cultura especificos para estas caracteristicas em diferentes
temperaturas. Posteriormente, foi avaliada a temperatura 6tima de producido de
proteases pelas estirpes de B. cereus isoladas.

Estirpes capazes de se multiplicar a 10 °C foram avaliadas com relacdo ao seu
potencial enterotoxigénico, utilizando um kit especifico para a identificagcao
enterotoxina HBL. Por fim, foi procedida a identificacdo das estirpes isoladas que
possuiam genes que caracterizam o comportamento psicrotréfico por PCR.

A seqguir, estdo descritas as metodologias utilizadas para execugao de cada uma

das avaliagdes acima mencionadas.

3.1. Estudo sobre a ocorréncia de B. cereus em produtos lacteos

3.1.1. Coleta de amostras

Na primeira fase do experimento, foram avaliadas 85 amostras de diferentes
produtos lacteos refrigerados de marcas comerciais brasileiras, dentro do prazo de
validade, adquiridas no comércio varejista de Curitiba-PR, no periodo de abril a

junho de 2009. Foram coletadas 22 amostras de requeijao, 17 de leite pasteurizado,
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17 de creme de leite pasteurizado, 12 de manteiga, oito de ricota, cinco de queijo
frescal e quatro de produtos lacteos diversos (duas sobremesas lacteas, uma bebida
lactea e um iogurte). As amostras foram mantidas a 4 °C até o momento da analise.

Na segunda etapa deste experimento, foram analisadas amostras de leite
pasteurizado, leite UHT e leite em pd. Entre marco e dezembro de 2010, foram
avaliadas 110 amostras de 19 marcas diferentes de leite UHT, 100 amostras de 18
marcas de leite pasteurizado e 50 amostras de 16 marcas de leite em po, coletadas
no comércio do Parana (Curitiba e Palotina), Santa Catarina (Chapecé e
Floriandpolis) e Sdo Paulo (Sdo Paulo e Botucatu), totalizando 260 amostras
disponiveis no mercado nacional, dentro do prazo de validade.

As amostras de leite pasteurizado foram mantidas a 4 °C até o momento das
analises. As amostras de leite em p6 foram mantidas em temperatura ambiente e as
amostras de leite UHT foram incubadas a 35 °C por 7 dias antes da execugao das
analises, conforme recomendacédo da Portaria 146 do Ministério da Agricultura,

Pecuaria e Abastecimento do Brasil (BRASIL, 1996).

3.1.2. Analises microbioldgicas

As amostras da primeira etapa do experimento foram submetidas a analise
qualitativa de B. cereus (com enriquecimento seletivo). Na segunda etapa foram
utilizadas duas metodologias, sendo uma quantitativa (semeadura direta), seguindo
o protocolo analitico desenvolvido por Mossel et al. (1967), e outra qualitativa
(enriquecimento seletivo), de acordo com Stadhouders (1992).

A avaliacdo quantitativa de B. cereus foi realizada por semeadura de 0,1 mL de
amostras em diluicdes seriadas (10°, 10" e 102) no agar seletivo manitol-gema de
ovo-polimixina B (MYP) (Difco). Apds incubacédo a 30 °C por 18-40h, uma a trés
colonias por amostra caracteristicas de B. cereus (coloragéo résea, grandes, secas
e cerosas, rodeadas por um grande halo de precipitagdo) foram submetidas a

identificacdo bioquimica (MOSSEL et al., 1967; BENNET e BELAY, 2001).
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Para a avaliagao qualitativa de B. cereus, foi realizado o enriquecimento seletivo
de 25 mL ou g de amostra em 225 mL de caldo de soja triptona (TSB) (Himedia)
adicionado de 0,1% de polimixina B, seguido de incubagdo a 30 °C por 24-30h
(STADHOUDERS, 1992). A semeadura seletiva foi feito por estrias descontinuas em
agar MYP (Difco), com incubacédo a 30 °C por 18-40h, de modo a obter colbénias
isoladas. As colOnias caracteristicas de B. cereus foram submetidas a identificacao
bioquimica (BENNET e BELAY, 2001).

As colbnias puras foram estocadas em agar soja triptona (TSA) (Himedia) e
mantidas em refrigeragcdo. Para a realizacdo das provas bioquimicas as culturas

foram ressuspendidas em TSB (Himedia) e incubadas a 30 °C/24h.

3.1.3. Identificacdo bioguimica de B. cereus

As colbnias suspeitas foram submetidas aos seguintes testes bioquimicos para
confirmagéao do grupo B. cereus: coloragao de Gram, utilizacdo anaerdébia da glicose,
decomposigao da tirosina, prova de Voges-Proskauer, redugao do nitrato a nitrito e
resisténcia a lisozima, conforme Bennet e Belay (2001), tomando-se como referéncia
a combinacgao de resultados apresentados na Tabela 1.

As estirpes do grupo B. cereus isoladas de leite pasteurizado, leite em pé e leite
UHT foram submetidas a uma nova série de provas bioquimicas (Figura 1), a fim de
diferenciar B. cereus sensu stricto dos demais bacilos do grupo. Os testes aplicados
foram de verificagdo da produgao de cristais de toxinas intracelulares, a verificagao
da motilidade, do crescimento rizoide e da atividade hemolitica (RHODEHAMEL e
HARMON, 1998; BENNET e BELAY, 2001; SILVA et al, 2010). As estirpes
confrmadas como B. cereus sensu stricto foram submetidas as analises
moleculares.

Para todas as provas bioquimicas foi utilizada em paralelo uma estirpe de B.
cereus ATTCC 11778 como controle positivo e uma prova contendo todos os

reagentes menos a amostra como controle negativo.
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Figura 1 — Fluxograma de andlise para identificagdo bioquimica de B. cereus.

Utilizagdo anaerobia da glicose

As culturas foram inoculadas em 3 mL de caldo vermelho de fenol 1% glicose
(Acumedia) e incubadas anaerdbiamente a 35 °C/24h. A mudanga da cor do
vermelho para o amarelo € indicativo da formagdo de acido pela degradacao da

glicose (RHODEHAMEL e HARMON, 1998).

Decomposicéo da tirosina

As culturas foram estriadas na rampa de agar tirosina inclinado (Laborclin) e
incubadas a 35 °C/48h. A formagédo de uma regiao clara na regidao onde a cultura foi

inoculada indica a decomposic¢ao da tirosina (RHODEHAMEL e HARMON, 1998).

Reducgéo do nitrato

As culturas foram inoculadas em 5 mL de caldo nitrato (Himedia) e incubadas a
35 °C/24h. Apods este periodo, adicionaram-se 0,25 mL de acido sulfanilico 0,8%
(Newprov) e 0,25 mL de o-naftol 0,5% (Newprov). A formacédo de cor résea
avermelhada apés 10 min indica a reducédo do nitrato a nitrito (RHODEHAMEL e

HARMON, 1998).
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Prova de Voges-Proskauer

As culturas foram inoculadas em 3 mL de caldo VP (Himedia) e incubadas a 35
°C/48h. Apos este periodo foram adicionados 1,8 mL de a-naftol e 0,6 mL de
hidroxido de potassio 40%. A formagao de coloragao rosa ou violeta apés 1h indica

prova positiva (RHODEHAMEL e HARMON, 1998).

Resisténcia a lisozima

As culturas foram inoculadas em 2,5 mL de caldo lisozima 0,001% (Laborclin) e
incubadas a 35 °C/48h. A turvagcdo do meio indica a resisténcia a lisozima

(RHODEHAMEL e HARMON, 1998).

Producgéo de cristais de toxinas intracelulares

As culturas estocadas em TSA (Himedia) foram mantidas 2-3 dias em
temperatura ambiente. As laminas foram preparadas a partir do esfregaco das
culturas cobertas com metanol por 30 seg, flambadas e cobertas com fucsina basica
0,5%. Apo6s 30 seg, as laminas foram lavadas, secas e observadas ao microscépio
optico, em imersao. B. thuringiensis apresenta esporos livres e cristais tetragonais

corados de vermelho (RHODEHAMEL e HARMON, 1998).

Crescimento rizoide

As culturas foram repicadas em agar nutriente (Himedia) e incubadas a 30
°C/42-72h. A morfologia das coldnias foi observada, sendo consideradas positivas as

que apresentaram crescimento rizoide (RHODEHAMEL e HARMON, 1998).

