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Detection of Bacillus cereus in pasteurized and UHT milk market in Serra Gaucha, RS
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RESUMO

A presenca da bactéria Bacillus cereus no leite reflete um importante problema a industria de laticinios,
devido a sua habilidade de esporulacdo e a possibilidade de o esporo resistir ao tratamento térmico conhecido
como UHT (ultra-high-temperature), podendo ocasionar a deterioragdo do produto. Este estudo objetivou
avaliar a presenca de B. cereus em amostras de leite pasteurizado e UHT comercializadas na Serra Gaticha, RS.
Para tanto, foram avaliadas 50 amostras de leite UHT e 10 amostras de leite pasteurizado provenientes de
mercados localizados nos municipios de Farroupilha, Nova Prata, Verandpolis e Vila Flores. As amostras foram
inoculadas em agar MYP e a presenca da bactéria foi confirmada através da coloracdo de Gram, teste de a-
hemdlise em sangue de carneiro a 5% e crescimento rizoide. No geral, 8,3% (5/60) das amostras de leite
analisadas estavam contaminadas com o B. cereus, destas, trés eram de leite UHT e duas de leite pasteurizado.
A presenca de B. cereus no leite apresenta um risco para a satde publica, uma vez que este pode resistir aos
processos de tratamento térmico das usinas que beneficiam o leite para consumo e causar surtos de doengas
transmitidas por alimentos na populacdo.
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ABSTRACT

The presence of the bacteria Bacillus cereus in milk reflects an important concern to dairy products due
toits ability to sporulate and to the possibility of the spore resisting the thermal treatment known as UHT (ultra-
high temperature), which can cause deterioration of the product. This study aimed to evaluate the presence of
B. cereus in pasteurized and UHT milk samples commercialized in Serra Galicha, RS. For that, 50 samples of UHT
milk and 10 samples of pasteurized milk from markets of Farroupilha, Nova Prata, Vila Flores, and Verandpolis
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were evaluated. Samples were inoculated with MYP agar, and the presence of B. cereus was confirmed by Gram
staining, a-hemolysis test in 5% sheep blood agar, and rhizoid growth. Overall, 8.3% (5/60) of samples were
contaminated by B. cereus. Among them, three were UHT milk, and two were pasteurized milk. The presence
of B. cereus in samples of pasteurized and UHT milk presents a risk to public health since the bacteria can resist
the heat treatment processes of the plants that produce the milk for consumption and cause foodborne illness

outbreaks.

Keywords: dairy products; food intoxication; heat treatment.

INTRODUCAO

O Bacillus cereus é uma bactéria aerdbia facul-
tativa mével, Gram positiva, cujos bacilos sdo delga-
dos, retos ou levemente curvados com extremidades
guadradas, medindo cercade 1a 1,2 um de largura e
3 a 5 ym de comprimento. Tendo em vista que seu
crescimento e metabolismo podem ocorrer em dife-
rentes condicdes de temperatura e pH, o B. cereus
esta amplamente distribuido na natureza (FRANCO;
LANDGARF, 2008; BOTTONE, 2010).

O B. cereus tem sido isolado de uma ampla va-
riedade de alimentos processados e in natura, entre
eles, leite e produtos lacteos, cereais e alimentos pron-
tos para consumo em varias regices do mundo (FRITZ
et al.,, 2010; KIM et al., 2013; MAY et al., 2016; GLAS-
SET et al., 2016; YUSUF et al., 2018; PORCELLATO et
al., 2021). A presenca de B. cereus gera grande preo-
cupagao nas industrias de laticinios, pois este apre-
senta a capacidade de formar esporos que resistem
aos tratamentos térmicos utilizados, podendo ocasio-
nar a deterioragdo do produto (WATANUKI, 2008; VI-
DIC et al., 2020). Além disso, esta bactéria € de inte-
resse na saude publica pois esta frequentemente as-
sociada a surtos severos de intoxicagao alimentar em
virtude da sua habilidade de produzir toxinas, tais
como a cereulide, citotoxina K, hemolisina BL e ente-
rotoxina hdo hemolitica (TIRLONI et al., 2017; MILLER
etal.,, 2018).

