Mem. Inst. Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Vol. 80(1) :1-9 jan./mar. 1985

AVALIACAO DA INCIDENCIA E DA TOXICIDADE DE AMOSTRAS DE
BACILLUS CEREUS EM DIFERENTES CLASSES DE ALIMENTOS
COMERCIALIZADOS E CONSUMIDOS NO ESTADO DO
RIO DE JANEIRO

LEON RABINOVITCH.* MARIA MARFISA A. VICENTE, *T THANIA V. GUAYCURUS,*
JARINAPIMENTEL GOMES V. DE FREITAS** & ROBERTO PIMENTEL DE MESQUITA***

Cento e quatorze amostras de Bacillus cereus foram isoladas durante contagens presuntivas em
placas a partir de dezoito grupos de alimentos, industrializados ou ndo, crus ou cozidos, pertencentes a dez
classes. As contagens presuntivas para a espécie variaram entre 10* a 6 x 10° /g ou ml. Dentre estes isola-
mentos, treze amostras provieram de trés casos de toxinfecgdo alimentar {envolvendo um minimo de 57
individuos), e pareceram estar relacionadas com a toxinfeceao em razao dos ensaios da qualidade bacterio-
logica dos alimentos ingeridos. Como procedimento adotado para correlacionar toxicidade e produgdo de
doenca no homem, os fluidos de cultivo de toduas as amostras foram ensaiados quanto d capacidade de pro-
vocar gumento da permeabilidade capilar { APC) e necrose na pele de coelhos, assim como, morte de camun-
dongos albinos, APC foi positivo em 86,85% das 114 amostras, morte de camundongos ocorreu em 65,79%
e a combinacdo do APC e morte foi observada em 59,65% APC mais necrose ou somenle necrose ocorre-
ram com 34.21% dos iquidos de cultivo. Morte, APC e necrose, associados, foram observados em 28,07%
das amostras. APC, APC e morte com ou sem necrose, foram também evidenciadas nas amostras ovigindrias
de alimentos causadores de doenca, o que confirma a conhecida individualidade de acao de alguns dos fato-
res promotores de intoxicacdo alimentar. As baixas contagens presuntivas de B. cereus, como 10° -1 0° /g ou
mil encontradas nos alimentos implicados ou n@do com toxinfecgdo alimentar, conduzem d recomendacao
de que o numero de B. cereus por g ou ml de amostra de alimento deve ser reavaliado, aliando-se a isto a
ampliacio das classes de alimentos a serem conduzidas para o controle bacteriologico da espécie.

Nas ultimas trés décadas ficou evidenciada e aceita a etiologia do Bacillus cereus como agente prin-
cipal de duas formas clinicas de toxinfeccio alimentar para o homem'(Midura et al., 1970; Mortimer & Mc
Cann, 1974: Taylor & Gilbert, 1975 Spira & Goepfert, 1975; Raevuori et al., 1976; Melling et al., 1976;
Turnbull, 1976; Portnoy, Goepfert & Harmon, 1976; Terranova & Blake, 1978; Parry & Gilbert, 1980;
Johnson, Nelson & Busta, 1982). Relatos de surtos epidémicos localizados, ocorrentes em diversos parsses,
sio encontrados na literatura (Midura et al., 1970; Mortimer & Mc Cann, 1974; Raevuori et al., 1976; Port-
noy, Goepfert & Harmon, 1976; Terranova & Blake, 1978; Turnbull et al., 1979). As manifesta¢Oes clinicas
compreendem gastroenterite acompanhada de diarréias e dores abdominais, que se iniciam na maioria dos
casos de 8 a 16 horas apos a ingestio de alimentos contaminados, de modo similar aos sintomas causados
por Clostridium perfringens, ou niuseas e vomitos dentro de 1 a 5 horas ap6s a alimentacdo, 4 semelhanga
do que ocorre nas intoxica¢des causadas por estafilococos enterotoxigenicos (Spira & Goepfert, 1975; Mel-

ling et al,, 1976; Turnbull, 1976; Parry & Gilbert, 1980; Johnson, Nelson & Busta, 1982).

A patogenia do B. cereus para 0 homem estd relacionada com a existéncia de pelo menos duas enti-
dades toxicas, uma diarréica e outra emética (Spira & Goepfert, 1975; Melling et al., 1976; Turnbuli, 1976;
Turnbull, Nottingham & Grosh, 1977; Melling & Capel, 1978).

Enquanto que para Turnbull, Nottingham & Ghosh (1977) algumas amostras da espécie elaboram
toxina capaz de destruir a parede intestinal e acumular liquido em al¢a ileal ligada de coelho, além de pro-
duzir necrose na pele de cobaia, Spira & Goepfert (1975) demonstraram uma enterotoxina (exotoxina)
promotora do aumento da permeabilidade capilar (APC) na pele e rea¢cdo positiva na alga ileal do coelho,
culminando também por matar camundongos por via endovenosa.