Motilidade

As culturas foram repicadas por picada profunda em agar motilidade semissélido
(Laborclin) e incubadas a 30 °C/24h. A migragao das células para fora da linha de

inoculagao indica a motilidade da cultura (RHODEHAMEL e HARMON, 1998).
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Atividade hemolitica

As culturas foram repicadas em agar sangue (Laborclin) e incubadas a 35
°C/24h. A formacgao de halo claro de hemolise ao redor das colbénias é indicativo da

atividade hemolitica (RHODEHAMEL e HARMON, 1998).

3.1.4. Analise dos resultados

A populagcdo em UFC/mL foi calculada em fungao do numero de colbnias tipicas,
diluicdo inoculada e percentagem de colonias confirmadas pelas provas
bioquimicas.

Os dados de contagem de B. cereus foram transformados em Log e comparados
pelo teste T de Student. As avaliagbes foram feitas com 95% de confiabilidade,
utilizando-se o programa estatistico Statistica versao 8.0 (STATSOFT, 2009).

As frequéncias de positividade para a avaliacdo da presenca de B. cereus nas
amostras avaliadas foram comparadas por meio de teste diferengas entre
propor¢gdes, com aplicagdo de Teste de Qui-Quadrado exato de Fisher (KAPS e

LAMBERSON, 2009).

3.2. Identificagao do comportamento psicrotréfico e atividade proteolitica e

lipolitica

Apods a identificagao bioquimica, as estirpes confirmadas como sendo do grupo
B. cereus foram avaliadas quanto seu comportamento psicrotréfico e atividade
proteolitica e lipolitica em diferentes temperaturas (30 °C, 10 °C e 7 °C).

Foram avaliadas 101 estirpes, sendo 47 isoladas de leite pasteurizado, 25 de
leite em po, 18 de leite UHT, cinco de requeijao, quatro de manteiga, uma de creme
de leite e uma de queijo frescal. As culturas estocadas em TSA foram

ressuspendidas em TSB (Himedia) e incubadas a 30 °C/24h.
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3.2.1. Avaliacao do comportamento psicrotréfico

As culturas reativadas em TSB foram inoculadas em agar MYP (Difco) e
incubadas a 7 °C/10 dias e a 10 °C/7 dias, sendo consideradas positivas as estirpes

que se multiplicaram nestas condic¢des.

3.2.2. Avaliacao da atividade proteolitica

Para avaliagdo da atividade proteolitica as estirpes foram semeadas em agar
leite. O &agar leite foi preparado com &gar padrdao para contagem (Himedia)
adicionado de 1% de leite em pdé desnatado (BEERENS e LUQUET, 1990). As
placas foram incubadas a 7 °C/10 dias, 10 °C/7 dias e 30 °C/48h. Foram

consideradas positivas as colénias formadoras de halo transparente.

3.2.3. Avaliacao da atividade lipolitica

Para avaliacdo da atividade lipolitica as estirpes foram semeadas em agar
tributirina. A agar tributirina foi preparado com agar padrao para contagem (Himedia)
adicionado de 1% tributirina (Sigma) (BEERENS e LUQUET, 1990). As placas foram
incubadas a 7 °C/10 dias, 10 °C/7 dias e 30 °C/48h. Foram consideradas positivas as

colbénias formadoras de halo transparente.

3.2.4. Analise dos resultados

As frequéncias de positividade para as avaliagdes da atividade enzimatica entre
os diferentes produtos, métodos analiticos e tempo/temperaturas de incubacgao
foram comparadas por meio de teste diferengas entre proporgcdes, com aplicagao de

Teste de Qui-Quadrado exato de Fisher (KAPS e LAMBERSON, 2009).

3.3. Determinacgdo da temperatura 6tima de produgao de proteases

Foram selecionadas cinco estirpes de B. cereus (irés isoladas de leite

pasteurizado: LP46, LP4 e LP56, uma de leite em po: LPO5 e uma de leite UHT:
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UHT38), confirmadas pelas provas bioquimicas, morfoldgicas e que apresentaram
atividade proteolitica na prova fenotipica para a determinacado da temperatura 6tima
de producao de proteases.

A metodologia foi realizada de acordo com o descrito por Nérnberg et al. (2010):
as culturas estocadas em TSA foram ressuspendidas em TSB (Himedia) e
incubadas a 30 °C/24h. Apods este periodo, foram inoculadas em 100 mL de meio
mineral (0,5 g/L NaCl; 0,4 g/L K;HPO4; 0,3 g/L KH2PO4) contendo 10 g/L de caseina
(Synth) e com o pH ajustado para 7,0. A produgcdo da enzima foi avaliada em
diferentes temperaturas (10 °C, 20 °C e 30 °C) em agitador orbital (OS-10,
Uniscience) com de 120 rpm por 72h. Apos esse periodo o meio foi centrifugado
(centrifuga 6-15, Sigma) a 10.000 G por 5 min para separar a biomassa do
sobrenadante. O sobrenadante foi utilizado para a analise da atividade proteolitica.

A atividade proteolitica foi determinada utilizando azocaseina (Sigma) como
substrato. Para tanto, 100 pL do sobrenadante obtido das -culturas foram
adicionados a 100 pL de solugao 0,1 g/mol de fosfato de sddio pH 7,0 e 100 uL de
azocaseina (10 mg/mL) em microtubo plastico. A mistura foi incubada a 37 °C por 60
min e a reagao foi interrompida pela adigdo de 500 pL de acido tricloroacético 30%
(Panreac). A solucgéao foi centrifugada a 10.000 G e 800 pL do sobrenadante foram
misturados com 200 pL de NaOH 1,8M. A absorbancia foi medida em
espectrofotometro (Bel Photonics), com 2000 UV a 420nm. Em paralelo, foi
preparado um branco, contendo todos os reagentes menos a amostra, que foi
utilizado para zerar o espectrofotdbmetro. O aumento na absorbancia de 0,01
correspondeu a uma unidade enzimatica proteolitica (UEP). Os ensaios foram
realizados em triplicata (NORNBERG et al., 2010).

De acordo com os resultados do teste de Shapiro-Wilk, os dados obtidos nao
apresentaram aderéncia a curva Normal de Gauss. Assim, a comparagao entre os
tratamentos nas diferentes temperaturas foi realizada pelo teste ndo paramétrico de

comparagdes multiplas entre tratamentos independentes, por meio do teste de
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Kruskal-Wallis, com 95% de confiabilidade, utilizando-se o programa estatistico

Statistica versao 8.0 (STATSOFT, 2009).

3.4. Avaliacao do potencial enterotoxigénico de estirpes de B. cereus capazes

de se multiplicar a 10 °C

Foram selecionadas 22 estirpes de B. cereus com capacidade de se multiplicar a
10 °C por 7 dias. Destas, 8 foram isoladas de leite em po6 e 14 de leite pasteurizado.
As culturas estocadas em TSA foram repicadas e incubadas em 20 mL de caldo BHI
(Himedia) a 30 °C por 24h para avaliagdo da producédo de enterotoxina HBL. As
culturas também foram incubadas a 10 °C por 7 dias para avaliacdo da produgao de
enterotoxina HBL nesta temperatura.

Apos este periodo, 2 mL do meio foi centrifugado a 900 g por 20 mina 4 °C e a
presenca da enterotoxina HBL foi avaliada no sobrenadante através do kit BCET-
RPLA (Oxoid) de acordo com as especificagbes do fabricante. Foi conduzido em
paralelo o controle negativo e positivo fornecido pelo kit. Foram consideradas

positivas as amostras que apresentaram aglutinagao no latex.

3.5. Diferenciagao genotipica de estirpes de B. cereus psicrotroficas

As culturas que foram confirmadas como B. cereus sensu stricto foram
submetidas as provas moleculares. Foram avaliadas 63 estirpes, sendo 36 isoladas
de leite pasteurizado, 15 de leite em p6 e 12 de leite UHT. As colbnias estocadas em

TSA foram cultivadas em caldo TSB e incubadas a 30 °C por 24h.

