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RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM BIODIVERSIDADE E SAUDE

Jeane Quintanilha Chaves

Neste estudo, foram analisadas 167 cepas [82 B. thuringiensis (Bt), 70 B. cereus (Bc) e 15 B.
mycoides], isoladas no Brasil e provenientes de diversas origens. Foram avaliados alguns aspectos
fenotipicos, tais como, a capacidade de motilidade, atividade hemolitica, producdo de lecitinase e
hidrélise do amido, bem como, gendtipos relacionados ao potencial toxigénico e de viruléncia. A
maioria das estirpes produziu enzimas extracelulares, tais como, amilase e lecitinases, o que ressalta o
potencial deteriorante dessas espécies. A motilidade e a atividade hemolitica apresentaram proporcoes
semelhantes nas cepas analisadas. A maioria das estirpes (155, 93%) foi B-hemolitica. A expresséo
dos genes toxigénicos e de viruléncia foram investigados através da PCR. De acordo com a ocorréncia
dos genes das enterotoxinas e da toxina emética, as cepas selecionadas foram divididas em 7 perfis
toxigénicos. O perfil predominante, o perfil I, incluiu 119 cepas (71%) que foram positivas para todos
0s genes das enterotoxinas. As enterotoxinas HBL e NHE foram detectadas em 143 (86%) e 164
(98%) das cepas, respectivamente. Todas as cepas possuem gendtipo positivo para entFM. O gene da
cytK-2 estava presente em 134 cepas (80%). Todas as cepas foram negativas para os genes cytK-1 e
ces. Na distribuicdo dos fatores de viruléncia, o perfil predominante, o perfil I, (20%, 34/167) incluiu
cepas positivas para todos determinantes hemoliticos, sendo divididos em 24 perfis. Entre os genes de
viruléncia a hlylll foi o mais prevalente (130/78%). O gene piplc foi encontrada em 112 cepas (67%) e
0 gene pcplc em 118 cepas (71%). J& o gene sph foi detectado em 76 estirpes (45%). O gene menos
comum, a hlyll foi detectada em 69 das estirpes (41%). Para ambos os perfis, a espécie Bt apresentou
alta prevaléncia desses gendtipos. Somente o gendtipo mesofilico (gene cspF) foi detectado nas cepas
selecionadas. Além das 28 cepas que amplificaram todos os fatores de viruléncia (20 Bt e 8 Bc), 12
cepas (3 Bt e 9 Bc) foram selecionadas randomicamente entre as 167 estirpes, as quais foram
submetidas a caracterizagdo genotipica por rep-PCR e MLST. Através da analise do rep-PCR,
observa-se que a distribuicdo das sequéncias rep-PCR em Bt, tende a ser menos variaveis, havendo
uma propensao para o agrupamento dos perfis eletroforéticos especificos de cepas de Bt, ndo sendo a
mesma orientacdo apresentada pelas cepas de Bc, que demonstraram perfis altamente polimérficos. O
MLST permitiu caracterizar e observar as relacBes filogenéticas entre as estirpes selecionadas
agrupando-as em 20 STs, com 17 dos STs apresentando perfis alélicos novos (ST156 a ST170). A
analise por MLST demonstrou que as cepas de distintas fontes compartilhnam origens clonais comuns
surgindo de diferentes grupos filogenéticos. A expressiva distribuicdo dos determinantes de viruléncia
observada entre as cepas estudadas atesta o dinamismo e o alto potencial toxigénico e deteriorante,
fatos que provavelmente contribuem para entender a epidemiologia e a biodiversidade das espécies
que compdem o B. cereus L.s.
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ABSTRACT

PhD THESIS IN: BIODIVERSIDADE E SAUDE

Jeane Quintanilha Chaves

In this study, 167 isolates [82 B. thuringiensis (Bt), 70 B. cereus (Bc) and 15 B. mycoides],
isolated in Brazil from diverse sources were analyzed. Some phenotypic aspects such as motility,
hemolytic activity, lecithinase production and hydrolysis of starch, as well as toxigenic and
virulence genotypes were evaluated. Most isolates produced extracellular enzymes, such as
amylase and lecithinases, which emphasizes the spoilage potential of these species. Motility and
hemolytic activity were found in similar proportions among the isolates analyzed. The majority of
the isolates (155, 93%) were B-hemolytic. Detection of toxigenic and virulence factors were
investigated by PCR. According to the occurrence of genes encoding enterotoxins and the emetic
toxin, the isolates were divided into 7 toxigenic patterns. The predominant toxigenic pattern was
type | (119, 71%) which included isolates positive for all toxin genes but ces. The nonhemolytic
enterotoxin (NHE) was found in 164 isolates (98%) positive for the three genes (nheA, nheB,
nheC). All isolates were positive for entFM. Enterotoxic HBL complex (hblA, hbIC and hbID)
was found in 143 (86%) isolates. The cytK-2 gene was present in 134 (80%) isolates. All isolates
were negative for cytkK-1 gene. For the additional virulence factors analyzed, 24 patterns were
observed and the predominant pattern was type | (20%, 34/167) which included isolates positive
for all hemolytic genes. Among the additional virulence genes studied hlylll was the most
prevalent and was found in 130 (78%) isolates. piplc was found in 112 (67%) isolates and pcplc in
118 (71%) isolates. sph was detected in 76 (45%) isolates. Far less common, hlyll was detected in
69 (41%) of the isolates. For both, toxigenic and virulence patterns, Bt lineages showed high
prevalence of genotypes including the highest numbers of genes. Only the mesophilic genotype
(gene cspF) was detected in the isolates. The isolates that amplified all virulence determinants (20
Bt and 8 Bc) and 12 isolates (3 Bt and 9 Bc) randomly selected were genotyped by rep-PCR and
MLST. By rep-PCR analysis, it was observed that the distribution of rep-PCR sequences in Bt,
tend to be less variable, there is a tendency for clustering of specific electrophoretic profiles of Bt
isolates, which was far less common for Bc isolates and demonstrated highly polymorphic
profiles. MLST allowed observing the phylogenetic relationships among the 40 isolates selected,
grouping them into 20 STs, with 17 of STs assigned new allelic pattern (ST156 to ST170). The
MLST analysis demonstrated that the isolates from distinct sources share common clonal origin
located in different phylogenetic groups. The significant distribution of virulence determinants
observed among isolates studied attests to the dynamism and the high toxigenic and spoilage
potential among the isolates, facts that probably contribute to understand the epidemiology and
the biodiversity of species that comprise the B. cereus 1.s.
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1 INTRODUCAO

1.1 - Género Bacillus

No presente, microrganismos do Dominio Bactéria em forma de bastonetes, aerbios ou aerdbios
facultativos, que produzem enddsporos resistentes ao calor e que sdo, geralmente, Gram-positivos, sao
incluidos na Classe Il1: Bacilli, da Ordem I: Bacillales, Familia I: Bacillaceae (Logan & De Vos, 2009).
Como integrantes do atual Filo Firmicutes, a Familia I: Bacillaceae e o Género I: Bacillus passaram a
compartilhar posi¢des taxondmicas com outros géneros, alguns relativamente novos, como Amphibacillus
(Niimura et al, 1990), Gracilibacillus (Waino et al, 1999), Halobacillus (Spring et al, 1996),
Paenibacillus (Shida et al, 1997), Brevibacillus (Shida et al, 1996), Salibacillus (Waino et al, 1999) e
Virgibacillus (Heyndrickx et al, 1999).

Bacillus formam um extenso grupo taxonémico com diversas caracteristicas fenotipicas e
genotipicas, integrado por muitas espécies consideradas, na sua maioria, ndo patogénicas. Compreendem
bactérias em geral quimioheterotroficas, comumente encontradas no solo, agua, vegetais, poeiras e ar. Por
outro lado, sdo consideradas aldctones, ou seja, ndo sdo membros naturalmente residentes na microbiota
gastrointestinal do homem (Gordan et al, 1974; Claus & Berkeley, 1986; Logan & De Vos, 2009).

Suas células vegetativas, quando em condicdes especificas, em geral desfavoraveis desenvolvem
um ciclo de esporulacdo tipico de Bacillus e géneros correlatos e que os esporos podem ser de formatos
variados como, por exemplo, cilindricos, elipticos e esféricos preponderando na populacéo de células da
espécie. Podem estar localizados na regido central, subterminal ou terminal da célula, também de modo
preponderante (Figura 1). Estes esporos bacterianos ndo exibem atividade metabdlica e representam uma

fase altamente resistente contra um ambiente adverso (Claus & Berkeley, 1986; Logan & De Vos, 2009).



Figura 1: Microscopia eletronica de transmissdo de B. thuringiensis sorovar israelensis: (A) Cristais
proteicos (CP), corte transversal de esporangio (CTE); (B) Esporangio: nucleoide do esporo (N),
exosporium (Ex), capa externa (CE), capa interna (Cl), parede celular (PC) e membrana citoplasmatica
(MC); (C) Célula vegetativa (CV); (D) Esporangio com endosporo central no formato cilindrico, as setas
indicam lise celular. Cepa pertencente a CCGB/LFB/IOC. Imagens realizadas na Plataforma de
Microscopia Eletronica Rudolf Barth, IOC/FIOCRUZ.

O peptidoglicano, da maioria das espécies do género, possui ligacdo cruzada dos polimeros de
mureina meso-DAP (&cido meso-diaminopimélico) sendo este 0 mais comum, porém outros polimeros
como L-Lys-D-Glu, Orn-D-Glu e L-Orn-D-Asp tém sido ocasionalmente reportados (Claus & Berkeley,
1986; Logan & De Vos, 2009). As células vegetativas possuem flagelos em geral peritriquios ou
peritriquios modificados (filamentos axiais, localizados ao longo do eixo da célula abaixo da membrana
externa, normalmente usados na locomog¢do em meio liquido), os quais apresentam antigenos que
auxiliam na taxonomia, por proporcionar o estabelecimento de sorotipos e sorovares dentro das espécies
(De Barjac et al, 1990; Logan & De Vos, 2009).

As bactérias deste género sdo aerdbicas ou aerdbicas facultativas, porém algumas espécies sdo
descritas como estritamente aerdbicas. O metabolismo pode ser respiratdrio, fermentativo ou ambos,
usando varios substratos, organicos e inorganicos (Claus & Berkeley, 1986). O aceptor terminal de
elétrons € o oxigénio, substituivel em algumas espécies por vias respiratorias alternativas. Inimeras
espécies deste género fermentam carboidratos na auséncia de aceptores de elétrons exdgenos, podendo

utilizar o nitrato na auséncia de oxigénio (Claus & Berkeley, 1986; Logan & De Vos, 2009).



Diversas espécies crescem em meio de cultivo de rotina como Agar Nutriente, Agar Triptona de
Soja e 0 Agar Sangue. A morfologia colonial e o tamanho dos bastonetes variam entre e dentro das
espécies. Este género possui ampla diversidade nas propriedades fisiologicas, variando de psicrotréfico ao
terméfilico, e do acidofilico ao alcalifilico; algumas cepas séo tolerantes ao sal outras sdo halofilicas
(Logan & De Vos, 2009).

Na “List of Prokaryotic Names with Standing in Nomenclature” elaborada pelo pesquisador J.P.
Euzéby, ha no género Bacillus atualmente 301 espécies e 7 subespécies descritas, conforme a homepage
http://www.bacterio.cict.fr/b/bacillus.html. Existem efetivamente 178 espécies aceitas e, a partir dos anos

2000, um grande namero de espécies, 123, foi incluido neste género.

As reclassificacbes no género Bacillus foram baseadas, sobretudo, em analises comparativas das
sequéncias de RNA ribossomal 16S e 23S. Ash et al. (1991) utilizaram a analise sequencial do RNAr 16S
de 51 espécies de Bacillus definindo 5 grupos filogenéticos. Nielsen et al. (1994) descreveram
subsequentemente um sexto grupo pertencente aos Bacillus alcaléfilos. Atualmente, a familia Bacillaceae

inclui o género Bacillus e outros 18 géneros (Logan & De Vos, 2009).

A organizacdo desse género se iniciou em 1992 com a formacdo da familia Alicyclobacillus
(Wisotzkey et al, 1992) que agrupou 3 espécies acidofilas e terméfilas. Posteriormente, foram propostos e
validados outros géneros na familia Bacillaceae, incluindo: Aneurinibacillus e Brevibacillus (Shida et al,
1996), Gracilibacillus e Salibacillus (Waino et al, 1999), Geobacillus (Nazina et al, 2001),
Marinibacillus (Yoon et al, 2001), Paenibacillus (Shida et al, 1997), Ureibacillus (Fortina et al, 2001),
Virgibacillus (Heyndrickx et al, 1998) e Lysinibacillus (Ahmed et al, 2007), todos os géneros propostos
com, pelo menos uma espécie, inicialmente pertencente ao género Bacillus. O género Amphibacillus
(Niimura et al, 1990), Filobacillus (Schlesner et al, 2001), Jeotgalibacillus (Yoon et al, 2001) e
Halobacillus (Spring et al, 1996) sdo igualmente constituidos de bacilos Gram-positivos, esporulados,

aerébios ou aerdbios facultativos.

Os bastonetes sdo geralmente saprofitos e ndo patogénicos para 0s animais. A espécie de maior
potencial patogénico ¢ o B. anthracis, agente etiolégico do carbinculo hematico nos animais e no

homem, tendo sido imortalizado pelos postulados de Robert Koch (1876).

O género Bacillus é integrado por bactérias de importancia ambiental cujo habitat principal é o
solo, onde possuem um papel importante no ciclo do carbono e do nitrogénio. A resisténcia dos esporos e
a diversidade fisioldgica das formas vegetativas fazem com que sejam considerados ubiquos, podendo ser
isolados de ambientes como o solo, a agua, de géneros alimenticios e espécimes clinicos (Logan & De
Vos, 2009).


http://www.bacterio.cict.fr/b/bacillus.html

Certas espécies do género Bacillus produzem esporos que sdo hidréfobos, ou seja, aderem
fortemente a diversos materiais, resistindo aos procedimentos de limpeza. A resisténcia dos esporos ao
calor, radiacédo, desinfetantes e dessecacdo resulta em formas inoportunas que contaminam salas de
cirurgias, jalecos cirdrgicos, produtos farmacéuticas e alimentos estocados (Logan & Turnbull, 2003;
Logan & De Vos, 2009).

Além das espécies B. cereus, frequentemente associados a doencas de origem alimentar e
infeccbes oportunistas, e B. anthracis, agente etiolégico do carblinculo hematico, B. licheniformis e B.
pumilus ja foram associados a casos de toxinfecgdes alimentares e outras infeccdes em animais e no
homem, e sdo conhecidos como contaminantes em processos industriais. O B. subtilis, também foi
incriminado em episédios de intoxicacdo alimentar e na deterioracdo microbiana de alimentos. Estes
organismos produzem uma toxina altamente termoestavel a qual pode ser similar a toxina do tipo emética

produzida pelo B. cereus (Logan & De Vos, 2009).

Outro integrante desse género € a espécie entomopatogénica, B. thuringiensis, que produz
inclusdes intracitoplasmaticas proteicas cristalinas (protoxinas) durante o processo de esporulacdo, sendo
entdo amplamente empregado no controle bioldgico de insetos-praga e insetos vetores de doencas
humanas. Estas proteinas possuem atividades tdxicas, apos sua digestdo, por parte de diferentes grupos de
insetos (Schnepf et al, 1998; Rabinovitch et al, 2008).

A producdo de proteinas entomotoxicas ndo é fato Unico nas espécies que compdem 0 género
Bacillus. Lysinibacillus sphaericus, Lysinibacillus fusiformis, Paenibacillus popilliae, Brevibacillus
laterosporus e certas linhagens do Paenibacillus lentimorbus sdo capazes de sintetizar tais inclusdes
proteicas (Shida et al, 1996; Pettersson et al, 1999; Ahmed et al. 2007).

Estudos taxonémicos empregando uma ampla gama de caracteres tém demonstrado ser uma
proposta efetiva para a revisdo do Género Bacillus. O primeiro alvo desta pesquisa foi estabelecer
relacBes entre 0s géneros e entre as espécies representativas para indmeras propriedades, usando
procedimentos taxondmicos numéricos, particularmente aliados aos métodos moleculares (Logan & De
Vos, 2009).



1.2 — Grupo Bacillus cereus

Segundo Granum (2005) ao longo dos ultimos trinta anos, o género Bacillus foi expandido para
acomodar mais de 100 espécies, e a familia Bacillaceae foi subdividida em 19 géneros. O primeiro é o

género Bacillus, onde se encontram os membros do “Grupo Bacillus cereus”.

O termo “Grupo Bacillus cereus” ndo é um termo taxondmico, mas tem sido comumente utilizado
e refere-se a um grupo de bactérias cuja posicéo taxondmica tem sido amplamente discutida. Esse grupo,

também denominado B. cereus lato sensu (1.s.) € composto por sete espécies geneticamente relacionadas

que sdo: B. cereus, B. thuringiensis, B. anthracis, B. mycoides, B. pseudomycoides (Nakamura, 1998), B.
weihenstephanensis (Lechner et al, 1998) e B. cytotoxicus (Guinebretiere et al, 2013).

Estudos gendmicos extensivos realizados com linhagens de B. cereus, B. thuringiensis e B.
anthracis, empregando diferentes ferramentas como eletroforese de isoenzimas (MLEE) (Helgason et al,
1998), sequenciamento de genes codificantes de proteinas (Helgason et al, 2000), polimorfismo de
tamanho de fragmentos amplificados (AFLP) (Ticknor et al, 2001; Hill et al, 2004a) e a técnica de
tipagem de sequéncias multilocus (MLST) (Helgason et al, 2004), tém sugerido a classificacdo de B.

thuringiensis e B. anthracis como subespécies da espécie B. cereus (Didelot et al, 2009).

Estes estudos estdo fundamentados no fato de que a distingdo entre estas espéecies do grupo B.
cereus é atribuida essencialmente as caracteristicas fenotipicas e as propriedades patogénicas, cujos genes
que as codificam estdo, muitas vezes, localizados em plasmideos. Esse é 0 caso da producdo do cristal
proteico pelas células de B. thuringiensis e da producdo de toxinas e de capsula pelas células de B.
anthracis. Logo, estes determinantes genéticos de patogenicidade podem ser transferidos entre as espéecies
que compdem o B. cereus Ls., principalmente através da transferéncia horizontal de genes entre as
diferentes cepas (Didelot et al, 2009; Kolsto et al, 2009).

As espécies do grupo B. cereus compartilham um nivel elevado de similaridade genética, de modo
que tanto a hibridizacdo DNA-DNA, quanto a analise das sequéncias do RNAr 16S e 23S (Ash et al,
1991; Ash & Collins, 1992), ndo conseguiram separar claramente esses taxa que sao, consequentemente,
considerados, para alguns taxonomistas, como variantes de uma unica espécie, embora alguns autores
reportem que, pelo menos, o B. anthracis representa um taxon independente (Radnedge et al, 2003).
Portanto, a analise das sequéncias desses genes pode ser utilizada apenas para caracterizar uma
determinada linhagem como pertencente ao grupo B. cereus, sem ser capaz de identificar a espécie
(Stenfors Arnesen et al, 2008).



Do ponto de vista ecoldgico, a taxonomia do B. cereus ls. apresenta-se complexa quando
consideramos as variagdes associadas a simbiose, como a viruléncia espécie-especifica (Swiecicka,
2008). Por exemplo, a cereulida, normalmente associada com cepas eméticas de B. cereus, também é
produzida por algumas estirpes de B. weihenstephanensis (Thorsen et al, 2006), enquanto que
determinadas cepas de B. cereus podem causar sintomas clinicos semelhantes aqueles do antraz pulmonar
(Hoffmaster et al, 2004; Hoffmaster et al, 2006; Oh et al, 2011). Outras propriedades atribuidas a
determinada espécie podem ndo ser intrinsecamente exclusivas, como exemplo, a psicrotolerancia,
caracteristica primaria do B. weihenstephanensis, que foi relatada entre cepas de B. thuringiensis e B.
mycoides (Bartoszewicz et al, 2009; Soufiane & Cote, 2010).

Dados registrados durante a Gltima década revelaram a importancia do meio ambiente no processo
de evolucdo, diversificacdo e adaptacdo bacteriana (Connor et al, 2010). O solo, que é o principal nicho
ecoldgico para as espécies do grupo B. cereus (Ceuppens et al, 2013), produz condi¢des favoraveis para
que estes processos ocorram devido a sua heterogeneidade em nutrientes, pH, umidade e microbiota
(Guinebretiere et al, 2008; Raymond et al, 2010).

Assim, o0s chamados ecdtipos, definidos como um grupo coeso de bactérias que séo
ecologicamente similares entre si e estreitamente relacionadas em nivel molecular que evoluiram e
proliferaram como resultado da aquisicdo de determinantes genéticos ou mutagdes favoraveis que lhes
conferiram vantagens seletivas conducentes ao ecossistema ou nicho especifico. Deste ponto de vista, 0s
ecotipos representam linhagens evolutivas distintas dentro de uma determinada espécie (Connor et al,
2010).

Diante desses fatos, uma nova estrutura genética do B. cereus l.s. foi proposta (Guinebretiere et al,
2008). Esta taxonomia filogenética separa as espécies em sete grupos (I a VII), principalmente com base
na capacidade em crescer em diferentes temperaturas. No entanto, nem todas as cepas bacterianas dentro
de um mesmo grupo genético tém a mesma capacidade de induzir enfermidade, sendo assim, a distincao
entre as estirpes indcuas e patogénicas no grupo B. cereus ndo pode ser feita através dessa metodologia
(Guinebretiere et al, 2008).