Posteriormente, Turnbull et al. (1979) obtiveram evidencias de que a enterotoxina de B. cereus
tida como promotora de diarréia é uma proteina estdvel, de PM 50000 dal, separdvel da toxina emética,
mais estdvel, de PM 5000 dal. Além disso, estes autores concluiram que tal enterotoxina era uma unica enti-
dade, letal para camundongos, piogénica e pirogénica para o homem, e conhccida na literatura como: “toxi-
na, diarreagénica, agente diarréico, fator de acimulo de fluido, fator de permeabilidade vascular, toxina
dermonecrdtica, e toxina intestinonecrotica™.

Na condi¢io de bacilo produtor de esporo e disseminado no solo, o B. cereus € ubiquo, fato que
contribui para que seja encontrado em alimentos os mais variados, crus ou ndo, o que torna particularmente
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cldssicos os casos de intoxicagdes coletivas apds ingestao de arroz frito (Mortimer & Mc Cann, 1974 ; Tun-
bull, 1976 Terranova & Blake, 1978) onde o sorotipo 1 parece predominar sobre os demais sorotipos, €m
virtude de seus esporos apresentarem considerdvel termorresistencia (Parry & Gilbert, 1980).

Por todos estes motivos, esta bactéria tem importdncia do ponto de vista sanitaro, figurando noes
manuais de controle microbiologico de alimentos, sendo pesquisada com preponderancia nos de origem fari-
ndcea. A Food and Drug Administration — Bureau of Foods (19706), estatui que o B. cereus presente ja na
contagem de 1 x 107 /g apresenta potencialidade para causar toxinfeccdo alimentar. No Brasil, a legislagdo
propria (Comissdo Nacional de Normas e Padrdes de Alimentos, CNNPA-MS , Resolugdes n® 20 de 1976 ¢
n0 13 de 1978) admite como niveis condenatérios da presenga de 5. cereus em cereals e derivados, amido,
farinhas e féculas, misturas para sopas e caldos, a proporgdo de 1 x 103 células/g de alimento. Para os ali-
mentos infantis destinados a lactentes, pré-escolares e escolares, o limite de tolerancia mdxima ¢ de 1x10° /g,
exceto para criangas de 0 a 1 ano de idade, quando o limite maximo permitido passa a ser de 1 x 10* célu-

las/g { Resolugdo n® 20, de 1976).

Em comunicac@o anterior deste Laboratorio, Vicente et al. (1983) constataram a existéncia de
amostras de B. cereus produtoras de toxinas em diferentes alimentos industrializados, sendo entdo tal pes-
quisa ampliada com o objetivo de se atingir uma abrangéncia maior em termos de exame de alimentos mais
variados, industrializados ou ndo, crus ou cozidos. Buscava-se com 150 0 correlacionamento daquele fato
com a ocotréncia em nossa comunidade de surtos epidémicos ocasionais de toxinfecces alimentares, Cujos
agentes bacterianos causais outros (Salmonella, Shigella, Staphylococcus aureus e Cl. perfringens/, reconhe-

cidamente causadores ndo foram surpreendidos e, assim, nfo puderam ser incriminados.

O presente trabalho mostra os resultados de um levantamento, que sugere a necessidade de altera-
¢30 dos atuais padrdes oficiais microbiologicos, no concernente a B. cereus encontrado em diferentes classes

de alimentos.

MATERIAL E METODOS

Alimentos examinados: as amostras utilizadas em todo o trabalho provieram de alimentos subme-
tidos as analises de: orientacdo técnica, prévia, fiscal, de controle e de requisi¢do, registradas num periodo de
dezesseis meses no Laboratorio Central de Saide Publica (LCSP), Rio de Janeiro. Cada amostra foi submeti-
da ao processo de contagem bacteriana o mais rdpido possivel, em seguida aos tratamentos e diluigoes. Ali-
mentos pereciveis eram analisados imediatamente ¢, quando necessario, eram armazenados a-180C/24h, no
mdximo, Os casos de toxinfeccdo alimentar epidémica localizada ocorreram em refeitorios de fabricas priva-
das e reparticBes publicas sediadas no Rio de Janeiro, onde o numero de acontecimentos ultrapassou a pelo
menos 57 casos, todos relacionados com historias de nauseas, vomitos, dores abdominais e/ou diarréias. Dos
alimentos ai implicados obteve-se amostragens colhidas aleatoriamente e, por vezes, mais de uma amostra de
um mesmo alimento foi levada aos exames de controle bacteriolégico. Somente em uma historia, a provo-
cada por chocolate branco em barra, o nimero de pessoas acometidas foi de dois. Os alimentos estudados

foram grupados conforme as classes e grupos constantes da Resolucdo n® 13, de 1978, CNNPA-MS (Tabela

I).