Existem duas formas de intoxicagao alimentar
associadas ao B. cereus: a emética e a diarreica, distin-
guidas a partir da toxina envolvida e dos sintomas
apresentados (EHLING-SHULZ et al., 2015). A sin-
drome emética se caracteriza por um periodo de incu-
bacdo curto que varia de 1 a 16 horas, sendo os princi-
pais sintomas caracterizados por nduseas, vomito e
mal-estar. A principal toxina envolvida na sindrome
emética é a cereulide, que é produzida pelo B. cereus
diretamente no alimento e é ingerida de forma pré-

formada (GAO et al., 2018). Por outro lado, a sin-
drome diarreica é mais agressiva e é causada pela in-
gestao de células vegetativas vidveis (ndo de esporos)
de B. cereus que produzem enterotoxinas (hemolisina
BL, enterotoxina ndo hemolitica e a citotoxina K) noin-
testino delgado do hospedeiro (OWUSU-KWARTENG
etal.,,2017). O periodo de incubagdo varia entre 8 e 22
horas e a sindrome inclui manifestagdes como dores
abdominais e diarreia aquosa (EHLINGSHULZ et al.,
2015; SANCHEZ et al., 2016). Destaca-se que para a
producdo e liberacdo de toxinas, estima-se que seja
necessaria a multiplicacdo dessa bactéria a niveis sig-
nificativos superiores a 10> UFC/g de alimento (BRA-
SIL, 2010).

A rigueza de nutrientes presentes no leite cria
um ambiente favoravel para o crescimento e a multi-
plicacdo de diversos microrganismos (FRANCO;
LANDGAREF, 2008). Nos leites cru, pasteurizado, UHT e
em seus derivados, estes microrganismos, além de
causarem a deterioracao dos produtos, podem estar
diretamente relacionados a quadros de Doencas
Transmitidas por Alimentos (DTAs). Tais doencas sdo
identificadas quando uma ou mais pessoas apresen-
tam sintomas em comum apds a ingestao de alimen-
tos contaminados por bactérias e/ou suas toxinas
(SILVA, 2014).

Em razdo do potencial patogénico do B. cereus,
este estudo teve por objetivo realizar a avalicdo da efi-
ciéncia do processo de ultra-high-temperature (UHT)
e pasteurizacao das usinas que beneficiam o leite para
o consumo humano através de uma avaliacdo da qua-
lidade microbioldgica visando a deteccdo de B. cereus
em amostras de leite comercializados na regido da
Serra Galicha, RS.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliadas 10 amostras de leite pasteuri-
zado e 50 amostras de leite UHT de diferentes lotes
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comercializadas na regido da Serra Gatichaem abril de
2018, provenientes de mercados dos municipios de
Farroupilha, Nova Prata, Verandpolis e Vila Flores. Fo-
ram incluidas no estudo amostras que se apresenta-
ram dentro do prazo de validade e cujas embalagens
nado continham nenhum dano externo com possibili-
dade de interferéncia na andlise. Para a aquisigdo das
amostras de leite pasteurizado, que devem estar sob
refrigeragao, realizou-se a aferi¢do da temperatura do
refrigerador de cada mercado, que ndo deveria ser su-
perior a 7°C. As amostras de leite pasteurizado foram
transportadas acondicionadas em caixas térmicas
com controle de temperatura entre 2 e 7°C, enquanto
para as amostras de leite UHT, ndo se faz necessario o
processo de armazenamento térmico.

As amostras de leite foram transportadas até o
setor de microbiologia do Laboratdrio Veranense, lo-
calizado no municipio de Verandpolis, RS. Para os pro-
cedimentos analiticos referentes a pesquisa de B. ce-
reus foi seguida a recomendacdo do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (BRA-
SIL, 2003). Tal metodologia foi utilizada como base
para os procedimentos de isolamento, enumeracdo,
aplicacdo de coloragdo pelo método de Gram para
observacdo de B. cereus e para os testes de identifica-
¢ao bioguimica. As amostras de leite UHT foram incu-
badas em estufa microbioldgica por 7 dias entre 35 e
37°C, antes da realizagdo das analises (BRASIL, 2001).
Em seguida, foram inoculados 0,1 mL de leite direta-
mente da amostra em placas com agar MYP (manni-
tol egg yolk polymyxine), as quais foram incubadas in-
vertidas a 30 £ 1°C por 30 a 48 horas. Apds, foram se-
lecionadas as placas que continham crescimento de
col6nias rodeadas por um halo de precipitagao opaco
sobre um fundo rdéseo — principal caracteristica do
crescimento de B. cereus em dgar MYP. De cada placa,
gue apresentou o crescimento especificado, foi con-
feccionado um esfregaco para coloragdo pelo método

Gram, para verificagdo da presenga de bastonetes
curtos Gram positivos, com extremidades quadradas
dispostos em cadeias. Também foram realizadas pro-
vas diferenciais para identificacdo bioquimica, como a
avaliacdo de a-hemolise em agar sangue de carneiro
a 5% e crescimento rizoide. Todas as amostras foram
avaliadas em duplicada e para validagao da técnica, foi
utilizada cepa conhecida de B. cereus identificada em
laboratodrio referéncia do estado através de espectro-
fotometria por Matrix Assisted Laser Desorption loni-
zation - Time of Flight (MALDI-TOF).

