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RESUMO

DETECCAO E CARACTERIZACAO BIOQUIMICA E MOLECULAR DE
BACILLUS CEREUS EM GRAOS

O Bacillus cereus ¢ um microrganismo com ampla distribuicdo na natureza estando
presente no solo, poeira e dgua, sendo caracterizado pela formacdo de esporos, possui
potencial patogénico e deteriorante. Em condic¢des favoraveis, esse microrganismo produz
enzimas que confere caracteristicas sensoriais indesejaveis e produz toxinas numa grande
variedade de alimentos, principalmente em cereais e derivados. Estas toxinas produzidas
sdo responsaveis pela ocorréncia de intoxicacdo alimentar. Desta forma, o presente
trabalho tem como objetivo avaliar a presenca de B. cereus de cereais destinados a
producdo de alimentos farinaceos, realizar o isolamento destas bactérias quando presentes
nas amostras testadas e avaliar a presencga de genes relacionados aos fatores de viruléncia
nestes isolados. Para tanto foram avaliadas 130 amostras de cereais obtidos de uma
empresa processadora de grdos, sendo que deste total, 54 isolados apresentaram
positividade para B. cereus. Foram realizados os testes bioguimicos de motilidade,
hemolisina, decomposicdo da tirosina, redugdo do nitrato a nitrito, crescimento rizoide e
corpusculos de inclusdo cristalina, para confirmacdo dos isolados. Dos 54 isolados, 5
foram reclassificados como Bacillus thuringiensis e 2 como Bacillus megaterium. Quanto
a caracterizacdo molecular, todos os isolados foram submetidos a anélise de PCR por
BOX, REP e ERIC — PCR, visto que nenhuma das técnicas apresentou diferenca
significativa quanto a separacdo do B. cereus. Os isolados foram avaliados quanto aos
fatores patogénicos para os genes Bcet, Piplc, NheB, EntB, HbA e Sph, onde o grupo do
arroz foi o que apresentou maior nimero de genes positivos. Do total dos isolados
avaliados, os genes HblA e NheB foram os que apresentaram maiores numeros de isolados
positivos. Os dados obtidos nesse trabalho evidenciaram que os genes de patogenicidade
de B. cereus estdo amplamente distribuidos entre 0s grupos que contaminam o0s cereais €
derivados.

Palavras — chave: alimentos farindceos, enterotoxina, PCR.
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ABSTRACT

DETECTION AND CHARACTERIZATION MOLECULAR AND
BIOCHEMISTRY OF BACILLUS CEREUS IN BEANS

The Bacillus cereus is an organism widely distributed in nature and is present in soil, dust
and water. This bacterium is characterized by spores formation and food deteriorating and
pathogenic potential. Under favorable conditions, this microorganism produces enzymes
that confer undesirable sensory characteristics and toxins in a wide variety of foods,
mainly in cereals and derivatives. These toxins produced are responsible for the
occurrence of food poisoning. This study aims to evaluate the presence and isolate of B.
cereus on grains for the production of food starches, as well the evaluate the presence of
genes related to virulence factors on these isolates. Therefore, it was evaluated 130
samples obtained from a cereal grain processing company, 54 isolates were positive for B.
cereus. Biochemical tests were realized for motility, haemolysin, tyrosine decomposition,
reduction of nitrate to nitrite, type of growth and corpuscles crystalline inclusion. Seven
samples of 54 isolates were reclassified as 5 B. thuringiensis and 2 B. megaterium. As the
molecular characterization, all isolates were analyzed by PCR BOX, REP and ERIC -
PCR, whereas none of the techniques presented significant difference separating B. cereus.
The isolates were also evaluated for presence of pathogenic factors genes Bcet, PIPLC,
NheB, EntB, HbA and Sph, where the group from rice isolates showed the highest number
of positive genes. The HblA and NheB genes were the most prevalence on the isolates. The
data obtained in this study showed that genes for pathogenicity of B. cereus are widely
distributed among the groups that contaminate cereals and derivatives.

Keywords: farinaceous foods, enterotoxin, PCR
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1. INTRODUCAO

A preocupacéo e a exigéncia do consumidor com a qualidade dos alimentos vém
apresentando um aumento significativo ao longo dos anos. Com isso, a industria de
alimentos tem mostrado crescente preocupacdo com a seguranca alimentar e tem buscado
novos processos de industrializacdo. Entre as caracteristicas consideradas desejaveis para
um alimento, esta relacionado ao nimero de microrganismos que nao oferece riscos a
saude. O controle da contaminacdo microbiana é um fator fundamental para a qualidade e
inocuidade do produto, sendo que a contaminacdo microbiana pode afetar as
caracteristicas sensoriais, reduzir a vida de prateleira, além de tornar o alimento um
veiculo de microrganismos causadores de doencas.

Durante a producdo de alimentos, as praticas de processo podem contribuir para a
contaminacdo dos alimentos por microrganismos. Entre os diversos microrganismos que
podem contaminar alimentos, podemos destacar o Bacillus cereus, j& que € capaz de
formar esporos e com isso resistir a processos térmicos utilizados no processamento de
diversos alimentos.

O B. cereus produz enzimas que confere caracteristicas sensoriais indesejaveis,
além da sua capacidade de formar toxinas numa grande variedade de alimentos,
principalmente em cereais e derivados, sendo que essas toxinas formadas séo responsaveis
pela ocorréncia de intoxicacdo alimentar. Com isso, o estudo de B. cereus vem ganhando
énfase pelo seu potencial patogénico e deteriorante.

Os dados existentes no Brasil relacionados a patogenicidade de B. cereus em
alimentos sdo escassos, sobretudo envolvendo cereais e derivados. Sendo assim, ter
conhecimento do potencial de contaminacdo desta espécie microbiana em farinaceos e
avaliar suas caracteristicas moleculares quanto a capacidade genética de producdo de
toxinas sdo informagbes fundamentais para estabelecer medidas visando a seguranca
alimentar. Além disso, informacGes referentes a variabilidade genética e caracterizagao
molecular de B. cereus devem auxiliar em estudos epidemioldgicos, e consequentemente,
a definicdo de medidas preventivas.

Desta forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar a presenca de B. cereus
em grdos destinados a producdo de alimentos farinaceos, avaliar a presenca de genes
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relacionados aos fatores de viruléncia nestes isolados e caracterizar, através do uso de

marcadores moleculares, as populagdes de B.cereus presentes em gréos de trigo, arroz,

feijdo, cevada e milho.

Objetivos especificos

Isolar Bacillus sp. de alimentos farinaceos;

e Identificar os isolados por testes bioquimicos;
e Caracterizar os isolados por métodos moleculares;
e Avaliar a variabilidade genética dos isolados de B. cereus;

e Avaliar os fatores de patogenicidade dos B. cereus isolados.

13



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Caracteristicas do Bacillus cereus

A taxonomia dentro do género Bacillus é dificultada pela elevada heterogenicidade
nas caracteristicas genotipicas e fenotipicas deste grupo (Ash et al, 1991; Drobniewski,
1993; Carlson et al, 1996). Devido a estes problemas de classificagcdo tem-se utilizado a
denominacdo de grupo B. cereus, também denominado B. cereus lato sensu, que
compreende B. cereus (B. cereus stricto sensu), B. thuringiensis, B. anthracis, B.
mycoides, B. pseudomycoides e B. weithenstephanensis (Lechner et al., 1998,
Bartoszewicz et al., 2008; Guinebretiere et al., 2008; Senesi & Ghelardi, 2010).

Atualmente, ndo existe consenso se diferentes individuos do grupo B. cereus lato
sensu devem ser consideradas espécies separadas ou de uma mesma especie. Enguanto
alguns estudos sugerem que o B. cereus, B. thuringiensis e B. anthracis deveriam ser
considerados como uma Unica espécie, outros autores afirmam ter obtido uma
diferenciacéo genética entre estas espécies (Rasko et al., 2004; Vilas-Boas et al., 2007).

O B. cereus stricto sensu € um microrganismo com ampla distribuicdo na natureza
estando presente principalmente em solo, poeira e 4gua. Pode permanecer viavel durante
longos periodos de tempo no ambiente e nos alimentos, devido a sua capacidade para
formar esporos resistentes a condicdes severas (Rajkowski & Bennett, 2003; Bhunia,
2007).

As bactérias do género Bacillus sdo bastonetes gram positivos, caracterizados pela
rapida formacdo de esporos. Os esporos de B. cereus stricto sensu sdo elipsoides e
localizam-se na regido central ou pericentral da célula. Assim, como ocorre em outras
espécies do género, os esporos de B. cereus lato sensu contém acido dipicolinico (acido
2,6-piridinedicarboxilico), essencial na esporulagdo, germinacdo e estrutura (Kotiranta et
al., 2000; Jaaskelainen, 2008). Os mecanismos de adaptacdo de B. cereus stricto sensu a
diversas condi¢gdes ambientais, contribuem para sua sobrevivéncia e disseminacdo no
ambiente, sendo que a resisténcia ao calor estd positivamente correlacionada com a
temperatura de esporulacdo (Carlin et al., 2010). Sua temperatura étima de multiplicagdo
varia de 25 a 37° C, mas ja foram identificadas estirpes psicrotroficas e termoduricas

14



capazes de multiplicar entre 3 e 75° C (Kramer & Gilbert, 1989; Drobniewski, 1993;
Dufrenne et al., 1995).

As espécies do grupo B. cereus lato sensu podem ser diferenciadas essencialmente
devido as suas caracteristicas fenotipicas. O B. anthracis caracteriza-se pela formacéo de
capsula e pela producdo de toxinas, codificadas por genes localizados nos plasmideos
pX02 e pXO1, respectivamente, responsavel pelo carbinculo heméatico em humanos e
animais, doenca conhecida como antrax. Ja o B. thuringiensis distingue-se pela producgéo
de uma endotoxina durante a esporulacdo, que é utilizada comercialmente no controle
biolégico de insetos. O aparecimento de colénias com crescimento rizoide em &gar é
caracteristico de B. mycoides e B. pseudomycoides, e diferencialmente o B.
weinenstephanensis € uma estirpe psicrotréfica capaz de se multiplicar abaixo de 7° C,
mas ndo a 43° C (Lechner et al., 1998; Arnesen et al., 2008). Assim sendo, para
diferenciar o B. cereus stricto sensu das demais espécies do grupo (Tabela 1), alguns testes
sdo aplicados como a verificagdo da producdo de cristais de toxinas, motilidade,
crescimento rizoide e hemolise (Rhodehamel & Harmon, 1998; Bennet & Belay, 2001;
Silva et al., 2010).

Entre as caracteristicas que distinguem o B. cereus lato sensu de outros
microrganismos formadores de esporos € a sua incapacidade para produzir acido a partir
do manitol (Fritze, 2004), e, com isso suas coldnias ficam cor-de-rosa no meio agar
manitol gema de ovo polimixina (MYP) devido ao vermelho do fenol (Jaaskelainen,
2008). Grande parte das estirpes de B. cereus lato sensu sdo capazes de produzir lecitinase,
esta caracterizada pela producdo de uma zona de precipitacdo em torno das colonias. Outra
caracteristica € a producdo de hemolisina em algumas estirpes de B. cereus lato sensu,
onde em 4agar sangue as suas colbnias apresentam um halo de hemdlise (Jaaskelainen,
2008).

As células de B. cereus stricto sensu possuem cerca de 1,0 e 1,2 um de largura e
3,0 a 5,0 um de comprimento e apresentam motilidade associada a flagelos peritriqueos
(Kramer & Gilbert, 1989; Rajkowski & Bennet, 2003). Os enddsporos sdo resistentes a

extremas condi¢cdes ambientais, que variam desde o tratamento térmico até desidratag&o.
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Em condicGes favoraveis, 0s esporos podem germinar propiciando a multiplicacéo

bacteriana em alimentos processados (Abee et al., 2011).

