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RESUMO

BARRETO OLIVAR, Jorge Mario. D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, Fevereiro,
2016. OCORRENCIA DE Bacillus  cereus EM PRODUTOS LACTEOS
COMERCIALIZADOS NA MICRORREGIAO DA CIDADE DE VICOSA, MINAS GERAIS,
DETERMINACAO DE GENES DE VIRULENCIA E PRODUCAO DE TOXINAS
Orientador: Nélio José de Andrade. Coorientadores: Ana ClarissSahdss Pires e
Antbnio Fernandes de Carvalho.

O leite e os produtos lacteos podem se contaminar com Bacillus cereus, um
micro-organismo que dependendo do numero, da estirpe e das condi¢cdes de
processamento e comercializagdo, além de produzir lipases e proteases
causadoras de off-flavor nos produtos, esta associado a duas sindromes
distintas que atingem os humanos: uma de natureza diarréica causada pela
toxinas ndo hemolitica nhe, hemolitica hbl e citotoxina cytk e outra emética,
causada pela toxina denominada de cereulide ces. Avaliou-se a presenca de B.
cereus no leite pasteurizado, leite em po, leite UHT, queijo ricota e sobremesas
lacteas, bebidas lacteas e leite achocolatado comercializados nos
supermercados da microrregido de Vigosa, Minas Gerais. Também,
determinou-se a presenca de fatores de viruléncia de B. cereus nos isolados e
avaliou-se a produgéo de enterotoxina diarreica. A ocorréncia de B. cereus em
diferentes produtos lacteos foi avaliada utilizando métodos quantitavivo e
qualitativo. Das 129 amostras analisadas, foi observada a presengca de B.
cereus em 69 (53,4%) considerando ambos os métodos. As contagens do
micro-organismo variaram de 1,30 log UFC/mL no leite pasteurizado até 5,32
log UFC/g na ricota. A presenga do B. cereus foi detectada no leite UHT
apenas no teste qualitativo. Os 69 isolados que apresentaram carateristicas
fenotipicas de B. cereus foram confirmados como sendo dessa espécie pela
técnica de PCR para o gene 16S, e foram classificados como pertencentes a
trés estirpes diferentes (B. cereus KAVK4, B. cereus SVK1 e B. cereus ATCC
4342), sendo predominante em todos os produtos analisados a estirpe B.
cereus KAVKA4. Dos 69 isolados analisados para a presenga de genes
produtores de enterotoxinas, 68 (98 %) apresentaram o gene nhe. Este gene
foi expresso nos 68 isolados com a produgédo de pelo menos 6 ng/mL da nhe,
limite minimo de deteccdo desta toxina na metodologia utilizada. Dos 69
isolados confirmados como B. cereus, 40 (57 %) apresentam a amplificagdo do



gene hbl, em 30 (75 %) destes constatou-se a producdo de pelo menos 20
ng/mL da toxina hbl, limite de deteccao do kit utilizado. A presenga do gene
cytk foi verificada nos 69 isolados analisados. A ocorréncia de pelo menos um
gene produtor de enterotoxina foi constatada em todos isolados, o que indicaria

um alto potencial patogénico das estirpes presentes nos produtos lacteos.



ABSTRACT

BARRETO OLIVAR , Jorge Mario . D. Sc., Universidade Federal de Vigosa
February, 2016. THE OCCURRENCE OF Bacillus cereus IN DAIRY
PRODUCTS MARKETED IN THE MICROREGION VICOSA CITY, MINAS
GERAIS, BRAZIL, DETERMINATION OF VIRULENCE GENES AND
PRODUCTION OF TOXINS. Advisor: Nelio José de Andrade. Co-Advisors: Ana
Clarissa dos Santos Pires and Antonio Fernandes de Carvalho

Milk and dairy products may be contaminated with Bacillus cereus, a micro-
organism that depending on the number, of the strain and of the processing and
marketing conditions can produce lipases and proteases that cause off-flavor in
dairy product and it is associated with two distinct syndromes that affect
humans: one diarrhea caused by toxins, not hemolytic nhe, hemolytic hbl and
cytotoxin k cytk and another emetic caused by toxin, called cereulide. The aim
of this study was to evaluate the presence of B. cereus in milk products
marketed in the supermarkets of Vigosa city, Minas Gerais, Brazil. Also, it was
determined the presence of virulence factors of B. cereus isolates and it was
evaluated the diarrheal enterotoxin production. The occurrence of B. cereus in
different dairy products was evaluated using quantitavive and qualitative
methods. Of the 129 samples analyzed, it was observed the presence of B.
cereus in 69 (53.4%) considering both methods. The microorganism counts
vary from 1.30 log UFC/ml in milk pasteurized up to 5.32 log UFC/g in the
ricotta. The presence of B. cereus was detected in the UHT milk only in
qualitative testing. The 69 isolates with phenotypic characteristics of B. cereus
were confirmed as this species by PCR for gene 16S, and they were classified
as belonging to three different strains (B. cereus KAVK4, B. cereus SVK1 and
B. cereus ATCC 4342), being predominant in all the products analyzed strain B.
cereus KAVK4. From the 69 isolates analyzed for the presence of enterotoxin
producing genes, 68 (98%) had the nhe gene. This gene was expressed in the
68 isolates with the production of at least 6 ng / ml of nhe, minimum detection
limit of the methodology of this toxin. From the 69 isolates confirmed as B.
cereus, 40 (57%) showed the amplification of the gene hbl, 30 (75%) of them it
was found containing at least 20 ng / mL of the hbl toxin, according kit
detection limit .The presence of cytk gene was found in 69 isolates analyzed.

The occurrence of at least one enterotoxin producing gene was found in all

Xi



isolates, which would indicate a high potential pathogenic strains present in

dairy products.
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1. INTRODUGAO

No Brasil, a produgéo leiteira ainda apresenta obstaculos na cadeia
produtiva, especialmente em relagdo as condigbes higiénico-sanitarias, que
comprometem a qualidade final do produto,

O estudo de micro-organismos deterioradores em produtos lacteos € de
extrema importéncia para a qualidade e seguranca desses alimentos. Por
exemplo, Bacillus cereus € um dos principais micro-organismos deterioradores
do leite processado causando off-flavors e defeitos no produto devido a

atividade de proteases, lipases e fosfolipases.

A contaminacdo do leite por B. cereus presente no ambiente de
processamento € muito comum, sendo influenciada por fatores externos, como
a saude dos animais, a higiene do ambientes onde os animais séo ordenhados
e alojados, os métodos de preparo da ubere e técnica de ordenha, métodos de
limpeza e higienizacdo de equipamentos e tanques de estocagem, a
velocidade de resfriamento do leite para uma temperatura apropriada e tempo
de armazenamento. Dependendo do numero inicial de micro-organismos
contaminantes, podem-se originar alteragbes de ordem sensorial e nas
caracteristicas fisico-quimicas, afetando a qualidade dos produtos lacteos

durante a cadeia produtiva.

O leite cru encontra-se principalmente contaminado com células
vegetativas e esporos antes de seu processamento. Seus numeros antes da
pasteurizacdo geralmente sdo baixos, no entanto, esporos podem germinar
apos tratamento térmico e contaminar o leite ja processado. As bactérias mais
comuns formadoras de esporos encontrados em produtos lacteos sao Bacillus
licheniformis, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Bacillus mycoides, e Bacillus
megaterium. Estudos feitos em leite cru mostram que a maior parte destas

amostras encontram-se contaminadas com B. cereus.

Outra causa de contaminagao por B. cereus em produtos processados
sdo esporos aderidos nos equipamentos, em virtude das falhas de higienizagao
nas industrias que podem originar processos de adesdo microbiana e formagéao

de biofilmes. As bactérias esporulantes estdo presentes usualmente em



pequeno numero, quando o leite € ordenhado em boas condi¢cdes sanitarias e

nao apresentam mastite.

Com respeito a doengas veiculadas por alimentos causada por B.
cereus, duas sindromes distintas sao conhecidas, uma de natureza diarreica
devido ao consumo de leite e seus derivados, molhos, sopas e vegetais, e
outra emética, associada a ingestdo da toxina pré-formada produzida em arroz
frito e cozido, massas e macarrdoes. Ambas sao auto-limitantes e a recuperagao

ocorre dentro de 24 horas.

Nos ultimos anos, o reconhecimento de estirpes psicrotroficas de B.
cereus na industria leiteira tem conduzido a um aumento na vigilancia deste

patdogeno em produtos lacteos.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
e avaliar a presenga de B. cereus em produtos lacteos comercializados
nos supermercados da microrregido de Vigosa, Minas Gerais.
2.2. Objetivo Especificos

e Determinar a presenca de fatores de viruléncia de B. cereus nos
isolados coletados

e Avaliar a producao de enterotoxinas diarreicas nos diversos isolados
analisados.



3. REVISAO DE LITERATURA

Leite € considerado um dos melhores alimentos, dada a sua composi¢cao
rica em proteinas, gorduras, carboidratos, minerais essenciais, aminoacidos e
vitaminas, tornando-se um componente essencial na dieta de todos os
mamiferos, incluindo os seres humanos (VIDAL et al., 2015). Além disso o leite,
pelas suas caracteristicas intrinsecas como alta atividade de agua, pH proximo
ao neutro e nutrientes disponiveis, € também considerado um meio ideal para a
multiplicagdo de muitos micro-organismos (KORIM & CARMO, 2008,
BARTOSZEWICZA at al., 2008).