Isolamento de B. cereus dos alimentos: foi seguida a metodologia adotada pelo Instituto Adolfo
Lutz, e LCSP, que estd baseada nos procedimentos da Food and Drug Administration — Bureau of Foods
(1976) — FDA — e da American Public Health Association (1976) — APHA — com algumas modificagdes:
11ml ou 11g do produto eram transferidos para 99ml de tampao Butterfield pH 7,2 (leito e derivados) ou
salina (NaC(l, 0,85%) peptonada 0,1% (para os demais alimentos), fazendo-se a homogeneizagdo vigorosa em
recipiente estéril. Seguiam-se as dilui¢des de 1ml do homogeneizado nos mesmos diluentes, em séries deci-
mais até 10-3. Aliquotas de 0,1 mi de cada diluigdo eram semeadas em placas com o meio seletivo-indicador
dgar-vermelho de fenol-gema do ovo-polimixina (MYP), no qual a polimixina B foi substituida pela poli-
mixina E (sulfato de colistin). Bons resultados foram obtidos sem inconvenientes, comparaveis ao meio
MYP + polimixina B, empregando-se Colistin Lati (procedimento do LCSP), na proporgio de 50,0 U/ml,
sem a necessidade de filtragio prévia. A incubagdo era a 330C = 10C, durante 48h. Colonias lecitinase -
positivas no meio MYP foram contadas, usando-se o nimero médio orundo de tres placas (nimero total de
coldnias/namero de placas). As coldnias produtoras de reagdes tipicas eram passadas para dgar nutriente, no
sentido de se verificar microscopicamente o aspecto e a pureza da cultura. Em seguida eram submetidas aos
testes da catalase, de dpar-gelatina, de dgar-amido, a série de agucares {manita, xilose, maltose, arabinose,
salicina e glicose), usando-se ainda outras provas para confirmar a espécie, tais como: nitrato, acetil-metii-
carbinol (VP), mobilidade, NaCl a 5%, 7% e 10%, dgar-anaerobico, sorbitol, dimensdes celulares, presencga
de corpo para-esporal e prova de hemolisina (Gordon, Haynes & Pang, 1973; Gibson & Gordon, 1974;
APHA 1976, FDA, 1976).

Os comportamentos bioquimico e morfologico das amostras isoladas foram sempre comparaveis
a0s do B. cereus NCTC 2599, neotipo, empregado neste trabalho. Todos os isolados de B. cereus toram cres-
cidos em dgar extrato-de-solo por 4-7 dias a 33-350C, sendo que 0s €5pOI0S produzidos foram transferidos e
mantidos em solo estéril seco (Gordon, Haynes & Pang, 1973), de onde partiram 0s cultivos subsequentes
para as experiéncias de toxicidade.

Outros microrganismos que ndo B. cereus: em todos os alimentos foram determinados: bactérias
dos grupos coliforme fecal e n3o fecal {nimero mais provdvel), Salmonella sp., clostridios sulfito-redutores
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a 449C , Staphylococcus aureus, leveduras e bolores, além da contagem padrao em placas. A metodologia foi
a mesma citada no item anterior.

TABELA I
Classcs e grupos de alimentos, conforme a Resolugio n? 13/78 -~ CNNPA — MS,
dos quais se isolou B. cereus

—-naux - — rarrr—

Classes Grupos

I ¢ — Hortalicas frescas, refrigeradas ou
Frutas e hortaligas congeladas consumidas sem cocgao

11 9 — (arnes cruas

Carnes e produtos cdrmeos Produtos carneos cozidos
¢ — Produtos cdrncos curados

)
|

vV a — Leite pasteurizado do tipo B
Leite e produtos de laticinios ¢ — Leite em po
d — Leite fermentado

VIi ¢ — Pio e produtos de panificacao
Cereais e denvados, massas g — (ereais flocados, inflados ¢ laminados
alimenticias, produtos de h — IFermentos biolégicos
panificacao

IX
Produtos a serem consumidos b — Mistura para sopas e caldos
apds adicdo de liquido, com ¢ — Misturas ou pds para sobremesas
emprego de calor

X
Produtos a serem consumidos a — Mistura ou pés para o preparo de
apoOs adigdo de figuido sem bebidas
emprego de calor

XI
Alimentos sélidos prontos para b - FEspeciarias ¢ condimentos preparados
Consumo em pos