A ambiguidade taxondmica do grupo ilustra a dificuldade para a definicdo das espécies
bacterianas, logo estudos dos aspectos gendémicos e populacionais tornaram-se relevantes para as espécies

que compdem o B. cereus L.s.



1.2.1 - Bacillus thuringiensis

Sdo bactérias Gram-positivas, esporuladas, aerObias ou aerdbias facultativas, mesofilas e
quimioheterotréficas. Suas células vegetativas possuem a forma de bastonete, sdo geralmente moveis, em
funcdo da presenca de flagelos peritriquios e, quando em condicfes especificas, em geral desfavoraveis
(baixas concentraces de fontes de carbono e nitrogénio), desenvolvem um ciclo de esporulagéo tipico
dos bacilos, com esporos predominantemente cilindricos, podendo ser elipticos, localizados na regido
central ou subterminal da célula (Figura 2) (Claus & Berkeley, 1986; Logan & De Vos, 2009).

Figura 2: Microscopia eletrénica de transmissdo de esporangio de B. thuringiensis, revelando o esporo
cilindrico ndo deformante (E) e a inclusdo para-esporal (cristal proteico) (CP). Cepa pertencente a
CCGB/LFB/IOC. Imagem realizada na Plataforma de Microscopia Eletronica Rudolf Barth,
IOC/FIOCRUZ.

As células de B. thuringiensis produzem inclusées cristalinas proteicas, que conferem atividade
entomopatogénica para varias espécies pertencentes a inumeras ordens de insetos, destacando-se

Lepidoptera, Diptera, Coleoptera e Hymenoptera (Schnepf et al, 1998; Lacey, 2007).

Estas proteinas sdo codificadas por genes que geralmente se localizam em plasmideos e, com
menor frequéncia, no cromossomo bacteriano (Crickmore, 2006). Esses cristais de proteinas sdo formados
por polipeptideos denominados 3-endotoxinas que compreendem as toxinas Cry, com atividade inseticida
especifica, e Cyt, com atividade citolitica inespecifica (Schnepf et al, 1998). A producdo desses cristais

proteicos representa uma caracteristica tipica de B. thuringiensis que o diferencia das células de B. cereus.

O B. thuringiensis possui destaque dentro deste grupo devido a sua importancia como agente de

controle bioldgico. De acordo com Charles & Nielsen-LeRoux (2000), o B. thuringiensis é 0 mais bem



sucedido principio ativo bacteriano que compdem inseticidas (biopesticidas) de importancia comercial,
sendo os produtos com base nesse ativo responsadveis por 90% do mercado no campo microbiano
(Rabinovitch et al, 2008; Bravo et al, 2011).

Suas aplicacOes para a protecdo de plantacOes e florestas (controle de lagartas desfolhantes), bem
como a prevencao de doencas humanas (controle de larvas do Aedes aegypti), sdo praticas realizadas em
varias partes do mundo em projetos integrados, visando diminuir o emprego de inseticidas quimicos,
contra 0s quais pesa a questdo da resisténcia de insetos. Hoje existem diversos bioinseticidas com base
nessa bactéria, disponiveis no mercado mundial (Rabinovitch et al, 2008; Boyce et al, 2013).

1.2.2 - Bacillus cereus

S&o bactérias amplamente encontradas na natureza, sobretudo no solo. Apresenta-se na forma de
bastonete, € Gram-positivo aerobio facultativo, sendo caracterizado pela formacao de enddsporo (Figura
3). Originalmente descrito como um organismo mesofilo, esta espécie multiplica-se bem na faixa entre
10°C a 50°C, sendo que a temperatura 6tima de crescimento estd entre 28°C a 35°C. As células de B.
cereus desenvolvem-se em alimentos com atividade de agua igual ou superior a 0,95 e multiplicam-se na
faixa de pH entre 4,3 a 9,3 (Logan & De Vos, 2009).

Figura 3: Microscopia eletrbnica de transmissdo de esporangio de Bacillus cereus, revelando o
enddsporo cilindrico subterminal (E). Cepa pertencente a CCGB/LFB/IOC. Imagem realizada na
Plataforma de Microscopia Eletrénica Rudolf Barth, IOC/FIOCRUZ.

Ja foram identificadas estirpes psicrotroficas e termoddricas capazes de se multiplicar na faixa
entre 3°C e 75°C (Stenfors Arnesen et al, 2008). Os mecanismos de adaptacdo de B. cereus as condigdes
ambientais sdo diversos e contribuem para sua sobrevivéncia e disseminacdo no ambiente (Carlin et al,
2010).



As células de B. cereus apresentam motilidade por meio de flagelos peritriquios e os esporos sdo
termorresistentes podendo sobreviver aos processamentos térmicos utilizados principalmente na industria
de alimentos (Aires et al, 2009). Os enddsporos de B. cereus sdo resistentes as condigdes ambientais
extremas, tais como altas temperaturas e desidratacdo. Quando a condicao é favoréavel, os esporos podem
germinar e se multiplicar nos alimentos (Abee et al, 2011; Markland et al, 2013).

Comparados aos esporos de outras espécies do género Bacillus, os esporos de B. cereus
apresentam maior hidrofobicidade (Aradjo et al, 2009). Essa propriedade lhes confere uma capacidade de
adesdo especialmente elevada em materiais hidrofébicos. Acredita-se que essa caracteristica promova a
formacdo de biofilmes em materiais utilizados em superficies de equipamentos, como o0 aco inoxidavel,
comumente empregado pelas indudstrias de alimentos e afins (Lemon et al, 2008; Mendes et al, 2011;
Seminara et al, 2012).

O B. cereus tambem estd presente no ambiente hospitalar. FoOmites, sistemas de ventilagdo e
roupas de cama, sao algumas das fontes de transmissdo documentadas de surtos em unidades de terapia
intensiva (Bottone, 2010; Ramarao et al, 2014).

A presenca de dispositivos invasivos, tais como cateteres intravenosos e umbilicais, sondas
urinarias, além de valvulas cardiacas e marca-passos, predispem a contaminacdo pelo bacilo, pois este
forma biofilmes que aderem facilmente a esses dispositivos, podendo causar infec¢do crénica persistente.
A partir do biofilme pré-formado, as células de B. cereus podem ser liberadas periodicamente na corrente
sanguinea, se dispersando para 6rgdos distante causando bacteremia (Kuroki et al, 2009; Sasahara et al,
2011).

A presenca de células vegetativas de B. cereus pode ocasionar a deterioracdo de alimentos,
causando prejuizos principalmente na industria de laticinios e afins. Nos ultimos anos, os surtos de
gastroenterites de origem alimentar relacionados ao microrganismo tém adquirido elevada importancia,
sobretudo nos paises industrializados (Fricker et al, 2007; EFSA, 2013).

O B. cereus produz uma variedade de exotoxinas, as quais sdo responsaveis pela patogénese e a
maioria das manifestacdes clinicas causadas pela espécie. As doencas alimentares relacionadas ao B.
cereus manifestam-se, classicamente, sob duas formas clinicas: a sindrome diarreica e a sindrome emética
(Kramer & Gilbert, 1989; Ceuppens et al, 2013).

A sindrome diarreica é uma intoxicacdo alimentar causada por células vegetativas, ingeridas como
células viaveis ou esporos, que produzem enterotoxinas proteicas no intestino delgado, apds a ingestao de

alimentos contaminados com populages de aproximadamente 10° a 108 células viaveis/g ou mL. Os
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alimentos mais frequentemente contaminados incluem produtos a base de carnes, sopas vegetais, pudins e
molhos, leite e produtos lacteos (Rabinovitch et al, 1985; Stenfors Arnesen et al, 2008). Na maioria dos
casos, os sintomas manifestam-se ap6s 12h do consumo do alimento contaminado, com um periodo de
incubagdo compreendido de 8h a 16h, e incluem dores abdominais, diarreia aquosa (ou sanguinolenta) e

ocasionalmente nauseas e vomitos.

Atualmente, entende-se que a doenca alimentar do tipo diarreico atribuido ao B. cereus é causada
por Varias enterotoxinas termolabeis, tais como a hemolisina BL (HBL), a enterotoxina ndo hemolitica
(NHE) e a citotoxina K (CytK) (Bottone, 2010).

Ainda existe a enterotoxina FM (entFM), considerada como possivel toxina diarreica, embora nao
haja relatos de que a mesma possa ser causadora de enfermidades transmitidas por alimentos (Kotiranta et
al, 2000). Porém, foi relatado que a entFM esta envolvida com a motilidade bacteriana, na formacdo de
biofilme e na ades@o do B. cereus nas células epiteliais (Tran et al, 2010).

Ja a sindrome emética é uma intoxicagdo alimentar atribuida a uma toxina pré-formada no
alimento, a cereulida, um polipeptidio ciclico termoestavel sintetizado por uma enzima sintetase de
peptideo ndo ribossémico codificada nos genes ces (Agata et al, 1994; Ehling-Schulz et al, 2004). Esta
toxina liga-se nos receptores do nervo vago aferente (5-HT3) induzindo o quadro emético caraterizado por
ocorréncia de nduseas e vomito (que podem ser seguidos de diarreia), geralmente 2h apds o consumo do
alimento contaminado, com um curto periodo de incubacdo de 30min a 6h. Ao estimular o nervo vago ou
pneumogastrico, inibe a oxidacdo dos &cidos graxos pelas mitocondrias hepaticas, provocando les6es

reversiveis nas celulas do figado (Mahler et al, 1997).

A dose infectante da toxina emética foi estimada em 30ug por kg de peso corporal. Esta sindrome
tem sido amplamente associada a alimentos ricos em amido, como produtos a base de arroz, batatas,

massas e alimentos prontos para consumo (Agata et al, 1995).

Além das doencas de origem alimentar, o B. cereus pode causar algumas infeccdes sistémicas e
locais, como septicemia, meningite, pneumonia, endocardite e infeccGes necrosantes (Granum, 1994;
Bottone, 2010). Estas infec¢bes sdo pouco frequentes e, geralmente, estdo associadas as hemolisinas,
cereolisinas e fosfolipases produzidas pelo microrganismo, as quais podem causar danos extensos nos

tecidos e necrose em 6rgdos viscerais (Stenfors Arnesen et al, 2008; Horii et al, 2011).

A capacidade das células de B. cereus em produzir e secretar certas toxinas relaciona-se ao

aspecto bioquimico mais importante desse microrganismo. Inimeras linhagens sintetizam grande
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variedade de metabdlitos extracelulares, incluindo enzimas proteoliticas que podem promover a

deterioracdo dos alimentos (Granum, 1994; Asano et al, 1997).

Entre as enzimas que desempenham um papel importante na viruléncia da espécie, bem como, na
deterioracdo de diferentes géneros alimenticios incluem: proteases, fosfolipases, lecitinases, amilases,

colagenases e lipases (Granum, 1994).

A presenca da B-lactamases nas células de B. cereus promove a inativacdo das penicilinas e
cefalosporinas tornando, assim, a espécie resistente a esses antibioticos (Bhunia, 2008; Sankararaman &
Velayuthan, 2013).

As enterotoxinas do complexo HBL e NHE encontram-se amplamente distribuidas entre as
espécies do grupo B. cereus (Pruss et al, 1999). Inimeros estudos reportam a presenca de, no minimo, um
dos genes associados ao complexo hemolitico e as diferentes enterotoxinas em cepas de B. thuringiensis,
B. mycoides e B. weihenstephanensis indicando o potencial patogénico dessas espécies que integram o
grupo (Samapundo et al, 2011; Oh et al, 2012).

Algumas estirpes de B. cereus possuem regides do DNA ribossdmico com assinaturas especificas
para 0 comportamento psicrotroéfico semelhante ao B. weihenstephanensis, sugerindo formas

intermedidrias entre as duas espécies (Stenfors & Granum, 2001).

Logo, as analises filogenéticas das espécies do grupo B. cereus sdo dificultadas principalmente
pela extensa transferéncia horizontal de genes que ocorrem entre as diferentes espécies deste grupo
(Cardazzo et al, 2008).

1.2.3 - Bacillus mycoides

Sdo bactérias Gram-positivas, aerobias facultativas, com esporos elipticos no esporangio nao
deformante. Quanto a temperatura de crescimento, essa espécie multiplica-se na faixa minima de 10°C a
15°C, e maxima 35°C a 40°C (Logan & De Vos, 2009).

A presenca de colénias com crescimento rizoide na superficie do meio de cultivo é caracteristico
da espécie B. mycoides e tem sido relatada a existéncia de estirpes que expressam pelo menos um gene de
viruléncia, o que indica seu potencial patogénico, bem como estirpes com caracteristicas psicrotolerantes
(Figura 4) (Soufiane & Cote, 2013).
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Figura 4: Cultivo em meio de cultura solido demonstrando coldnia com crescimento rizoide
caracteristico do B. mycoides (http://exploringtheinvisible.com).

B. mycoides é considerado um organismo sapréfito, o que o torna ecologicamente distinto das
espécies patogénicas do grupo B. cereus (Nakamura & Jackson, 1995). Além da morfologia colonial
rizoide e a falta de motilidade, o B. mycoides pode ser distinguido das espécies do grupo B. cereus pelas
diferentes composicdes de acidos graxos celulares e atividade da producdo de acetanilida (Nakamura &
Jackson, 1995).

Fletcher & Logan (1999) demonstraram citotoxicidade e resultados positivos em ensaios
imunologicos para as toxinas do complexo HBL e NHE em vérias cepas de B. mycoides, mas ndo ha

relatos de doencas de origem alimentar associadas a esta espécie.

Suribabu et al. (2014) isolaram cepas de B. mycoides proveniente do ambiente marinho produtoras
de a-amilase. Tais enzimas amiloliticas tem grande aplicacdo biotecnolégica e econdmica. A espécie B.
pseudomycoides é composta de um grupo de cepas de B. mycoides, com composicao de acidos graxos
distintos (Nakamura, 1998).

1.2.4 — Bacillus weihenstephanensis

Esta espécie é constituida por estirpes psicrotropicas com capacidade de crescer aerobiamente
entre 4°C e 7°C em cultura liquida, mas que ndo crescem a 43°C. Geneticamente, B. weihenstephanensis
pode ser diferenciado pela presenca de sequéncias com assinaturas tipicas na regido do DNAr 16S e do

gene das proteinas de choque-frio (cspA) (Lechner et al, 1998).

Outra pesquisa demonstra que nem todas as estirpes de B. cereus psicrotolerantes podem ser
classificadas como B. weihenstephanensis e que existe uma forma intermediaria entre as duas espécies
(Stenfors et al, 2011). Nestas formas intermediarias observamos a amplificacdo tanto dos produtos da
assinatura de mesofilo quanto aquelas da assinatura de psicrotolerante. Algumas cepas de B. cereus
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identificadas como meséfilas possuem capacidade em crescer a 10°C, e outras estirpes contendo

sequéncias com assinaturas cspA foram capazes de crescer a 43°C (Stenfors & Granum, 2001).

Estudos confirmaram o potencial enterotoxigénico da espécie B. weihenstephanensis através de
testes de citotoxicidade, além da deteccdo de genes associados a producdo de enterotoxinas (Stenfors et
al, 2002; Guinebretiere et al, 2010; Rejasse et al, 2012), e da capacidade de producdo da toxina cereulida
(ces) em alimentos (Thorsen et al, 2006; Thorsen et al, 2009). Algumas cepas de B. weihenstephanensis
demonstraram também capacidade de aderir a superficies e formar biofilmes, ndo sendo, portanto uma

caracteristica espécie-especifica (Baron et al, 2007).

1.2.5 - Bacillus cytotoxicus

Definida como uma espécie termo-tolerante, o B. cytotoxicus (Guinebretiere et al, 2013) foi
isolado durante um surto grave de intoxicacdo alimentar ocorrido na Franga em 1998, quando seis
pacientes tiveram diarreia sanguinolenta e trés vitimas vieram ao Obito (Lund et al, 2000). Os
pesquisadores relataram que a toxina envolvida foi a citotoxina K, capaz de causar enterite necrotica

semelhante aquela causada pela B-toxina produzida por Clostridium perfringens tipo C.

Esta toxina foi exaustivamente caracterizada por Fagerlund et al. (2004) que demostraram que a
citotoxina K, uma proteina de 34kDa, é necrotica e hemolitica, possuindo capacidade de formar poros na

bicamada lipidica e sendo altamente toxica para as células intestinais humanas (Hardy et al, 2001).

Esta citotoxina possui duas variantes distintas, a CytK-1 e CytK-2, as quais exibem 89% de
homologia de sequéncia de aminoacidos. A principal diferenca entre as isoformas da proteina é o efeito
biologico: a toxina formadora de poros CytK-1 apresentou toxicidade muito maior em ensaios com

células Vero e em culturas de células Caco-2, quando comparada com CytK-2 (Fagerlund et al, 2007).

A proteina CytK-1, expressa pelo gene cytK-1, é provavelmente a toxina que causa a lise das
células epiteliais do intestino delgado, provocando a diarreia grave (Hardy et al. 2001; Guinebretiere et al,
2006). A presenca desse gene revelou-se um marcador confidvel na identificacdo do B. cytotoxicus
(Fagerlund et al, 2007). Ja o gene cytK-2 encontra-se amplamente distribuido entre cepas de B. cereus, B.
thuringiensis, B. mycoides e B. weihenstephanensis (Ehling-Schulz & Messelhdusser, 2013; Oltuszak-
Walczak & Walczak, 2013).
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1.2.6 - Bacillus anthracis

Como outras espécies de bacilos, o B. anthracis é um bastonete Gram-positivo, aerébico ou
anaerobico facultativo, quimiorganotréfico e imovel (Figura 5). N&o apresenta exigéncias nutricionais
significativas, crescendo nos meios Agar Nutriente e Agar Sangue, onde ndo produz hemdlise. E
caracteristica da espécie a sensibilidade ao fago gama, assim como aos antibioticos do tipo penicilinas
naturais, ciprofloxacina e doxiciclina (Logan & De Vos, 2009).

As cepas de B. anthracis virulentas sdo caraterizadas pela presenca de dois plasmideos, pX01 e
pX02, os quais sdo portadores de genes que codificam uma exotoxina proteica com trés componentes
[antigeno protetor (PA), fator edema (EF) e fator letal (LF)] e uma cépsula polipeptidica (acido-poli-D-
glutdmico). Estes fatores de viruléncia ja foram observados em outras espécies, como B. cereus e 0 B.
circulans (Hoffmaster et al, 2006; Luna et al, 2006).

B. anthracis causa uma doenca aguda fatal (carbunculo hematico) e é considerada uma arma

biologica devido a alta toxicidade de algumas estirpes (Stenfors Arnesen et al, 2008).

Figura 5: Microscopia 6ptica comum demonstrando cadeias de células de B. anthracis, com
extremidades em angulo reto. Os endosporos e esporos livres ndo deformantes revelam-se na forma
elipsoidal preponderantemente e estdo localizados na posi¢do predominantemente central ou para-central
no esporangio (http://textbookofbacteriology.net).
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1.3 — Patogenicidade do Grupo Bacillus cereus

A patogenicidade deste grupo é o reflexo da sua capacidade em gerar formas de resisténcia
(esporos livres ou maduros), que lhes permite sobreviver sob condi¢gdes ambientais adversas. A viruléncia
das espécies do grupo B. cereus é atribuida a sua capacidade de produzir diferentes fatores de viruléncia
extracelulares, como toxinas e enzimas (Kotiranta et al, 2000).

1.3.1 - Adesdo e Resisténcia a Fagocitose

A aderéncia € essencial para muitas bactérias expressarem seus fatores de viruléncia. Na célula
vegetativa, a camada S (S-layer), é uma proteina que recobre a parede celular do B. cereus, e tem sido
implicada na adesdo e na resisténcia a fagocitose pelos neutréfilos (Kotiranta et al, 2000). No esporo,
estruturas como exosporium sao responsaveis pela adesdo ao epitélio intestinal, bem como os flagelos e
pilus das células de B. cereus que podem atuar como adesinas, favorecendo uma interacao estavel entre a
bactéria e as células epiteliais humanas, constituindo um fator de viruléncia suplementar (Ramarao &
Lereclus, 2006).

1.3.2 — Enterotoxinas

A hemolisina BL (HBL) é um sistema litico de membrana composto por trés proteinas
antigenicamente distintas e termolabeis. O componente de ligacdo B (37,5kDa) e dois elementos liticos
designados L1 (38,2kDa) e L. (43,5kDa) sdo codificados pelos genes hblA, hbID e hblC, respectivamente.
Estes genes estdo organizados em um operon unico (hbl), cuja transcrigdo, a qual ocorre conjuntamente
de forma policistronica, é regulada pelo regulador pleiotrépico plcR (Beecher & Macmillan, 1991,
Beecher & Wong, 1994; Lereclus et al, 1996).

Estas proteinas sdo secretadas independentemente, e todos 0s trés componentes Sd0 necessarios
para tornar maxima a atividade hemolitica, citotdxica e dermonecroética. Esta hemolisina destroi tecidos
pela alteracdo da permeabilidade vascular das células epiteliais da parede intestinal (Senesi & Ghelardi,
2010).

A estrutura cristalina correspondente ao componente B da hemolisina BL foi elucidada atravées da
cristalografia com raios-X, e revelou um longo feixe o-helicoidal e um dominio o /  na regido inferior da

molécula (Senesi & Ghelardi, 2010) (Figura 6).

