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RESUMO:

Atualmente o grande desafio do sector alimentar é o de restabelecer a confianca dos
consumidores, dando-lhes a conhecer todas as medidas de prevengéo e controlo utilizadas nas
atividades de manuseamento alimentar. Embora genericamente conhecidas como toxinfectes
alimentares, as doencas transmitidas por alimentos sdo classificadas como uma doenca que

resulta da ingestao de alimentos contaminados com agentes etiolégicos prejudiciais.

O Bacillus cereus é um bacilo Gram-positivo, produtor de esporos que tem como
reservatério natural o solo. Este microrganismo é reconhecido como um agente etiolégico de
doengas de origem alimentar ha mais de 40 anos. Os surtos associados ao Bacillus cereus
estdo relacionados com véarias matrizes alimentares tais como arroz e massas. A presenca de
grande quantidade de microrganismos (2106) no alimento € indicativo de crescimento e

proliferagdo do organismo constituindo deste modo, um potencial perigo para a saude.

O arroz é um cereal que faz parte da dieta habitual dos habitantes de todo o mundo e &
também o alimento que tem estado mais envolvido em toxinfe¢cdes alimentares associadas ao
Bacillus cereus.

O objetivo principal deste trabalho de investigacao, realizado na empresa SGS, é a
implementacdo de uma metodologia que permite a pesquisa e enumeracdo de Bacillus cereus
no arroz e produtos a base de cereais. Esta metodologia tem por base um procedimento
especifico (EN ISO 7932:2005), dando resultados com maior rapidez que o método tradicional
(ISO 7932:2004) e foi desenvolvido pela empresa Bio-Rad®.

Os resultados dos testes realizados a 15 amostras alimentares, dos quais as contagens
de colonias em placa de MYP® e BCM®, visualizacdo da producgdo de B-Hemolisina em agar
sangue -5%- (Bio-rad®) e resultados do perfil bioquimico identificados em galerias APl 50 CH®
e APl 20 E® (BioMérieux®), foram concordantes em ambos os métodos o que permite que o

novo método implementado seja validado.

Palavras-chave: Toxinfecdes alimentares; Bacillus cereus; Arroz; Implementagdo de

método; EN 1SO 7932:2005.

Vil



Vil



ABSTRACT:

At the present time, the greatest challenge of food sector’s is to restore consumers trust
and raise awareness for all the used measures to prevent and control food handling activities.
Although generally known as food intoxications, the foodborne diseases are classified as

diseases that results from ingestion of food contaminated with harmful etiologic agents.

Bacillus cereus is a Gram-positive bacillum and spore producer, being soil its natural
reservoir. This organism is recognized as a causative agent of food-borne diseases for over 40
years. Outbreaks associated with Bacillus cereus are related to various food matrices such as
rice and pasta. The presence of large numbers of microorganisms in food (210°) is an indication

of growth and proliferation of the organism, consistent with a potential health hazard.

Rice is equally part of the usual diet of the inhabitants of the whole world and is also the
food that has been more involved in food poisoning associated with Bacillus cereus.

The main objective of this research, conducted at SGS, is the implementation of a
methodology that allows the search and enumeration of Bacillus cereus in rice and cereal
products. This methodology is based on a specific procedure (EN 1SO 7932:2005), giving faster
results than the traditional method (ISO 7932:2004) and was developed by Bio-Rad®.

The results of the tests performed on the 15 food samples, which includes colony
counts on MYP® and BCM® petri dishes, visualization of the production of -Hemolysin in
blood agar -5%- (Bio-Rad®) and biochemical profile results identified in APl 50 CH® and API 20
E® galleries (BioMérieux ®) were in agreement in both methods, which allows for the new
implemented method being validated.

Keywords: Food Toxi-infections; Bacillus cereus; Rice; Implementation Method; EN ISO
7932:2005.
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1. OBJECTIVO E PLANIFICACAO DO TRABALHO:

Pretende-se com este trabalho que seja implementada uma metodologia para
determinacéo de Bacillus cereus em matrizes alimentares (nomeadamente arroz e produtos a
base de cereais). O Bacillus cereus é uma bactéria beta hemolitica Gram-positiva, de forma
cilindrica e endémica, que habita nos solos. Algumas estirpes sdo prejudiciais aos seres

humanos e causam intoxicacdes alimentares.

A presenga de grande quantidade de microrganismos (210°) no alimento é indicativo de
crescimento e proliferacdo do organismo representando portanto um perigo para a saude
publica. Este microrganismo é reconhecido como um agente etioldgico de doencas de origem
alimentar ha mais de 40 anos. A metodologia a implementar (EN ISO 7932:2005) tem por base
um procedimento especifico, dando resultados com maior rapidez que o método tradicional
(ISO 7932:2004) e foi desenvolvido pela empresa Bio-Rad®.

Os objetivos deste trabalho de investigacdo, que seréo realizados na empresa SGS, séo:

¢ Implementar a metodologia que permite a pesquisa e enumerac¢éo de Bacillus cereus;

e Analisar em matrizes alimentares (homeadamente arroz e produtos a base de cereais)
a possivel contaminacao por Bacillus cereus;

e Avaliar os resultados obtidos na pesquisa de Bacillus cereus em diversas matrizes,
desde 2006 até 2013 e comparar os resultados obtidos com a literatura a nivel nacional

e internacional.

No Capitulo 1 é descrito os objetivos da dissertacéo, faz-se o plano do trabalho e é

apresentada a estrutura do mesmo.

O capitulo 2 aborda a revisdo bhibliogréafica referente aos temas estudados durante o
desenvolvimento do trabalho. Este capitulo € iniciado com uma introducdo ao tema deste
trabalho, sublinhando a sua importancia. Seguidamente descreve-se no geral o Bacillus cereus,
a sua patogenicidade gastrointestinal e ndo gastrointestinal, os alimentos contaminados com
Bacillus cereus nomeadamente casos a nivel nacional e internacional. A importancia do
Bacillus cereus na alimentacdo infantil também € descrita neste capitulo. Continuamente os
métodos de detecdo das toxinas de Bacillus cereus sdo referidos bem como os tratamentos e a
prevencdo deste agente etioldgico. Este capitulo termina com a enfase da importancia do

arroz, que é a matriz estudada nesta dissertagéo.

O Capitulo 3 descreve a empresa Sociedade Geral de Superintendéncia, S.A. — SGS

bem como o laboratdrio de microbiologia onde foi realizado o estagio.

No Capitulo 4 é apresentado toda a metodologia que permitiu a posterior validagdo do
método implementado na empresa. Neste capitulo séo descritos 0 método horizontal para a
enumeracdo e presuncao de Bacillus cereus a 30°C - ISO 7932:2004 e EN 1SO 7932:2005.



No capitulo 5 denota todos os resultados obtidos no desenvolvimento experimental
assim como a sua devida discussdo. Os resultados descritos abrangem todos os diferentes
testes realizados nas 15 amostras tais como a contagem de col6nias em placa de MYP® e
BCM®, presenca ou auséncia de hemdélise em agar sangue -5%- (Bio-rad®), bem como os
resultados do perfil bioquimico identificados através dos testes em galerias API 50 CH® e API
20 E® (BioMérieux®).

No capitulo 6 estdo apresentadas as principais conclusdes acerca do trabalho
desenvolvido.

O capitulo 7 engloba todas referéncias bibliogréaficas aplicadas neste trabalho.

Por fim o capitulo 8 denota os anexos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Enquadramento tedrico:

O numero crescente e a gravidade das doencas de origem alimentar a nivel mundial tém
aumentado consideravelmente o interesse do publico e das entidades governamentais em
relacdo a seguranca alimentar. Este nimero de doencas pode atingir até 30% da populacéo
em paises desenvolvidos (WHO, 2006). Qualquer pessoa esta em risco de contrair este tipo de
enfermidades, geralmente de natureza infeciosa ou tdxica, provocadas por agentes que entram

no organismo através da ingestao de alimentos (Forsythe, 2002).

O grande desafio atual do sector alimentar é o de restabelecer a confianga dos
consumidores, dando-lhes a conhecer todas as medidas de prevencao e controlo utilizadas nas
atividades de manuseamento e aprecia¢gdo de alimentos. Esta é uma preocupacéo partilhada
ao nivel do Estados Membros da Unido Europeia, tendo sido publicada a legislacao
comunitaria, da qual é representativo o Regulamento (CE) 852/2004, relativo a higiene dos

géneros alimenticios, que é de cumprimento obrigatdrio desde 1 de Janeiro de 2006.

Atualmente existe uma procura crescente por parte dos consumidores de alimentos frescos
e minimamente processados que possuam uma garantia de seguranca absoluta. No entanto,
este conceito pode ter vérias definicdes, dependendo do que se considera um risco
significativo. O publico em geral pode considerar que os alimentos seguros correspondem a um
risco igual a zero, enquanto um produtor de alimentos deve considerar o que € um risco
aceitavel. Um risco nulo é impraticavel dada a quantidade de produtos alimenticios disponiveis,
a complexidade da cadeia de producéo e distribuicdo e inerentes & manipulacdo de alimentos
(Jouve et al., 1998; Forsythe, 2002).

Embora genericamente conhecidas, como toxinfecbes alimentares, as doencas
transmitidas por alimentos s&o classificadas como infe¢cBes, intoxicacdes ou toxinfecBes
(Forsythe, 2002). Uma infec¢&o transmitida por alimentos € uma doenca que resulta da ingestao
de alimentos contendo microrganismos vivos prejudiciais, tais como Campylobacter spp.,
Escherichia coli, Listeria spp. e Salmonella spp. Por sua vez, as toxinfecbes podem ser
causadas por alimentos quando as toxinas estdo presentes no alimento ingerido, mesmo que

0s microrganismos, que deram origem a essas toxinfe¢des, tenham sido eliminados.

O Bacillus cereus também pode causar muitas infecdes e intoxicacdes. Para além das
infecBes de origem alimentar (ndo de declaracdo obrigatéria), este agente etiolégico pode
causar septicémia, meningite, gangrenas, abcesso pulmonar, endocardite, infe¢cdes oculares e
morte infantil (INSA,2009).



Os cereais, em especial o arroz, o trigo e o milho, constituem a base da alimentacéo
humana, contribuindo com cerca da metade da ingestao energética e proteica dos individuos
(Young & Pellett, 1994). No caso do arroz, estima-se que este contribua com aproximadamente
20% e 15% do consumo mundial de energia e de proteina, respetivamente (Kennedy&
Burlingame, 2003).

Ha milhares de anos que o Homem cultiva cereais, como um alimento basico da sua
alimentacdo. Antes de serem introduzidos no Norte da Europa, foram cultivados pelos antigos
Babildnicos, Egipcios, Gregos e Romanos. Um dos maiores beneficios trazidos pelos cereais
foi a possibilidade de serem armazenados durante todo o ano, de modo a que as comunidades
primitivas pudessem semear e cultivar as suas proprias colheitas num mesmo local, em vez de
serem forcados a andar sempre a mudar de local, para procurarem novos terrenos de caca. Os
cereais sdo colhidos em todo o mundo. Desde o desenvolvimento da panificagéo, os cereais
tornaram-se ndo sé uma parte essencial da alimentacdo, mas também uma mercadoria para
ser vendida e mesmo usada como moeda de troca. Com a revolucao industrial do século XIX, o
rendimento das culturas aumentou notoriamente e permitiu o desenvolvimento de novas

técnicas de colheita e de fabrico de produtos derivados dos cereais.

As contamina¢Bes microbiolégicas podem ocorrer em todas as etapas pelas quais passam
0s produtos agricolas, desde a colheita até o processamento, embalagem, transporte e
expedicdo. Estas contaminagdes também podem surgir por diversos meios de contacto tais
como o solo, a 4gua ou o ar, incluindo os diversos contatos fisicos, mecanicos ou manuais. No
entanto, o desenvolvimento microbiano depende do tipo de substrato em que se constitui o
alimento, ou seja, das condi¢cbes de desenvolvimento biol6gico que o produto oferece,
notadamente relacionado com o armazenamento, a disponibilidade de agua necessaria aos

processos metabdlicos (Ferreira et al., 2004).

Segundo Colak e colaboradores, durante a producéo, 0s cereais estdo sujeitos a diversas
contaminagBes microbiolégicas, cuja proliferacdo pode ocorrer ao longo do ciclo produtivo. Nos
campos de cultivo de cereais podem estar presentes na microflora diversas bactérias, tais
como o0s Bacillus, Lactobacillus, Pseudomonas, Streptococcus, Achromobacter,
Flavobacterium, Micrococcus. No entanto, atualmente as técnicas de colheita e de
armazenamento, sdo excelentes barreiras a proliferacdo da contaminacdo microbiana,

presente durante a producgéo (Colak et al., 2012).

Apés os cereais passarem pela fase de conservacdo, 0s microrganismos que resistem aos
métodos de conservacao séo os Bacillus, Lactobacillus e Enterobactérias a uma a,, de cerca de
0,68. Antes da moagem, as etapas de aspiracdo e selecdo sdo determinantes para a redugéo
da carga microbiana dos gréos dos cereais. No inicio da moagem, a qualidade da agua usada
€ muito importante. Os niveis microbiolégicos da farinha na etapa final, depende da conjugagédo

de vérios fatores. Nas farinhas, o crescimento de microrganismos € baixo (<12%), podendo



ocorrer o desenvolvimento de espécies xer6filas de leveduras e de fungos filamentosos. As

condicbes de conservacao sdo determinantes para os niveis microbioldgicos das farinhas.

Na microflora da farinha, pode-se encontrar grupos microbiolégicos de Coliformes, Bacillus

cereus, Clostridium, Lactobacillus e Salmonella.

Segundo a portaria n.°905/90 de 26 de Setembro, o arroz destinado a transformacéo
industrial e o arroz destinado a consumo devem apresentar caracteristicas organoléticas
proprias do produto, designadamente quanto a coloracdo, serem adequados ao fim a que se
destinam, apresentarem-se em conveniente estado de conservagéo, limpos, ndo conspurcados
nem com sinais de parasitacdo vegetal ou animal, de predadores vivos ou seus dejetos, isentos
de cheiros ou sabores estranhos e de agentes patogénicos ou de substancias derivadas de

microrganismos em niveis que representem risco para a saude humana.

O quadro classico da sindrome emética (Figura 2.1) causada pelo Bacillus cereus inclui o
arroz cozido com bastante antecedéncia, ndo refrigerado, e depois hovamente aquecido ou frio
imediatamente antes de ser servido. Os esporos de Bacillus cereus resistem ao cozimento e
podem portanto germinar, crescer e produzir a toxina emética durante a permanéncia do arroz
a temperatura ambiente. Outros produtos alimentares foram postos em causa nas intoxicagcfes
alimentares deste tipo, tais como puré de batatas, macarrdo e natas, no entanto o arroz
continua a ser o veiculo mais frequente de intoxicagdo. Ignora-se as raz6es que favorecem, no
arroz, as estirpes eméticas de Bacillus cereus em detrimento das estirpes diarreicas. Mesmo se

o arroz for frito ou aquecido em seguida, a toxina ndo é destruida devido a sua grande
estabilidade (Lacasse, 1995).

Os esporos da estirpe Bacillus cereus responsavel pela sindroma diarreica (Figura 2.1)
estdo presentes num grande nimero de produtos, entre 0s quais legumes, produtos a base de
cereais, os derivados de leite, os condimentos, os molhos e em pequena quantidade na
superficie da carne. Apds o0 cozimento e pasteurizagcdo, uma permanéncia do produto alimentar
a temperatura ambiente favoravel, variando entre os 25°C e 30°C, permite aos esporos
germinar e produzir uma populacdo bacteriana suficientemente importante para induzir a
sindroma diarreica se o consumo do produto se fizer sem aquecimento prévio. Pode tratar-se
de legumes cozidos, sopas, saladas, puré de batatas, cereais, carnes cozidas e diversos pratos
cozinhados, assim como cremes, pudins ou molhos (Lacasse, 1995).



Esporos e células vegetativas de
Bacillus cereus contaminam varios
alimentos

Arroz e Graos de cereais Qutros alimentos
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produzida no alimento nédo é
destruida pelo reaquecimento (ex:
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Microganismos ingeridos

A enterotoxina (termolabil)
Enterotoxina é ingerida produzida no intestino tem modo
de acao similar ao da célera

Vomitos de inicio rapido Diarreia

Figura 2.1: Infec@o alimentar por Bacillus cereus sob duas formas diferentes associada a toxinas.
Adaptado de Mims et al. (2005).

A primeira pesquisa epidemiolégica importante sobre a sindrome diarreica foi estabelecida
em Oslo, na Noruega, de 1947 a 1949 por Hauge. Tratava-se de quatro episédios semelhantes
de intoxicacdo alimentar ocorridos em trés hospitais e numa casa de convalescenca (mais de
600 casos no total). O veiculo alimentar era, em todos os casos, molho de baunilha preparada
na véspera e ndo refrigerada. O exame microbiol6gico das amostras de molho acusou
populacdes de Bacillus cereus que variavam de 25 a 110 milhGes por grama. No entanto, a
comunidade cientifica da época permanecia séptica quanto a responsabilidade da bactéria,
ainda ndo reconhecida como possivel causa de toxinfecdo alimentar. Para fornecer provas
irrefutdveis quanto a responsabilidade desta bactéria, Hauge decidiu inocular o molho de

baunilha estéril com bactérias isoladas das toxinfe¢Ges precedentes.

Apé6s incubacdo de 24 horas a temperatura ambiente, o préprio autor da pesquisa
consumiu 200 mL do molho, que continha mais de 900 milhdes de células de Bacillus cereus

por grama. Ao fim de 13 horas os sintomas apareceram, caracterizados por céibras abdominais
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e diarreia. Prosseguiu em seguida a sua experiéncia com voluntarios do seu laboratorio,
utilizando desta vez molho estéril inoculado com bacilo isolado das suas fezes. Os resultados

obtidos formam similares (Lacasse,1995).

2.2 Bacillus cereus:

2.2.1 Descricao geral:

O Bacillus cereus € um bacilo Gram-positivo, produtor de esporos, e que pertence a
familia Bacillaceae (Figura 2.2).

Figura 2.2: Bacillus cereus. Adaptado de http://www.realcaos.com.

Tem como reservatério natural o solo e apresenta uma distribuicdo ubiquitaria na
natureza. Dada a sua presenca ampla e generalizada no ambiente, pode ser isolado de uma
grande variedade de matérias-primas e alimentos processados (Rajkowski & Bennett, 2003).
Quando os nutrientes essenciais sdo raros o Bacillus cereus forma células especializadas de
“repouso” denominadas por esporos (células desidratadas altamente resistentes com paredes
espessas e camadas adicionais). Os esporos sdo formados dentro da membrana celular
bacteriana pelo processo de esporulagdo ou esporogénese. Quando séo libertados no
ambiente, podem sobreviver a temperaturas extremas, falta de dgua e exposicdo a muitas

substancias quimicas toxicas e a radicacao (Tortora,2003).

A temperatura 6tima de multiplicacdo de Bacillus cereus varia de 25°C a 37 °C, mas ja
foram identificadas estirpes psicotropicas e termoddricas capazes de multiplicar entre 3 °C e
75°C (Kramer & Gilbert, 1989; Drobniewski, 1993; Dufrenne et al., 1995). A temperatura minima
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de desenvolvimento de Bacillus cereus é de 4°C e a maxima é de 55 °C (Baptista et al., 2003).
Os mecanismos de adaptacao de Bacillus cereus as condicbes ambientais sdo muito diversos

e contribuem para a sua sobrevivéncia e disseminag¢do no ambiente (Carlin et al., 2010).

Nos Ultimos anos tem-se assistido ao aumento da importancia deste patogénico,
enquanto agente oportunista, nomeadamente em doentes imunocomprometidos e pacientes
debilitados (Hilliard et al., 2003). O isolamento de niveis elevados de Bacillus cereus tem sido
relacionado com situacdes de intoxicacdo alimentar. Apesar de esta espécie ser a mais
associada a toxinfecdes alimentares, outras pertencentes ao mesmo género, como o Bacillus
licheniformis, Bacillus subtilis, Bacillus pumilus, e Bacillus brevis também foram relacionados

com alguns surtos.

O termo nao taxonémico “grupo Bacillus cereus” é utilizado para fazer referéncia a um
grupo de microrganismos cuja taxonomia ainda hoje é motivo de estudo e bastante
controversa. Alguns autores sugerem que estas espécies, por estarem tdo proximamente
relacionadas, devem ser agrupadas como membros de uma Unica espécie (Hendriksen et al.,
2006; Didelot et al., 2009). O grupo Bacillus cereus (Tabela 2.2), também denominado Bacillus
cereus sensu lato, compreende Bacillus cereus sensu stricto e outras cinco espécies
estreitamente relacionadas: Bacillus thuringiensis, Bacillus anthracis, Bacillus mycoides, Bacilus
pseudomycoides e Bacillus weithenstephanensis (Lechner et al., 1998; Jensen et al., 2003;

Bartoszewicz et al., 2008; Guinebretiere et al., 2008; Senesi & Ghelardi, 2010).



Tabela 2.1: Caracteristicas diferenciais de espécies do grupo de Bacillus cereus (Adaptado de:
Rhodehmel & Hamon (1995) e Claus & Berkeley (1986)).

Propriedade B. cereus B. mycoides B. thuringiensis B. anthracis

Catalase + + + +

Acido a partir - - - -

de manitol

Motilidade +@ -®

I+
1

Producéo de - - + -

cristais toxicos

Reacéo Voges- + + + +
Proskauer (VP)

Resisténcia a + + + +

lisozima

+: Positivo;-: Negativo;+: 50% das estirpes sdo positivas; 1- 90 a 100% das estirpes sao positivas; 2- 50 a
90 % das estirpes sdo positivas; 3- 90 a 100% das estirpes sdo negativas; 4- as maiorias das estirpes sao
negativas.



O Bacillus cereus consegue crescer em ambientes com valores de pH entre 5,0 e 9,3,
embora ambientes com pH 5,1, resultante da presenca de 0,1% de acido acético, possam inibir
o crescimento. A taxa especifica de crescimento maxima atinge-se em ambientes com valores
de pH entre 6,0 e 7,0. A toxina emética é estavel para valores de pH entre 2 e 11. A toxina
diarreica é instavel para valores inferiores a 4 e superiores 11. Este patogénico cresce em
ambientes com valores de a,, minimos compreendidos entre 0,92 e 0,95. Os esporos resistem
por longos periodos em alimentos desidratados (com baixo a,). Para concentragfes superiores
a 7,5% de NaCl o crescimento de Bacillus cereus € inibido. Em relacdo a presenca de oxigénio
a Bacillus cereus é uma bactéria anaerdbia facultativa, mas a producdo de toxinas é muito
baixa em condicbes de anaerobiose. Contudo, relativamente a radiacdo os esporos de Bacillus

cereus s@o mais resistentes as radiacdes do que as células vegetativas (Forsythe,2002).

Os surtos associados ao Bacillus cereus estéo relacionados com a ingestdo de molhos,
chourigos, sopas, assados no forno, arroz, massas e saladas. A presenca de grande
quantidade de microrganismos (> 106) no alimento é indicativo de crescimento e proliferacdo do
organismo e consistente com um potencial perigo para a saude. Na confirmacé&o laboratorial da
enterotoxina emética/diarreica faz-se o isolamento da bactéria nas fezes do doente ou entdo o

isolamento de > 10° colodnias/g no alimento epidemiologicamente implicado (Viegas, 2009).

Apbs os resultados obtidos da confirmagédo laboratorial podera ser comparado o grau
de toxicidade com os valores guia para avaliacdo da qualidade microbiolégica de alimentos
prontos a comer preparados em estabelecimentos de restauracdo (Tabela 2.3), sendo incluidos
no Grupo 1 — Refei¢cdes, sandes, bolos ou sobremesas doces com ingredientes totalmente
cozinhados, ou adicionados de especiarias, ervas aromaticas secas ou desidratadas ou
tratadas por radiacdo ionizante, de produtos UHT (ultra-high temperature) e de maionese
industrializada; Grupo 2 - Refeicdes, sandes, bolos ou sobremesas doces cozinhados
adicionadas de ingredientes crus e /ou com flora especifica propria (exemplos: saladas frias,
pratos de carne ou peixe com saladas cruas, etc.) e por fim o Grupo 3 — Saladas, vegetais e

frutos crus.

Estes dados foram obtidos pelo INSA ao longo dos anos que permitem agrupar 0s
alimentos prontos a comer em trés grupos diferentes, de acordo com o tipo de ingredientes que

entram na sua composi¢ao, o tratamento térmico ou outro procedimento que Ihe é aplicado.
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Tabela 2.2: Valores guia para avaliagdo da qualidade microbiol6gica de limentos prontos a comer
preparados em estabelecimentos de restauracéo (Adaptado de: INSA,2005).