XV
Condimentos e mothos preparados g — Molhos preparados

XV
Produtos de confeitaria e similares, e — Chocolate
doces ¢ salgados h — Pastéis, empadas ¢ outros salgados

prontos para ¢ consuma
XVII

Gelados comestiveis Grupo tnico

Comprovacdo da toxicidade das amostras isoladas: de cada alimento analisado, pelo menos duas
colonias de B. cereus foram ensaiadas quanto i toxidez para animais de laboratorio, exceto para os alimen-
tos das Classes XVIIT e XVI e dos gquais utilizou-se uma colonia de cada. Para esta finalidade, dois procedi-
mentos foram adotados e em ambos o B. cereus NCTC 2599 foi utilizado como exemplo de resultados posi-
tivos: (1) — Inocula¢io de fluido de cultivos em camundongos albinos (suf¢os) machos ou fémeas — Para
estes ensaios, esporos das amostras eram germinados em infuso-cérebro-coragao (GHI, E. Merck ou Difco)
por 16-20h, seguindo-se a transferéncia de uma al¢a (3mm de didmetro) para 50ml de BHI contido em dois
Erlenmeyer de 150ml de capacidade cada, os quais permaneciam em agitador reciproco (120 oscilagBes/
min.) a 270C + 10C. O restante dos procedimentos seguiu em parte a rotina do metodo de Srivastava et al.,
1981, o qual é uma adapta¢io daquele de detecgdo de toxina botulinica em alimentos. empregado pelo

Center for Disease Control — USA (Anon,, 1974).

Dos cultivos em crescimento narrados acima, 2ml de l{iquido eram transferidos para 4ml de gel-
fosfato pH 6.2 (Srivastava et al., 1981) nos hordrios de 18, 24 e 30h, tempos evidenciados experimental-
mente como adequados a surpreender o poder toxico (efeito letal, APC e necrose). Por vezes, tempos de
cultivos maiores mostravam inativa¢cdo ou atenuac¢do do poder toxico.

As culturas em gel-fosfato correspondentes as tomadas de 18 a 24h eram mantidas a 00C até o
momento de serem ministradas com a aliquota colhida ap6s 30h, O conjunto era centrifugado a 4.500 x
g a 00C por 40 min., e o sobrenadante ifmpido, com raras formas vegetativas, era dividido em trés partes;
uma para ser injetada (0,5ml) por via intraperitoneal em lotes de cinco camundongos, com pesos de 20-22g,
e outra a ser injetada (0,5ml) ap6s o aquecimento em banho-maria a temperatura de 1 000C durante 5 min.
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Uma fragZo deste liquido aquecido era guardada para o ensaio em coelhos. Dois camundongos recebiam
BHI mais gel-fosfato (BHIT) na proporgio 1 + 2, e outros dois ndo eram inoculados. Estes dltimos procedi-
mentos foram adotados como testemunhos para cada cultura bacteriana examinada, ndo se registrando quai-
quer morte em nenhum experimento. Considerava-se a existéncia de efeito toxico quando pelo menos dois
animais morriam dentro de 24h ap6s a inje¢do. A rigor, a maioria das mortes se dava de poucos minutos ate
14h. Cada amostra bacteriana teve o seu liquido de cultivo ensaiado duas vezes por este procedimento.
(2) — Inoculacio intracutinea de fluido de cultivos em coelhos — Examinava-se 0 APC e a existencia de
necrose ao fim de 24h e cinco dias respectivamente. No dorso de coelhos albinos adultos, depilados a m4-
quina e que recebiam |h antes, pela veia marginal da orelha 40mg/kg de azul de Evans em dgua destilada
estéril, eram injetados intradermicmente 0,3ml de uma terceira por¢de do sobrenadante obtido anterior-
mente. Cada animal permitia ensaiar pelo menos quatro diferentes amostras de B. cereus, sempre com teste-
munhos de BHIT. Considerava-se a existéncia do APC pela acentuagdo da cor azul a partir de uma distancia

minima de 1 cm do ponto de inocula¢do. Cada fluido de cultivo foi ensaiado duas vezes. As zonas de necrose
foram medidas em c¢cm a partir da média de dois diametros perpendiculares e ressecados para estudo histolo-

gico, ap6s a fixa¢do em formalina neutra a 10%, cortadas na espessura de 5um e coradas pela hematoxilina-
eosina.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em 1983, Vicente et al., comunicaram haver isolado B. cereus de alimentos industrializados, cujos
fluidos de cultivo determinavam a morte de camundongos (via intraperitoneal) e promoviam o APC na pele
de coelhos. Alguns casos evoluiam para necrose.