No Brasil, a producdo leiteira ainda apresenta obstaculos na cadeia
produtiva, especialmente em relagdo as condi¢des higiénico-sanitarias, que
comprometem a qualidade final do produto, e limitam a durabilidade do leite e
seus derivados, além de representarem problemas econdmicos e de saude
publica. Por esse motivo, a qualidade desse produto merece a atencédo de
numerosos pesquisadores e autoridades ligadas a area de saude e tecnologia
de alimentos, principalmente pelos riscos de veiculagdo de micro-organismos
patogénicos e deterioradores (WATANUKI & GALLO, 2008).

Dentre os varios micro-organismos que podem contaminar o leite “in
natura” por meio das fezes e camas dos animais, poeira, equipamentos e
utensilios deficientemente higienizados, destacam-se as bactérias pertencentes
ao género Bacillus (WATANUKI & GALLO, 2008).

Esporos e células vegetativas de B. cereus sdao comuns e podem ser
facilmente isolados em pequenas quantidades de muitos alimentos
industrializados, tais como produtos lacteos. Matérias primas como leite cru séo
geralmente contaminadas na fazenda por esporos termoduricos que podem
resistir o tratamentos de pasteurizacdo e produzir toxinas nos alimentos
processados causando intoxicagdao alimentar (ARSLAN et al., 2014, SILVA,
2015).

O nUmero de esporos antes de pasteurizagdo raramente excede 5x10°
UFC/mL no entanto, eles também podem contaminar o leite apds tratamento
térmico (LEDENBACH AND MARSHALL, 2009). Contaminagao por biofilmes
de B. cereus em todas as etapas da cadeia produtiva pode ser originada a

partir de células vegetativas ou esporos, que se aderem mais facilmente as



superficies de acgo inoxidavel, devido a suas propriedades hidrofébicas (RYU &
BEUCHAT, 2005).

Os esporos s&o resistentes a higienizagdo e vao recontaminar
produtos ja processados. Em condigbes ambientais favoraveis, os esporos
podem se transformar em células vegetativas, através do processo de
germinacdo (ELHARIRY, 2011).

A presenga do B. cereus no leite € uma das maiores preocupagdes na
industria de laticinios. Esse micro-organismo pode causar alteragdes sensoriais
no leite além de ser responsavel por surtos de intoxicacdo alimentar
(WATANUKI & GALLO, 2008, BARTOSZEWICZA et al., 2008)

Estudos feitos em leite cru mostram que mais de 80 % de amostras de
leite sao contaminadas com esporos de B. cereus. O processo de
pasteurizacdo ativa pelo choque térmico os esporos sobreviventes para que
eles sejam preparados para germinar em condi¢gdes positivas como
temperatura de multiplicacdo dependendo da estirpe, pH, e atividade de agua
favoraveis, estas temperaturas podem variar no caso de psicrotroficas na faixa
de 4 °C a 11 °C (BROUSSOLLE et al. 2008).

O resfriamento a principal forma de conservacdo do leite cru apds a
ordenha, a refrigeracdo reduz a taxa de multiplicagdo da maioria dos micro-
organismos do leite, entretanto n&o inhibe a multiplicacdo dos micro-
organismos psicrotréficos (LEDENBACH AND MARSHALL, 2009).

A pasteurizacdo e outros tratamentos aplicados na industria tem a
funcao de eliminar células vegetativas de micro-organismos presentes no leite,
porém cerca de 50 % do leite envasado, apés a estocagem prolongada a
baixas temperaturas, podem estar contaminados com esporos sobreviventes
destes tratamentos. O tratamento térmico estimula a germinagdo dos esporos
que, na auséncia da microbiota competitiva, encontra condi¢cdes favoraveis
para proliferar no produto (KORIM & CARMO, 2008, LEDENBACH AND
MARSHALL, 2009).

A ocorréncia de B. cereus em produtos lacteos processados também
tem sido documentada por varios investigadores. Ahmed e colaboradores, em
1983, relata valores de prevaléncia de B. cereus de 35 % em amostras de leite

pasteurizado, e 14 % em amostras de queijo analisadas. Wong e



colaboradores, em 1988, descrevem valores de ocorréncia de B. cereus de 17
% em leites fermentados, 35 % em sorvetes, 2 % em leites pasteurizados e 29

% de leite em po.

Produtos como leite em pd, sdo conhecidos por serem frequentemente
contaminados com B. cereus, principalmente com seus esporos, embora estes
nao germinem nestes tipos de alimentos, s6 quando eles sdo reconstituidos e
mantidos a temperatura ambiente favoraveis, esporos viaveis podem facilmente
germinar em outros tipos de produtos lacteos e células vegetativas podem
proliferar e produzem a toxina; o que poderia ocorrer até mesmo em

temperaturas de refrigeracao (REYES et al., 2007).

Nos ultimos anos, o reconhecimento de estirpes psicrotréficas de B.
cereus na industria leiteira tem conduzido a uma maior vigilancia deste
patogeno amplamente reconhecido como agente causador de doencgas de

origem alimentar (OH et al., 2012)

3.1. Bacillus cereus

B. cereus é, uma bactéria gram-positiva formadora de esporos de
ubiquitaria distribuicdo em todos os ambientes, mas também podem colonizar
os intestinos de humanos e invertebrados (SASTALLA et al., 2013). O género
Bacillus possui seis espécies muito proximas geneticamente: Bacillus cereus,
Bacillus anthracis, Bacillus thuringiensis, Bacillus mycoides, Bacillus
pseudomycoides e Bacillus weihenstephanensis. (ZHOU et al., 2008, KUMARI
& SARKAR, 2014). As bactérias pertencentes ao género Bacillus
compreendem um grande numero de espécies, estando relatadas até o
momento 48 espécies diferentes (FRANCO, LANDGRAF, 2006). Como séao
bactérias ubiquas do solo, elas podem ser encontradas no ar, agua, alimentos
para animais, produtos de agricultura e esterco, por tanto sdo considerados
contaminantes inevitaveis em uma ampla variedade de alimentos como leite, e
produtos lacteos (ZHOU et al., 2008).

B. cereus é uma bactéria cuja adaptacédo confere tolerancia variavel a
diversas temperaturas de multiplicagédo. De fato, a evolugéo global de B. cereus

nao é anarquica, é sim fortemente determinada pelas adaptacées a uma ampla



gama de temperatura. Esta diversificacdo ecoldgica pode ser geneticamente
marcada pela abundéancia relativa de estirpes psicrotolerantes (CARLIN et al.,
2010).

O grupo Bacillus inclui membros que demonstram uma grande
diversidade no que diz respeito a sua fisiologia, nicho ecoldgico, sequéncia de
DNA e regulagdo génica (SCHOENI & LEE WONG, 2005). Portanto, as
técnicas de biologia molecular tém um bom poder de discriminagcdo e s&o
necessarias para investigacdo epidemiolégica de surtos de doengas
transmitidas por alimentos que envolvam patégenos microbianos, incluindo
espécies do grupo B. cereus e rastreamento de contaminagdo para gestdo de

qualidade e seguranga (OH et al., 2012)

3.2. Patogenicidade Bacillus cereus

A patogenicidade de B. cereus esta intimamente associada com a
destruicdo de tecido pela agdo de exoenzimas produzidas por este micro-
organismo. Entre estas enzimas secretadas, pode-se listar quatro hemolisinas,
trés fosfolipases distintas, uma toxina emética, e trés enterotoxinas formadoras
de poros: hemolisina BL (hbl), toxina ndo hemolitica (nhe) e citotoxina k
(BOTTONE, 2010, EHLING-SCHULZ et al., 2006). Considera-se que a toxina
emética € um peptideo ciclico codificado pelo plasmideo (cereulide), produzido
por B. cereus diretamente no alimento, o qual é ingerido pré-formado
(BOTTONE, 2010). No trato gastrointestinal (intestino delgado), células
vegetativas ingeridas ou esporos germinados podem produzir e secretar

enterotoxinas que podem induzir a sindrome de diarreica.

Com respeito as doengas de origem alimentar causadas por B. cereus,
duas sindromes distintas sdo conhecidas, uma de natureza diarreica devido ao
consumo de leite e produtos derivados, molhos, sopas e vegetais, e outra
emética, associada a ingestao da toxina pré-formada em arroz frito e cozido,
massas € macarroes, nestes tipos de enfermidade, o alimento implicado
geralmente foi tratado com calor e os esporos sobreviventes sdo a origem das
sindromes (LEDENBACH AND MARSHALL, 2009).

B. cereus é capaz de produzir toxinas causadoras de intoxicacao

alimentar. As enterotoxinas ndo hemolitica nhe, a hemolitica hbl e a citotoxina



k provocam a sindrome diarreica. A cereulide € uma toxina emética (EHLING-
SCHULZ et al., 2006). A intoxicagao alimentar com toxinas do B. cereus tem
uma progressdo moderada sendo auto-limitantes mas em alguns casos, a
toxina emética foi relatada como causa de doenga grave. Ha varios estudos
de casos sobre intoxicagdbes com as toxinas diarreicas, apos o consumo de
leite contaminado (SCHMIDT et al., 2012).