Microrganismo Grupo de Qualidade microbiolégica (UFC/g quando nédo indicado)
alimentos
Bacillus 12e3* Satisfatorio Aceitavel Nao Inaceitavel /
cereus Satisfatorio  potencialmente
perigoso
>10° 210°<10° >10°<10° >10°

* Grupo 1 — Refei¢Bes, sandes, bolos ou sobremesas doces com ingredientes totalmente cozinhados, ou
adicionados de especiarias, ervas aromaticas secas ou desidratadas ou tratadas por radiagdo ionizante,
de produtos UHT (ultra-high temperature) e de maionese industrializada; Grupo 2 - Refei¢cbes, sandes,
bolos ou sobremesas doces cozinhados adicionadas de ingredientes crus e /ou com flora especifica
prépria (exemplos: saladas frias, pratos de carne ou peixe com saladas cruas, etc.) e por fim o Grupo 3 —
Saladas, vegetais e frutos crus.

2.2.2 Patogenicidade Gastrointestinal:

A ingestdo de agentes patogénicos pode causar inUmeras infe¢cbes distintas. Estas
podem estar restritas ao trato gastrointestinal ou terem inicio no intestino antes de se
disseminarem por outras partes do corpo. Um largo espectro de agentes patogénicos
microbianos é capaz de infetar o trato gastrointestinal através de alimentos, méos ou fluidos
contaminados com fezes por via fecal-oral. Para uma infegcdo ocorrer 0 agente patogénico
deverd ser ingerido em quantidade adequada ou possuir atributos para escapar das defesas do
hospedeiro no trato gastrointestinal superior e por fim alcancar o intestino. No intestino o
agente bacteriano permanece localizado e provoca doenga como resultado da multiplicacéo e/
ou da producdo de toxina. Os agentes também podem invadir a mucosa intestinal para
alcancar os vasos linfaticos ou a corrente sanguinea. Os efeitos destrutivos resultantes da
infecdo do trato gastrointestinal (Tabela 2.4) sdo a gastroenterite, diarreia, disenteria,
enterocolite (Mims et al., 2005).
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Tabela 2.3: Termos usados para descrever infegdes no trato gastrointestinal (Adaptado de Mims et al.,
2005).

Termos usados para descrever infegcdes no trato gastrointestinal

Gastroenterite: Uma sindrome caracterizada por sintomas gastrointestinais incluindo

nauseas, vomitos, diarreia e desconforto abdominal.

Diarreia: Libertacdo de fezes anormais, caracterizadas por evacuacdes frequentes e ou
liquidas; em geral resulta de doenca no intestino delgado e envolve perda aumentada de

fluidos e eletrélitos.

Disenteria: Disturbio inflamatério do trato gastrointestinal frequentemente associado a sangue
e pus nas fezes e acompanhado por sintomas de dor, febre, colicas abdominais; Em geral este

distdrbio é resultante da doenga no intestino grosso.

Enterocolite: Inflamacdo da mucosa do intestino delgado e grosso.

As intoxica¢Bes causadas por Bacillus cereus resultam da ingestdo de alimentos
contaminados com 0 microrganismo e/ou com as enterotoxinas que produziu durante o seu
crescimento. As intoxicacdes associadas a este microrganismo sdo normalmente de curta

duracéo e pouco severas, no entanto tém sido relatados diversos surtos.

A contaminagdo dos alimentos por Bacillus cereus pode ocorrer durante o
manuseamento dos mesmos, processamento ou distribuicdo, podendo o microrganismo
crescer e determinar a ocorréncia de doencas de origem alimentar (Dufrenne et.al 1994), que
se manifestam sob a forma de duas sindromes, uma emética, que é similar a causada pela
enterotoxina produzida por Staphylococcus aureus, e outra diarreica, semelhante & produzida
pela enterotoxina de Clostridium perfringens (Banwart,1989). Os fatores de viruléncia do B.
cereus envolvem a formacao de varias toxinas extracelulares: uma toxina diarreica termolabil,
que é inativada em cinco minutos a 56°C, e uma toxina termoestavel, de acdo emética que se
mantém inalterada apdés uma hora a 120°C (Bennett, 1992). A circunstancia de ambas as
sindromes estd associada, geralmente, ao consumo de alimentos previamente submetidos a
tratamento térmico, de forma que, alimentos cozidos e mantidos a temperaturas que permitam
a germinacdo dos esporos e multiplicacdo das células sao importantes fontes do

microrganismo ou de suas toxinas (Azeredo, 1998).

O Bacillus cereus pode causar duas formas clinicas distintas de doenca: a sindrome
diarreica e a sindrome emética (Tabela 2.5) (Jackson, 1993). Estas sindromes estdo
relacionadas com o consumo de alimentos contaminados, sendo raros 0S casos que

determinam a ocorréncia de ambos os sintomas, no entanto os sintomas da infecdo por B.
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cereus sdo geralmente ligeiros e auto-limitados; contudo, normalmente ndo requer tratamento
(Monteville & Matthews, 2008).

Tabela 2.4: Caracteristicas das toxinfeg6es alimentarem causadas por Bacillus cereus (Adaptado de
Granum & Lund, 1997).

Sindrome emética Sindrome diarreica
Dose infetante 10°-10® Células/grama de 10°-10" Células/grama de
alimento alimento
Toxina produzida Pré- formada Produzida no intestino
delgado
Tipo de toxina Peptideo ciclico (1,2 kDa) Trés subunidades proteicas

(L1,L2,B; 37-105 kDa)

Estabilidade da toxina Muito estavel (126 °C; 90 Inativadas a 56 °C durante 30
minutos; pH 2-11) minutos

Tempo de incubacéo 0,5-6 horas 8-24 horas

Duracéo da doenca 6-24 horas 12-24 horas

Sintomas Dores abdominais, VOmitos e Nausea, dores abdominais,
nausea mal-estar e diarreia liquida

Alimentos mais Arroz frito e cozido, massas e Produtos carneos, sopas,

frequentemente implicados  batatas produtos vegetais, peixes,

pudins, molhos, leite e

produtos lacteos

2.2.2.1 Sindrome diarreica:

Ap6s 4 a 16 horas de incubacdo do Bacillus cereus, no organismo, ocorre a sindrome
diarreica manifestada pela dor abdominal, nduseas e pela diarreia que geralmente ocorre
passadas 12 a 24 horas apés a ingestao deste microrganismo. O vémito € um sintoma raro
neste tipo de sindrome e na maioria dos casos a doenca € autolimitada e ndo necessita de
tratamento (Schraft & Griffiths, 2006).
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A sindrome diarreica é causada por proteinas de elevado peso molecular, sensiveis a
pH inferior a 4,0, sensiveis a tripsina e pronase, e termosensiveis, podendo ser inativadas se
submetidas a uma temperatura de 55°C durante 20 minutos. Apesar das inlmeras pesquisas
realizadas com o objetivo de isolar e caracterizar estas enterotoxinas diarreicas, sdo
conhecidas atualmente, apenas quatro delas: a hemolisina BL (componentes B, L1 e L2), a
enterotoxina nao-hemolitica (Nhe), a enterotoxina K e a enterotoxina T. As propriedades fisicas
das enterotoxinas estdo descritas na tabela 2.6. As trés primeiras j4 foram identificadas em
surtos alimentares (Bhunia, 2008). Esta sindrome provoca sintomas associados a exposicao (8
-16 horas) das enterotoxinas, contudo a sintomatologia € mais comum entre a 12° e 13° hora
de exposicdo, determinando uma duracdo entre 6 a 12 horas (Jay et al,. 2005). Estas
enterotoxinas estdo associadas a esporulacédo bacteriana e apresentam peso molecular entre
0s 38 e 45 kDa (Tabela 2.6). A dose infeciosa desta sindrome é relatada como sendo pela

presenca de 10°-10' células por grama de alimento (Scharaft & Griffiths, 2006).

Goepfert e colaboradores em 1972 foram os primeiros a relacionar o mecanismo de
patogenicidade de Bacillus cereus, a uma possivel enterotoxina. As suas conclusdes foram
baseadas nos resultados do teste “rabbit ileal-loop test” (LRIL), no qual o acimulo de liquido no
circuito € medido apdés a injecéo de coldnias de Bacillus cereus ou sobrenadante de cultura das
mesmas colonias (Goepfert et al., 1972). Este ensaio juntamente com a reacdo de
permeabilidade vascular (VPR), um ensaio que marca o aumento da permeabilidade das veias
de coelhos ou cobaias ap0s injecdo intradérmica de sobrenadantes de cultura de bactérias,

ainda é utilizado como um ensaio de referéncia para avaliar a toxicidade de extratos da toxina.

Ao longo do tempo tem-se pensado que a sindrome diarreica € uma intoxicagao
classica, devido a ingestdo de toxina produzida durante o crescimento de Bacillus cereus em
alimentos. No entanto, conclui-se que a doenca € causada pela ingestao de células de Bacillus
cereus que crescem e produzem uma enterotoxina no trato intestinal do paciente o que
desenvolve uma toxinfe¢do (Granum & Lund, 1997). Esta afirmacdo baseia-se em trés

observacdes:

» A maioria das estirpes produzem as enterotoxina em quantidades significativas
apenas depois de atingirem as concentracdes de células de 107/mL, enguanto
a dose infeciosa em muitos surtos foi definida como sendo de 10%-10%/mL;

> A atividade da enterotoxina exposta a um pH de 3,1, durante 20 minutos é
reduzida em 80%, e a toxina esta completamente destruida em 20 minutos de
exposicdo posterior a tripsina e quimiotripsina,;

» O tempo de incubagdo de 12-24 horas é demasiado longo para uma agao
enterotoxina simples, mas varias estirpes de Bacillus cereus sao capazes de
crescer bem em condi¢cdes anaerdbias a 37°C e produzir niveis significativos

de enterotoxina dentro de 6 horas (Granum, 1994).
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Tabela 2.5: Propriedades fisicas das enterotoxinas HBL, NHE, bceT, entFM, cytK- (Adaptado de Beecher
& Wong, 1994; Arnesen et al., 2008; Lund & Granum, 1996; Scharaft & Griffiths, 2006)

Toxina Caracteristica Massa Sequencia N-terminal Ponto

Molar Isoelétrico

Hemolisina BL | Toxina tripartida | B- 38,0 kDa | S-E-I-Q-T-N-N-G-D-T-A-L | 5,340+0,012

(HBL) constituida por um
de | L1-385 kDa | x- E-T-1-A-Q-E-Q-K-V-G- | 5,330+0,008

N-Y-A-L-G-P-E

componente
ligacdo as células, a
B (gene hblA) e

duas componentes

L2- 43,2 kDa | E-T-Q-x-E-N-M-D-I-x-S 5,330+0,016

responsaveis  pela
lise celular, a L1
(gene hbIC) e a L2
(gene hbID).

Enterotoxina néao-
hemolitica (NHE)

NUumero de aminoéacidos

Toxina tripartida

formada por trés

componentes
proteicos: NheA
(gene NheA), NheB
(gene NheB) e NheC
(gene NheC). NheA- 41,0 | 360 5,13
kDa
NheB- 39,8 | 372 5,61
kDa
NheC- 36,5 | 320 5,28
kDa
Enterotoxina B. Proteina simples bceT- 41,0 - -
cereus (bceT) (gene bceT) kDa
Enterotoxina B. Proteina simples entFM- 45,0 - -
cereus (entFM) (gene entFM) kDa
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Tabela 2.6: Propriedades fisicas das enterotoxinas HBL, NHE, bceT, entFM, cytK- (Adaptado de Beecher
& Wong, 1994; Arnesen et al., 2008; Lund & Granum, 1996; Scharaft & Griffiths, 2006) (Continuago).

Toxina Caracteristica Massa Sequencia N-terminal Ponto

Isoelétrico

Cytotoxina K (CytK) | Proteina (gene cytK) | cytK- 34,0 - -
com actividade kDa
dermonecrotica,
citotoxica e
hemolitica,
mostrando um
potencial citotoxico
em culturas de
células semelhante a
HBL e NHE.

2.2.2.2 Sindrome emética:

A sindrome emética foi identificada na década de 1970, estando relacionada com o
consumo de arroz frito. Esta doenca emética tem um tempo de incubacédo de 1-5 horas, e
manifesta-se com nduseas e vomitos cuja duragdo varia entre as 6 e 24 horas. A diarreia é

observada apenas ocasionalmente. (Kramer & Gilbert, 1989).

Esta sindrome envolve a toxina cereulida, cuja massa molecular é de 1,2 kDa.
Caracterizando esta toxina, sublinha-se o facto de esta toxina ndo ser uma proteina antigénica,
contudo é termoestavel e a sua producéo ocorre durante a fase estacionaria de crescimento do
Bacillus cereus (Bhunia, 2008).

A toxina envolvida na sindrome emética apresenta diferencas relativamente as toxinas
gue provocam a sindrome diarreica (Tabela 2.7). Essas diferencgas estéo ligadas ao tipo e peso
molecular (peso molecular da toxina cereulida inferior as das enterotoxinas associadas a
sindrome diarreica). Esta toxina é altamente resistente ao calor (a sua atividade ndo cessa
apos aquecimento a 120°C durante 1 hora). A sindrome emética esta mais associada a

alimentos amilaceos, principalmente arroz (Schoeni & Wong, 2005).

Neste tipo de sindrome provocada por intoxicagdo alimentar por Bacillus cereus pode-
se encontrar no alimento contaminado, normalmente, 10°-10° células/g de alimento. A dose de

toxina emética foi estimada em 30 pg por kg de peso corporal (Bhunia, 2008).
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Nem todos os alimentos tém as condigBes necessarias para a produgdo da cereulida
mesmo que o crescimento de B. cereus seja possivel (Agata et al., 2002). O leite, o arroz e

massas sao alimentos que suportam a produc¢éo da cerulida a 30 °C (Finlay et al. 2002).

Mahler e colaboradores realcaram um caso grave, conduzido por esta sindrome,
relacionado com um jovem de 17 anos que apresentou todos os sintomas do sindrome emético
acabando por morrer de insuficiéncia hepatica. Os autores acima mencionados relataram
também que o pai desse jovem sofreu de hiperbilirrubinemia e rabdomidlise, mas conseguiu

recuperar (Mahler et al., 1997).

Tabela 2.6: Propriedades fisicas da cereulida (Adaptado de Agata et al. (1995) e Ehling-Schulz et al.
(2006))

Toxina Caracteristicas Massa Molar

Cereulida Liga-se aos recetores 5-HT3 1,2 kDa
do nervo vago, no estdmago,
induzindo desta forma o
vomito. Por outro lado, esta
toxina pode também ser
responséavel por insuficiéncia
hepatica, uma vez que atua
como um ion6foro de
potassio e inibe a oxidacao
dos acidos gordos alterando
a atividade mitocondrial dos

hepatdcitos.

2.2.3 Patogenicidade Nao Gastrointestinal:

Além de intoxicacdo alimentar, Bacillus cereus provoca uma série de infecfes
sistémicas e locais, em individuos imunologicamente comprometidos e imunocompetentes. As
infecBes incluem bacteriemia fulminante, quanto ao sistema nervoso central (SNC) pode
ocorrer meningite e abscessos cerebrais. Também podera ocorrer outras patologias
associadas a outros pontos anatomicos tal como endoftalmite, pneumonia e infe¢cdes cutaneas
(Bottone, 2010).
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3.2.3.1 Infe¢bes do Trato respiratorio:

A invasdo da cavidade oral € mais comum em pacientes imunodeprimidos pois o
Bacillus cereus pode se alojar na cavidade oral do paciente através da inalagdo de esporos ou
por bactérias vegetativas que passam através de alimentos contaminados com Bacillus cereus
(Colpin et al., 1981). Esta patologia clinica ocorre quando as bactérias se agregam ao sulco na
cavidade oral ocorrendo o desenvolvimento e ativacdo das toxinas do Bacillus cereus o que

pode difundir para os tecidos adjacentes ou mesmo para outros locais do corpo.

Um relatério de Strauss e colaboradores, relativo ao desenvolvimento de
tragueobronquite pseudomembranosa numa paciente de 52 anos com anemia aplastica,
sugere que os danos mediados apds o tratamento da mucosa bucal poderdo acelerar a
germinacao de esporos e adesdo da célula vegetativa e posterior colonizagdo (Strauss et al.,
2001).

2.2.3.1 Infe¢cdes Nosocomiais:

Devido & ampla germinacéo de esporos de Bacillus cereus no solo, no pg, na agua, e
no ambiente hospital, o B. cereus, € geralmente considerado um contaminante, quando isolado
a partir de danos clinicos de diferentes origens (sangue, feridas, exsudados e saliva). No
entanto, foi ao longo do tempo que o Bacillus cereus ganhou notoriedade na causa maioritaria
de surtos nosocomiais (Tabela 2.8), envolvendo pacientes imunodeprimidos hospitalizados,
contaminagdo de reservatérios ambientais tais como filtragem de ar contaminado e
equipamento de ventilagdo (Bottone, 2010). O Bacillus cereus também pode ser detetado em
equipamentos de fibra dptica de broncoscopia e em luvas de uso hospital, por sua vez também
pode ser isolado e presenciado em maos do pessoal profissional de saude, cateteres
intravenosos, solu¢bes de lavagem de méaos a base de alcool, tubos de colheita de sangue
periférico, balBes utilizados na ventilagdo manual, roupa de cama e toalhas reutilizadas (caso

descrito por Dohmae e colaboradores (2008), detetado no Japao).

El Saleeby e equipa relataram um caso de um paciente com 17 anos de idade, vitima
de leucemia linfoblastica aguda apresentando uma diminuicdo no nimero de neutréfilos na
circulagdo sanguinea por consequéncia de uma bacteriemia causada por Bacillus cereus. A
causa da bacteriemia estava relacionada com a ingestdo de cha morno. Uma investigagdo
minuciosa por esses autores mostrou uma alta prevaléncia, em 17 de 19 sacos de cha, de

contaminacéao por Bacillus cereus (El Saleeby et al., 2004).
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Tabela 2.7: InfegBes nosocomiais por Bacillus cereus, de 1993 a 2009 (adaptado de Bottone, 2010).

Ano de ocorréncia

Numero de pacientes

afetados

Fontes de infecéo

1993

16 (1 morreu)

Equipamento de ventilag&o

contaminado

1994

2 (sem informac&o)

Roupa para uso hospitalar
contaminada

2000

3 Neonatais (1 morreu)

Baldes usados na ventilacao
manual contaminados; Maos
do pessoal de enfermagem

contaminadas.

2000-2005

16 (sem informac&o)

Cateteres secos e
reutilizados; Toalhas
esterilizadas a vapor;

Lavagem de maquinas entre
as linhas de separac¢éo dos

quartos hospitalares.

2003

1 (sobreviveu)

2004

1 (sobreviveu)

2006

3 (1 morreu)

2009

18 (sem informacéo)

Cateter de via central
contaminado; Sacos de cha

contaminados;

Algodao néo estéril utilizado

para desinfecdo da pele.

Gazes contaminadas; Pontas
do cateter contaminadas;
Ambiente hospitalar ndo

estéril; Toalhas esterilizadas

a vapor; Pote de
armazenamento do algodao

com alcool contaminado.
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2.2.3.2 Infe¢des oculares - Endoftalmites:

Callegan e grupo, em 1999, relataram um caso de um paciente de 45 anos de idade,
com histoéria de diabetes mellitus (insulinodependente). O paciente foi intervencionado a uma
catarata e ap6és 3 dias da cirurgia apresentou vermelhiddo e dor no olho esquerdo. Um
diagndstico rapido de endoftalmite foi efetuado através da técnica de coloracdo de Gram ao
fluido vitreo, que mostrou numerosos bacilos Gram-positivos. Apesar de os antibiéticos
vancomicina e ceftazidima terem sido administrados por via intravenosa, a infe¢éo progrediu.
Foram executadas técnicas de diagnéstico laboratorial a culturas do fluido intraocular e ao
sangue, sendo os resultados confirmatérios de presenca e crescimento de Bacillus cereus
(Callegan et al., 1999).

A endoftalmite € uma infe¢do ocular resultante de uma infe¢do microbiana trauméatica
ou sistémica no interior do olho. O resultado da infe¢@o varia consoante o agente microbiano
envolvido e da rapidez de resposta para o tratamento. A marca da lesdo oftdlmica € um
abscesso de anel intracorneano acompanhado por uma rapida progressao da dor, quemose,
proptose, hemorragia retiniana, e perivasculite. As manifestacfes sistémicas incluem a febre,

leucocitose e mal-estar geral (Martinez et al., 2007).

2.2.3.3 Infe¢des do Sistema Nervoso Central:

Varios autores tém avangcado com a juncdo patolégica entre a presenca de Bacillus
cereus no trato gastrointestinal e as infe¢cfes do sistema nervoso central (SNC). Esta relagéo
depara-se mais frequentemente em pacientes que apresentaram sintomas gastrointestinais
(nauseas, vomitos, dor epigastrica, ou diarreia) sugestivos de intoxicagdo alimentar antes do
envolvimento com o SNC ou sintomas gastrointestinais desenvolvidos concomitantemente com
envolvimento do SNC. A patogénese da infecdo por Bacillus cereus no SNC (Figura 2.3), na
maioria dos casos é obscuro, apesar de varios fatores de risco terem de ser considerados
(Bottone, 2010).

O conceito reforga a aquisicdo de B. cereus, a partir de uma fonte exdgena, por
exemplo, a partir de alimentos ou de agua, com invasdo gastrica, necrose da mucosa e
alastramento para o figado e sistema nervoso central através da circulagdo sanguinea. O
suporte para este principio pode ser adquirido na autdpsia, o que pode revelar o envolvimento
do figado (Akiyama et al., 1997).

Funada e colaboradores relataram o caso de pacientes com leucemia que
desenvolveram uma septicemia fatal. Isolou-se um caso Unico de um paciente e analisou-se as

fezes do mesmo isolando o Bacillus cereus. Este paciente desenvolveu uma sindrome clinica
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de gastroenterite aguda, meningoencefalite com hemorragia subaracnoide e multiplos
abscessos hepaticos e infartos do figado repleto de infiltracdo de Bacillus cereus (Funada et
al., 1988).

Bottone descreveu um caso clinico que envolvia um homem de 28 anos de idade que
apresentava sinais de hematomas, sangramento das gengivas e nariz e um registo de 2
semanas de diarreia sem residuos de sangue. Através de uma analise citolégica a medula
Ossea, 0 paciente foi diagnosticado com leucemia linfocitica aguda (células T), para o qual foi
administrada quimioterapia por indugé@o. Sete dias depois do tratamento, o paciente evoluiu
com calafrios seguido por um episodio febril, dois dias mais tarde. Foram executadas
hemoculturas onde cresceu a bactéria Bacillus cereus. O paciente acabou por falecer e a
autopsia revelou necrose hemorragica bilateral do cérebro, com numerosos Bacilos Gram-
positivos incorporado nas areas de necrose incluindo invasdo por B. cereus no Sistema

nervoso central (Bottone, 2010).

Figura 2.3: Necrose hemorragica (representada na seta vermelha) no cérebro devido a
invasdo por B. cereus num paciente com leucemia linfocitica. Adaptado de Bottone,
2010.

A Comissdo Organizadora da Secdo de Neonatologia da Sociedade Portuguesa de
Pediatria (SPP) do Hospital Professor Doutor Fernando da Fonseca organizou uma reunido
monotematica sobre Infeciologia Neonatal com varios servigos pediatricos a nivel nacional.
Machado e equipa pertencente a Unidade de Cuidados Intensivos Neonatais, do servico de
pediatria no Hospital de Braga, relataram um caso de Infe¢cdo por Bacillus cereus numa
unidade de cuidados intensivos neonatais. Esta equipa deu enfase ao tema envolvendo a
sépsis como uma causa importante de morbilidade e mortalidade neonatal, principalmente nos
recém-nascidos com muito baixo peso. As infe¢cdes do Sistema Nervoso Central tém uma
incidéncia de 1,4% neste grupo. A taxa de mortalidade varia com o microrganismo, estado de
imunocompeténcia do recém-nascido e complicagdes associadas. Machado e colaboradores
indicam que o Bacillus cereus (apesar de raro) é a causa de meningoencefalite em doentes
com doenca grave aguda e/ou doentes imunocomprometidos, estando associado a uma

mortalidade de 80% nos RNMBP (recém nascido de muito baixo peso).
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O caso foi descrito sendo um recém-nascido de Gestagdo gemelar, pré-termo de 24
semanas, sexo feminino. O recém-nascido apresentava Sépsis nosocomial com necessidade
de vérios ciclos de antibioterapia. O recém-nascido iniciou a terapéutica com vancomicina,
meropenem e fenobarbital. Na hemocultura foi isolado Bacillus cereus. Posteriormente
observou-se 0 agravamento com necessidade de ventilacdo assistida. Atualmente o recém-
nascido apresenta atividade esponténea diminuida e mantém hemiparésia esquerda com

paralisia facial direita.