Tanto quanto se pode saber através da literatura, este foi o primeiro relato de um conjunto de
amostras de 8. cereus provindas de variadas naturezas de alimentos, comercializados e consumidos no Rio
de Janeiro, muito embora nem todos elaborados neste Estado, que foi pesquisado quanto a provocar rea-
¢des em animais de laboratério. Embora nfio unicos, morte de camundongo (Spira & Goepfert, 1975; Tumn-
bull et al., 1979; Srivastava et al., 1981) e APC (Spira & Goepfert, 1975; Portnoy, Goepfert & Harmon,
1976: Turnbull et al., 1979) com ou sem necrose (Turnbull, Nottingham & Ghosh, 1977), sao importantes
parimetros usualmente considerados para o relacionamento da toxicidez com a patogenicidade de B. cereus
para 0 homem. A Fig. 1 ilustra um exemplo de necrose produzida pela amostra AL25 na pele de coelho ao

fim de cinco dias.

Fig. 1: necrose cutdnea produzida na regifo dorsal de coelhos apos inje-
¢io intradérmica de 0,3ml de centrifugado limpido de B. cereus, amostra
AL 25, ao fim de cinco dias. A:aspecto macroscopico da lesdo que € sem-
pre bem delimitada e recoberta por uma crosta negra. B: corte histologico
mostrando o centro desta lesfio, onde se constata que a drea de necrose
atinge a epiderme, o derme e parte da camada muscular profunda, e apre-
senta um importante infiltrado inflamatorio do tipo mononuclear (HE.

100 X).

Com a continuacio destes trabalhos e ampliando-se o naipe de alimentos levados ao exame da qua-
lidade microbiolégica, em dezoito grupos integrantes de dez classes de alimentos, de um total de dezoito
classes previstas na Resolucdo n® 13/78 CNNPA-MS (Tabela 1), obteve-se 114 amostras de B. cereus. Os
respectivos fluidos de cultivo foram pesquisados quanto a duas modalidades de agdo in vivo, figurando os
resultados na Tabela I1I. Ndo figuram aqueles relacionados com o ensaio da toxicidez apds o aquecimen-
to a 100°C/5 min., que sempre foram negativos tanto para camundongos como para 0 APC em coelhos.
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TABELA 11

Amostras de B. cereus isoladas de diferentes classes e grupos de alimentos, e as respostas aos ensaios da toxidez dos liquidos
de cultivos

Toxidez dos sobrenadantes das culturas

Em camundongos Em Coelhos
Classes Grupos Amostras Contagem presuntiva Toxinfec¢do Morte - APC Necrose
1soladas de B. cereus
(") (") (*™) por g ou ml (§)

I e AL 102 400 N S S N
€ AL 103 400 N S 5 N
e AL 104 400 N S 5 N

{1 a AL 1 6000 S S S +
a AL 2 6000 S S S N
a AL 3 6000 S S S N
a AL 4 6000 S S S +
a AL 78 400 N S 5 + +
a AL 79 400 N S 8 ++
a AL 80 400 N S S ++
a AL 81 400 N S S ++
C AL 6 200 N 5 S N
C AL 7 200 N S S N
c AL 17 300 N S S N
c AL 18 300 N S S N
C AL 41 6000 S S S N
c AL 42 6000 S S S ++
c AL 43 6000 5 S S + +
e AL 21 200 N N S N
e AL 27 200 N S S ++

\% & AL 46 300 N N S N
a AL 31 100 N S S N
a AL 32 100 N S S +++
a AL 33 160 N N S + +
a AL 34 100 N N S + +
a AL 35 100 N N S ++
a AL 36 100 N N S ++
a AL 37 100 N N S ++
a AL 38 100 N S N N
a AL 39 100 N S N N
a AL 40 100 N S S + +
a Al 44 100 N S N N
a AL 45 100 N S S N
a AL 47 400 N N S N
a AL 48 400 N S S N
a AL 49 400 N S S N
a AL 50 400 N S S N
a AL S1 - 400 N S S N
a AL 58 400 N N S N
a AL 68 100 N N S N
a AL 69 100 N N N N
a AL 70 100 N N N N
a AL 71 100 N N N N
a AL 72 100 N N N N
a AL 73 100 N ) S N
a AL 74 100 N N S N
a AL 7S 100 N N S N
a AL 76 100 N N N N
a AL 77 100 N S S +
a AL 82 100 N S N N
a AL B7 100 N N S N
a AL B3 200 N S N N
a AL 84 200 N S N N
a AL 85 200 N 5 N N
C AL 16 300 N S 5 N
v AL 88 1000 N 5 S N
C Al 89 1000 N 8 S N
c AL 90 1G00 N S S N
C AL 91 1000 N S S N
c AL 92 1000 N S S N
¢ AL 93 1000 N S 5 N
d AL 52 300 N S S +
d AL 53 300 N S S +++
d AL 54 100 N S S +
d AL 55 400 N S S ++
d AL 56 200 N S S ++
d AL 57 100 N S S +