Tabela 1 — Caracteristicas bioquimicas diferenciais do grupo B. cereus lato sensu

B. cereus

B. megaterium

B. thurigiensis

B. anthracis

B. mycoides

Coloracdo Gram

+

+

=+

=+

+

Catalase

+

+

=+

=+

+

Reacdo da gema
de ovo

+

+

=+

=+

(+)

Mobilidade

(+-)

(+1-)

()

Producdo de
acido a partir do
manitol

Hemdlise
(eritrécitos  de
ovelha)

Cristais de
toxina

Utilizacdo
anaerodbia da
glicose

Reducéo de
nitrato

Reacdo Voges-
Proskauer

Decomposicéo
da tirosina

)

Resisténcia a
lisozima

Capsula

+

Hidrolise da
ureia

Sensibilidade a
penicilina

Crescimento
rizoide

Legenda: +, positivo; -, negativo; v, variavel; (+/-), normalmente positivo, mas ocasionalmente negativo;

(+), a maioria € fracamente positivo.
Adaptado de Bennet e Belay (2001); Rajkowiski & Bennet (2003); Bhunia (2007).

O B. cereus stricto sensu tem sido isolado numa grande variedade de alimentos

processados e in natura, entre eles, arroz e massas, formulas infantis, vegetais, pimentas,

alimentos prontos para consumo, leite e derivados lacteos (Senesi & Ghelardi, 2010;
Chaves et al., 2011).
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Segundo Shaheen et al. (2006), produtos desidratados e farinaceos tém mostrado

grande potencialidade para a contaminacgéo e desenvolvimento do B. cereus stricto sensu.

2.2 Patogenicidade do B. cereus

B. cereus stricto sensu podem produzir uma grande variedade de substancias
potencialmente  patogénicas, como: hemolisinas, fosfolipases, enterotoxinas,
metaloproteases, colagenases, entre outras (Martinez-Blanch et al., 2009).

Sua importancia na industria de alimentos esta associada a capacidade de produzir
toxinas responsaveis por surtos de enfermidades transmitidas por alimentos (ETA), pela
producdo de enzimas extracelulares que determinam o potencial de deterioracdo e/ou
também pela formac&o de esporos termorresistentes (Robinson & Phill, 1987).

De acordo com a Resolugdo — RDC n° 12 de 02 de janeiro de 2001 da ANVISA, a
qual estabelece os padrGes microbiologicos para alimentos, o limite maximo permitido
para B. cereus em farinhas, fubd, pé ou produtos flocados é 3x10® UFC/g, sendo que
acima deste nivel, o consumo destes alimentos é considerado inseguro ou improprio
(Brasil, 2001).

Os surtos de intoxicacdo geralmente estdo associados a falhas na conservacdo dos
produtos mediante exposicdo a tempos e temperaturas inadequadas, propiciando, assim,
que estes microrganismos se multipliguem até niveis significativos (>10°UFC/g),
ressaltando-se gque, neste caso, 0 microrganismo ndo é responsavel pela patologia e sim as
toxinas que produz (Forsythe, 2002).

As enterotoxinas do B. cereus stricto sensu sdo produzidas quando o
microrganismo cresce a uma temperatura em torno de 32°C, em condigdes aerobicas, com
um nivel de carboidratos proximo a 1% e pH alcalino. Assim sendo, alimentos que contém
elevados niveis de amido, frutose ou lactose, quando estocados em temperatura ambiente
por longos periodos, estdo mais sujeitos ao desenvolvimento de B. cereus
enterotoxigénicos (Gore et al., 2003).

B. cereus stricto sensu é responsavel por dois tipos de doencas de origem alimentar
(Tabela 2), uma chamada de sindrome diarréica, provocada por enterotoxinas produzidas

no intestino do hospedeiro; e a sindrome emética, uma intoxicagdo atribuida a uma toxina
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pré-formada no alimento (Drobniewki, 1993; Agata et al., 1995; Wijnands et al., 2002;
Arnesen et al., 2008; Senesi & Ghelardi, 2010). A sindrome, determinada pela toxina
emética, tem um curto periodo de incubagdo variando de 0,5 a 6 horas. Enquanto que a
sindrome diarréica € caracterizada por um periodo de incubacéo de 8 a 16 horas (Granum,
1997).

A toxina emética é produzida geralmente durante o armazenamento prolongado dos
alimentos, durante a fase estacionaria da curva de crescimento de B. cereus stricto sensu,
sendo a ingestdo destes alimentos contaminados com a toxina pré-formada a causa da
manifestacdo do quadro emético (Arnesen et al., 2008).

A sindrome emética tem sido amplamente associada ao consumo de arroz e massas
contaminados com B. cereus stricto sensu produtores de cereulida (Kotiranta et al., 2000).
Mahler et al., (1997) descreveram um caso de faléncia hepatica fulminante e posterior
Obito do paciente dois dias apds a ingestdo de macarrdo contaminado com a cereulida, na

Suica.

Tabela 2 — Caracteristicas dos tipos de doencas causadas por B. cereus

Sindrome Diarréica Sindrome Emética
Dose infecciosa 10° — 10" células/grama 10° — 10° células/grama
Toxina produzida No intestino delgado do hospedeiro Pré-formada nos alimentos
Tipo de toxina Proteica Peptideo ciclico
Periodo de 8 -16 h (ocasionalmente > 24 h) 0,5-6h
incubacéo
Duragéo 12 - 24 h (ocasionalmente varios dias) | 6-24 h
Sintomas Dor abdominal, diarreia aquosa e Né&usea, vomito e mal-estar
ocasionalmente ndusea
Alimentos mais Produtos a base de carne, sopas, Arroz reaquecido Varias vezes,
frequentemente contaminados | vegetais, pudins/molhos e macarrdo e alimentos prontos
leite/produtos lacteos

Granum (1997).

A dose infectante é considerada alta para ambas as sindromes. No caso da
sindrome diarréica, a dose é de 10° a 10 células ou esporos por grama, enquanto que para

a sindrome emética é 10° a 108 células por grama (Granum, 1997). Embora, alguns autores
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afirmam que concentragbes acima de 10° UFC em 1 g ou 1 mL de alimento, sdo
consideradas inseguras para consumo (Choma & Granum, 2002; Martinez-Blanch et al.,
2009).

Tanto a sindrome diarréica quanto a emética sdo geralmente ligeiras e auto-
limitantes, porém, casos severos com hospitalizacdo e mesmo morte tem sido relatados
(Ehling-Schultz et al, 2006). O B. cereus stricto sensu apresenta-se como um agente
patogénico associado a toxinfeccdo alimentar e foi reconhecido na Europa em 1906. As
primeiras descobertas foram confirmadas por pesquisadores europeus no inicio da década
de 1950, passando a ser considerado um importante agente de toxinfeccdo alimentar. O
primeiro surto documentado nos Estados Unidos foi em 1969 e na Gré-Bretanha foi
registrado em 1971 (Jay, 2000; Rajkowski & Bennet, 2003).

A sindrome emeética foi identificada pela primeira vez depois de varios surtos
causados pela ingestdo de arroz cozido no Reino Unido no inicio de 1970. Esta doenca é
causada pela toxina emética (cereulida), produzida nos alimentos antes da ingestdo
(Kramer & Gilbert, 1989). Os sintomas da doenca sdo nduseas e vémito, ocorrendo apenas
algumas horas ap0s a ingestdo. Segundo Kramer e Gilbert (1989), o tempo de incubacao
seria de 1 a 5 horas. Embora, mais recentemente, Ehling — Schultz et al (2004b) tenham
relatado que esse periodo pode ser mais curto (0,5 até 6 horas), sendo que a duracdo da
doenca é normalmente de 6 a 24 horas. Diversos casos graves e até mesmo fatais de
contaminacdo alimentar pela toxina emética foram relatados (Mahler et al., 1997; Ehling-
Schultz et al., 2004b; Fricker et al., 2007).

A sindrome diarréica é uma toxinfec¢do causada por células vegetativas, ingerida
como células viaveis ou esporos, que produzem enterotoxinas protéicas no intestino
delgado e é facilmente confundido com outra doenca de origem alimentar, causada por
uma bactéria que também é produtora de esporos, o Clostridium perfringens (Granum,
1999), ja que ambas caracterizam-se por dor abdominal, diarréia e ocasionalmente nauseas
e vomitos. Diferente da sindrome emética, a toxinfecgdo apresenta um tempo de incubacao
superior a 6 horas, normalmente de 8 a 16 horas, em média 12 horas e duracdo da doenca é
normalmente 12 a 24 horas, mas também foram relatados casos que duram varios dias
(Kramer & Gilbert, 1989).
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Além de toxinfeccdo alimentar, o B. cereus stricto sensu também pode causar
infeccOes sistémicas e locais (especialmente em pessoas imunodeprimidas, neonatos,
toxicodependentes e pacientes com historia de feridas traumaticas, cirurgicas ou cateteres)
classificadas como: endoftalmite, queratite e panoftalmite, infeccGes cutaneas primarias,
infeccdo de feridas ortopédicas, osteomielite, periodontite, infeccBes pleuropulmonares,
endocardite, infeccdo urinaria, meningite pos-operatoria (Kotiranta et al., 2000; Rajkowski
& Bennet, 2003; Ehling-Schultz et al, 2004a; Bhunia, 2007).

As toxinas consideradas como principais fatores de viruléncia para a sindrome
diarréica sdo a hemolisina BL (Hbl), enterotoxina ndo hemolitica (Nhe) e a citotoxina K
(CytK). Ainda existem a enterotoxina FM (EntFM), enterotoxina T (BceT) e a hemolisina
Il (Hly I) que ainda sdo consideradas como possiveis toxinas diarréicas (Molva, et al.,
2009) embora ndo haja relatos de que elas possam ser causadoras de enfermidades
transmitidas por alimentos (Kotiranta et al., 2000; Hendriksen et al., 2006). Além destas, a
Fosfolipase C (PiplC) e Esfingomielinase (Sph), componentes da unidade citolitica
cereolisina  AB, tem sido implicados na sindrome diarréica, atuando sobre a
permeabilidade e viabilidade de células do epitélio intestinal (Hergenrother & Martin
1997).

2.2.1. Hemolisina BL (Hbl)

A hemolisina BL (HBL) é um complexo termolabil formado por trés polipeptideos:
B, L1 e L2, que sdo codificados pelos genes hblA, hbIC (codifica a fracdo L2) e hblD
(codifica a fracdo L1). A presenca dos trés elementos é necessaria para a atividade da
toxina. Uma mutagdo no gene hblA resultou no aparecimento de um quarto gene (hbiB),
porém a auséncia desse gene ndo impede a atividade bioldgica da toxina (Lindback &
Granum, 2006).

A HBL produz um padrdo de hemdlise incompleta em &gar sangue, sendo esta
caracteristica, associada a sua atividade citotoxica, um importante fator de viruléncia de B.

cereus (Hendriksen et al., 2006).
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2.2.2. Enterotoxina Nao Hemolitica (Nhe)

A enterotoxina ndo hemolitica (NHE) também é formada por trés polipeptideos:
NheA, NheB e NheC sendo codificadas pelos genes nheA, nheB e nheC, respectivamente.
Assim como a HBL esta toxina também necessita dos trés polipeptideos para possuir
atividade enterotdxica (Jaaklainen, 2008). Estudos recentes indicam que a NheB seja a

mais presente nas cepas de B. cereus (Arnesen et al., 2008).

2.2.3. Citotoxina K (CytK)

A citotoxina K é uma proteina codificada pelo gene cytK e € similar a toxina-p de
Clostridium perfringens. A CytK pode apresentar duas formas diferentes de acordo com a
cepa de B. cereus: CytK-1 e CytK-2 (Lund et al., 2000; Hendriksen et al., 2006).