Bantados e colaboradores, em 2013, discutiram um caso clinico de bacteriemia de
Bacillus cereus em pacientes que usam drogas intravenosas. Estes autores concluiram que o
B. cereus ndo deve ser considerado como um contaminante, quando isolado a partir de
pacientes que usam drogas por via intravenosa. O extenso trabalho foi fruto da conclusao de
que o B. cereus tem manifestacBes clinicas diferentes e consequentes complicacBes. Os
autores deram relevancia ao tratamento antimicrobiano prolongado em pacientes com
bacteriemia persistente, mesmo quando uma fonte endovascular ndo pode ser identificada de

forma positiva (Bantados et al., 2013).

N&o ha nenhuma concluséo para os casos de infe¢cdes ndo gastrointestinais devido a
B. cereus. Apesar de a ocorréncia ser rara, o reconhecimento destes casos fazem validar a
coexisténcia da bactéria ambiental generalizada com a flora humana. Por um lado, a bactéria
evoluiu numa série de atributos relacionados com a viruléncia, tais como adesinas bacterianas
e toxinas que permitem a sua entrada e sobrevivéncia dentro do hospedeiro humano e, em
circunstancias apropriadas que permite habilita-lo e ultrapassar barreiras para produzir doenca
em varios compartimentos anatémicos. O grande obstaculo na avaliagdo da sua presenca
quando isolados a partir de uma amostra clinica € superar o facto de ser um contaminante
insignificante que ainda esta em fase de investigacdo, apesar de existir uma documentagéo

global em curso acerca das infe¢Bes extraintestinais (Buttone, 2010).

2.3 Alimentos envolvidos em infe¢cBes gastrointestinais por Bacillus cereus:

O Bacillus cereus encontra-se largamente distribuido na natureza, tendo ja sido isolado
no solo, po6, colheitas de cereais, vegetacdo, pélos de animais, agua e matéria em
decomposicao. Assim, o microrganismo € encontrado numa grande variedade de produtos
agricolas e de origem animal. Os alimentos podem ser contaminados por Bacillus cereus
durante 0 manuseio, processamento ou distribuicdo, podendo o0 microrganismo crescer e

determinar a ocorréncia de doencas de origem alimentar (Dufrenne et al., 1994).

Os membros do grupo B. cereus sdo microrganismos ubiquitarios encontrando-se
distribuidos no ambiente, principalmente devido a sua capacidade de produzir esporos. O

homem ndo contribui significativamente como veiculo de contaminacdo dos alimentos por
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Bacillus cereus, embora este possa estar temporariamente presente no intestino de individuos
saudaveis. Os animais podem ser portadores de Bacillus cereus no seu corpo podendo causar,

ocasionalmente, mastites em vacas (www.asae.pt).

Alguns estudos tém demonstrado a habilidade do microrganismo de crescer em

temperaturas de refrigeracdo em varios substratos (Valero et al., 2003).

Entre os alimentos mais frequentemente contaminados por Bacillus cereus estdo os
cereais, o leite cru, o leite processado termicamente (Bartoszewicz et al., 2008), as carnes, 0s
produtos carneos (Borge et al., 2001),as sopas, os pudins (Rhodehamel & Harmon, 1995), os
alimentos desidratados, as especiarias (Chen et al., 2001), o arroz cozido ou frito (Cronin et al.,
2009), os vegetais prontos a consumir, (Ouoba, et al., 2008) e também produtos nutricionais
farmacéuticos (Arribas et al.,1988). A contaminacdo, através deste microrganismo, pode ter
origem em equipamentos e utensilios utilizados na pré-preparacdo, preparacao e distribuicdo
dos alimentos, evidenciando que processos de limpeza e sanitizagéo, quando realizados de
maneira inadequada, podem contribuir para que estes locais sejam fontes de contaminacgéo
(Svensson et al., 2004). Alguns alimentos foram notificados pelo RASFF (Rapid Alert System
for Food and Feed), desde 2005, dos quais destaca-se o cacau, o leite UHT, as massas semi-

frescas, a mistura de especiarias e 0 peixe, quanto a contaminagédo por Bacillus cereus.

O Bacillus cereus, como ja foi referido, tem origem no solo e no pé, sendo um
contaminante comum dos cereais e outros alimentos, encontrando-se a superficie dos
invélucros dos graos. As farinhas resultantes dos cereais servem de matéria-prima para o
fabrico de quantiosos alimentos, especialmente na panificacdo e produtos de confeitaria. E um
microrganismo que produz esporos termorresistentes que o tornam particularmente adaptado
aos alimentos tratados termicamente, como é o caso dos produtos de confeitaria, existindo por

isso a possibilidade de aparecimento neste tipo de produtos.

A ampla distribuicdo do microrganismo e a sua capacidade de produzir esporos
resistentes a condi¢Bes de secura e a temperaturas elevadas significam que alimentos prontos
a serem consumidos possam conter Bacillus cereus pelo que requerem medidas de controlo
que previnam o0 seu crescimento, especialmente depois de cozinhados, quando toda a flora
competitiva foi eliminada. Alimentos como a carne, o leite, os vegetais e os produtos do mar
tém sido implicados na intoxicagdo do tipo diarreica, que resulta da ingestdo do alimento
contaminado com a toxina pré-formada ou do alimento contaminado com a bactéria que depois
de ingerida produz e liberta a toxina no intestino. A intoxicagdo emética, resultante da ingest&o
do alimento com a toxina pré-formada, tém sido associados pratos de arroz, alimentos
desidratados, massas e queijo. O Bacillus cereus tem sido detetado em numerosas ervas
desidratadas, especiarias, preparados para molhos, pudins, sopas, produtos de pastelaria e
saladas (ICMSF,1996).
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2.3.1 Alimentos contaminados com Bacillus cereus - Casos a nivel

nacional:

Veiga e equipa da Direcdo de avaliagcdo e comunicacdo dos riscos em Portugal, da
Autoridade de Seguranca Alimentar e Econémica (ASAE), asseguraram que os dados relativos
as doencas de origem alimentar em Portugal sédo raros, 0 que se transpde numa incorreta
percecdo da importancia relativa de cada uma das doencas. Para esta situagdo Veiga e equipa
indicaram que a maioria das vitimas de uma infegdo ou intoxicacdo alimentar ndo recorre a um
profissional de salide e, quando o faz, raramente € sujeita a andlises que permitam identificar o
agente responsavel. Por outro lado, apenas algumas doencas de origem alimentar sdo de
declaracdo obrigatéria tais como a salmonelose, brucelose, botulismo, febres tifide e
paratiféide, hepatite A aguda e shigelose, o que faz com que os agentes de algumas dessas
enfermidades, como a salmonelose, acabem por ser considerados 0s principais responsaveis
pelas doencas de origem alimentar, 0 que pode ndo transpor a situagdo veridica. Uma das
causas que pode contribuir para que o peso de Bacillus cereus como agente patogénico
alimentar seja desconsiderado é o diagndstico ndo adequado, uma vez que a doenga causada
por este agente pode ser confundida com outro tipo de toxinfe¢cdo alimentar (Veiga et al.,
2009).

As doencas infeciosas podem constituir um perigo para a comunidade. Por isso, o
médico, quando tem conhecimento da ocorréncia de uma dessas doencas de declaracédo
obrigatoria, deve preencher o boletim de declaracéo obrigatéria que tem como objetivo diminuir
0 risco de contagio dessas doencas. Nos casos em que as doencas possam tornar-se
emergéncia nacional ou tém um tempo Util escasso para a tomada de medidas preventivas
eficazes (como as doencas de transmisséo alimentar), o0 médico deve avisar a Autoridade de
Salde através do meio mais rapido possivel. Imediatamente, a Autoridade de Salde local
implementa ou verifica as medidas necessarias para evitar o risco de contagio subsequente

(http://www.min-saude.pt/portal/).

De acordo com os dados fornecidos e declarados no oitavo relatério da Organizagao
Mundial de Saude (OMS), WHO Surveillance Programme for Control of Foodborne Infections
and Intoxications in Europe, Portugal, no ano 1999, reportou um surto de toxinfecdo alimentar

por B. cereus que atingiu sete pessoas e outro surto no ano 2000, atingindo seis pessoas.

Em Portugal, em 2009, foram registados, oficialmente, 11 surtos com origem alimentar.
Do total de 251 pessoas que evidenciaram sinais de doenca, resultaram 90 hospitalizacSes e 1
caso fatal. Os agentes etioldgicos envolvidos nos casos com maior nimero de doentes foram
Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens, Escherichia coli, Bacillus cereus e Salmonella
enteritidis (EFSA, 2011).

Entre 0 ano de 2008 e de 2011 ocorreram surtos que foram reportados pela “The

European Food Safety Authority” (EFSA) e estudados pelos laboratérios de Microbiologia do
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Departamento de Alimentacdo e Nutricdo do INSA. Porém foi enviado ao INSA géneros
alimenticios para o devido estudo microbiologico para que fosse identificado o agente etioldgico
envolvido no surto. Dos surtos reportados (81 surtos), o que representou o numero de
hospitalizacGes maiores foram os surtos (2 surtos correspondentes a 144 casos humanos) que
envolveram Bacillus cereus e Bacillus spp. com 74 casos de humanos hospitalizados. Os
géneros alimenticios que estiveram envolvidos nestes surtos foram as bifanas (cujo namero
elevado de Bacillus cereus era de 6,0 x 10* UFC/g), o peixe assado com puré e o frango
estufado com arroz. Nestes dois Ultimos géneros alimenticios também foi enumerado Bacillus

spp. (Correia et al., 2013).

A 16 de Abril de 2009, cooperantes da Direcdo de Avaliacdo e Comunicacdo dos
Riscos, pertencente a Autoridade de Seguranca Alimentar e Econdmica, definiram alguns
géneros alimenticios aos quais, nos Ultimos trés anos, esteve associada, em Portugal, a
presenca de agentes biologicos patogénicos. Um dos géneros alimenticios, arroz de pato,

apresentou diversos agentes patogénicos entre os quais o Bacillus cereus (Veiga et al., 2009).

Carvalho e equipa do Departamento de Tecnologia Alimentar, Biotecnologia e Nutricdo
Instituto Politécnico de Santarém, Escola Superior Agraria e Departamento de Controlo
Alimentar do Laboratério de Medicina Veterindria realizaram uma pesquisa e contagem de
Bacillus cereus em produtos de pastelaria com e sem creme. Como ja foi referido
anteriormente, o Bacillus cereus tem origem no solo e no pd, sendo um contaminante comum
dos cereais, encontrando-se na extensdo dos invélucros dos grdos. Como o Bacillus cereus é
um microrganismo que produz esporos termorresistentes que o tornam particularmente
adaptado aos alimentos tratados termicamente, como € o caso dos produtos de pastelaria, ha
uma grande possibilidade deste microrganismo aparecer neste tipo de produtos a base de

cereais.

O estudo decorreu entre 0 més de fevereiro e abril do ano de 2013 e envolveu 1070
amostras das quais 675 eram produtos de pastelaria sem creme e 395 produtos de pastelaria
com creme. De acordo com os critérios microbioldgicos estabelecidos pelo Instituto Nacional de
Saude Dr. Ricardo Jorge (INSA) averiguou-se que mais de 95% destes produtos apresentaram
niveis inferiores ao valor maximo de referéncia relativamente a Bacillus cereus. Os produtos
que apresentaram niveis superiores, pertenciam, na sua maioria, ao grupo dos produtos de
pastelaria com creme. Para tal resultado, Carvalho e equipa sublinharam a possibilidade desta
contaminagdo por Bacillus cereus ser devido ao facto de o recheio ser adicionado depois da
cozedura o0 que podera dar origem a recontaminacdes. Em termos de seguranca alimentar dos

consumidores, os resultados foram ditos como satisfatérios (Carvalho et al., 2014).
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2.3.2 Alimentos contaminados com Bacillus cereus - Casos a nivel

internacional:

Os agentes etiolégicos geradores de doencas do foro alimentar diferem de continente para
continente e de pais para pais, originando, deste modo, grandes diferencas de percentagens
de surtos ou casos atribuidos a esse agente. As toxinfeces alimentares causadas por Bacillus
cereus séo relatadas e descritas desde o ano de 1955.

“Centers for Disease Control and Prevention” (CDC), em 1980, notificou nove casos de
surtos causados por Bacillus cereus, envolvendo alimentos como a carne (bovina e de peru) e
comidas mexicanas. Em 1981, oito surtos foram descritos pela CDC e os principais alimentos
envolvidos foram o arroz, os crustaceos e os moluscos. Existem dados que a CDC tem de
outros surtos que ndo estdo registrados ou sao mal diagnosticados devido & semelhanca com
0s sintomas da intoxicagdo por Staphylococcus aureus e sindrome emética de B. cereus, e da
intoxicagdo por Clostridium perfringens tipo A e sindrome diarreica de B. cereus

(http://www.cdc.gov/).

Entre 1985 e 2000 surgiram surtos de toxinfecdo alimentar nas For¢cas Armadas Alemas
tendo surgido o Bacillus cereus como responsavel por 30% dos casos em humanos e 42% dos
surtos declarados. Estes dados foram revelados por Ehling-Schulz e cooperantes apos

investigacdo na Alemanha (Ehling-Schulz et al., 2004).

A forma predominante de toxinfecdo por B. cereus na Noruega, Finlandia, Bulgéaria e
Hungria é a sindrome diarreica, enquanto no Reino Unido, Estados Unidos e Japédo a forma
predominante é a sindrome emética (Granum & Lund, 1997;Kotiranta et al., 2000; Ehling-
Schulz et al., 2004). Este tipo de sindrome (emética) entre 1950 e 1985 prevaleceu no Japao e
no Reino Unido (Kramer & Gilbert,1989), além do mais, no Japdo a forma emética esta descrita

como sendo dez vezes mais frequente do que a forma diarreica (Granum & Lund, 1997).

Kramer & Gilbert revelaram que, entre 1973 e 1985, o Bacillus cereus foi um dos agente
etioldgicos que provocou toxinfecdes alimentares (Tabela 3.9) no Japdo, Canada, Pais de
Gales, Inglaterra, Escocia, Holanda e também na Finlandia. Na Hungria, entre 1960 e 1968 o

Bacillus cereus foi responsavel por 15% das toxinfe¢des alimentares (Kramer & Gilbert,1989).

O Bacillus cereus foi também o microrganismo mais implicito em surtos de toxinfecéo
alimentar, no ano de 1990, na Noruega. Em 1994, este microrganismo também foi um dos
causadores de toxinfecBes alimentares (Tabela 3.9) em Taiwan (Pan et al., 1996; Kotiranta et
al., 2000).

Simone e colaboradores reportaram o Bacillus cereus como o maior responsavel por
grande numero de episodios de toxinfe¢éo alimentar na Holanda entre 1991 e 1994 (Simone et
al., 1997).
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Chapec6 (municipio brasileiro do estado de Santa Catarina) entre o ano de 1995 e 2007
deteve 61 casos de surtos de toxinfecdo alimentar em que 6 dos surtos (Tabela 2.9) eram por
Bacillus cereus (Marchi et al., 2011).

Por cada ano (entre 2000 e 2008) 9,4 milhdes de pessoas foram atingidas por varios
agentes etioldgicos, nos Estados Unidos. Desse numero de pessoas, 3,4 milhdes
apresentaram toxinfe¢des bacterianas sendo 0,6% por Bacillus cereus (Tabela 2.9) (Scallan et
al., 2011).

Do total de 63 surtos notificados em Mato Grosso do Sul (Brasil) no periodo de 1998-2001,
trinta e nove (62%) foram confirmados (Tabela 2.9) e os microrganismos isolados mais
frequentemente nesses surtos confirmados foram Staphylococcus coagulase positiva,
Salmonella spp., Escherichia coli, Clostridium perfringens e Bacillus cereus. O microrganismo

Bacillus cereus foi indentificado em 4 dos 37 surtos (Camara, 2002).

De acordo com o relatério redigido em 2006 pela EFSA (European Food Sagety Authority)
constatou-se que na Unido Europeia foram reportados 5710 surtos de toxinfecdo alimentar
(mais 399 que no ano de 2005) de entre 0s quais 13 ocorreram em Portugal (mais dez que no
ano de 2005). Os microrganismos do género Bacillus ocuparam o oitavo lugar com 78 surtos. A
toxinfecdo provocada por toxinas € a quinta causa mais frequente. As toxinas de Bacillus
cereus foram responsaveis por 77 surtos (941 casos humanos), correspondendo a 17,1% dos
casos (Tabela 2.9). Dos 941 casos humanos, 34 foram hospitalizados e nédo foi registado
nenhuma morte. Os principais alimentos envolvidos corresponderam a carne, a produtos
carneos e cereais (incluindo arroz), no entanto em 33 surtos, a fonte ndo foi especificada e em
18,2% dos surtos a fonte era desconhecida. Estes surtos ocorreram principalmente em
restaurantes (57,1%), tendo o maior surto ocorrido na Bélgica (envolveu 70 pessoas) atravées

de leite contaminado com B. cereus (EFSA, 2007).

No ano de 2010 foi notado 26 surtos compreendendo 561 casos humanos, causado por
toxinas de Bacillus evidenciados na Unido Europeia. Apenas trés (0,5%) destes casos
humanos foram hospitalizados, na Hungria. Tanto o ndmero de surtos como o nimero de
casos foi menor em 2010 do que em 2009 (59 surtos, 929 casos). Nao houve mortes

registradas causadas por toxinas de Bacillus em 2010 (EFSA,2012).
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Tabela 2.8: Surtos confirmados por varios agentes etiolégicos incluindo Bacillus cereus entre 1960 e
2008.

Pais/Continente x % Percentagem de Autores

incidéncia do B.

Cereus*
1960-1968 Hungria 15%
Finlandia 17,8%
Holanda 11,5%
Escocia 0,8% Kramer &
Gilbert,1989
1973-1985 Inglaterra 0,7%
Pais de gales 0,7%
Canada 2,2%
Japao 0,7%
1994 Taiwan 14,9% Pan et al., 1996
Kotiranta et al., 2000
1995-2007 Brasil (Municipio de 9,7% Machie et al.,2011
Chapeco)
2000-2001 Brasil (Estado Mato 10,3% Cémara, 2002
Grosso do sul)
2000-2008 Estados Unidos 0,6% Scallan et al., 2011
2006 Europa 1,3% EFSA, 2007

*Percentagem -NUmero total de toxinfe¢BGes alimentares x% em que foi devido a Bacillus cereus.
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2.3.3 Alimentacdo infantil e o Bacillus cereus:

A alimentagdo determina o estado de salde de populagbes no geral e individuos de
diversas faixas etarias em particular as criancas, traduzindo assim as suas condi¢des de vida,
0 contexto em que se inserem e a cultura que partilham (Loureiro, 2004). A importancia da
alimentacéo e o estado da nutricdo no crescimento e desenvolvimento da crianga contribuem
para a sua saude, sendo a avaliacdo da qualidade microbiolégica extremamente elementar
para garantir a seguranca alimentar deste tipo de alimentos (WHO-World Health Organization,
2007).

Nos primeiros anos de vida a alimentacdo tem um grande peso, pois as criancas estdo
mais sujeitas a caréncias e desequilibrios nutricionais e as experiéncias de vinculacdo e a
educagcdo que se recebe sdo determinantes na adocdo de atitudes e comportamentos
relacionados com a salde. Assim, uma alimentacdo saudavel € essencial para assegurar um

adequado crescimento e desenvolvimento das criancas (Nunes & Breda, 2001).

Para assegurar a salde dos lactentes e das criangas jovens, a regulamentacao
comunitaria (Regulamento (CE) n° 1881/2006 da Comissdo de 19 de dezembro de 2006 que
fixa os teores méximos de certos contaminantes presentes nos géneros alimenticios e o
Regulamento (CE) n° 2073/2005 da Comisséo de 15 de novembro de 2005 relativo a critérios
microbiolégicos aplicaveis as géneros alimenticios) introduziu valores limites especificos para
os contaminantes nos alimentos dirigidos a alimentagdo infantil sendo necessario otimizar e

validar os métodos analiticos para baixos teores de contaminantes.

Furtado e equipa pertencente ao Departamento de Alimentacdo e NutricAo do INSA,
redigiram um artigo, em 2013, acerca dos contaminantes de origem microbiolégica em
alimentacéo infantil. Para tal investigacdo analisaram-se 62 amostras de formulas desidratadas
infantis (leites e papas) colhidas em hipermercados e lojas de produtos biolégicos, na cidade
de Lisboa. Os ensaios microbiolégicos efetuados nas amostras acima detalhadas incidiram nas
contagens de diversos microrganismos de entre 0s quais se destaca o Bacillus cereus. Nas
amostras com niveis de qualidade aceitaveis, foram detetadas estirpes de Bacillus cereus em

27% de amostras analisadas (Figura 2.4).

No entanto, como o Bacillus cereus é uma bactéria potencialmente patogénica,
efetuou-se a pesquisa de toxina diarreica das estirpes isoladas, verificando-se que 16% eram
produtoras desta toxina (Furtado et al., 2013).
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B. cereus ausente: Toxina positiva:

73%

B. cereus
presente:

27%

Toxina Negativa:

11%

Figura 2.4: Resultado do estudo da andlise microbioldgica das 62 amostras de férmulas desidratadas
infantis. Circulo rosa claro represente 73 % da totalidade das amostras foram negativas, Circulo castanho
claro indica a presenca de Bacillus cereus em 27% de amostras analisadas; Percentagem da toxina
produzida sublinhado a cor de laranja. Adaptado de Furtado et al., 2013.

Os microrganismos que fazem parte da flora tipica dos leites em p6 sdo 0s micrococos,
estreptococos e microrganismos aerdbios formadores de esporos, como o Bacillus cereus. Os
microrganismos que habitualmente estdo envolvidos em tracos de doenc¢a cujo portador é o
leite em p6 sdo a Salmonella, a Listeria monocytogenes, o Staphylococcus aureus, o Bacillus
cereus e o Enterobacter sakazakii (ICMSF, 2002). Com efeito, as formulas infantis em p6 séo
frequentemente avaliadas para a presenca dos agentes etiolégicos anteriormente referidos
(Forsythe, 2005).

O controlo do B. cereus na industria de produtos lacteos pode envolver algumas
complicagBes dada a sua capacidade de esporulagdo e por ser um contaminante potencial do
leite e do ambiente. Dado que os esporos do B. cereus sao hidrofdbicos, favorece a formacgéo
de biofilmes nas superficies de contacto com alimentos, sendo a sua remocdao dificil através
dos procedimentos habituais de higienizag¢éo tal como a pasteurizacdo, pois ndo é suficiente na
eliminagdo deste agente patogénico uma vez que 0s esporos sdo termorresistentes (Hilliard et
al., 2003).

O CDC em 1994 reportou um caso de surto que ocorreu em criancas e funcionéarios de
creches apés um almocgo servido. Em 21 de julho de 1993, Virginia (um dos 50 estados dos
Estados Unidos, localizado na regido sudeste do pais), sofreu um surto, causado por uma
doencga gastrointestinal aguda. O Bacillus cereus foi o agente etioldgico causador de doencas
transmitidas por alimentos, responsaveis por 2% dos surtos notificados ao CDC durante 1973-
1987.0 episédio de toxinfecdo alimentar ocorreu numa creche onde estavam 82 criancas
(idade < 6 anos) e 9 funcionarios e ap0s investigacdes feitas constatou-se que das 91 pessoas

presentes na creche, 67 tinham consumido a refeicdo fornecida durante almoco. Das 67
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pessoas que consumiram a refeicdo, somente 14 (21%) desenvolveram sintomas tais como
nausea (71%), dores abdominais (36%) e diarreia (14%). Doze dos catorze casos ocorreram
em criangas entre os 2,5 anos e os 5 anos. Os outros dois casos ocorreram em funcionarios. O
Unico prato associado a doenca foi o de frango e arroz frito cuja preparacao foi executada num
estabelecimento perto da creche na noite anterior a refeicdo e foi arrefecido a temperatura
ambiente antes de refrigeracdo. Na manha do almoco, o arroz foi frito em 6leo com pedacos de
frango cozido e foi imediatamente entregue na creche sem refrigeracédo prévia e foi servido

sem reaquecimento (CDC, 1994).