Para a avaliagdo da positividade das amostras
estudadas, seguiu-se a preconizac¢do da legislagdo bra-
sileira, a qual estabelece que o leite UHT, apds 7 dias
de incubacdo a 35-37°C, ndo deve apresentar micror-
ganismos patogénicos e causadores de alteragbes fisi-
cas, quimicas e organolépticas do produto, em condi-
¢0es normais de armazenamento. Para o leite pasteu-
rizado, a legislacdo estabelece a auséncia de Salmo-
nella sp./25 mL e a tolerancia de até 4 UFC (unidades
formadoras de colonias) de coliformes a 45°C/mL
(BRASIL, 2001), a partir do que se subentende que es-
tes produtos devem estar livres de B. cereus.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No geral, houve crescimento do B. cereus em
8,3% (5/60) das amostras analisadas. Considerando as
50 amostras de leite UHT avaliadas, trés (6%) apresen-
taram crescimento de B. cereus, enquanto entre as 10
amostras de leite pasteurizado, duas (20%) apresen-
taram crescimento da bactéria (Tabela 1). Desta
forma, evidenciou-se um maior percentual de amos-
tras de leite pasteurizado contaminadas pela bactéria
em estudo em relacdo as amostras de leite UHT.

Embora seja preconizada a auséncia de B.
cereus em amostras de leite UHT e pasteurizado,
varios estudos em diversos paises apontaram esta

Tabela 1. Positividade das amostras de leite (UHT e pasteurizado) analisadas

. Quantidade de Amostras positivas
Tipode leite .
amostras analisadas Quantidade %
UHT 50 3 6
Pasteurizado 10 2 20
Total 60 5 83
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bactéria como sendo uma das principais contaminan-
tes do leite comercializado (GAO et al,, 2018; RE-
ZENDE-LAGO et al., 2007; RATHER et al., 2011; BER-
THOLD-PLUTA et al., 2019; MEENA et al., 2019). No
que se refere a andlise do leite UHT, foi observado um
percentual inferior de positividade para B. cereus nas
amostras avaliadas no presente estudo, correspon-
dendo a 6%, em comparagdo a estudos prévios. Em
trabalho conduzido na regido sul do Brasil, com 110
amostras de leite UHT, observou-se crescimento de B.
cereus em 16,3% (MAZIERO et al., 2011). Similar-
mente, 13,3% (REZENDE-LAGO et al., 2007), 13,8%
(VIDALet al., 2015) e 34,2% (REZENDE et al., 2000) das
amostras de leite UHT comercializadas no estado de
S3o Paulo, foram positivas para a presenca de micror-
ganismos do grupo B. cereus. Tendo em vista que o
leite UHT é submetido a uma temperatura elevada
(130a150°C) durante o processamento térmico, para
reducdo significativa de microrganismos, o B. cereus
nao deveria ser detectado nesse tipo de leite. Todavia,
o crescimento da bactéria no leite UHT no presente
estudo, bem como nos demais, pode ser atribuido ao
controle inadequado do processamento do leite ou a
contaminagdo pds-aquecimento (VIDIC et al., 2020).
Neste contexto, ressalta-se que o B. cereus é termodu-
rico e possui capacidade de produzir biofime em tubu-
lagbes, o que favorece a contaminagdo do leite apds o
processamento térmico (REZENDE-LAGO et al., 2007).
Quanto a andlise do leite pasteurizado, os dados
de estudos prévios sao divergentes. Um estudo reali-
zado na China, no qual foram avaliadas 258 amostras
de leite pasteurizado, relatou 27% de positividade para
B. cereus (GAO et al., 2018). Similarmente, indices de
contaminagdo por esta bactéria variaram de 13,7 a
37,8% em estudos conduzidos na Eslovaquia, Polonia e
india (RATHER et al., 2011; BERTHOLD-PLUTA et dl,
2019; ACAl et al., 2014). No Brasil, o B. cereus foiisolado
e identificado em 96,7% (29/30) das amostras de leite
pasteurizado comercializadas em Ribeirdo Preto (SP)
(REZENDE-LAGO et al., 2007). Outro estudo também
realizado no estado de S3o Paulo, observou contamina-
¢do em 91,6% (55/60) das amostras analisadas (VIDAL-
MARTINS et al., 2006). Em contrapartida, 19% (19/100)
das amostras de leite pasteurizado comercializadas em
Parand, Santa Catarina e S3o Paulo foram positivas para
a presenca de B. cereus (MONTANHINI et al,, 2012), o
gue esta de acordo com o percentual encontrado no

presente estudo. Desta forma, percentuais inferiores
de contaminac¢do podem indicar melhoria dos proces-
sos locais de beneficiamento do leite. Ndo obstante, as
variagbes nos percentuais de contaminagdo encontra-
das entre os estudos podem ser atribuidas as diferen-
¢as higiénico-sanitdrias no processamento do leite em
locais diversos, bem como as técnicas empregadas pe-
los estudos para a avaliacao da presenca do B. cereus
nas amostras de leite.