VII b AL 95 300 N S S ++
e AL S 300 N S S N
g AL 100 300 N S S +
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(continuagio)
Toxidez dos sobrenadantes das culturas
Em camundongos Em Coethos
Classes Grupos Amostras Contagem presuntiva Toxinfeccio Morte APC Necrose
isoladas de B. cereus
(") (*) (**) por g ou ml (%)
£ AL 113 300 N S S +
g AL 114 300 N S 5 N
h AL 22 1700 N N 5 N
h AL 23 1700 N N S N
h AL 24 1700 N S S N
h Al 25 200 N 5 S + +
h AL 26 400 N S 5 + +
IX b AL 30 700 N N S N
b AL 59 100 N N N N
b AL 60 100 N N N N
b Al 65 100 N 5 S N
b AL 66 100 N S S ¥+ +
b Al 86 100 N S S +
b AL 8 300 N 5 5 N
C AL 19 300 N S S N
» AL 20 300 N S S N
C AL 67 100 N N S N
C AL 96 400 N 5 S + +
C AL 97 400 N S S + +
C AL 98 400 N 5 S ++
c AL 99 400 N S S + +
C AL 105 1000 N N S N
b AL 101 1000 N N S N
X a AL 28 200 N S S N
a AL 29 200 N S S N
a AL 94 200 N S S + +
Xl b AL 106 1000 N N S N
b AL 107 1000 N N S N
b AL 108 1000 N N S N
b AL 109 1000 N N S N
b AL 110 1000 N 5 S + +
b AL 111 1000 N N S N
b AL 112 1000 N N 5 N
XV g AL 61 800 N N S N
g Al 62 800 N N o) N
g AL 63 800 N N S N
g AL 64 800 N N 5 N
XVI = AL 15 400 S N N N
h AL9 500 5 5 S N
h AL 10 500 5 N S +
h AL 11 500 5 5 S +
h AL 12 500 S ) S N
h AL 13 500 S N S +
X VIII (£) AL 14 300 N N S N
(*)} Distribuigio dos alimentos conforme classificacdo da Resolucio CNNPA-MS n© 13/78. (**) Confirmadas como B. cereus.
(§) Relacionamento do alimento com toxinfecgdo alimentar. § = positivo. N = negativo. +=1a 15 cm; ++=16a 2,5 cm:

t++= 225 cm. (£) = Grupo tnico.

Neste altimo caso, nf3o se pdde reproduzir as observagOes anteriores de Vicente et al, (1983), nas
quais dois liquidos de cultivo de duas amostras de B. cereus forneceram positividade de APC nas condi¢Des
de aquecimento mencionadas. Possivelmente isto se deve ao fato de que, no presente trabalho, somente se
considerou a reagdo positivada quando a acentuagdo da cor azul era medida a partir de uma disténcia igual
ou superior a 1 cm do ponto de inoculagfo, ndo sendo considerados valores menores.

A Tabela II mostra que, no periodo do levantamento considerado, ocorreram surtos de toxinfec-
¢80 alimentar em trés ocasides distintas, envolvendo ingestdo de classes diferentes de alimentos que foram
submetidos & andlise fiscal.

Assim, as amostras AL 1, AL 2, AL 3 e AL 4 relacionadas com um destes surtos ¢ provindas de ali-
mentos da Classe II grupo @ (carnes cruas), foram letais para camundongos, exibindo o APC positivo. So-
mente AL 1 ¢ AL 4 produziram necrose. Ainda na Classe II mas do grupo ¢ (produtos carneos cozidos), as
amostras AL 41, AL 42 e AL 43, também relacionadas com alimentos envolvidos em toxinfec¢ao, foram
letais para camundongos e exibiram o APC; somente AL 42 ¢ AL 43 adicionalmente foram necrosantes,
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Na Classe XVI, grupo e (chocolate branco em barra) e # (empaddo de galinha), das seis amostras
ensaiadas e envolvidas em toxinfec¢do alimentar, unicamente AL 9, AL 11 e AL 12 foram letais para ca-
mundongos, mas todas revelaram-se positivas para 0 APC exceto AL 15. AL 10, AL 11 e AL 13 foram as
inicas produtoras de necrose. E conhecido que nem todas as amostras de B. cereus isoladas de alimentos sao
capazes de elaborar a fracdo toxica responsdvel por esta propriedade (Tumbull, Nottingham & Ghosh, 1977).
Por outro lado, a amostra AL 15 ndo foi estimuladora de pelo menos uma rea¢do. Possivelmente, a linhagem
bacteriana ndo era do tipo produtor de rea¢Oes detectdveis pelos procedimentos empregados, ou mesmo nao
excretava exotoxinas. Tal comportamento foi igual aos das amostras AL 59, AL 60, AL 69, AL 70, AL 71,

AL 72 e AL 76.