15



N-terminus ..

C-terminus .

‘Head’ Domain

Figura 6: Representagdo da estrutura tridimensional do componente B da hemolisina BL (Banco de
Dados de Proteinas, PDB ID: 2NRJ). Foi proposto que o dominio o / B na regido inferior da molécula
(“Head” Domain) liga e insere-se na membrana de células susceptiveis. (Reproduzido de Madegowda et
al, 2008).

Esta estrutura é altamente semelhante aquela apresentada pela hemolisina E (HIYE, ClyA, Shea)
de Escherichia coli. Com base na homologia estrutural do componente B da hemolisina BL e da
hemolisina E, um modelo de formacédo de poros foi proposto no qual a oligomerizagdo do componente de
ligacdo B pode formar poros na forma de heptamero ou octamero na membrana celular (Madegowda et al,
2008).

A enterotoxina ndo hemolitica (NHE) também é um complexo de trés componentes que difere da
hemolisina BL por ndo apresentar atividade hemolitica (Lund & Granum, 1996). As proteinas NheA
(41kDa), NheB (39,8kDa) e NheC (36,5kDa) sdo codificadas pelos genes nheA, nheB e nheC organizados

em forma de operon (nhe) e modulado pelo regulador pleiotrépico plcR (Guinebretiere et al, 2002).

Como descrito para HBL, as proteinas sdo secretadas independentemente e a atividade bioldgica
méaxima em ensaios com células Vero requer todos trés componentes numa propor¢cdo molar de 10:10:1
das proteinas NheA, NheB e NheC, respectivamente. A proteina NheB é o componente de ligacdo do
complexo da enterotoxina e um aumento na concentracdo da proteina NheC resulta numa diminuicdo da
atividade téxica do complexo NHE (Lindback et al, 2004).

A atividade citotoxica do complexo NHE demonstrada nas células epiteliais é devido a lise
osmotica apos a formacdo de poros na membrana plasmatica (Fagerlund et al, 2008). O mesmo estudo
também demonstrou atividade hemolitica do complexo NHE, embora menor que do complexo HBL, e 0s
modelos de homologia revelaram caracteristicas estruturais comuns entre o componente B da HBL e as
proteinas NheB e NheC (Figura 7) (Fagerlund et al, 2008; Madegowda et al, 2008; Senesi & Ghelardi,
2010).
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Figura 7: Comparacdo da estrutura tridimensional das proteinas HBL, NHE e CIlyA. (a) Estrutura do
componente B do complexo HBL (b) Modelo de homologia do componente NheB (c) Modelo de
homologia do componente NheC (d) Estrutura da hemolisina E (ClyA) de E. coli (e) Alinhamento
estrutural visualizado como uma superposi¢do do componente B da HBL e a hemolisina E. (Reproduzido
de Fagerlund et al, 2008).

1.3.3 — Toxina Emética

A toxina emética € um peptideo ciclico, codificado pelo gene ces, e também chamado de

cereulida. Consiste em trés repeticGes de quatro aminoacidos modificados (,-O-Leu-,-Ala- -O-Val- -

Val), que formam uma estrutura em anel (dodecapsipeptideo), com peso molecular de 1,2kDa (Figura 8).
E um ion6foro de potéassio produzido durante a fase estacionaria do crescimento celular e que é
semelhante a valinomicina, um composto antimicrobiano produzido por Streptomyces spp. (Agata et al,

1994; Agata et al, 1995).
D-Ala L-OVal

D-OLeu )W))/c’\;m 1-Val
L-Val M 0 D-OLeu
NH g K+ I
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Figura 8: Representacdo da estrutura quimica da toxina emética. lonéforo de potéassio (Cortesia do Prof.
M.S. Salkinoja-Salonem & Raimo Mikkola).
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Esta toxina é sintetizada por um complexo enzimético ndo ribossémico e é altamente hidrofobica.
A cereulida é estavel ao calor, a acidez e a protedlise, porém ndo é antigénica (Ehling-Schulz et al, 2004;
Bhunia, 2007; Rajkovic et al, 2008). Devido a essas caracteristicas, a toxina ndo é inativada pelo suco
gastrico nem pelas enzimas proteoliticas do trato gastrointestinal e permanece vidvel nos alimentos
reaquecidos (Stenfors Arnesen et al, 2008). A toxina emética possui propriedades citotoxicas,

hepatotoxicas e de toxicidade mitocondrial (Agata et al, 1995; Mikkola et al, 1999; Hoornstra et al, 2003).

1.3.4 — Hemolisinas

As hemolisinas sdo responsaveis pela atividade hemolitica e consideradas importantes em
processos infecciosos. As hemolisinas da familia citolisinas colesterol-dependentes (CDC), também
conhecidas como citolisinas tiol-ativadas s&o toxinas formadoras de poros em membranas, e foram

identificadas nas espécies do grupo B. cereus.

A Hemolisina I foi primeiramente descrita em 1967, e era conhecida como cereolisina O (CLO)
em B. cereus, thuringiolisina O (TLO) em B. thuringiensis e anthrolisina O (ALO) em B. anthracis. Essas
proteinas apresentam similaridade de 98% nas suas sequéncias de aminoacidos (Bernheimer & Grushoff,
1967; Shannon et al, 2003). A CLO, codificada pelo gene clo, é uma proteina termolabil cuja atividade
hemolitica € inibida pelo colesterol (<10ng/mL) e neutralizada pela globulina anti-estreptolisina-O
(Bernheimer & Grushoff, 1967).

A CLO demostrou ainda 57%-68% de similaridade de aminoacidos para perfringolisina-S (PFO)
de Clostridium perfringens e estreptolisina-O de Streptococcus pyogenes. A Hemolisina I, produzido por
membros do grupo B. cereus, pode, portanto, ser considerada como pertencente a familia das citolisinas
colesterol-dependente (CDC) (Alouf et al, 2005).

As toxinas CDC rompem as membranas celulares, através da formacdo de poros. A atividade
citolitica das CDCs requer especificamente a presenca de colesterol nas membranas e ndo dependem de
qualquer outro receptor especifico na superficie celular. As CDCs sdo, portanto, capazes de romper as
membranas citoplasmaticas de quase todas as células animais além de romperem e permeabilizarem as

células do hospedeiro ou organelas intracelulares durante o processo de infeccdo (Palmer, 2001).

A CLO do B. cereus é letal quando injetada por via intravenosa (1-2ug) em camundongos e é

hemolitica em concentragdes menores que 1ng/mL (Bernheimer & Grushoff, 1967). Essa toxina induz a
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liberacdo da lactato desidrogenase no tecido da retina in vitro, sugerindo que pode agravar a necrose

tipica da endoftalmite por B. cereus (Beecher & Wong, 2000).

Em B. cereus e B. thuringiensis, a expressdéo de CLO e TLO é modulada pelo ativador
transcricional plcR (Agaisse et al, 1999). Para atividade, o gene plcR requer a proteina papR, um peptideo
expresso como pro-peptideo, sob controle do regulador transcricional plcR (Bouillaut et al, 2008). O
sistema plcR/papR ¢é conhecido como regulador transcricional central para os genes de viruléncia em B.
cereus no inicio da fase estacionaria (Slamti & Lereclus, 2002). Esse sistema controla a expressdo de um
regulon com pelo menos 45 genes, incluindo enzimas de degradacéo, proteinas da superficie celular e de
toxinas, a maioria das quais podem ser consideradas potenciais fatores de viruléncia (Figura 9) (Gohar et
al, 2008).
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Extracellular PlcR-controlled virulence factors

Metalloproteases Hemolysins  Enterotoxins Phospholipases  Proteases
(InhA2, Enhancin) (CLO, CytK)  (Hbl, Nhe) (PI-PLC, PC-PLC Collagenases
and SM-PLC) Chitinases

Degradation

of antimicrobial Cell lysis h_os'r barriers ar.nd
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Figura 9: Representacdo esquematica do regulon transcricional plcR e o peptideo de sinalizacdo célula-
célula papR. Este esquema demonstra a expressao dos fatores de viruléncia extracelulares modulado pelo
regulador pleiotrépico plcR (Reproduzido de Ramarao & Sanchis, 2013).

Além de CLO, estudos posteriores detectaram outras hemolisinas expressas por B. cereus e B.
thuringiensis, entre estas, a hemolisina 1l (Hlyll) codificada pelo gene hlyll e a hemolisina 111 (HIylll)
codificada pelo gene hlylll (Coolbaugh & Williams, 1978; Baida & Kuzmin, 1995).
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A Hlyll é uma proteina com propriedade hemolitica, é termolabil e susceptivel as enzimas
proteoliticas e sua atividade ndo é afetada pelo colesterol, ou anticorpos anti-estreptolisina-O (Sinev et al,
1993). E uma toxina oligomérica formadora de poros na membrana citoplasmatica do tipo B-barril. Este
grupo de toxinas incluem a a-toxina de Staphylococcus aureus, a B-toxina de C. perfringens e a
citotoxina K de B. cereus (Fagerlund et al, 2004; Andreeva et al, 2006). A sequéncia de aminoécidos da

HIyll exibe 28%-31% de similaridade com a a-toxina estafilocécica (Miles et al. 2002; Miles et al, 2006).

Esta hemolisina induz a lise dos eritrdcitos, embora ndo possua receptor especifico nas hemacias
(Andreeva et al, 2006). Além disso, a Hlyll induz a lise de células fagociticas (hemdcitos de insetos,
macréfagos de camundongos, mondcitos humanos e células dendriticas), mas ndo de células epiteliais
(Tran et al, 2011). Apesar de ser hemolitica e citotoxica para células humanas, essa toxina ndo tem sido
implicada na sindrome diarreica causada por B. cereus (Andreeva et al, 2006).

Foi demonstrado que a HIyll esta envolvida especificamente na morte de células do sistema inume
por apoptose (Tran et al, 2011), e que esta hemolisina é produzida por estirpes isoladas de amostras
clinicas humanas (Cadot et al, 2010), o que sugere um papel importante nas infeccdes por bactérias

oportunistas.

Em contraste com os genes hbl, nhe, clo e cytK, a expressdao do gene hlyll ndo é modulada pelo
regulador pleiotropico plcR, mas controlada pelo regulador transcricional HIylIR (Budarina et al, 2004) e

pelo regulador global Fur (Sineva et al, 2012; Tran & Ramarao, 2013).

O gene codificador da hemolisina 111, hlylll, foi sequenciado e caracterizado (Baida & Kuzmin,
1996). Esta hemolisina atua através da formacao de poros transmembrana provocando a lise de eritrocitos
(Baida & Kuzmin, 1996). E uma proteina termolabil cuja atividade hemolitica ndo é inibida pelo

colesterol.

A analise da sequéncia da regido do promotor do gene hlylll ndo revelou a presenca da sequéncia
palindrémica altamente conservada que € o alvo para o reconhecimento especifico do ativador
transcricional PIcR, indicando que a expressao do gene hlylll é independente de PIcR (Baida & Kuzmin,
1996).

A Hemolisina IV, ou citotoxina K, é composta por um unico peptideo de 34kDa e possui, além da
capacidade de formar poros em membranas celulares de procariotos, atividade necrética em modelo

animal, hemolitica e citotdxica (Beecher et al, 2000).
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Esta proteina apresenta similaridade de 37% e 30% da sequéncia de aminoacidos com a
hemolisina Il do B. cereus e a a-hemolisina do S. aureus, respectivamente, sugerindo que, do ponto de
vista estrutural, a CytK (assim como Hlyll) pertence a familia oligomérica formadora de poros tipo B-
barril (Lund et al, 2000). A expressdao do gene cytK tambeém é regulada pelo sistema PIcR/PapR
(Ceuppens et al, 2011).

1.3.5 — Fosfolipases

Com relacdo a classe de toxinas representadas pelas fosfolipases, as fosfolipases C sdo as mais
conhecidas dentro dessa familia de proteinas expressas por linhagens de B. cereus e B. thuringiensis.
Essas espécies produzem trés tipos de fosfolipases C, cada uma com diferentes mecanismos de acéo.

De acordo com a classe de fosfolipidios em que atuam, tem-se a fosfolipase C especifica para
fosfatidilcolina (PC-PLC) (Callegan et al, 2002), fosfolipase C especifica para fosfatidilinositol (PI-PLC)
(Ikezawa & Taguchi, 1981) e esfingomielinase (SPH) (Pomerantsev et al, 2003), as quais séo codificadas

pelos genes pcplc, piplc e sph, respectivamente.

Tais moléculas promovem a lise celular, através da atividade enzimatica e ndo pela formacéo de
poros (Figura 10). Causam a liberacdo de enzimas lisossdmicas dos neutréfilos e estdo envolvidas em
alteracdes teciduais, especialmente apds a contaminacdo de feridas e infeccBes oculares. Estas

fosfolipases permitem que as bactérias resistam a fagocitose (Celandroni et al, 2014).

A toxicidade de PC-PLC pode ser explicada pela hidrolise de diferentes fosfolipidios como a
fosfatidilcolina, a fosfatidiletanolamina e a fosfatidilserina, ressaltando-se que todas essas moléculas
fazem parte da maioria das membranas plasmaticas de eucariotos e procariotos, sugerindo-se, assim, que
essas fosfolipases participam da destruicdo do epitélio de tecidos infectados e da degradacdo da matriz
subepitelial (Figura 10a) (Kotiranta et al, 2000; Celandroni et al, 2014).

Ja a PI-PLC cliva o fosfatidilinositol e derivados glicosilados de fosfatidilinositol, os quais
participam do ancoramento de proteinas na superficie de membranas plasmaticas de eucariotos (Figura
10b). Essa molécula é parte de uma familia de enzimas produzidas por varios microrganismos, incluindo
patdgenos bacterianos (Griffith & Ryan, 1999). Quando secretada por esses patdgenos, as PI-PLCs
exercem suas atividades citotdxicas nas células hospedeiras e atuam como importantes fatores de
viruléncia (Callegan et al, 2002; Ghelardi et al, 2007).
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A esfingomielinase (SPH) é uma proteina de atividade hemolitica e participa do processo de
ligagdo do B. cereus aos eritrécitos (Granum & Lund, 1997). PC-PLC e SPH compdem a unidade
citolitica cereolisinaAB e a acdo desse complexo sdo dependentes da esfingomielinase, uma vez que a
presenca de esfingomielina em membranas inibe a atividade da PC-PLC (Ruiz-Arguello et al, 1998).
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Figura 10: A informacéo estrutural e 0 mecanismo de acdo propostos para as moléculas PC-PLC (a), PI-
PLC (b), revelam a lise celular através da atividade enzimatica e o0 complexo HBL (c), pela formacéo de
poros na respectivas membranas. (Reproduzido de Celandroni et al., 2014).
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1.4 — Ocorréncia e Deteccdo de Genes Associados & Producdo de Enterotoxinas e Fatores de

Viruléncia nas Espécies do Grupo Bacillus cereus

Nas ultimas décadas, verificou-se o aumento significativo no desenvolvimento de técnicas
moleculares para a detec¢do, identificacdo e caracterizagdo de bactérias patogénicas. Avancos nos estudos
de biologia molecular proporcionaram o desenvolvimento e emprego de varios métodos que auxiliam na

identificagéo e tipagem de microrganismos.

Tais metodologias oferecem a possibilidade de uma identificacdo precisa e especifica de amostras
de B. cereus e espécies correlacionadas (Martinez-Blanch et al, 2011). Dentre essas, destacam-se as
fundamentadas na amplificacdo de sequéncias do DNA pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR), que
tem sido utilizada para avaliar o potencial toxigénico das espécies do B. cereus Ls., e de outras espécies
de Bacillus spp. (Hsieh et al, 1999; Hansen et al, 2001; Hendriksen et al, 2006).

As toxinas diarreicas e a toxina emética associadas ao B. cereus e demais espécies do grupo sao
alvos frequentes de estudos. Tais estudos baseiam-se na técnica de PCR e também em outros métodos,

como os imunoldgicos e citotoxicos.

Os testes imunologicos para diagnostico de toxinas de B. cereus utilizam anticorpos sintetizados
para 0 complexo HBL e NHE. Ainda ndo ha relatos da comercializacdo de testes para a identificacdo da
CytK (Stenfors Arnesen et al, 2008). Diferentemente das toxinas causadoras da sindrome diarreica, a
cereulida possui baixa atividade antigénica, por esse motivo nao existem ensaios imunologicos capazes de
identificar a presenca dessa toxina (Kotiranta et al, 2000). Entretanto existe uma grande variedade de
testes in vivo e in vitro para a identificacdo da toxina emética. A maioria destes testes se baseia na
capacidade citotoxica da cereulida de produzir danos estruturais em diferentes tecidos animais (Stenfors
Arnesen et al, 2008).

As infeccdes alimentares sdo causadas pela ingestdo de alimentos contaminados por
microrganismos patogénicos que se multiplicaram e excretaram fatores de viruléncia no préprio alimento,
e as toxinfecgdes alimentares resultam da ingestdo de alimentos com certa quantidade de microrganismos
causadores de doencas, capazes de produzir ou expressar toxinas apds serem ingeridos. As doencas
transmitidas por alimentos constituem um dos problemas de salde publica mais frequente do mundo
contemporaneo. Sao causadas por agentes etiol6gicos que penetram no organismo humano através da

ingestdo de agua e alimentos contaminados (OPAS, 2001).
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O B. cereus tem sido relacionado como um dos agentes etiologicos implicados em diversos surtos
de enfermidades de origem alimentar verificados em diferentes regides do mundo. Indmeros
pesquisadores relataram a ocorréncia de B. cereus em diferentes tipos de alimentos, tais como: cereais,
arroz cozido ou frito, produtos carneos, vegetais, massas, sopas, produtos desidratados e prontos para
consumo, especiarias, alimentos infantis, leite e produtos lacteos, 0s quais podem ser eventualmente
veiculos dessa bactéria causadora de intoxicacdo alimentar (Rabinovitch et al, 1985; Silva et al, 1993;
Pirhonen et al, 2005; Quoba et al, 2008; Batchoun et al, 2011; Chaves et al, 2011; Chon et al, 2012;
Malek et al, 2013; Rahimi et al, 2013; Kim et al, 2014; Zhou et al, 2014).

Varios estudos ja foram feitos com o objetivo de realizar a caracterizacdo toxigénica e avaliacdo
da capacidade de producdo das principais toxinas relacionadas a surtos de intoxicacdo alimentar, bem
como o potencial de B. cereus de causar deterioracdo em funcdo da temperatura de armazenamento e sua
capacidade de producdo de enzimas proteoliticas. No primeiro estudo realizado no Brasil em 1993,
Guaycurus et al. descreveram a presenca de proteinas extracelulares (definidas como enterotoxinas)
produzidas por B. cereus isolados de surtos de intoxicacdo alimentar no Rio de Janeiro. Estas moléculas
apresentaram atividade de permeabilidade vascular em coelhos, letalidade para camundongos e
citotoxicidade para células Vero e Hela.

O B. cereus é frequentemente isolado de amostras de leite in natura e derivados lacteos. Os
estudos sobre a ocorréncia do microrganismo tém adquirido importancia devido ao isolamento de cepas
psicrotroficas produtoras de toxinas e as propriedades de adesdo e termorresisténcia de seus esporos
(Svensson et al, 2004; Rezende-Lago et al, 2007; Watanuki et al, 2008; Zhou et al, 2008; Zhou et al,
2010; Bartoszewicz et al, 2013). B. cereus pode provocar fenémenos indesejaveis em laticinios e afins,
como a agregacdo da camada lipidica em leite pasteurizado e a coagulacdo da caseina, ambos causados
por acdo das enzimas proteoliticas (lipases e proteases) e lecitinases (fosfolipases) produzidas pelo
microrganismo (Bartoszewicz et al, 2008; De Jonghe et al, 2010; Montanhini et al, 2012; Vithanage et al,
2014).

Recentemente, Arslan et al. (2014) isolaram 29 cepas do grupo B. cereus (22 B. cereus, 5 B.
anthracis e 2 B. thuringiensis) de amostras de sorvetes, coletadas de estabelecimentos varejistas em Bolu,
Turquia. Os resultados demonstraram que as cepas eram potenciais produtoras de enterotoxinas e enzimas
extracelulares, e exibiam certas caracteristicas de resisténcia aos antibidticos. Os autores concluiram que a
presenca de cepas naturais de Bacillus spp. que expressam determinantes patogénicos e enzimas
deteriorantes em produtos lacteos podem representar potencial risco a salde publica, a seguranca

alimentar e a qualidade dos produtos.
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As analises microbioldgicas e toxigénicas tém sido ferramentas fundamentais para a obtencdo de
dados sobre a qualidade, higiene e seguranca na producdo de alimentos e tais medidas tém sido adotadas
na induastria alimenticia para o controle de qualidade dos produtos.

Em pesquisa sobre a contaminacdo de leite integral pasteurizado coletado em supermercados na
China, Zhou et al. (2008) detectaram a presenca de B. cereus em 26 das 54 amostras analisadas. No total
102 cepas foram isoladas, sendo 92 B. cereus, 9 B. thuringiensis e 1 B. mycoides. Os genes do complexo
HBL foram detectados em 33,7% (31/92) e os genes que codificam o complexo NHE em 46,7% (43/92)
das cepas de B. cereus. Todas as nove cepas de B. thuringiensis foram positivas para 0s seis genes
codificadores de enterotoxinas e 0 B. mycoides possuia carater psicrotréfico, e ndo apresentou nenhum
gene do complexo HBL, mas apresentou 0s genes nheA e nheC. Ressalta-se a ocorréncia das espécies do
grupo B. cereus em produtos lacteos chineses e a preocupacao de que estes produtos promovam surtos de

intoxicagdo alimentar associados a essa espécie.

