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RESUMO - Foram avaliados dois meios de cultura para isolamento de Bacillus cereus em
produtos alimenticios: MYP (Mannitol yolk polymixin) e Bacara (novo meio cromogenico da Bio
Merieux ™). Vinte e uma amostras de alimentos (refeicbes prontas para 0 consumo, concentrado
protéico de soja, sobremesa “petit gateau”, leite com amendoim em po e preparado lacteo) e 10
amostras de “swab” de instalacdes de industrias alimenticias, foram analisadas para esse fim. No
total foram isoladas 331 colbnias para identificacdo, e entre estas, 156 foram colbnias
morfologicamente caracteristicas e 37 ndo caracteristicas para B. cereus, provenientes do meio
tradicional MYP e; 119 colénias morfologicamente caracteristicas e 19 n&o caracteristicas.
provenientes do meio alternativo Bacara (Bio-Mérieux) Apdés a obtencdo dos resultados, os testes
bioquimicos complementares confirmaram que no meio tradicional MYP as cepas
morfologicamente caracteristicas indicaram indices de 91% de resultados positivos e 9% de
resultados negativos, enquanto cepas morfologicamente ndo caracteristicas apresentaram indices
de 5% de positividade, 95% de resultados negativos. No meio de cultivo Bacara as cepas
morfologicamente caracteristicas mostraram indices de 87% de positividade e 13% de resultados
negativos, enquanto cepas morfologicamente ndo caracteristicas apresentaram indices de 14% de

positividade, 86% de resultados negativos.
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ABSTRACT Two culture media for the isolation of Bacillus cereus in food products were evaluated:
MYP (Mannitol yolk polymyxin) and Bacara (Bio Merieux chromogenic medium TM) Twenty one
samples of food (ready to eat meals, soy protein concentrate, sweet "petit gateau "peanut milk
powder and milk prepared) and 10 samples of swab from food industry facilities, were analyzed for
this purpose. In total 331 colonies were isolated for identification. From this total, and 156
morphological characteristics of B. cereus and 37 non morphological characteristics were obtained
from the traditional medium MYP; and 119 morphologically characteristics colonies and 19 non
morphologically characteristics colonies were isolated from alternative medium Bacara (Bio-
Mérieux) . After obtaining the results, the biochemicals confirmations tests, indicated that
characteristics strains from traditional colonies, in medium MYP, indicated rates of 91% of positive
results and 9% of negative results, while strains of no morphological characteristics showed indices
of 5% positive, 95% negative.

In strains morphologically characteristics, from Bacara medium, the positive rates were 87% and
13% for negative results, while strains morphologically non characteristic from this medium , the

results showed indices of 14% positive ,and 86% of negative results.

Keywords: Bacillus cereus, culture media for Bacillus cereus, Bacillus cereus in foods, comparison of

microbiological methods, Mannitol yolk polymyxin medium, Bacara medium.

O grupo da bactéria patogénica, Bacillus cereus é composto pelas espécies B. cereus. B.
thuringiensis, B. Weihenstephanensis, B. mycoides, B. pseudo-mycoides e B. anthracis. A
diferenciacdo do B. cereus entre 0S outros microrganismos pertencentes ao mesmo grupo é

possivel com a realizagdo de testes para confirmacéo de natureza bioquimica.

Bacillus cereus é uma bactéria gram positiva, da familia Bacillaceae e tem como ambiente
natural o solo, sendo amplamente distribuida na natureza. Apresenta-se em forma de bastonete,
formadora de esporos, movel e aerébica facultativa. Desenvolve-se na faixa de temperatura de 4 a
55°C ,com crescimento 6timo entre 30 e 40°C. O pH 6timo para seu desenvolvimento, esta entre 0s
valores de 6.0 e 7.0, com minimo de 5.0 e maximo de 8.8 .A atividade de agua minima para seu
desenvolvimento é de 0,93 (SILVA et al, 2010). Seus esporos conferem resisténcia a altas
temperaturas e a vasta gama de enzimas que degradam diversos tipos de substratos organicos
possibilita a contaminacdo de diferentes tipos de alimentos, (LANDGRAF & FRANCO,1996)
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particularmente os ricos em amido ou proteinas (BENNETT e BELAY, 2001). Normalmente é
encontrado em baixos niveis nos alimentos (<102 UFC/g), os quais, quando se refere a saude
publica sdo considerados aceitaveis.(BRASIL, 2001). Os alimentos mais envolvidos em
intoxicacdes alimentares por B. cereus sdo produtos cozidos ou com ingredientes cozidos,
especialmente os ricos em amidos ou proteinas como arroz, massas, vegetais, sopas, saladas de
vegetais, brotos de sementes, pudins, carnes. O cozimento ativa 0s esporos e senao houver
refrigeracdo adequada, os esporos podem germinar e produzir novas células e suas toxinas.(SILVA
et al, 2010) De acordo com KRAMER & GILBERT, (1989), os surtos de intoxicacdo incriminando
essa bactéria estdo associados as falhas na conservacdo dos produtos como exposicdo a
temperaturas inadequadas, possibilitando que este microrganismo se multiplique até a populacdo
igual ou maior a 10° UFC/g com a produco de toxinas , causando as sindromes conhecidas como
sindrome emética e sindrome diarréica. A sindrome diarréica € caracterizada por dores
abdominais, diarréia e nduseas que podem durar de 12 a 24h (GRANUM et al, 1994). Essa toxina é
termossensivel, desativada por aquecimento a 56°C/5minutois (SILVA et al, 2010) Ja a sindrome
emética se assemelha muito com aquela causada por Staphylococcus aureus, prevalecendo os
vomitos (MARINO, 2006).. A toxina emetica € um pequeno peptidio altamente resistente ao calor,
que pode suportar o cozimento, ate tratamentos termicos mais severos como 126°C /90 minutos,
ou 120°C/1 hora. (SILVA et al, 2010)