Depois de executadas andlises microbiolégicas a refeicdo e ao vomito de uma das
criancas afetadas, o Bacillus cereus foi detetado e isolado. Enumeraram mais de 10° UFC/g de
alimento no frango com arroz frito e mais de 10° UFC/g no vémito da crianca. Apds o surto, a
autoridade de saude do distrito recomendou a toda a equipa do restaurante que o
arrefecimento a temperatura ambiente de arroz ou outro qualquer alimento deveria ser
interrompida e a comida deveria ser mantida a temperaturas adequadas (ou seja, abaixo dos 5
°C ou acima de 60 °C para tal recomendaram também o uso de termOmetro para verificar a

temperatura dos alimentos (CDC, 1994).

A organizacdo mundial da saldde langcou uma diretriz sobre a preparacdo, segurancga,
armazenamento e manipulagdo das formulas desidratadas infantis e mencionou que o uso de
agua muito quente, para a reconstituicdo das formulas desidratadas infantis, tem sido
questionado devido a perda de nutrientes sensiveis ao calor, ao risco de queimaduras para
lactentes e para o preparador e também ao risco de ativacdo de Bacillus cereus ou outras
baterias esporuladas (FAO / WHO, 2006). Os resultados dos estudos relatados (Standard Food
Australia New Zealand, 2003) indicam que o nivel de Bacillus cereus na féormula ndo é afetado
nem pela temperatura da agua usada (56°C ou 90°C) nem pelo posterior arrefecimento (WHO,
2007).

Becker e colaboradores revelaram que os alimentos para criangcas incluindo os
produtos de leite em pé sdo conhecidos por serem frequentemente contaminados com Bacillus
cereus. A fonte do organismo e 0 seu comportamento, no produto e no equipamento, durante o
processamento, € amplamente discutido pelos autores. No que diz respeito a incidéncia de B.
cereus em alimentos para crianca Becker e equipa ilustraram que 261 amostras de alimentos
para criangas foram distribuidos em 17 paises, posteriormente foram colhidos e analisados
para a detecdo e enumeracao de B. cereus. Os resultados foram os seguintes:

» 54% do total de amostras estavam contaminadas com 0,3-600 niveis de
Bacillus cereus /g de alimento;

» 10% do total de amostras revelaram contagens > 10 niveis de Bacillus cereus/g
de alimento;

» 44% do total de amostras positivas continham entre 0,3 a 10 niveis de Bacillus

cereus/g de alimento;
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» 1,5% do total de amostras estavam contaminadas com mais de 100 niveis de
Bacillus cereus/g de alimento atingindo o valor maximo de 600 niveis de
Bacillus cereus/g de alimento.

» 50% dos alimentos contaminados eram férmulas para lactentes com base em
leite.

Comparados estes resultados a estudos anteriores, de 1982/83, a percentagem de
amostras contaminadas provenientes da Alemanha aumentou de 31% para 70% (no caso de
férmulas infantis), de 28% para 55% (no caso de férmulas de transi¢éo), e de 40% para 100%
(no caso de alimentos dietéticos especiais). Deve salientar-se, no entanto, que o nimero de B.
cereus foi quase o0 mesmo em ambos os estudos com a contagem mais alta em 1982/83 de
460 UFC/g e, em 1992, de 600 UFC/g. Sublinha-se o facto de a bactéria estar presente num
baixo nivel de incidéncia, o que ndo constitui um perigo potencial aquando da ingestédo destes
alimentos. Os principais fatores de risco associados a ocorréncia de surtos sao o
manuseamento e preparagdo antecipada e a manutencdo das temperaturas incorretas que séo
favoraveis ao crescimento e desenvolvimento deste microrganismo até niveis que permitam a

producgéo de toxinas.

A concluséo desta investigacao feita por Becker e colaboradores visou a revelacdo da
boa qualidade microbiol6gica dos alimentos analisados, sendo o consumo dos mesmos
estritamente seguro caso se respeite as recomendacdes de preparacdo e manipulacdo bem

como o tempo que decorre entre a preparacgdo e o consumo (Becker et al., 1994).

2.3.4 Bacillus cereus no arroz e produtos a base de cereais:

O arroz é um cereal que faz parte da dieta habitual dos habitantes de todo o mundo e é
também o alimento que tem sido mais envolvido em toxinfe¢cbes alimentares associadas ao
Bacillus cereus (Harmon et al., 1992; Che et al., 2001). Este microrganismo € reconhecido
como um agente etiolégico de doencas de origem alimentar h4 mais de 40 anos (Adams &
Moss, 2000).

Um surto associado a este microrganismo € caracterizado por nduseas e vomitos entre
a primeira e a quinta hora ap6és a ingestéo de arroz cozinhado, segundo o publicado pelo Public

Health Laboratory Service (Reino Unido) em 1972 (www.asae.pt).

A forma de confecionar o arroz, quando este se destina ao consumo humano, pode
promover o crescimento de B. cereus. As formas de contrair uma toxinfe¢éo alimentar mediada
por esse microrganismo incluem o consumo de arroz pré-cozidos e armazenados de forma
incorreta (Baat, 1999; Little et al., 2002).
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Kramer & Gilbert fundamentaram que as toxinfecBes ligadas ao Bacillus cereus,
nomeadamente a sindrome emética causada pela toxina cereulida, eram frequentemente
associadas ao arroz e a massas. O caso particular do arroz cozido e a sua manutencdo a
temperatura ambiente, sem refrigeracdo durante varias horas (antes de fritar ou reaquecer)
levou a varios surtos de toxinfecdo por via emética, pois a toxina cereulida é produzida durante
0 armazenamento do arroz cozido e néo é destruida pela fritura ou reaquecimento (Kramer &
Gilbert, 1989).

A frequéncia de isolamento de B. cereus no arroz é de 40% a 100% (Franco &
Landgraf,1996) no entanto, este microrganismo tem um reservatorio natural (o solo) e, devido a
resisténcia dos seus esporos, o B. cereus pode ser isolado em qualquer tipo de ambiente,
estando amplamente distribuido em toda a natureza (Ghelardi et al., 2002). Por esta razdo este
microrganismo contamina o arroz ainda na plantagéo, onde permanece em forma de esporos,
resistindo assim a qualquer tipo de tratamento térmico usado na confe¢cdo do arroz.
Consequentemente, no momento em que 0 arroz € cozido, 0 esporo germina e torna-se uma

célula viavel libertando as toxinas causando assim uma toxinfe¢&@o alimentar.

O tempo que normalmente € necessario para se ferver uma solucdo no ambito da
culinaria ndo é suficiente para destruir os esporos de Bacillus cereus pois este microrganismo é
resistente ao calor (elevadas temperaturas). Contudo sé excedendo o tempo de fervura,
necessario para atingir o estado do preparado culinario aceitavel, é que os esporos do

microrganismo séo eliminados (Hou$ka et al., 2007).

Azanza & Centeno, em 2004, descobriram na literatura que a concentracdo maxima
inicial de esporos no arroz era de 105/g de alimento e o tempo total de inativagéo pelo calor era
de 25 minutos a 100°C. O facto de se ultrapassar o tempo e temperatura correta e adequada
torna o arroz demasiado cozido. Por esta razdo 0s esporos, que estavam no arroz cru
sobreviveram ao tratamento exercido (aguecimento habitual a altas temperaturas, 25 minutos a
100°C) pois conseguem sob algumas condi¢Bes sobreviver e germinar no arroz cru em formas

vegetativas e subsequentemente multiplicar-se (Houska et al., 2007).

A germinagdo dos esporos (no arroz cozinhado) requer uma temperatura na ordem dos
5°C aos 50°C. A temperatura para o crescimento das formas vegetativas é de 15°C a 50°C com

0 crescimento 6timo entre os 30°C a 50°C (Lake et al., 2004).

No Japéo foi realizado um estudo por Ueda e equipa, em que se verificou que 55% das
bactérias, presentes no ar e em plantacdes de arroz, foram identificadas como B. cereus (Ueda
et al., 1992). Este estudo evidenciou a prevaléncia deste microrganismo no ambiente e por este
motivo ocorrem mais facilmente contaminacdes deste agente etiolégico em alimentos como
cereais, condimentos, carne, laticinios, pratos a base de vegetais e arroz cozido (Harmon,
1992).

Ueda e colaboradores também realizaram uma investigagdo na Irlanda nomeadamente

ao arroz servido em hotéis, restaurantes, hospitais e tendas de comida local. Constataram que
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6% das amostras analisadas apresentaram resultados insatisfatérios quanto a presenca do B.
cereus. As amostras positivas apresentaram valores entre 10* e 10° UFC de B. cereus por

grama de alimento analisado (Ueda et al., 1992).

No verdo do ano de 2000, ocorreu um surto de toxinfecdo por B. cereus na Holanda.
Apbs 2 horas do consumo de um prato de arroz vegetariano, cerca de 100 estudantes de um
grupo de aproximadamente 1200, apresentaram crises de vémitos e dor abdominal. Nas
amostras analisadas do alimento em causa (arroz vegetariano) foi detetada a toxina emética
em concentra¢des de 0,03-13,3 pg equivalentes de valinomicina por grama de alimento. The
EFSA Journal revelou que das experiéncias realizadas, in vitro, em laboratério, foi testado o
namero de células necessérias para o alimento ficar contaminado e conclui-se que eram
necessarias 10°-10° células da toxina emética para o alimento ficar contaminado por B. cereus.
Isto permite constatar que a toxina emética foi detetada no laboratdrio apenas no final da fase
de crescimento de B. cereus (EFSA,2005).

Diferentes géneros alimentares foram relatados pela EFSA em 2009 sendo indicativo
da causa de vérios surtos verificados na Europa causados por toxinas de Bacillus. As refei¢cbes
variadas dispostas em Buffet quente foram os mais identificados e associados a 27,1% dos
surtos verificados seguidos por produtos de cereais em 11,9% dos surtos (Figura 2.5)
(EFSA,2009).

Sam informagis

Carne de Porco. Wegstais = 3.4%

sumos de fruta

Mistura de carnes
3A4%
A Dutros Veiculos -28,8%
Ervas & sspeciarias
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Carne de Galinha,
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Carne de aves variadas
51%

Buffat de carnes mistas
27.1%

Produtos 3 base da ceresis
inchuindo arroz & sementes
de nozes = amendoas
119%

Figura 2.5: Distribuicdo de veiculos de alimentos em surtos verificados na EU causado pelas toxinas de
Bacillus na UE em 2009. Seta preta real¢a a incidéncia na matriz arroz e cereais com 11,9%. Adaptado de
EFSA,2009.

Na tabela 2.10 estdo apresentados alguns exemplos de alimentos (arroz e produtos a
base de cereais) ligados a toxinfecédo por B. cereus. Os dados foram adaptados do “The EFSA
Journal (2005), Bacillus cereus and other Bacillus spp. in foodstuffs”.
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Tabela 2.9: Bacillus cereus e outros Bacillus spp. em alimentos”. Adaptado de EFSA, 2005.

Tipo de alimento Numero de Sintomas UFC de B. Referencias
pessoas cereus por
afetadas gramade
alimento
Refeicdo de Frango 300 Diarreia 10° Ripabelli et al.,
com arroz 2000
Arroz frito 4 Vémitos >10° Grein, 2001
Arroz cozido e frito 14 Vémitos e >10° Khodr et al.,
diarreia 1994
Refeicdo de 5 Vémitos 6 x 10° Ripabelli et al.,
restaurante com 2000

arroz cozido

Pratos de arroz, 14 Vomitos Nao Agata et al.,

espaguete determinado 2002

e outras massas

(surtos

1974-1999 no

Japéao)
Quiche 79 Diarreia e >100 Penman et al.,
vomitos 1996
Bolos associados a 95 Diarreia >10? Ghelardi et al.,
dois banquetes 78 2002
Esparguete com 2 Diarreia e N&ao Mabhler et al.,
Pesto vomitos determinado 1997
Massa chinesa 50 Vémitos e 6x10’ Takabe & Oya,
diarreia 1976
Prato de massa 2 Vomitos 7x10° Jaaskelainen et
convencionado em al., 2003

cozinha domestica
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2.4 Tratamento e Prevencdo da contaminacéo:

O B. cereus pode ser isolado de alimentos e pode sobreviver a um armazenamento
prolongado em produtos alimenticios secos. A inativacdo de bactérias competitivas e a
subsequente ativacdo dos esporos por aumento de temperatura faz com que grandes
quantidades de alimentos cozinhados e armazenados entre 4°C e 60°C permitam a

multiplicagdo da bactéria e eventual producado da toxina.

A maioria das intoxicagfes resulta da germinacdo dos esporos e posterior multiplicagdo
das células durante o armazenamento a temperaturas inadequadas de pratos cozinhados, isto
porque as formas vegetativas de B. cereus séo inativadas durante a cozedura dos alimentos.

O controlo contra a intoxicagdo alimentar tem o principio de impedir a germinacdo de
esporos e minimizar o crescimento de células vegetativas (Schraft & Griffths, 2006). Para
conseguir isso, os alimentos devem ser rapidamente arrefecidos para temperaturas de 4°C ou
mantidos acima de 60°C, e cuidadosamente reaquecidos antes de servir. Como 0s esporos de
B. cereus estdo muito disseminados na natureza e sobrevivem facilmente a cozedura, a
prevencdo das intoxicacGes alimentares por B. cereus deve ter por base o cumprimento dos

seguintes requisitos:

» Aquecimento dos alimentos a temperaturas suficientes para que sejam destruidas
as formas vegetativas;

» Manutencdo dos alimentos a temperaturas superiores a 65°C depois de
preparados e até que sejam servidos;

» Promocao do arrefecimento rapido dos alimentos que vao ser armazenados a
temperaturas de refrigeracéo, para que ndo ocorra germinacéo de esporos.

» Arrefecimento rapido das sobras a temperatura: <5°C;

» Aquecimento dos alimentos antes de servir a temperatura: >55°C (Lacasse, 1995;

www.asae.pt).

A ocorréncia de microrganismos patogénicos nos alimentos pode ser determinada a
partir de fatores/limites (Tabela 2.11) que determinam a sua sobrevivéncia e crescimento
(Forsythe, 2002). Por este facto, esses fatores e limites deverdo ser respeitados de forma a

evitar o crescimento do microrganismo. Entre estes fatores incluem-se:

» Fatores intrinsecos aos alimentos, tais como a atividade da agua (Aw), o pH, o
potencial de oxidacdo-reducdo, a composi¢cdo quimica e a presenca de substancias
anti-microbianas naturais;

» Fatores extrinsecos aos alimentos, tais como a temperatura, a humidade relativa e a
composicao a atmosfera em contacto com o produto;

» Fatores implicitos no processo de fabrico (Forsythe, 2002).
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Tabela 2.10: Fatores/limites de crescimento do Bacillus cereus. Adaptado de Forsythe, 2002.

Limites de Crescimento Valores Limite

Temperatura minima (°C) 5
Temperatura maxima (°C) 55
pH minimo 4.9

pH maximo 8.8
Aw minimo 0,93

NaCl méximo (%) 10

Dado que o Bacillus cereus tem uma distribuicdo ubiquitaria, devem-se evitar as
contaminagBes cruzadas entre alimentos crus e cozinhados e lavar muito bem frutas e
horticolas com &gua antes da sua utilizagdo. A higiene pessoal cuidada e o cumprimento das
boas praticas sdo requisitos fundamentais para prevenir a contaminacdo de alimentos
(http://www.asae.pt/).

A maioria das doencas é de curta duracdo e autolimitante, e a antibioterapia néo é
indicada. Em pacientes imunocomprometidos, a bacteriemia e outras infe¢cdes por Bacillus
cereus devera ser tratada rapidamente com Gentamicina, Vancomicina, Ciprofloxacina ou
Clindamicina. Assim como acontece com outras infe¢cdes alimentares, a higiene é fundamental
na preparacdo dos alimentos. Os alimentos cozidos devem de ser armazenados em

refrigeracdo e completamente reaquecidos antes do consumo (Mims et al., 2005).

2.5 Métodos de detecdo das toxinas de Bacillus cereus:

As técnicas tradicionais de microbiologia de alimentos fundamentam-se na utilizacéo de
testes morfolégicos e bioquimicos para a caracterizacdo da fenotipagem, subtipagem e
identificacdo de géneros, espécies e subespécies microbianas. No entanto, estes resultados
podem apresentar uma grande variabilidade de resultados, devido a fatores ambientais sobre a
expressdo genética, além de outras desvantagens, como o baixo poder discriminatorio em
microrganismos com pouca variabilidade genética, além do risco de interpreta¢gGes de carater
erroneo quando se utiliza um ndmero limitado de testes (Settanni & Corsetti, 2007; Gandra et
al., 2008).

Diversos métodos, para a amplificacdo “in vitro” de acidos nucleicos, tém sido

desenvolvidos. Entre eles, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR que é utilizada para a
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identificacdo de estirpes bacterianas isoladas, para detetar bactérias em alimentos, em
conjunto com as etapas de enriquecimento de culturas e para a detecao direta de bactérias e

virus em amostras de alimentos (Candrian, 1995).

A PCR apresenta vantagens em relacdo aos métodos convencionais, tais como: maior
poder discriminacdo, maior rapidez, bom limite de detecédo, maior seletividade, especificidade,
e a possibilidade de trabalhar com bactérias que ndo séo cultivaveis nos meios de cultura
convencionais (Gandra et al., 2008). No entanto, apresenta algumas desvantagens, entre elas,
ndo diferenciar células vivas e mortas, sofrer interferéncia com a presenca de inibidores da
enzima polimerase em alguns alimentos e a falta de aprovacdo, padronizacdo e

regulamentacao por parte dos 6érgéos oficiais (Malorny et al., 2003).

Uma das etapas decisivas dos métodos moleculares é o isolamento do ADN bacteriano
em gquantidade e qualidade suficientes para amplificagdo pela PCR (Candrian,1995; Postollec
et al., 2011). Outra técnica molecular de interesse para o diagnostico de agentes patogénicos
em alimentos é a multiplex PCR (mPCR). A mPCR amplifica simultaneamente diferentes
sequéncias de ADN, a partir de multiplos pares de primers com diferentes especificidades. A
separacao por eletroforese de fragmentos com diferentes pesos moleculares origina diversas

bandas que séo visualizadas em gel de agarose (Settanni & Corsetti, 2007).

Devido ao facto das enterotoxinas possuirem um elevado potencial antigénico, existem
testes comerciais para detecdo imunolédgica das toxinas HBL e NHE, um método relativamente
rapido e de simples execug¢do. Um dos testes existentes € o BCET-RPLA® (Oxoid Ltd). Este
teste comercial € um método semi-quantitativo que deteta, através de aglutinagéo reversa o
componente L2 da enterotoxina HBL, quer diretamente a partir dos alimentos, quer a partir de
culturas de B. cereus. No entanto, a positividade do teste ndo é indicador da producdo da
enterotoxina, uma vez que nao deteta nem o componente L1 nem o componente B, também

necessarios para que seja possivel a acdo da enterotoxina.

Existe um segundo teste comercial que permite a detecdo da componente nheA da
enterotoxina ndo hemolitica: o TECRA-BDE® (Tecra International Pty Ltd). Este teste compde
0 método de ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) e pode ser utilizado quer para
amostras alimentares quer para amostras ambientais. Este teste também tem a desvantagem
de ndo confirmar a presenca da toxina biologicamente ativa, uma vez que sO se deteta um dos

componentes da toxina tripartida (Arnesen et al., 2008).

O teste em animais de laboratério também pode ser utilizado para a detecdo nédo
especifica das enterotoxinas de B. cereus. Uma das possibilidades é o da reacdo de
permeabilidade vascular (VP) na pele de coelho. Caso o teste seja positivo visualiza-se uma

area central de necrose localizada numa zona de edema (Beecher & Wong, 1994).

Os testes ELISA e RPLA (reversed passive latex agglutination) estdo disponiveis
comercialmente para a toxina diarreica de Bacillus cereus, tém um limite de sensibilidade de 1

ng toxina /mL de material e levam aproximadamente quatro horas para obter o resultado.
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Contudo nenhum teste foi desenvolvido para a toxina emética devido a problemas de

purificagédo (Forsythe, 2002).

Considerando que a toxina HBL produz um retrato caracteristico de hemolise, pode ser
executada a pesquisa de hemdlise em eritrécitos de ovelha (Figura 2.6). A utilizacdo de
culturas de células na detecao de enterotoxinas de B. cereus é outra metodologia que pode ser
aplicada. No entanto, todas as enterotoxinas possuem atividade citotoxica ndo permitindo,
desta forma, a diferenciagdo de cada uma das toxinas. Pode-se recorrer a pesquisa de
citotoxicidade em culturas de células vero, células Caco-2 (Wijnands et al., 2005), células CHO

(Chinese hamster ovary) e células McCoy (Arnesen et al., 2008).

Figura 2.6: Gelose de sangue de ovelha semeado com Bacillus cereus apresentando [-hemodlise
ilustrado pela seta preta. Adaptado de Fundagéo Oswaldo Cruz, 2014.

Em sintese, ndo existe qualquer teste que nos permita ao mesmo tempo demonstrar
qual a toxina presente numa determinada estirpe e se essa mesma estirpe é realmente toxica.

Apenas é possivel determinar se uma dada estirpe € ou ndo potencialmente patogénica.

2.6 O Arroz:

Tradicionalmente, o arroz, tem sido utilizado para o consumo humano sendo o arroz
branco e o arroz parboilizado o mais consumido. O arroz branco fornece 536 kcal/capita/dia. O
arroz parbolizado sofre o processo de parboilizagdo, ou seja, um pré-cozimento, em que 0s
nutrientes do pericarpo sé@o parcialmente passados para a cariopse do grdo. Os Produtos de
arroz e outros produtos a base de cereais que se destinam a mercados mais rigorosos devem
obedecer a normas de controlo de qualidade e a varios critérios de avaliagdo entre estes estao

as caracteristicas microbioldgicas, as quais permitem avaliar o produto quanto as condi¢des de
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processamento, armazenamento e distribuicdo, e também avaliar a vida Gtil do produto e o

risco para saude do consumidor (Franco & Landgraf, 1996).

Sendo uma cultura extremamente versatil, que se adapta a diferentes condi¢des de
solo e clima, é considerada a espécie que apresenta maior potencial para o0 combate a fome no
mundo por motivos econémicos e sociais (Alonco et al., 2005). Este alimento basico predomina
a nutricao da populacdo em dezassete paises da Asia e do Pacifico, nove paises da América
do Norte e do Sul e oito paises da Africa (FAO, 2004).

O arroz tem uma elevada diversidade genética e consequentemente milhares de
variedades de arroz sdo cultivados em todo o mundo. No estado natural, o arroz ndo polido
apresenta-se em diversas cores tais como o castanho, vermelho, roxo e até mesmo preto.
Estas variedades de arrozes coloridos sdo frequentemente valorizadas pelas suas
propriedades no campo de saude humana. Arroz ndo moido tem um maior teor de nutrientes
do que o arroz branco ou polido (Tabela 2.12) (FAO, 2004).

Tabela 2.11: Os teores de nutrientes de variedades de arroz. Adaptado de FAO, 2004.

Tipo de arroz Proteina Ferro (mg/100g) Zinco Fibra (g/100g)
(g/100g) (mg/100g)

Branco 6,8 1,2 0,5 0,6
Castanho 7,9 2,2 0,5 2,8
Vermelho 7,0 55 3,3 2,0

Roxo 8,3 3,9 2,2 1,4
Preto 8,5 3,5 - 4,9

Devido a tradigéo e a preferéncia, o arroz normalmente é moido produzindo-se assim o
tradicional arroz branco. Embora este processo reduza o tempo de cozedura e aumente o
tempo de prateleira e de armazenamento, também remove uma grande percentagem de muitos
nutrientes, incluindo proteinas, fibras, gordura, vitaminas do complexo B e ferro. Diversas
técnicas de fortificacdo podem ser utilizadas para adicionar as vitaminas e minerais essenciais
para o grdo de arroz. Infelizmente, esta pratica ndo € comum em muitos paises produtores de
arroz que consomem o arroz devido a limitada infra-estrutura para o processamento, controle

regulatério e comercializa¢éo de alimentos enriquecidos (FAO, 2004).

As contaminac8es microbiol6gicas, nos produtos a base de cereais incluindo o arroz,

podem ocorrer em todas as etapas pelas quais passam os produtos agricolas, colheita,
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transporte, armazenamento, processamento e acondicionamento) e também podem ocorrer
nos diversos meios pelo qual os produtos estéo inseridos, no solo, na agua ou no ar, incluindo
os diversos contatos fisicos, mecéanicos ou manuais. No entanto, o desenvolvimento
microbiano depende do tipo de substrato que constitui o alimento, ou seja, depende das
condicdes de desenvolvimento biolégico que o produto oferece, tais como 0 armazenamento, a
disponibilidade de agua necessaria aos processos metabdlicos ou seja a quantidade de agua

livre disponivel no alimento (Ferreira et al., 2004).