3.5.1. Extracdo do DNA

A metodologia de extracdo do DNA foi adaptada a partir do protocolo descrito
por Moreira et al. (2010): as culturas ressuspendidas em TSB foram
homogeneizadas em agitador tipo vortex. Apds a homogeneizagdo, foram

transferidos 1,5 mL da cultura para microtubos plasticos e centrifugados por 1 min a
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13.710 G. O liquido sobrenadante foi descartado e foi adicionado 450 uL de CTAB.
Em seguida, os tubos foram agitados em vortex para ressuspender o precipitado e
em vortex de bandeja por 1 min. As amostras foram sonicadas (sonicador PS-08A,
Jeken) por 1 min e 30 seg em banho de gelo seguido da adigdo de 300 puL de CTAB.
Foi feita a solubilizacdo em banho-seco por 20 min a 65 °C e adicionado de 750 pL
de cloroférmio. Os tubos foram novamente agitados por 5 min em vortex de bandeja
e centrifugados por 7 min a 13.710 G. O sobrenadante foi transferido para outro
microtubo e foram adicionados 750 uL de cloroférmio, seguido de agitagao por 5 min
no vortex de bandeja e centrifugacdo por 7 min a 13.710 G. O sobrenadante foi
novamente transferido para outro microtubo e foram adicionados dois volumes de
etanol 96% gelado, homogeneizando por inversdo suavemente. Os tubos foram
acomodados em freezer a -20 °C por 30 min e centrifugados por 7 min a 13.710 G; o
liquido foi descartado e foram adicionados 750 pL de etanol 70% gelado. Os tubos
foram novamente centrifugados por 7 min a 13.710 G e o liquido foi descartado; o
pellet foi seco a temperatura ambiente e ressuspendido em 50 upL de &gua
deioninzada (Milli-Q, Millipore).

Todas as amostras foram submetidas a verificagdo da qualidade do DNA em gel
de agarose 0,8% (Invitrogen) preparado com tampéo TBE 1X (Tris-Borato EDTA) e
submetido a eletroforese a 70V por 30 min, utilizando-se como marcador de peso
molecular o 100 pb DNA ladder (Invitrogen).

O gel foi corado por 15 min em solugdo de brometo de etidio (2 ug/mL) e
fotografado sob a incidéncia de UV em transiluminador com UV 320nm acoplado do
sistema de fotodocumentacgéo (Loccus L-PIX).

Além disso, a qualidade do DNA foi avaliada e quantificada a partir da leitura das
amostras em NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). As amostras que apresentaram
uma relagcdo de 260 (absor¢do maxima acidos nucleicos) / 280 (relagdo maxima
proteinas) de 1,8 a 2,0 (equivalente a DNA puro) foram diluidas de modo a atingir

uma concentracao final de 100 ug/mL.
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3.5.2. Deteccao dos genes

Foram realizadas duas reacdes de PCR, sendo uma simplex amplificando uma
regidao do gene cspA, e outra duplex, com finalidade de diferenciar estirpes mesdfilas

e psicrotroficas amplificando duas regides diferentes do 16S rDNA.

Gene cspA

Uma regido do gene cspA em estirpes de B. cereus foi amplificada utilizando os
primers Bc-cspA-F1 e Be-cspA-R1 (Invitrogen) (Tabela 3). As condi¢gbes da reagao
de PCR foram adaptadas da metodologia descrita por Francis et al. (1998). O Master
Mix para a reacéo de PCR foi composto por 1x de tampao, 2,00 mg/mol de MgCL,,
0,2 mg/mol de solugdo de dNTPs, 37,5 pmol de cada primer, 1U de Taq DNA
polimerase (Invitrogen) e 100 pg de DNA totalizando 25 pL.

As amplificagdes foram realizadas em termociclador (Veriti Applied Biosystems)
utilizando as seguintes condi¢des: desnaturagao inicial a 95 °C por 1 min, 30 ciclos
de 95 °C por 45 seg, pareamento a 52 °C por 1 min e extenséo a 72 °C por 45 seg,
seguido de extensao final de 72 °C por 7 min.

Aliquotas do produto da PCR foram aplicadas com tampao de carregamento
azul de bromofenol em gel de agarose 1,0% (Invitrogen) preparado com tampéo
TBE 1X (Tris-Borato EDTA) e submetido a eletroforese a 80-100V até a amostra
percorrer dois tergos do gel, utilizando-se como marcador de peso molecular o 100
pb DNA ladder (Invitrogen).

O gel foi corado por 15 a 20 min em solugéo de brometo de etidio (1 ug/ml) e
fotografado sob a incidéncia de luz UV (320nm) em transiluminador acoplado ao
sistema de fotodocumentagao (Loccus L-PIX). A presenga do gene cspA gera um
fragmento do DNA com 160 pares de bases.

Paralelamente a cada conjunto de amostras analisadas foi conduzida uma
amostra de B. cereus ATTCC 11778 como controle positivo € um controle negativo

contendo todos os reagentes menos a amostra.
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16S rDNA

A PCR duplex foi realizada utilizando os primers MF e UR (Invitrogen) que
amplificam a regido 16S rDNA que caracteriza o comportamento mesdfilo, gerando
um fragmento de 249 pb (Tabela 3). Os primers UF e PR (Invitrogen) amplificam a
regiao 16S rDNA, que codifica o comportamento psicrotréfico, gerando um
fragmento de 132 pb (STETTEN et al., 1998; STENFORS e GRANUM, 2001). As
condigdes da reacdo de PCR foram adaptadas da metodologia descrita por
Wijnands et al. (2002).

O Master Mix para a reagcao de PCR foi composto por 1x de tampéao, 2,00
mg/mol de MgCL;, 0,2 mg/mol de solugdo de dNTPs, 37,5 pmol de cada primer, 1U
de Tag DNA polimerase (Invitrogen) e 100 ug de DNA totalizando 25 pL.

As amplificagdes foram realizadas em termociclador (Veriti Applied Biosystems)
utilizando as seguintes condi¢des: desnaturagao inicial a 95 °C por 1 min, 30 ciclos
de 95 °C por 45 seg, pareamento a 55 °C por 45 seg e extensao a 72 °C por 45 segq,
seguidos de extensao final de 72 °C por sete min.

Aliquotas do produto da PCR foram aplicadas com tampao de carregamento
azul de bromofenol em gel de agarose 1,0% (Invitrogen) preparado com tampéo
TBE 1x (Tris-Borato EDTA) e submetido a eletroforese a 80-100V até a amostra
percorrer dois tergos do gel, utilizando-se como marcador de peso molecular o 100
pb DNA ladder (Invitrogen).

O gel foi corado por 15 a 20 min em solugédo de brometo de etidio e fotografado
sob a incidéncia de UV em transiluminador acoplado ao sistema de
fotodocumentagdo (Loccus L-PIX). A presengca do gene 16s rDNA gera um
fragmento de DNA com 249 pb para estirpes mesofilas e/ou 132 pb para estirpes
psicrotroficas.

Paralelamente a cada conjunto de amostras analisadas foi conduzida uma
amostra de B. cereus ATTCC 11778 como controle positivo € um controle negativo

contendo todos os reagentes menos a amostra.
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Tabela 3 — Primers utilizados no experimento, com temperatura de pareamento € o

tamanho do fragmento esperado.

Temperatura Tamanho do
Primer Gene de fragmento Sequéncia
pareamento amplificado
Bc-cspA-F1 5 GAGGAAATAATTATGACAGTT 3’ °
CSPA 52 °C 160 pb a
Bc-cspA-R1 5 CTTYTTGGCCTTCTTCTAA 3’
MF 5' ATAACATTTTGAACCGCATG 3’ °
16S 55°C 249 pb b
UR 5 CTTCATCACTCACGCGGC 3
UF 5 CAAGGCTGAAACTCAAAGGA 3'°
16S 55°C 132 pb b
PR 5 GAGAAGCTCTATCTCTAGA 3’

®STETTEN et al., 1998. °STENFORS e GRANUM, 2001.

3.5.3. Sequenciamento

Duas amostras que apresentaram o gene cspA (LP34 e LP85) foram
encaminhadas para o sequenciamento para avaliar se 0s primers estavam
adequados e se a reacao de PCR foi bem conduzida.

O sequenciamento foi realizado na empresa ACTGene Analises Moleculares
Ltda. (Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre-RS), utilizando o sequenciador
automatico ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer armado com capilares de 50 cm e
polimero POP6 (Applied Biosystems). Os DNA-moldes (30 a 45 ng) foram marcados
utilizando-se 3,2 pmol do primer Bc-cspA-F1 (gene cspA) e 3 uL do reagente BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing RR-100 (Applied Biosystems) em um volume final
de 10 ulL. As reacbes de marcagao foram realizadas em termociclador GeneAmp
PCR System 9700 (Applied Biosystems) com uma etapa de desnaturagao inicial a
96 °C por 3 min seguida de 25 ciclos de 96 °C por 10 seg, 55 °C por 5 seg e 60 °C
por 4 min. Uma vez marcadas, as amostras foram purificadas pela precipitacdo com
isopropanol a 75% e lavagem com etanol a 60%. Os produtos precipitados foram
diluidos em 10 uL de formamida Hi-Fi (Applied Biosystems), desnaturados a 95 °C

por 5 min, resfriados em gelo por 5 min e eletro-injetados no sequenciador

automatico. Os dados de sequenciamento foram coletados utilizando-se o programa
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Data Collection v 1.0.1 (Applied Biosystems) com os parametros Dye Set “Z”;
Mobility File “DT3100POP6{BDv3}v1.mob”; BioLIMS Project “3100_Project1”; Run
Module 1 “StdSeq50 POP6_50cm_cfv_100"; e Analysis Module 1 “BC-
3100SR_Seq FASTA.saz’.