3.2.1. Sindrome diarreica

Os sintomas da sindrome diarréica prozuzido pelas toxinas de B. cereus
se assemelham aos sintomas produzidos pela intoxicagcdo alimentar causada
por Clostridium perfringens. A sindrome diarreica, € produzida por micro-
organismos no intestino delgado e a dose infecciosa pode variar de 10%-10°
UFC/g. O aparecimento de diarreia aquosa, colicas abdominais e dor ocorre de
6 a 15 horas apos o consumo de alimentos contaminados com esta bactéria.
Nausea pode acompanhar a diarréia, vOmitos que ocorrem raramente. Os
sintomas persistem durante 24 horas, na maioria dos casos (BAD BUG BOOK,
2014).

Estes micro-organismos podem fazer parte da microbiota fecal,
dependendo do tipo de alimentos consumido e da sazonalidade, principalmente
no verao; entretanto nao coloniza o intestino, n&o persistindo por longos
periodos (FRANCO & LANDGRAF, 2006).

A sindrome diarréica € devido a hemolisina BL, uma enterotoxina nao
hemolitica e a citotoxina k (OMBUI. 2008). A hemolisina BL consta de uma
proteina de unido B (35 kDa) que € codificada pelo gene hblA, e duas
proteinas de lises L1 (36 kDa) e L2 (45 kDa) que sao codificadas pelos genes
hblIC, hbID. Maxima expressao de todas as atividades de hbl exige da presenca
dos trés componentes proteicos. A enterotoxina ndo hemolitica tem trés
porgcdes de proteina as quais sao necessarias para a maxima citotoxicidade, as
trés proteinas sao codificadas pelos genes nheA, nheB e nheC (OMBUI. 2008;
FERNANDES et al., 2014; GRANUM et al, 1999; HANSEN AND
HENDRIKSEN, 2001; KUMARI & SARKAR, 2014). Quase todas as estirpes de
B. cereus conhecidas apresentam nhe, enquanto que os genes hbl sao
encontradas em aproximadamente 50 % das estirpes conhecidas. Como

resultado, a co-expressdo de ambas enterotoxinas encontra-se numa



percentagem elevada (40-60 %) das estirpes de B. cereus (JERBERGER et al.,
2014).

3.2.2. Sindrome emética

A sindrome emética é caracterizada por vdmitos e nauseas ap6s 0,5 a 6
h do consumo de alimentos contaminados com a enterotoxina cereulide.
preformada Ocasionalmente, célicas abdominais e diarreia também podem
ocorrer. A duragdo dos sintomas é geralmente inferior a 24 h. Os sintomas
deste tipo de intoxicagcdo alimentar sao similares aquelas causadas pela
intoxicagao alimentar por Staphylococcus aureus. Algumas estirpes de Bacillus
subtilis e Bacillus licheniformis foram isoladas de cordeiro e frango incriminados
em episodios de intoxicagcao alimentar, e demonstraram a produgdo de uma
toxina altamente estavel termicamente semelhante a toxina emética produzida

por B. cereus.

Cereulide € um pequeno dodecadepsipeptideo estavel ao calor que
tem sido envolvido no processo da insuficiéncia hepatica fulminante em
humanos. Tem sido demonstrado que causa danos celulares em modelos
animais e apresenta toxicidade para as mitocéndrias, agindo como um ionéforo
de potassio (ARAGON-ALEGRO et al.,2008; O’'CONNELL et al., 2013; WONG
et al., 1988; KUMARI & SARKAR, 2014).

A toxina € produzida no alimento durante a multiplicagdo vegetativa do
micro-organismos, que depois de ser produzida € extremamente estavel
,sendo resistente aos acidos do estbmago e enzimas proteoliticas do trato
intestinal, a doses de toxina causante do sindrome emetico pode variar de
0,03-13,3 ug estas quantidades podem ser produzidas quando este micro-
organismo atinge densidade de 10°-10% UFC/g (EFSA, 2005). Ap6s a liberagéo
a partir do estdmago para o duodeno, a cereulide se liga ao receptor de 5-HT3,
estimuindo o nervo aferente do vago, provocando vémitos (LINDBACK &
GRANUM, 2006).

Recentemente, foi relatado que cereulide inibe as células do sistema
imunoldgico dos humanos, tendo um efeito de imuno-modulagédo (REZENDE-
LAGO et al., 2007).



3.3. Resisténcia térmica do Bacillus cereus

A determinacdo da resisténcia térmica de células bacterianas é
normalmente obtida pela sua taxa de morte durante o aquecimento. O
procedimento € realizado através da exposicdo das respectivas células a agao
de tempos programados de aquecimento, sob temperaturas fixas, com
subsequente contagem dos organismos sobreviventes. Para um valor
constante de D, o tempo para uma dada probabilidade de inativacdo é
diretamente proporcional ao numero inicial de micro-organismos presentes.
Enquanto o valor D é susceptivel a variacbes das condi¢gdes do ensaio, o valor
z € razoavelmente mais constante para um determinado micro-organismo
numa faixa de condi¢des de teste (WATANUKI, 2008).

A termorresisténcia dos esporos de B. cereus pode variar de acordo
com a estirpe (MAZIERO e BERSOT, 2011). Bradshaw e colaboradores (1975)
ao avaliarem duas estirpes de esporos de B. cereus, constataram que uma
delas era termorresistente, com um valor D21 °C de 2,35 min (z = 7,9 °C).
Dufrenne e colaboradores, em 1995 identificaram varias estirpes de B. cereus
psicrotréficas e formadoras de esporos com valor Dgy °C entre 2,8 a 9,2 min e,
uma delas, com valor Dgg °C superior a 100 min.

Wang (1994) compilou os parametros cinéticos de resisténcia térmica
dos principais organismos esporulados. Dentre eles reportou os valores D11 °C
de 3,8 min e z de 35,9 °C para B. cereus em leite fluido sem especificar a
metodologia aplicada ou o sistema de processamento. Mazas e colaboradores,
em 1995, trabalharam com resisténcia térmica de esporos de B. cereus e
concluiram que o meio de esporulagao influencia os valores D, mas n&o o valor
z. Assim, para cada linhagem foi verificado um melhor meio de esporulagéo
(WATANUKI, 2008).

3.4. Isolamento e identificagao de Bacillus cereus em alimentos

A presenca de grandes numeros de B. cereus, maiores que 10° UFC/g
em alimentos é indicativa de risco potencial para a saude (EFSA, 2005). O
diagndstico de intoxicagdo alimentar por B. cereus depende tradicionalmente

de meios de cultura e técnicas de biologia molecular para identificar as estirpes



de B. cereus, e detectar enterotoxinas. A detec¢cdo de contaminagdo em
alimentos envolve a utilizagcado de varios plaqueamentos seletivos como aqueles
descritos pela APHA. A selegdo é baseada na capacidade de B. cereus de
multiplicar-se na presenca de polimixina B e produzir lecitinase. O método para
contagem de B. cereus em alimentos, padronizado pela International
Organization for Standardization (ISO), € baseado na multiplicagdo em agar
com D-manitol, gema de ovo e polimixina B (Mannitol EggYolk Polymyxin—
MYP) (APHA, 2005).

A polimixina B € um agente seletivo que inibe bactérias gram-negativas,
0 agar contém D-manitol como substrato de fermentacéo e vermelho de fenol
como indicador da presenga de acido. Como B. cereus né&o consegue
fermentar o manitol ndo ha formacao de acido e as suas colbnias ficam cor-de-
rosa devido ao vermelho de fenol. Devido a gema de ovo, surge uma zona de
precipitacdo em torno das colénias com capacidade de produzir lecitinase,
como é o caso da maior parte das estirpes de B. cereus (LINDBACK &
GRANUM, 2006).

Classicamente, as caracteristicas que distinguem B. cereus de outras
bactérias aerdbias formadoras de endosporos sao a sua incapacidade para
produzir acido a partir do manitol e o fato de produzir lecitinase (FRITZE, 2004).
B. cereus apresenta atividade hemolitica e é resistente a penicilina. Esta
bactéria necessita de trés L-aminoacidos para o seu desenvolvimento: a
treonina, leucina e a valina. As caracteristicas bioquimicas que podem ser

utilizadas para caracterizar B. cereus, distinguindo-o de outros Bacillus.

As espécies pertencentes ao grupo B. cereus sao diferenciadas pelas
caracteristicas fenotipicas e genotipicas: B. anthracis é o agente causador do
carbunculo hematico, B. cereus € um patégeno comum em alimentos, B.
thuringiensis pode ser distinguido por sua capacidade de produzir um cristal de
inclusdo inseticida (y-endotoxinas) durante a esporulagdo; B. mycoides é
caracterizado pelo seu crescimento rizéide; B. anthracis pode ser diferenciado
de B. cereus em razao de sua atividade ndo hemolitica, motilidade, auséncia
de dois plasmideos de viruléncia que codificam para a produgao de toxinas e
capsula (JENSEN et al., 2005).

A identificagdo de B. cereus enterotoxigénicos consta principalmente de

meétodos bioldgicos e imunologicos que detectam a capacidade das estirpes
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de produzir enterotoxina. A toxina emética tem baixa antigenicidade que

impede sua detecgdo por imunolégica (OMBUI, 2008).