Existem diversos fatores que podem reduzir significativamente o rendimento da cultura
de arroz entre estes destacam-se as enfermidades mais comuns (fusariose, helmintosporiose e
piriculariose) associadas ao arroz que podem conduzir a uma reduc¢do no rendimento na faixa
de 20 a 50% (Balardin & Borin, 2001).

Em 1995, a Comiss@o do Codex Alimentarius acordou na inquisicdo de critérios de
seguranca e (qualidade para o arroz produzido para consumo humano e também
estabeleceram limites maximos de residuos de pesticidas, micotoxinas e determinados metais
pesados como cadmio. Estas normas para o arroz foram aceites pela Organizagdo Mundial do
Comércio (OMC), para que a Organizacdo para a Alimentacdo e Agricultura das NacGes
Unidas (FAO) e a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) tomem como certo a garantia de toda

manipulagdo do arroz com base cientifica sélida.

O Comité Misto FAO / OMS e Peritos em Aditivos Alimentares (JECFA) reuniram e
sublinharam todas as questdes que influenciam a seguranca e a qualidade do arroz tendo que
0 seu objetivo final visa 0 aconselhamento a paises membros sobre as boas praticas agricolas

e de fabricacdo para o cultivo e transformacéo de arroz.

2.6.1 Producéo e consumo de Arroz e outros cereais em Portugal

Em Portugal parte da cultura alimentar é guiada pelo arroz e cuja longa tradi¢éo foi
herdada inicialmente dos &rabes. A producdo de arroz em Portugal ocupa cinco rios: Mira,
Sado, Sorraia, Tejo e Mondego. Segundo dados revelados pela Associacdo nacional dos
Industriais de Arroz (ANIA), a producdo de arroz em Portugal ronda em média as 90 mil

toneladas de arroz (em equivalente branqueado) por ano (http://www.ania.pt/).

As empresas e 0s agricultores comecam a inserir-se hum contexto de menor protecéo
econdmica, resultantes dos diversos acordos comerciais que a Unido Europeia realizou com
outros blocos econdmicos. Esta abertura comercial tem produzido forte concorréncia de
produtos importados, que tem favorecido a mudanca de consumo do arroz subespécie
Japénica (tipo carolino) produzido em Portugal para o arroz subespécie Indica (tipo agulha)
importado, e paralelamente no aumento da procura por tipos exéticos de arroz (basmati,

selvagem, thai, entre outros) e ainda por refeigdes pré-preparadas (Dias & Rocha,2012).
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A producgdo de arroz em Portugal tende a aumentar (2002 foi produzido 145905 t de
arroz - 2012 foi produzido 184100 t de arroz) pois segundo dados da FAOSTAT, desde 2002
até 2012 (Tabela 2.13) s6 se observou um declinio da producdo do arroz cujo ano envolvente
foi o de 2005 (121495 t). A producdo de arroz cobre apenas metade da sua procura pois de
acordo com os dados do EUROSTAT em Portugal consome-se cerca de 17,5 kg de arroz per

capita por ano. O restante é importado de outros paises da EU e do resto do mundo.

Tabela 2.12: Valores aproximados em toneladas (t) da produ¢éo de arroz em Portugal desde 2002 até
2012; Fonte: http://faostat.fao.org/

Ano Producéo (t)
2002 145905
2003 147802
2004 149255
2005 121495
2006 147200
2007 156200
2008 150700
2009 161800
2010 170200
2011 182450
2012 184100

Segundo as estatisticas agricolas executadas no ano de 2012 pelo Instituto Nacional
de Estatistica (INE) ao arroz, cultura totalmente dependente das disponibilidades hidricas, ndo
se registaram constrangimentos significativos na capacidade de fornecimento de &agua as
searas (excecao feita a alguns casos na peninsula de Setibal). O INE denotou que o ano
decorreu com normalidade, tendo o tempo seco e o cumprimento dos tratamentos

fitossanitarios recomendados contribuido para a reduzida expressao dos ataques da principal

42


http://faostat.fao.org/

doenca do arroz (piriculariose). A producdo rondou as 187 mil toneladas (Figura 2.7), valor
superior ao alcangcado em 2011 (+1,6%). Em 2011, Portugal manteve-se autossuficiente em
leite e vinho e vem caminhando para a autossuficiéncia em arroz branqueado, tendo atingido
um grau de autossuficiéncia de 97% em 2011 (INE, 2013).
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Figura 2.7: Producdo de arroz em Portugal desde o ano 2008 (circulo azul) até 2012
(circulo laranja). Adaptado de INE (2013).

No geral, no caso de muitos cereais constata-se uma tendéncia para a reducdo da
producdo, a exce¢do do milho e do arroz, cuja evolucdo foi positiva. No caso do milho o
aumento da superficie cultivada e da produgdo tem sido pouco valorizado pela industria

alimentar (Tabela 2.14)

Tabela 2.13: Producéo de cereais em Portugal desde 2010 a 2012. Adaptado de INE (2013).

Cereais Producéo (t)

2010 2011 2012
Trigo mole 66 962 47 096 54 722
Trigo duro 15615 3907 4 268
Milho 626 222 810 267 848 665
Centeio 17 553 18 388 14 784
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Tabela 2.14: Producdo de cereais em Portugal desde 2010 a 2012. Adaptado de INE (2013)
(Continuacgéo).

Cereais Producéo (t)

2010 2011 2012
Triticale 25871 23492 17 019
Arroz 170 216 184 087 187 028
Aveia 66 145 48 255 30 506
Cevada 30 620 21 000 21151

2.6.2 Producéo e consumo de Arroz e outros cereais no Mundo:

O arroz é o segundo produto mais produzido no mundo a seguir & cana-de-agucar

(Figura 2.8)
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Figura 2.8: O Arroz foi em 2012 o segundo produto mais produzido (Circulo Laranja a realcar o arroz-
Rice). Adaptado de FAOSTAT (http://faostat.fao.org/).

No caso do arroz Oryza sativa L. € um dos cereais de maior consumo em todo mundo,
possui caracteristicas que lhe proporcionam ser um dos alimentos com melhor categoria

nutricional.
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S6 na Asia, mais de 2.000 milhdes de pessoas obtém cerca de 60-70% das suas
calorias provenientes de arroz e seus produtos. A asia representa mais de 90% da producgédo

mundial de arroz em que a China, Indonésia e a India séo os maiores produtores (Figura 2.9).
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Figura 2.9: A producéo do arroz a nivel mundial. A China, a Indonésia e a India séo os paises com uma
maior producéo de arroz (seta laranja). Adaptado de http://www.mapsofworld.com/.

O arroz tem alimentado um grande ndmero de pessoas do continente Asiatico por um
longo periodo de tempo, mais do que que qualquer outra cultura alimentar. Na Asia, a
capacidade de produzir um grande niumero de milhdes de toneladas de arroz tem ajudado no
desenvolvimento das comunidades, ao passo que o desastre de uma cultura do arroz levou a
fome generalizada, & morte e a instabilidade politica em muitos paises em toda longa histéria
do continente. Os principais paises exportadores de arroz s&o a india, Vietname, Tailandia,
Paquistdo e EUA. O arroz tem um pre¢o mais elevado do que o trigo no mercado internacional,
no entanto apenas 7% do arroz produzido € negociado no mercado mundial em contraste com
16% do trigo (FAO, 2010).
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3. CARACTERIZACAO DA EMPRESA:

A SGS foi fundada em 1878 em Rouen como um entreposto Francés para a inspecao
do comércio internacional de cereais a granel, a companhia foi registada como Société
Générale de Surveillance (figura 3.1) em 1919, em Genebra. Atualmente a SGS é a maior
organizagdo mundial no dominio da Inspecao, Verificagdo, Analise e Certificacdo, com sede em
Genebra, Suica. Esta empresa esta presente em cerca de 140 paises operando em mais de

1.500 escritérios e laboratérios com o logotipo apresentado na figura 3.1.

SGS

Figura 3.1: Logotipo da empresa SGS,S.A. Adaptado de http://www.sgs.pt/ .

A SGS Portugal foi fundada em 1922 pelo grupo SGS, tendo determinado que esta
afiliada desenvolvesse a sua atividade pelos mesmos principios geradores da acdo do préprio

Grupo a Independéncia, a Integridade, a Confidencialidade e a Inovacéo.

Originalmente dedicada ao controlo de operacBes de carga e descarga de cereais a
granel, a SGS Portugal foi alargando a sua atividade a outros setores adaptando-se as
exigéncias do mercado. Os servicos abrangem inspec¢fes, andlises e ensaios, verificagao
metrolégica acreditada, inspec¢des e auditorias técnicas nos mais diversos ramos. Possuindo
laboratérios acreditados nas é&reas Agroalimentar, Detergentes, Produtos de Higiene,
Cosméticos, Dispositivos Médicos, Ensaios N&o Destrutivos, Ambiental e Seguranca
Ocupacional. A SGS assegura que 0s seus produtos cumprem os padrdes internacionais,

garantindo assim a seguranca do consumidor.

Atualmente os principais servicos prestados encontram-se divididos em quatro

categorias:

» Inspecdo: A SGS, como lider mundial, em servicos de inspecéo e verificacao,
oferece ao publico, um leque de servicos que passam pela verificacdo da

condicdo e do peso dos bens comercializados, no momento de transporte,

47


http://www.sgs.pt/

visando ajudar no controlo de quantidade e qualidade das mercadorias e em
paralelo cumprir com todos os requisitos regulamentares de diferentes regifes
e mercados.

» Analise: Através de profissionais especializados e experientes, a rede global
de laboratérios para a realizacdo de analises, apoia-se na reducao de riscos,
na agilizacdo de processos dos seus clientes e na verificacdo da qualidade,
seguranca e desempenho dos produtos, de acordo com as normas
regulamentares de salde e seguranga.

» Verificacdo: Enquanto lider em verificacdo, a SGS oferece niveis
incomparaveis de precisdo, especialistas altamente experientes, as mais
avancadas metodologias de andlises e alcance global. Permite ajudar o cliente,
a garantir a conformidade dos seus produtos, servicos e processos com as
normas nacionais e internacionais, seja qual for o setor em questéo.

» Certificacdo: A SGS ainda permite a certificacdo dos produtos, processos e
sistemas de gestdo, dos seus clientes com base na conformidade com as
normas e regulamentacdes nacionais e internacionais ou com as normas

definidas pelo cliente.

O laboratério alimentar da SGS € composto pela sala de rece¢do de amostras, laboratério
de quimica e laboratério de microbiologia onde foi desenvolvido o estagio. O laboratério
agroalimentar SGS foi fundado ha 25 anos de modo a dar suporte ao controlo de operagdes de
cereais. A partir dai comecou a desenvolver as analises de microbiologia classica, tendo neste

momento uma posi¢ao vigorosa e consistente no mercado a nivel de analises nutricionais.

3.1 Caracterizacao do laboratério de microbiologia

O laboratério da SGS Portugal é acreditado como tal segue todos os requisitos gerais
descritos na norma de acreditacéo de laboratérios de ensaio e de calibragdo. Ao ser acreditado
por esta norma, o laboratério demostra que gere um sistema de qualidade capaz de produzir
resultados tecnicamente validos. Um dos aspetos para se obter resultados validos é evitar a
contaminagdo cruzada, com tal, a planta do laboratério foi concebida de maneira a que a
amostra siga o percurso de “Marcha em Frente”.

O laboratorio de microbiologia tem as areas de ensaio e as areas anexas. Das areas

ensaio pertencem:

» Rececdo e Registo de Amostras: sala onde é recebida e registada a
amostra, segundo cédigo de referéncia interno, o que permite identificar a
amostra. O boletim com as determinacBes que o cliente quer € sempre

elaborado nesta area;
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Sala de reagentes e amostras: Assim que as amostras d&o entrada, sao
guardadas no frigorifico das amostras, que se situa nesta sala. Aqui séo
também guardados os meios de cultura, suplementos e reagentes.

Sala de preparagdo das amostras (Micro Box): Local onde a amostra é
pesada e diluida rigorosamente, com solvente proprio, em rigorosas condicdes
de assepsia segundo a norma NP1829 de 1982.

Sala de analises: Existem duas camaras de fluxo laminar onde séo feitas as
andlises. Sao feitas as diluicbes necessarias ao procedimento das analises
(NP -2079/89). A inoculagdo é feita para caixas de Petri por espalhamento ou
incorporagdo, ou ainda para meios liquidos ou semi-solidos em tubos de
ensaio. Antes de se proceder a analise sdo marcadas as placas ou tubos com
0 respetivo nimero da amostra, diluicdo correspondente e meio no qual vai ser
inoculada a amostra (somente nas placas). Os tubos e as placas séao
marcados conforme as determinacdes descritas no boletim das amostras.

Sala de estufas: local onde estdo colocadas as varias estufas necessérias a
incubacéo das amostras inoculadas nos respetivos meios de cultura, durante o
tempo necessario ao crescimento de cada microrganismo, descrito em normas
ou procedimentos internos.

Sala de leituras e repicagens: depois de incubados, os microrganismos séo
contados. A leitura faz-se por contagem de UFCs (Unidades Formadoras de
Coldnias), nos diferentes meios, sendo registados os resultados obtidos
(segundo a Norma 4129/91). Sado também retirados os resultados das
pesquisas. Esta é a fase final de algumas analises, no entanto, outras tém
ainda que ser repicadas /passadas para meios seletivos, submetidas a testes
de confirmacdo das colénias suspeitas obtidas (APi, Mini Vidas),testes de
coagulase, etc. O tratamento dos resultados também estd descrito em
normas/procedimentos internos. A sua apreciacgao é feira com base nos limites
estabelecidos legalmente, ou, quando ndo ha limites legais, pelos limites
estabelecidos pelo cliente.

Sala de descontaminacdo lavagem do material: todo o material que entra
em contacto com as amostras ou matéria contaminada, tem que ser
descontaminado. Existe uma pessoa que trata a descontaminagéo e lavagem
do material.

Sala de preparacdo de meios de cultura e esterilizacdo de material: Para
haver crescimento de microrganismos, estes tém que ter as condi¢cbes
proprias para o seu crescimento. Entre elas estdo os nutrientes necessarios a
sua vida. Os meios de cultura servem para satisfazer ou inibir o crescimento.
Os meios sdo entdo preparados nesta sala. Para além da preparacdo e

esterilizacdo dos meios, o material limpo é também aqui esterilizado.
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4. METODOLOGIA:

O objetivo da normalizagdo é o estabelecimento de solugbes, por consenso das partes
interessadas, para assuntos que tém caracter repetitivo, tornando-se uma ferramenta poderosa
na autodisciplina dos agentes ativos dos mercados, ao simplificar os assuntos e evidenciando
ao legislador se é necessaria regulamentacdo especifica em matérias ndo cobertas por
normas. Uma norma é um documento estabelecido por consenso e aprovado por um
organismo reconhecido, que fornece regras, linhas diretrizes ou caracteristicas, para atividades

ou sectores de atividade, garantindo um nivel de ordem 6timo num dado contexto.

As Normas Portuguesas (NPs) sédo, regra geral, elaboradas por Comissdes Técnicas de
Normalizacdo, pelas quais é assegurada a possibilidade de participacdo de todas as partes
interessadas. A harmonizacéo legislativa e a normalizacdo sdo meios fundamentais para a
garantia da livre circulagdo de produtos e da néo distor¢do de préaticas comerciais no mercado
comunitario, além de constituirem um instrumento importante na eficacia das politicas
comunitarias em matérias de defesa do consumidor e protecdo do ambiente. As normas
europeias sado desenvolvidas quando existe uma necessidade significativa da inddstria, do

mercado ou do publico ( http://www.ipg.pt/ ).

A Internacional Organization for Standartization (ISO) é o organismo internacional de
normalizacdo que é responsavel pela publicacdo da maior parte dos referenciais normativos
reconhecidos internacionalmente. A 1SO, criada em 1947, € uma organizacdo nao-
governamental sediada em Genebra, responsavel pela elaboracdo e aplicacdo das normas

internacionais de qualidade.

De acordo com IPAC (Instituto Portugués de Acreditacdo) a experiéncia adquirida nos
tltimos anos na aplicacao dos requisitos da Norma NP EN ISO/IEC 17025 e guia EA-04/10,
com a recente publicagdo e normas relacionadas com esta atividade tornaram-se necessarias

que se definissem as estratégias de avaliacdo dos laboratérios de microbiologia.

Uma validagcdo de um método é a confirmacdo, através da andlise e da apresentacao
objetiva, de que os requisitos especificos relativos a uma dada utilizagdo sdo cumpridos.
Prende-se que, na validacdo dos métodos microbiolégicos, todas as regras gerais sejam
cumpridas em toda a execucdo dos ensaios laboratoriais ajudando assim a obter resultados
comparaveis com outros laboratoérios. Este facto contribui para a seguranga dos técnicos de

laboratério, prevenindo assim riscos de infe¢do (IPAC n.d.).

51


http://www.ipq.pt/

4.1 Material e métodos:

Pretende-se com este trabalho que seja implementada uma metodologia para
determinacdo de Bacillus cereus em matrizes alimentares a base de cereais (nomeadamente
arroz). A metodologia a implementar tem por base um procedimento especifico (EN ISO
7932:2005), dando resultados com maior rapidez que o método tradicional (ISO 7932:2004) e

foi desenvolvido pela empresa Bio-Rad®.

Segundo o procedimento operacional do laboratério de microbiologia da SGS para
implementacdo de métodos, o laboratério deverd realizar as andlises de rotina laboratorial
utilizando o novo método em paralelo com a norma de referéncia correspondente. Caso o
método a implementar seja referente a contagens (caso deste trabalho-detecdo e enumeracéo
de Bacillus cereus), os resultados deverdo ser analisados de forma a obter resultados dentro
do mesmo ciclo logaritmico. O procedimento operacional do laboratério também menciona que
para a implementacdo de métodos deveréo ser feitas analises em paralelo em pelo menos 10

amostras tendo como critério de aceitacéo:

» Nas contagens: os resultados deverdo estar dentro do mesmo ciclo
logaritmico;

» Nas pesquisas: os resultados deverdo ser concordantes.

411 Amostragem:

De acordo como guia para controlo de qualidade em laboratérios de microbiologia
redigido pela IPAC, uma amostra é uma parte idealmente representativa de uma dada
populacéo, retirada desta de modo discreto ou continuo, com a finalidade de nela serem

examinadas certas caracteristicas.

As amostras de produtos alimentares analisadas, durante o estagio curricular, nao
foram recolhidas pelo estagiario pelo que todas as amostras manuseadas pelo estagiario sdo
amostras que pertencem a clientes que trabalham com o laboratério de microbiologia da SGS.
Qualquer tipo de informacdo (origem do produto, local da recolha, estabelecimento a que
pertencia a amostra, etc.) que ponha em causa a integridade da empresa ndo seré divulgado
nesta dissertacdo. A SGS respeita e protege a informacdo confidencial que lhe é confiada
pelos clientes e terceiros e toma medidas adequadas para evitar divulgacdo por acidente.
Assim sendo, a SGS adquire e mantem os dados dos clientes na medida do necessario para o

funcionamento eficaz do seu negocio ou para cumprir com 0s requisitos legais.

No estagio foram analisadas 15 amostras (Tabela 4.1) de arroz e produtos a base de

cereais em que 11 das 15 amostras eram produtos prontos para consumo humano, de
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estabelecimento desconhecidos, e 4 das 15 amostras eram produtos secos desidratados
(Amostra 7, 8, 9 e 10) de fabricantes desconhecidos. Todas as amostras alimentares,
analisadas e executadas com o intuito de detecdo do Bacillus cereus, foram registadas e

analisadas na rotina laboratorial da empresa.

Tabela 4.1: Identificagdo e descricdo das amostras analisadas para a detecdo de Bacillus cereus no
estagio curricular.

Identificagdo da Amostra Descricdo da amostra
Amostra 1 Esparguete normal marca A
Amostra 2 Arroz com legumes
Amostra 3 Arroz branco tipo Agulha
Amostra 4 Esparguete normal marca B
Amostra 5 Arroz branco tipo Basmati
Amostra 6 Arroz com espinafres
Amostras 7 Farinha de trigo tipo 55
Amostra 8 Farinha integral de trigo e centeio
Amostra 9 Farinha lactea de arroz

Amostra 10 Farelo de trigo
Amostra 11 Massa com natas e fiambre
Amostra 12 Arroz com peixe
Amostra 13 Massa com peru
Amostra 14 Espaguete com guisado
Amostra 15 Arroz de pato

Durante o periodo de estagio diversos produtos deram entrada no laboratério cujo

pedido de analise microbiologica incluia a pesquisa de Bacillus cereus. No entanto em
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nenhuma amostra se detetou o agente em estudo, Bacillus cereus. Por este facto, com o
objetivo de validar o método, e por decisédo do laboratério, contaminou-se, quatro das amostras
selecionadas, com um material de referéncia o Bacillus cereus ATCC 11778, pertencente ao

laboratorio.

As amostras contaminadas foram as amostras 1 (Esparguete normal marca A), 3 (Arroz

branco tipo Agulha), 7 (Farinha de trigo tipo 55) e 9 (Farinha lactea de arroz).

4.1.2 Métodos:

4.1.2.1 Método horizontal para a enumeracdo e presuncdo de Bacillus
cereus a 30°C - ISO 7932:2004

O método que a empresa SGS utiliza para a enumeracdo de Bacillus cereus, em

produtos alimentares, € seguido pela norma ISO 7932:2004.

A ISO 7932:2004 fornece uma orientacdo geral para o teste microbiol6gico de produtos
alimentares preparando métodos de ensaio microbioldégicos para aplicacdo a alimentos ou
racBes para animais. Devido a grande variedade de produtos dentro deste campo de aplicagéo,
essas diretrizes podem néo ser apropriadas em cada detalhe, para certos produtos, podendo

ser necessario o uso de métodos diferentes.

Verifica-se que a grande maioria dos esporos das estirpes de B. cereus germinam
rapidamente sobre a superficie do meio de cultura usado para a enumeragcdo. Na maioria dos

casos, ndo é necessario o tratamento de choque por calor para provocar a germinagéao.

Esta Norma especifica um método horizontal para a enumeracao de Bacillus cereus

presumivel viavel por meio da técnica de contagem de col6nias a 30 °C. E aplicavel para:

» Subprodutos destinados ao consumo humano e na alimentacdo de animais
» Amostras ambientais na area de producdo de alimentos e manipulagdo de

alimentos.

A fim de dispor de um método de teste possivel, a fase de confirmacdo foi restrita ao
aspeto tipico em agar e ao teste de hemolise. Assim, o termo "presuntivo"” foi introduzido para
reconhecer o facto de que a fase de confirmagdo ndo permite observar a distincdo de B.
cereus, a partir de outros intimamente relacionados mas menos vulgarmente encontrados as
espécies de Bacillus, tais como B. anthracis, B. thuringiensis, B. weihenstephanensis, B.
mycoides. Um teste adicional da motilidade pode ajudar a diferenciar B. cereus de B. anthracis,

nos casos em que se suspeita da presenca deste ultimo.
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41.2.1.1 Meio BCM (Bacillus cereus Medium):

O meio utilizado pela empresa, para a enumeracdo de Bacillus cereus, € o meio BCM
(Bacillus cereus Medium). A preparacdo e a constituicdo deste meio seguem todos os
requisitos da norma ISO 7932:2004 sendo estes requisitos os seguintes (valores para 900 mL

de agua destilada):

Peptona -10,0 g

Extrato de carne -1,0 g
Cloreto de so6dio — 10,0 g
D- Manitol — 10,0 g
Agar-12,0g-18,0g
Vermelho de fenol -0,025 g

YV V V V VYV VY

O pH devera ser mantido 7,2+0,2.

O meio utilizado pela empresa SGS, BCM (Bacillus cereus Medium) da LAB M® tem a

seguinte constituicdo (valores para 900 mL de 4gua destilada):

» Peptona -10,0g

Extrato de carne -1,0 g
Cloreto de sédio — 10,0 g
D- Manitol - 10,0 g

Agar- 15,0 g

Vermelho de fenol -0,025 g

YV V V V V

O pH devera ser mantido 7,2+0,2 a 25°C.