As duas formas da toxina apresentam similaridade de 89% em sua sequéncia de
aminoéacidos, porém, uma importante diferenca quanto a seus efeitos biologicos. A forma
CytK-1 se mostrou mais toxica para as células intestinais humanas, do que a forma CytK-
2. Por esse motivo pode-se assumir que a forma CytK-1 apresenta mais perigo aos
consumidores, 0 que torna importante a diferenciacao entre as duas formas nos alimentos

contaminados (Guinebretiere et al., 2006).

2.2.4. Enterotoxina BceT

A BceT (B. cereus enterotoxin T) € um polipéptido de 41 kDa. A sua funcdo na
patogénese € controversa, uma vez que alguns estudos sugerem que tem atividade
enterotoxica enquanto outros consideram o inverso pelo fato de néo ter sido associado a

nenhum surto de toxinfecc¢éo alimentar (Bhunia, 2007).

2.2.5. Enterotoxina FM

A enterotoxina FM foi isolada da estirpe B. cereus FM-1, causadora de toxinfeccéo
alimentar. Porém, nédo foi ainda associado a nenhum surto de toxinfecgdo alimentar. Por
outro lado, o gene entFM esta presente na maioria das estirpes associadas a surtos, sendo o
gene de enterotoxina mais prevalente em B. cereus, e algumas experiéncias em laboratério

mostraram que a enterotoxina FM purificada causa acimulo de liquido em modelos de
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alca ileal de coelho e de rato, sendo letal em ratos (Rajkowski & Bennet, 2003; Bhunia,
2007).

2.2.6. Cereulida (toxina emética)

A cereulida é termoestavel (150°C durante 100 min), ativa numa faixa ampla de pH
(pH 2,0 - 11,0) e ndo é digerida pela pepsina ou pela tripsina. Devido a estas
caracteristicas a toxina ndo é inativada pelo suco gastrico nem pelas enzimas proteoliticas
do trato intestinal e permanece ativa nos alimentos cozidos (Arnesen et al., 2008). Devido
ao pequeno tamanho da molécula a toxina emética possui alta estabilidade térmica e
quimica, e ndo existe maneira de descontaminar alimentos ou matérias primas que
contenham a cereulida (Andersson et al., 2004).

A sintese da cereulida ocorre numa faixa de temperatura que varia de 12 a 37°C,
porém a producdo maxima da toxina parece ocorrer entre 12° e 22°C (Arnesen et al.,
2008). Ainda ndo é claro se a toxina € um produto do gene modificado ou se é produzido
enzimaticamente através de modificacdo dos componentes no meio de crescimento
(Granum et al., 1997).

2.2.7. Fosfolipase C (PiplC) e Esfingomielinase (Sph)

De acordo com a classe de fosfolipidios que atuam tem-se a fosfolipase C
especifica para fosfatidilinositol (PipIC) (lkezawa & Taguchi, 1981) e esfingomielinase
(Sph) (Pomerantsev et al. 2003). PipIC e Sph compdem a unidade citolitica cereolisina AB
e sdo codificadas pelos genes piplc e sph, respectivamente. A toxicidade de PiplC pode ser
explicada pela hidrélise de diferentes fosfolipidios como fosfatidilcolina (PC),
fosfatidiletanolamina (PE) e fosfatidilserina (PS) (Hergenrother & Martin 1997), os quais
podem ocorrer nas membranas de células animais. No entanto, a acdo da cereolisina AB é
dependente da esfingomielinase (Sph), uma vez que a presenca de esfingomielina (SM)
em membranas inibe a atividade da PiplC (Ruiz-Arguello et al. 1998). A fosfolipase C
especifica para fosfatidilinositol (PiplC) é uma enzima importante na transducdo de sinal
associada a membrana, agindo na superficie externa da célula para gerar um mensageiro

para a transducdo de sinal intracelular, clivando fosfatidilinositol  ou
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glicosilfosfatidilinositol e facilitando a hidrdlise entre o glicerol e a cabeca polar dos
fosfolipideos para gerar fosfato-inositol (e derivados) e diacilglicerol (Ikezawa & Taguchi
1981).

2.3. Ocorréncia de B. cereus

O B. cereus stricto sensu tem sido relacionado como causador de diversos surtos de
enfermidades de origem alimentar, envolvendo um grande nimero de alimentos, como por
exemplo, arroz, massas, carnes, vegetais, leite e produtos lacteos (Martinez-Blanch et al,
2009). Atualmente concentracdes acima de 103 UFC/g em 1 g ou 1 mL de alimento sdo
consideradas inseguras para consumo (Choma & Granum, 2002; Martinez-Blanch et al.,
2009).

Diferentes ingredientes também ja foram identificados como fontes importantes de
contaminacdo. Alguns deles sdo agentes texturizantes, ovos liquidos, ervas e também
temperos e especiarias (Martinez-Blanch et al., 2009).

Doencas causadas por B. cereus stricto sensu tém sido subestimadas tanto no
Brasil, como em outros paises. Este fato se deve a curta duracdo e a pequena intensidade
dos sintomas na maioria dos casos, 0 que desestimula o paciente a procurar cuidados
médicos. Além disso, quando diagnosticada, a doenca ndo é de notificacdo obrigatoria.
Adicionalmente, os casos e surtos ndo podem ser sempre associados a B. cereus. Em geral,
0s sintomas da sindrome emética ndo sdo facilmente distinguiveis da intoxicacdo causada
por Staphilococus aureus, sendo que a sindrome diarréica apresenta 0s mesmos sintomas
que a doenca causada por Clostridium perfringens tipo A (Arnesen et al., 2008). Logo,
para o diagnostico preciso do agente etioldgico da enfermidade é necessario que o paciente
seja submetido a diferentes exames laboratoriais.

O B. cereus stricto sensu pode ser um problema relevante, uma vez que ndo é
eliminado pelos tratamentos de pasteurizacdo e higienizacdo, além de ser
consideravelmente resistente a radiacdo gama (Kotiranta et al., 2000; Ehling-Schultz et al.,
2004a). Uma investigacdo dos surtos de toxinfeccdo alimentar ocorrido nas Forgas

Armadas Alemads identificou o B. cereus como 0 agente patogénico mais prevalente,
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responsavel por 30% dos casos e 42% dos surtos declarados entre 1985 e 2000 (Ehling-
Schultz et al., 2004b).

Na Noruega, Finlandia, Bulgéria e Hungria a forma predominante de toxinfeccéo
por B. cereus é a sindrome diarréica, enquanto que no Reino Unido, Estados Unidos e
Japdo a forma emética é predominante. Alias, no Japao a forma emética esta descrita como
cerca de 10 vezes mais frequente que a forma diarréica (Granum & Lund, 1997; Kotiranta
et al., 2000; Ehling-Schultz et al., 2004b).

O diagndstico correto da intoxicacdo por B. cereus é importante, pois apesar dos
sintomas serem ligeiros e frequentemente passarem apos 24 horas, o humero de casos com
maior gravidade tem aumentado, incluindo uma morte devido & ingestdo de alimentos
contaminados com a toxina emética (cereulida) e trés mortes causadas por citotoxina K
(Ehling-Schultz et al., 2004b).

2.4. Caracteristicas de crescimento das estirpes patogenas de B. cereus

Diferentes estirpes de Bacillus spp. podem apresentar comportamentos distintos em
diferentes temperaturas. Garcia-Armesto & Sutherland (1997) classificaram essas estirpes
em trés grupos fisioldgicos: um deles claramente psicrotrofico, capaz de se multiplicar a
6,5°C em 10 dias, mas ndo a 40°C em 2 dias; psicrotrofico intermediario, capaz de se
multiplicar a 40°C e a 6,5°C, e outro grupo mesofilo, capaz de se multiplicar a 30°C e a
40°C, mas ndo a 6,5°C. Lechner et al., (1998) classificaram as estirpes psicrotréficas do
grupo B. cereus (capazes de se multiplicar entre 4 e 7°C, mas que nao se multiplicam a
43°C) como sendo B. weihenstephanensis. No entanto, estudos posteriores confirmaram
que as estirpes psicrotréficas do B. cereus lato sensu ndo sdo, necessariamente, B.
weihenstephanesis (Stenfors & Granum, 2001; Zhou et al., 2010).

Estas caracteristicas de crescimento fazem com que as estirpes eméticas de B.
cereus stricto sensu representem um baixo risco em alimentos refrigerados, mas por outro
lado, a alta termorresisténcia dos seus esporos favorece a sua sobrevivéncia em alimentos
sujeitos a tratamento térmico (Ehling-Schultz et al., 2004a; Carlin et al., 2006).

A ocorréncia de B. cereus psicrotréfico tem relacdo com as condigdes climéticas

das regides de onde 0 mesmo € isolado. Em regides frias, sua ocorréncia é maior do que
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nas regides tropicais, onde B. cereus mesofilo representa a maioria das estirpes isoladas
(Stetten et al., 1999; Carlin et al., 2010).

Algumas caracteristicas podem explicar a capacidade de determinadas estirpes de
B. cereus se desenvolver em baixas temperaturas, por exemplo, a composicdo dos acidos
graxos da membrana celular. Estirpes psicrotroficas de B. cereus tém maiores
concentragfes de acidos graxos insaturados na membrana, comparadas as concentragdes
observadas em microrganismos mesoéfilos (Cousin, 1982; Carlin et al., 2010). Os acidos
graxos insaturados proporcionam maior fluidez da membrana em baixas temperaturas
aumentando a permeabilidade da célula. Portanto, pode-se dizer que a temperatura minima
de multiplicagdo de B. cereus tem relacdo direta com a composi¢do de acidos graxos da
sua membrana celular (Vaisanen et al., 1991). Foegeding e Berry (1997) induziram B.
cereus a se adaptar ao frio repicando e incubando a 7°C por 8 semanas e verificaram um
aumento significativo na ocorréncia de estirpes psicrotréficas apds este periodo de
adaptacdo. A adaptacdo de B. cereus ao frio envolve mecanismos fisioldgicos, entre eles, a
sintese de proteinas do choque-frio codificadas pelo gene cspA. Este gene confere a
capacidade de B. cereus sobreviver e se multiplicar a baixas temperaturas (Mayr et al.,
1996; Francis et al., 1998). Além disso, as estirpes psicrotroficas de B. cereus apresentam
maior capacidade de germinacdo e multiplicacdo em produtos lacteos com alto teor de
gordura, devido a hidrofobicidade dos seus esporos (Larsen & Jorgensen, 1997).

Algumas estirpes de B. cereus lato sensu, principalmente estirpes eméticas, ndo
exibem a reacdo tipica de precipitacdo devido a hidrélise da lecitina em agar MYP e em
agar sangue a hemolise é fraca ou ausente. Estas caracteristicas podem ser devido a
mutacdes no gene que codifica o regulador pleiotrépico PIcR. Foram descritas distintas
mutacdes no gene plcR em algumas estirpes do grupo B. cereus que resultaram em
fenotipo hemolise e lecitinase negativo. Porém, uma vez que estas estirpes ndo foram
investigadas quanto a producdo de toxinas, ndo se sabe se alguma delas € produtora de
cereulida. O uso de meios de diagnostico baseados na hidrolise da lecitina ou na hemdlise
pode conduzir a erros de identificagdo, o que pode ser mais uma contribuicdo para que se
subestime a incidéncia da toxinfeccdo alimentar por B. cereus (Ehling-Schultz et al.,
2004a).
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2.5. Diversidade e identificacdo de B. cereus

Nas Gltimas décadas, verificaram-se aumento significativo no desenvolvimento de
técnicas moleculares para a deteccdo, identificacdo e caracterizacdo de bactérias
patogénicas em alimentos. Avangos nos estudos de biologia molecular propiciaram o
desenvolvimento de varios métodos moleculares (Destro, 1995).

Como uma nova alternativa, os métodos moleculares oferecem a possibilidade de
uma identificacdo mais precisa dos isolados de B. cereus e demais microrganismos
patogénicos e/ou deteriorantes em alimentos (Martinez-Blanch et al, 2009).

