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Resumo

Bacillus cereus ¢ uma bactéria que desperta grande preocupacao do setor laticinista. A combinagao das caracteristicas termodurica e psicrotrofica
denota seu grande potencial deteriorante, além do perigo que representa a saude publica por ser bactéria patogénica. A presenca de B. cereus
foi avaliada em 260 amostras, sendo 100 de leite pasteurizado, 110 de leite ultra high temperature (UHT) e 50 de leite em po, pelo método
quantitativo (plaqueamento direto) e pelo método qualitativo (enriquecimento seletivo). Das amostras de leite pasteurizado avaliadas pelo
método quantitativo, 19% foram positivas para B. cereus, com média de 1,25 (£0,27) log unidades formadoras de colonias (UFC)/ml. Para o
leite em pod, 16% das amostras foram positivas, com média de 2,00 (+0,36) log UFC/g. O leite UHT néo apresentou resultados dentro do limite
de deteccao do método de plaqueamento direto (>10 UFC/ml) para nenhuma das amostras avaliadas. Pelo método qualitativo 24% das amostras
de leite pasteurizado, 34% de leite em po e 16,4% de leite UHT foi positiva para B. cereus. Para as amostras de leite pasteurizado e leite em
p6 ndo houve diferenga significativa (P>0,05) na positividade entre os métodos quantitativo e qualitativo. Os resultados do presente trabalho
ressaltam que, mesmo em pequenas quantidades, B. cereus esta presente ndo apenas em leite pasteurizado, mas também em produtos lacteos
processados a altas temperaturas (leite UHT) e desidratados (leite em po).

Palavras-chave: Bacillus. Laticinios. Contaminac¢ao de Alimentos.
Abstract

Bacillus cereus is a bacterium that arouses great concern on dairy sector. Its psychrotrophic and thermoduric behavior confers great spoiling
potential and its pathogenicity is extremely worrynig to public health. This study evaluated the presence of B. cereus in 260 samples, from
which 100 was pasteurized milk, 110 was UHT milk and 50 was milk powder. The techiques used were both quantitative (direct plating) and
qualitative (selective enrichment) methods. 19% of pasteurized milk samples evaluated by the quantitative method were positive for B. cereus,
with an average contamination of 1.25 (+ 0.27) log CFU/ml. For milk powder, 16% of the samples was positive for this microorganism, with
an average of 2.00 (+ 0.36) log CFU/g. UHT milk samples did not show results within the detection limit of the direct plating method (> 1 log
CFU/ml). Regarding the qualitative method, 24% of the pasteurized milk samples, 34% of milk powder and 16.4% of UHT milk was positive for
B. cereus. There was no significant difference (P <0.05) by quantitative and qualitative methods for pasteurized milk and milk powder samples.
The results concludes that, even in small amounts, B. cereus is present in processed dairy products, either in high temperature processes (UHT)
and dried (powder milk) and pasteurized milk.

Keywords: Bacillus. Dairy Products. Food Contamination.

1 Introducio B.  cereus ¢ considerado um micro-organismo
termodurico, uma vez que seus esporos podem sobreviver
aos processamentos térmicos utilizados na industria
de alimentos'™'7. Além disso, algumas linhagens sdo
caracterizadas como psicrotroficas, ou seja, capazes de se

Bacillus cereus ¢ uma bactéria ambiental, gram-positiva
e formadora de esporos'. Sua temperatura Otima para
multiplicagdo varia de 25 a 37 °C, mas existem espécies
capazes de se multiplicar entre 3 e 75 °C', A bactéria B. cereus

, , .. . . multiplicar em temperatura de refrigeracao®!®!°. A combinacio
¢ responsavel por dois tipos de doengas de origem alimentar: a p P gerag ¢

. ~ . S das caracteristicas termodurica e psicrotrofica em espécie
infec¢do chamada de sindrome diarréica, provocada por uma . . . .
microbiana denota seu grande potencial deteriorante'*%.

B. cereus geralmente sintetiza uma variedade de
enzimas, entre elas, as proteases e lipases. Estas enzimas sdo

responsaveis pelo desenvolvimento de atributos sensoriais

enterotoxina produzida in vivo, ou seja, produzida no intestino
do hospedeiro; e a sindrome emética, intoxicag@o atribuida a
toxina pré-formada no alimento'+.