No presente estudo, houve maior contamina-
¢ao do leite pasteurizado em comparagdo ao leite UHT.
Esse dado corrobora com resultados de estudo ante-
rior, onde verificou-se a presenca de B. cereus em
81,6% das amostras de leite pasteurizado e em 13,8%
das amostras de leite UHT (VIDAL et al,, 2015). Em con-
trapartida, outro estudo relatou a auséncia de Bacillus
sp. em todas as amostras de leite pasteurizado e UHT
pesquisadas (NASCENTES; ARAUJO, 2012), mostrando
a eficacia do processo de tratamento térmico das usi-
nas de beneficiamento do leite.

indices maiores de contaminacio em amos-
tras de leite pasteurizado s3o justificados de forma
gue, o leite pasteurizado é submetido a um trata-
mento térmico brando, com temperatura entre 72 e
75°C no processo de pasteurizacdo, sendo necessario
a utilizacdo de armazenamento refrigerado, que re-
sultaem um prazo de validade menor. Por outro lado,
o leite UHT é submetido a uma temperatura mais alta,
de 130 a 150°C durante o processamento térmico. O
tratamento UHT tem por objetivo a reducdo significa-
tiva de microrganismos, a fim de tornar o produto
adequado para armazenamento em temperatura
ambiente (BRASIL, 2001; 2002).

A contaminagdo do leite pode ocorrer em dife-
rentes pontos do processo de producdo, incluindo os
equipamentos de ordenha (teteiras, copos coletores,
conexdo de tubulagdes), dgua residual dos equipa-
mentos, mangueira coletora de caminhdes tanque e
na clarificadora utilizada para o beneficiamento do
produto (SANTANA et al., 2001; SILVA et al., 2011). A
gualidade da agua utilizada na alimentacdo animal,
limpeza dos equipamentos de ordenha e demais ati-
vidades do manejo é de extrema importancia para a
obtencdo de leite com menores indices de contami-
nagdo microbioldgica (LAMAS et al., 2015). Adicional-
mente, o processo de refrigeracdo do leite tem ele-
vada importancia na manutencdo da qualidade do
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mesmo (HORST, 2006). Cabe ainda ressaltar que as
técnicas de higienizacdo e sanitizacdo nas industrias de
alimentos sdo fundamentais para garantir a segu-
ranga alimentar, sendo que estas técnicas, quando
empregadas de forma deficiente, podem favorecer a
formacao de biofilmes produzidos por B. cereus sobre
as superficies (DOMINGUES, 2011).

Por fim, um relatdrio realizado pela Secretaria
de Vigilancia em Saude, no Brasil, de 2000 a 2017 fo-
ram notificados 12.503 surtos de DTAs, com 236.403
infectados e 182 dbitos (BRASIL, 2017). Em mais de
50% dos casos os alimentos causadores nao foram
identificados ou a andlise foi inconclusiva, porém, en-
tre os mais prevalentes citam-se os alimentos mistos,
derivados de ovos, a dgua e o leite. Os principais agen-
tes etioldgicos também ndo foram identificados em
mais de 50% dos casos, porém os microrganismos
que foram identificados sao: Salmonella sp., Staphylo-
coccus aureus, Escherichia coli e B. cereus. A maior in-
cidéncia de surtos foi registrada nas regides Sul e Su-
deste (BRASIL, 2017). No ano de 2011, a European
Food Safety Authority (EFSA) registrou um aumento
de 122,2% no nimero de casos de intoxicagoes e toxi-
nfecgdes alimentares causadas por B. cereus na Eu-
ropa (MESSELHAUSSER et al., 2014). Outro estudo re-
trospectivo, avaliou surtos de intoxicacdo alimentar
entre 2003 e 2013 na regido Sul do Brasil, onde detec-
tou-se o B. cereus como o principal agente etioldgico
envolvido nestes casos (LENTZ et al., 2018).

CONCLUSAO

Foi detectada a presenga de B. cereus em 8,3%
das amostras de leite pasteurizado e UHT, comerciali-
zadas na Serra Galicha, RS. Este patdgeno apresenta
um risco para a saude publica, uma vez que, pode re-
sistir aos processos de tratamento térmico das usinas
gue beneficiam o leite para consumo. Desta forma,
evidenciou-se a necessidade de um maior controle
microbioldgico desde a obtencdo até a comercializa-
¢ao do produto para minimizar os riscos de surtos por
doencas transmitidas por alimentos a populacdo.
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