As técnicas genotipicas referem-se a caracterizacgdo do DNA cromossémico,
plasmidial ou total de um microrganismo, caracteristicas estas que sdo estaveis (Destro,
1995).

As técnicas moleculares tém aplicacdo direta na deteccdo e caracterizacdo de
bactérias patogénicas em alimentos. Dentre essas, destacam-se as fundamentadas na
amplificacdo de sequéncias do DNA pela reacdo em cadeia polimerase (Polymerase Chain
Reaction — PCR) (Boer & Beumer, 1999; Marlony et al., 2003).

O aprimoramento de técnicas baseadas em PCR possibilitou a insercdo destas
técnicas para a identificacdo e tipagem de microrganismos (Boer & Beumer, 1999;
Marlony et al. 2003).

Por se tratar de um método de andlise molecular, a PCR possibilita resultados
precisos para 0 risco potencial do alimento contaminado. Porém, o uso de métodos
combinados como PCR e técnicas imunoldgicas sdo necessarios para confirmacdo da
atividade tdxica de B. cereus bem como para demais microrganismos (Molva et al., 2009).

Familia de elementos repetitivos intergénicos tem sido descritas em diversas
espécies bacterianas (Gillings & Holley, 1997). Esses elementos sdo seqléncias
genbmicas conhecidas, conservadas, repetitivas e de consenso, denominadas REP
(Repetitive Extragenic Palindromic), ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus) e sequiéncias repetitivas conservadas denominadas simplesmente de BOX
(Farber et al., 2001).

Os dados existentes no Brasil relacionados a patogenicidade de B. cereus em

alimentos sdo escassos, sobretudo envolvendo cereais e derivados. Desta forma, é
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importante ter conhecimento do potencial de contaminacdo desta espécie microbiana em
cereais e avaliar suas caracteristicas moleculares quanto a capacidade genética de

producdo de toxinas para que se possa garantir a inocuidade e qualidade dos produtos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Avaliacdo da ocorréncia de B. cereus em cereais

3.1.1. Obtenc&o e isolamento de B. cereus

Os isolados foram obtidos a partir de analises de rotina realizadas por uma empresa
processadora de grdos e farinaceos, situada em Caxias do Sul - RS. As amostras dos
cereais foram enviadas a um laboratério credenciado para avaliagdo da presenca de B.
cereus. Foram analisadas um total de 130 amostras de cinco grupos de graos: trigo, feijéo,

arroz, cevada e milho (Tabela 3) .

Tabela 3 — Tipos de cereais utilizados para a obtencao dos cultivos de B. cereus

Tipo de cereal Numero de amostras analisadas
Trigo 21
Feijdo 20
Arroz 29
Cevada 27
Milho 33
Total 130

O isolamento de B. cereus foi realizado baseado nos Métodos Analiticos Oficiais
para Analises Microbioldgicas, de acordo com a Instrucdo Normativa n° 62 de 26/08/2003
- SDA/MAPA (Brasil, 2001). Foi pesado 25 g da amostra e adicionado 225 mL da solucdo
salina peptonada 0,1%. Foi homogeneizado por 60 segundos em homogenizador modelo
(“stomacher”). A partir da diluicdo inicial 107, foram efetuadas as diluicdes 1072 e 1073,
Inoculou-se sobre a superficie seca do agar cereus (PEMBA) 0,1mL de cada diluicdo
selecionada. As placas foram incubadas a 30°C por 48 horas. Para leitura foram contadas
as colbnias azul turquesa e rodeadas por halo de precipitacdo de lecitina hidrolizada.
Foram repicadas em tubos com agar inclinado e incubou-se a 36°C por 24 horas. Foi feito

esfregaco e coloracdo pelo método Gram para verificar a presenca de bastonetes curtos
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Gram positivos, com extremidades quadradas dispostos em cadeias. O fluxograma das

atividades realizadas esta representado na Figura 1.
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Figura 1 — Fluxograma do isolamento de B. cereus a partir das amostras de cereais.

3.1.2. Identificacdo bioquimica

As colbnias isoladas foram submetidas a identificacdo bioquimica para
confirmacéo do B. cereus stricto sensu. As provas bioquimicas foram realizadas conforme
0s Métodos Analiticos Oficiais para Analises Microbioldgicas, Instrucdo Normativa n°® 62
de 26/08/2003 - SDA/MAPA (Brasil, 2001), sendo que os testes realizados foram o0s
seguintes: coloracdo de Gram e esporos; producdo de a-hemolisina; motilidade em meio
semi-solido; capacidade de decomposicdo da tirosina e reducdo do nitrato a nitrito;
verificacdo do tipo de crescimento em superficie de agar nutriente e da producdo de
corpusculos de inclusdo cristalina.

A coloracdo de Gram e coloracdo de esporos foram realizadas com verde
malaquita. A coloracdo de esporos é uma técnica realizada com corantes, porém, 0S

esporos sao dificeis de serem corados visto que ha dificuldade em atravessar a sua parede,
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neste caso, a técnica utiliza em conjunto o calor, assim consegue-se visualizar nitidamente
0S esporos.

Para motilidade e redugéo de nitrato, os isolados foram inoculados com agulha em
tubos contendo agar motilidade-nitrato e incubados a 36°C por 18 a 24 horas. Apos, foi
verificado o tipo de crescimento presente, e apés a leitura da motilidade, foi adicionado 3
gotas de alfa naftilamina 0,5% e 3 gotas de &cido sulfanilico 0,8%. O aparecimento de
coloragéo rosa indicou positividade para redugéo de nitrato.

Para a-hemolise, as bactérias foram inoculadas pelo método de estria em placa com
agar sangue de carneiro e incubado a 36°C por 24 horas, sendo observada a producdo de a-
hemolise.

Para a decomposi¢do da tirosina, as bactérias foram inoculadas pelo método de
estrias em superficie de Agar tirosina (inclinado em tubo ou distribuido em placas), e
incubadas a 36°C por 48 horas. Apos foi observado o aparecimento de uma zona clara
préxima ao crescimento produzida pela decomposicéo da tirosina.

Para o crescimento rizoide, foi inoculado sobre a superficie seca de &gar nutriente e
incubou-se a 36°C por 72 horas. Apos incubacdo foi verificado o tipo de crescimento,
sendo que B. cereus stristo sensu ndo apresenta este tipo de crescimento.

Para verificacdo da presenca de corplsculos de inclusdo cristalina, as culturas
suspeitas foram repicadas em agar nutriente inclinado e deixadas em temperatura ambiente
por 3 dias. Foi verificada a presenca de corplsculos de inclusdo cristalina e de esporos

livres, sendo que o B. cereus stricto sensu ndo produz corpusculos de inclusdo cristalina.

3.2. Avaliagdo molecular dos isolados de B. cereus
3.2.1 Extracdo do DNA

Para identificacdo molecular, todas as bactérias foram crescidas em 1 mL do meio
LB liquido, por um periodo entre 18-24 h a 37°C. Ap0s, as amostras foram homogenizadas
em vortex e diluidas em agua destilada esterilizada. Desta suspensdo de células, foi

realizada a etapa de extragcdo do DNA bacteriano.
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As culturas de B. cereus isoladas foram armazenadas em agar nutriente e a extragdo
do DNA foi feita segundo a técnica adaptada de Bollet et al. (1991). A técnica foi
realizada seguindo-se 0s seguintes passos:

Inicialmente foi feita homogeneizacdo das culturas bacterianas em meio liquido,
em agitador tipo vortex, seguido da transferéncia de 2 mL das culturas para tubos de
reacdo e centrifugacdo a 5589,3g por 5 minutos. Descartou-se o0 sobrenadante e entéo foi
adicionado 1ml de solugdo TE (Tris-HCI 10mM, pH 8,0; EDTA 1 mM) e centrifugado a
5589,3g por 5 minutos. Realizou-se novamente o descarte do sobrenadante, adicionando-
se 100 ul de solucdo TE e 50ul de solucdo SDS 10%, seguido de banho seco por 30 min a
65°C. Apos a adicdo de 500ul de cloroférmio, os tubos foram agitados por 5 minutos em
vortex de mesa e centrifugados a 10955,1g por 10 minutos.

Transferiu-se entdo o sobrenadante para novos tubos de reacdo (200 ul) e
adicionaram-se 400ul de isopropanol (gelado) seguido de agitagdo suave dos tubos e
armazenamento a -20°C por 30 minutos.

Ap0s, foi feita centrifugacdo por 10 minutos a 10955,1g descartou-se o isopropanol
e apos a secagem dos pellets, em temperatura ambiente, estes foram ressuspendidos em 75
ul de TE. Acrescentou-se 2 ul de solugdo de RNAse, apds seguiu-se para o banho seco a

37°C por 2 horas. O esquema de extracdo do DNA pode ser visualizado na Figura 2.
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Figura 2 — Esquema da extracdo de DNA das amostras de B. cereus isoladas de gréos
(Bollet et al., 1991, modificada).
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3.3 Deteccdo de genes relacionados com a patogenicidade

Para avaliagdo dos genes de patogenicidade, foi feita uma amplificagédo utilizando-
se 25ul de solugdo de PCR, preparada com os seguintes volumes: 11,3ul de agua MilliQ,
2ul de solucdo de dNTPs, 1ul de MgCl,, 1ul de cada primer (correspondente aos
respectivos genes que sdao amplificados), 0,2 ul de Tag DNA polimerase, 2,5ul de solugéo
tampéo MgCl; e 6 ul de DNA.

Os genes avaliados foram HbIA (hemdlise), NheB (enterotoxina ndo-hemolitica),
BceT (Bacillus cereus enterotoxina T), EntFM (enterotoxina FM), fosfolipases -
fosfatidilinositol e fosfatidilcolina (Piplc) e esfingomielinase (Sph), conforme apresentado

na Tabela 4.

Tabela 4 — Sequiéncia de nucleotideos dos primers utilizados.

Gene Primer Seqiiéncia do DNA (5°-3°) Massa Referéncias
molecular (bp)

HbIA hblA GTGCAGATGTTGATGCCGAT 623 Heinrichs et al. (1993);

ATGCCACTGCGTGGACATAT Hansen e Hendriksen
(2001)

NheB nheB CTATCAGCACTTATGGCAG 769 Granun et al, (1999)
ACTCCTAGCGGTGTTCC

BceT ET TTACATTACCAGGACGTGCTT 428 Agata et al. (1995)
TGTTTGTGATTGTAATTCAGG

EntFM EntA ATGAAAAAAGTAATTTGCAGG 1269 Asano et al.(1997)
TTAGTATGCTTTTGTGTAACC

Piplc PC105 CGCTATCAATGGACCATGG 558 Damgaard et al. (1996)
GGACTATTCCATGCTGTACC

Sph Phl CGTGCCGATTTAATTGGGC 569 Hisieh et al. (1999)
CAATGTTTTAAACATGGATGCG

O protocolo de amplificacdo utilizado para os genes foi o seguinte: ciclo inicial de
3 minutos a 94°C, seguido de 40 ciclos de 25 segundos a 94°C, 45segundos por 55°C e 2
minutos a 72°C com a extensdo final de 5 minutos a 72°C, como preconizado por
Matarante et al. (2004).
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3.4. Avaliacéao dos genes de patogenicidade

Para avaliacdo dos genes de patogenicidade, uma amostra foi considerada positiva
quando se observava a formacéo de uma banda distinta, indicando que a amostra possuia o
gene para a toxina ou um dos seus componentes. Foi utilizado o marcador de massa
molecular Gene Ruler™ 100bp Plus DNA Ladder, que é constituido de 13 bandas (3000 a
100 bp). A leitura foi feita em equipamento com sistema UV — UVITEC — BTS 20M, com

0 uso do software Lablmage (www.labimage.net).