No inicio da década de 1980, uma variedade de técnicas moleculares
foram desenvolvidas em laboratérios de pesquisa para analises do DNA e
exploragcdo genética. Algumas dessas tecnologias foram aplicadas a analises
bacterioldgicas, como a ribotipagem. Esta € um método para geragao de
impressdes genéticas bacterianas (fingerprints), baseado no polimorfismo dos
genes rDNA (BRUCE,1996).

RNA ribossomal tem sido utilizado com sucesso na sistematica
molecular bacteriana. No entanto, a comparagdao de genes codificadores de
proteinas podem apresentar vantagem sobre a técnica do rRNA ou rDNA
devido a uma maior variacdo das sequéncias e permitir a diferenciacdo de
estirpes intimamente relacionadas (BRUCE,1996).

Recentemente, a PCR em tempo real torna-se uma ferramenta de
diagndstico poderosa para a detecgéo especifica de micro-organismos e uma
alta sensibilidade (1 UFC/mL) pode ser conseguida em poucas horas. Métodos
de deteccdo para analise de alimentos precisam ser validados para a deteccéo,
especificidade, sensibilidade e aplicabilidade nos alimentos direcionados. A
deteccao rapida das bactérias alvo em produtos alimentares permite a industria
para tomar decisbes adequadas para lidar com as matérias-primas

contaminadas ou produtos finais em um tempo habil (HONGLIANG, 2005).

Analise baseada PCR do gene 716S é uma ferramenta poderosa e
essencial para estudos de diversidade bacteriana, estrutura da comunidade,
evolucdo e taxonomia. Ela permitiu a deteccao e identificacdo de bactérias néo
cultivaveis, e nos ultimos anos tem levado a um enorme aumento de nosso

conhecimento da ecologia bacteriana e taxonomia (OH et al., 2012).

A sequéncia do gene de 16S tem sido determinada para um grande
nuamero de estirpes. O GenBank, € o maior banco de sequéncias de
nucleotideos, com mais de 20 milhdes de sequéncias depositadas, dos quais
mais de 90.000 sdo do gene 1716S, Isso significa que existem muitas
sequéncias com as quais pode-se comparar a sequéncia de uma estirpe
desconhecida. O gene 16S é universal em bactérias, e assim relagbes entre

bactérias podem ser medidas. Em geral, a comparagdo das sequencias do
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gene 16S permite a diferenciagdo entre os organismos a nivel de género em
todos os principais filos de bactérias (CLARRIDGE, 2004).

4. MATERIAS E METODOS

4.1. Coleta de amostras de produtos lacteos

Cento e vinte nove amostras de diferentes produtos lacteos
comercializados nos supermercados da microrregidao de Vigosa, Minas Gerais,
foram coletado de maneira aleatdria e analisados para verificar a ocorréncia de
B. cereus. Vinte e cinco amostras de leite em po integral instantanea de nove
marcas diferentes, trinta e quatro amostras de leite pasteurizado de trés
marcas diferentes, vinte e um amostras de leite UHT integral de cinco marcas
diferentes, vinte e sete amostras de ricota de quatro marcas diferentes, vinte e
dois amostras de outros produtos (bebida lactea fermentada, leite
achocolatado, sobremesa de base lactea), todas dentro do prazo de validade,
foram coletadas nos diferentes mercados da cidade, no periodo de fevereiro de
2015 até setembro de 2015. As amostras de produtos lacteos foram
transportadas em suas embalagens originais até o Laboratério de Microbiologia
e Higiene Industrial do Departamento de Tecnologia de Alimentos. Quando
necessario, as amostras eram armazenadas a 8 °C, antes das analises

microbiologicas.

4.2. Isolamento e Enumeracgao de Bacillus cereus em produtos lacteos

Para enumeracgao e isolamento de B. cereus foram executadas duas
metodologias. Na primeira, usou-se a contagem em placas, onde foi tomada de
maneira asseptica uma aliquota de 25 g para produtos solidos ou 25 mL para
os produtos liquidos de cada uma das 129 amostras de produtos lacteos
coletadas, sendo reconstituida em 225 mL de solugao salina peptonada (Oxoid,
Hampshire, Inglaterra) e homogeneizada durante 5 min em stomacher
considerando-se esta diluicdo de 10"'. Apds homogeneizacgdo, 0,1 mL das
diluicdes seriadas 102, 103, 10®* e 10° foram plaqueadas em meio seletivo
Mannitol-Egg Yolk—Polymyxin agar (MYP) e espalhado com al¢a de Drigalski e
incubado por 24 h a 37 °C. O segundo método foi qualitativo, para isso, uma

aliquota de 9 mL da diluigdo 10" de cada produto lacteo analisado menos a
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leite achocolatado foi transferida para tubo de ensaio esterilizado e adicionado
de 1 mL de polimixina B 50000 Ul/mL e armazenada a temperatura de 30 °C
por 48 h para ser plaqueado novamente em meio seletivo MYP, com o objetivo
de avaliar a presencga de B cereus apos estocagem. As colbnias tipicas de B.
cereus, nas duas metodologias, apresentam cor résea, rodeadas por um halo
de precipitagao de lecitinase (APHA, 2005; BARROS et al., 2001)

4.3. IDENTIFICAGAO DOS ISOLADOS

4.3.1. Identificagao Fenotipica

Para a confirmagé&o dos isolados foram feitos analises morfolégicas com
coloragao de Gram e testes bioquimicos como motilidade e redugao de nitrato,
fermentacao anaerdbica de glicose, descomposi¢cao da tirosina e crescimento
rizoide (APHA 2005). Cada um dos testes é detalhado a seguir.

4.3.2. Motilidade e reducao de nitrato

Tubos contendo agar motilidade-nitrato foram inoculados com os
isolados, utilizando alga de platina do tipo agulha e incubados a 35 £+ 1 °C por
18 a 24 h. Apds incubacao, verificou-se o tipo de multiplicagdo presente.
Culturas iméveis mostram multiplicacdo apenas na linha de inoculagao,
enquanto as que apresentam motilidade multiplicam-se de forma difusa. B.
cereus em 50 % a 90 % dos casos mostra-se movel. Apds a leitura da
motilidade, foram adicionados aos tubos 2 a 3 gotas de a-naftilamina 0,5 % p/v
e 2 a 3 gotas de acido sulfanilico 0,8 % p/v. O aparecimento de coloragéo
résea indica positividade para reducdo de nitrato. Quando nao houver
desenvolvimento de coloragdo, adiciona-se ao tubo alguns miligramas de po de
zinco. Nesta situacdo, o aparecimento de coloracdo rosea indica reacao
negativa, enquanto o ndo desenvolvimento de cor indica positividade pois B.

cereus reduz o nitrato a nitrito.

4.3.3. Fermentagao anaerdébica de glicose

Tubos contendo 3 mL de caldo de vermelho de fenol dextrose foram
inoculados com os isolados usando-se alca de platina e incubados a 35+ 1 °C

por 24 h em anaerobiose. Mudanca de cor vermelho para amarelo indica que
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foi produzido acido. O &cido é produzido a partir da glicose, em condi¢des de

anaerobiose, por B. cereus e outros membros do grupo Bacillus.

4.3.4. Decomposigao da tirosina

Superficies de agar tirosina (inclinado em tubo) foram inoculadas com os
isolados por estrias usando-se alga de platina. Os tubos foram incubados a 35
+ 1 °C por 48 h. Apds incubacéo, observa-se o aparecimento de uma zona

clara proxima ao crescimento, produzida pela decomposicéo da tirosina.

4.3.5. Crescimento rizoide

Superficies de agar nutriente foram inoculadas com isolados usando-se
alca de platina, depositando-se o inéculo no ponto central que foram incubadas
a 35+£1°Cpord48a72h.

Apos incubagado observou-se o crescimento rizoide que se caracteriza
pelo aparecimento de colénias com longas extensées em forma de raizes ou
longos fios. Isolados tipicos de B. cereus nao apresentam crescimento rizoide,

porém algumas estirpes podem apresentar colénias rugosas em forma rizoide.

4.4. IDENTIFICAGAO GENETICA
4.4.1. Extracao de DNA

A extracdo de DNA gendmico dos isolados positivos nas provas
bioquimicas e coloragdo de gram foi realizada com o kit Bacterial Genomic
DNA Isolation (Promega, Estados Unidos), de acordo com as instrucbes do

fabricante.

Para a extracdo de DNA, os isolados foram reativados em tubos
contendo 10 mL de Brain Heart Infusion (BHI) e incubados a 35 °C durante 24
h. A partir de cada tubo inoculado, foram tomadas amostras de 1 mL, para ser
transferida a tubos de 1,5 mL os quais foram centrifugados a 14.000 g por 2
min para obtencdo de um pellet de cada amostra, sendo o sobrenadante
descartado, apds a centrifugagédo. O pellet foi ressuspendido em 480 uL de
EDTA 50 mM e misturado com 120 uyL de solugédo de lisozima (400 mg/mL)
para permitir a degradacdo da parede celular e a liberacao total do DNA

bacteriano e submetido ao vortex por 30 s.
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Os tubos contendo as amostras foram incubados em banho-maria a 37
°C por 60 min, seguido por centrifugacdo a 14.000 g por 2 min € o
sobrenadante descartado, apds a centrifugagdo. Adicionaram-se 600 pL de
Nuclei Lysis Solution em cada tubo e foram incubados em banho-maria a 80 °C
por 5 min, e apds resfriamento a temperatura 25 °C adicionaram-se 3 uL de
RNase Solution e submetido a vortex por 20 s. Foi feita incubagao a 37 °C por
60 min novamente e apds resfriamento a temperatura ambiente ( 20-25 °C)
foram adicionados a cada tubo 200 pyL de Protein Precipitation Solution e

submetidos a vortex por 20 s e incubados em gelo por 5 min.