De outro modo, como frutos de amilises ndo fiscais, observa-se que um nimero aprecidvel de amos-
tras de B. cereus, 101, isoladas de diferentes alimentos, ndo envolvidos com processos patologicos, mostra-
ram-se produtoras de morte efou do APC, com ou sem necrose. Assim, com base na variabilidade das respos-
tas encontradas, as amostras de B. cereus figurantes na Tabela Il puderam ser arranjadas em grupos que refle-
tem modelos de toxidez ou inocuidade para os animais de laboratério experimentados (Tabela IH). Denota-
se que APC € a reagdo mais constante com um total de 86,85% de ocorréncia, seguida de morte com 65,79%
e sua combinacdo com APC soma 59,65%. O APC mais necrose ocorreram em 34,21% das vezes e sO necrose
34 21%. Todavia, morte, APC e necrose juntos ocorreram somente em 28,07% das amostras, ¢ as demais
combinac®es parecem ndo apresentar maiores significados. Estes resultados corroboram os de Tumnbull,
Nottingham & Ghosh (1977), em que nem todas as amostras de B. cereus elaboram toxina necrosante para
mucosa intestinal e pele animal, e os de Turnbull et al. (1979), que admitem a existéncia de dois fatores en-
volvidos na letalidade de camundongos, um dos quais associados a toxina do APC, o que explicaria o fato de
que nem sempre 0 APC ¢ seguido de necrose e morte de camundongo.

TABELA IiI

Modelos de reacfes em animais de laboratério promovidos por 114
amostras de B. cereus originanas de alimentos relacionados ou nio
com toxinfeccdo alimentar

Morte 2 APC 3 Necrose ¥ M % (*)
+ + + 32 28,07
+ — - 7 6.14
+ + - 36 31,58
— + + 7 6.14
- + - 24 21,06
- - - R 7.0

Totais 65,79% 86,85% 34.21% 114 100

— - T . -

4 = Camundongo. § = Pele de coclho, M = Vezes em que ocorreu o

modelo na populagao total de 114 amostras estudadas. (*) = Percenta-
gem da ocorréncia do modelo, calculada sobre a populacao total
+ = Reacdo presente. - = Reagdo ausente.

Outros aspectos interessantes adicionais s3o observados na Tabela II. Um deles diz respeito a corre-
lagdo entre a contagem presuntiva de B. cereus/g ou ml de alimento, e a ocorréncia ou ndo de casos locali-
zados de epidemias de toxinfecgdo alimentar, Um segundo evidencia que a bactéria € surpreendida em dife-
rentes classes de alimentos, estes ndo envolvidos com toxinfecgdo alimentar, mas presente em CORtagens
presuntivas similares aquelas constatadas nos alimentos que foram implicados com os casos de doenca. Os
dados sdo sugestivos de que um alimento que apresente contagem presuntiva de colonias de B. cereus situa-
das dentro dos limites maximos, 10? /g ou ml — 10° /g ou ml, admitidos pelas Resolugtes CNNPA-MS n©
20/76 e 13/78, respectivamente, tém chances de gerar toxinfec¢do alimentar. Contudo, nem todas as amos-
tras de B. cereus isoladas de alimentos relacionados com casos patol6gicos evidenciaram ser positivas ao
mesmo tempo para morte de camundongos, o APC e necrose. Nos acometimentos de toxinfecgdo aqui apre-
sentados, o niimero levantado foi de pelo menos 57 pessoas, cujas diferentes classes de alimentos ingeridos
foram submetidos s anélises fiscais, que acusaram tal espécie bacteriana, sem qualquer destaque incrimina-
dor para enterobactérias patogénicas, S. aureus ou Cl. perfringens. Além disso, as baixas contagens presun-
tivas encontradas podem ser indicadoras de que os alimentos envolvidos com toxinfecgOes alimentares
(Tabela I1) nfo permaneceram estocados em condi¢Oes suficientemente permissiveis para a proliferagao da
espécie e, por conseguinte, excrecdo de elevadas concentragcbes de enterotoxinas.

Todavia, estes achados contrastam com os existentes na literatura. Depreende-se que a concepgao
geral é de que a intoxica¢@o se manifesta quando a contagem do agente etiolégico por unidade de volume
ou peso de alimento estd em nimeros elevados (varidveis de 10 a 10°) e dependente da multiplica¢do do
germe no alimento (Midura et al., 1970; Anon, 1972; Portnoy, Goepfert & Hamon, 1976; Raevuori et
al., 1976: Terranova & Blake, 1978; Parry & Gilbert, 1980). Estes mimeros contrastam com os registrados
no presente trabalho, cujos maiores valores nao suplantaram a 6 x 10% /g em dois casos (Tabela II).