As sequéncias resultantes foram alinhadas, com auxilio do programa BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) (ALTSCHUL et al., 1997) e comparadas com as

sequéncias depositadas no GenBank.

3.6. Associacao das caracteristicas fenotipicas e genotipicas de B. cereus

com relagao ao seu comportamento psicrotrofico

Os resultados fenotipicos (multiplicagdo a 30 °C, 10 °C e 7 °C) e genotipicos
(presencga dos genes cspA e 16S rDNA mesofilo e psicrotréfico) foram tabulados,
atribuindo o cddigo 0 (zero) para os resultados negativos e 1 (um) para os resultados
positivos. Os resultados foram analisados por teste multivariado de agrupamento
(cluster), agrupados por grau de dissimilaridade entre os distintos resultados,

utilizando-se o programa estatistico Statistica versao 8.0 (STATSOFT, 2009).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Estudo sobre a ocorréncia de B. cereus em produtos lacteos

Na primeira fase do experimento B. cereus foi encontrado em 15 das 85
amostras (17,6%) de produtos lacteos refrigerados analisados, sendo quatro
amostras de leite pasteurizado (4,7%), uma de creme de leite (1,2%), uma de queijo

frescal (1,2%), quatro de manteiga (4,7%) e cinco de requeijéo (5,9%) (Tabela 4).

Tabela 4 — Ocorréncia de B. cereus em produtos lacteos refrigerados

comercializados em Curitiba-PR no periodo de abril a junho/2009.

Produto Amostras positivas Percentual
Leite pasteurizado (n=17) 4 4,7%
Creme de leite (n=17) 1 1,.2%
Queijo frescal (n=5) 1 1,2%
Manteiga (n=12) 4 4,7%
Requeijao (n=22) 5 5,9%
Outros produtos lacteos (n=12) 0 0
Total (n=85) 15 17,6%

A ocorréncia de B. cereus nas amostras avaliadas nesta fase do experimento
foram inferiores as relatadas por outros autores. Zhou et al. (2010) encontraram B.
cereus em 60% das 40 amostras de sorvete avaliadas na China. Em outro estudo,
também feito na China, foram avaliadas 293 amostras de produtos lacteos
adquiridos no comércio e B. cereus foi detectado em 52% das amostras de sorvete,
29% das amostras de leite em pd, 17% das amostras de leite fermentado e 2% das
amostras de leite pasteurizado e pasteurizado aromatizado (WONG et al., 1988).

Na Tabela 5 sao apresentados os resultados da ocorréncia de B. cereus em
amostras de leite pasteurizado, leite em pé e leite UHT avaliados na segunda fase
do experimento.

Pelo método quantitativo, 19/100 (19%) das amostras de leite pasteurizado

avaliadas foram positivas para B. cereus, com contagens variando entre 1,00 e 1,74
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Log UFC/mL. Para o leite em p6, 8/50 (16%) das amostras foram positivas, com
contagens variando de 1,70 a 2,60 Log UFC/g. O leite UHT nao apresentou
resultados dentro do limite de detecgdo do método (>1 Log UFC/mL) para nenhuma
das amostras avaliadas. Considerando todos os produtos avaliados, 27/260 (10,4%)

apresentaram contaminacgao por B. cereus.

Tabela 5 — Ocorréncia de B. cereus pelo método quantitativo e qualitativo em
amostras de leite pasteurizado, leite em po e leite UHT comercializadas nos estados

do Parana, Sao Paulo e Santa Catarina no periodo de margo a dezembro de 2010.

Método Quantitativo Qt/l&?l:%ctli?/o

Produto Média Amostras Amostras

[Log UFC/mL positivas Positivas

(DP)] [n (%)] [n (%)]
Leite pasteurizado (n=100) 1,25 (x0,27) ° 19 (19%) ® 24 (24%) *°
Leite em p6 (n=50) 2,00 (+0,36) ® 8 (16%) @ 17 (34%) @
Leite UHT (n=110) - 0 (0%) B® 18 (16,4%) *°

Total (n=260) 1,46 (£0,47) 27 (10,4%) ® 59 (22%) A

" Resultados expressos em média = DP (desvio padréo);
Lot minisoutas disintas na moama caluna dierem Sgnifatvamento pelo 1666 de Qulquadrado exato Fisher (1<0.05)

Comparando-se os resultados de populagdo em UFC/g, o leite em péd
apresentou maior contaminagao por B. cereus (p<0,05) do que leite pasteurizado.
No entanto, nenhuma das amostras apresentou resultados acima do estabelecido
pela legislacdo brasileira para leite em p6 (5 x 10° UFC/g) (BRASIL, 2001).

Os valores encontrados no presente trabalho foram menores que os relatados
por Larsen e Jorgensen (1997), que encontraram 56% das amostras de leite
pasteurizado obtidas na Dinamarca contaminadas por B. cereus, sendo que 45%
destas apresentaram contagens superiores a 3,00 Log UFC/mL.

A ocorréncia de B. cereus nos produtos lacteos avaliados e o nivel de
contaminagdo das amostras por este micro-organismo foi considerada inferior ao
relatado em outros trabalhos (WONG et al., 1988; LARSEN e JORGENSEN, 1997;
GIFFEL et al., 1997; GARCIA-ARMESTO e SUTHERLAND, 1997; ZHOU et al.,
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2010). As condi¢gdes da produgdo de leite no Brasil (microbiota competidora,
alimentagdo a pasto, condigbes de processamento, entre outros) podem inibir a
disseminagao deste micro-organismo no leite e, consequentemente, nos produtos
lacteos.

Pelo teste qualitativo, 59 das 260 amostras (22%) foram positivas para B.
cereus, sendo 24 de leite pasteurizado (24%), 17 de leite em pé (34%) e 18 de leite
UHT (16,4%) (Tabela 5). Em Ribeirdo Preto-SP, Rezende-Lago et al. (2007)
encontraram, utilizando a mesma técnica, 96,7% das amostras de leite pasteurizado,
73,3% de leite em po e 13,3% de leite UHT contaminadas por B. cereus. Na mesma
cidade, Vidal-Martins et al. (2005) constataram a presenca dessa bactéria em 11,8%
de amostras de leite UHT.

Para as amostras de leite pasteurizado e leite em pd, ndo houve diferenca
significativa (p>0,05) na positividade entre os métodos quantitativo e qualitativo.
Para as amostras de leite UHT, B. cereus foi isolado somente pelo método
qualitativo (enriquecimento seletivo), indicando que este micro-organismo esta
presente em pequenas quantidades.

A técnica de enriquecimento seletivo possibilitou a deteccdo de B. cereus em
amostras que nao apresentaram contagem pelo método de semeadura direta,
indicando que a contaminacdo esta abaixo dos limites de deteccdo do método
quantitativo (minimo de 10 UFC/mL).

O método qualitativo é indicado para amostras processadas termicamente, nas
quais as contagens bacterianas sao baixas, muitas vezes abaixo do limite de
deteccao do método quantitativo. Por esses resultados, pode-se observar que o
método qualitativo € uma importante alternativa para melhorar a eficiéncia de
deteccdo de amostras positivas, evitando assim resultados falso-negativos.

As amostras de leite em pd foram as que apresentaram maior positividade,
seguida pelas amostras de leite pasteurizado. A pasteurizagdo aplicada como pré-
tratamento ao processo de desidratacao do leite ndo é suficiente para a destruigcao

dos esporos, chegando inclusive a aumentar o numero de células viaveis de bacilos
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termoduricos apds o tratamento térmico, devido a ativagao dos seus esporos (YUAN
et al., 2012).