As amostras foram centrifugadas novamente a 14.000 g por 3 min e o
sobrenadante contendo DNA transferido a tubo limpos contendo 600 pL de
isopropanol, os quais foram centrifugados a 14.000 g por 2 min. O
sobrenadante foi descartado e foram adicionados 600 pL de etanol 70 % para
submeter as amostras novamente a centrifugacéo a 14.000 g por 2 min e apos
essa etapa permitiu-se a evaporacao do etanol de cada tubo. Foram
adicionados a cada tubo seco, 100 pyL de DNA Rehydration Solution e

armazenados a 4 °C até utilizagao.

4.4.2. Confirmagao genética usando gene 716S

A confirmacao dos resultados dos testes fenotipicos foi realizada pelas
analises de PCR para o gene que codifica a regiao 16s. Foram utilizados os
primers  universais 27F (AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) e 1492R
(TACGGYTACCTTGTTACGACTT) sintetizados pela empresa Invitrogen, Life
Technologies, Carlsbad, CA, (FRANK et al., 2008). O volume final para cada
reacao de PCR foi de 25 uL, contendo 23 pL de mix e 2 yl de DNA. O mix
contém 5 pL de 5X Green GoTaq® Reaction Buffer, 2uL de MgCl,, 1,5 pL de
dNTPs, 1,0 yL de primer forward, 1,0 uL de primer reverso, 0,2 uL de GoTag®
DNA Polymerase com uma concentracdo de (5u/uL) e 12,3 pL de H,0O ultra
pura. O protocolo para a PCR foi o seguinte: 4 min de desnaturagao a 94 °C;
35 ciclos de amplificagdo a 94 °C por 30 s, anelamento a 52 °C por 45 s, e

extensao a 72 °C por 3 min.
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4.5. Detecgao dos genes nhe, hbl, e cytk

A avaliagdo da presenga dos genes produtores das toxinas causadores
da sindrome diarreica foi realizada pelo PCR convencional com um volume
final para cada reacéo de 25 pL, contendo 23 pL de mix e 2 yL de DNA. O mix
contém 5 pL de 5X Green GoTaq® Reaction Buffer , 2uL de MgCl,, 2uL de
dNTPs, 1 uL de primer forward, 1 puL de primer reverso, 0,2 ul de GoTaq® DNA
Polymerase com uma concentragcédo de (5u/uL) e 13,8 2uL de H,O ultra pura
para cada um dos isolados que apresentaram carateristicas fenotipicas e
genotipicas correspondentes ao B. cereus. As condigdes do termociclador
foram as seguintes: 3 min de desnaturagdo a 94 °C; 32 ciclos de amplificagédo a
95° C por 45 s, anelamento a 52 °C por 45 s, e extensao a 72° C por 1 min.

Os primers utilizados, com base em trabalhos publicados por Ehling-Schulz e

colaboradores (2006) sao listados na Tabela 1.

Tabela 1: Primers utilizados neste estudo

Primer  Gene Primers no sentido 5’-3’ Fragmento Temperatura de

amplificado
anelamento

(pb)

HD2F hbl GTAAATTAIGATGAICAATTTC 1091 52°C

HA4R AGAATAGGCATTCATAGATT

NA2F nhe AAGCIGCTCTTCGIATTC 766 52°C

NA4R ITIGTTGAAATAAGCTGTGG

CKF2 cytk ACAGATATCGGICAAAATGC 421 52°C

CKF5 CAAGTIACTTGACCIGTT GC

Fonte: Ehling-Schulz et., al.2006
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4.6. Avaliagao de produgao de enterotoxinas

A producéao de enterotoxinas por isolados confirmados como B. cereus
e que apresentaram os genes de enterotoxicidade foi determinada com o kit
rapido GLISA Duopath® Cereus Enterotoxins (Gold Labelled Immuno Sorbent
Assay), (MERCK). Seguiu-se o protocolo recomendado pelo fabricante para
determinacao qualitativa de enterotoxinas de B. cereus. Para isso cada isolado
foi resuspendido e incubado em caldo BHI por 24h a 35 °C, apds incubacao
uma aliquota de 0,9 mL do inéculo pré-incubado foi transferido para um novo
tubo de ensaio esterilizado contendo 9,0 mL caldo CGY (Casitone Glycerol
Yeast Autolysate, MERK) esterilizado ao qual foi adicionado previamente 0,1
mL de solugéo de glicose a 10 % esterilizado. Esta mistura foi homogeneizada
no vortex € novamente incubada por 24 h a 35 °C. Apds incubagdao uma
aliquota de 0,15 mL foi transferida para a placa teste onde foi observado o
resultado apds 30 min. A sensibilidade deste kit € de 6 ng/mL para nhe e 20
ng/mL para hbl. O teste detecta 100 % do B. cereus enterotoxigénico apos

enriquecimento de 24 h em caldo CGY a 37 °C.

5. RESULTADO E DISCUSSAO

5.1. Isolamento

Das 129 amostras de produtos lacteos analisadas, 69 (53,3%)
apresentaram colbnias tipicas carateristicas de B. cereus em meio de cultura
seletivo MYP, tanto no teste quantitativo como no qualitativo e foram
submetidas aos testes de identificagao fenotipicos. Estes resultados indicam a
presenca tanto de células vegetativas como esporos em mais da metade dos
produtos analisados o que pode ser causado por falhas nas diversas etapas de
processamento. B. cereus tanto na forma vegetativa como esporulada pode
estar presente em todas as etapas de processamento os principais pontos de
contaminagdo sao apresentados na cor vermelha no fluxograma de

processamento dos diferentes produtos analisados Figura 1.
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5.2. Presenca de Bacillus cereus nos produtos lacteos analisados

Foi observada multiplicacdo com formacao de col6nias carateristicas de
B. cereus tanto no teste quantitativo como qualitativo em 19 (76 %) das 25
amostras de leite em po6 analisados. No entanto, os valores de contagens em
placa para este produto ndo foram maiores que 1,92 log UFC/g. Estes valores
se encontram dentro dos limites estabelecidos pela legislagcdo brasileira para
leite em po, que é, no maximo, 5,0 x10® UFC/g ou 3,70 log UFC/g (BRASIL,
2001).

Para o leite pasteurizado 30/34 (88,24%) amostras analisadas
apresentaram multiplicacdo de colOnias tipicas carateristicas de B. cereus em
meio de cultura seletivo MYP, nos dois métodos testados. Para o leite
pasteurizado foram observados valores de contagem em placa no teste
quantitativo que variaram de 1,30 log UFC/mL até 3,00 log UFC/mL. Para B.

cereus nao existe legislagao para leite pasteurizado no Brasil.

Para a ricota 10/27 (37,0 %) amostras analisadas apresentaram
multiplicagdo de colbnias tipicas carateristicas de B. cereus em meio de cultura
seletivo MYP, nos dois métodos testados. Os valores de contagem em placa no
teste quantitativo para este produto variaram de 2,72 log UFC/g a 5,32 log
UFC/g.

Para leite UHT foram analisadas 21 amostras das quais nenhuma foi
positiva para presencga de B.cereus pelo método de contagem em placa. Apds
pre-enriquecimento no teste qualitativo, 7/21 (33,3 %) das amostras
apresentaram multiplicacdo com formacdo de colbnias carateristicas de B.
cereus em meio de cultura seletivo MYP, apds a incubagdo 30 °C por 48 h,
com aparente coagulacdo doce do leite. A ocorréncia de B. cereus apos
incubacéo foi possivelmente devida influéncia da temperatura e das condigbes
nutritivas do meio de enriquecimento (leite) que em auséncia de flora
competitiva favoreceu a germinagao dos esporos e subsequente multiplicagcao
do B. cereus. Estudos realizados por Johnson, Nelson e Busta (1983) utilizando

meios ricos em nutrientes observaram que a germinagdo, de este micro-
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organismo poderia ocorrer na faixa de temperatura entre 5 °C e 50 °C, porém
sendo mais rapida a 30 °C. (WATANUKI, 2008).

Nas amostras de leite achocolatado e de sobremesa de base lactea ndo
foi detectada a presenca de B. cereus pelo método de contagem em placa, o
método de qualitativo ndo foi realizado nestas amostras. No entanto, 3
amostras de bebida lactea fermentada, apresentaram crescimento de colbnias
tipicas de B. cereus pelo método de contagem em placa , com valores que
variaram de 2,00 log UFC/mL a 2,40 UFC/mL na Figura 2 é apresentada a

ocorréncia de B. cereus em todos os produtos analisados.

Ocorréncia de B. cereus em produtos lacteos
comercializados na micro-regido de Vigosa
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Figura 2: Ocorréncia de Bacillus cereus nos diferentes produtos lacteos
analisados.