3.5. Caracterizacdo molecular de B. cereus

A técnica da PCR utilizou como molde para as reagdes o0 DNA bacteriano que foi
extraido. A concentracdo do DNA foi avaliada no equipamento por espectrofotometro
(Biochrom, modelo Libra S12) a 260 e 280 nm e posteriormente diluicdes foram feitas
para que todas as amostras apresentassem uma concentragdo final de 10 ng/ul. Volumes
especificos para cada técnica foram transferidos juntamente com uma reacdo final
(tampdo, nucleotideos e Taq polimerase) como material a ser amplificado em PCR.

Para a amplificacgdo do DNA utilizou-se os iniciadores ERIC (ERICIR 5'
ATGTAAGCTCCTGGGGATTCACS3') e ERIC2 (5AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG
3), BOX (BOXA1R 5'CTACGCCAAGGCGACGCCTGACG3) e REP (REPIR-I
5'NICGICGICATCIGGC 3' e REP2I 5' ICGICTTATGIGGCCTAC 3'). As condigdes de
PCR utilizadas foram as mesmas utilizadas por Versalovic et al. (1991) e Versalovic et al.
(1994) com algumas modificacGes. A reacdo foi realizada em um volume de 25 pL
contendo as seguintes solugdes: agua MilliQ, solucdo de dNTPs, MgCl,, primer
(correspondente aos respectivos genes que amplificam), Taqg DNA polimerase, solucdo
tampéo MgCl, e DNA correspondente a cada amostra isolada. As quantidades utilizadas

para cada método de amplificacdo estdo representadas na Tabela 5.
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Tabela 5 - Métodos de amplificagdo e respectivas solugdes utilizadas.

BOX — PCR (ul) ERIC — PCR (ul) REP - PCR (ul)
Agua MiliQ 8,7 8,7 8,7
dNTPs (10mM) 3 3 3
MgCI2 (50mM) 1,5 15 1,5
Primer 1 (10pM) 3 1,5 15
Primer 2 (10puM) - 1,5 15
Tampé&o PCR 10x 2,5 2,5 2,5
(200mM Tris Hcl,
500mM Kcl)
Taqg polimerase (5U\ul) 0,3 0,3 0,3
DNA (10ng\ul) 6 6 6
Volume total 25 25 25

As etapas de amplificacdo incluiram desnaturacdo inicial 92°C por 4 minutos; 40
ciclos constituidos de desnaturacdo 94°C por 1 minuto, anelamento por 1 minuto para 0s
iniciadores REP & 40°C, ERIC & 48°C e BOX a 50°C e extensdo 72°C por 5 minutos com
um ciclo final de extensdo 72°C por 5 minutos. Apds o preparo as solucdes foram levadas
ao Termociclador (Applied, modelo Veriti — 96 Well) onde ocorreu a amplificacdo dos

fragmentos do DNA de interesse.

3.6. Separacéo e avaliacéo dos segmentos amplificados

Para os resultados da amplificacdo obtidos por BOX — PCR, REP — PCR e ERIC —
PCR, os produtos obtidos foram separados por eletroforese utilizando gel de agarose 1,8%
m/v. Ja, para os resultados da amplificacdo obtidos pela avaliacdo dos genes de
patogenicidade, utilizou-se um gel de agarose 1% p/v. Para ambas as analises, utilizou-se
tampdo TBE 1X (50 mM Tris, 50 mM &cido borico, 2,5mM EDTA, pH 8,3). As amostras
foram coradas com 3ul de brometo de etidio, possibilitando a visualizacdo do
deslocamento das amostras no gel. A voltagem utilizada foi de 90 V e o tempo de corrida
foi o suficiente para que as amostras percorressem dois tercos do gel. Apos, foi

visualizado em transluminador aonde foi feita a fotodocumentagéo.
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3.7. Analise estatistica

Os dados relativos a prevaléncia foram avaliados através de analise de variancia,
correlacdo de Pearson e regressao linear. J& para dos dados moleculares, tanto de genes de
patogenicidade como marcadores moleculares foram realizadas analises multivariadas
envolvendo o célculo de indices de similaridade de Jaccard, analises hierarquicas de
agrupamentos utilizando o algoritmo UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Mean) e analise de componentes principais. Todas as analises estatisticas
foram realizadas com o auxilio do programa computacional IBM SPSS Statistics 20.0 com

nivel de significancia de 95%.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Avaliacao da ocorréncia de B. cereus em cereais
4.1.1. Isolamento de B. cereus

O grupo B. cereus foi encontrado em 54 das 130 amostras de cereais analisados, 0
que corresponde a 41,53%, sendo 6 amostras de trigo (28,6%), 15 amostras de feijao
(75%), 19 amostras de arroz (65,5%), 11 amostras de cevada (40,7%) e 3 amostras de
milho (9,10%) (Tabela 6).

Tabela 6 - Ocorréncia de B. cereus nos diferentes cereais

Tipo de cereal NUmero de amostras Amostras positivas Percentual (%)
analisadas

Trigo 21 6 28,6
Feijéo 20 15 75

Arroz 29 19 65,5
Cevada 27 11 40,7
Milho 33 3 91
Total 130 54 41,5

De acordo com os dados obtidos, para todas as amostras positivas de trigo foram
encontrados 2x102 UFC/g, ja para as amostras positivas de feijao, os resultados variaram
de 2x102 a 3x10% UFC/g, visto que alguns destes apresentaram resultados conforme o
limite maximo permitido pela legislacdo. Para as amostras positivas de cevada, 0s
resultados ficaram entre 2x102 e 3x10% UFC/g, sendo que as amostras de milho tiveram as
menores contagens (1x102 e 2x102 UFC/g). O grupo das amostras positivas de arroz
apresentou maiores contagens (entre 2x102 a 4x10® UFC/g), visto que algumas amostras
deste grupo foram superior ao limite maximo permitido pela legislacdo de 3x10% UFC/g
(Quadro 1).
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Quadro 1 — Presenca de B. cereus para amostras de cereais.

NUmero | Amostra Resultado Unidade Tempo de Estado Isolados
amostra formadora de | armazenamento
colénia (meses)
(UFCl/g)
1 Milho + 1x102 6 PR 1M
2 Arroz + 2 x 102 8 RS 1A
3 Trigo - - 3 RS -
4 Trigo - - 4 RS -
5 Arroz + 2 x 102 6 RS 2A
6 Milho - - 3 PR -
7 Milho - - 3 PR -
8 Arroz + 2 x 102 6 RS 3A
9 Arroz + 3 x102 7 RS 4 A
10 Feijao - - 3 SC -
11 Milho + 2 x 102 6 PR 2M
12 Milho - - 6 PR -
13 Trigo + 2 x102 8 RS 1T
14 Milho - - 6 PR -
15 Trigo + 2 x102 8 RS 2T
16 Milho - - 5 PR -
17 Cevada + 2 x102 7 RS 1C
18 Cevada + 2 x102 7 RS 2C
19 Cevada + 3 x102 7 RS 3C
20 Milho - - 6 PR -
21 Arroz - - 6 RS -
22 Trigo - - 6 RS -
23 Cevada + 2 x 102 8 RS 4C
24 Cevada + 2 x 102 7 RS 5C
25 Cevada + 1x103 9 RS 6C
26 Milho - - 6 PR -
27 Milho - - 4 PR -
28 Milho - - 4 PR -
29 Cevada - - 5 RS -
30 Trigo - - 4 RS -
31 Cevada - - 6 RS -
32 Feijao + 2x103 8 SC 1F
33 Feijao + 2x103 8 SC 2F
34 Cevada - - 6 RS -
35 Cevada - - 4 RS -
36 Trigo - - 4 RS -
37 Trigo - - 4 RS -
38 Feijdo + 3x103 4 SC 3F
39 Feijdo + 3x103 5 RS 4F
40 Milho - - 3 PR -
41 Milho - - 4 PR -
42 Milho - - 3 PR -
43 Arroz - - 3 RS -
44 Cevada + 2 x 102 7 RS 7C
45 Feijdo - - 5 SC -
46 Arroz + 3 x 103 8 RS 5A
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NUmero | Amostra Resultado Unidade Tempo de Estado Isolados
amostra formadora de | armazenamento
colénia (meses)
(UFCl/g)

47 Arroz + 2 x 102 8 RS 6A
48 Arroz + 2 x 102 8 RS 7TA
49 Arroz + 1x103 9 RS 8A
50 Trigo - - 6 RS -
51 Trigo - - 6 RS -
52 Feijao + 2 x 102 8 RS 5F
53 Feijao + 2 x 102 6 RS 6F
54 Feijao + 3x103 6 SC 7F
55 Milho - - 4 PR -
56 Cevada + 3 x102 7 RS 8C
57 Cevada + 2 x102 8 RS 9C
58 Cevada - - 7 RS -
59 Cevada - - 6 RS -
60 Arroz - - 6 RS -
61 Milho - - 6 PR -
62 Feijao + 3x103 8 RS 8F
63 Feijao + 2x103 7 SC 9F
64 Feijao + 3x103 8 SC 10F
65 Feijao - - 4 SC -
66 Cevada - - 4 RS -
67 Cevada - - 3 RS -
68 Trigo - - 4 RS -
69 Milho - - 3 PR -
70 Trigo + 2 x102 7 RS 3T
71 Trigo - - 4 RS -
72 Feijao - - 4 SC -
73 Feijao + 2 x102 8 RS 11F
74 Feijao + 3x103 8 RS 12F
75 Feijao + 2 x102 9 SC 13F
76 Feijao + 2 x102 8 RS 14 F
77 Milho - - 4 PR -
78 Milho - - 4 PR -
79 Arroz + 4x103 8 RS 9A
80 Arroz + 4x103 8 RS 10 A
81 Arroz + 2 x102 9 RS 11A
82 Cevada - - 4 RS -
83 Cevada - - 6 RS -
84 Cevada - - 3 RS -
85 Trigo + 2 x102 7 RS 4T
86 Trigo + 2 x102 8 RS 5T
87 Trigo - - 6 RS -
88 Trigo - - 6 RS -
89 Arroz - - 3 RS -
90 Cevada - - 4 RS -
91 Trigo - - 4 RS -
92 Milho - - 4 PR -
93 Milho - - 3 PR -
94 Trigo + 2 x 102 6 RS 6T
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NUmero | Amostra Resultado Unidade Tempo de Estado Isolados
amostra * formadora de | armazenamento *
colénia (meses)
(UFCl/g)

95 Milho - - 5 PR -
96 Milho - - 4 PR -
97 Arroz + 1x103 7 RS 12 A
98 Arroz + 2 x 102 8 RS 13A
99 Arroz - - 3 RS -
100 Arroz - - 3 RS -
101 Milho - - 3 PR -
102 Milho - - 2 PR -
103 Cevada - - 2 RS -
104 Arroz + 2 x 102 9 RS 14 A
105 Arroz + 3x103 8 RS 15A
106 Trigo - - 5 RS -
107 Arroz + 2 x102 8 RS 16 A
108 Arroz + 2 x102 9 RS 17 A
109 Arroz + 1x103 8 RS 18 A
110 Arroz + 2 x102 9 RS 19 A
111 Milho - - 3 PR -
112 Milho - - 4 PR -
113 Milho - - 4 PR -
114 Cevada - - 5 RS -
115 Trigo - - 6 SC -
116 Milho - - 5 PR -
117 Cevada - - 6 RS -
118 Cevada + 2 x102 9 RS 10C
119 Cevada + 2x103 9 RS 11C
120 Cevada - - 6 RS -
121 Milho - - 2 PR -
122 Milho - - 3 PR -
123 Arroz - - 5 SC -
124 Feijao - - 5 SC -
125 Feijao + 3x103 8 SC 15F
126 Milho + 2 x 102 8 PR 3M
127 Milho - - 4 PR -
128 Arroz - - 4 SC -
129 Arroz - - 6 SC -
130 Arroz - - 4 SC -

Legenda: * - (auséncia); + (presenca); A (amostras de arroz); C (amostras de cevada); F

(amostras de feijdo); M (amostras de miho); T (amostras de trigo).