A baixa atividade de agua do leite em p6 garante sua estabilidade (CHEN et al.,
2003), no entanto, quando reconstituido e armazenado em condigbes inadequadas,
pode representar um risco potencial a saude do consumidor, uma vez que 0s
esporos presentes podem passar para a forma vegetativa (BARROS et al., 2001).

Os esporos de B. cereus germinam apos o tratamento térmico do leite. A
temperatura 6tima de ativacdo é de 65 a 75 °C, ou seja, a faixa de temperatura
utilizada na pasteurizacéo do leite. Aproximadamente, 95% dos esporos podem ser
ativados pela pasteurizacdo (MEER et al., 1991). Considerando que os esporos
podem germinar e se multiplicar apdés o processamento térmico, a presenga deste
micro-organismo nos produtos lacteos pode ser considerada um problema para a
industria e para o consumidor (DUFRENNE et al., 1995; LARSEN e JORGENSEN,
1999).

O leite pasteurizado, mesmo com baixas contagens iniciais de B. cereus,
estocado em temperatura acima do recomendado, pode atingir niveis de
contaminagao passiveis de causar risco a saude do consumidor, dependendo do
nivel inicial de contaminacdo e do tempo/temperatura a que este leite foi exposto
(NOTERMANS et al., 1997). Larsen e Jorgensen (1999) encontraram baixas
contagens de B. cereus (<10 a 10> UFC/mL) em duas de 27 amostras de leite
recém-pasteurizado, no entanto, apds oito dias de estocagem a 7 °C, as contagens
ultrapassaram 10° UFC/mL e 24 das 27 amostras estavam contaminadas. Este € um
fato importante a ser considerado, pois a positividade pode ser maior ou menor em
uma amostragem dependendo do periodo do prazo de validade que as amostras se
encontram. Valik et al. (2003) confirmam que temperaturas de estocagem de leite
pasteurizado acima de 9 °C comprometem a inocuidade do produto com relacao a B.

cereus.
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4.2. ldentificagcdo do comportamento psicrotréfico e atividade proteolitica e

lipolitica

A identificacdo do comportamento psicrotréfico, atividade proteolitica e lipolitica
foi realizada nas 101 estirpes de B. cereus isoladas das 345 amostras de leite e
derivados lacteos avaliadas no presente trabalho.

A avaliagdo do comportamento psicrotrofico das estirpes de B. cereus isoladas

de leite e derivados lacteos esta apresentada na Tabela 6.

Tabela 6 — Avaliagdo do comportamento psicrotrofico de estirpes de B. cereus

isoladas de leite e derivados lacteos.

o u " "
Produto N° estirpes  Amostras positivas  Amostras positivas

avaliadas a10°C /7 dias a7°C/10dias
Leite pasteurizado (n=117) 47 46 (97,9%) 2 (4,2%) ®
Leite em p6 (n=50) 25 22 (88,0%) * 0(0,0%) ®
Leite UHT (n=110) 18 8 (44,4%) " 0(0,0%) ®
Outros produtos lacteos™ (n= 68) 11 9 (81,8%)" 2 (4,2%) ®
Total 101 85 (84,1%) * 4 (3,96%) ®

Letras maiusculas distintas na mesma linha diferem significativamente pelo teste de Qui-quadrado exato de Fisher (p<0,05).
* creme de leite pasteurizado, queijo frescal, manteiga e requeijao

A 10 °C, 84,1% das estirpes de B. cereus isoladas se multiplicaram, enquanto
que a 7 °C somente 3,96% se desenvolveu, uma quantidade significativamente
menor (p<0,05). Considerando a definicdo de psicrotréficos (micro-organismos que
se multiplicam a 7 °C ou menos), a ocorréncia de estirpes de B. cereus psicrotroficas
encontradas neste trabalho foi considerada baixa em comparacido ao relatado em
outros paises (VAISANEN et al., 1991; GRANUM et al., 1993; GIFFEL et al., 1997).
Giffel et al. (1997) detectaram que todas as 106 estirpes de B. cereus isoladas em
produtos lacteos na Holanda foram capazes de se multiplicar a 10 °C por 7 dias e 56
(53%) a 7 °C pelo mesmo periodo. Garcia-Armesto e Sutherland (1997) avaliaram
50 estirpes de Bacillus spp. isoladas em leite e derivados comercializados na
Espanha e identificaram 26 (52%) como sendo B. cereus psicrotréfico, capaz de se

multiplicar a 6,5 °C por 10 dias.
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Estes dados indicam que o comportamento de B. cereus isolado na regiao deste
estudo é predominantemente mesdfilo, provavelmente pelas condi¢gdes climaticas
que favorecem este comportamento. As quatro estirpes que se multiplicaram a 7 °C
foram, posteriormente, identificadas por provas bioquimicas como nao sendo B.
cereus senso stricto. Estas estirpes podem ser de B. weithenstephanensis,
considerada uma espécie psicrotréfica pertencente ao grupo B. cereus, contudo, tal
afirmacao s6 pode ser confirmada por meio de provas bioquimicas especificas para
a identificagao deste micro-organismo.

A avaliagao da atividade lipolitica das estirpes de B. cereus isoladas de leite e

derivados lacteos esta apresentada na Tabela 7.

Tabela 7 — Avaliacdo da atividade lipolitica de estirpes de B. cereus isoladas em

amostras de leite e derivados lacteos em diferentes temperaturas.

NC esti Estirpes Estirpes Estirpes

Produto avzﬁ;g‘:’; lipoliticas a lipoliticas a lipoliticas a
30°C/48h 10°C /7 dias  7°C/10 dias

Leite pasteurizado B A B
(n=117) 47 1 8 0
Leite em p6 (n=50) 25 178 6" 0°
Leite UHT (n=110) 18 0 0 0
Outros produtos lacteos™
(n= 68) 11 4 1 0
Total 101 6" (5,9%) 15" (14,8%) 0°(0,0%)

Letras maiusculas distintas na mesma linha diferem significativamente pelo teste de Qui-quadrado exato de Fisher (p<0,05).

Seis estirpes (5,9%) de B. cereus apresentaram atividade lipolitica a 30 °C e
nenhuma a 7 °C (Tabela 7). No entanto, a 10 °C, 14,8% das estirpes apresentaram
producao de lipases. Com base neste resultado, a produgao de lipases por B. cereus
parece ser maior na faixa de 10 °C. No entanto, a ocorréncia de estirpes lipoliticas
foi considerada baixa, comparado aquela de estirpes proteoliticas (Tabela 8). Este
fato também foi relatado por de Jonghe et al. (2010), que encontraram estirpes de B.

cereus com maior atividade proteolitica do que lipolitica.
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Matta e Punj (1999) avaliaram 100 amostras de leite cru obtidos na india e
encontraram 48% das amostras contaminadas por Bacillus spp. psicrotroficos a 4 °C
e com atividade lipolitica. Destas, 32,2% foram identificadas como sendo B. cereus.

As lipases atuam sobre os acidos graxos do leite causando a formagédo de
sabores desagradaveis em leite pasteurizado, UHT e no leite em pé (ANDERSON et
al., 1981; CHEN et al., 2003).

Todas as estirpes de B. cereus isoladas em leite pasteurizado, leite em p6 e leite
UHT apresentaram atividade proteolitica a 30 °C (Tabela 8). Este € um dado
preocupante para amostras armazenadas a temperatura ambiente, como o leite UHT
e o leite em p6. A 10 °C por 7 dias, 67,3% apresentaram atividade proteolitica e a 7

°C, somente 3,9%, uma quantidade significativamente menor (p<0,05).

Tabela 8 — Avaliagao da atividade proteolitica de estirpes de B. cereus isoladas em

amostras de leite e derivados lacteos em diferentes temperaturas.

N° estirpes Estirpes Estirpes Estirpes

Produto avaliadF;s proteoliticas a  proteoliticas a  proteoliticas a

30°C/48h 10 °C / 7 dias 7 °C /10 dias
Leite pasteurizado A A B
(n=117) 47 47 35 0
Leite em p6 (n=50) 25 254 20" 0°
Leite UHT (n=110) 18 18~ g "B 48
Outros produtos 11 11 A 5 A 0B

lacteos™® (n= 68)
Total 101 101 (100,0%)”* 68 (67,3%) " 4 (3,9%) ®

Letras mailsculas distintas na mesma linha diferem significativamente pelo teste de Qui-quadrado exato de Fisher (p<0,05).

Os dados encontrados no presente estudo para 30 °C e a 10 °C foram
superiores aos relatados por Murugan e Villi (2009), que encontraram 64% das
estirpes de B. cereus com atividade proteolitica a 37 °C.