A ocorréncia de B. cereus ja foi relatada em leite in

. . . indesejaveis em produtos lacteos?'. As proteases podem causar
natura™®, pasteurizado®'?, leite wultra high temperature J P P P

. , . eleificagdo e provocar a formagdo de sabor amargo em leite
(UHT)™:8, leite em po’, leites fermentados’, sorvetes™'* e & ¢ p ¢ &

. ] . , UHT" e diminui¢d@o na solubilidade de leite em p6**?, além
outros derivados lacteos em diversos paises.
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de queda no rendimento na fabricagdo de queijos***. As
lipases atuam sobre os acidos graxos do leite, causando off
flavor em leite pasteurizado, UHT, leite em po e queijos?>2+26,

Nao existe na legislagdo brasileira um regulamento
especifico para B. cereus em leite e nos derivados lacteos, com
excecdo para o leite em po, em que € estabelecido o limite de
5,0 x10° unidades formadoras de colonias (UFC)/g?".

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a ocorréncia
de B. cereus em leite pasteurizado, leite UHT e leite em
p6 de variadas marcas comerciais disponiveis no mercado
nacional por meio de duas metodologias: uma quantitativa
(plaqueamento direto) e outra qualitativa (enriquecimento
seletivo).

2 Material e Métodos

Entre mar¢o 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 dos Estados do
Parana, Santa Catarina e Sao Paulo, 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 execugdo das
andlises, conforme recomendagdo da Portaria 146%.

Foram utilizadas duas metodologias para a avaliacdo de B.
cereus, sendo uma quantitativa (plaqueamento direto) e outra
qualitativa (enriquecimento seletivo). A avaliacdo quantitativa
de B. cereus foi realizada por plaqueamento seletivo em agar
manitol-gema de ovo-polimixina B (MYP). Apos incubacgdo a
30 °C por 18-40 horas, as coldnias caracteristicas de B. cereus
foram submetidas a identificagdo bioquimica®.

Para a avaliagdo qualitativa de B. cereus, foi realizado
o enriquecimento seletivo em caldo de soja triptona (TSB)
adicionado de polimixina B, seguido de incubagdo a 30 °C
por 24-30 horas. O plaqueamento seletivo foi feito em agar
manitol-gema de ovo-polimixina B (MYP). Apos incubagdo a
30 °C por 18-40 horas, as coldnias caracteristicas de B. cereus
foram submetidas a identificacdo bioquimica®.

A presenga de B. cereus foi confirmada quando a
cultura apresentou resultado positivo na prova de utilizagdo
anaerobica da glucose, positivo na decomposi¢do da tirosina,
positivo na prova de Voges-Proskauer, positivo na reducao do
nitrato a nitrito e positivo na resisténcia a lisozima®.

As frequéncias de positividade para a avaliagdo qualitativa
de B. cereus, entre os diferentes produtos e métodos analiticos,
foram comparadas por meio de teste de hipotese para diferengas
entre proporg¢des de varios grupos, com aplicagdo de Teste
de Qui-Quadrado exato de Fisher. Os dados da avaliagdo
quantitativa de B. cereus foram comparados pelo teste T de
Student, uma vez que apresentaram distribui¢do normalizada
(Teste de Shapiro-Wilk) e grupos homocedasticos (Teste
de Bartlett). Todas as avalia¢des foram feitas com 95% de
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confiabilidade, utilizando-se o programa estatistico “Statistica
versdo 8.0”.

3 Resultados e Discussao

Das amostras de leite pasteurizado avaliadas pelo método
quantitativo, 19% foram positivas para B. cereus, com
contagens entre 1,00 e 1,74 log UFC/ml. Para o leite em po,
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 detecg¢do do método (>1 log UFC/ml) para
nenhuma das amostras avaliadas (Tabela 1).

Tabela 1: Resultados de contagem de B. cereus pelo método
quantitativo em 260 amostras de leite pasteurizado, leite em po
e leite UHT

Produto Amostras positivas Meédia '
N (%) (log UFC/ml)
Leite Pasteurizado 19 (19%) 1,25 (+0,27) B2
Leite em po 8 (16%) 2,00 (£0,36) 4
Leite UHT 0 -
'Resultados expressos como média + desvio padrao
’Resultados com letras distintas na mesma coluna diferem

significativamente pelo teste T de student (P<0,05).

Comparando-se os resultados, foi observado que o leite
em po apresentou maior contaminagao por B. cereus (P<0,05)
do que leite pasteurizado. Os resultados foram de 2,00 (£0,36)
log UFC/g para leite em po e 1,25 (+0,27) log UFC/ml para
leite pasteurizado (Tabela 1).

Os resultados encontrados no presente trabalho foram
menores que os relatados por Larsen e Jorgensen'®, que
das amostras de

encontraram 56% leite pasteurizado

contaminadas por B. cereus, sendo que 45% destas
apresentaram contagens superiores a 3,00 log UFC/ml.