Park et al., (2009), relataram a ocorréncia de B. cereus, onde foram analisadas 293

amostras de cereais, sendo que 73 (25%) continham estirpes de B. cereus. Deste total

foram encontrados em 15 (37%) de 83 amostras de arroz castanho, 23 (37%) de 63

amostras de arroz glutinoso e 16 (21%) de 76 amostras de cevada. Vasconcellos (2006)
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também estudou 30 amostras de barras de cereais e cereais matinais, sendo que duas
(10%) amostras de barra de cereais e uma (10%) amostra de cereais matinais apresentaram
coldnias caracteristicas de B. cereus.

Conforme os dados obtidos no presente estudo, das 130 amostras analisadas, 79
originam-se do Rio Grande do Sul (RS), sendo que deste total 43 (54,4%) foram positivas
para B. cereus. Para o estado de Santa Catarina (SC), 18 amostras foram avaliadas e 8
(44,4%) apresentaram positividade. Um total de 33 amostras foi avaliado para o estado do

Parana (PR), sendo que 3 (9,10%) apresentaram B.cereus (Tabela 7).

Tabela 7 - Nimero de amostras nos diferentes Estados da Regido Sul avaliados.

Estado N° de amostras Amostras negativas - (%) | Amostras positivas - (%)
RS 79 36 - (45,6%) 43 - (54,4%)
SC 18 10 - (55,6%) 8 - (44,4%)
PR 33 30 - (90,9%) 3-(9,10%)

Total 130 76 - (58,5%) 54 - (41,5%)

Analisando a quantidade de amostras positivas por Estado, observou-se que o
maior percentual correspondeu ao Estado do Rio Grande do Sul. Este resultado esta
relacionado ao tipo de cereal, mas principalmente com o tempo de armazenamento do
mesmo. Sendo as amostras de arroz (amostras 79 e 80), com contagens de 4x103UFC/g
(Quadro 1).

A Figura 3 mostra a presenca de B. cereus relacionada com o tempo de
armazenamento dos cereais.

A andlise de varidncia permitiu evidenciar diferenca significativa (P<0,05) da
presenca de B. cereus dependendo do tempo de armazenamento, com média de 4,38 +
1,24 meses de armazenamento para as amostras negativas e 7,57 + 1,24 meses para as
amostras positivas.

Conforme pode ser visualizado na Figura 3, a partir do 7 més de armazenamento observa-

se um importante aumento na prevaléncia de B. cereus.
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Figura 3 - Crescimento de B. cereus dependente do tempo de armazenamento de cereais.

Visando verificar se tal tendéncia varia dependendo do cereal, foram analisadas

independentemente as amostras de arroz, cevada e feijdo (Figura 4).

100
Crarroz

mcevada

a0 Efeijao

60
40 a

20 I I
3 4 5

2

Presenga de B. cereus (%)

& 7T 8 9
Meses

Figura 4 - Presenca de B. cereus dependente do tempo de armazenamento de arroz, cevada
e feijao.
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A tendéncia de aumento da presenca de B. cereus com o tempo de armazenamento
ocorre em todos os cereais, entretanto, no caso das amostras de feijdo, B. cereus é
detectado em amostras com apenas 4 meses, enquanto em arroz e cevada esta bactéria foi
detectada a partir do 6 e 7° més de armazenamento, respectivamente. A ocorréncia precoce
de B. cereus em amostras de feijdo pode ser atribuida a forma de armazenamento, a qual
no caso de feijdo ocorre geralmente em sacos, sem controle de umidade e temperatura,
propiciando 0 crescimento bacteriano, enquanto nos outros cereais avaliados, o
armazenamento € realizado geralmente a granel em silos com controle de umidade,
restringindo o desenvolvimento das popula¢fes microbianas.

Anédlise de correlacdo de Pearson entre o tempo de armazenamento medio de cada
um dos tipos de cereais analisados e presenca de B. cereus no conjunto das 130 amostras
analisadas foi de 0,918, confirmando a tendéncia de aumento da presenca de B. cereus em

decorréncia do tempo de armazenamento (Figura 5).
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Figura 5 - Presenca de B. cereus em funcdo do periodo de armazenamento dos gréos.

De acordo com os dados observados, verificou-se que o tempo de armazenamento
foi um fator que contribuiu para o desenvolvimento de B. cereus nos cereais. A analise de

correlagéo apresentou uma linearidade quando visualizado para o milho, trigo, cevada e
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arroz, sendo que o feijao apresentou o maior percentual de B. cereus relacionado com o
tempo médio de armazenamento, isso ocorreu devido a forma de armazenamento desse

cereal.

4.1.2. ldentificacdo bioquimica

Os isolados foram submetidos a uma série de testes bioquimicos com o objetivo de
confirmar e diferenciar B. cereus stricto sensu dos demais membros do grupo. Os testes
realizados foram: coloracdo de Gram e esporos, decomposi¢do da tirosina, motilidade,
reducdo a nitrato, hemolisina, crescimento rizoide e corpusculos de inclusdo cristalina.

A coloracdo de Gram foi realizada a fim de confirmar se as bactérias em estudo
eram Gram positivas, visto que todos os isolados testados apresentaram-se Gram positivos,
sendo caracteristico do grupo B. cereus. A Figura 6 representa os aspectos das células
vegetativas e esporos da cevada, feijdo e arroz. Um maior ndmero de células e esporos
pode ser observado na Figura 6C do arroz, sendo que este cereal apresentou o maior
nimero de amostras positivas para B. cereus com até 4x10* UFC/g. A Figura 6B
representa o feijdo, que por sua vez também mostra uma grande quantidade de células e
esporos. Também pode ser observada na Tabela 8 a confirmacdo para o teste de coloragédo
de esporos, onde todos os isolados apresentaram a presenca de esporos.

Para os testes de decomposicdo da tirosina, motilidade, reducdo a nitrato,
hemolisina, crescimento rizoide e corplsculos de inclusdo cristalina, os dados mostram
que dos 54 isolados, 47 (87%) apresentaram caracteristicas tipicas de B. cereus stricto
sensu e 7 (13%) isolados foram classificados como pertencentes ao grupo B. cereus
(Tabela 8).
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Figura 6 — Aspecto da coloracdo das células vegetativas e esporos para os isolados 3C (A),
8F (B) e 6A (C).

Dos 54 isolados positivos para B. cereus, 7 isolados apresentaram classificacdo
caracteristica de B thuringiensis e B.megaterium. Visto que estdo representados pelos
isolados 4A, 8A, 4C, 6C e 12F pertencentes ao B. thuringiensis e os isolados 2T e 5F a B.

megaterium.

Tabela 8 - Testes bioguimicos realizados para a confirmacgdo de subespécies de B. cereus
lato sensu

Isolados Color. Decomp. | Motilidade | Redugdo a Hemolisina Cresc. Corp. Espécies
esporos | tirosina nitrato Rizoide | incluséo
cristal.

1M + + - + + - - B. cereus
oM + + - + + - B. cereus
3IM + + + + + - B. cereus
1A + + - + + - B. cereus
2A + + - + + - B. cereus
3A + + - + + - B. cereus
4A + + + + + - + B.thuringiensis
5A + + + + + - - B. cereus
6 A T + + + + - - B. cereus
7A T + + + + - - B. cereus
8 A + + + + + - + B.thuringiensis
9A T + + + + - B. cereus
10A + + + + + - - B. cereus
1A T + + + + - B. cereus
12 A + + + + + - B. cereus
13A + + + + + - B. cereus
14 A T + + + + - B. cereus
15A + + + + + - B. cereus
16 A + + - + + - B. cereus
17A T + + + + - B. cereus
18 A + + + + + - B. cereus
19 A T + + + + - B. cereus
1T T + + + + - - B. cereus
2T T T + - - - - B.megaterium
3T T + + + + - - B. cereus
4T T + + + + - B. cereus
5T T + + + + - B. cereus
6T T + + + + - B. cereus
1C T + + + + - B. cereus
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Os isolados pertencentes ao grupo B. cereus (B. thuringiensis e B. megaterium),

foram classificados por apresentarem algumas caracteristicas diferenciadas do B. cereus

stricto sensu, como a formacdo de corpusculos de inclusdo cristalina caracteristico de B.

thuringiensis e a ndo reducéo a nitrato e ndo producéo de hemolisina o0 que caracteriza 0s

isolados de B. megaterium.

Pelo fato de B. cereus stricto sensu possuir caracteristicas similares a outros

membros do grupo como € o caso de B. thuringiensis e B. megaterium, pode-se verificar a

dificuldade de separagdo desses microrganismos. A diferenciacdo entre B. cereus stricto

sensu e B. thuringiensis é de grande importancia quando se trata de contaminacdo

alimentar, visto que os cristais de toxinas de B. thuringiensis estdo sendo utilizados como

bioinseticidas e sendo assim, podem ser um veiculo de contaminacdo alimentar

(Damgaard, 1995), ndo somente em cereais, mas em diversos alimentos.

4.2. Presenca de genes associados a patogenicidade em isolados de B. cereus

Os 54 isolados de B. cereus foram avaliados quanto a presenga dos genes EntFM,

Bcet, Piplc, HbIA, NheB e Sph associados a viruléncia nos isolados estudados.
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Pode-se visualizar na Figura 7, alguns géis de agarose que mostram os produtos de

PCR com a presenca de alguns dos genes associados a patogenicidade.

M 1C 2C 3C 4C 5 6C 7C 8 9C 10C 11C
bp

bp

3000 —

619—

100 —

M 1A 2A 3A 4A 5A 6A TA GA 9A 10A11A 12A13A 14A 15A 16A 17A 18A 19A M 1F 2F 3F 4F 5F 6F 7F 8F 9F 10F 11F 12F 13F 14F 15F
bp

2021 —

564 —
49—

54— “ Smaan =

Figura 7 — Gel de agarose representativo dos amplificados para os genes associados a
viruléncia em B. cereus. A) hblA; B) sph; C) pipIC; D) bceT.

De acordo com os dados obtidos neste estudo, as bandas visualizadas nos géis
(Figura 7) apresentaram nitidez e os genes avaliados tiveram fragmentos de amplificagdo
de tamanhos esperados.

Os resultados apresentados na Tabela 9 representam 0s ndmeros de isolados

positivos e negativos para 0s genes estudados.
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Tabela 9 - Total de isolados positivos e negativos para os genes EntFM, BceT, Piplc,
HDbIA, NheB e Sph.

Genes N° de isolados positivos (%) | N° de isolados negativos (%)
EntFM 25 (46,3%) 29 (53,7%)

Bcet 28 (51,9%) 26 (48,1%)

Piplc 28 (51,9%) 26 (48,1%)

HbIA 31 (57,4%) 23 (42,6%)

NheB 32 (59,3%) 22 (40,7%)

Sph 25 (46,3%) 29 (53,7%)

Cabe ressaltar que ocorreu presenca de genes de patogenicidade em isolados de B.
thuringiensis, com isso supfem-se que pode haver possibilidade de transferéncia génica
entre B. cereus sensu stricto e B. thuringiensis, isto associado a presencga conjunta destas
bactérias, sendo que pode estar relacionado com o uso indiscriminado de B. thuringiensis
no controle biolégico. Um estudo realizado por Vilas—Boas et al. (2002), verificou que
populacbes de B. thuringiensis e B. cereus eram geneticamente mais semelhantes entre si
do que quando comparado a outras especies de Bacillus. Também foi evidenciado através
de dados eletroforéticos e hemolitico, que estes fornecem evidéncias para um elevado
nivel de troca genética dentro de cada uma dessas espécies. Em outro estudo realizado por
Helgason et al. (1998) a diversidade genética foi avaliada entre 154 isolados de B. cereus e
B. thuringiensis a partir de amostras de solo. A analise de agrupamento revelou dois
grandes grupos (I e 1), separados a uma distancia genética maior do que 0,55. O grupo |
incluiu 62 tipos eletroforéticos provenientes de todos os locais, enquanto que, no grupo Il,
todos eram do mesmo local, a partir dos dados foi concluido que B. cereus e B.
thuringiensis a partir do solo apresentaram um elevado grau de recombinacéo.