As proteases podem causar sabores desagradaveis e geleificacao em leite UHT
(SILVA, 2004; VIDAL-MARTINS, 2005; JANSTOVA et al., 2006; MURUGAN e VILLI,
2009), provocar a formagao de gosto amargo e diminuicdo na solubilidade de leite

em po (CELESTINO et al., 1997; CHEN et al., 2003).
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Seis estirpes de B. cereus (5,9%) apresentaram atividade conjunta lipolitica e
proteolitica a 30 °C. Este resultado foi inferior ao relatada por Chen et al. (2004), que
encontraram todas as sete estirpes de Bacillus spp. isoladas em leite em p6 capazes
de sintetizar ambas as enzimas a 37 °C, temperatura que nao foi avaliada no
presente estudo.

A incidéncia de estirpes proteoliticas e lipoliticas em temperatura de refrigeragcéao
(7 °C) foi inferior ao esperado, com base na literatura consultada na revisao
bibliografica (GIFFEL et al., 1997; GARCIA-ARMESTO e SUTHERLAND, 1997,
SVENSSON et al.,, 2004; ZHOU et al., 2010). Esse dado é indicativo que os
problemas tecnoldgicos causados pela agado destas enzimas nos produtos lacteos
refrigerados ndo sao tdo impactantes nos produtos comercializados na regido do
estudo quando comparados com o descrito em outros paises.

A temperatura de 7 °C inibiu a producao tanto de lipases (Tabela 7) e reduziu a
producdo de proteases (Tabela 8), indicando que a refrigeragdo adequada de
produtos lacteos pereciveis € suficiente para garantir sua estabilidade com relagao
as enzimas produzidas por B. cereus. No entanto, ndo é raro encontrar produtos
pereciveis expostos a temperaturas acima do recomendado em gdéndolas de
supermercados e padarias, bem como durante o transporte destes produtos. Sendo
assim, temperaturas marginais de refrigeragcdo representam um potencial
deteriorante para os produtos lacteos, uma vez que B. cereus apresenta elevada
atividade metabdlica a 10 °C, se multiplicando e produzindo lipases e proteases,
sendo, portanto, uma temperatura critica para o armazenamento de produtos
lacteos.

Janstova et al. (2006) relataram que amostras de leite UHT estocado por quatro
meses a 4 °C nao apresentaram alteracdes devido a agao de lipases e proteases.
No entanto, quando estocadas a 24 °C, alteracbes sensoriais foram detectadas em
trés semanas, bem como reducio no teor de proteina e tirosina livre e aumento do

teor de acidos graxos livres.
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A atencdo da industria e dos pesquisadores deve estar voltada a produtos
lacteos armazenados em temperatura ambiente, uma vez que a ocorréncia de
estirpes produtoras de proteases foi maxima a 30 °C. Considerando que esses
produtos apresentam um longo prazo de validade, essas enzimas poderdo atuar

sobre as proteinas alterando suas caracteristicas sensoriais.

4.3. Determinagao da temperatura 6tima de producgao de proteases

A Figura 2 apresenta os resultados da produgao de proteases por cinco estirpes

de B. cereus a 10 °C, 20 °C e 30 °C.
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* Barras com letras distintas diferem (p<0,05) pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.

Figura 2 — Atividade proteolitica em diferentes temperaturas de diferentes estirpes

de B. cereus isolado em produtos lacteos.

As estirpes LP46 e LP4 apresentaram uma produgcdo de proteases
significativamente maior (p<0,05) a 20 °C. Ja& as estirpes LP56 e LP5 néo

apresentaram diferengas significativas na produgao proteases nas trés temperaturas
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testadas. A estirpe UHT38 apresentou maior producao de proteases a 30 °C. Nao foi
observada uma regularidade de comportamento em estirpes isoladas do mesmo
produto (LP46, LP4 e LP56).

Nornberg et al. (2009) também relataram uma grande variabilidade na atividade
proteolitica de micro-organismos psicrotréficos, sendo que algumas apresentaram
elevada atividade e outras mostraram atividade muito baixa. Estes dados reforcam
que diferentes estirpes de uma mesma espécie podem apresentar comportamentos
distintos, ou seja, algumas apresentam maior atividade proteolitica em determinada
temperatura, enquanto que outras parecem nao sofrer influéncia da variagdo de
temperatura na producao de proteases.

Agrupando as cinco estirpes de B. cereus na determinagdo da produgao de
proteases em diferentes temperaturas, houve maior atividade proteolitica a 20 °C e,
a 10 °C, a menor atividade (Figura 2, “Todas”). Os resultados para as trés
temperaturas testadas diferiram significativamente (p<0,05) entre si pelo teste néo
paramétrico de Kruskal-Wallis. Nao foram observadas regressoes linear e quadratica
significativas para as temperaturas testadas.

Estes resultados sdo semelhantes ao relatado por Wang e Jayarao (2001), que
observaram uma maior produgao de proteases por Pseudomonas fluorescens a 22
°C doque a7 °C e a 32 °C. A maior producédo de proteases a 20 °C representa um
potencial deteriorante em amostras armazenadas em temperatura ambiente,
considerando que esta é a faixa de temperatura média anual na regidao Sul do Brasil
(SIMEPAR, 2011).

Comparando esses resultados com os obtidos na avaliagao da ocorréncia de B.
cereus em produtos lacteos diversos e identificagdo do comportamento psicrotroéfico,
atividade lipolitica e proteolitica das estirpes isoladas, percebe-se que houve uma
maior ocorréncia de estirpes de B. cereus proteoliticas a 30 °C, contudo, a producéao
de proteases foi maior na faixa dos 20 °C. Também é possivel observar que, apesar
de haver uma alta incidéncia de estirpes proteoliticas a 10 °C, a producdo de

proteases nesta temperatura foi inferior as demais.
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Isto ocorre porque algumas linhagens de bactérias psicrotroficas apresentam
maior capacidade proteolitica do que outras e algumas apresentam atividade

proteolitica em distintas faixas de temperatura (NORNBERG et al., 2009).

4.4. Avaliagao do potencial enterotoxigénico de estirpes de B. cereus capazes

de se multiplicar a 10 °C

Todas as 22 estirpes de B. cereus capazes de se multiplicar a 10 °C produziram
a enterotoxina HBL. Estes dados acordam com os encontrados por Dufrenne et al.
(1995), que encontraram todas as 12 estirpes de B. cereus psicrotréficas avaliadas
capazes de produzir enterotoxinas.

O potencial patogénico de estirpes psicrotréficas de B. cereus vem sendo
pesquisado ha algum tempo (CHRISTIANSSON et al., 1989; DUFRENNE et al.,
1995; SVENSSON et al.,, 2007). Svensson et al. (2007) afirmaram que estirpes
psicrotréficas de B. cereus apresentam menor potencial toxigénico do que estirpes
mesofilas com relagao a enterotoxina HBL.

Wijnands et al. (2006) relataram que estirpes mesofilas de B. cereus
representam maior perigo, uma vez que germinam melhor e mais rapidamente no
trato intestinal do que estirpes psicrotroficas. Considerando que as estirpes que se
multiplicam a 10 °C sado consideradas mesofilas, a capacidade destas estirpes de
produzirem a enterotoxina HBL pode ser considerada um risco a saude publica.

Das 22 estirpes produtoras de enterotoxina HBL a 30 °C, nove (41%) produziram
a enterotoxina também a 10 °C. Fermanian et al. (1997) verificaram a capacidade de
estirpes de B. cereus produzirem toxinas diarreicas em baixas temperaturas e
verificaram que todas as estirpes toxigénicas a 32 °C foram também toxigénicas a 10
°C. Os autores utilizaram o mesmo kit (RPLA — Oxoid) utilizado neste experimento.

A temperatura recomendada para estocagem de produtos refrigerados é de, no
maximo 7 °C, no entanto, em regides tropicais ndo é raro encontrar produtos
armazenados em temperaturas acima do indicado. A presenca de estirpes

patogénicas capazes de se multiplicar a 10 °C representa um perigo a saude do
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consumidor para produtos lacteos armazenados nesta temperatura, uma vez que, de
acordo com os resultados deste trabalho, B. cereus pode estar presente nestes

produtos e pode apresentar potencial patogénico.

4.5. Diferenciagao genotipica de estirpes de B. cereus psicrotroficas

Das 101 estirpes do grupo B. cereus, submetidas a segunda série de provas
bioquimicas feitas para diferenciar B. cereus sensu stricto dos demais membros do
grupo, foram obtidas 63 estirpes de B. cereus sensu stricto que foram submetidas as
analises moleculares.