Em outra pesquisa desenvolvida por Zhou et al. (2014) na China, trés cepas de B. cereus foram
isoladas de um surto de intoxicagdo alimentar apds o consumo de gréos de soja fermentados (Douchi).
Duas cepas de B. cereus foram capazes de produzir a toxina emetica e a terceira expressou as
enterotoxinas do complexo HBL, NHE e CytK-2, sendo essas possivelmente as cepas responsaveis pelo

incidente de origem alimentar causado pelo consumo de um alimento natural fermentado.

Surtos de B. cereus sdo muitas vezes relatados, mesmo que 0s sintomas da intoxicacdo sejam
geralmente rapidos e autolimitados. No entanto, ressalta-se a ocorréncia de cepas hipervirulentas que
aumentam os riscos para a saude publica. A possibilidade de producédo de toxina emética e enterotoxinas
por uma mesma cepa bacteriana tém sido considerada. A suspeita baseia-se na ocorréncia, concomitante,
de quadros clinicos caracteristicos de ambas as sindromes em alguns individuos acometidos por doenca

alimentar causada por B. cereus.

Recentemente, Lopez et al. (2015) relataram um caso clinico, que ocorreu na Argentina, de
intoxicacdo alimentar grave, quando a vitima (mulher adulta saudavel) apresentou emese e diarreia
concomitantes. A cepa de B. cereus isolada foi altamente citotoxica em ensaios bioldgicos (teste com
células Caco-2), e positiva para 0s genes do complexo HBL, enterotoxina S e a toxina emética. Como se
considera que o cluster das linhagens eméticas de B. cereus evoluiu de uma populacdo panmitica
(plenamente recombinante) de cepas diarreicas, sugere-se que esta cepa seja uma forma intermediaria

entre tais linhagens.
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Naranjo et al. (2011) descreveram um caso de intoxicagdo alimentar letal que ocorreu em
Bruxelas, Bélgica. Estes autores descreveram um o6bito (homem jovem) apds a ingestdo de um tipo de
massa (espaguete) contaminada com células de B. cereus. Cepas eméticas foram isoladas e niveis
elevados da toxina emética (14,8ng/g) foram encontrados na refeicéo.

No estudo realizado por Rahimi et al. (2013) tanto a incidéncia de B. cereus em alimentos infantis
quanto a presenga dos genes associados aos complexos HBL e NHE e as enterotoxinas T e FM foram
investigados. Os resultados mostraram que os produtos infantis sdo umas das principais fontes de B.
cereus portadores de genes enterotoxigénicos na provincia de Isfahan, Ird. Logo, a inspecdo das matérias-
primas e dos aditivos € importante para diminuir a carga microbiana nos alimentos infantis e

consequentemente, reduzir a incidéncia de surtos diarreicos.

E cada vez maior o nimero de doencas gastrintestinais transmitidas por alimentos no mundo
inteiro. Entretanto, a notificacdo desses surtos ndo é obrigatdria no Brasil, ndo sendo possivel desta forma
determinar o numero real de surtos de origem alimentar. Segundo informacgdes da Vigilancia
Epidemioldgica das Doengas Transmitidas por Alimentos do Ministério da Saude, no levantamento
realizado no periodo de 2000 a 2013, o B. cereus surge como 0 3° na relacdo de agentes etioldgicos
causadores de enfermidades gastrintestinais transmitidas por alimentos no Brasil (Brasil, 2010)

(http://portalsaude.saude.gov.br).

Em 1985, Rabinovitch et al. avaliaram a incidéncia e a toxicidade de cepas de B. cereus isoladas
de diferentes classes de alimentos comercializados no Rio de Janeiro. Dentre as 114 cepas isoladas, 13
provieram de trés casos de toxinfeccGes alimentar. Nos ensaios biologicos realizados, o aumento da
permeabilidade capilar (APC) ocorreu em 86,85% das 114 cepas, e 65,79% foram letais para
camundongos e a combinacdo de ambos foi observada em 59,65%. O APC associado a necrose ocorreu
com 34,21% das cepas testadas. A letalidade, APC e necrose, associados, foram observadas em 28,07%
das cepas. Todos estes fatos foram evidenciados nas cepas isoladas de alimentos causadores da

enfermidade, confirmando a acdo de fatores promotores de intoxicagédo alimentar.

Em outro estudo desenvolvido por Zahner et al. (2005), a distribuicdo dos genes que codificam os
fatores de viruléncia (vip3A, bceT, pc-plc, sph, nheBC, hblA) foram determinados em 80 cepas de B.
cereus e B. thuringiensis isoladas de distintas fontes (amostras clinicas, solos e alimentos) no Brasil. Os
resultados demonstraram ampla distribuicdo dos genes de viruléncia entre ambas as espécies, sugerindo
que esses determinantes desempenham um papel importante nas infeccbes em mamiferos. A maioria
desses fatores toxigénicos e de viruléncia foram detectados com maior ocorréncia em estirpes de B.

thuringiensis do que em B. cereus.
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O primeiro registro do perfil toxigénico em amostras de B. cereus isolados no Brasil foi realizado
em 2008 por Aragon-Alegro et al. Estes autores avaliaram a producdo dos complexos HBL, NHE, CytK e
da toxina emética em 155 cepas de B. cereus provenientes de alimentos produzidos no Brasil. Através dos
ensaios imunoldgicos, a expressdo dos genes hblD e nheA foi detectada em 105 (67,7%) e 154 (99,4%)
das cepas estudadas, respectivamente. Todas as cepas apresentaram pelo menos um gene do complexo
NHE, enquanto 96,1% delas foram positivas para os genes do complexo HBL. CytK-2 foi detectada em
123 (79,4%) das cepas. Estes autores concluiram que todas as cepas demonstraram capacidade toxigénica

e podem representar um risco aos consumidores se boas préticas ndo forem seguidas.

A relacdo entre a presenca de genes de viruléncia, a diversidade desses genes e a patogenicidade,
bem como, a origem de amostras brasileiras de B. cereus isolados de alimentos associados com surtos de
intoxicacdo alimentar, alimentos prontos para consumo e amostras de solo foi investigada por Santos et
al. (2011). Os resultados demonstraram que cepas de B. cereus potencialmente causadoras de surtos de
intoxicacdo alimentar, ndo apresentam um perfil genético especifico, como a presenca de um gene
obrigatorio ou um determinado alelo para um gene especifico. Pelo contrario, combinagdes diferentes de
genes que codificam fatores de viruléncia podem estar presentes em diferentes isolados de B. cereus
potencialmente causadoras de surtos de intoxicacdo alimentar. Corroborando estes estudos, os resultados
de Chaves et al. (2011) demonstraram que a maioria das estirpes presentes em diferentes tipos de
alimentos coletados a partir de produtos nacionais em periodos distintos, representam um risco potencial
de causar intoxicacdo alimentar, devido a alta prevaléncia de genes das enterotoxinas expressas nessas

estirpes.

B. cereus € considerado um microrganismo termoddrico, uma vez que Seus esporos podem
sobreviver aos principais processamentos térmicos utilizados na industria de alimentos (Cronin &
Wilkinson, 2008). A combinacdo das caracteristicas termodurica e psicrotrofica em uma espécie

microbiana denota seu potencial deteriorante (Matta & Pung, 1999).

Os mecanismos de adaptacao do B. cereus as condi¢c@es ambientais sdo diversos e contribuem para
sua sobrevivéncia e disseminacdo no ambiente (Carlin et al, 2010). Algumas estirpes de B. cereus podem
se multiplicar em temperaturas de refrigeracdo (Garcia-Armesto & Sutherland, 1997; Larsen &
Jorgensen, 1999; Guinebretiere et al, 2008) e 0s esporos podem sobreviver a pasteurizacdo, fatores que
podem ser considerados um problema para a industria de alimentos (Svensson et al, 2004; Planchon et al,
2011).

Alguns estudos atestam a producdo de enterotoxinas por cepas psicrotroficas de B.cereus (Granum
et al, 1993; Beuchat et al, 1997; Rowan & Anderson, 1998; In't Veld et al, 2001). A natureza psicrotrofica
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de algumas cepas, aliada a capacidade de producdo de enterotoxinas, eleva o risco de doenca alimentar
por B. cereus (McK:illip, 2000; Stenfors Arnesen et al, 2008). Dufrenne et al. (1995) identificaram varias
estirpes de B. cereus psicrotrdficas isoladas de diferentes produtos alimenticios e de surtos diarreicos.
Zhou et al. (2010) encontraram B. cereus psicrotréficos em amostras de sorvete avaliadas na China.

Na maioria das vezes, as infeccdes alimentares estdo relacionadas ao consumo de alimentos que
sofreram manipulagdo exacerbada associada ao armazenamento e acondicionamento em temperatura
inadequada, propiciando a sobrevivéncia e desenvolvimento de microrganismos. Em 1993, Silva et al.
analisaram o crescimento em distintas faixas de temperatura do B. cereus em trés diferentes tipos de
alimentos formulados e servidos em instituicdes publicas. Os autores observaram que o B. cereus foi
capaz de se multiplicar nos alimentos analisados, principalmente na temperatura de 35°C, na auséncia ou
presenca de microrganismos autéctones. Logo, estes concluiram que boas praticas de higiene durante a
preparacdo e consumo desses produtos, bem como o tempo de armazenamento e temperatura devem ser

considerados.

Segundo Watanuki & Gallo (2008), o tratamento térmico aplicado ao leite estimula a germinagéo
dos esporos de B.cereus que, na auséncia da microbiota competitiva, encontram condicdes favoraveis
para multiplicar-se no produto. No estudo realizado por Merzougui et al. (2014), o B. cereus foi apontado
como possivel agente etioldgico em casos de intoxicacdo alimentar ocorrido em Marrocos. Os resultados
revelaram elevada prevaléncia em diversos tipos de alimentos, principalmente leite e produtos lacteos.
Isso enfatiza a importancia da refrigeracdo do leite apds o tratamento térmico, para assegurar a qualidade

do produto a ser oferecido a populacdo e, por conseguinte, diminuir os riscos de toxinfeccéo alimentar.

Devido a sua natureza ubiquitaria, sdo diversas as matrizes de alimentos relatadas como fontes de
isolamento de B. cereus (Mclntyre et al, 2008; Fangio et al, 2010; Samapundo et al, 2011). Batchoun et
al. (2011) demonstraram a ocorréncia de cepas de B. cereus eméticas e enterotoxigénicas em diferentes
alimentos consumidos na Jordania. Samapundo et al. (2014) reportaram a incidéncia, diversidade e
caracteristicas enterotoxigénicas e o potencial deteriorante das espécies do grupo B. cereus em varios
tipos de produtos alimenticios, principalmente em alimentos processados refrigerados de vida util

prolongada disponivel no mercado de varejo da Bélgica.

B. cereus também pode ser encontrado no ambiente hospitalar e 0s esporos resistem a maioria dos
procedimentos e produtos de limpeza aplicados nesses ambientes. Casos de infec¢bes intestinais graves
por B. cereus foram relatadas em recém-nascidos em uma unidade de terapia intensiva neonatal

(Decousser et al, 2013). Um surto nosocomial de gastroenterite por B. cereus, que envolveram pacientes e
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atendentes, em uma unidade hospitalar de referéncia de Omd, em 2008, foi relatado por Al-Abri et al.

(2011), no qual as fontes de contaminacdo foram as refeicdes servidas pela cozinha do hospital.

Em outro estudo, em um hospital no Japdo, Dohmae et al. (2008) noticiaram 0 aumento de
infecgBes nosocomiais por B. cereus no periodo de 2000 a 2005. Em 2005, infeccbes da corrente
sanguinea relacionadas ao uso de cateter intravascular ocorreram em cinco pacientes. Os autores
associaram a transmissao de B. cereus para pacientes através da reutilizacdo de toalhas e roupas de cama
contaminadas. Todas as cepas de B. cereus isoladas no hospital foram diferenciadas das estirpes que
provieram de pacientes acometidos por intoxicacdo alimentar. A resisténcia a ciprofloxacina foi
observada apenas nas cepas clinicas. Os resultados sugerem que cepas especificas de B. cereus estdo
circulando nos hospitais, com genotipos, susceptibilidade aos antibioticos e perfis de viruléncia
geralmente distintos daqueles de surtos de intoxicacao alimentar, e que no Japdo, as toalhas s&o uma fonte

importante de contaminagao.

Com relacéo as areas hospitalares existem poucos registros sobre surtos nosocomiais de infeccéo
por B. cereus em unidades de terapia intensiva para adultos e recém-nascidos. Quase sempre esses surtos
nosocomiais estdo relacionados com equipamentos medicos contaminados e procedimentos de
desinfeccdes inadequados (Gray et al, 1999; Van Der Zwet et al, 2000; Dolan et al, 2012). Kalpoe et al.
(2008) descreveram a disseminacdo de uma cepa de B. cereus, resistente a vancomicina, isolada dos
sensores de fluxo de ar dentro do sistema de ventilagdo mecénica de uma unidade de terapia intensiva
pediatrica. Horii et al. (2011) investigaram os fatores de risco por B. cereus em infec¢bes na corrente
sanguinea, e concluiram que o antibiograma foi essencial para selecionar um tratamento adequado, pois
neste estudo estirpes isoladas de amostras clinicas apresentaram CMIs elevadas para B-lactamicos e

quinolonas.

Dentre as espécies do grupo B. cereus potencialmente produtoras de enterotoxinas, destaca-se
também o B. thuringiensis, utilizado comercialmente como bioinseticida devido a capacidade de sintese

de cristais proteicos toxicos a algumas espécies de insetos.

Desde a década de 90, B. thuringiensis vem sendo descrito como agente produtor de enterotoxinas
(Drobniewski, 1993; Damgaard et al, 1996) e causador de intoxicacdo alimentar (Jackson et al, 1995).
Neste periodo, inUmeros estudos pesquisaram a ocorréncia de genes de enterotoxinas de B. cereus em
linhagens de B. thuringiensis (Gaviria Rivera et al, 2000; Swiecicka & Mabhillon, 2006; Ngamwongsatit et
al, 2008). Tal fato preocupa e pode gerar uma série de problemas, uma vez que produtos a base de B.
thuringiensis tém sido dispersados na natureza para o controle biolégico de pragas agricolas e de

importantes vetores de doengas humanas em varios paises. Alguns autores j& relataram a presenca de
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enterotoxinas em cepas de B. thuringiensis isoladas de inseticidas comercias (Damgaard, 1995;
Rosenquist et al, 2005). Frederiksen et al. (2006) demonstraram que residuos de inseticidas a base de B.
thuringiensis podem ser encontrados em frutas e vegetais frescos e as cepas isoladas destas fontes foram

potencialmente enterotoxigénicas.

Scarano et al. (2009) avaliaram a expressdo das enterotoxinas diarreicas em cepas de B.
thuringiensis isoladas de bioinseticidas comerciais. Os resultados revelaram elevada frequéncia das
enterotoxinas dos complexos NHE, HBL, CytK e a cereolisinaAB. Em virtude aos dados obtidos, os
autores sugeriram que os procedimentos de biosseguranca para estas formulacbes sejam revisto, e que

estes excluam a utilizacé@o de cepas enterotoxigénicas.

Rabinovitch et al. (2014) estudaram a aplicacdo da radiacdo gama (Co60) para eliminar esporos
em preparagOes de biopesticidas de B. thuringiensis sorovar israelensis de forma a se evitar a liberagéo de
esporos viaveis no ambiente. Os resultados demonstraram a inativacdo total dos esporos nos
bioinseticidas sem que houvesse mudanca na atividade larvicida. Estes autores concluiram que
formulacdes irradiadas seriam mais seguras para 0 meio ambiente e para 0s seres humanos, pois a

eliminacéo dos esporos viaveis neutraliza o potencial patogénico de cepas de B. thuringiensis.

Cepas toxigénicas de B. cereus e B. thuringiensis também foram isoladas de amostras de arroz e
cereais na Correia do Sul e nos EUA, e todas as cepas de B. thuringiensis foram positivas para as
enterotoxinas dos complexos NHE e HBL (Ankolekar et al, 2009; Park et al, 2009; Kim et al, 2014). Pang
et al. (2010) isolaram 62 cepas de B. thuringiensis da microbiota de solo de Taiwan. Todas as cepas foram
citotoxicas em ensaios bioldgicos e carreavam os genes do complexo HBL. Cepas de B. thuringiensis de
diferentes sorovares com caracteristicas psicrotolerantes ja foram identificadas por Bartoszewicz et al.
(2009) e Soufiane & Cote (2010).

Uma vez que células de B. thuringiensis provenientes de aplicacdes de biopesticidas foram
encontradas em alimentos e bebidas (Zhou et al, 2008), a presenca de genes que codificam as
enterotoxinas e a capacidade de producdo das mesmas deve ser considerada (Swiecicka & Mabhillon,
2006), mesmo que poucos casos de infeccBes gastrointestinais por B. thuringiensis tenham sido
registrados (Jackson et al, 1995; Mclntyre et al, 2008). E possivel que em virtude da dificuldade de
diferenciar o B. thuringiensis do B. cereus, o papel do B. thuringiensis em surtos de doencas transmitidas

por alimentos possa ter sido subestimado (Scarano et al, 2009).

Em estudo desenvolvido por Rosenquist et al. (2005) 31 cepas B. thuringiensis provenientes de

diferentes tipos de alimentos expressaram 0s genes dos complexos HBL, NHE e CytK envolvidos na

30



sindrome diarreica. Estes autores observaram que esta espécie pode ser responsavel por diversos surtos de

intoxicacdo alimentar previamente atribuido ao B. cereus.

As enterotoxinas sdo proteinas que causam citotoxicidade, acimulo de fluidos na alca ileal ligada
de animais de laboratdrio produzindo dermonecrose, e que sdo letais para camundongos e citotoxicas em
culturas de células Vero. A susceptibilidade de diferentes células alvo revelaram que as enterotoxinas de
B. cereus atuam como os principais fatores de viruléncia e que sua toxicidade ndo é restrita ao nivel das
infeccbes gastrointestinais (Bottone, 2010). Jebberger et al. (2014) observaram diferentes niveis de
citotoxicidade nas toxinas dos complexos HBL e NHE através de ensaios bioldgicos. Estes concluiram
que a diferenca na citotoxicidade total esta relacionada com a presenca de receptores especificos para

estas toxinas.

Alguns autores ja relataram a ocorréncia dos genes associados as enterotoxinas e aos fatores de
viruléncia em outras espécies do género (Hansen & Hendriksen, 2001; Gaviria Rivera et al, 2000; Yang et
al, 2005; Martinez-Blanch et al, 2009; Soufiane & Cote, 2013). Em estudo desenvolvido com diversas
espécies, entre elas B. mycoides, B. pasteurii e B. thuringiensis, Mantynen & Lindstrom (1998) relataram
resultados positivos para a presenca do gene hblA para todas as espécies estudadas, exceto para duas
espécies termofilicas. A ocorréncia de genes que codificam toxinas e sua relagdo com enfermidades de
transmissdo alimentar também foi relatada nas espécies B. licheniformis, B. subtilis e B. pumilus (Kramer
& Gilbert, 1989; Mikkola et al, 2000). Existem registros que B. licheniformis pode causar
esporadicamente doencas diarreicas de origem alimentar (Mikkola et al, 2000). A espécie termotolerante
B. cytotoxicus encontra-se ocasionalmente associada a casos de intoxicacdo alimentar grave
(Guinebretiere et al, 2013).

Todas estas pesquisas refletem a ampla biodiversidade que as espécies do grupo B. cereus e
espécies correlacionadas apresentam no meio ambiente. Distintos métodos moleculares atestam a
diversidade genotipica dessas espécies e a heterogeneidade quanto a presenca dos fatores de viruléncia

gue consequentemente aumentam as chances de persisténcia do microrganismo no ambiente.
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1.5 - Tipagem Molecular para Caracterizacdo das Espécies do Grupo B. cereus

A analise epidemiologica molecular de cepas bacterianas provenientes de diferentes origens
remete & uma avaliacdo das relacdes filogenéticas existentes entre essas cepas. A principal questdo a ser
respondida nessas andlises é saber se diferentes amostras de um determinado patdgeno representam a
disseminagdo de um organismo comum ou clone. Neste sentido a epidemiologia molecular sempre tem
buscado desenvolver técnicas que proporcionem avaliar as relacbes genéticas existentes entre distintas

cepas bacterianas.

Com advento da biologia molecular, nos anos 70, ficou evidente que 0 cromossomo representa a
molécula fundamental de identidade das bactérias, tornando possivel a elaboracdo de novas técnicas
epidemioldgicas (Persing & Tenover, 2004). Desde entdo uma serie de técnicas vem sendo descritas e
aprimoradas e estas, se utilizadas em conjunto com a epidemiologia classica, com avalia¢fes clinicas e
toxigénicas apropriadas, tendem a facilitar ndo apenas o trabalho realizado por pesquisadores, mas,

também, aquele dos préprios clinicos.