No Brasil, Rezende-Lago e colaboradores (2007) analisaram 120
amostras de produtos lacteos comercializados na regido de Ribeirdo Preto, S&o
Paulo, e encontraram B. cereus em 22 (73,3 %) de 30 amostras de leite em pod
analisadas. Para outros produtos os valores de prevaléncia foram os seguintes:
leite cru 15/30 (50 %), leite pasteurizado 29/30 (96,7 %) e leite UHT 4/30 (13,3
%). Outro trabalho realizado por Watanuki e Gallo (2008) na regido de
Piracicaba, Sdo Paulo, determinou valores de prevaléncia de B. cereus de 61,3
% para produtos como leite cru, leite pasteurizado e leite UHT vendidos nessa
regido. Os valores de contagem em placa encontrados por esses autores
variaram de <1,00 log UFC/mL até 3,10 log UFC/mL dependendo do produto
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analisado, sendo o leite pasteurizado o produto com maiores contagens. Deve-
se ressaltar que estes valores de contagens se encontram de acordo com os
valores encontrados nesse estudo para os mesmos produtos analisados. O
nivel de contaminagao do leite cru pode variar de acordo com as mudangas
sazonais. Além disso, estudos tém demonstrado que contagens maximas de
esporos de B. cereus no leite ocorrer durante a estacdo de pastoreio, e
contagens minimas ocorrem em inverno (BARTOSZEWICZA at al., 2008).
Trabalhos recente realizado por Rezende e colaboradores, em 2015
avaliaram a presencga de B. cereus em leite cru, leite pasteurizado e leite UHT
na regido de Sdo Paulo e encontraram valores de ocorréncia de 51,6 % para
leite cru, 81,6% para leite pasteurizado, e 13,8% para leite UHT. Estes
resultados nos trés trabalhos citados realizados no Brasil mostram-se muito
similares aos encontrados em nosso estudo, o que indica uma ocorréncia
uniforme de B. cereus em produtos lacteos comercializados em diferentes

regides do Brasil.

A ocorréncia de B. cereus em todos os produtos analisados poderia ser
atribuido a baixa qualidade da matéria-prima ou praticas higiénico-sanitarias
insatisfatorias, tanto nas etapas de produgcdo e processamento ou outros
fatores, como a capacidade desta bactéria em se aderir e formar biofilmes em
superficies de equipamentos, o que pode favorecer a contaminacdo de
produtos lacteos em toda a cadeia produtiva, tornando estes produtos

potencialmente perigosos para a saude humana (SVENSSON et al., 2004).

O soro utilizado para a fabricacdo de ricota, embora seja acidificado e
aquecido a 85-90 °C, é bastante suscetivel a contaminagdo por micro-
organismos, e fatores como, contaminagcdo do ar, resfriamento lento, alta
umidade e seu pH favorecem a contaminagdao e sobrevivéncia microbiana
(FERNANDES et al., 2014).

Esper (2006), avaliando 45 amostras de ricota comercializadas no
municipio de Campinas, Sao Paulo e observou que 46,7% das amostras
estavam em desacordo com o0s parametros microbioldgicos exigidos pela
legislagcado Brasileira, Além disso, uma avaliagdo complementar mostrou que
51,1% das amostras estavam contaminadas com B. cereus, sendo que 28,9%
com contagem na faixa de 2,00 log UFC/ga 6,00 log UFC/g e 85,7% (36/45) dos

isolados analisados apresentavam potencial enterotoxigénico.
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Trabalho realizado por Fernandes e colaboradores (2014), analisou
126 amostras tanto de matéria-prima como superficies procedentes de
diferentes pontos de fabricacdo de ricota em uma fabrica no sul de Minas
Gerais. Esses pesquisadores observaram a presenca de B. cereus em
matérias-primas, amostras de superficie e no produto ja processado. A
contagem de B. cereus em leite pasteurizado foi maior que no leite cru, o que
foi atribuido aos esporos presentes nas matérias-primas que foram ativadas
durante a pasteurizagdo. Subsequentemente, estes esporos germinaram, se
multiplicaram no leite pasteurizado e contagens de B. cereus de até 3 log
UFC/mL no queijo e no soro também foram observadas.

Essa situagao é justificada pela composigdo desses produtos, sendo
rico em nutrientes, com elevada atividade de agua e um pH (6,0) que favoravel
a multiplicagcdo de micro-organismos. Além disso, o soro retirado do
processamento da ricota estava a uma temperatura média de 39 °C. Entre as
superficies que entraram em contato com a ricota, a forma pode ser destacada
como uma fonte potencial de contaminagdo com B. cereus, com contagens de
até 7,23 log UFC/cm?

Trabalho realizado por Wong e colaboradores (1988), avalio a
prencenca de B. cereus em leites fermentadas encontrando em 17% das
amostras analisadas o micro-organismo. Para produtos fermentados existem
poucos dados de literatura sobre a ocorrencia de este micro-organismo.

Os trabalhos anteriormente citados mostram-se uniformes com os
resultados do nosso trabalho, sendo a diferenca entre os valores de ocorrencia
devidas a fatores como o tempo de estocagem, qualidade da matéria-prima e
infraestrutura de produgcdo que podem favorecer a multiplicagdo deste micro-
organismo. Pode-se destacar nestes trabalhos que o queijo ricota pode ter uma
alta contaminacado durante todas as etapas de processamento, o que pode ser
devido a falhas nos processos de higienizagcdo de equipamento com formacéao
de biofilmes e matérias-primas com altas concentracoes de celulas vegetativas

e esporos, que favorecem a contaminacao do produtos ja terminados.
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5.3. Identificagao genética

Os 69 isolados que apresentaram carateristicas fenotipicas similares a
B. cereus foram analisados pela técnica de PCR para o gene 16s amplificando
um fragmentos de DNA de aproximadamente 1465 pb Figura 3.

pmae2 05 4 5 6.7 8 91011 12 153714

Figura 3: Eletroforese em gel de agarose 1 % para a PCR do gene 16S; linha
M: marcador 100 bp linhas 1, 2, e 3, isolado de leite em po; linhas 4, 5, e 6
isolados de leite pasteurizado; linhas 7, 8, e 9 isolado de leite UHT; linhas 10,

11 e 12, isolado de queijo tipo ricota; linhas 13 e 14 isolado outros produtos.

Apos o sequenciamento do fragmento amplificado na MACROGEN,
Coréia, os 69 isolados dos diferentes produtos lacteos analisados
apresentaram perfis genéticos com similaridade entre 99-100% para trés
estirpes de B. cereus comumente isoladas de leite e produtos lacteos (B.
cereus KAVK4,B. cereus SVK1 e B. cereus ATCC 4342), apds comparagao no
banco de dados do NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/), utilizando o algoritmo
BLASTN. Os perfils genéticos dos isolados presentes em cada produto

analisado séo apresentados na Tabela 2.

23



Tabela 2: Perfil genético dos isolados presentes em cada um dos diferentes

produtos lacteos analisados

Produto lacteo Estirpe Identificagcao Similaridade
Analisado GenBank %
Leite em pé B. cereus KAVK4 KP792775.1 99
B. cereus SVK1 KF612021.1 99
B. cereus ATCC 4342 CP009628.1 100
Leite pasteurizado B. cereus KAVK4 KP792775.1 99
B. cereus SVK1 KF612021.1 99
Leite UHT B. cereus KAVK4 KP792775.1 99
Queijo ricota B. cereus KAVK4 KP792775.1 99
outros B. cereus KAVK4 KP792775.1 99

As sequéncias de acidos nucléicos do gene 716S que codifica para o
rRNA de um isolado de cada produto analisado foi comparada com a
sequéncia da estirpe B. cereus KAVK4 por ser a mais presente em cada

produto analisado, as quais s&o apresentadas na Figura 4.
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AGGETTTCCGL CCTT TAGT G TEAA ST TARAC GCATTARGCACT CCEC CTEEEERGTADES
AGGETTTCOCECCCTT TAGT L TEAA ST TARAC GCAT TARGCACT CC L CTEEEEAETADES

AGEETTTCCEGCCCTTTAST GO TEARACGT TARM CGCATTAARCACTCCGOCT GEEEARETADES
R s e I e L I e S s e e T

COGCARGECTEAARC TCARAGEART TEAL GEEEE0 CCGOAC AR GC GETEEAGCATET EET
COGCARGEC TEAARC TCARMCEART TEAC GRG0 CCGCACARCGC G TEEAGCATET EET
COGCARGEC TEAARC TCARAGEART TEAL GEEEEC CCGCACAR G FETEEAGCATET 5T
COGCARGECTEAARC TCARAGEART TEAL GEEEE0 CCGOAC AR GC GETEEAGCATET EET
COGCARGEC TEAARC TCARAGEART TEAL GEEEEC CCGCACAR G FETEEAGCATET 5T

COECARMECTEARACTCAAAMGGA AT TEAD BREGE0 CCELACAAGC GETEEACGCATETEET
R s e e R I e L I s S S s s TR s L T T

TTARTTCEARGCARC GO GAACAACCTTACCAGETCTTGACATCCTCTGARRRCCCTAGA R
TTAARTTCEGARGCARC G GAMGAACC TTACCAGSTCTTGACATCCTCT GACARCCC TAGAS
TIAATTCEARAGCARDEOEAAGA ACCTTACCARETCTTEACAT CCTCTGACAACCCTAGALR
TTARTTCEARGCARC GO EAACAACCTTACCAGETCTTGACATC CTCT GARRRC CC TAGAG
TTAART TCEARGCARC G GAAGAACC TTACCAGETCTTGACATCCTCT GACARCOC TAGAG

TTAATTCEARGCAACECGARMARCCTTACCAGETCTTGACATCCTCTGACARACCCTAGAR
L L L R s Ly e L I I T e T

ATAGGECTTCTCCTT CEEERAGCAGR
ATAGEECTTCTCCTT OSEERAGTARR
ATAGGECTTCTCCTT CEEERAGCAGR
ATAGGECTTCTCCTT CEEERAGCAGR
ATAGEECTTCTCCTT CSEERAGTAGR

Figura 4: Comparacao de sequéncias de DNA do gene 716S de um isolado de
cada um dos produtos lacteos analisados com a sequéncia da estirpe Bacillus
cereus KAVK4.