Essas sindromes, segundo alguns autores, ndo sdo consideradas graves, porém as
complicagbes advindas destas podem gerar infec¢cdes sistémicas, abscessos pulmonares,
endocardite e morte na infancia. (LUND et al.,2000) O tratamento comum se da através de

reposicao hidro-eletrolitica em casos mais graves.

De acordo com a literatura cientifica, o0 microrganismo B. cereus é considerado o segundo
maior causador de surtos por toxinas bacterianas em alimentos na Europa.No Brasil, e mais
especificamente na cidade de Campinas, estado de Sdo Paulo, um trabalho investigativo realizado
por pesquisadores na Universidade Estadual de Campinas, obteve-se que essa bactéria foi
responsavel por 78,6% dos surtos relacionados com servigos de alimentag&o no periodo de 1987 a
1993 (AZEREDO et al, 2002). Muitos outros casos isolados tem ocorrido.Portanto, € de grande
valia que estudos que envolvam a comparacdo de métodos para sua deteccdo mais rapida em
alimentos sejam realizados, especialmente em nosso pais onde a documentacdo de ocorréncia de
surtos de doencas transmitidas por alimentos € bastante escassa. Muitos meios de cultura tem sido
lancados no mercado para identificacdo de patdgenos em alimentos, tentando buscar uma

resposta mais rapida e/ou precisa.No presente estudo foi realizada uma comparacao com isolados
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de alimentos dos meios MYP, (Mannitol yolk polymixin) tradicional na analise para Bacillus cereus
em alimentos e 0 meio cromogenico Bacara (Bio-Mérieux), composto de peptonas , antibiéticos

contra microbiota indesejada, e fosfolipideos especificos.

Assim sendo, o objetivo do presente estudo foi avaliar e comparar a eficacia dos meios de
cultura — MYP, tradicional, e o alternativo Bacara (Bio Mérieux) para isolamento e identificacdo de

Bacillus cereus em amostras de alimentos naturalmente contaminadas.
2.MATERIAL E METODOS
2.1 Amostragem

Para a comparacdo dos meios de cultivo em estudo, foram avaliadas cepas isoladas a partir
de alimentos naturalmente contaminados. Foram analisadas 21 amostras de alimentos (refeicGes
prontas para o consumo, concentrado proteico de soja, ‘petit gateau’ , leite com amendoim em pé e

preparado lacteo) e 10 amostras de ” swab” de instala¢des industriais totalizando 31 amostras.

2.2 Teste Presuntivo

Para o teste presuntivo foram homogeneizados 25g de amostra e 225ml de 4gua peptonada
e realizadas diluicbes decimais seriadas. Em seguida, foi realizado o plaqueamento em superficie
em Mannitol yolk polymixin ou Agar Manitol Gema de Ovo Polimixina (MYP) e no meio Bacara,
ambos com incubagdo a 30°C por 24 horas. As coldnias tipicas foram isoladas em Agar Nutriente
(NA) para posterior identificagcdo através de testes bioquimicos (BENNETT e BELAY, 2001;SILVA
et al, 2010).