A tipagem de microrganismos progrediu consideravelmente nos Gltimos anos, em consequéncia do
desenvolvimento de técnicas moleculares que fazem uso da variabilidade encontrada no genoma. O
advento da tipagem molecular permitiu ndo s6 grandes avancos nos dominios da identificacéo,
classificagdo e diagnostico, mas também no estudo da evolucgéo e filogenia dos microrganismos (Ehling-
Schulz & Messelhdusser, 2013). Inimeras técnicas moleculares baseadas no estudo da similaridade dos
cromossomos foram desenvolvidas, dentre elas se destacam a eletroforese em campo pulsado — PFGE, o
polimorfismo dos elementos repetitivos — rep-PCR e a tipagem de sequéncias de multilocos — MLST
(Schwartz & Cantor, 1984; Versalovic et al, 1991; Maiden et al, 1998).

A tipagem molecular encontra aplicac@es relevantes na microbiologia clinica, na epidemiologia,
dado o seu potencial para esclarecer a origem e disseminacdo de uma estirpe causadora de um surto
infeccioso (Madigan et al, 2004). De forma geral, surtos resultam da exposicdo a uma fonte comum do
agente etioldgico e da sua disseminacéo rapida entre a populacdo potencialmente hospedeira. Organismos
geneticamente relacionados compartilham caracteristicas genéticas, bioquimicas e, muitas vezes, fatores
de viruléncia. Assim, em epidemiologia, 0 processo de tipagem é critico, quer na identificacdo de surtos
infecciosos e de episodios de transmissao cruzada de patdgenos nosocomiais, quer no reconhecimento da
fonte de contaminacédo e de estirpes particularmente infecciosas (Madigan et al, 2004; Ehling-Schulz &
Messelhdusser, 2013).
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O conceito bésico das técnicas de tipagem molecular propde que cepas bacterianas
epidemiologicamente relacionadas possuem um percursor comum, desta forma, estudos empregando
essas técnicas permitem um melhor entendimento sobre os mecanismos evolutivos, surgimento de

estirpes virulentas e reservatorios de cepas bacterianas (Ehling-Schulz & Messelhdusser, 2013).

Diversas técnicas estdo disponiveis para a determinacdo da variabilidade genética. Estas técnicas
permitem a obtengdo de um numero ilimitado de marcadores moleculares em todo o genoma do
organismo. Tais marcadores genéticos sdo utilizados para a deteccdo dessa variabilidade, gerando
informagdes sobre a diversidade genética.

Uma abordagem, introduzida no estudo de bactérias, envolve uma técnica altamente reprodutivel,
baseada em amplificacbes por PCR. Esta técnica, denominada rep-PCR, faz uso de sequéncias
oligonucleotidicas iniciadoras complementares de sequéncias de DNA repetitivas conservadas e presentes
em numerosas copias no genoma de diversas espécies bacterianas (Versalovic et al, 1991; 1994). Existem
varias familias de sequéncias repetitivas de DNA que tém sido relatadas em organismos procariotos,
sendo as sequéncias palindrémicas extragénicas repetitivas (Repetitive Extragenic Palindromic - REP-
PCR) e as sequéncias intergénicas consensuais altamente repetitivas de enterobactérias (Enterobacterial
Repetitive Intergenic Consensus - ERIC-PCR) as mais correntemente estudadas (Higgins et al, 1988;
Hulton et al, 1991).

As sequéncias REP consistem de repeticOes invertidas e conservadas de 35-40 nucleotideos,
constituindo um palindromo, onde coOpias sucessivas sao organizadas em orientacdo alternada (Versalovic
et al, 1991). Tanto as sequéncias ERIC quanto os elementos REP encontram-se em regifes nao-
codificadoras, mas sdo provavelmente transcritos e possuem potencial para formar estruturas secundarias
(Stern et al, 1984; Higgins et al, 1988). Esta técnica tem sido considerada importante para a analise da
estrutura populacional bacteriana, podendo ser utilizada na caracterizacdo de bactérias em diferentes

niveis taxonémicos (Ishii & Sadowsky, 2009).

A evolucdo dos genomas bacterianos tem sido relacionada com duplicac6es, inversdes e outros
rearranjos (Komine et al., 1990), sendo estes eventos frequentemente relacionados com sequéncias de
DNA repetitivo. Portanto, a organizacdo do genoma depende da acdo da selecdo natural e, sendo assim, a
dispersdo de sequéncias repetitivas de DNA pode ser um indicativo da estrutura e da evolucdo do genoma
bacteriano (Ishii & Sadowsky, 2009).

Regides repetitivas apresentam maior variabilidade do que outras regifes gendmicas e podem ser
utilizadas para analisar a relagdo genética entre linhagens, além de caracterizar e discriminar as espécies

em nivel gendbmico (Kumar et al, 2014). Da Silva et al. (2013) utilizando a técnica rep-PCR, detectaram a
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divergéncia genética entre 47 cepas de B. thuringiensis isoladas de solos de diferentes localidades do
Brasil. Godoy et al. (2012) aplicaram esta técnica para diferenciar linhagens de B. cereus associadas a um
surto infecioso em psitacideos em cativeiro. Brumlik et al. (2001) utilizando o rep-PCR, identificaram
cinco grupos filogenéticos em 105 cepas de B. anthracis de diversas origens geograficas.

De acordo com Sauka et al. (2011) a referida técnica permitiu a distingdo de 131 estirpes de B.
thuringiensis coletados de diferentes ecossistemas argentinos. Estes autores demonstraram que sorovares
de B. thuringiensis podem ser diferenciados e identificados com base nos perfis da analise do rep-PCR e
mesmos cepas locadas num mesmo sorotipo foram diferenciadas. Este estudo pode ajudar a estabelecer
um sistema de classificacdo de cepas de B. thuringiensis com um nivel de discriminacdo maior que o

estabelecido através da sorotipagem flagelar.

Devido a alta plasticidade genémica, a estrutura populacional do grupo B. cereus Ls. revelou-se
completamente dindmica, e existe, dentro deste grupo de bactérias, um amplo potencial para o surgimento
de novas linhagens patogénicas, com maior viruléncia, ou com capacidade de sobreviver em condicdes
ambientais adversas (Kolsto et al, 2009; Ehling-Schulz et al. 2011; Tourasse et al, 2011).

Um conhecimento profundo da estrutura populacional do grupo B. cereus l.s. é, portanto, ndo so
de interesse académico em geral, mas também de grande importancia para o diagnostico em

microbiologia alimentar e clinica (Ehling-Schulz & Messelh&dusser, 2013).

Durante a ultima década, varios esquemas baseados em MLST foram desenvolvidos para tipagem
das espécies do grupo B. cereus L.s., 0s quais tém sido amplamente utilizados para inferéncia das relacdes
genéticas entre as espécies do grupo provenientes de diferentes origens, como amostras de solo, insetos,
alimentos e humanos (Ehling-Schulz et al, 2005; Vassileva et al, 2006; Cardazzo et al, 2008; Hoffmaster
et al, 2008; Tourasse & Kolsto, 2008; Raymond et al, 2010). Embora os diferentes esquemas de MLST
empreguem distintos genes constitutivos, todos revelaram trés clusters principais para as espécies que
compdem esse grupo de bactérias. Visto que inUmeras cepas foram comuns para diferentes estudos, uma
correspondéncia foi estabelecida entre os varios clusters, clados, linhagens ou complexos clonais
previamente determinados (Helgason et al, 2004, Ko et al, 2004; Priest et al, 2004; Sorokin et al, 2006).

E interessante observar que os mesmos clusters principais foram demonstrados através da analise
por espectrometria de infravermelho transformada de Fourier - FTIR, apontando caracteristicas
fenotipicas conservadas das espécies geneticamente relacionadas (Ehling-Schulz et al, 2005). No entanto,

independentemente do método de tipagem utilizado, diferentes cepas das espécies do grupo B. cereus
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estdo alocadas em diferentes clusters, questionando a adequacdo dos diagnosticos exclusivamente com
base na identificacdo das espécies.

O polimorfismo do comprimento de fragmentos amplificados - AFLP (Vos et al, 1995) foi o
método de escolha por Guinebretiere et al. (2008) para a tipagem de 425 cepas de espécies distintas do
grupo B. cereus provenientes de diferentes nichos ecoldgicos. Sete clusters principais (denominados | —

V1) foram identificados, os quais se correlacionam com as propriedades fisiologicas das estirpes.

Despontando como uma das principais técnicas de fingerprinting de DNA, o PFGE tornou-se um
dos métodos de tipagem mais importantes para andlise epidemioldgica da maioria das bactérias
patogénicas, principalmente para agentes patogénicos de origem alimentar em situacOes de surto. Em
principio, o PFGE foi utilizado para tipagem de B. cereus (Carlson et al, 1994; Liu et al, 1997; Ohsaki et
al, 2007), porém a PulseNet International (2014), uma rede de monitoramento de infeccdes alimentares
em todo mundo, ndo forneceu até momento um protocolo padréo de tipagem molecular para o B. cereus
(Swaminathan et al, 2006; www.pulsenetinternational.org). Em estudos epidemiologicos, especialmente
nos casos de surtos de origem alimentar, protocolos padrdes seriam obrigatorios para gerar informacdes

reprodutiveis entre laboratérios em todo mundo.

MLST e AFLP sdo metodologias utilizadas com mais frequéncia para diferenciacdo e
investigacOes epidemiologicas dos membros do grupo B. cereus, se comparado as técnicas de PFGE. A
analise do nimero variavel de repeticbes em tandem de multilocus (multilocus VNTR typing — MLVA) e
do polimorfismo de troca de base Unica (single-nucleotide polymorphism - SNP) sdo atualmente os
métodos de escolha para tipagem de isolados pertencentes as espécies altamente monomarficas como o B.
anthracis (Keim et al, 2000; Kuroda et al, 2010).

O MLST ¢ uma técnica de caracterizacdo molecular e investigacdo epidemiologica que foi
inicialmente desenvolvida para genotipagem de Neisseria meningitidis (Maiden et al, 1998), bem como,
para outras espécies patogénicas bacterianas, dentre as quais Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus
aureus, S. pyogenes, Haemophilus influenzae, Campylobacter jejuni, Enterococcus faecium, Escherichia
coli e Salmonella sp. (Maiden, 2006). Esta metodologia vem sendo utilizada com sucesso para explorar a
estrutura populacional de bactérias, além de estudar a evolucdo das propriedades de viruléncia e

identificar clones epidémicos (Helgason et al, 2004).

O MLST é um método altamente discriminatorio que se baseia na analise de polimorfismos de
nucleotideos na sequéncia de DNA em genes constitutivos (genes housekeeping) de pelo menos sete
fragmentos internos (loci) com aproximadamente 400-500 pares de bases de determinados genes que
codificam enzimas de manutencao celular. O fato de utilizar enzimas do metabolismo, ndo submetidas a
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pressao seletiva, permite detectar variacfes neutras que definem linhas clonais relativamente estaveis
(Enright & Spratt, 1999). Estas regides sao inicialmente amplificadas através da PCR e, entdo, as suas
sequéncias sdo determinadas. As diferentes sequéncias para cada gene sdo denominadas de alelos. A
composicdo de alelos dos diferentes genes sequenciados para cada cepa fornece um perfil alélico
denominado de sequence type (ST). As sequéncias obtidas sdo comparadas com as de alelos conhecidos
que estdo depositadas em bancos de dados disponiveis na Internet (http://www.mlst.net;

http://mlstoslo.uio.no; http://pubmist.org/bcereus/).

Helgason et al. (2004) desenvolveram um esquema para analise filogenética das espécies do grupo
B. cereus através do MLST. Este esquema apresenta um alto grau de resolucdo e revelou-se uma

ferramenta excelente para estudar a estrutura populacional e epidemioldgica deste grupo de bactérias.

Esquemas alternativos foram posteriormente desenvolvidos por varios outros grupos de pesquisas
(Candelon et al, 2004; Ko et al, 2004; Priest et al, 2004; Sorokin et al, 2006). O MLST passou entdo a ser
amplamente utilizado como o principal método de tipagem para analisar a estrutura populacional e
gendmica das espécies que compdem o grupo B. cereus (Tourasse et al, 2006). Tourasse & Kolsto (2008)
desenvolveram um banco de dados designado SuperCAT, que compila todos os dados do MLST a partir
dos cinco esquemas publicado para o grupo B. cereus. Estes autores relacionaram as informacdes
filogenéticas obtidas atraves do MLST, a fim de produzir uma visdo integrada da estrutura genémica e
populacional das espécies do grupo B. cereus acessivel em http://mlstoslo.uio.no. Apos a criacdo do
SuperCAT os dados do banco foram compilados para construir uma arvore filogenética e foram
integrados aos resultados da eletroforese de multilocus enzimaticos - MLEE e de AFLP, dois outros
métodos de tipagem que tém sido utilizados para a escala de grandes estudos populacionais do grupo. O
MLST combinado ao MLEE e aos dados do AFLP foram incorporadas ao um novo banco de dados
designado HiperCAT (http://mlistoslo.uio.no) (Tourasse et al, 2010).

A adequacdo da caracterizacdo das espécies do grupo B. cereus tornou-se essencial nos estudos
epidemiologicos. Neste contexto, Tourasse et al. (2011) realizaram a analise de multiplos dados usando as
ferramentas do banco de dados HiperCAT, e compilaram os dados obtidos por MLST, AFLP e MLEE. As
principais observacdes incluem a deteccdo de grupos filogeneticamente separados que representam novas
linhagens evolutivas no B. cereus L.s., um novo ramo evolutivo entre as cepas de B. anthracis, bem como

novos grupos de cepas relacionadas agrupadas com amostras de origem clinica e ambiental.

A estrutura populacional de bactérias patogénicas varia amplamente de estritamente clonal a
efetivamente panmitica (Maynard-Smith et al, 1993). Sorokin et al. (2006) usaram o MLST para avaliar

as relagdes filogenéticas de uma colecdo de cepas do B. cereus L.s. de origem ambiental. Os resultados

36


http://www.mlst.net/
http://mlstoslo.uio.no/
http://mlstoslo.uio.no/
http://mlstoslo.uio.no/

sugerem uma populacdo panmitica (recombinacdo entre individuos de diferentes gendtipos que devem
ocorrer ao acaso, sem qualquer preferéncia) entre as cepas de B. weihenstephanensis, enquanto que as

estirpes de B. cereus e B. thuringiensis mostraram-se clonais.

Dois estudos suplementares, cada qual utilizando um conjunto de genes constitutivos diferentes
para MLST, também sugeriram uma estrutura populacional clonal a fracamente clonal para o B. cereus
L.s., com mudancas evolutivas ocorrendo através de mutaces pontuais (Helgason et al, 2004; Priest et al,
04). Helgason et al. (2000) e Ehling-Schulz et al. (2005) demonstraram que amostras de B. cereus
patogénicas associadas com periodontites e gastroenterite emética formam um grupo clonal especifico.

Em estudo desenvolvido por Barker et al. (2005) oito cepas de B. cereus isoladas de infeccOes
clinicas foram analisadas através do MLST. Os autores demonstraram que estas amostras possuiam
diferentes origens filogenéticas e concluiram que as cepas de B. cereus envolvidas em infeccdes

oportunistas ndo pertenciam a um unico complexo clonal de cepas altamente virulentas.

O isolamento crescente de B. cereus de hemoculturas e de infeccOes sistémicas graves
demonstram que esse microrganismo esta se tornando um importante patdgeno nosocomial. Zhang et al.
(2011), com a aplicagdo de MLST, demonstraram que seis cepas de B. cereus isoladas de surtos de
infeccdo hospitalar foram filogeneticamente relacionadas ao B. anthracis. A analise dos genes de
viruléncia mostrou que as seis linhagens possuem a sequéncia Ba813 (marcador cromossémico especifico
para B. anthracis) e somente uma estirpe foi cap-positivo (antigeno capsular). Os resultados sugerem que
as cepas envolvidas em surtos e isoladas de hemoculturas possuem caracteristicas que as possibilitam
causar infecgbes graves, e que a descricdo de marcadores moleculares, como o gene constitutivo dnal

[codifica a proteina do choque térmico 40 (Hsp40)], é importante para identifica-las.

Vassileva et al. (2006) analisaram atraves do MLST, dez cepas de B. cereus provenientes de casos
de infeccdes sistémicas graves e letais. Cinco cepas agruparam-se proximas as cepas de B. anthracis
revelando uma origem filogenética comum. As cepas de casos letais com sintomas respiratorios foram
alocadas nos dois principais clados. Através das analises realizadas, os autores relataram que cepas

patogénicas formaram diferentes clusters na arvore filogenética.

Em outro estudo, Hoffmaster et al. (2008) utilizando MLST demonstraram que cepas de B. cereus
de origem clinica foram filogeneticamente diversas e encontravam-se distribuidas entre dois dos trés
clusters previamente descritos. Neste estudo ndo foi possivel confirmar se linhagens especificas ou
complexos clonais de cepas clinicas estdo associados com a enfermidade, semelhante ao que ocorre com

B. cereus eméticos e B. anthracis que formam um complexo clonal especifico.
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Em estudo recentemente desenvolvido por Drewnowska & Swiecicka (2013) a estrutura
ecogenética do B. cereus Ls. provenientes de diferentes ambientes do noroeste da Poldnia foram
avaliadas. Apesar da alta diversidade genética observada através do MLST, os autores verificaram que
entre as espécies do grupo B. cereus isoladas de amostras ambientais que provieram de trés habitats
distintos, as populacbes analisadas parecem ter aspecto clonal. As analises filogenéticas revelaram que
somente um pequeno numero de amostras, principalmente as cepas ambientais associadas aos fatores
antropogénicos, agruparam no cluster | e estavam associadas com o B. cereus |.s. patogénicos, enquanto
que a maioria das amostras agrupou-se no cluster Il1 que incluem as linhagens ambientais. Com base nas
propriedades genéticas das cepas isoladas, 0s autores ndo encontraram argumentos para unir as espécies
em um Unico clado. Ao contrério do B. cereus L.s., associados aos casos clinicos humanos, que exibem
similaridade significativa, as amostras de origem ambiental sdo mais complexas (Drewnowska &
Swiecicka, 2013).

Para entender a estrutura genética do grupo B. cereus com relacdo a viruléncia, Didelot et al.
(2009) utilizaram o MLST para caracterizar 667 cepas, e reconstruiram a historia evolutiva das espécies
do B. cereus L.s. tanto em termos de heranga clonal como de recombinagdo. A analise evolutiva confirmou
a existéncia de trés clusters principais e demonstrou que cepas de B. cereus de origem clinica (com
excecdo das cepas produtoras de toxina emética) estdo distribuidas uniformemente entre e dentro dos
clusters I e Il. J& as estipes eméticas de B. cereus e B. anthracis mostraram estrutura clonal e estéo
restritos ao cluster I. Na caracterizacdo dos perfis de transferéncia genética, os resultados das analises
revelaram que existem barreiras parciais ao fluxo génico entre os trés clusters. No entanto, tem ocorrido
um grande numero de importacdes recentes para o cluster | de cepas de origem externa, o que indica uma
mudanca constante dos limites do fluxo génico neste cluster, e estudos posteriores serdo importantes para

se estabelecer as fontes, causas e consequéncias destas importacdes (Didelot et al, 2009).

Mediante a escassez de dados genotipicos e de viruléncia relativos as cepas das espécies do B.
cereus L.s. originarias do Brasil, a caracterizacdo molecular e toxigénica de cepas isoladas ao longo de
quatro décadas expdem informacdes relevantes a respeito da epidemiologia molecular das espécies

estudadas.
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2 OBJETIVOS

2.1 — Objetivo Geral

O presente estudo teve por objetivo realizar uma analise da estrutura populacional de cepas

identificadas como espécies do grupo do B. cereus provenientes de trés origens diferentes, avaliando a

distribuicdo dos genes codificadores de enterotoxinas, e de outros fatores de viruléncia, entre cepas

isoladas de diferentes nichos ecoldgicos e periodos de tempo distintos.

2.2 — Objetivos Especificos

Avaliar, com base nos fenotipos, a producdo de enzimas extracelulares tais como lecitinase e

amilase, bem como a atividade hemolitica e a capacidade de motilidade das cepas;

Determinar a distribuicdo e a frequéncia dos genes codificadores de toxinas dos complexos HBL
(Hemolisina BL) e NHE (Enterotoxina nao-hemolitica), bem como dos genes codificadores da
citotoxina K (cytkl e cytK2), da enterotoxina FM (entFM) e da toxina emética (ces)

caracterizando as cepas selecionadas quanto ao potencial enterotoxigénico;

Determinar a distribuicdo e a frequéncia dos genes que codificam outros fatores de viruléncia, que
incluem as fosfolipases (piplc, pcplc e sph) e as hemolisinas (hlyl, hlyll e hlylll) frequentemente
associadas as infeccOes sistémicas caracterizando as cepas selecionadas quanto ao potencial

adicional de viruléncia;

Identificar a presenca dos genes codificadores da proteina de choque frio (cspA e cspF) e a
assinatura especifica do DNAr 16S do gene rrs que caracterizam cepas psicrotréficas;

Avaliar a similaridade intraespecifica através do polimorfismo de elementos repetitivos - Rep-

PCR com a finalidade de determinar a variabilidade genética entre as cepas selecionadas;

Determinar o perfil alélico através da tipagem de sequéncias de multilocus - MLST das cepas
selecionadas, com intuito de avaliar as relac6es filogenéticas e populacionais das cepas entre as

mesmas.
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3  MATERIAIS E METODOS

3.1 - Aspectos Bioquimicos

3.1.1 - Cepas Bacterianas Empregadas e suas Procedéncias

O anexo 1 apresenta as 167 cepas isoladas no Brasil ao longo de quatro décadas (anos 80, 90 e
2000, 2010) e provenientes de trés fontes distintas (solos de diversas localidades, diversos tipos de
géneros alimenticios e larvas de insetos), que foram identificadas no Laboratdrio de Fisiologia Bacteriana
como espécies do grupo do B. cereus, sendo 82 cepas de B. thuringiensis, 70 cepas de B. cereus e 15
cepas de B. mycoides. Todas as culturas estdo catalogadas e encontram-se depositadas sob a forma
liofilizada na Colecdo de Culturas do Género Bacillus e Géneros Correlatos (CCGB) do Instituto
Oswaldo Cruz/FIOCRUZ /RJ. Os frascos-ampola com os liéfilos sdo conservados a temperatura de
refrigerador (4°C + 1°C).