Apo6s comparacao entre as sequéncias de DNA obtidas neste trabalho
com a sequéncia da estirpe Bacillus cereus KAVK4, pode-se observar pouca
variabilidade entre as sequencias comparadas, 0 que indicaria que as estirpes

presentes nestes produtos lacteos poderiam ser as mesmas.
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Vidal e colaboradores (2015) além de mostrar a alta ocorréncia de B.
cereus em produtos lacteos, verificaram que existe pouca diversidade entre
estirpes isoladas de leite cru e estirpes isoladas de produtos processados.
Pesquisa realizada por Salustiano e colaboradores (2009) também constatou a
presenga B. cereus em um laticinio da microrregido de Vigosa, elos analisaram
12 isolados de leite pasteurizado e 30 isolados de superficies e equipamentos
de pos-pasteurizacdo do mesmo laticinio. A presenca de sete ribotipos foi
demonstrada, mas a maior parte dos isolados pertencia a mesma estirpe
encontrada em quatro superficies e no leite, indicando contaminagdo poés-
processamento.

Presenca de B. cereus em leite UHT esta relacionada a limpeza
inadequada da equipamento, a temperatura de pasteurizagdo inadequada ou
contaminagao pos-processamento (BAHOUT, 2000).

Trabalho realizado por Malek e colaboradores (2013) analisaram
diferentes isolados coletadas de um mesmo laticinio e as classificou em trés
gendtipos diferentes e determinou um nivel muito baixo de diversidade, entre
as estirpes analisadas, sendo a maior parte foram clasificadas como
pertenecentes ao genotipo A, apesar de suas origens diversas. Dezessete
isolados coletados a partir de equipamentos da linha processamento, eram
semelhantes ao gendétipo A, o que sugere como principal fonte de

contaminagao a matéria-prima utilizada, que neste caso seria o leite em po.

5.4. Amplificagdo dos genes de viruléncia

Os 69 isolados de produtos lacteos identificados como B. cereus de trés
estirpes diferentes apresentaram amplificagcdo de fragmentos de DNA para os
genes nhe 766bp, hbl 1091bp e cytk 421bp produtores de enterotoxina
diarréica, Figuras (5,6 e 7) e foram tipificados em trés perfis genéticos para as

toxinas produtoras desta sindrome (Tabela 3).

27



Figura 5: Eletroforese em gel de agarose 1 % para a PCR do gene nhe. Linha
M: marcador de 100 bp; linha 1, isolado de leite em po; linha 2, isolado de leite
pasteurizado; linha 3, isolado de leite UHT; linha 4, isolado de queijo tipo ricota;

linha 5, isolado outros produtos.

Figura 6: Eletroforese em gel de agarose 1 % para a PCR do gene hbl. Linha
M: marcador de 100 bp; linha 1, isolado de leite em po; linha 2, isolado de leite
pasteurizado; linha 3, isolado de leite UHT; linha 4, isolado de queijo tipo ricota;

linha 5, isolado outros produtos.
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Figura 7: Eletroforese em gel de agarose 1 % para a PCR do gene cytk. Linha
M: marcador de 100 bp; linha 1, isolado de leite em po; linha 2, isolado de leite
pasteurizado; linha 3, isolado de leite UHT; linha 4, isolado de queijo tipo ricota;

linha 5, isolado outros produtos.

Tabela 3: Perfis genéticos para os genes produtores de enterotoxina diarréica

nos 69 isolados analisados.

Perfil genético

Produto lacteos (nhe”,
hbl*, cytk™) (nhe®, cytk?) (hbl", cytk’) isolados

Leite em pd 11 8 19

Leite pasteurizado 20 9 1 30

Leite UHT 3 4 7

Queijo tipo ricota 7 10

outros 1 3
Total 69

Para confirmagao do resultado, o produto da PCR para cada um dos
trés genes produtores de toxina diarreica foi enviado para sequenciamento na
empresa MACROGEN. Uma sequéncia do gene nhe de uma estirpe presente
em cada um dos produtos analisados foi comparada com a sequéncia do gene
nhe da estirpe B. cereus NVH 0075-95 GENBANK numero DQ153257.1
apresentando similaridade de 99 % para este gene.

Para as sequéncias do gene hbl obtida neste trabalho, a similaridade
foi de 99 % quando foi comparada com sequéncia do gene hbl GENBANK
numero AY786407.1. As sequéncias do gene cytk foram comparadas com a
sequéncia da estirpe B. cereus NVH762-00 GENBANK numero KP409135.1,
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dando uma identidade de 98 %, comparagdo das sequéncias dos genes
produtores de toxinas sdo apresentados na tabela 4. Estes resultados

confirmam a amplificacéo destes genes pela técnica de PCR.

Tabela 4: Similaridade genética dos genes produtores de enterotoxinas

amplificados na PCR comparados as sequéncias disponiveis no GenBank

Produto Gene Estirpe Similaridade (/) Genbank

Leite em pd

Leite UHT

Leite pasteurizado Nhe Bacillus cereus 99 DQ153257.1
Queijo NVH 0075-95

Outros

Leite em pd

Leite UHT

Leite pasteurizado Hbl Bacillus cereus 99 AY786407 .1
Queijo

Outros

Leite em pd

Leite UHT

Leite pasteurizado Cytk Bacillus cereus 99 KP409135.1
Queijo NVH 762-00

Outros

Upasana (2014) avaliou a presenca dos genes produtores de
enterotoxinas em 77 isolados de B. cereus de diversos alimentos, dos quais 63
(82 %) dos isolados foram positivos para o gene nhe e 54 (72 %) para o gene
hbl. Outros trabalhos (MORAVEK et al., 2006, KIM at al.,2011) analisaram a
presencga e expressao dos genes nhe e hbl em 100 e 120 isolados de B. cereus
de alimentos, ambientes e surtos de intoxicacédo alimentar. Eles determinaram
valores de ocorréncia para gene hbl de 42 % e 90 % e para o gene nhe de 99
% e 94,2 %, respectivamente. Ja para produtos como leite pasteurizado, outros
autores (HANSEN & HENDRIKSEN, 2001, BARROS et al., 2001, ZHOU et al.,
2008) relatam valores de prevaléncia para o gene hbl de 33, 40 e 50 %
respectivamente. No Brasil, ARAGON-ALEGRO (2008) analisou isolados de

diversos alimentos e encontraram valores de ocorréncia para o gene hbl de
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67,7 % em 105 isolados e 99,4 % para o gene nhe em 154 isolados. Neste
trabalho nao foi possivel determinar a presenga do gene cytk nestes produtos.
Para o queijo ricota, trabalho realizado por Fernandes e colaboradores
(2014) analisou isolados provenientes tanto de queijo como superficies
procedente de uma planta de processamento de ricota em um laticinio no sul
de Minas Gerais, e encontraram valores de ocorréncia para os genes nhe e hbl
de 92,9 % e 38,1 %, respetivamente. Existem poucos trabalhos que relatam
valores de ocorréncia do gene cytk. Alguns autores (ZHOU et al.,2008,
BARTOSZEWICZA et al., 2008) relatam valores de 52,5 % de isolados com a
presenca do gene cytk, quando avaliaram diversos alimentos e 57 % em
isolados coletados em industrias processadoras de leite pasteurizado e de leite
UHT, e fazenda de gado leiteiro, ja para produtos como leite em pd e queijo

ricota ndo existem dados de literatura.

Os valores de ocorréncia para os genes nhe e hbl foram variaveis em
nosso estudo dependendo do produto analisado (Tabela 5), mas a média do
total dos produtos analisados foi de 99,3 % e 53,44 %, respectivamente, para
cada gene. Estes valores estiveram de acordo com os documentados por
outros pesquisadores, 0 que nos indica uma alta ocorréncia destes genes em
isolados provenientes de produtos lacteos podendo apresentar um potencial
patogénico, sendo que em todos os isolados analisados foi possivel detectar
pelo menos um gene produtor de enterotoxinas.

Tabela 5: Ocorréncia dos genes produtores de enterotoxinas dos isolados

analisados em cada produto.