A diversidade genética também foi estudada por Helgason et al. (2000), onde
avaliaram 35 isolados de B. cereus e B. thuringiensis, a partir de infecgdes humanas, sendo
que estes foram comparados a outros 30 isolados provenientes de amostras de leite. Os
resultados mostraram que a diversidade genética de cada grupo de origem dos isolados

variou de 0,241 (infeccdo humana) para 0,534 (laticinios). A analise de agrupamento
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revelou dois grandes grupos separados a uma distancia genética maior do que 0,6. Este
estudo indicou baixa diversidade genética entre B. cereus e B. thuringiensis de isolados de
pacientes, mas alta diversidade genética entre os isolados de amostras de leite.

Considera-se relevante a presenca dos genes de viruléncia nheB (32 amostras) e
hblA (31 amostras), ja que estes foram o0s que apresentaram o maior nimero de amostras
positivas. Arnesen et al. (2008), relata que as enterotoxinas HbIA e NheB sdo considerados
como sendo o principal fator de viruléncia de B. cereus relacionada com intoxicagao
alimentar. Park et al. (2009), avaliaram B. cereus isolados de cereais, e estes apresentaram
elevada frequéncia de NheA (99%) e HbID (84%). Sendo que dos isolados hbID positivos,
93% produziram enterotoxina Hbl.

Abriouel et al. (2007) avaliaram estirpes de B. cereus e encontraram 62,8%
positivas para os genes Hbl, as estirpes isoladas de alimentos fermentados na Africa,
mostraram uma freqliéncia muito baixa destes genes, apenas um em 26 cepas.

Os resultados apresentados no presente estudo para o gene Piplc com tamanho de
amplificado de 570bp e BceT com 429bp (Tabela 10) foram encontrados em 28 isolados
(51,9%), visto que, os maiores nimeros para o gene Piplc foram identificados em isolados
de trigo, onde de um total de 6 isolados, 5 foram positivos para este gene, isSo mostra o
potencial patogénico destes isolados. Todos os isolados provenientes de trigo foram
positivos para o gene bceT.

Boonchai et al. (2008) isolou B. cereus de 6 tipos de alimentos e caracterizou para
0 gene Piplc, sendo que todos os isolados foram positivos para amplificacdo desse gene. A
fosfolipase é conhecida por causar a degradacdo da célula e membranas de mucosas, 0s
quais sdo ricos em fosfolipideos, levando a necrose e também €é considerada como um
fator de viruléncia (Kotiranta et al., 2000).

Em outro estudo realizado por Matarante et al. (2004), 56 estirpes foram testadas
para toxinas e fatores de viruléncia presentes em B. cereus. A presenca de genes de
principal importancia responsaveis por intoxicagdo alimentar diarréica s&o Hbl, Nhe e
BceT, também foi investigada a entFM. Além disso, duas enzimas de B. cereus (Sph e
Piplc), cujo papel na origem de doenca alimentar ndo é bem conhecido, também foram

estudadas. As analises de sequéncias de fragmentos de DNA amplificado a partir das
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estirpes de controle positivo mostraram que eles exibiram um alto grau de identidade (97 a
100%) com os genes de viruléncia de B. cereus. A andlise molecular das cepas de B.
subtilis, B. pumilus e B. amyloliquefaciens isoladas de alimentos industrializados,
mostraram que todos os isolados foram desprovidos destas enterotoxinas.

Num estudo realizado por Agata et al. (1995) foi utilizado o gene BceT para
amplificar isolados de B. cereus, sendo que 41 das 84 cepas de B. cereus, duas das trés
linhagens de B. mycoides e 8 das 9 estirpes de B. thuringiensis geraram 0s produtos de
PCR esperados com tamanho do amplificado igual a 428 pb. Granum et al. (1999)
testaram 80 cepas de Bacillus spp. incluindo 58 do grupo B. cereus e encontrou que apenas
uma estirpe modelo do gene BceT. Em contraste, no presente estudo mostra que a
proporcao de estirpes de B. cereus que possuem o gene Bcet (429 bp) foi superior, isto é,
48,1% do total de 54 estirpes de B. cereus, sendo que dos 6 amostras de trigo, 100% foram
positivos para o gene e das 19 amostras de arroz, 11 apresentaram positividade.

Outro fator de viruléncia associado a isolados de B. cereus foi 0 da atividade da
esfingomielinase, Sph, (Beecher e Wong, 2000), visto que neste estudo foi observado em
25 (46,3%), destacando-se as amostras de trigo, com 4 positivas; 5 para cevada; 8
positivos para arroz e 2 para milho. Esses resultados foram semelhantes aos dados obtidos
por Oda et al., (2010), onde avaliaram 32 amostras, sendo estas negativas para Hbl, porém
isso sugeriu a producdo de outros produtos como a esfingomielinase (Sph), como ocorreu
no grupo do milho, onde obteve-se 2 isolados para Sph e nenhum isolado para HblA.

No presente estudo também foi avaliado o fator de viruléncia entFM (1263bp),
onde foi encontrado em 25 isolados (46,3%), deste total, 10 isolados pertencem ao grupo
do arroz e para o grupo do trigo, apenas 1 dos 6 isolados foi negativo para este gene.

No trabalho apresentado por Boonchai et al. (2008), a enterotoxina FM e o0 gene
entFM foram alvos do estudo. Dez isolados de B. cereus e estirpe de referéncia de B.
cereus ATCC 14579 foram positivos. Estudos de PCR revelaram a presenca de fragmentos
de DNA que codificam o gene entFM. Hsieh et al. (1999) relataram que 27 de 28 amostras
de alimentos e todos o0s 30 surtos associados foram positivos para o gene entFM. Assim, 0
gene entFM foi encontrado como sendo o mais prevalente para o grupo B. cereus. No

presente estudo, obteve-se uma semelhanca para este gene, onde de 6 isolados de trigo, 5
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foram positivas para o gene. Asano et al. (1997) relataram uma distribuicdo comum do
gene entFM em B. cereus. Neste caso, 0s autores poderiam estar considerando que o gene
entFM parece ser um gene alvo de diagnostico apropriado para avaliar o potencial
enterotoxico de estirpes de Bacillus. Os estudos de intoxicacéo diarréica pelo gene entFM
ndo tem sido bem investigados, os dados de investigacdo a respeito de intoxicacdo
diarréica por este gene no grupo B. cereus, tem sido limitado em comparacdo a estudos
dos outros genes (Boonchai et al., 2008).

Dentre os isolados que apresentam positividade para todos os genes estudados,
estdo os constituintes dos grupos de feijao (1F, 2F, 3F e 4F), trigo (3T e 6T), cevada (5C)
e arroz (15A, 16A, 17A e 18A). De acordo com os resultados obtidos pode-se afirmar que
os isolados possuem elevado potencial patogénicos. Em contrapartida, foram obtidos
isolados (2M, 1A, 8A, 7C, 8C, 9C, 10C, 6F, 7F, 9F e 15F) que ndo apresentaram
positividade para nenhum dos genes estudados, desta forma, considera-se que néo
possuem potencial patogénico.

A diversidade genética e potencial patogénico diferem entre as cepas isoladas de
cereais. Estes resultados fornecem informacdes importantes sobre perfis de toxinas de
genes de cereais associada ao B. cereus para estudos populacionais. Os dados obtidos
nesse trabalho evidenciam que os genes de patogenicidade de B. cereus estdo amplamente
distribuidos entre os grupos que contaminam os cereais e derivados. Com isso foi
realizada uma analise da presenca de amplificados que permite evidenciar a separacao de
dois grupos (Figura 8).

A analise hierarquica baseada na presenca de amplificados para os genes de
patogenicidade dos isolados de B. cereus permite evidenciar a separacdo de dois grupos
(Figura 8). O primeiro formado por 26 isolados os quais, conforme pode ser visualizado
no quadro da Figura 8, apresentam baixo numero de genes amplificados e/ou auséncia do
amplificado correspondente ao gene EntFM. O segundo grupo é formado pelos 28 isolados
restantes, caracterizados pela presenca de um nimero elevado de genes de patogenicidade
amplificados. Considerando que quanto maior o nimero de genes de patogenicidade maior
0 potencial toxi-infeccioso dos isolados, os resultados indicam a presenca de dois grupos,

um de baixo e outro de elevado risco. Cabe observar, que enquanto os isolados obtidos de
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feijao, arroz, milho e cevada encontram-se distribuidos nos dois grupos, os seis isolados

obtidos de trigo foram agrupados no grupo 2 de alto risco.
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A Figura 9 representa a analise dos componentes da presenca de genes de

patogenicidade em isolados de B. cereus.
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Figura 9 - Andlise de componentes principais da presenca de genes de patogenicidade em

isolados de B. cereus.

A Figura 9 mostra a dispersdo dos isolados de B. cereus com base na presenca de
genes de patogenicidade. A dispersdo obtida coincide com a separacdo de grupos através
da analise hierarquica (Figura 8), sendo que o componente 1 separa basicamente os dois
grandes grupos e 0 componente 2 os subgrupos. O componente 1 que representa 60,7% da
variancia esta correlacionado com a presenca de amplificados para os genes HbIA (0,92),
EntFM (0,82) e BceT (0,78), enquanto o componente 2 que representa 14,02% da
variancia esta correlacionado com a presenca do gene Piplc (0,68) e auséncia do gene
NheB (-0,56).

4.3. Caracterizacdo molecular dos isolados do B. cereus

A Figura 10 representa os produtos de PCR para os isolados REP utilizando os

isolados do trigo.

52



bp
3000 —>

100 —>

Figura 10 — Gel de agarose mostrando os produtos de PCR pelo método REP para os

isolados do grupo de trigo. M (marcador de peso molecular), T (amostras de trigo).

O dendograma gerado a partir dos dados de similaridade de Jaccard (Figura 11A)
para os isolados do trigo, apresentou um grupo com 100% de similaridade para os isolados
1T, 4T e 6T, quando analisado pelo método BOX — PCR. Sendo que o isolado 2T nao
apresentou similaridade quando comparado aos outros isolados. Uma explicacdo para esta
diferenca seria o fato deste isolado ter sido reclassificado como B. thuringiensis, membro
do grupo cereus.

Quando analisado os dados obtidos pelo método de REP — PCR, pode-se verificar
que trés grupos foram formados por duplas, porém todos os isolados apresentaram baixa
similaridade genética. Os isolados 3T e 5T foram os que apresentaram maior similaridade
entre si, 37%. Os isolados 2T e 6T com 28% de similaridade entre si, seguido de 25% de
similaridade entre os isolados 1T e 4T (Figura 11B). Um estudo realizado por Peruca et. al
(2008) avaliaram um total de 117 amostras, 60 B. thuringiensis e 57 de B. cereus,
utilizando REP-PCR para avaliagdo da diversidade genética. Os resultados mostraram
baixa variabilidade quando comparados os B. thuringiensis identificando apenas 4 tipos
eletroforéticos entre os 60 isolados. Quando avaliado as cepas de B. cereus mostraram alta
variabilidade genética com diferentes padrbes de bandas, levando a formacdo de varios

grupos.
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Figura 11 - Dendograma de comparacdo de grau de similaridade a partir da analise de
dados do BOX, REP e ERIC — PCR para as amostras do grupo de trigo. A) BOX — PCR;
B) REP — PCR; C) ERIC - PCR

O dendograma gerado através da analise de dados do método ERIC — PCR
apresentou a formacao de dois grupos com duas duplas cada, um grupo formado pelos
isolados 3T e 4T representando 100% de similaridade entre si e o grupo constituido pelos
isolados 2T e 6T com 50% de similaridade entre si (Figura 11C). Analisando pelo ERIC —
PCR, pode-se verificar que os isolados 2T e 6T apresentaram uma similaridade maior
entre si (50%) quando comparado ao REP — PCR (28%).