Todas as cepas bacterianas foram cultivadas a 33°C em Caldo Nutriente (Oxoid) com agitacéo
(150rpm) por 4h e subcultivadas em Agar Nutriente (Oxoid) com incubagio a 33°C. Ap6s 24h, 0s

cultivos foram transferidos para tubos de ensaios (em duplicata) com Agar Nutriente.

3.1.2 — Deteccdo da Producdo de Enzimas Extracelulares, Atividade Hemolitica e Motilidade

3.1.2.1 — Hidrélise do Amido

Para a deteccdo da enzima amilase foi utilizado o meio Agar Nutriente acrescido de amido solGvel
na proporcao de 0,2%, como previamente descrito (Claus & Berkeley, 1986). ApoOs a autoclavacao e
resfriamento do meio a 45°C a mistura foi distribuida assepticamente (15mL) em placas de Petri (15 X
90mm).

Cada placa de Agar Amido foi dividida em quatro partes iguais e, em cada parte foi inoculado
10uL do crescimento de 24h em Caldo Nutriente. Apos a incubacdo por 24h, a atividade amilolitica foi
revelada adicionando-se a superficie do meio de cultura algumas gotas de solucdo aquosa de Lugol
diluida 1:5 (lodeto de Potassio 10%; Cristais de lodo 5%). A presenca de uma zona de transparéncia
incolor ao redor e sob as coldnias indicou a produgdo de amilase. Nas culturas ndo hidroliticas de amido,

0 meio de cultura mostrou-se corado de azul intenso. Os controles positivo e negativo utilizados foram B.
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cereus NCTC 2599 (LFB-FIOCRUZ 406) e B. sphaericus ATCC 14577 (LFB-FIOCRUZ 742),

respectivamente.

3.1.2.2 — Producgéo da Lecitinase

Para a deteccdo da enzima lecitinase foi utilizado o meio de cultura formulado de acordo com
Vasconcellos & Rabinovitch (1995) cuja composicdo em g/L é: Triptona (Difco) — 10; Tris-(hidroximetil)
aminometano (Sigma) — 1,21; Cloreto de sddio (Sigma) — 5; MgS04.7H20 (Sigma) — 0,2; Resazurina —
0,01; Agar-agar (Oxoid) — 20; pH 7,2 + 0,2. A esterilizagdo foi feita em autoclave a 120°C por 20min,
resfriou-se 0 meio até 45°C e adicionou-se assepticamente 50mL de gema de ovo estéril (Oxoid)

seguindo-se homogeneizacao, sendo ap6s vertidos 15mL da mistura em placas de Petri (15x90mm).

As placas de Agar Lecitina de Ovo foram divididas em quatro partes iguais, inoculadas com 10uL de
cultivo de cada cepa e observadas apos a incubacéo a 30°C por 24h. A hidrolise da lecitina foi observada
como um halo turvo contornando as col6nias, podendo ser levemente corado em rosa, em contraste com o
restante do meio de cultura que permanece com a cor rosa mais intensa. Os controles positivo e negativo
utilizados foram B. cereus NCTC 2599 (LFB-FIOCRUZ 406) e B. sphaericus ATCC 14577 (LFB-
FIOCRUZ 742), respectivamente.

3.1.2.3 — Producdo de Hemolise

Para a avaliacdo da atividade hemolitica das cepas sobre hemacias de carneiro foi utilizado o meio de
Agar Sangue, preparado com a adi¢do de 5% de sangue desfibrinado de carneiro ao Agar BHI (Brain
Heart Infusion — Oxoid) e distribuido em placas de Petri (15x90mm). A atividade hemolitica foi avaliada
pela inoculagdo de 10uL do crescimento das culturas bacterianas sobre a superficie da placa contendo
Agar Sangue (Claus & Berkeley, 1986).

As placas foram incubadas a 30°C por 24h e, ap0s este periodo, se pesquisou a existéncia e o tipo de
atividade hemolitica, sendo a mesma classificada como B-hemolise (indicada por uma zona de hemolise
total de 2-4mm de didmetro ao redor do crescimento bacteriano) ou a-hemolise (indicada pela formacéo
de um halo esverdeado no contorno da colénia). Os controles positivo e negativo utilizados foram B.
cereus NCTC 2599 (LFB-FIOCRUZ 406) e B. sphaericus ATCC 14577 (LFB-FIOCRUZ 742),

respectivamente.
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3.1.2.4 — Teste de Motilidade

Para a avaliacdo de motilidade utilizou-se 0 meio especifico cuja composicdo em g/L é: Triptose
(Oxoid) — 10; NaCl (Sigma) — 5; Agar-Agar (Oxoid) - 5; pH 7,2 + 0,2 (Gordon et al. 1973).

A prova foi efetuada inoculando-se em linha reta, através da técnica de punctura (com agulha), 2/3 do
meio semisoOlido. Os tubos inoculados foram incubados a 33°C por 48h. A prova indica motilidade
quando os microrganismos crescem deslocando-se da linha de inoculacgdo, turvando parcial ou totalmente
0 meio. A prova é negativa quando os microrganismos ficam restritos ao local da inoculagdo sem,
contudo, turvar o meio. Os controles positivos utilizados foram E. coli ATCC 25922 e B. cereus NCTC
2599 (LFB-FIOCRUZ 406) e o controle negativo o S. aureus ATCC 25923.

3.2 — Detecgdo de Genes Codificadores de Enterotoxinas, Fatores de Viruléncia, Proteina de
Choque Frio e da Assinatura Especifica do DNA ribossomal 16S do Gene rrs através da Reacao
em Cadeia da Polimerase

3.2.1 - Extracdo do DNA através de Lise Térmica

A extracdo do DNA bacteriano foi realizada de acordo com Vivoni et al. (2006). As amostras
foram cultivadas em placas de Agar Nutriente (Oxoid) a 33°C. Ap6s 18h foi retirado, com auxilio de uma
alca descartavel e estéril, o crescimento equivalente a uma colénia. O crescimento foi suspenso em 1mL
de tampéo TE (Tris-HCI 1M, pH 8.0 e EDTA 0,5M, pH 8.0) e posteriormente agitado em vortex.

Apos a centrifugacdo (3000rpm/5min), o sobrenadante foi descartado e o precipitado suspenso
novamente em 400uL de tampdo TE. Esta suspensdo foi mantida a temperatura de 100°C por 10min. A
seguir, as amostras foram centrifugadas (11000rpm/1min) e o sobrenadante coletado e transferido para

microtubos plasticos estéreis, que foram estocados a -20°C até 0 momento do uso.

3.2.2 - Detec¢do Simultanea dos Genes Codificadores das Enterotoxinas e Citotoxina K

Os ensaios da PCR foram efetuados em um termociclador (Applied Biosystems® GeneAmp® PCR

System 9700). Os iniciadores utilizados nas reac6es de amplificagdo encontram-se descritos no Quadro 1.
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A detecgdo simultdnea dos genes codificadores da hemolisina BL (hblA, hbIC e hbID),
enterotoxina ndo hemolitica (nheA, nheB e nheC), enterotoxina FM (entFM) e toxina emética (ces) foram

realizadas atraves de reacdes de multiplex-PCR segundo a metodologia descrita por Yang et al. (2005).

As reacdes da PCR foram feitas em um volume de reacdo de 25uL contendo 1X de tampdo PCR
10X (Tris-cloridrato 50mM, KCI 10mM, [NH4]2SO45mM, MgCl, 2mM, pH 8,3), MgCl. 1,5 mM, dNTPs
0,2 mM de cada base nitrogenada (Invitrogen, Sdo Paulo, Brasil), 40 a 350mM de cada iniciador
(Invitrogen, S&o Paulo, Brasil), 1U de Tag DNA polimerase (Invitrogen, S&o Paulo, Brasil) e 1uL de
DNA molde (aproximadamente 50ng). A amplificagdo foi realizada com um ciclo inicial de 94°C/2 min,
seguindo-se 30 ciclos de 95°C/30s, 60°C/30s e 72°C/45s com um ciclo final de extensdo de 72°C/7 min.

Os produtos da amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2% (p/v)
preparado com tamp&o de eletroforese TBE 0,5X (Tris Base 890mM, Acido Boérico 890mM, EDTA
20mM, pH 8,0), submetidos a voltagem de 65V por 1h sendo observados apds 30min de imersdo em
solucgéo corante (GelRed™ Biotium). Os fragmentos foram detectados sob iluminacdo UV e digitalizados
em sistema de fotodocumentacdo (MiniBis-Pro photodocumentation system - DNR Bio-Imaging Systems
Ltda). Os tamanhos dos fragmentos foram estimados por comparacdo com padrdo de tamanho molecular
de DNA de 100pb (Amersham Pharmacia Biotech). Foram utilizadas as cepas de referéncia B. cereus
NCTC 2599 (LFB-FIOCRUZ 406) como controle positivo para as enterotoxinas e as cepas de B. cereus
RIVM-Bc 0062 (LFB-FIOCRUZ 1539) e B. cereus NHV 0173/05 (LFB-FIOCRUZ 1540) como

controles positivos para a toxina emética.

Os genes da citotoxina K (cytKl e cytk2) foram detectados através da PCR descrita por
Guinebretiere et al. (2006). As reacdes da PCR para citotoxina K (cytK1 e cytK2) foram realizadas em
um volume de reacdo de 25uL contendo 1X de tampdo PCR 10X, MgCl, 2,5mM, dNTPs 0,2mM de cada
nucleotideo, iniciadores 0,25uM de cada (Invitrogen, S&o Paulo, Brasil), 0,75U de Taq DNA polimerase
e 1uL de DNA molde (aproximadamente 50ng). A amplificacdo foi realizada com um ciclo inicial de
94°C/5 min, seguindo-se 30 ciclos de 94°C/15s, 57°C/30s e 72°C/30s com um ciclo final de extensdo de
72°C/7 min.

Os produtos da amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5% (p/v)
preparado com tampédo de eletroforese TBE 0,5X a 65V por 45min e observados apds 30min de imersao
em solucdo corante. Os fragmentos foram detectados sob iluminacdo UV e digitalizados em sistema de
fotodocumentacdo. Como padrdo de tamanho molecular foi utilizado o marcador de DNA de 100pb.
Foram utilizadas as cepas de referéncia B. cereus NCTC 2599 (LFB-FIOCRUZ 406) e o B. thuringiensis

IPS-82 (LFB-FIOCRUZ 584) como controle positivo para a citotoxina K (cytK2).
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3.2.3 - Detecgédo de Genes Codificadores de Fatores de Viruléncia

Os iniciadores utilizados nas reacdes de amplificacdo encontram-se descritos no Quadro 1. Os
genes que codificam os fatores de viruléncia fosfolipases C (piplc, pcplc e sph) e hemolisinas (hlyll e
hlylll) foram detectados por meio da PCR como descrito por Hendriksen et al. (2006). J& a cereolisina O

(clo) foi detectada atravésde PCR como descrito por Martinez-Blanch et al. (2009).

As reacdes da PCR foram realizadas em um volume de reacdo de 25uL contendo 1X de tampéo
PCR 10X, MgCl; 1,5 mM, dNTPs 0,1mM de cada nucleotideo, iniciadores 1pmol de cada (Invitrogen,
S&o Paulo, Brasil), 0,5U de Taq DNA polimerase e 1uL. de DNA molde (aproximadamente 50ng). A
amplificacdo foi realizada com um ciclo inicial de 94°C/2min, seguindo-se 30 ciclos de 94°C/15s,

56°C/45s e 72°C/2min e um ciclo final de extens&o por 7min/72°C.

Os produtos da amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5% (p/v)
preparado com tampao de eletroforese TBE 0,5X a 65V por 1h e observado ap6s 30min de imersdao em
solucgéo corante. Os fragmentos foram detectados sob iluminacdo com luz UV e digitalizados em sistema
de fotodocumentacdo. Como padrdo de tamanho molecular foi utilizado o marcador de DNA 100pb.
Foram utilizadas as cepas de referéncia de B. cereus NCTC 2599 (LFB-FIOCRUZ 406) como controle

positivo para os fatores de viruléncia.

As reacdes de PCR para cereolisina O (clo) foram realizadas em um volume de reacdo de 25uL
contendo 1X de tampdo PCR 10X, MgCl, 1,5mM, solugdo dNTPs 100uM, iniciadores 1uM de cada
(Invitrogen, Sao Paulo, Brasil), 0,5U de Tag DNA polimerase e 1uL. de DNA molde (aproximadamente
50ng). A amplificacdo foi realizada com um ciclo inicial de 94°C/5min, seguindo-se 30 ciclos de
94°C/30s, 56°C/45s e 72°C/45s, comum ciclo final de extensdo por 5min/72°C.

Os produtos da amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,8% (p/v)
preparado com tampdo de eletroforese TBE 0,5X a 65V por 35min e observado ap6s 30min de imersao
em solucdo corante. Os fragmentos foram detectados sob iluminacdo UV e digitalizados em sistema de
fotodocumentacdo. Como padrdo de tamanho molecular foi utilizado o marcador de DNA 100pb. Foi
utilizada a cepa de referéncia B. cereus NCTC 2599 (LFB-FIOCRUZ 406) como controle positivo para a

cereolisina O.
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3.2.4 — Caracterizacdo Genotipica de Cepas de B. thuringiensis e B. cereus Psicrotroficas

3.2.4.1 - Deteccgéo dos Genes cspA e cspF

Para a deteccdo dos genes cspA e cspF, codificadores da proteina de choque frio, a reacdo da PCR
foi realizada como descrito por Francis et al. (1998). Regides especificas dos genes cspA e cspF foram
amplificadas utilizando os iniciadores BcAPF1, BcAPR1 e BcFF2 (Quadro 1).

As reacOes da PCR foram feitas em um volume de reacdo de 25uL composto por 1X de tampéo
PCR 10X, MgCl, 25mM, dNTPs 0,2mM de cada, iniciadores 25pmol de cada (Invitrogen, Sdo Paulo,
Brasil), 1U de Tag DNA polimerase e 1uL de DNA molde (aproximadamente 50ng). A amplificacdo foi
realizada com um ciclo inicial de 95°C/5 min, seguindo-se 30 ciclos de 95°C/15s, 55°C/30s e 72°C/30s

com extensao final de 72°C/2min.

Aliquotas dos produtos da amplificagdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5%
(p/v) preparado com tampéo de eletroforese TBE 0,5X a 65V por 45min e observados apés 30min de
imersdo em solucdo corante. Os fragmentos foram detectados sob iluminacdo UV e digitalizados em
sistema de fotodocumentacdo. Como padrdo de tamanho molecular foi utilizado o marcador de DNA
100pb. A amplificacdo dos genes cspA (genotipo psicrofilo) e cspF (genotipo mesofilico) gera fragmentos
de DNA com 160pb e 284pb, respectivamente. As cepas de referéncia de B. weihenstephanensis 6A24
(LFB-FIOCRUZ 1672), 6A46 (LFB-FIOCRUZ 1673) e a 6A50 (LFB-FIOCRUZ 1674) foram utilizadas
como controle positivo para genotipo psicrofilo e o B. cereus NCTC 2599 (LFB-FIOCRUZ 406) como

controle positivo para genotipo mesofilico.

3.2.4.2 - RFLP-PCR para a Assinatura Especifica do DNAr 16S do Gene rrs

Com a finalidade de diferenciar cepas mesoéfilas e psicrotroficas foi realizada a amplificacdo e
digestdo enzimatica do produto amplificado da sequéncia de assinatura especifica do DNA ribossomal

16S do gene rrs, como definido por Priss et al. (1999) (Quadro 1).

As reagdes da PCR foram feitas em um volume de reacdo de 25uL composto por 1X de tampéo
PCR 10X, MgCl> 25mM, dNTPs 0,2 mM de cada, iniciadores 50pmol de cada (Invitrogen, Sdo Paulo,
Brasil), 1U de Taqg DNA polimerase e 1uL. de DNA molde (aproximadamente 50ng). A amplificacéo foi
realizada com um ciclo inicial de 95°C/2 min, seguindo-se 30 ciclos de 95°C/15s, 55°C/30s e 72°C/30s

com extensao final de 72°C/2min.
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O produto amplificado foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 1,5% em tampéo de
eletroforese TBE 0,5X a 65V por 30 min. Apds conferida a amplificacdo do fragmento, os produtos da
PCR foram submetidos a restricdo enzimatica com enzima de restricdo Sspl seguindo as recomendacdes
do fabricante (New England Biolabs): uma aliquota de 10uL da mistura enzimatica (contendo Sspl 5U,
BSA 2mg e tampdo da enzima Sspl) foi adicionada diretamente a 15uL do produto amplificado e a

solucéo resultante incubada a 37°C por 4h.

Os fragmentos de DNA oriundos da restricdo enzimética foram separados em gel de agarose a 2%
em tampdo de eletroforese TBE 0,5X e submetido a eletroforese a 65V por 45min. O gel foi corado por
imersdo em solucdo corante por 30min. Os fragmentos foram detectados sob iluminacdo UV e
digitalizados em sistema de fotodocumentag@o. As cepas de referéncia de B. weihenstephanensis 6A24
(LFB-FIOCRUZ 1672), 6A46 (LFB-FIOCRUZ 1673) e a 6A50 (LFB-FIOCRUZ 1674) foram utilizadas
como controle positivo para genotipo psicrofilo e o B. cereus NCTC 2599 (LFB-FIOCRUZ 406) como

controle positivo para genotipo mesofilico.
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Quadro 1: Sequéncias e afiliagdes dos iniciadores utilizados neste estudo.

Tamanho do
Gene Iniciador Sequéncia (5°- 3”) fragmento (pb) Referéncia
hblA HA-F1 ATT AAT ACA GGG GAT GGAGAAACTT 237 Yang et al. (2005)
HA-R1 TGATCCTAATACTTCTTCTAG ACGCTT
hblC HC-F1 CCT ATC AAT ACT CTC GCA ACACCAAT 386 Yang et al. (2005)
HC-R1 TTTTCTTGATTC GTC ATAGCC ATT TCT
hbID HD-F1 AGA TGC TAC AAG ACT TCA AAG GGA AAC TAT 436 Yang et al. (2005)
HD-R1 TGATTAGCACGATCT GCTTTCATACTT
nheA NA-F1 GCG GAT ATT GTA AAG AAT CAA AAT GAG GT 475 Yang et al. (2005)
NA-R1 TTT CCAGCTATCTTT CGC TGT ATG TAAAT
nheB NB-F1 ATT ACAGGG TTATTG GTT ACAGCAGT 328 Yang et al. (2005)
NB-R1 AAT CTT GCT CCATACTCTCTTGGATGC T
nheC NC-F1 GTG CAG CAG CTG TAG GCG GT 557 Yang et al. (2005)
NC-R1 ATGTTTTTC CAGCTATCT TTC GCA AT
ces EM-F1 AGCTTGGAGCGGAGCAGACTATGT 635 Yang et al. (2005)
EM-R1 GTATTTCTTTCCCGCTTGCCTTTT
enFM FM-F2 CAA AGACTT CGT AAC AAAAGGTGG T 290 Yang et al. (2005)
EM-F1 TGTTTACTCCGCCTT TTACAAACTT
cytK-1 CK1F CAATTC CAG GGG CAAGTGTC 426 Guinebretiere et al. (2006)
CK1R CCT CGTGCATCTGTTTCATGAG
cytK-2 CK2F CAATCCCTG GCG CTAGTGCA 585 Guinebretiere et al. (2006)
CK2R GTG IAG CCT GGA CGA AGT TGG
piplc PhosC 1 CGCTATCAAATGGACCATGG 569 Hendriksen et al. (2006)
PhosC 2 GGACTATTCCATGCTGTACC
peplc CERA1 ACTGAGTTAGAGAACGGTAT 536 Hendriksen et al. (2006)
CERA2 CGCTTACCTGTCATTGGTGT
sph CERB1 TCGTAGTAGTGGAAGCGAAT 457 Hendriksen et al. (2006)
CERB2 AGTCGCTGTATGTCCAGTAT
hiyll BcHIyll-S AGAAGGAGTGGCTGTCTGTA 535 Hendriksen et al. (2006)
BcHIyll-A TTCTTTCCAAGCAAAGCTAC
hlylll BCHEM 1 AATGACACGAATGACACAAT 444 Hendriksen et al. (2006)
BCHEM 3 ACGATTATGAGCCATCCCAT
clo BC-1 CTGTAGCGAATCGTACGTATC 185 Wang et al. (1997)
BC-2 TACTGCTCCAGCCACATTAC
CSpA BCAPF1 GAGGAAATAATTATGACAGTT 284 Francis et al. (1998)
BCAPR1 CTTYTTGGCCTTCTTCTAA
cspF BcFF2 GAGATTTAAATGAGCTGTAA 160 Francis et al. (1998)
BCAPR1 CTTYTTGGCCTTCTTCTAA
rrs rrsk GTCGAGCGAATGGATTAAG 473 Priss et al. (1999)
rrsR GCTGCTGGCACGTAGTTA
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3 - Genotipagem

3.3.1 - Caracterizagdo Genotipica por Rep-PCR

A tipagem por rep-PCR das cepas de B. cereus e B. thuringiensis selecionadas foi realizada como
descrito por Reyes-Ramirez & Ibarra (2005). As regibes especificas foram amplificadas utilizando-se os
iniciadores: Bc-REPL1 (ATTAAAGTTTCACTTTAT) e B¢c-REP2 (TTTAATCAGTGGGG) (Quadro 1).