Produto analisado Numero de Gene nhe Gene hbl Gene cytk
amostras % % %
analisadas
Leite em poé 19 100 57,8 100
Leite pasteurizado 30 96,6 70,0 100
Queijo ricota 10 100 30,0 100
Leite UHT 7 100 42,8 100
Outros 3 100 66,6 100
Média 99,3 53,44 100
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Com respeito a ocorréncia do gene cytk, os valores encontrados em
nosso trabalho superam os poucos valores relatados na literatura, o que pode
ser devido ao tipo de produto analisado. E importante ressaltar que a toxina
produzida por este gene € considerada de alta patogenicidade ja que ela tem
causado alguns casos de 6bito, na Franga. A cytk € altamente téxica para as
células epiteliais intestinais humanas, mostrando atividade necrética e
hemolitica, além disso € capaz de formar poros em bicamadas lipidicas
celulares (CASTIAUX et al., 2015). Por sua patogenicidade e alta prevaléncia
em produtos lacteos, torna-se importante o estudo desta enterotoxina, ja que
pessoas de todas as faixas etarias sdo consumidores desses produtos, o que a

tornaria um problema de saude publica.

5.5. Determinacao de producao das toxinas produtoras de sindrome
diarreica

5.5.1. Comparacao das sequéncias de proteinas obtidas a partir de
traducao de sequéncias de acidos nucleicos

Para determinagcédo da producgédo de enterotoxinas, as sequéncias dos
genes produtores de enterotoxinas foram comparadas com as depositadas no
banco de dados do NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/), utilizando o algoritmo
BLAST. Este algoritmo compara as sequéncias de proteinas a partir da
traducdo de uma sequencia de DNA. A sequéncia de proteina obtida para o
gene nhe a partir da sequéncia de DNA amplificado apresentou 100 % de
similaridade com a sequéncia GenBank numero AIE79091.1, Figura 8. Para o
gene hbl, a similaridade da proteina traduzida a partir do DNA amplificado foi
de 99 %, quando comparada a sequéncia de proteina GenBank referéncia
WP_000714431.1 Figura 9, e para o gene cytk, a similaridade entre as
proteinas foi de 98 %, Figura 10, quando foi comparada com a proteina
GenBank AKJ86786.1.

32



Isolados nhe
BH. cersus nphe

Isolados nhe
BH. cersus nphe

Isolados nhe
BH. cersus nphe

Isolados nhe
BH. cersus nphe

RATQASHFL*LYPGARSLELLKPROCHTEPQS *HYLV* * LLERTD PLLERLNLFFPLAHF

RATQASHFL*LYPGARSLALLRPROQMTEFQS *HYL,V+ *LLKRTD PLIERLNL.FFFLAHF
L e

KPSGPRRYSS* SL* AR TA* TCAC TV LA IWACTHFPAVNTAL SADRA I TL*GFFV]
KPSGPRRYSS* SL* AR TA* TCAC TV LA IWACTHFPAVNTAL SADRA I TL*GFFV]

ekttt rt kiR et E ek AR RS AT R AR EA R A AR R R A AR AR R R A AR E R A AR AR Y,

FLLSLYRY LI Y VRV I FRLI CLLIBFT T FINLI R FLE*TTT CICAFFHIFLRLD
FLLSLYRY LI Y VRV I FRLI CLLIBFT T FINLI R FLE*TTT CICAFFHIFLRLD

thEktrEtirrd R bR bR bR AR AR AR AR R R AR R R A AR AR AR A AT R R R AR AR R Y

HITV*REPIR**RP* SCHLTVH*PCEATY L IFRRCHLCELCEEL

HITV*HFEIR* *RP*SCHLTVH*PCEATY LIFRACHLCRLCFSL
e

Figura 8: Alinhamento da sequéncia de proteinas da toxina nhe, traduzida a

partir de DNA isolado de Bacillus cereus presente em varios produtos

analisados.
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Figura 9: Alinhamento da sequéncia de proteinas da toxina hbl, traduzida a
partir de DNA isolado de Bacillus cereus presente em varios produtos

analisados.
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Figura 10: Alinhamento da sequéncia de proteinas da toxina cytk, traduzida a
partir de DNA isolado de Bacillus cereus presente em varios produtos

analisados.

5.5.2. Producgao de enterotoxinas in vitro

Sessenta e oito (98 %) dos 69 isolados analisados apresentaram o
gene nhe na analise de PCR. Este gene foi expresso nos 68 isolados com a
producdo de pelo menos 6 ng/mL da nhe, limite minimo de detecgdo desta
toxina na metodologia utilizada. Dos 69 isolados confirmados como B. cereus
40 (57 %) apresentam a amplificagdo do gene hbl pela técnica de PCR , destes
em 30 (75 %) constatou-se a produgdo de pelo menos 20 ng/mL da toxina hbl,
Figura 11. Dos 30 isolados nos quais foi constatada a produgéo da toxina hbl 5
foram coletados da leite em pd, 10 do leite pasteurizado, 8 do ricota, 4 do leite
UHT e 3 da bebida lactea fermentada.

Figura 11: Determinagcao da producdo das enterotoxinas, hemolisina BL e
enterotoxina ndo hemolitica nhe, utilizando o kit GLISA Duopath® Cereus

Enterotoxins.
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Trabalho realizado por Guinebretiere e colaboradores (2002)
determinou que o gene hbl pode ser expresso em 42 % até 73 % das estirpes
envolvidas em caso de intoxicagao alimentar e o gene nhe em 97-99 % das
estirpes associadas a surtos, a expressdo do gene hbl parece menos
frequentes em isolados nao-patogénicos. A expressao dos genes nhe ou hbl
ocorre somente em algumas estirpes de B. cereus. Além disso, a expressao
simultdnea de ambas toxinas foi s6 documentada em algumas poucas
estirpes (SASTALLA et al.,2013).

Trabalho realizado no Brasil por Reis e colaboradores (2013) analisou
63 isolados de B. cereus coletados a partir de 260 amostras de leite
pasteurizado, leite UHT e leite em po, encontrando que 23 isolados possuiam
os 3 genes para producdo da enterotoxina hbl, dos quais 20 (86,9 %)
demostraram produgao de toxinas.

Trabalho realizado por Montanhini e colaboradores (2015) avaliou a
producdo da enterotoxina hbl em 23 estirpes de B. cereus isolados de leite
pasteurizado e leite em pd as temperaturas de 30 °C e 10 °C por 7 dias e
observou que 39 % das estirpes foram capazes de produzir a toxina sob
temperatura de refrigeragéo e 100 % a temperatura ambiente, o que indica que
diversas estirpes podem ter niveis variaveis de producao de enterotoxina, de
acordo com a temperatura de escotagem A temperatura de refrigeracao
recomendada para armazenamento de produtos lacteos é de 7 °C ou menos.
Mesmo assim, nas regides tropicais como Brasil ndo é raro encontrar produtos
armazenados a temperaturas acima do indicado, o que representa um perigo
para a saude do consumidor, dada a capacidade de produgao de toxina a

diferentes temperaturas.

A expressao destes genes de viruléncia em B. cereus é regulada por
um sistema sensor de quorum sensing composto pelo ativador transcricional
PLCR e o seu peptideo de ativagdo PAPR (GOHAR et al.,2008). Em muitas
bactérias patogénicas, a expressdo de genes de motilidade e fatores de
viruléncia sdo coordenadamente regulado em um link, o que parece existir em
B. cereus e B. thuringiensis, que tém motilidade por flagelos peritriqueos. Por

exemplo, em mutantes do PLCR, a motilidade reduziu e a transcricdo dos
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genes que codificam o Hbl e fosfatidilinositol-fosfolipase C especifica
decresceu (FAGERLUND et al.,2010).

De acordo com a classificagdo proposta por Guinebretiere e
colaboradores (2008), os isolados presentes em produtos lacteos
comercializados em Vigosa se enquadram no Grupo Ill, considerado de
elevada enterotoxicidade e geralmente associado a sindrome diarreica
(GUINEBRETIERE et al., 2010).

6. CONCLUSAO

A partir das analises microbioldgicas realizadas, foi constatada a
ocorréncia de B. cereus em todos os produtos lacteos avaliados. Na maior
parte dos produtos, os valores de contagens obtidos n&o apresentam risco para
a saude e estdo aptos para o consumo humano alguns autores afirmam que
contagems acima de 10* ate10° UFC/g podem originar a produgao de toxinas o
que tornaria produtos com estes contagens perigosos para a saude. A excegao
foi o queijo ricota que em algumas amostras atingiu valores de contagem
relativamente altos, cerca de 10° UFC/g, que podem apresentar riscos para a

saude humana.

Nas analises de identificagdo molecular do micro-organismo, pdde-se
constatar a presenca de trés estirpes diferentes nos produtos analisados,
sendo predominante a estirpe B. cereus KAVK4 em todos os produtos, o que
sugere uma melhor adaptagdo desta estirpe para sobreviver nestes tipo de

produtos analisados, maquinas e equipamentos e ambientes de producao.

Em todos os isolados analisados foram encontrados pelo menos um dos
genes produtores de enterotoxinas diarreica. Estes resultados sugerem que
dependendo das condi¢gdes de comercializacdo e estocagem, em particular a
temperatura inadequadas de refrigeracéo, populacdes de B. cereus presentes
dos diversos produtos lacteos podem se multiplicar ate atingir numeros
suficientes para iniciar a producdo de toxinas, tornando estes produtos

perigosos para 0 consumo humano.
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