Pelo teste qualitativo, 24% das amostras de leite
pasteurizado, 34% de leite em p6 e 16,4% de leite UHT
foram positivas para B. cereus (Tabela 2). Em Ribeirdo Preto-
SP, Rezende-Lago et al.!' encontraram, utilizando a mesma
técnica, 96,7% das amostras de leite pasteurizado, 73,3% de
leite em pd e 13,3% de leite UHT contaminado por B. cereus.
Vidal-Martins et al.'* constataram a presenga dessa bactéria
em 11,8% de amostras de leite UHT comercializadas em Sao

José do Rio Preto-SP.

Tabela 2: Resultados da pesquisa de B. cereus pelo método
qualitativo em 260 amostras de leite pasteurizado, leite em po e
leite UHT

Amostras

Produto positivas Porcentagem
Leite Pasteurizado 24 24,0 %
Leite em po 17 34,0 %
Leite UHT 18 16,4%
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Para as amostras de leite pasteurizado e leite em po nao
houve diferenga significativa (P>0,05) na positividade entre
os métodos quantitativo e qualitativo (Tabela 3). 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,
abaixo do limite de detec¢do método quantitativo (>10 UFC/
ml).

O método qualitativo ¢ indicado para amostras processadas
termicamente, nas quais as contagens bacterianas sdo baixas,
muitas vezes abaixo do limite de deteccdo do método
quantitativo.

Tabela 3: Resultados das 260 amostras de leite pasteurizado,
leite em p6 e leite UHT positivas para B. cereus pelos métodos
quantitativo e qualitativo

Amostras Amostras

Produto Am?stras posntrlvas posntrlvas

analisadas no método no método

quantitativo  qualitativo
Leite Pasteurizado 100 19# 24 ®
Leite em po 50 8 17 @
Leite UHT 110 QB 18 A
Total 260 278 594

Resultado com letras maitsculas distintas na mesma linha diferem
significativamente pelo teste de Qui-quadrado exato de Fisher (P<0,05)
Resultado com letras mintsculas distintas na mesma coluna diferem
significativamente pelo teste de Qui-quadrado exato Fisher (P<0,05)

As amostras de leite em p6d foram as que apresentaram
maior positividade, seguida pela positividade nas amostras de
leite pasteurizado. A baixa atividade de agua do leite em pd
garante sua estabilidade?, no entanto, quando reconstituido
e armazenado em condi¢des inadequadas, pode representar
um risco potencial a saide do consumidor, uma vez que os
esporos presentes podem passar para a forma vegetativa®.

A presenca de B. cereus em produtos lacteos pode indicar
alta contagem de esporos no leite cru, tratamento térmico
(tempo/temperatura) insuficiente para a inativagdo dos
esporos ou contaminagéo pos-processamento’!-3!,

Os esporos de B. cereus germinam apoOs o tratamento
térmico do leite. A temperatura 6tima de ativagdo ¢ de 65 a 75
°C, ou seja, a faixa de temperatura utilizada na pasteurizagdo
do leite. Cerca de 95% dos esporos podem ser ativados
pela pasteurizagdo®. A germinagdo de esporos de B. cereus
psicrotroficos pode ocorrer a 7 °C, o que pode ser considerado
um problema para produtos lacteos>'°.

A contaminag@o por B. cereus em leite pasteurizado pode
aumentar significativamente durante a estocagem. Larsen
e Jorgensen'® encontraram baixos niveis de contaminagdo
(<10 a 10> UFC/ml) em duas de 27 amostras de leite recém-
pasteurizado, no entanto, apds 8 dias a 7 °C, as contagens
ultrapassaram 10° UFC/ml e 24 das 27 amostras estavam
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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 das
amostras.

A presenca de B. cereus em produtos lacteos deve ser
considerada um problema para a industria e para o consumidor,
devido ao seu potencial deteriorante e patogénico. Os
resultados do presente trabalho ressaltam que, mesmo em
pequenas quantidades, B. cereus estd presente ndo apenas
em leite pasteurizado, mas também em produtos lacteos
processados a altas temperaturas (leite UHT) e desidratados
(leite em po).

4 Conclusao

B. cereus foi detectado em leite pasteurizado, leite UHT e
leite em po. A técnica de enriquecimento seletivo possibilitou
a deteccdo deste micro-organismo em amostras que nao
apresentaram contagem pelo método de plaqueamento direto,
indicando que a contaminagdo estd abaixo dos limites de
detec¢do do método. No entanto, mesmo estando presente em
baixos niveis, ¢ imperativo o monitoramento de B. cereus em
produtos lacteos devido ao seu grande potencial deteriorante
¢ patogénico.
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