8 LEON RABINOVITCH ET AL.

No Brasil, a literatura pertinente & escassa, mas, indiretamente, alguma suspeita foi levantada recen-
temente quando, em Campinas, S¥o Paulo, “em dois restaurantes de uma mesma institui¢do, grande nimero
de pessoas apresentou sintomas de doenga gastrointestinal, caracterizada por diarréia profusa, acompanhada
de nduseas, vOmitos e dores abdominais™, ficando o Cl perfringens e B. cereus considerados como 0s inicos
possiveis agentes causais (Salzberg, Massaguer & Serrano, 1982). A relagdo agente/ peso de alimento nfo fi-
cou conhecida.

Por outro lado, ainda entre nés (Srivastava et al., 1981}, o B. cereus teve destaque como bactéria
toxigénica, letal para camundongos, encontrada como integrante da flora contaminante de carne de cabra
levada ao comércio. Achado em contagens elevadas, 8 x 107 /g, acima dos valores legalmente permitidos,
pareceu proliferar mesmo a -129C juntamente com Staphylococcus sp. e Streptococcus sp. Fungos e Sal-
monella ndo foram encontrados. Curiosamente, Srivastava et al. (1981) mostraram que a permanéncia do
efeito letal nos liquidos de cultivos de B. cereus injetados em camundongos eram lentamente inativados
quando aquecidos a 1000C. Com 20 min. de aquecimento ainda havia “fator de letalidade” residual. Nossos
achados, contudo, evidenciaram a auséncia da atividade biologica neste particular, ja com 5 min., quando
nio mais se observou morte de camundongos ou APC com todos os fluidos das amostras ativas. Estes resul-
tados podem ser comparados com os de Spira & Goepfert (1975), que obtiveram negatividade na promogéio
de APC e aumento de volume da al¢a ileal de coelhos, usando tratamentos mais brandos como 56°C/ 5 min.
O mesmo efeito ndo era observado com aquecimentos de 45°C/30 min. Em contraposi¢io, a toxina emética
produzida pelo B. cereus 4810/73 de Melling & Cepel (1978) mostrou-se estdvel mesmo a 1269C/90 min.,
ndo produzindo APC mas matando camundongos conforme Turnbull et al. (1979). Estas vartagoes do com-
portamento das toxinas ainda carecem de ser melhor explicadas.

Nas contagens realizadas em alimentos desidratados, Delazari et al. (1978) mostraram que 15,9%
das 805 amostras estudadas em farinhas, sopas, leite integral e desnatado, o B. cereus figurava com valores
mais elevados { > 10?/g) que os limites admitidos 4 época pela Comissdo Nacional de Normas ¢ Padrdes
para Alimentos na sua Resolu¢do n© 34/77. Estes autores sugeriram um controle de qualidade rigido para
adequar os alimentos ou insumos 2 legislagdo em vigor.

Com respeito ao nosso ponto de vista, julgamos que os limites permitidos de contagem presuntiva,
pela atual Resolu¢Zo, devam ser reformulados em seguida a mais estudos. Além disso, pode-se sugerir que
o controle de B. cereus deve ser ampliado para outras classes de alimentos, haja vista que ficou demonstrado
que a potencialidade de toxidez existe na maior parte das amostras de B. cereus surpreendidas em nosso
meio — se considerarmos isoladamente morte de camundongo ou APC —, estejam elas em alimentos cozidos
ou nio, e n3o somente em amidos, farinhas, féculas, misturas para sopas e caldos, como estipulado nas nor-

mas atuais em vigor.

SUMMARY

One hundred and fourteen strains of Bacillus cereus were isolated during presumptive plate-counts
from 18 groups of industrialized, non-industrialized, crude or cooked food, belonging to 10 separate classes.
Specific presumptive counts ranged from 10? to 6 x 10° /g or ml. Among these isolates, 13 strains were
derived from 3 outbreaks of food poisoning (involving a minimum of 57 people), as determined by the
assayed bacteriological quality of the ingested foods. As an adopted procedure to correlate toxicity and
ability to promote illness in man, culture fluids of all strains were assayed to determine their ability to in-

crease vascular permeability (APC) to cause necrosis in rabbits skin and to kill albino mice. APC was positive
in 86,85% of the 114 strains, death of albino mice occurred in 65,79% and a combination of APC and death

was observed in 59.65%. APC plus necrosis, or only necrosis, occurred with 34,21% of the culture fluids.
Death, APC and death with or without necrosis, were demonstrated in the strains implicated with iliness.
This confirmed the known individuality of action exhibited by certain B, cereus food-bome toxigenic factors.
The low presumptive counts of this bacterium in the order of 10*-10° /g or ml found in food, implicated
or not with illness, suggests that the recommended number of B. cereus per g or ml of food sample should
be reevaluated in our country. Furthermore, a wider range of food should be brought under bacteriological

sanitary control for this species.
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