Os produtos do BOX-PCR para os isolados do milho estéo representados na Figura
12. Pode-se observar a formacao de diversas bandas, sendo que as bandas das amostras

1M e 3M apresentaram maior intensidade.
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Figura 12 - Gel de agarose mostrando os produtos de PCR para o método BOX para 0s
isolados do grupo de milho. M (marcador de peso molecular), 1M (amostras de milho).

O dendograma gerado a partir dos dados de similaridade de Jaccard (Figura 13A)
representa a formacdo de um grupo constituido pelos isolados 2M e 3M, apresentando
50% de similaridade entre si, conforme observado na Figura 12, seguido de um subgrupo
constituido por 1M com baixa similaridade, 10%. Quando analisado pelo método de REP
— PCR (Figura 13B) os isolados apresentaram baixa similaridade, sendo 1M e 3M com
12% de similaridade entre si, seguido pelo isolado 2M com 8%. A Figura 13C mostra que
todos os isolados apresentaram baixa similaridade quando avaliado pelo método de ERIC
— PCR. Sendo que os isolados 2M e 3M com 8% de similaridade entre si e um subgrupo
formado pelo isolado 1M que ndo apresentou similaridade quando comparado aos outros

isolados.
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Figura 13 - Dendograma de comparacdo de grau de similaridade a partir da analise de
dados do BOX, REP e ERIC — PCR para as amostras do grupo de milho. A) BOX — PCR;
B) REP - PCR; C) ERIC — PCR

Os dados obtidos neste estudo mostraram que os trés métodos revelaram uma alta
diversidade genética entre as estirpes de B. cereus, sendo que estes resultados estdo de
acordo com os resultados obtidos por Park et al. (2009), onde mostraram que esta
diversidade pode ser observada independentemente da técnica utilizada. Um estudo
relatado por Vivoni et al. (2006) mostra que as estirpes isoladas a partir do mesmo tipo de
alimentos ou com o mesmo perfil toxigénico apresenta distintos padrfes, diferentemente
do que ocorrem em espécies de Staphylococcus aureus, onde 0s genes das toxinas nédo

estdo relacionados com antecedentes genéticos.
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Os produtos de PCR do grupo da cevada utilizando o método BOX — PCR estao
representados na Figura 14.

bp
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Figura 14 - Gel de agarose mostrando os produtos de PCR para 0 método BOX para 0s

isolados do grupo de cevada. M (marcador de peso molecular), C (amostras de cevada).

Quando analisados os resultados obtidos pelo método BOX — PCR, para 0s
isolados do grupo da cevada, observa-se que os isolados 1C e 2C; e 4C e 6C (B.
thuringiensis) apresentaram 100% de similaridade entre si conforme pode ser observado

nas Figuras 14 e 15A. Os isolados 3C, 5C e 9C nédo foram considerados pelo software para
a formacéo do dendograma.
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Figura 15 - Dendograma de comparacdo de grau de similaridade a partir da analise de
dados do BOX, REP e ERIC — PCR para as amostras do grupo de cevada. A) BOX — PCR;
B) REP - PCR; C) ERIC — PCR

Analisando os resultados obtidos por REP — PCR pode-se observar que os isolados
1C e 2C apresentaram 100% de similaridade entre si, seguido pelos isolados 9C e 11C
com 50% de similaridade e 5C e 8C com 40% de similaridade entre si. O isolado 10C foi 0
que apresentou a menor similaridade quando comparado aos outros, 3% (Figura 15B). A
amplificacdo de DNA de isolados de B. cereus por REP-PCR também foram avaliados por
Chaves et al. (2011), onde os resultados indicaram um alto grau de diversidade genética
entre as estirpes, 0 que pode ser relacionado com nosso trabalho que também apresentou
alta diversidade entre os isolados. Os isolados 4C e 6C ndo foram considerados pelo
software para a formacgédo do dendograma.

O dendograma gerado para os resultados obtidos por ERIC — PCR formou trés
grupos com duas duplas (Figura 15C). Os isolados 2C e 3C apresentaram 72% de
similaridade entre si, enquanto que os isolados 8C e 10C com 33% de similaridade entre
si. O terceiro grupo apresentou baixa similaridade, representada por 15% para 1C e 11C.

A Figura 16 representa os produtos do PCR dos isolados do arroz utilizando a
técnica ERIC — PCR.
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Figura 16 - Gel de agarose mostrando os produtos de PCR para o método ERIC para os

isolados do grupo de arroz. M (marcador de peso molecular), A (amostras de arroz).

Nos resultados obtidos pelo método BOX — PCR, quando analisados para o0 grupo
do arroz, observa-se que 1A, 2A e 3A; 5A, 6A e 7A; 8A e 19A; 9A, 11A e 12A; 13A e
14A; 15A e 16A apresentaram 100% de similaridade. Os isolados 17A e 18A
apresentaram 50% de similaridade entre si. Os isolados 8A e 19A sdo 100% similares,
sendo gue 8A pertence ao B. thuringiensis. O isolado 4A também foi classificado como B.
thuringiensis, porém, este ndo apresentou nenhuma similaridade quando avaliado para
BOX — PCR (Figura 17A).

Analisando os dados obtidos a partir de REP — PCR (Figura 17B), pode-se afirmar
que os isolados 6A e 7A; 12A e 13A; 17A e 18A foram 100% similares. Neste caso, 0s
isolados 6A e 7A, apresentaram 0 mesmo grau de similaridade tanto para BOX - PCR
quanto para REP — PCR. Os isolados 9A e 14A apresentaram 68% de similaridade entre si,
ja estes isolados quando avaliados pelo método anterior (Figura 17A) apresentaram uma
menor similaridade, 50%. Para 1A e 8A (B. thuringiensis) foram obtidos 32% de
similaridade, sendo que o outro membro classificado como B. thuringiensis, 4A,
apresentou uma similaridade ainda menor, 22%. Isso justifica o fato de que apesar de
ambos (B. cereus e B. thuringiensis) serem membros do mesmo grupo (B. cereus)

apresenta uma diversidade genética entre si.
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Figura 17 - Dendograma de comparacao de grau de similaridade a partir da andlise de
dados do BOX, REP e ERIC — PCR para as amostras do grupo de arroz. A) BOX — PCR;
B) REP — PCR; C) ERIC - PCR

Analisando os dados obtidos por ERIC — PCR, pode-se verificar que um grande
grupo foi formado com 100% de similaridade entre os isolados 4A, 6A, 9A, 10A, 14A,
15A el7A, conforme pode ser observado na Figura 16. Os isolados 7A e 19A também
apresentaram 100% de similaridade entre si e para 11A e 13A foram obtidos 50% de
similaridade. J& o isolado 8A (B. thuringiensis) apresentou uma baixa similaridade, 3%
quando comparado aos outros isolados (Figura 17C).
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Shangkuan et al. (2000) investigaram a relacdo genética de 21 amostras de B.
anthracis e 28 de B. cereus. Os resultaram mostraram que em todos menos um caso, B.
anthracis podem ser distinguidos de B. cereus utilizando diversos métodos inclusive por
ERIC — PCR. Este método tambem foi utilizado para caracterizar diferentes bactérias
Gram — negativas (Rodriguez — Barradas et al., 1995; Shangkuan et al., 1997).

A Figura 18 representa os produtos de PCR para a técnica REP-PCR para as
amostras de feijdo. O dendograma gerado a partir dos dados para o grupo do feijao, por
BOX — PCR pode ser visualizado na Figura 19A, onde os isolados 7F, 8F, 9F, 10F e 11F,
possuem 100% de similaridade entre si. Seguido pelo 3F e 4F que possuem 75% de
similaridade entre si; 2F e 6F com 65%; 14F e 15F com 50% entre si. Os isolados 5F e
12F s&o pertencentes ao B. megaterium, sendo que estes apresentaram baixa similaridade
guando comparado aos isolados de B. cereus stricto sensu, que pode ser explicado pelo

fato de pertencerem a grupos distintos, por isso apresentaram esta diversidade genética.

M 7F 8F 10F 11F 13F

bp

2027 —

564 —*

Figura 18 - Gel de agarose mostrando os produtos de PCR para 0 método REP para 0s
isolados do grupo de feijdo. M (marcador de peso molecular), F (amostras de feijdo).

De acordo com o REP — PCR (Figura 19B), os dados obtidos representaram 100%
de similaridade para os isolados 8F, 10F e 11F e 7F e 13F. Os isolados 2F e 3F com 83%;

1F e 4F com 75% e 6F e 14F com 25%, conforme pode ser visualizado na Figura 18.
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Figura 19 - Dendograma de comparacdo de grau de similaridade a partir da analise de
dados do BOX, REP e ERIC — PCR para as amostras do grupo de feijdo. A) BOX — PCR;
B) REP - PCR; C) ERIC — PCR

Os resultados obtidos pelo método ERIC — PCR mostram que os isolados 7F e
13F; 10F e 11F apresentaram 100% de similaridade. Os isolados 2F e 3F com 82%; 1F e
4F com 75%, sendo que os isolados pertencentes ao B. thuringiensis (5F e 12F) mostraram
28% para 5F e nenhuma similaridade para 12F (Figura 19C). Cherif et al. (2003), relata
que tém sido utilizados REP e ERIC-PCR para bactérias dentro do género Bacillus
(incluindo B. thuringiensis). Porém, os resultados encontrados ndo mostraram nenhuma
similaridade significativa, o que indicou que REP ou ERIC podem ter apresentado

resultados incertos, sugerindo que devem ser revistos.
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Os resultados obtidos neste estudo permitiram evidenciar que quando utilizado
quaisquer uma das técnicas moleculares, REP — PCR, BOX — PCR ou ERIC — PCR,
nenhuma destas apresentou diferenca significativa, visto que em todas as técnicas obteve-
se uma alta diversidade genética. A andlise molecular quando relacionada com a
identificacdo bioquimica das amostras, observou-se que alguns isolados foram
reclassificados como B. thuringiensis e B. megaterium, por apresentarem algumas
caracteristicas diferenciadas do B. cereus stricto sensu, embora possuam tambem
caracteristicas similares o que dificulta a separacdo desses microrganismos geneticamente,

conforme pode ser observado na formacdo dos dendogramas.
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5. CONCLUSOES

Os dados obtidos neste trabalho possibilitam concluir que:

- A prevaléncia de B. cereus latu sensu em amostras de cereais da regido sul do Brasil é
elevada (41,5%), correspondente as 54 que apresentaram positividade para B. cereus, visto
sendo que deste total, 7 isolados foram reclassificados como pertencentes ao grupo cereus,

B. thuringiensis e B. megaterium.

- Dentre os isolados que apresentaram maiores nimeros de unidades formadoras de
coldnias, esta o grupo do arroz, variando de 2x102 a 4x10%® UFC/g, sendo que alguns dos
isolados deste grupo apresentaram resultados acima do limite permitido pela legislacao, o

que torna o alimento inseguro ou improprio para consumo.

- De acordo com o elevado nimero de isolados positivos para B. cereus, observou-se uma
relacdo com o periodo de armazenamento, onde 0s cereais obtiveram 0s maiores nimeros
de positividade para o microrganismo, visto que a partir do 4 més de armazenamento
observou-se crescimento do microrganismo no feijdo, sendo este relacionado a forma de
armazenamento (sacos) quando comparado aos outros cereais armazenados a granel (silos)

com controle de umidade e temperatura.
- Dentre os métodos moleculares avaliados, nenhum dos métodos utilizados apresentaram
uma diferenca significativa, visto que para os trés metodos obteve-se uma alta diversidade

genética.

- Na avaliagcdo dos fatores de patogenicidade, os genes HbIA e NheB, foram os que

apresentaram positividade num maior nimero de isolados.
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