As reacOes da PCR foram feitas em um volume de reacdo de 25uL contendo 1X de tampédo PCR
10X, MgCl> 5 mM, dNTPs 200uM da solucdo, iniciadores 300ng de cada (Invitrogen, Séo Paulo, Brasil),
2,5U de Taq DNA polimerase e 1uL de DNA molde (aproximadamente 50ng). A amplificagdo foi
realizada com um ciclo inicial de 94°C/5min, seguindo-se 34 ciclos de 94°C/1min, 42°C/1min e 72°C/90s

e extensdo final de 72°C/7min.

Os produtos da amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,2% (p/v)
preparado com tampdo de eletroforese TBE 0,5X a 2V/cm por 4h, sendo observados apds 30min de
imersdo em solucdo corante. Os fragmentos foram detectados sob iluminacdo UV e digitalizados em

sistema de fotodocumentacdo. Como padréo de tamanho molecular foi utilizado o marcador de DNA 1Kkb.

Os perfis de fragmentos amplificados obtidos foram analisados por inspecdo visual e com o
auxilio do programa Gel Compar Il - Comparative Analysis of Electrophoresis Patterns (versdo 1.5)
(Applied Maths, Kortrijk, Bélgica). O grau de similaridade entre os perfis obtidos foi determinado pela
construcdo de uma matriz de similaridade, aplicando-se o coeficiente de Dice com 1% de tolerancia de
posicao e 0,40% de otimizacdo. Esta matriz foi transformada em dendograma pelo método ndo ponderado
de agrupamento aos pares (UPGMA) (Rohlf, 2002).

3.3.2 - Caracterizacdo Genotipica por MLST
O protocolo de MLST-PCR utilizado para amplificacdo dos genes alvo neste estudo encontra-se

descrito no site http://mistoslo.uio.no/bcereus, desenvolvido por Tourasse & Helgason (2006) para o

grupo B. cereus.
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3.3.2.1 - Amplificacéo dos Genes Alvo através da PCR

Os genes alvo e as sequéncias dos iniciadores utilizados na amplificagdo para esse esquema de
MLST encontram-se no Quadro 2. Para o sequenciamento dos fragmentos amplificados foram utilizados
0s mesmos iniciadores (Invitrogen, Sao Paulo, Brasil Life Technologies).

O MLST foi realizado com base na sequéncia de nucleotideos dos sete genes constitutivos
(housekeeping) citados no site mencionado acima: adk (adenilato quinase); ccpA (proteina A controle
metabdlico); glpF (glicerol proteina de absorcao); glpT (glicerol 3-fosfato permeasse / transportador);
panC (pantotenato beta-alanina ligase); pta (fosfato acetiltransferase) e pycA (piruvato carboxilase).

O protocolo de MLST-PCR utilizado para amplificacdo dos genes alvo neste estudo encontra-se
descrito no site http://mlstoslo.uio.no/bcereus, desenvolvido por Tourasse & Helgason (2006).

As reaces do MLST-PCR para as cepas selecionadas foram efetuadas em volume final de 50pL,
contendo 2uL de DNA molde (aproximadamente 50ng), iniciadores isotérmicos 20uM de cada
(Invitrogen, Sao Paulo, Brasil), dNTPs 2mM de cada base nitrogenada, 1X de tampdo PCR 10X, MgCl;
1,5mM, 1U de Taq polimerase e agua bidestilada estéril para completar o volume de 50pL.

Todas as reacfes da MLST-PCR realizadas neste estudo ocorreram nas seguintes condi¢Ges: um
ciclo de 94°C/4min seguido de 40 ciclos de 94°C/1min, 55°C/1min e 72°C/1min. A reacdo foi concluida

com um ciclo de extensdo final de 72°C/7min.

Os produtos das amplificacdes foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2,0% (p/v),
preparado com tampdo de eletroforese TBE 0,5X a 65V por 45 min e observados apds 30min de imersao
em solucdo corante. Os fragmentos foram detectados sob iluminacdo UV e digitalizados em sistema de

fotodocumentacdo. Como padrdo de tamanho molecular foi utilizado o marcador de DNA 100pb.

A etapa de purificacdo dos produtos de PCR foi realizada utilizando-se o kit “QIAquick PCR
Purification Kit” (QUIAGEN, Germany) de acordo com as especificacbes do fabricante. Em seguida, o
produto purificado foi quantificado aplicando-se 10uL do mesmo diluido em 2uL de tampdo corante, em
gel de agarose a 2,0% (p/v) preparado com tampdo TBE 0,5X a 65V e submetido a eletroforese por
40min, sendo observado ap6s 30min de imersdo em solucdo corante. Os fragmentos purificados foram
observados sob iluminacdo UV e digitalizados em sistema de fotodocumentacdo. O padrdo de
quantificacdo de DNA E-Gel®LowRangeQuantitative DNA Ladder (Invitrogen, S&o Paulo, Brasil) foi

utilizado para determinar a concentracdo do produto purificado. Os fragmentos purificados e
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quantificados foram, entdo, enviados para 0 sequenciamento automatizado na Plataforma de
Sequenciamento de DNA/PDTIS/ FIOCRUZ.

Quadro 2: Genes, iniciadores e sequéncias utilizados na MLST-PCR.

Gene Iniciador Sequéncia (5°- 3°) Tamanho do
fragmento (pb)®
adk adk F GGT AAA GGT ACA CAA GCC GAA CAG 411 (648)
adk R CTA AGC CTC CGA TGA GAA CAT CG
ccpA CCpA F TAT GAT GTA GCG CGT GAA GC 418 (996)
ccpA R CCT TGT AAC TTC TTC GCG CTT CC
glpF glpF F TTG TTAATC GTACTT GGT GGC GG 372 (822)
glpF R ACT GGA ATC CAT GCA TAC TTC CAG TT
glpT glpTF ATG GGC TGG TAT TCC AGG TAC AC 330 (1,347)
glpT R AAG TAA GAG CAA GGA AGA ACA TTG CA
panC panC F CGA TAT CCT CGT GAT ATT GAT AGA G 350 (849)
panC R TCC GCA TAA TCT ACA GTG CCT TTC
pta pta F CGC TGC AGA GCG TTT AGC AAA AGA A 414 (972)
pta R CTC AGC TAC AGA TGG TAC GAA TGC
pycA pycA F CTATGC GTT AGG TGG AAA CGA AAG AC 363 (3,447)
pycA R GTC GGT GTA TCA AGC ACA GAT ACA T

a = O conjunto de iniciadores sdo isotérmicos, com temperatura de anelamento comum de 55°C. Tais
iniciadores foram desenhados pelo Dr. Alexei Sorokin, INRA, Franca

b = Os nimeros entre parénteses refere-se aos comprimentos totais dos genes

3.3.2.2 - Andlise das Sequéncias

As sequéncias obtidas foram analisadas pelo software SeqMan®NGen® (DNASTAR® Inc.,
Madison, Wisconsin, USA) e comparadas com as sequéncias disponiveis na base de dados acessivel em
http://mlstoslo.uio.no/bcereus, para determinacao dos alelos de cada um dos sete genes constitutivos e dos
STs. Os perfis de alelos diferentes daqueles ja descritos foram enviados para o banco de dados para
avaliacdo e determinacdo de novos STs. A arvore filogenética foi construida com base nos alinhamentos
multiplos das sequéncias concatenadas dos sete genes MLST através do método de neighbor-joining
usando software MEGA 6.0 (www.mlst.net) (Tamura et al, 2007). Algumas cepas conhecidas do banco
de dados MLST do grupo B. cereus foram incluidas para avaliar as relagdes dessas linhagens com aquelas

identificadas nesse estudo.
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4 RESULTADOS

4.1 — Aspectos Bioquimicos

A deteccdo de enzimas extracelulares, avaliacdo da atividade hemolitica e da motilidade nas
espécies de B. thuringiensis, B. cereus e B. mycoides foram determinadas com base nos fenétipos. A
Tabela 1 sumariza os resultados da ocorréncia dos caracteres fenotipicos.

A maior propor¢do de amostras positivas para a maioria das caracteristicas avaliadas foi
encontrada entre as cepas das espécies de B. cereus e B. thuringiensis isoladas de larvas de insetos. Entre
as 22 cepas isoladas dessa fonte todas apresentaram atividade hemolitica e producdo de lecitinase, e
somente duas amostras ndo degradaram o amido. Apenas uma cepa de B. cereus ndo demonstrou
motilidade (Tabela 1).

Entre as amostras de fontes ambientais (amostras de solos), 70 dentre 80 cepas (88%)
demonstraram atividade B-hemolitica, e somente uma cepa revelou-se a-hemolitica. Entre essas cepas foi
constatada a menor proporcdo de amostras positivas para a degradacao da lecitina e do amido entre as
espécies de B. thuringiensis, B. cereus e B. mycoides. No teste de motilidade, 5 entre 80 cepas (6%) nédo

mostraram esta caracteristica.

Nas amostras provenientes de diferentes tipos de alimentos, 54 entre 65 cepas (83%) apresentaram
B-hemolise, 8 foram a-hemoliticas e 3 cepas (2 B. thuringiensis e 1 B. cereus) ndo produziram hemolise.
Nesta fonte, 89% das cepas degradaram a lecitina e somente 77% hidrolisaram o amido; e apenas uma

cepa ndo foi movel (Tabela 1).
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Tabela 1: Ocorréncia (em %) dos fenotipos e gendtipos testados entre as espécies de B. thuringiensis, B.

cereus e B. mycoides coletadas de distintas fontes de isolamento.

FA AL IN

Caracteristicas (n=80) (n =65) (n=22)
(43Bt 23Bc 14Bmyc)!  (28Bt 36Bc 1Bmyc)  (11Bt 11 Bc)

Motilidade 94 98 95
Atividade Hemolitica 88 95 100
Hidrdlise da Lecitina 77 89 100

Hidrdlise do Amido 70 77 91
nhe ABC 100 95 100
hbl ACD 89 82 91

cytK-2 80 77 91
ent FM 100 100 100
ces 0 0 0
hiy 11 35 43 59
hly 111 69 83 96
piplc 58 74 82
pcplc 79 58 77
sph 50 37 55
cspF 100 100 100

Valores entre parénteses indicam o nimero de cepas.
FA: Isolados de Fontes Ambientais; AL: Isolados de Alimentos; IN: Isolados de Insetos.

1 - Bt=B. thuringiensis Bc = B. cereus Bmyc = B. mycoides
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4.2 - Distribuicdo dos Genes que Codificam Fatores de Viruléncia e Toxinas

A ocorréncia dos genes que codificam a hemolisina BL (hblA, C e D), a enterotoxina ndo-
hemolitica (nheA, B e C), a citotoxina K (cytK1 e cytK?2), a enterotoxina FM (entFM) e a cereulida (ces) e
dos genes que codificam outros fatores de viruléncia como a hemolisina 11 (hly 1I), a hemolisina 111 (hly
1), a fosfolipase C especifica para fosfatidilinositol (piplc), a fosfolipase C especifica para
fosfatidilcolina (pcplc) e a esfingomielinase (sph) foi avaliada (Tabelas 2 e 3).

Do total de 167 amostras, 143 cepas (86%) foram positivas para os trés genes que codificam a
hemolisina BL e 164 cepas (98%) foram positivas para os trés genes codificadores do complexo NHE. O
gene cytK-2 foi detectado em 134 estirpes (80%) e o gene que codifica entFM foi 0 mais frequente, sendo
detectado em 100% das estirpes estudadas (Tabela 1). Todas as cepas foram negativas para 0s genes ces e
cytk-1. Os trés genes do complexo HBL e os trés genes do complexo NHE foram detectados
simultaneamente em 85% das linhagens (142 entre 167 cepas) provenientes de amostras das trés fontes de

isolamento.

A analise da ocorréncia desses genes permitiu a classificagdo das 167 cepas em 7 perfis toxigénicos
(Tabela 2). Os perfis I, 11, 11l foram os mais frequentes e representam 93% (156 entre 167 cepas) das
amostras que provieram das trés fontes. O perfil predominante, o perfil I, incluiu 119 cepas (71%) que
foram positivas para todos os genes das enterotoxinas. Neste perfil encontram-se alocadas 64 das 82
(78%) linhagens de B. thuringiensis, 46 das 70 (66%) cepas de B. cereus e 9 das 15 (60%) estirpes de B.
mycoides (Tabela 5).

Com relacdo a distribuicdo dos perfis toxigénicos entre as espécies e fontes de isolamento as
linhagens de B. thuringiensis isoladas de fonte ambiental e alimentos foram agrupadas nos perfis | e I,
enquanto que as estirpes de B. thuringiensis isoladas de larvas de insetos foram alocadas nos perfis | e I11.
Ja as estirpes de B. cereus isoladas do ambiente estdo agrupadas nos perfis I, Il e 1V e as cepas de B.
cereus de alimentos encontram-se amplamente distribuida nos perfis | a VII. Nos perfis | e Il estdo os B.
cereus isolados de larvas de insetos e o B. mycoides proveniente de fonte ambiental esta agrupado nos
perfis | a IV (Tabela 4).

A ocorréncia de cada gene das enterotoxinas nas linhagens de B. thuringiensis, B. cereus e B.
mycoides encontra-se ilustrada na Figura 11. Nesse estudo, todas as 82 linhagens de B. thuringiensis
amplificaram os genes do complexo NHE e 92% (75 das 82 cepas) o0s genes do complexo HBL. A cytk-2
foi detectada em 87% dos isolados (71 das 82 cepas). Em cepas de B. cereus, os genes do complexo NHE

e HBL foram detectados em 96% (67 das 70 cepas) e 80% (56 das 70 cepas), respectivamente, e a cytk-2
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foi detectada em 76% (53 das 70 cepas). Todas as 15 estirpes de B. mycoides amplificaram os genes do
complexo NHE, e os genes do complexo HBL foram detectados em 80% (12 das 15 cepas) e 67% (10 das
15 cepas) possuiu a cytk-2. As maiores porcentagens de deteccdo dos genes dos complexos HBL, NHE e
cytK-2 foi nas estirpes de B. thuringiensis, a qual demonstrou frequéncia semelhante independente da
fonte de isolamento.

Com relagdo a presenca dos fatores de viruléncia, os genes das hemolisinas hlyll e hlylll foram
detectados em 69 (41%) e 130 (78%) das 167 estirpes estudadas, respectivamente. Com relagdo aos trés
genes que codificam as fosfolipases - fosfolipase C especifica para fosfatidilinositol (piplc), fosfolipase C
especifica para fosfatidilcolina (pcplc) e esfingomielinase (sph) - seus produtos foram amplificados em
112 (67%), 118 (71%) e 76 (45%) das estirpes analisadas, respectivamente.

A ocorréncia dos genes de viruléncia em B. cereus, B. thuringiensis e B. mycoides permitiu
agrupa-las em 24 perfis de viruléncia distintos (Tabela 3). Os perfis I, I, 11l e VII foram 0s mais
frequentes e representaram 53% (88 entre 167 cepas) das amostras provenientes das trés origens. O perfil
de viruléncia predominante foi o perfil I (20%, 34 entre 167 cepas), que incluiu as cepas contendo todos
0s genes codificadores de fatores de viruléncia analisados (Tabela 3). Neste perfil foram alocadas 25 das
82 (30%) estirpes de B. thuringiensis e 9 das 70 (13%) cepas de B. cereus.

Com relacdo a alocacdo das espécies de fontes diversas nos perfis de viruléncia encontrados, as
estirpes de B. thuringiensis isoladas de fonte ambiental encontram-se amplamente distribuida em 12
perfis de viruléncia, com o perfil | agrupando 13 estirpes (16%); fato observado também para as linhagens
provenientes de alimentos que estdo distribuidas em 14 perfis, sendo 0 maior niumero de estirpes
agrupando no perfil 1 (10, 36%). As 11 cepas de B. thuringiensis isoladas de larvas de insetos
encontraram-se dispersas em 7 diferentes perfis de viruléncia. Ja as linhagens de B. cereus isoladas de
amostras de solo foram agrupadas em 9 perfis e as estirpes provenientes de diversos alimentos foram
distribuidas em 11 perfis, com o perfil XV agrupando 8 cepas (22%). As 11 linhagens de B. cereus
isoladas de larvas de insetos apresentaram 6 perfis. As linhagens de B. mycoides provenientes de fonte

ambiental foram agrupadas em trés perfis de viruléncia (Tabela 4).

A ocorréncia de cada gene de viruléncia nas linhagens de B. thuringiensis, B. cereus e B. mycoides
encontra-se ilustrada na Figura 11. Em B. thuringiensis, as hemolisinas hlyll e hlylll foram detectadas em
66% (54 das 82 cepas) e 88% (72 das 82 cepas) e as fosfolipases piplc, pcplc e sph foram observadas em
79% (65 das 82 cepas), 89% (73 das 82 cepas) e 63% (52 das 82 cepas), respectivamente.
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Nas linhagens de B. cereus, os genes hlyll e hlylll foram amplificados em 21% (15 das 70 cepas) e
81% (57 das 70 cepas) e 0s genes piplc, pcplc e sph foram encontrados em 67% (47 das 70 cepas), 56%
(39 das 70 cepas) e 36% (23 das 70 cepas), respectivamente. Em cepas de B. mycoides, a ocorréncia dos
fatores de viruléncia foi baixa; seis cepas possuiam o gene pc-plc enquanto somente uma cepa apresentou

0 gene da hemolisina hlylll e uma Unica estirpe apresentou a esfingomielinase (sph) (Tabela 5).

Além das linhagens que possuiram todos os fatores de viruléncia e toxigénicos (20 cepas B.
thuringiensis e 8 cepas de B. cereus), 12 cepas (3 B. thuringiensis e 9 B. cereus) foram selecionadas
randomicamente entre as 167 cepas para serem submetidas a amplificacdo do gene de viruléncia
cereolisina O (Hemolisina I). Estas estirpes também foram selecionadas para caracterizacdo genotipica
por rep-PCR e MLST.

Tabela 2: Perfis toxigénicos determinados através do PCR presentes nas espécies B. thuringiensis, B.

cereus e B. mycoides.

Perfil Genes das Enterotoxinas®
Toxigénico
(n, %)
hbl ACD nhe A nhe B nhe C cytkK-2 ent FM ces
1 (119, 71,3%) + + + + + + -
11 (23, 13,8%) + + + + - + -
111 (14, 8,4%) - + + + + + -
IV (8, 4,8%) - + + + - + B}
V (1, 0,6%) + + + - - + -
VI (1, 0,6%) - + - + + + )
VII (1, 0,6%) - + - - - + -

2+, um produto de PCR do tamanho esperado; -, nenhum produto de PCR resultou em amplificacéo.

NUmeros em negrito = principais perfis toxigénicos
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Tabela 3: Perfis de viruléncia determinados através do PCR presentes nas espécies B. thuringiensis, B.

cereus e B. mycoides.

Perfil de Fatores de Viruléncia®
Viruléncia
(n, %) hly 11 hly 111 piplc pcplc sph
I (34, 20,4%) + + + + +
11 (19, 11,3%) - + + + +
11 (11, 6,6%) + + + + .
IV (5, 3,0%) + + - + +
V (4, 2,4%) + . . . .
VI (3, 1,8%) + + + - +
VII (14, 8,4%) - + + + .
VIII (5, 3,0%) + + + - .
X1 (4, 2,4%) + + - + .
X (1, 0,6%) + + . i .
X1 (1, 0,6%) + ; + + i
X1 (4, 2,4%) - + - + +
X111 (1, 0,6%) - + + - +
X1V (1, 0,6%) + + - - .
XV (10, 5,6%) - + + - .
XVI (8, 4,8%) - + - + .
XVII (6, 3,6%) - ; + + .
XVII (2, 1,2%) - ; . + +
XIX (1, 0,6%) - - + - +
XX (10, 5,6%) - + - . .
XXI (6, 3,6%) - - - + .
XXI11 (3, 1,8%) - - + - .
XXUI (2, 1,2%) - ; . . +

XXIV (12, 7,2%)

&+, um produto de PCR do tamanho esperado; -, nenhum produto de PCR resultou em amplificacao.

NUmeros em negrito = principais perfis toxigénicos
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Tabela 4: Distribuicdo dos fatores de viruléncia e toxigénicos presentes nas espécies B. thuringiensis, B.
cereus e B. mycoides com relacdo as fontes de origens.