A preparacdo do meio BCM iniciou-se com a pesagem de 23,0 g de meio desidratado
(Bacillus cereus Medium — LAB M®) na balanca analitica (Metter PM 1200). Seguidamente
adicionou-se 450 mL de 4gua destilada ao meio desidratado, previamente pesado, a agua
destilada, previamente medida, numa panela e aqueceu-se numa placa de aquecimento (J.P.
Selecta, S.A) durante 5 minutos. De seguida transferiu-se os 450 mL de meio BCM para um

frasco de 500 mL de capacidade volumétrica e

Colocou-se o frasco na autoclave (Uniclave 88) a temperatura de 121 °C durante 15
minutos. ApoOs a esterilizac@o terminada deixou-se o meio arrefecer até aos 47 °C dentro do
equipamento de banho-maria que tinha temperatura de 45+1 °C. Seguidamente, ap0s prévio
arrefecimento do meio BCM, adicionou-se 50 mL solu¢do de gema de ovo com Polimixina B
(Egg Yolk Emulsion + Polimixina B Biokar Diagnostics®) de forma asséptica na camara de fluxo
laminar horizontal (ESI Fluframe). Agitou-se o frasco de modo circular durante 40 segundos de

forma a dissolver a solu¢do de gema de ovo com Polimixina B. Distribuiu-se 15 mL do meio por
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cada placa de Petri e esperou-se até a solidificagdo das mesmas. Por fim apés a solidificacédo
armazenou-se as placas de Petri com o meio BCM (Figura 4.1) no frigorifico (Eurofred) a uma

temperatura de 13+3°C.

Figura 4.1: Placa de Petri distribuida com meio BCM.

O principio do meio especifico para Bacillus cereus foi desenvolvido por Mossel e
colaboradores. O meio de cultura BCM é um meio seletivo devido a sua constituicdo (D-
Manitol) e a adicdo da solugdo de gema de ovo com Polimixina B. A gema de ovo permite
detetar a lecitinase produzida pelo Bacillus cereus e a Polimixina B inibe a microflora de outras

espécies de bactérias em concreto Escherichia coli (www.labm.com).

41.2.1.2 Meio MYP (Mossel):

O método a ser implementado e validado, na empresa SGS, para detecdo de Bacillus
cereus em produtos alimentares nomeadamente arroz e outros produtos a base de cereais

aponta a utilizacdo do meio MYP-Mossel da Bio-rad®.

O meio MYP é usado para a detecdo e enumeracdo de Bacillus cereus na técnica de
contagem de coldnias a 30 °C para analises a produtos alimentares. Este método é baseado na
norma NF EN ISO 7932 (Julho/2005) que visa a enumeracédo e presuncao de Bacillus cereus.

O principio do meio baseia-se na incapacidade do Bacillus cereus de fermentar o manitol
(manitol é uma fonte de glacidos e a sua fermentacdo é detetada pelo indicador de pH
vermelho de fenol) e na manifestacdo de lecitinase. A adicdo de gema de ovo fornece ao
Bacillus cereus a proteina lecitina que faz com que este microrganismo produza lecitinase. A
lecitinase vai hidrolisar a lecitina do ovo formando uma zona de precipitacdo branca em redor

das colonias formadas. A zona de precipitagdo é composta por produtos de degradacao da
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lecitina. Devido a presenca de sulfato polimixina B no préprio meio desidratado, o crescimento

de outras bactérias € inibido.

A preparagéo e a constituicdo deste meio seguem todos os requisitos da norma EN ISO
7932:2005 sendo estes requisitos 0os seguintes (valores para 900 mL de agua destilada):

» Peptona-10,0g

Extrato de carne -1,0 g
Cloreto de s6dio — 10,0 g

D- Manitol — 10,0 g
Agar-12,0g-18,0g
Vermelho de fenol -0,025 g
Sulfato de polimixina B-10° IU

YV V. V V VYV V

O pH devera ser mantido 7,2+0,2 a 25°C.

O meio a ser implementado e validado, na empresa SGS, é o MYP (Mossel) da Bio-rad®

tem a seguinte constituicao:

Peptona -10,0 g

Extrato de carne -1,0 g
Cloreto de s6dio— 10,0 g

D- Manitol - 10,0 g

Agar- 14,0 g

Vermelho de fenol -0,025 g
Sulfato de polimixina B-10° 1U

VvV V.V V V V V

O pH devera ser mantido 7,2+0,2 a 25°C.

Para a preparacao do meio MYP pesou-se 22,5 g de meio desidratado (Mossel — Bio-rad®)
na balanca analitica (Metter PM 1200). Adicionou-se 450 mL de agua destilada ao meio
desidratado e agueceu-se numa placa de aquecimento (J.P. Selecta, S.A) durante 5 minutos.
Transferiu-se os 450 mL de meio MYP para um frasco de 500 mL de capacidade volumétrica e
onsecutivamente colocou-se o frasco na autoclave (Uniclave 88) a temperatura de 121°C

durante 15 minutos.

Apbs a esterilizacdo terminada deixou-se o meio arrefecer até 44-47°C dentro do
equipamento de banho-maria que tinha temperatura de 45+1°C. Seguidamente, apds prévio
arrefecimento do meio MYP, adicionou-se 50 mL solu¢cdo de gema de ovo simples (Egg Yolk
Emulsion Biokar Diagnostics®) de forma asséptica na cdmara de fluxo laminar horizontal (ESI
Fluframe). Agitou-se o frasco de modo circular durante 40 segundos de forma a dissolver a

solugdo de gema de ovo. Por fim distribuiu-se 15 mL por cada placa de Petri. Apds solidificagédo
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armazenou-se as placas de Petri com o meio MYP (Figura 4.2) no frigorifico (Eurofred) a uma

temperatura de 13+3°C.

Figura 4.2: Placa de Petri distribuida com meio MYP na fase de solidificacdo dentro da camara de fluxo
laminar.

4.1.3 Preparacdo das amostras:

As amostras foram preparadas de forma igual para ambos os métodos (método
utilizado na empresa e método a ser implementado). Segundo a ISO 7932:2004 a preparacao
da amostra a ser analisada devera ter uma quantidade especifica caso a amostra seja liquida.
Por outro lado, se a amostra analisada for um produto que néo seja liquido, proceder-se-a a
preparacdo de uma suspensado inicial e respetivas diluicbes sucessivas. Para tal, a 1SO
7932:2004 indica que a suspensao inicial e as diluicdes sucessivas deverao ser realizadas de
acordo com a ISO 6887-1:1999. Esta norma define as regras gerais para a preparacdo da
suspensdo inicial e diluicdes decimais para exames microbiolégicos e real¢ga que para um certo
namero de produtos, € necessario tomar precaucdes especiais, particularmente na preparagdo
da suspensao inicial, devido ao estado fisico do produto (tal como um produto seco ou um
produto altamente viscoso), ou a presenc¢a de substancias inibidoras (tais como especiarias,

peixes salgados), ou a acidez, etc.

Para realizacdo da suspensdo inicial e das diluicdes sucessivas utilizou-se agua
peptonada (BPW-Buffered peptone water) conforme indicado na norma ISO 6887-1:1999. A
constituicdo da agua peptonada devera respeitar os requisitos incluidos na norma ISO 6887-

1:1999, os quais abaixo estdo indicados (valores para 1000 mL de agua destilada):

» Peptona de caseina e de gelatina (tecido animal) - 10,0 g
» Cloreto de sédio-5,0g
» Di-sodio hidrogenofosfato (Na,HPO412H,0) - 9,0 g
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> Dihidrogenofosfato de potéassio (KH,PQ,) -1,5 g
O pH devera ser mantido 7,0+0,2 a 25°C.

A agua peptonada tem como fungdo promover a recuperacdo dos microrganismos
presentes potencialmente lesados como consequéncia dos tratamentos a que o produto foi
sujeito. A suspensao inicial (diluicdo primaria) tem por finalidade transformar a heterogeneidade
de uma amostra sélida, numa amostra liquida, homogénea e representativa do alimento a
analisar. O objetivo serd obter uma distribuicdo o mais homogénea possivel dos
microrganismos contidos nos componentes soélidos da amostra. Posteriormente foram
preparadas diluigbes decimais sucessivas, de modo a reduzir o nimero de microrganismos por
unidade de volume semeado e permitir assim efetuar uma contagem de UFC, ap6s o periodo
de incubacéo, conforme descrito em cada norma especifica utilizada (ISO 7932:2004 e EN 1SO
7932:2005).

4.1.3.1 Preparacdo da dgua peptonada (BPW):

Na preparacao do BPW pesou-se 20,0 g de meio desidratado (BPW®) na balanca analitica
(Metter PM 1200) para um frasco de 1000 mL de capacidade volumétrica e adicionou-se 1000
mL de agua destilada. Seguidamente colocou-se o frasco na autoclave (Uniclave 88) a
temperatura de 121°C durante 15 minutos. Ap6s a esterilizacdo terminada deixou-se o meio

arrefecer e colocou-se no frigorifico a temperatura de 5+2°C.

4.1.3.2 Pesagem das amostras:

As amostras (Figura 4.3) foram pesadas tendo em conta as condi¢fes de assepsia, na
sala de pesagens do laboratério através do diluidor automatico com balanga (AES Laboratoire).
Pesou-se 25,0 g de cada amostra para uma saco de Stomacher perfazendo com agua
peptonada até as 250 g. Desta forma obteve-se a diluicao inicial (p/p) da amostra na proporgéo

1/10 usando como diluente a agua peptonada (meio BPW).

Todas as misturas de amostra com agua peptonada foram homogeneizadas no

aparelho “Stomacher®” (Stomacher 400 “Laboratory Blender), durante 1 minuto, a 230 rpm.

Seguidamente, foram preparadas diluicdes decimais seriadas da suspensdo-méae, de modo a
se obter o nimero apropriado de microrganismos para a contagem em meio de cultura sélido
utilizando a técnica de sementeira em superficie. Foram preparadas duas placas de meio para

cada diluicdo examinada.
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Figura 4.3: Algumas das 15 amostras analisadas antes de ser preparada a suspenséao inicial para
detecdo de Bacillus cereus (imagem do lado esquerdo). Algumas das 15 amostras apos se ter pesado a

suspensdo inicial (imagem do lado direito).
4.1.3.3 Contaminacdo das amostras:

A contaminacdo das amostras foi executada a partir de um material de referéncia, o
Bacillus cereus ATCC 11778. Isolou-se o0 mesmo numa placa de Gelose Columbia + 5% de
sangue de carneiro (COS Bio-rad®). A placa COS® foi colocada na estufa de 30°C (Binder).
ApOs 24 horas retirou-se a placa da estufa e retirou-se uma colénia e inoculou-se em cada

saco Stomacher pertencente a cada uma das amostras 1, 3, 7 e 9 (Figura 4.4).

Figura 4.4: Amostra 1, 3, 7 e 9 apds contaminagdo com o Bacillus cereus ATCC 11778.

60



A gelose Columbia (Figura 4.5) € um meio de isolamento seletivo que permite o
crescimento de microrganismos fastidiosos. Complementado, com sangue de carneiro, é
altamente nutritivo e portanto adaptado a cultura da maior parte das espécies bacterianas,

independentemente do seu metabolismo (http://www.biomerieux.pt).

Figura 4.5: Bacillus cereus ATCC 11778 em Placa de Gelose de sangue (crescimento apds 24 horas a 30
°C).

4.1.3.4 Preparacéo das diluicBes decimais:

Fez-se, para cada amostra, diluicdes decimais sucessivas até a diluicio 10™, com base
no nivel de contaminacdo esperado. Esta metodologia consiste em adicionar 1 mL da
suspensdo inicial a 9 mL de 4gua peptonada preparando assim a diluicdo 102 A partir desta, é

preparada de igual modo a diluicao 107 e assim sucessivamente (Figura 4.6).
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Figura 4.6: Esquema da preparacdo das diluicdes sucessivas, executados em cada uma das amostras
estudadas; Quadrado verde: Saco Stomacher com 25,0 g de cada amostra (amostral a amostral5) mais
225 mL de BPW® (4gua peptonada); Seta preta: retirou-se xmL do anterior para o seguinte; x = 1 ou
x = 0,1; Cilindro castanho: Tubo de ensaio com 9 mL de BPW® (agua peptonada); Circulo de cor
Salméo: Placa BCM® (Bacillus cereus Medium); Circulo de cor Rosa escura: Placa MYP® (Mossel).

4.1.4 Inoculagdo da suspensdo inicial e respetivas diluicdes decimais nos
meios BCM e MYP e Incubag&o a 30°C:

A partir da suspenséo inicial (diluicdo inicial 10'1), efetuou-se as diluicbes desejadas
conforme ja foi referido no subcapitulo 4.1.3.4. Seguidamente inoculou-se sobre a superficie
seca do meio MYP® (Mossel) e meio BCM® (Bacillus cereus Medium) 0,1 mL de cada dilui¢do
selecionada (diluicdo 10",10% e 10'3) com a ajuda de pipetador automatico (VitLab-pipeo) e de
uma pipeta graduada esterilizada de 1 mL. Continuamente, com auxilio de um espalhador
esterilizado (Figura 4.7) espalhou-se o in6culo cuidadosamente por toda a superficie do meio
até completa absorcao. Todo este processo foi executado numa camara de fluxo laminar com o
fim de manter toda a esterilidade do procedimento e manuseamento das amostras a serem

analisadas.
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Figura 4.7: Espalhamento do indculo (da suspensao inicial) na placa MYP®.

Tendo em conta o descrito nas normas ISO 7932:2004 e EN ISO 7932:2005 as placas
foram incubadas, de forma invertida a uma temperatura 30+1°C durante 24 horas, na estufa

(Binder) (Figura 4.8) indicada com a temperatura de 30+1°C.

Figura 4.8: Placas de MYP e BCM na estufa (Binder) de 30 £1°C ap6s inoculagdo da amostra a partir das
diluices seriadas.

4.1.5 Contagem de colbnias caracteristicas e Testes confirmatérios:

A norma ISO 7932:2004 e a EN ISO 7932:2005 usada atualmente na empresa SGS
(para a detecdo de Bacillus cereus em amostras alimentares) e usada na implementagcédo do
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método para enumeracao de Bacillus cereus, respetivamente, descrevem no ponto 9.3 que
apo6s o periodo de incubacgdo dever-se-a selecionar as placas onde ocorreu crescimento de B.
cereus, de preferéncia a sele¢do de pelo menos duas diluicdes sucessivas, contendo em cada
uma das diluicdes menos de 150 colénias. A contagem das colénias presuntivas de B. cereus
devera ser feita em cada uma das placas. Estas coldnias presuntivas (Figura 4.9) sdo grandes,
cor-de-rosa (indicando que a fermentacdo de Manitol ndo ocorreu) e geralmente estdo
rodeadas por uma zona de precipitacdo (indicando a producdo de lecitinase). Se as placas
contiverem numerosos microrganismos que fermentam o Manitol, levando assim a producéo de
acido, entédo a tonalidade cor-de-rosa caracteristica da colénia de Bacillus cereus pode diminuir

ou entdo desparecer por completo.

Algumas estipes de Bacillus cereus produzem pouco ou nenhuma lecitinase. Colonias
destas estipes ndo estardo cercadas por uma zona de precipitacdo. Estas col6nias também

devem ser sujeitas a testes de confirmacao.

Se 1 mL de in6culo for espalhado ao longo de trés placas, deve-se tratar essas placas

como uma em todas as contagens subsequentes e procedimentos de confirmacao.

Colénias de Bacillus
cereus cor-de-rosa
com zona de
precipitacdo (halo) a
volta da colénia.

Figura 4.9: Placa de Mossel com colonias de Bacillus cereus. Adaptado de http://www.solabia.fr/.

Os testes confirmatérios do método a ser utilizado na empresa SGS para detecdo do
Bacillus cereus, de acordo com a norma ISO 7932:2004 s&o efetuados sempre que surgirem
colénias grandes, de cor rosa e rodeadas por um halo opaco, ou seja, colénias caracteristica
de B. cereus. Esta confirmacgéo envolve dois testes. O primeiro teste confirmatdrio consiste na
pesquisa da atividade hemolitica em meio COS® (Bio-rad) e sempre que necessario, na
detecdo de lecitinase. A placa de gelose de sangue constitui uma mistura de peptonas

particularmente adaptada a cultura de microrganismos fastidiosos. A presenca de sangue

permite a determinacdo da hemdlise, que é um critério basico para a orientacdo da
identificacdo de bactérias nomeadamente do Bacillus cereus.
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Segundo o procedimento interno da empresa que tem por base a ISO 7932:2004, o
segundo teste confirmatdrio consiste em caracterizar o perfil bioquimico do Bacillus cereus
utilizando a galeria API CH® e API 20E® (BioMérieux®). O APl 50 CH® é um sistema
padronizado que associa 50 testes bioquimicos (microtubos) para o estudo do metabolismo
dos hidratos de carbono dos microrganismos (fermentacdo de substratos, pertencente a familia

dos hidratos de carbono e derivados tais como heterosideos, polidlcoois, acidos urdnicos).

O API 50 CH® ¢é usado é utilizado com conjunto com API 50 CHB/E Medium para a
identificacdo dos Bacillus e semelhantes. A galeria APl 20 E® pode ser utilizada em

complemento da galeria API 50 CH® para Bacillus e semelhantes.

Para a realizagéo das galerias APl 50 CH® e APl 20E® retirou-se, com uma ansa,
varias colonias idénticas entre si e, utilizando o Densitbmetro (BioMérieux® densimat),
preparou-se uma suspensdo no meio APl CHB® e no meio API Suspension (BioMérieux®)

respetivamente, de turvacédo equivalente a 2 na escala de McFarland.

Posteriormente preencheu-se os microtubos, de ambas galerias com as suspensdes
anteriormente descritas (Figura 4.10). A galeria API 20 E® foi preenchida até ao microtubo da
Glucose (GLU). Colocou-se as galerias APl 50 CH® e API 20E® a incubar a 30°C durante 48
horas, e realizou-se a leitura dos resultados as 24 e as 48 horas.
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Figura 4.10: API 50 CH® (lado esquerdo) API 20 E® (lado direito) ambos preenchidos com a suspensdo
respetiva.

O teste confirmatério do método a ser implementado na empresa SGS para detegéo do

Bacillus cereus, de acordo com a norma EN I1SO 7932:2005 é efetuado sempre que surgirem
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colénias grandes, irregulares, de cor rosa e rodeadas por um halo opaco, ou seja, colonias
caracteristica de B. cereus. O teste confirmatério consiste na pesquisa da atividade hemolitica
em meio COS® e sempre que necessario, na detecdo de lecitinase. As geloses de sangue
contém uma mistura de peptonas particularmente adaptada a cultura de microrganismos
fastidiosos. A presenca de sangue permite a determinacdo da hemdlise, que é um critério
basico para a orientacdo da identificacdo desta bactéria.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO:

Este capitulo denota todos os resultados obtidos no desenvolvimento experimental assim
como a sua devida discusséo. Os resultados descritos abrangem todos os diferentes testes
realizados nas 15 amostras incluindo a contagem de colénias em placa de MYP® e BCM®,
presenca ou auséncia de hemdlise em agar sangue -5%- (Bio-rad®), bem como os resultados
do perfil bioquimico identificados através dos testes em galerias APl 50 CH® e API 20 E®
(BioMérieux®).

Segundo o guia para o controlo de qualidade em laboratérios de microbiologia redigido
pelo IPAC quando se valida/implementa um método dever-se-a fazer um controlo interno com
amostras em duplicado e ensaios em paralelo. No presente trabalho experimental, por

impossibilidade de recursos, nao foi possivel fazer as anélises em duplicado

Na primeira fase do procedimento pratico laboratorial contaminou-se artificialmente 4 das
15 amostras com uma estirpe de referéncia do laboratério da SGS (como foi anteriormente
mencionado no subcapitulo 4.1.3.3). As amostras contaminadas artificialmente foram: a
amostra 1, esparguete normal marca A; amostra 3, arroz branco tipo agulha; amostra 7, farinha
de trigo tipo 55, e a amostra 9, farinha lactea de arroz. Devido a este procedimento foi possivel
determinar e enumerar, nestas amostras, o Bacillus cereus a 30 °C pelo método horizontal ISO
7932:2004, em meio BCM-LABM® (meio de cultura usado no método para determinagéo e
enumeracdo de B. cereus utilizado no laboratério SGS), e pelo método horizontal EN 1SO
7932:2005, em mei o MYP-Bio-Rad® (meio de cultura utilizado no método a ser

implementado).

Os resultados obtidos nas contagens de Bacillus cereus sdo apresentados em tabela
(Tabela 5.1). As contagens, realizadas apds 24 horas de incubacdo a 30°C, foram efetuadas
diretamente quer em placa de BCM® como em placa de MYP®. Todos os resultados das
contagens de colénias caracteristicas de Bacillus cereus foram expressos em Log UFC/g.

Os resultados obtidos em cada método foram analisados através do teste t de student e
ANOVA, com o objetivo de validar o método a ser implementado (EN 1SO 7932:2005).

5.1 Resultados das andlises microbiolégicas realizadas durante o

desenvolvimento do trabalho.

Os resultados obtidos no teste presuntivo da contagem de Bacillus cereus, utilizando o
método a ser implementado (EN ISO 7932:2005) em paralelo com a norma de referéncia
correspondente utilizada atualmente na empresa SGS (ISO 7932:2004) sdo apresentados em

tabela (Tabela 5.1) e expressos em Log UFC/g.
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Tabela 5.1: Resultados obtidos pelo método ISO 7932:2004 e EN ISO 7932:2005 expressos em Log

UFClg.
Descri¢do Resultado Resultado | LOG UFC/g LOG UFC/g
Método ISO Método ISO
7932:2004 7932:2004
1 | 07-Margo- | Esparguete 9,7 x 10° 5,9 6,0
2014 normal marca A
2 28- Arroz com <10? <10? 0 0
Fevereiro- legumes
2014
3 | 07-Margo- | Arroz branco 7,6 x 10° 8,8 x 10° 5,9 5,9
2014 tipo agulha
4 28- Esparguete <10? <10° 0 0
Fevereiro- | normal marca B
2014
5 28- Arroz branco <10? <10? 0 0
Fevereiro- tipo Basmati
2014
6 28- Arroz com <10? <10? 0 0
Fevereiro- espinafres
2014
7 | 07-Margo- | Farinha de trigo | 6,3 x 10 8,5x 10° 5,8 5,9
2014 tipo 55
8 28- Farinha integral <10? <10° 0 0
Fevereiro- de trigo e
2014 centeio
9 | 07-Margo- | Farinha lactea 1,0 x 10° 1,1x10° 6,0 6,0
2014 de arroz
10 28- Farelo de trigo <10’ <10° 0 0
Fevereiro-
2014
11 28- Massa com <10’ <10’ 0 0
Fevereiro- | natas e fiambre
2014
12 28- Arroz com peixe <10° <10° 0 0
Fevereiro-
2014
13 28- Massa com peru <10° <10° 0 0
Fevereiro-
2014
14 28- Esparguete com <10° <10° 0 0
Fevereiro- guisado
2014
15 28- Arroz de pato <10° <10° 0 0
Fevereiro-
2014
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Os resultados, da detecdo e enumeracao de Bacillus cereus, obtidos a partir de ambos
0s métodos (ISO 7932:2004 e EN ISO 7932:2005) foram alcancados apés a execucdo da
sementeira. Ambas as placas MYP® e BCM® foram incubadas a 30°C durante 24 horas e,
apos esse tempo, foi possivel observar em ambas as placas, a presenca ou auséncia de

precipitacdo da lecitina e a alteracdo ou ndo, da cor para rosa.

Detetou-se nas amostras 1 (espaguete normal marca A), 3 (arroz branco tipo agulha), 7
(farinha de trigo tipo 55) e 9 (farinha lactea de arroz) resultados positivos e assertorios em
ambos os métodos. A contagem de colbnias caracteristicas de B. cereus somente foi possivel
na diluicdo 10™ pois nas diluicdes 10 e 10°® verificou-se um extenso crescimento de colénias

que tornou a contagem inexecutavel (Figura 5.1).

Figura 5.1: Colénias incontaveis de Bacillus cereus em Placa de MYP® (a direita) e BCM® (a esquerda),
diluicdo 10, Seta preta: Crescimento abundante de colonias; Seta roxa: meio totalmente rosa devido a
elevada carga de UFC/g de alimento.