Das 63 estirpes de B. cereus sensu stricto isoladas em produtos lacteos, 25
(39,7%) apresentaram o gene cspA (Tabela 9 e ANEXO). Esta porcentagem foi
inferior ao relatado por Svensson et al. (2007), que encontraram 58% de 396

estirpes de B. cereus isoladas de produtos lacteos com o gene cspA.

Tabela 9 — Resultados fenotipicos e genotipicos de estirpes de B. cereus sensu

stricto isoladas em produtos lacteos, de acordo com a atividade psicrotréfica.

Fendtipo Genotipo
Produto '\gLilgp/I I:gg(?izsa '\:L(‘)Tg“/cjg;zsa Gene cspA 16S rDNA
Posit. Negat. Posit. Negat. Posit. Negat. M P M/P
Leite em po 0 15 14 1 5 10 4 0 11
Leite UHT 0 12 5 7 2 10 2 0 10
Leite Pasteurizado 0 36 35 1 18 18 18 1 17
Total 0 63 54 9 25 38 24 1 38

M: Somente Mesdfilo; P: Somente Psicrotréfico; M/P: Mesofilo e Psicrotrofico.

A Figura 3 € um exemplo dos géis obtidos a partir da PCR do gene cspA de B.
cereus; a amplificacdo das amostras na sequéncia com 160 pb indica que a amostra
apresenta o gene cspA, ou seja, é classificada como sendo psicrotréfica

genotipicamente.
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Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4 Controle Controle

Negativo Positivo
1000 pb
500 pb
200 pb ~ 160 pb
100 pb
.
Fonte: AUTOR.

Figura 3 — Eletroforese em gel de agarose dos produtos amplificados por PCR do

gene cspA de B. cereus isolados em produtos lacteos.

Nenhuma das estirpes submetidas a analise molecular se multiplicou a 7 °C,
mesmo as que apresentaram o gene cspA, indicando que, apesar das estirpes
apresentarem o gene, este ndo esta sendo expresso. Sao consideradas como
estirpes psicrotroficas aquelas capazes de se multiplicar em temperaturas a 7 °C ou
menos (FAIRBAIRN e LAW, 1986; SORHAUG e STEPANIAK, 1997; ALMEIDA et al.,
2000; SANTANA et al., 2001). As estirpes que nado se multiplicam a 7 °C, mas se
multiplicam a 10 °C, sao classificadas como mesdfilas (LECHNER et al.; 1998).

Stenfors e Granum (2001), utilizando o mesmo primer amplificador da sequéncia
do gene cspA em 26 estirpes de B. cereus, também encontraram estirpes que
apresentaram o gene cspA, mas nao se multiplicaram a 6 °C.

Nao houve concordancia (p>0,05) com os resultados fenotipicos das estirpes
incubadas a 10 °C com a presenga do gene cspA, indicando que a multiplicagao das
estirpes nesta temperatura nao tem ligagao a presencga deste gene.

Mesmo apresentando o gene cspA, B. cereus necessita de um tempo de
adaptacao ao frio para comecgar a se multiplicar, apresentando uma longa fase de
colonizagdo em baixas temperaturas, fato que pode explicar a negatividade das
amostras incubadas a 7 °C por 10 dias. Este tempo de adaptacio é necessario, pois

0 micro-organismo precisa ajustar todas suas atividades metabdlicas (CARLIN et al.,
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2010). Possivelmente, aumentando esse tempo de incubagdo ou repicando as
estirpes sucessivas vezes nestas condigdes, o gene seria induzido a se expressar.

Stetten et al. (1999) afirmam que a presenca e expressdao génica sofrem
influéncia da condigéo climatica da regido em que a cultura foi isolada. Estirpes de
B. cereus isoladas em regides de clima temperado apresentam uma incidéncia
significativamente menor do gene cspA do que as isoladas em regides de clima
alpino. Os autores encontraram 16% das estirpes de B. cereus com 0 gene CSpA,
mas que nao se multiplicaram a 7 °C, ou seja, apresentaram o genoétipo, mas nao
expressaram o fendtipo e concluiram que B. cereus isolado em regides tropicais
raramente apresenta comportamento psicrotrofico. Estas estirpes foram
classificadas como intermediarias com relagdo ao comportamento psicrotrofico e
podem apresentar adaptacdo térmica as condigbes climaticas (STETTEN et al.,
1999; STENFORS e GRANUM, 2001).

No estudo feito na Alemanha por Francis et al. (1998), todas as estirpes de B.
cereus isoladas em produtos lacteos que apresentaram o0 gene CcSpA se
multiplicaram a 7 °C, apresentando concordancia entre os resultados genotipicos e
fenotipicos. Contudo, Borge et al. (2001) encontraram na Noruega sete de 11
estirpes de B. cereus capazes de se multiplicar a 7 °C sem apresentar o gene cspA.
Zhou et al. (2010) isolaram 109 estirpes de B. cereus em amostras de sorvete na
China, destas, 41 se multiplicaram a 7 °C sendo classificadas como psicrotroficas,
no entanto, somente quatro estirpes (9,5%) apresentaram o gene cspA. Esses
dados indicam que a presenga do gene cspA n&o seria a unica caracteristica
genotipica que define o comportamento psicrotréfico de B. cereus.

O resultado do sequenciamento genético indicou que o gene cspA das estirpes
testadas apresentaram 93% de similaridade com o gene cspA de B. cereus
ATCC10987, indicando que o primer e as condi¢cdes da PCR estavam adequadas
para o presente estudo.

Das 63 estirpes de B. cereus sensu stricto, 38 apresentaram assinaturas

mesofilas e psicrotroficas (Tabela 9). A presenca de assinaturas psicrotroficas e
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mesofilas na maioria das estirpes de B. cereus avaliadas neste estudo pode ser
indicativa de que estes comportamentos sdo simultaneos.

Vinte e quatro estirpes apresentaram somente assinatura mesofila e uma
apresentou somente assinatura psicrotrofica. A presencga da assinatura psicrotrofica
nao apresentou concordancia com os resultados fenotipicos (multiplicagdo a 7 °C).
Stetten et al. (1999) classificaram as estirpes de B. cereus que apresentaram
simultaneamente as assinaturas mesofilas e psicrotréficas na regido 16S rDNA
como estirpes intermediarias, ou seja, expressam o genoétipo de acordo com as
condicdes climaticas a que sao expostas.

A Figura 4 é um exemplo dos géis obtidos a partir da PCR duplex da regidao 16S
rDNA de B. cereus; a amplificacdo de fragmentos com 249 pb indica estirpes
mesdfilas, enquanto que a amplificagdo de fragmentos com 132 pb indica

comportamento psicrotrofico.

Amostral  Amostra2  Amostra3  Amostrad  Amostra 5 Controle Controle
Positivo Negativo
[ S
1000 ph
-
500 ph
i E B B ) 249 ph
200 pb S
100 pb '“ 132 pb

Fonte: AUTOR.

Figura 4 — Eletroforese em gel de agarose dos produtos amplificados por PCR

duplex da regido 16S rDNA de B. cereus isolados em produtos lacteos.

4.6. Associacao das caracteristicas fenotipicas e genotipicas de B. cereus

com relagao ao seu comportamento psicrotrofico

A partir de analise multivariada de agrupamento entre as analises fenotipicas e

genotipicas de B. cereus (Figura 5) fica evidente que somente a presencga do gene



56

cspA ou do 16S rDNA psicrotréfico ndo confere a capacidade de B. cereus se
multiplicar a 7 °C, ou seja, outros fatores podem conferir o comportamento

psicrotréfico deste micro-organismo.

Multip.a 7 °C

Multip. a 10 °C

Multip. a 30 °C

16S rDNA Mes.

Gene cspA

16S rDNA Psc.

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Grau de Dissimilaridade

Figura 5 — Dendrograma de comparagao por grau de dissimilaridade entre as
analises fenotipicas e genotipicas de estirpes de B. cereus sensu stricto isoladas em

produtos lacteos.

Os dados do presente estudo divergem do relatado por Stetten et al. (1998), que
encontraram 100% de correlagdo entre os resultados da PCR e os resultados
fenotipicos (crescimento a 30 °C e a 7 °C). As estirpes testadas por estes autores
foram isoladas em produtos lacteos comercializados na Europa; a distribuicao
geografica pode exercer influéncia na presenca e expressao dos genes, justificando
as diferencas encontradas no presente estudo.