2.3. Testes adicionais para confirmacéo

Para a confirmacdo e identificacdo dos isolados foram realizados o0s seguintes testes
confirmatérios (APHA): utilizacdo anaerdbia da glicose, decomposicdo da tirosina, teste de Voges-
Proskauer, reducdo do nitrato, teste de motilidade, crescimento rizéide, presenca de cristais de
toxinas intracelulares e atividade hemolitica, descritos em SILVA et al, 2010. Colonias tipicas no
meio de cultivo MYP sao de coloracdo rosea leitosa com halo ao redor pela ndo fermentacdo do
manitol. Colbnias tipicas em meio de cultivo Bacara sdo de coloracdo réseo alaranjadas, com halo

de precipitacéo ao redor.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram isoladas no total, 331 colénias, sendo 156 morfologicamente caracteristicas e 37
morfologicamente nado caracteristicas provenientes do meio de cultivo tradicional MYP e 119
morfologicamente caracteristicas e 19 morfologicamente nédo caracteristicas provenientes do meio
de cultivo Bacara (Tabelas 1 e 2). Para confirmacdo, foram realizados testes complementares.
Apo6s a obtencado dos resultados, as cepas morfologicamente caracteristicas indicaram indices de
91% de positividade e 9% de resultados negativos, enquanto cepas morfologicamente nao
caracteristicas apresentaram indices de 5% de positividade, 95% de resultados negativos em MYP
(Figura 1). No meio de cultura Bacara as cepas morfologicamente caracteristicas indicaram indices
de 87% de positividade e 13% de resultados negativos, enquanto cepas morfologicamente nao

caracteristicas apresentaram indices de 14% de positividade, 86% de resultados negativos (Figura
2).
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FIGURA 1. Total de colénias positivas e negativas pela metodologia da APHA, 2001 oriundas do meio de

cultivo MYP:(a):coldnias morfologicamente caracteristicas (b): coldnias morfologicamente nédo caracteristicas
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FIGURA 2. Total de colénias positivas e negativas pela metodologia da APHA, 2001 oriundas do meio de

cultivo Bacara:: (a) coldnias morfologicamente caracteristicas; (b) colénias morfologicamente néo
caracteristicas .
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TABELA 1. Numero (%) de positividade do grupo do Bacillus cereus em amostras de alimentos pelo método

classico utilizando o meio de cultivo MYP.

MYP
Tipo de colbnia Confirmacgédo Bioquimica
Ne° de . .
Amostra Positivo Negativo
amostras | Tinica | Atipica
Tipica | Atipica | Tipica | Atipica
Alimentos prontos para o
consumo
11 33 26 88% 7% 12% 93%
(arroz, feijdo e guarnicdo)
Swab de instalagfes 10 93 1 91% - 9% 100%
Preparado lacteo 5 8 6 87% - 13% | 100%
Concentrado proteico de
) 2 3 2 100% | 20% - 80%
soja
Probiotico 1 4 - 83% - 17% -
Sobremesa “Petit Gateau” 1 10 - 100% - - -
Leite com amendoim em
i 1 5 2 71% - 29% | 100%
po
Total 31 156 37 91% 5% 9% 95%
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TABELA 2. NUumero (%) de positividade do Bacillus cereus em amostras de alimentos pelo método classico

utilizando o meio de cultivo Bacara.

Bacara
Tipo de colbnia Confirmacgédo Bioquimica
Amostra \" de Positivo Negativo
amostras | Tipjca | Atipica
Tipica | Atipica | Tipica | Atipica
Alimentos prontos para o
consumo 11 19 11 81% 31% 19% 69%
(arroz, feijao e guarni¢éo)
Swab de instalacbes 10 77 - 87% - 13% -
Preparado lacteo 5 6 5 75% 40% 25% 60%
Concentrado proteico de
) 2 10 - 100% - - -
soja
Probiético 1 - 3 - 33% - 67%
Sobremesa “Petit Gateau” 1 6 - 100% - - -
Leite com amendoim em po6 1 1 - 100% - - -
Total 31 119 19 87% 13% 14% 86%

Esses resultados evidenciam o risco de se adotar a pratica laboratorial de ndo confirmar
com testes adicionais as col6nias com caracteristicas atipicas isoladas. Algumas cepas de B.
cereus podem ndo apresentar algumas das caracteristicas fundamentais e se desenvolverem como

atipicas, porém apresentando toxicidade, sendo danosas a saude.

4.CONCLUSAO

Os resultados obtidos durante a execugdo do presente trabalho levam a concluir que ambos
0s meios se mostraram eficientes na detec¢éo de coldnias tipicas de Bacillus cereus em alimentos,

entretanto, as provas adicionais foram essenciais para que se confirme a deteccdo do Bacillus
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cereus a nivel de espécie nessas matrizes. O meio Bacara mostrou um nivel um pouco mais
elevado de isolados positivos atipicos, apés confirmacdo. Uma continuidade nos estudos entre
esses dois meios de cultivo € recomendavel, principalmente aumentando a diversidade de
amostras, inclusive analisando produtos tipicos de outros paises, para que se obtenha resultados

mais conclusivos advindos de um universo amostral maior.
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