Na contagem de coldnias caracteristicas de Bacillus cereus verificou-se que a
morfologia de todas as coldnias isoladas, em ambos os meios (BCM e MYP), era idéntica. As
colénias apresentavam uma coloracao rosa e estavam rodeadas de um halo. De acordo com a
ISO 7932:2004 e a EN I1SO 7932:2005 as coldnias tipicas de Bacillus cereus sao grandes, cor-
de-rosa (indicando que a fermentacdo de Manitol ndo ocorreu) e geralmente estdo rodeadas
por uma zona de precipitagdo (indicando a producdo de lecitinase). Seguindo este conceito
delineado em ambas ISO, todas as colénias contadas apresentavam estas caracteristicas
(Figura 5.2).
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Figura 5.2: Colonicas caracteristicas de Bacillus cereus, diluicdo 10*, no meio MYP® (a
esquerda) e BCM® (a direita). Ampliada 3x e 4x, respetivamente. Seta preta: Coldnias caracteristicas de
B. cereus.

O meio utilizado pela empresa SGS, BCM (Bacillus cereus Medium) da LAB M® tem a
constituicdo semelhante & do meio a ser implementado MYP (Mossel) da Bio-rad®. A Unica
diferenca na constituicdo destes meios é o componente Sulfato de polimixina B. Este
constituinte faz parte da férmula teérica do meio MYP (1x10° Ul) enquanto no meio BCM este

componente esta contido na solugdo de gema de ovo com Polimixina B (5x10* U1).

Ambos os meios sdo constituidos por peptona, extrato de carne, cloreto de sodio
(NaCl), D- Manitol, agar e vermelho de fenol. Cada constituinte tem uma funcéo especifica que

possibilita o crescimento e isolamento do Bacillus cereus.

A peptona é obtida por digestdo enzimética da carne de elevada qualidade e devera
ser adicionada a meios de cultura com ingredientes adicionais como extrato de carne e agar. O
nivel de triptofano na peptona € suficientemente elevado para permitir a produgdo de &cido
indolacético. A selecdo de microrganismos com capacidade para producdo de hormonas de
crescimento, como o acido indolacético tem sido amplamente estudada devido a sua fungdo

reguladora no desenvolvimento das plantas (El-Khawas & Adachi, 1999).

O extrato de carne contém substancias que estimulam a atividade bacteriana,
nomeadamente vitamina, fontes de carbono e azoto. Ja o cloreto de sddio permite 0 aumento

da pressao osmaética e mantém a isotonia do meio.

O agar é uma substancia mucilaginosa extraida de varias espécies de Gelidium e
outras algas afins. Tem somente a funcdo de solidificar os meios, ndo sendo metabolizado

pelas bactérias.

O D-manitol € um acucar, cuja fermentacao é detetada pelo indicador de pH vermelho
de fenol. O Bacillus cereus ndo consegue fermentar o manitol, e como resultado as colénicas
tipicas sdo de tonalidade rosa (Figura 5.3). A solugcdo de vermelho fenol é usada como um

indicador de pH: a sua cor apresenta uma gradual transicdo do amarelo para o vermelho na
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faixa de pH entre 6,6 e 8,0. Acima de pH 8,1, o vermelho fenol transita para uma cor rosa
brilhante. Esta mudanca de cor observada é porque o vermelho de fenol perde protdes a

medida que o pH aumenta (Budavari,1989).

A gema de ovo foi uma solugdo adicionada durante a preparacdo do meio BCM® e
MYP®. A solucdo de gema de ovo, adicionada ao meio BCM®, possui polimixina B ao contrario
da solucdo de gema de ovo adicionada ao meio MYP®. As polimixinas sdo antibidticos
polipeptideos com potente acdo sobre vérias bactérias Gram-negativas. Atualmente, somente
as polimixinas B e E sdo utilizadas na pratica clinica. Este grupo de antibidticos sé&o
sintetizados por estirpes de Bacillus polimyxa, foram descritas de forma independente em 1947
por investigadores norte-americanos e ingleses e o nome genérico de polimixinas foi adotado
para os antibiticos originados por este microrganismo (Moyer et al., 1953). Bacillus cereus é

resistente a determinadas concentra¢cfes de polimixina.

A solucdo de gema de ovo funciona como um substrato para detetar a producdo de
lecitinase e, além disso, a atividade da lipase. Espécies do género Bacillus sintetizam varias
enzimas, como proteases e lipases, as quais podem ser intracelulares ou extracelulares, o que
reforca que muitas estirpes apresentam uma atividade lipolitica extracelular elevada (Chen et
al.,, 2004). O B. cereus também apresenta atividade proteolitica, sendo esta mais acentuada
sobre as caseinas, comparada a atividade sobre as proteinas do soro. As estipes produtoras
de lecitinase produzem zona opaca ao redor do in6culo (Mossel et al., 1967).

As colonias de bactérias que produzem a enzima lecitinase, hidrolisam a lecitina
produzindo uma zona de opacificacdo ao seu redor (Figura 5.3) quando crescidas em meio de
agar contendo gema de ovo. O Bacillus cereus produz lecitinase e como resultado forma-se

produtos insollveis da degradacdo de lecitina de gema de ovo acumulando a volta das

colénias de Bacillus cereus, formando assim um precipitado branco.

Figura 5.3: Coldnias tipicas de B. cereus com tonalidade rosa e forma irregular (circulo verde), formagéo
de halo a volta da colonia devido a degradagéo da lecitina (circulo castanho).
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Nas amostras 2 (arroz com legumes), 4 (esparguete normal marca B), 5 (arroz branco
basmati), 6 (arroz com espinafres), 8 (farinha integral de trigo e centeio), 10 (farelo de trigo), 11
(massa com natas e fiambre), 12 (arroz com peixe), 13 (massa com peru), 14 (esparguete com
guisado) e 15 (arroz de pato) ndo se detetou nem enumerou nenhum microrganismo do género
Bacillus, espécie B. cereus. Estes resultados foram idénticos em ambos os métodos, sendo o

valor, para todas as amostras anteriormente referidas, de <10> UFC/g de alimento.

Curiosamente em algumas amostras que ndo foram contaminadas, nomeadamente nas
amostras 8, 10 e 12 (Figura 5.4) observou-se o crescimento de outros microrganismos que nado
Bacillus cereus. Os microrganismos foram identificados em ambas as placas, de BCM®
(método 1SO 7932:2004) e MYP® (método EN ISO 7932:2005), na diluicdo 102

Figura 5.4: 1- Placa de BCM® inoculada com Amostra 12 (Arroz com peixe) apos 24 horas a 30°C; 2-
Placa de BCM® inoculada com Amostra 10 (Farelo de trigo) apds 24 horas a 30°C; 3- Placa de MYP®
inoculada com Amostra 12 (Arroz com peixe) apos 24 horas a 30°C; 4- Placa de MYP® inoculada com
Amostra 8 (Farelo integral com centeio) apds 24 horas a 30°C; Seta preta- Crescimento de outros
microrganismos que ndo Bacillus cereus.

A amostra 8 (farinha integral com centeio) destaca-se pelo interesse que a matriz tem
neste estudo e também pelo crescimento de fungos filamentosos na placa de BCM® (Figura
5.5).

Figura 5.5: Amostra 8, farinha integral com centeio, Placa BCM, diluicdo 10%; Seta preta: Indicacéo de
fungos filamentosos.
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O manuseamento do material, neste caso farinha, as condi¢cdes de armazenamento, o
meio de transporte, entre outros é determinante para o desenvolvimento de microrganismos.
No caso de ser efetuado um armazenamento incorreto mesmo depois do embalamento, os

fungos como séao resistentes conseguem proliferar com baixos valores de aw.

5.2 Resultados dos testes confirmatérios realizados durante o desenvolvimento
do trabalho.

De acordo com ambas metodologias que determinam e enumeram o Bacillus cereus a
30°C (ISO 7932:2004 e EN ISO 7932:2005) sempre que surgirem colonias grandes, de
tonalidade rosa e rodeadas por um halo opaco, ou seja, colonias caracteristica de B. cereus,

sdo executados testes confirmatorios.

Os testes confirmatdrios baseiam-se na identificac@o bioquimica de Bacillus cereus isto
€, na verificagdo de produgao de B-hemolisina (ISO 7932:2004 e EN ISO 7932:2005) e
utilizagcdo de diferentes substratos através do teste API 50 CH® e API 20E® (1ISO 7932:2004).

5.2.1 Teste da hemdélise- Verificagdo de producdo de B-hemolisina:

A verificag8o de producéo de B-hemolisina é executada através do teste da hemdlise.
Este teste confirmatério, executado em meio de gelose de sangue ou seja meio COS (Bio-
rad®), é comum nas duas metodologias e permite confirmar a presenca de Bacillus cereus

visto que esta bactéria tem atividade hemolitica.

Os testes confirmatérios foram realizados as amostras 1, 3, 7 e 9 cujo crescimento de
colénias caracteristicas de B. cereus se visualizou. Assim sendo, ap0s se realizar o teste da
hemdlise nas amostras suspeitas de presenca de Bacillus cereus, verificou-se, que a bactéria

tinha atividade hemolitica (Tabela 5.2).

O Bacillus cereus produz trés tipos de hemolisinas responsaveis pela sua atividade
hemolitica as quais denominam-se de hemolisina |, hemolisina Il e hemolisina Ill. A hemolisina |
€ uma citolisina inibida pelo colesterol, termolabil e é ativada pelo tiol. A hemolisina Il também é
termolabil no entanto n&o ¢é inibida pelo colesterol e pertence a familia das toxinas B-barril
formadoras de poros (Kotiranta et al., 2000). Por fim a hemolisina Ill, uma proteina que provoca
a lise dos eritrocitos através dos poros transmenbranares (Baida & Kuzmin,1996). E devido a
producdo de hemolisina Il que é possivel observar a zona transparente (Figura da Tabela 5.3-

setas pretas) evidenciando a hemolise.
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Tabela 5.2: Resultado obtido no teste de hemdélise em placa COS® - Amostra 1, 3, 7 e 9. Seta preta:
Atividade hemolitica do Bacillus cereus (amostra 1, 3, 7 € 9).

B-hemolisina*

Amostra Teste de Hemolise Verificacdo de producéo de

1-Esparguete marca A Positivo
3-Arroz branco tipo agulha Positivo
7-Farinha de trigo tipo 55 Positivo
9-Farinha lactea de arroz Positivo

*Verifica-se a producéo da B-hemolisina através da zona transparente formada & volta do inéculo

(setas pretas).

De acordo com a metodologia a ser implementada e validada na empresa SGS, EN
ISO 7932:2005, que determina e enumera o Bacillus cereus a 30°C, apds se confirmar a
atividade hemolitica presente nas amostra 1, 3, 7 e 9, concluiu-se que o Bacillus cereus estava
presente nas amostras acima indicadas e estava ausente nas restantes amostras analisadas
(2,4,5,6,8,10,11, 12, 13, 14, 15).

5.2.2 Teste API 50 CH® e API 20E®:

Seguiu-se a metodologia, que determina e enumera o Bacillus cereus a 30°C, exercida
na empresa SGS, ISO 7932:2004, e efetuou-se o teste confirmatério final, fermenta¢éo dos
acgucares, com o APl 50 CH® e API 20 E® (BioMérieux®). Os testes de fermentacdo foram
incubados com API 50 CHL medium® e durante o periodo de incubacédo (24 e 48 horas a 30
°C) a fermentacao traduziu-se por uma alteragéo de cor no microtubo, devido a uma producéo
de &cido em anaerobiose revelada pelo indicador de pH do meio. Em cada microtubo existe um
acucar diferente e o indicador de pH vermelho fenol. A metabolizacdo dos aglcares provoca a
acidificacdo do meio, passando a cor de vermelho a amarelo (figura 5.6). No caso da

metabolizacdo da Esculina a acidificacdo do meio provoca uma alteracao da cor de vermelho a
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preto. Este processo bioquimico observou-se em alguns microtubos tal como se pode verificar

na Figura 5.6 e no Anexo |.

Figura 5.6: Galeria API 50 CH® antes (lado esquerdo) de ser incubada e apds 48 horas (lado direito) de
incubacdo a 30°C. Preenchimento vermelho: teste negativo; Preenchimento amarelo e preto: Teste
positivo.

Apos incubacdo a 30°C a leitura e interpretagéo, da galeria APl 20 E®, foi realizada
apos a adicdo de reagentes para o teste TDA, IND e VP. Para o teste do triptofano desaminase
adicionou-se uma gota de reagente TDA. Para o teste do indol adicionou-se uma gota de
reagente JAMES e por fim para a leitura do teste de Voges-Proskauer adicionou-se uma gota

de reagente VP1 e uma gosta de reagente VP2.

Os resultados obtidos na leitura da galeria API 20 E® estéo apresentados na figura 5.7

e no Anexo Il.
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Figura 5.7: Galeria API 20 E® antes (figura superior) de ser incubada e ap6s 48 horas (figura inferior) de
incubacdo a 30 °C. Os testes positivos foram ADH-L-arginina, GEL-Gelatina (origem bovina) e GLU-D-
glucose. O primeiro tubo, sem substrato serve de controlo negativo.

Os dados de ambas as leituras foram idénticos para todas as amostras em confirmacéo
(1, 3, 7 e 9) e o perfil do género foi bem identificado (Figura 5.8).

Galeria AP 50 CHB V4.0
g e R A D Y T Wl bl o b & aicn LACR I e b anennevisvnns (T
+4.
Nota(s) POSSIBILIDADE DE Bacillus thuringiensis
Taxons significativos %D T Teste(s) por aproximagao
Bacillus mycoides 840 097
cereus ST U SAL 4%
I —— = =
Bacillus cereus 1 45 085 CEL 88%
Taxon seguinte %D T Teste(s) por aproximagao
Bacillus anthracis 04 07 ADH 1% NIT 78%

Figura 5.8: Resultado em percentagem do perfil da leitura das galeria API 50 CH® e APl 20 E® apoés 24
horas. +:Teste positivo; -:Teste negativo; Linha vermelha escura: percentagem de identificacdo de Bacillus

mycoides; Linha roxa: percentagem de identificacéo de Bacillus cereus 2; Linha laranja: percentagem de
identificacéo de Bacillus cereus 1.
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Galeria API 50 CHB V4.0

et L P AU S AN L LT thoioine., Pt totonttosihborecnisiiiinne $een
“+ 4 S
Nota(s) POSSIBILIDADE DE Bacillus thuringiensis
Taxons significativos %D T Teste(s) por aproximagéo
Bacillus mycoides 710 099
Bacillus cereus 2 198 094 SAL 24%
Bacillus cereus 1 8.2 0.89 CEL 88%
Taxon seguinte %ID T Teste(s) por aproximacio
Bacillus anthracis 0.8 0.78 ADH 1%

Figura 5.9: Resultado em percentagem do perfil da leitura das galeria APl 50 CH® e API 20 E® apés 48
horas.+:Teste positivo; -:Teste negativo; Linha vermelha escura: percentagem de identificacéo de Bacillus
mycoides; Linha roxa: percentagem de identificacdo de Bacillus cereus 2; Linha laranja: percentagem de
identificacéo de Bacillus cereus 1.

O perfil bioquimico assim constituido serve para identificagdo dos Bacillus spp. e
também permite a analise taxonémica de um grupo de microrganismos nomeadamente o grupo
Bacillus cereus. Constatou-se que o perfil bioquimico tragado para as amostras 1, 3, 7 e 9 foi
idéntico.

O material de referéncia, pertencente ao laboratério de microbiologia da SGS, utilizado
para contaminar as amostras 1, 3, 7 e 9 foi o Bacillus cereus ATCC 11778. Isto vai de encontro
com o resultado obtido no APl 50 CH® e API 20 E®, apos 24 e 48 horas de incubagéo a 30°C.
O perfil taxonémico, apds 24 horas de incubacdo, foi de 11,2% Bacillus cereus 2 e 4,5 %
Bacillus cereus 1.

A segunda leitura foi feita apds 48 horas de incubagdo onde adveio a evidéncia da
espécie Bacillus cereus 2 com 19,8% e a espécie Bacillus cereus 1 com 8,2% para além de
Bacillus mycoides e a possibilidade de presenca de Bacillus thuringiensis.

O termo nédo taxonémico do grupo Bacillus cereus é utilizado para fazer referéncia a um
grupo de microrganismos também denominado Bacillus cereus sensu lato. Este grupo é
composto por seis espécies: B. cereus sensu stricto, B. anthracis, B. thuringiensis, B. mycoides,
B. pseudomycoides e B. weihenstephanensis (Lechner et al., 1998; Jensen et al., 2003;
Bartoszewicz et al.,, 2008; Guinebretiere et al., 2008; Senesi & Ghelardi, 2010). Uma
caracteristica fenotipica que permite a distingao dos microrganismos deste grupo € a producao
de hemolise em agar sangue. O B. cereus sensu stricto é fortemente hemolitico, enquanto B.
anthracis, geralmente, nao é hemolitico. B. mycoides tanto pode apresentar hemdélise em agar

sangue, como pode ser fracamente hemolitico (Lindbéck & Granum, 2000).
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Os testes da hemolise executados em gelose de sangue COS® foram positivos para as
amostras 1, 3, 7 e 9, como descrito anteriormente no subcapitulo 5.2.1, o que sugere que
ambas as espécies, Bacillus cereus e Bacillus mycoides, do grupo Bacillus cereus sensu lato
podem estar presentes no in6culo utilizado na contaminacdo das amostras. Porém, as
caracteristicas morfolégicas esperadas em meio sélido para as colonias de B. mycoides foram
diferentes das observadas. O crescimento rizoide é uma caracteristica morfoldgica, em agar,
de B. mycoides e B. pseudomycoides (Nakamura, 1998). No entanto, os resultados obtidos no
API 50 CH® e API 20 E® relativamente a percentagem de Bacillus cereus 2 e 1 (19,8 % e 8,2%

respetivamente) estdo de acordo com as caracteristicas morfolégicas das col6nias em agar.

Ao tracar o perfil bioquimico das amostras 1, 3, 7 e 9 pdde-se verificar, através da
informacao obtida no software apiweb: “Muito boa identificagdo do género”, o que significa que
a identificacdo foi executada com éxito. De acordo com Nakamura o B. mycoides e B. cereus
sdo bioguimicamente idénticos. A diferenciacdo entre estes dois microrganismos pode ser

realizada com base na analise do contelldo em &cidos gordos (Nakamura, 1998).

Segundo Logan & Berkeley todas as estirpes do grupo B. cereus sensu lato
metabolizam a glucose e, a sua maioria, metaboliza a ribose, a D-frutose, a N-
acetilglucosamina, a esculina, a maltose, a trealose, o amido e o glicogénio (Logan & Berkeley
1984). Molva e colaboradores investigaram e concluiram que as estirpes utilizadas no seu
estudo (Bacillus cereus e Bacillus thuringiensis) metabolizavam a glucose, ribose e a maltose
(Molva et al., 2009). Estas referéncias permitem confirmar a maioria dos resultados obtidos no

API 50 CH® e API 20 E® visto que os substratos metabolizados foram os seguintes:

A\

D-Ribose;
D-Glucose;
D-Fructose;
N-Acetilglucosamina;
Arbutina;
Esculina-citrato de ferro;
Salicina;

D-Maltose;
D-Sacarose;
D-Trealose;

Amido;

Glicogénio;

L-Arginina;

V V V V V V V V V V V V V

Gelatina (origem bovina).

O grupo B. cereus, nomeadamente o B. cereus e B. mycoides, utiliza a glucose como
fonte de carbono (mas n&o o manitol, a arabinose nem a xilose), hidrolisa 0 amido e a gelatina

(com excecéo das estirpes produtoras de cereulida que ndo utilizam o amido).
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Em simula, ap0s a execucdo dos testes confirmatérios, confirmou-se a presenca de
Bacillus cereus nas amostras 1, 3, 7 e 9. Os resultados da enumeracédo de Bacillus cereus
foram expressos em LOG UFC/g. Na amostra 1 enumerou-se 5,9 UFC/g em placa de BCM® e
6,0 UFC/g em placa de MYP®. J4 na amostra 3 o resultado em placa de BCM® e MYP® foi de
5,9 UFC/g. Os resultados obtidos na amostra 7 foram de 5,8 UFC/g e 5,9 UFC/g em placa de
BCM® e MYP®, respetivamente. Por (ltimo, a amostra 9, onde foi enumerado 6,0 UFC de
Bacillus cereus por g de alimento, em ambas as placas (BCM® e MYP®).

5.3 Andlise estatistica dos resultados:

A interpretacédo de dados devera ser encaixada num resumo verbal ou numérico bem
como num uso de métodos graficos para descrever as suas principais caracteristicas. O
método mais apropriado depende da natureza dos dados, ou seja, dados qualitativos ou dados
quantitativos. Os dados quantitativos representam informacé@o resultante de caracteristicas
suscetiveis de serem medidas, apresentando-se com diferentes intensidades, que podem ser
de natureza discreta (descontinua) ou continua. Para cada caracteristica a testar definem-se
duas hipéteses: uma, designada por hipétese nula (Hp), consiste em admitir que a acgéo
experimental realizada com a amostra ndo provocou altera¢des nas suas caracteristicas, a
outra, é designada por hipotese alternativa (H,) (Morais, 2000).

Para validar o método implementado, foi imprescindivel conceber um tratamento
estatistico dos resultados obtidos neste trabalho. Para tal, utilizou-se o teste t - Student (Tabela
5.3) e ANOVA (Tabela 5.4) para comparar os valores dos resultados obtidos pelo método
horizontal ISO 7932:2004 e pelo método horizontal EN ISO 7932:2005.

Critério de aceitacdo — Teste t-Student: Para 95% de confianca

e t-test (15; 0,05) = 2,08;
e Se | t-stat |[<t-crit ou P> 0,05, aceita-se Hy.

e |t-stat| <t-crit «— 2,08 <2,14 logo aceita-se Hy,

Ho= As contagens seguem uma distribuicao normal emparelhada com o mesmo valor de média

e variancia.

De acordo com o teste efetuado t-Student estes dois conjuntos de resultados séo

igualmente semelhantes ao nivel de confianca de 95%.
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Tabela 5.3: Dados analiticos do t-Test: Testes para a média populacional e para a comparacao de duas
médias (Método 1 e método 2).

Média 215333,3333 254000
Variancia 1,4257E+11 1,93011E+11
N2 Observagées 15 15
Correlagao Pearson 0,995910252

df- Graus de liberdade 14

t Estatistico _

P(T<=t) unicaudal 0,0280415

t Critico unicaudal 1,761310136

P(T<=t) bicaudal 0,056083

t Critico bicaudal 2,144786688

Preenchimento roxo: destaca o valor t estatistico; Preenchimento verde: destaca o valor t critico; Método
1: Método ISO 7932:2004-Meio BCM®;Método 2: Método EN ISO 7932:2005-Meio MYP®.

Preenchimento roxo: destaca o valor F; Preenchimento verde: destaca o valor F critico.

Critério de aceitacdo — Teste ANOVA Para 95% de confianga

e Se F <F-crit, aceita-se Ho,

o F <F-crit «& 0,000418 <4,20 logo aceita-se Hy,

Ho= As contagens seguem uma distribuicao normal emparelhada com o mesmo valor de média

e variancia.

De acordo com o teste efetuado ANOVA estes dois conjuntos de resultados séo

igualmente semelhantes ao nivel de confianca de 95%.

Tabela 5.4: Andlise estatistica dos dados analiticos segundo ANOVA.

ANOVA

Fonte de Variagao SS df MS Valor-P  F Critico
Entre Grupos 0,00309108 1 0,00309108 0,983828 | 4,195972
Dentro de Grupos 206,927885 28 7,390281606

Total 206,930976 29

Em suma, denota-se que os testes realizados por ambos os métodos foram executados
com sucesso. Comprovou-se este facto com analise estatistica o que possibilita validar o
método horizontal de deteg¢do e enumeracdo de Bacillus cereus (EN ISO 7932:2005) a ser

implementado na empresa.
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5.4 Analises de registos de analises microbioloégicas a Bacillus cereus, na
empresa SGS, desde o ano de 2006 até 2013.

Com fim de analisar e investigar a incidéncia do Bacillus cereus em Portugal, de uma
forma pormenorizada e detalhada, a pedido do estagiario, a SGS facultou ao mesmo, os
registos de analises microbiologicas (detecdo e enumeragdo de Bacillus cereus) de 7011
amostras alimentares. As analises microbioldgicas foram executadas no laboratério de
microbiologia da SGS, através do método ISO 7932:2004, desde o ano de 2006 até 2013.

Pretende-se com esta investigagdo do historial da empresa, a andlise da incidéncia do
Bacillus cereus em matrizes alimentares estudadas neste trabalho, ou seja, em arroz e
produtos a base de cereais. Do total de 7011 amostras alimentares (matrizes diversas)
analisadas, somente foi detetado e enumerado Bacillus cereus em 28 amostras (Tabela 5.5) ou

seja, 0,40% das amostras analisadas foram positivas.