Os dados da Tabela 10 confirmam o que foi observado pela analise multivariada
de agrupamento entre as analises fenotipicas e genotipicas de B. cereus (Figura 5).

Semelhancga estatistica significativa (p>0,05) foi observada somente na multiplicagao
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a 30 °C com o 16S rDNA mesdfilo. Todas as demais comparagdes apresentaram

diferenca estatistica (p<0,05).

Tabela 10 — Matriz de semelhanca estatistica, por analise multivariada de
agrupamento, entre os resultados de analises genotipicas e fenotipicas de B. cereus

sensu stricto isoladas em produtos lacteos.

Analises Multip.  Multip.  Multip. 16S rDNA 16S rDNA Gene

a7°C a10°C a30°C Psicrotrofico Mesofilo CSpA
Multip. a 7 °C - 33,7%  22,9% 69,2% 24,4% 52,2%
Multip. a 10 °C 33,7% - 89,2% 59,9% 87, 7% 64,5%
Multip. a 30 °C 229%  89,2% - 53,7% 98,5%" 70,7%
16S rDNA Psi. 69,2% 59,9%  53,7% - 52,2% 75,3%
16S rDNA Mes. 24,4%  87,7%  98,5%* 52,2% - 69,2%
Gene cspA 522% 64,5% 70,7% 75,3% 69,2% -

* Comparagdes com similaridade significativa (p>0,05) pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.

Houve maior grau de similaridade nos resultados fenotipicos de multiplicagéo a
30 °C com o 16S rDNA mesdfilo, indicando que a multiplicacdo nesta temperatura é
dependente da presenca desta regiao. A multiplicagao a 10 °C apresentou 87,7% de
similaridade com a presencga da banda mesdéfila na regidao 16S rDNA, indicando que
a multiplicagdo nesta temperatura é associada ao comportamento mesofilo, ou seja,
B. cereus € um micro-organismo mesofilo capaz de se multiplicar a 10 °C podendo
ser definido como psicrotolerante.

Agrupando os resultados por tipo de produto (Figura 6), houve maior
similaridade entre as estirpes de B. cereus isoladas em amostras de leite UHT e leite
em p6 quando comparadas com o leite pasteurizado. Considerando que o leite UHT
e o leite em po6 sdo armazenados a temperatura ambiente e o leite pasteurizado é
refrigerado, € possivel concluir que a temperatura de armazenagem das amostras

pode selecionar a microbiota de B. cereus remanescente.
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Leite em P6

Leite UHT

Leite Pasteurizado

45% 48% 50% 53% 55% 58% 60% 63% 65% 68% 70%

Grau de Dissimilaridade

Figura 6 — Dendrograma de comparagao por grau de dissimilaridade entre os
produtos lacteos para os resultados fenotipicos e genotipicos de estirpes de B.

cereus sensu stricto, de acordo com a atividade psicrotrofica.

A partir dos resultados do presente estudo, a ocorréncia de B. cereus representa
um maior problema para produtos lacteos armazenados em temperatura ambiente
ou em temperaturas acima do recomendado, uma vez que a temperatura de 7 °C

inibiu a multiplicagado deste micro-organismo.
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5. CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho indicam que B. cereus esta presente em leite
pasteurizado, leite UHT, leite em p6 e em outros produtos lacteos refrigerados.
Mesmo em baixos niveis de contaminagdo, € imperativo o monitoramento de B.
cereus em produtos lacteos devido ao seu potencial deteriorante e patogénico.

A baixa ocorréncia de estirpes de B. cereus com comportamento psicrotréfico
nos produtos lacteos avaliados permite inferir que o controle da presenca de B.
cereus em produtos lacteos seja mais critico em produtos armazenados em
temperaturas ambiente (30 °C) ou marginal de refrigeragao (10 °C).

B. cereus apresenta baixa atividade lipolitica, por outro lado, seu potencial
proteolitico € mais acentuado, sendo que a producio de proteases foi maxima em
temperatura ambiente (20 °C). Em condi¢des ideais de refrigeracao (7 °C), ha
inibicdo da producdo dessas enzimas. Estirpes de B. cereus capazes de se
multiplicar a 10 °C apresentaram potencial enterotoxigénico. Produtos lacteos
armazenados em condigdes ndo adequadas de refrigeragdo podem representar
potencial risco a saude publica e podem trazer problemas tecnologicos para a
industria de laticinios.

Apesar de haver presenca de gendtipo predisponente ao comportamento
psicrotrofico, B. cereus apresenta fendtipo predominantemente mesofilo. Somente a
presenca do gene cspA ou da assinatura psicrotréfica na regidao 16S rDNA nao
garantem o comportamento psicrotréfico ao B. cereus, indicando que outros fatores

contribuem na expressao desta caracteristica.
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ANEXO

Resultados fenotipicos e genotipicos de estirpes de B. cereus sensu stricto isoladas

em produtos lacteos, de acordo com a atividade psicrotrofica.

Fendtipo Gendtipo
Amostra Multiplicagdo a Multiplicagdo a
7 °Cp/ 10Qdias 10 °?: / 7gdias Gene cspA 165 rDNA

LPOO1 Negativo Positivo Negativo M/P
LPOO05 Negativo Positivo Positivo M/P
LPOQ09 Negativo Positivo Negativo M
LPO12 Negativo Positivo Negativo M
LPO21 Negativo Positivo Negativo M/P
LPO22 Negativo Positivo Positivo M/P
LPO26 Negativo Negativo Positivo M/P
LPO29 Negativo Positivo Positivo M/P
LPO30 Negativo Positivo Negativo M
LPO37 Negativo Positivo Negativo M/P
LPO39 Negativo Positivo Negativo M
LPO40 Negativo Positivo Negativo M/P
LPO41 Negativo Positivo Negativo M/P
LPO42 Negativo Positivo Negativo M/P
LPO43 Negativo Positivo Positivo M/P
UHT29 Negativo Positivo Positivo M/P
UHT37 Negativo Positivo Negativo M/P
UHT38 Negativo Negativo Negativo M/P
UHT43 Negativo Negativo Negativo M/P
UHT44 Negativo Negativo Negativo M
UHT47 Negativo Positivo Negativo M/P
UHT48 Negativo Negativo Negativo M/P
UHTS0 Negativo Negativo Positivo M/P
UHT52 Negativo Positivo Negativo M/P
UHTS3 Negativo Negativo Negativo M/P
UHT55 Negativo Positivo Negativo M
UHT65 Negativo Negativo Negativo M/P
LPO3 Negativo Negativo Negativo M
LPO9 Negativo Positivo Negativo M
LP11 Negativo Positivo Positivo M/P
LP12 Negativo Positivo Negativo M/P
LP14 Negativo Positivo Positivo M/P

LP18 Negativo Positivo Negativo M/P
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LP21 Negativo Positivo Positivo M/P
LP26 Negativo Positivo Positivo M/P
LP28 Negativo Positivo Positivo M/P
LP30 Negativo Positivo Positivo M/P
LP32 Negativo Positivo Negativo M
LP34a Negativo Positivo Positivo M/P
LP34b Negativo Positivo Positivo M/P
LP35 Negativo Positivo Positivo M/P
LP40a Negativo Positivo Negativo M
LP40b Negativo Positivo Positivo M/P
LP41 Negativo Positivo Negativo M
LP42a Negativo Positivo Negativo M
LP42b Negativo Positivo Negativo M/P
LP43 Negativo Positivo Negativo M
LP45 Negativo Positivo Positivo M
LP46a Negativo Positivo Negativo M
LP46b Negativo Positivo Positivo M/P
LP47 Negativo Positivo Positivo P
LP49 Negativo Positivo Negativo M
LP51 Negativo Positivo Positivo M
LP52 Negativo Positivo Negativo M
LP56 Negativo Positivo Positivo M/P
LP59 Negativo Positivo Negativo M
LP60 Negativo Positivo Negativo M
LP66 Negativo Positivo Negativo M
LP85a Negativo Positivo Positivo M/P
LP85b Negativo Positivo Positivo M/P
LP89 Negativo Positivo Negativo M
LP92 Negativo Positivo Negativo M
LP94 Negativo Positivo Positivo M
Total 63 54 25

LPO: estirpes isoladas em leite em po; UHT: estirpes isoladas em leite UHT; LP: estirpes isoladas em leite pasteurizado;

M: Mesdfilo; P: Psicrotrofico.