Tabela 5.5: Amostras positivas de Bacillus cereus de um total de 7011 amostras analisadas entre o
periodo de 2006 a 2013. Adaptado de SGS, 2014.

Amostra Data Descricao Resultado

UFC/g
1 02-03-2007 Farinha de Trigo T-65 1,0x10?
2 25-07-2007 Migas de bacalhau 5,0x10°

cozidas

3 31-07-2007 Piri-Piri Vagem 4,0x10°
4 07-09-2007 Alho em pé 1,0x10°
5 13-11-2007 Canela moida 1,0x10°
6 14-11-2007 Ervas finas 1,0x10°
7 12-12-2007 Haki Mix 1,0x10?
8 18-06-2008 Farinha T-55 4,0x10°
9 30-09-2008 Dreche 4,0x107
10 06-03-2009 Pasta vegetariana 4,0x10°
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Tabela 5.5: Amostras positivas de Bacillus cereus de um total de 7011 amostras analisadas entre o
periodo de 2006 a 2013 (Continuacao).

Amostra Data Descri¢éo Resultado

UFCl/g

11 07-05-2009 Farinha trigo com 2,0x10?
fermento
12 13-05-2009 Salsa desidratada 1,0x10?
13 29-05-2009 Horteld lavada 2,0x10?
14 29-06-2009 Farinha de trigo 3,0x10?
15 12-08-2009 Pimento verde cubos 6,0x10°
[ [omme] e [

17 08-10-2009 Delicias do mar 1,0x10?
18 22-10-2009 Alface frisada 5,0x10
19 22-04-2010 Salada de alface 1,0x10°
20 22-04-2010 Salada de alface 1,0x10°
21 22-04-2010 Salada de alface 2,0x10°
22 30-10-2012 Sopa creme espargos 4,0x10°
23 05-04-2013 | Bola de berlim chocolate 1,0x10°
24 11-04-2013 | Sandes de frango fatiado 2,1x10?
25 11-07-2013 Bolo chocolate 2,0x10°
26 09-08-2013 Lasanha 2,0x10°
27 23-08-2013 Baguette Rustic 1,Ox102
28 17-10-2013 Creme 5,0x10°

Sombreado rosa claro: sublinha os produtos & base de cereais; sombreado rosa-avermelhado:
destaca o Arroz.
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Das 28 amostras detetadas com Bacillus cereus, dez eram amostras alimentares de
produtos a base de cereais (amostra 1 -farinha de Trigo T-65, amostra 8-farinha T-55, amostra
9-dreche, amostra 11-farinha trigo com fermento, amostra 14-farinha de trigo, amostra 23-bola
de berlim chocolate, amostra 24-sandes de frango fatiado, amostra 25-bolo chocolate, amostra
26-lasanha, amostra 27-baguette Rustic) e uma amostra alimentar era arroz (amostra 16-

arroz).

Segundo Dufrenne o Bacillus cereus encontra-se amplamente distribuido na natureza,
tendo ja sido isolado do solo, pé, colheitas de cereais, vegetacdo, pélos de animais, agua e
matéria em decomposi¢do. Portanto, o microrganismo é encontrado numa grande variedade de
produtos agricolas de origem vegetal e animal. Os alimentos sdo contaminados por Bacillus
cereus durante o manuseio, processamento ou distribuicdo, podendo o microrganismo crescer

e ser o responsavel pela ocorréncia de doencas de origem alimentar (Dufrenne et al., 1994).

Analisando as 28 amostras quanto a matriz propriamente dita, verifica-se que 10
amostras (Amostra 1 -farinha de Trigo T-65, amostra 8-farinha T-55, amostra 9-dreche, amostra
11-farinha trigo com fermento, amostra 14-farinha de trigo, amostra 23-bola de berlim
chocolate, amostra 24-sandes de frango fatiado, amostra 25-bolo chocolate, amostra 26-
lasanha, amostra 27-baguette Rustic) sdo matrizes a base de cereais, o que segundo
Bastoszewicz e colaboradores estdo entre os alimentos mais frequentemente contaminados
por Bacillus cereus (cereais, leite cru, leite processado termicamente) (Bastoszewicz et al.,
2008).

Segundo Chen e colaboradores os alimentos desidratados e especiarias estdo
associados ao agente etiolégico B. cereus (Chen et al.,, 2001). Das 28 matrizes positivas,
quatro sdo alimentos desidratados incluindo especiarias (amostra 4-alho em p6, amostra 5-

canela moida, amostra 12-salsa desidratada e amostra 7-Haki Mix).

Os vegetais prontos a consumir séo relatados por vérios investigadores como sendo
alimentos fortemente ligados a contaminacao por Bacillus cereus (Arribas et al., 1988; Ouoba,
et al., 2008). A amostra 6-ervas finas, amostra 10-pasta vegetariana, amostra 13-horteld
lavada, amostra 15-pimento verde cubos, amostra 18-alface frisada, amostra 19-salada de
alface, amostra 20-salada de alface e amostra 21-salada de alface sé@o produtos vegetais

prontos a consumir, representando 28,6% das amostras positivas analisadas

A ampla distribuicdo do microrganismo e a sua capacidade de produzir esporos
resistentes a condicbes de secura e a temperaturas elevadas propicia a que os alimentos
prontos a serem consumidos possam conter Bacillus cereus pelo que requerem medidas de
controlo que previnam o seu crescimento, especialmente depois de cozinhados (como exemplo
a sopa), quando toda a flora competitiva foi eliminada (Rhodehamel & Harmon, 1995). Denota-

se a amostra 22-Sopa creme espargos para realcar esta referéncia.

O arroz (amostra 16), é considerado uma grande fonte de contaminacdo de Bacillus

cereus, nomeadamente o arroz cozido ou frito (Cronin et al., 2009). A frequéncia de isolamento
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de B. cereus no arroz € de 40% a 100% (Franco & Landgraf,1996). No entanto, este
microrganismo tem um reservatorio natural (o solo) e, devido a resisténcia dos seus esporos, 0
B. cereus pode ser isolado em qualquer tipo de ambiente, estando amplamente distribuido na
natureza (Ghelardi et al., 2002).

Alguns alimentos envolvidos nas toxinfecdes por Bacillus cereus foram notificados pelo
RASFF (Rapid Alert System for Food and Feed), desde 2005, tal como o cacau, o leite UHT, as
massas semi-frescas, a mistura de especiarias e o peixe. Dentro das 28 amostras destacam-se
as amostras 2-migas de bacalhau cozidas e 17-delicias do mar, produtos a base de peixe

conforme notificado pelo RASFF (Veiga et al., 2009).

Analisando as 11 amostras positivas de produtos a base de cereais que representam
39,3%, pode-se verificar, que estas foram detetadas entre os meses de marco a setembro,
sendo o més de agosto aquele em que se detetou um maior nUmero de amostras positivas
(amostra 16-arroz, amostra 26-lasanha e amostra 27- baguete rustic). Constata-se que a
incidéncias de B. cereus nestas amostras centra-se na primavera e no verdo. No més de abiril
obteve-se duas amostras positivas (amostra 23- bola de berlim chocolate e amostras 24-
sandes de frango fatiado) jA no més de maio somente a farinha de trigo com fermento (amostra
11) foi observada. No més de junho registaram-se duas amostras positivas de produtos a base
de cereais, a farinha de trigo (amostra 14) e farinha T-55 (amostra 8). No més de julho e
setembro o bolo de chocolate (amostra 25) e dreche (amostra 9) foram as amostras positivas,

respetivamente.

Como referido neste trabalho existem varios fatores que podem contribuir para o
crescimento e desenvolvimento deste microrganismo. O B. cereus tem uma temperatura 6tima
de crescimento entre 30 e 40 °C, podendo a temperatura maxima de crescimento atingir os 55
°C. Estas temperaturas sdo atingiveis no verdo o que promove a incidéncia de B. cereus nesta
época do ano (Svensson et al., 2004; Vissers et al., 2007; Bartoszewicz et al., 2008). Azambuja
sugere, apos estudos experimentais efetuados, que a predominancia do agente etiolégico B.
cereus foi mais acentuada no periodo de verdo com valores médios de temperatura do ar de 26
°C, humidade relativa de 66% e temperatura do solo de 24,7 °C (Azambuja, 2006). Em

Portugal, na primavera, é possivel encontrar estes valores de temperaturas e humidade.

Martins e colaborador demonstraram que B. cereus faz parte da flora fecal de
individuos normais, havendo algumas indicagbes que a sua presenga € mais comum nos
meses de verdo, e é dependente dos hébitos alimentares (Martins & Martins 2013).

Os valores guia compdem linhas de orientacdo para avaliagdo da qualidade
microbiolégica dos produtos. Permitem identificar situa¢cdes que requerem monitorizagdo, com

0 objetivo de garantir o cumprimento das boas praticas de fabrico.

A presenca de uma grande quantia de Bacillus cereus (= 10° no alimento é indicativo
de crescimento e proliferacdo do organismo o que torna um potencial perigo para a saide. A

dose infeciosa de B. cereus situa-se nas 10°-10° células ou esporos, no entanto, contagens de
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10° UFC/g foram encontradas em alimentos causadores de toxinfecdo alimentar (Arnesen et
al., 2008).

Analisando os resultados expressos em UFC/g de alimentos é possivel denotar que os
valores obtidos variam entre 1x10° e 6x10° UFC/g de alimento. Conclui-se entdo que de acordo
com os valores guia os resultados obtidos entre 2006 e 2013 estéo no nivel satisfatério (Tabela

5.7) ou seja, os resultados analiticos indicam uma boa qualidade microbiolégica.

Tabela 5.6: Valores guia para avaliagdo da qualidade microbiolégica de alimentos prontos a comer
preparados em estabelecimentos de restauracéo (adaptado de: INSA,2005).

Microrganismo Grupo de Qualidade microbiolégica (UFC/g quando néo indicado)

alimentos*

Bacillus 1,2e3 Satisfatério Aceitavel Nao Inaceitavel /
cereus Satisfatorio  potencialmente
perigoso
>10° >10°<10° >10°<10° >10°

*No Grupo 1 — Refei¢des, sandes, bolos ou sobremesas doces com ingredientes totalmente cozinhados,
ou adicionados de especiarias, ervas aromaticas secas ou desidratadas ou tratadas por radiacdo
ionizante, de produtos UHT (ultra-high temperature) e de maionese industrializada; Grupo 2 - Refei¢des,
sandes, bolos ou sobremesas doces cozinhados adicionadas de ingredientes crus e /ou com flora
especifica propria (exemplos: saladas frias, pratos de carne ou peixe com saladas cruas, etc.) e por fim o
Grupo 3 — Saladas, vegetais e frutos crus.

A maioria das vitimas de uma infecdo alimentar n&o recorre a um profissional de saude
e, quando o faz, raramente € sujeita a analises que permitam identificar o agente responsavel.
Por outro lado, apenas algumas doencas de origem alimentar sdo de declaracdo obrigatdria.
Uma das causas que pode contribuir para que o peso de Bacillus cereus como agente
patogénico alimentar seja desconsiderado é o diagnéstico ndo adequado, uma vez que a
doenca causada por este agente pode ser confundida com outro tipo de toxinfecéo alimentar. A
ASAE assegura que os dados relativos as doencas de origem alimentar em Portugal séo raros,
0 que se transpde numa incorreta perce¢do da importancia relativa de cada uma das doencas,

como € o caso das que tem origem em Bacillus cereus (Veiga et al.,2009).

No subcapitulo 2.3.1 abordou-se casos a nivel nacional de alimentos contaminados
com Bacillus cereus. De facto pode-se relacionar alguns dos casos descritos com os dados
adquiridos na SGS, e que estao relacionados com a matriz em estudo (arroz e produtos a base
de cereais). Em 2008 o INSA reportou que dos 81 surtos diagnosticados, 0s que envolveram o
Bacillus spp. foram os responsaveis pelo maior nimero de hospitalizagées. Sendo que os

géneros alimenticios que estiveram envolvidos foram as bifanas (cujo nimero elevado de
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Bacillus cereus foi de 6,0 x 10" UFC/g), o peixe assado com puré e o frango estufado com arroz
(Correia et al., 2013).

A 16 de Abril de 2009, cooperantes da Direcdo de Avaliacdo e Comunicacdo dos
Riscos, pertencente a Autoridade de Seguranca Alimentar e Econdmica, definiram alguns
géneros alimenticios aos quais, nos Ultimos trés anos, esteve associada, em Portugal, a
presenca de agentes biolégicos patogénicos. Um dos géneros alimenticios, arroz de pato,
apresentou diversos agentes patogénicos entre os quais o Bacillus cereus (Veiga et al.,2009).

O estudo desenvolvido por Carvalho e colaboradores do Departamento de Tecnologia
Alimentar, Biotecnologia e Nutrigdo do Instituto Politécnico de Santarém, Escola Superior
Agraria e Departamento de Controlo Alimentar do Laboratério de Medicina Veterinaria decorreu
entre 0 més de fevereiro e abril do ano de 2013 e envolveu 1070 amostras das quais 675 eram
produtos de pastelaria sem creme e 395 produtos de pastelaria com creme. De acordo com 0s
critérios microbiolégicos estabelecidos pelo INSA averiguou-se que mais de 95% destes
produtos apresentaram niveis inferiores ao valor maximo de referéncia relativamente a Bacillus
cereus. Os produtos que apresentaram niveis superiores, pertenciam, na sua maioria, ao grupo

dos produtos de pastelaria com creme (Carvalho et al., 2014).

Os casos acima descritos foram alguns dos casos onde se verificou que a matriz em

estudo estava implicita nas infe¢des causadas pelo Bacillus cereus.

5.5 Ensaio Interlaboratorial:

Aos laboratérios oficiais é recomendado que realizem as andlises microbiol6gicas
alimentares utilizando métodos reconhecidos internacionalmente. Alem disso, os métodos ou

procedimentos internos devem ser submetidos a controlo interno e externo (Koch et al., 2011).

Os laboratérios devem participar regularmente em ensaios de aptidao relacionados
com o dmbito da sua acreditagdo, dando preferéncia aos programas de ensaio de aptiddo que
utilizem matrizes apropriadas. O laboratério deve evidenciar participa¢do anual com resultados
satisfatorios por pardmetro, método e matriz. O laboratério deve estabelecer os critérios de

aceitacdo para os resultados das participagdes anuais em ensaios de aptiddo (IPAC n.d.).

Para atingir esses objetivos, é necesséario o uso de elementos de referéncia, materiais
de referéncia (MR). A rastreabilidade € um aspeto essencial da garantia da qualidade para se
obter aceitagdo internacional de dados analiticos (Moura, 2009). Segundo o IPAC um material
de referéncia é uma estirpe de referéncia com uma ou mais propriedades certificadas por um

processo tecnicamente valido.

Em Portugal o Instituto Portugués da Qualidade (IPQ) considera a participacdo dos

laboratérios acreditados (ou candidatos) em ensaios de aptiddo ou outros exercicios de
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comparacao interlaboratorial como um mecanismo importante para avaliar a respetiva
competéncia técnica e para monitorizar a integridade dos resultados dos seus ensaios e
calibragdes. Desta forma, € obrigatdria a participacéo dos laboratérios em ensaios de aptidao
ou outros exercicios de comparacéao interlaboratorial para a totalidade do ambito acreditado ou
a acreditar. O incumprimento deste requisito s6 é aceite se for demostrada a inexisténcia de

exercicios a nivel nacional ou internacional (www.ipg.pt/).

Durante o estagio, o estagiario teve a oportunidade de acompanhar todo o processo de
um ensaio interlaboratorial em que a empresa SGS participou, e cuja andlise era a detecéo e

enumeracéao de Bacillus cereus.

O cumprimento dos requisitos da norma de referéncia é da inteira responsabilidade das
entidades acreditadas ou candidatas a acreditacdo. O método horizontal que a empresa SGS
utiliza para a detecdo e enumeragdo de Bacillus cereus, em produtos alimentares, € seguido
pela norma ISO 7932:2004. O meio utilizado pela empresa, para a enumeracdo de Bacillus
cereus, é o meio BCM (Bacillus cereus Medium). O método a ser implementado e validado, na
empresa SGS, para detegéo de Bacillus cereus € executado com o meio MYP-Mossel da Bio-
rad®. O ensaio foi executado de acordo com a ISO 7932:2004 utilizando assim 0 meio BCM®
em paralelo com a EN ISO 7932:2005 (meio MYP®).

O procedimento de ambos os métodos, preparacdo das amostras e incubacdo das
suspensdes iniciais e respetivas diluicbes sucessivas estdo referenciados no subcapitulo 4.1.2.

5.5.1 Resultados do ensaio interlaboratorial:

ApoOs 24 horas de incubagdo a 30°C de ambas a placas (BCM® e MYP®) observou-se,
nas placas de MYP®, o crescimento de colénias de tonalidade rosa claro. Algumas das
coldnias observadas apresentavam um ligeiro halo, outras ndo tinham halo formado. Na placa
de BCM® observou-se coldnias de tonalidade amarela, sem formacao de halo, e col6nias de
tonalidade rosa clara. Seguidamente, procedeu-se a execucao dos testes confirmatérios, o

teste de hemolise e o teste de utilizacdo de diferentes substratos.

O procedimento dos testes confirmatdrios esta descrito no subcapitulo 4.1.5. O teste da
hemdlise foi executado a partir das colénias rosa com halo formado (halo muito reduzido e
irregular) com fim de confirmar as colénias suspeitas de Bacillus cereus. O teste da hemdlise
foi de dificil interpretacao pois ndo se visualizou de forma clara a producéo de B-hemolisina. O

teste de confirmacéo foi prosseguido com o teste APl 50 CH® e API 20E®.

Apés 24 horas de incubacdo a 37°C fez-se a primeira leitura através do software

apiweb. No entanto somente apds 48 horas de incubacgéo o perfil bioquimico foi delineado com
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sucesso, acusando presenca de Bacillus subtilis 99,3% (Figura 5.10), sem qualquer % de

Bacillus cereus, ou seja, a analise foi negativa para este agente etiolégico.

Figura 5.10: Resultado da utilizagdo de diferentes substratos da galeria APl 50 CH® (microtubos 0-49) e
APl 20 E® (microtubos ONPG,ADH,LDC,ODC,CIT,H,S,URE, TDA,IND,VP,GEL,NIT) apdés 48 horas
(imagem & esquerda); Resultado em percentagem do perfil da leitura das galeria APl 50 CH® e APl 20
E® apos 48 horas (imagem a direita). +:Teste positivo; -:Teste negativo Linha vermelha escura:
percentagem de identificacdo de Bacillus subtilis (Imagem a direita).

Os resultados da participagdo nos ensaios de aptiddo e nos exercicios de comparagéo
interlaboratorial, complementam outra informac&o recolhida nas auditorias, pelo que o

desempenho da entidade nestas a¢bes é tido em consideragao.

Segundo o Guia para controlo de qualidade em laborat6rios de microbiologia redigido
pelo IPAC para validar/ implementar um método é imprescindivel a evidéncia de participacéo

em pelo menos um ensaio interlaboratorial com resultado satisfatorio.

Em sumula, o resultado obtido neste ensaio interlaboratorial (analise microbiolégica de
contagem de Bacillus cereus) foi bem-sucedido pois foi concordante com o resultado esperado
revelado pelo laboratério externo responsavel pelo ensaio interlaboratorial. Deste modo, em

conclusdo, o método tem todos os parametros adequados para ser validado na empresa.
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6. CONCLUSAO E PERSPETIVAS FUTURAS:

Atualmente ha um grande interesse da comunidade cientifica em investigar o agente
etiolégico Bacillus cereus. Ultimamente este microrganismo tem sido alvo de investigacfes
permanentes no campo da microbiologia alimentar, envolvendo estudos de biogquimica e

genética molecular.

O Bacillus cereus é um microrganismo globalmente conhecido pela sua capacidade de
causar sindrome diarreica e sindrome emética. Aliando a elevada incidéncia de estirpes
potencialmente patogénicas a grande capacidade de resisténcia destes microrganismos,
através da producéo de esporos termorresistentes e, considerando que a dose infetante de B.
cereus é de 10°-10° bactérias sendo gue a grande parte das estirpes sdo mesofilicas,
considera-se relevante preservar os alimentos a temperaturas inferiores a 4 °C e superiores a

65°C impedindo assim a germinacg&o dos esporos e o crescimento bacteriano.

Assim, de acordo com as especificidades do microrganismo em estudo, foi possivel
implementar um método horizontal na empresa SGS que permite detetar e enumerar Bacillus
cereus a 30 °C em varias matrizes alimentares, em particular no arroz e produtos a base de
cereais. O método implementado EN ISO 7932:2005 permitiu a contagem de Bacillus cereus
em placa MYP® e, de forma a validar o método, a técnica foi executada em paralelo com o
método ISO 7932:2004 usado atualmente na empresa para detetar e enumerar Bacillus cereus
em placa BCM®. Os resultados foram concordantes por ambos os métodos e a nivel estatistico

os resultados foram satisfatorios o que permite validar o método implementado.

Em suma, a analise de alimentos formados por varios ingredientes torna complexa a
associacdo da presencga do microrganismo em estudo com um ingrediente especifico, uma vez
que, o B. cereus produz esporos, pelo que pode ser detetado numa vasta diversidade de
alimentos. Deste modo, considero que seria importante num estudo futuro analisar segundo a
mesma metodologia os ingredientes que compde esses alimentos, por exemplo s6 arroz ou sé

massa.

Para melhorar este estudo seria indispensavel também uma analise mais pormenorizada
para se poder correlacionar a presenca de um gene especifico (que codifica uma enterotoxina)

com um alimento, ambiente ou gendtipo caracteristico e a produgdo das enterotoxinas.
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8. ANEXOS:

Anexo |: Testes (50 microtubos,0-49) que compdem a galeria APl 50 CH®. A fermentagéo traduz-se por
uma alteracdo de cor (de vermelho para amarelo ou de vermelho para preto no caso da Esculina) apés 48
horas de incubacéo a 30 °C.

Microtubo Teste Componentes ativos

CONTROLO CONTROLO NEGATIVO

GLlcerol

ERItritol
D-ARAbinose
L-ARAbinose

D-Xllose

L-Xllose

D-ADOnitol
Metil-BD-Xilopiranosido

D-GALactose

11 GLU D-GLUcose

12 FRU D-FRUctose

D-MaNosE

L-SorBosE

L-RAmnose
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Anexo I: Testes (50 microtubos,0-49) que compdem a galeria APl 50 CH®. A fermentacédo traduz-se por
uma alteracéo de cor (de vermelho para amarelo ou de vermelho para preto no caso da Esculina) apds 48
H de incubagéo a 30 °C (Continuagéo).

DULcitol

INOsitol

D-MAN:itol

D-SORbitol

Metil-aD-Manopiranosido

Metil-aD-Glucopiranosido

22 NAG N-AcetilGlucosamina

AMIgdalina

24 ARB ARButina

ESCulina

Citrato de ferro

26 SAL SALicina

D-CELobiose
28 MAL D-MALtose
D-LACtose
D-MELibiose
31 SAC D-SACarose
32 TRE D-TREalose

INUlina

D-MelLeZitose

D-RAFinose
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Anexo I: Testes (50 microtubos,0-49) que compdem a galeria APl 50 CH®. A fermentacédo traduz-se por
uma alteracéo de cor (de vermelho para amarelo ou de vermelho para preto no caso da Esculina) apds 48
h de incubacéo a 30 °C (Continuagéo).

36 AMD AmiDo

37 GLYG GLIcoGénio

XiLiTol

GENtiobiose

D-TURanose

D-LIXose

D-TAGatose

D-FUCose

L-FUCose

D-ARabitol

L-ARabitol

GlucoNato de potassio

2-CetoGluconato de potassio

5-CetoGluconato de potassio

Preenchimento vermelho: teste negativo; Preenchimento amarelo e preto: Teste positivo.
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Anexo II: Testes que compdem a galeria APl 20 E® até ao teste GLU-D-glucose apés 48 horas de
incubacgdo a 30 °C. Os testes positivos foram ADH-L-arginina, GEL-Gelatina (origem bovina) e GLU-D-
glucose.

Microtubo Teste Componentes ativos
1 ONPG 2-nitrofenil-BD-galactopiranosida
e e [ e
3 LDC L-lisina
4 ODC L-ornitina
5 CIT Citrato de s6dio
6 H,S Tiossulfato de sodio
7 URE Ureia

o

€

9 IND L-triptofano
EL Gelatina (origem bovina)

11

12 GLU D-glucose

Preenchimento vermelho-alaranjado, preto e amarelo-acinzentado: teste positivo; preenchimento
branco, verde palido e rosa: teste negativo.
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