Fontes de Isolamento Espécies Perfil Toxigénico Perfil de Viruléncia
(n) (n) (n, %) (n, %)
Perfil 1 (32, 74%) Perfil 1 (13, 16%) Perfil VII (4, 9%)
Perfil 11 (11, 26%) Perfil 11 (8, 10%) Perfil IX (1, 2%)
Perfil 111 (3, 7%) Perfil XII (2, 5%)
Perfil IV (3, 7% Perfil XVI1 (2, 5%
5’; fil fil
(43) Perfil V (3, 7%) Perfil XVII (2, 5%)
Perfil VI (1, 2%) Perfil XVIII (1, 2%)
Fonte Ambiental Perfil 1 (17, 74%) Perfil 1 (3, 13%) Perfil XVI (3, 13%)
80 Perfil 111 (5, 22% Perfil 11 (5, 22% Perfil XVII (1, 4%
(80) Bc fil fil fil
(23) Perfil IV (1, 1%) Perfil IV (1, 4%) Perfil XX (2, 9%)
Perfil VII (2, 9%) Perfil XXIV (5, 22%)
Perfil XV (1, 4%)
Bmyc Perfil 1 (9, 64%) Perfil XX (1, 7%)
(14) Perfil 11 (2, 14%) Perfil XXI (6, 43%)
Perfil 111 (1, 7%) Perfil XXIV (7, 50%)
Perfil IV (2, 14%)
Perfil 1 (23, 82%) Perfil 1 (10, 36%) Perfil IX (2, 7%)
Perfil 11 (5, 8%) Perfil 11 (2, 7%) Perfil X (1, 4%)
Bt Perfil 111 (3, 10%) Perfil XIV (1, 4%)
(28) Perfil IV (1, 4%) Perfil XV (1, 4%)
Perfil V (1, 4%) Perfil XVII (1, 4%)
Perfil VI (1, 4%) Perfil XVIII (1, 4%)
Perfil VII (2, 7%) Perfil XX (1, 4%)
. . Perfil 1 (20, 56%) Perfil 1 (3, 8%) Perfil XIX (1, 3%)
D'Versosa'g"me”tos Perfil 11 (7, 19%) Perfil 111 (2, 5%) Perfil XX (6, 17%)
(65) Bc Perfil 111 (1, 3%) Perfil VII (6, 17%) Perfil XXI1I (3, 8%)
(36) Perfil IV (5, 13%) Perfil VIII (3, 8%) Perfil XX11I (1, 3%)
Perfil V (1, 3%) Perfil XII (1, 3%)
Perfil VI (1, 3%) Perfil XV (8, 22%)
Perfil VII (1, 3%) Perfil XVII (2, 5%)
Bmyc Perfil 11 (1, 100%) Perfil XXIII (1, 100%)
1)
Perfil I (9, 82% Perfil 1 (2, 18%) Perfil VIII (2, 18%
Bt
(11) Perfil 111 (2, 18%) Perfil 11 (1, 9%) Perfil 1X (1, 9%)
Larvas de Insetos Perfil 111 (3, 27%) Perfil XI (1, 9%)
(22) Perfil VI (1, 9%)
Bc Perfil 1 (9, 82%) Perfil 1 (3, 27%) Perfil XII1 (1, 9%)
(11) Perfil 11 (2, 18%) Perfil 11 (3, 27%) Perfil XV (1, 9%)
Perfil XII (1, 9%) Perfil XVI (2, 18%)
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Figura 11: Distribuicdo dos fatores de viruléncia e toxigénicos entre as espécies B. thuringiensis, B.

cereus e B. mycoides analisadas.
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Tabela 5: Ocorréncia dos genes codificadores de fatores de viruléncia nas trés espécies do grupo do B. cereus proveniente de distintas fontes de isolamento.

Gene
(Produto)

hbIACD nheABC entFM CytK2 hiyll hiylll piplc pcplc sph

Fontesde  Espécies (n)* . : : L . . : .
(Hemolisina (Enterotoxina (Enterotoxina  (Citotoxina K)  (Hemolisina (Hemolisina (Fosfolipase (Cereolisina AB)

Isolamento
BL) Né&o Hemolitica) FM) 1) 1) C)

Fonte Bt (43) 43 (100)° 43 (100) 43 (100) 32 (74) 24 (56) 37 (86) 34 (79) 42 (98) 31(72)
Ambiental Bc (23) 17 (74) 23 (100) 23 (100) 22 (96) 4(17) 17 (74) 12 (52) 15 (65) 9 (39)
(FA) Bmyc (14) 11(79) 14 (100) 14 (100) 10 (71) 0 (0) 1(7) 0 (0) 6 (43) 0(0)
Alimentos Bt (28) 23 (82) 28 (100) 28 (100) 28 (100) 20 (71) 25 (89) 21 (75) 23 (82) 17 (61)
Diversos Bc (36) 28 (78) 33(92) 36 (100) 22 (61) 8 (22) 29 (81) 27 (75) 15 (42) 6 (17)
(AL) Bmyc (1) 1 (100) 1 (100) 1 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1 (100)
Insetos Bt (11) 9 (82) 11 (100) 11 (100) 11 (100) 10 (92) 10 (91) 10 (91) 8 (73) 4 (36)
(IN) Bc (11) 11 (100) 11 (100) 11 (100) 9 (82) 3(27) 11 (100) 8 (73) 9 (82) 8 (73)

a = numero total de cepas de cada espécie proveniente de cada fonte de isolamento

b = Os valores indicados sdo os nimeros de isolados que amplificaram o gene especifico determinado pela analise da PCR. Os nlimeros entre paréntesis sao 0s nimeros em
percentagens do nimero total de cada espécie proveniente de cada fonte de origem.
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4.3 — Presenca dos Genotipos cspA, cspF e rrs nas Espécies B. thuringiensis, B. cereus e B.

mycoides

Através da PCR, as regides dos genes cspA e cspF codificadores da proteina de choque frio
foram amplificadas, e somente o gen6tipo mesofilico (gene cspF com 284pb) foi detectado para as
167 cepas estudadas. Para assinatura especifica do DNAr 16S do gene rrs, somente as 40 cepas
listada na Tabela 6 foram caracterizadas através do RFLP-PCR.

A amplificacdo do gene rrs gerou um fragmento de DNA com 473pb para todas as 40
linhagens testadas. Em 33 cepas (23 B. thuringiensis e 10 B. cereus) ndo houve clivagem do
fragmento, e tais cepas foram classificadas como genétipo mesofilico, pois ndo possuem cépias da
assinatura especifica do operon rrs. Cinco cepas de B. cereus [LFB-FIOCRUZ 196 (FA), 540 (AL),
799 (AL), 1263 (FA) e 1691(IN)] apresentaram dois fragmentos (473pb e 351pb) e foram descritas
como estirpes mesofilicas do subtipo térmico p/M, pois possuem algumas copias da assinatura
psicrotrofica na regido rrs. Duas cepas de B. cereus [LFB-FIOCRUZ 803 (AL) e 1669 (FA)]
apresentaram trés fragmentos (473pb, 351pb e 122pb) e foram classificadas como cepas
intermediarias do subtipo térmico P/M, pois apresentaram simultaneamente as assinaturas mesofilas

e psicrotréficas na regido DNAr 16S do gene rss (Figura 12) (Guinebretiere et al, 2008).

-

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 M

600pb

413pb ﬁﬁdﬂd—nﬂ—u--“-
351ph = -l &%

122pbh=»

Figura 12: Eletroforese em gel de agarose dos produtos amplificados por RFLP-PCR do gene rrs de
B. cereus e B. thuringiensis. M, Peso Molecular (100pb DNA em escalas); 1, B. thuringiensis sorovar
israelensis (LFB-FIOCRUZ 857); 2, B. thuringiensis autoaglutinante LFB-FIOCRUZ 907; 3, B. thuringiensis
sorovar israelensis LFB-FIOCRUZ 912; 4, B. cereus LFB-FIOCRUZ 1599; 5, B. cereus LFB-FIOCRUZ
1606; 6, B. cereus LFB-FIOCRUZ 196; 7, B. cereus LFB-FIOCRUZ 440; 8, B. cereus LFB-FIOCRUZ 799; 9,
B. cereus LFB-FIOCRUZ 1263; 10, B. cereus LFB-FIOCRUZ 1691; 11, B. cereus LFB-FIOCRUZ 803; 12, B.
cereus LFB-FIOCRUZ 1669; 13, B. weihenstephanensis 6A46 LFB-FIOCRUZ 1673; 14, B.
weihenstephanensis 6A50 LFB-FIOCRUZ 1674; 15, B. cereus NCTC 2599 LFB-FIOCRUZ 406; 16, Controle
negativo. As setas indicam as cepas com trés fragmentos no operon rrs (473pb, 351pb e 122pb).
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4.4 — Tipagem pela amplificacdo de Sequéncias Repetitivas (Rep-PCR)

Os iniciadores utilizados nesse estudo foram desenhados especificamente de acordo com uma
sequéncia de DNA repetitiva extragénica de 26 pares de bases encontrada no genoma das seis
espécies do grupo B. cereus (Reyes-Ramirez & Ibarra, 2005).

A amplificacdo do DNA gendmico das 23 linhagens de B. thuringiensis e 17 cepas de B.
cereus gerou fragmentos entre 0.1 e 4.0 Kb (Figuras 13 e 14). O dendrograma de similaridade
genética, gerado a partir da analise das 40 linhagens provenientes das trés fontes estudadas apresentou
uma evidente divisdo entre as duas espécies. Ao todo, 20 perfis eletroforéticos foram identificados e a
porcentagem de similaridade de acordo com o coeficiente de Dice variou de 20 a 100%. Entre as
estirpes, 6 apresentaram menos de 80% de similaridade [4 B. cereus (LFB-FIOCRUZ 540, 196, 1606,
766) e 2 B. thuringiensis (LFB-FIOCRUZ 1619 e 1561)], sendo, portanto consideradas como néo
pertencentes a nenhum dos clusters observados (Figura 15), as linhagens FIOCRUZ 440 e 799 que
apresentaram 20% de similaridade e as estirpes FIOCRUZ 1689 e 1691 com aproximadamente 75%
de similaridade.

A analise computacional dos perfis rep-PCR identificaram quatro clusters (1-4) com mais de
80% de similaridade pelo coeficiente de Dice (Figura 15). O cluster 4 foi o predominante, com 21
cepas de B. thuringiensis e dois perfis rep-PCR distintos [10 B. thuringiensis sorovar israelensis, 10
B. thuringiensis ndo sorotipados (perfil rep-PCR 4a), LFB-FIOCRUZ 156 B. thuringiensis sorovar
morrisoni (perfil rep-PCR 4b)], que incluiram estirpes isoladas de amostras provenientes das trés
fontes e em periodos diferentes; seguido do cluster 1, com 4 cepas de B. cereus isoladas de amostras
de solo e alimentos em décadas distintas. Nesse cluster foram observados 4 perfis eletroforéticos
(rep-PCR 1l1a-1d). Ja no cluster 2 encontramos duas estirpes de B. cereus com perfis rep-PCR
altamente similar, com apenas um fragmento de aproximadamente de 0,4Kb que as diferenciam, que
foram definidas como perfis rep-PCR 2a (LFB-FIOCRUZ 1599) e rep-PCR 2b (LFB-FIOCRUZ
541), e que foram isoladas de alimentos nas décadas de 1980 e 2010 (Figura 15). No cluster 3 trés
cepas de B. cereus e dois perfis rep-PCR foram definidos. Nesse cluster estdo duas estirpes com o
mesmo perfil rep-PCR 3a, as linhagens LFB-FIOCRUZ 821 (AL/1993) e 1687 (IN/2008) com 100%
de similaridade, e a estirpe a LFB-FIOCRUZ 1669 (FA/2012) com perfil rep-PCR 3b.

Esses resultados indicam alta diversidade genética entre as estirpes de B. cereus e uma
expressiva similaridade entre as linhagens de B. thuringiensis selecionadas, principalmente as que
estdo agrupadas no cluster 4. Com os resultados obtidos a partir da analise dos perfis rep-PCR

observou-se um perfil padrdo tipico para as linhagens de B. thuringiensis que possuem perfil de
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proteinas totais e atividade biologica semelhante ao da estirpe de referéncia B. thuringiensis sorovar
israelenses H:14 (LFB-FIOCRUZ 584), com perfil rep-PCR 4a. Entre as cepas de B. thuringiensis
foram observados 4 perfis eletroforéticos, estando 20 delas incluidas no perfil rep-PCR 4a (Figura
14). Esse perfil foi representado por fragmentos que variaram entre 0.4 e 3.0 Kb, aproximadamente,
com um fragmento comum de 1.5 Kb. A excessdo entre as cepas de B. thuringiensis foi a LFB-
FIOCRUZ 1619. Essa estirpe foi mais semelhante as cepas de B. cereus, agrupando entre os clusters
1 e 2 (Figura 15).

No cluster 4 estdo principalmente as linhagens de B. thuringiensis sorovar israelensis e
demais estirpes de B. thuringiensis ndo sorotipadas ou autoaglutinantes, as quais compartilnaram na
analise das proteinas totais 0 mesmo perfil protéico da linhagem B. thuringiensis sorovar israelensis
IPS-82 (H:14). Todas estas estirpes possuem atividade entomotoxica para larvas de Aedes aegypti e
Culex quinquefasciatus (resultado ndo mostrado). Apenas trés estirpes de B. thuringiensis
apresentaram perfis distintos ao do perfil rep-PCR 4a, foram as cepas LFB-FIOCRUZ 156 (perfil rep-
PCR 4b) , 1561 e 1619 (Tabela 6).

Entre as estirpes que pertencem ao cluster 4 e perfil rep-PCR 4a estdo 16 cepas de B.
thuringiensis com perfis toxigénico e de viruléncia | e ST 136 isoladas de diferentes fontes e periodos
distintos. Nesse cluster encontra-se também o B. thuringiensis sorovar morrisoni que possui perfil
rep-PCR 4b com perfil toxigénico 11 e de viruléncia | e ST 112 (Tabela 5). Através do rep-PCR, esta
linhagem que tem atividade entomotOxica para insetos da ordem Lepidoptera foi totalmente
diferenciada das amostras de B. thuringiensis que possuem atividade entomopatogéncia para insetos
da ordem Diptera (Figura 14A).

No cluster 4 também estdo duas estirpes de B. thuringiensis LFB-FIOCRUZ 1414 (AL/2006)
e 1588 (AL/2011) com perfis alélicos distintos (ST 157 e ST 158) e agrupadas nos perfis toxigénico e
de viruléncia 1. As duas amostras de B. thuringiensis LFB-FIOCRUZ 1619 (AL/2011) e 1561
(AL/2011) que ndo pertencem a este cluster, também possuem perfis alélicos diferentes e tem perfis

toxigénico e de viruléncia I.

Entre as estirpes de B. cereus foram observados perfis de fragmentos altamente polimdrficos,
que permitiram a identificacdo de 16 perfis eletroforéticos entre as 17 cepas B. cereus selecionadas,
com variacdo de fragmentos de aproximadamente de 0.1 e 4.0 Kb (Figura 13). No cluster 2 estdo as
duas cepas de B. cereus (LFB-FIOCRUZ 1599 e 541) isoladas de amostras de alimentos que
pertencem ao mesmo ST 33 com perfil toxigénico | (Tabela 5). No cluster 1, as quatro estirpes de B.

cereus possuem perfis rep-PCR e STs distintos (ST 156, 167, 168 e 170) com perfil toxigénico 1 a lll;
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e no cluster 3 encontram-se trés B. cereus, e as duas cepas que apresentaram o mesmo perfil rep-PCR
3a tem STs diferentes [LFB-FIOCRUZ 821 (ST 169) e LFB-FIOCRUZ 1687 (ST 160)] e est&o no
perfil toxigénico | e a LFB-FIOCRUZ 1669 com perfil rep-PCR 3b possui ST 159 e também foi

agrupada nos perfis toxigénico e de viruléncia I.
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Figura 13: Perfis do polimorfismo de Rep-PCR das cepas de B. cereus amplificados pelos
iniciadores Bc-rep-1 e Bc-rep-2 em gel de agarose 1,2%.

(A) Perfis de DNA das cepas de B. cereus. M, Tamanho Molecular 1Kb; 1, LFB-FIOCRUZ 196; 2, LFB-
FIOCRUZ 766; 3, LFB-FIOCRUZ 1599; 4, LFB-FIOCRUZ 1606; 5, LFB-FIOCRUZ 1669; 6, LFB-
FIOCRUZ 1687; 7, LFB-FIOCRUZ 1689; 8, LFB-FIOCRUZ 1691; 9, LFB-FIOCRUZ 440; 10, LFB-
FIOCRUZ 540; 11, LFB-FIOCRUZ 541; 12, LFB-FIOCRUZ 774; 13, LFB-FIOCRUZ 799; 14, LFB-
FIOCRUZ 821; 15, LFB-FIOCRUZ 970; 16, LFB-FIOCRUZ 1263; 17, LFB-FIOCRUZ 803; 18, Controle
Negativo.
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Figura 14: Perfis do polimorfismo de Rep-PCR das cepas de B. thuringiensis amplificados pelos

iniciadores Bc-rep-1 e Bc-rep-2 em gel de agarose 1,2%. As setas indicam os distintos perfis
eletroforeéticos.

(A) Perfis de DNA das cepas de B. thuringiensis. M, Tamanho Molecular 1Kb; 1, LFB-FIOCRUZ 772; 2, LFB-
FIOCRUZ 784; 3, LFB-FIOCRUZ 1026; 4, LFB-FIOCRUZ 1069; 5, LFB-FIOCRUZ 1075; 6, LFB-FIOCRUZ
1143; 7, LFB-FIOCRUZ 1192; 8, LFB-FIOCRUZ 1227; 9, LFB-FIOCRUZ 857; 10, LFB-FIOCRUZ 912; 11,
LFB-FIOCRUZ 894; 12, LFB-FIOCRUZ 907; 13, LFB-FIOCRUZ 1076; 14, LFB-FIOCRUZ 1232; 15, LFB-
FIOCRUZ 1244; 16, LFB-FIOCRUZ 1354; 17, LFB-FIOCRUZ 156; 18, Controle Negativo;

(B) M, Tamanho Molecular 1Kb; 1, B. cereus 2179/15; 2, B. cereus LFB-FIOCRUZ 406; 3, LFB-FIOCRUZ 584;

4, LFB-FOCRUZ 1234; 5, LFB-FIOCRUZ 1414, 6, LFB-FIOCRUZ 1561; 7, LFB-FIOCRUZ 1588; 8, LFB-
FIOCRUZ 1619; 9, LFB-FIOCRUZ 1679.
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Figura 15: Dendrograma das cepas de B. cereus e B. thuringiensis selecionadas determinado pelo
método de agrupamento pareado ndo ponderado baseado na média aritmética (UPGMA\) e coeficiente de
similaridade de Dice com correlacao de 80%.
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4.5 - Analises das Sequéncias de Multilocus (MLST)

A tipificagdo por sequéncias de multilocus foi realizada em 40 linhagens previamente selecionadas
de B. cereus e B. thuringiensis, sendo 16 amostras de fonte ambiental, 19 amostras de alimentos e 5
amostras de larvas de insetos isoladas no Brasil em periodos distintos.

Neste estudo, as 40 cepas analisadas distribuiram-se em 20 STs, sendo 17 deles novos STs
distintos daqueles encontrados na base de dados e aos quais foram atribuidos novos nimeros (ST 156 a
ST 170). Foram observados novos STs gerados pela ocorréncia de novos alelos (STs 156, 159-163, 165-
170) ou por novas combinacdes de alelos ja conhecidos (STs 157, 158, 164). As comparacdes
identificaram 17 novos alelos distribuidos entre 6 dos 7 loci do MLST analisados, com cinco novos alelos
para 0 gene panC, quatro alelos para o gene glpT, trés alelos para 0s genes ccpA e pta e um alelo para os
genes glpF e pycA (Tabela 6). O nimero de alelos encontrados para cada locus foram: 7 (adk), 10 (ccpA),
10 (glpF), 14 (glpT), 14 (panC), 11 (pta) e 9 (pycA) e a diversidade alélica entre as cepas selecionadas
resultaram no nimero médio de alelos por locus de 10,71. Os alelos adk-17, ccpA-39, glpF-1, glpT-23,
panC-36, pta-35 e pycA-23 foram os mais frequentes por locus (Tabela 6).

Entre as linhagens analisadas constatou-se a presenca de trés STs ja descritos, o ST 33 [LFB-
FIOCRUZ 1599 (AL/2011) e LFB-FIOCRUZ 541 (AL/1982)] com duas cepas de B. cereus, o ST 112
[LFB-FIOCRUZ 156 (FA/1979)] no qual encontra-se o B. thuringiensis sorovar morrisoni, e o ST 136, 0
mais representativo, o qual agrupou 19 cepas, sendo 10 linhagens de B. thuringiensis sorovar israelensis,
3 cepas de B. thuringiensis autoaglutinantes, 5 cepas de B. thuringiensis ndo sorotipadas e 1 estirpe de B.
cereus (LFB-FIOCRUZ 1606) isoladas em diferentes periodos (Tabela 5).

A éarvore filogenética foi construida utilizando o método Neighbour-Joining gerado a partir da
sequéncia concatenada dos sete alelos (2658pb). Todos os 20 STs obtidos neste estudo foram
confrontados com STs selecionados e ja presentes no banco de dados (http://mlstoslo.uio.no/bcereus). A
topologia da éarvore filogenética demonstrou que as cepas analisadas possuem estrutura genética
populacional clonal com as amostras de distintas fontes alocadas em diferentes grupos filogenéticos
(Figura 16). Nestes grupos as estirpes de B. cereus e B. thuringiensis formaram um cluster somente com
as cepas brasileiras (17 cepas). Tal fato se deveu a presenca de novos alelos como, por exemplo, nas
cepas de B. cereus LFB-FIOCRUZ 1689 (ST 161), 821 (ST 169) e 970 (ST 170) que as diferenciou das
estirpes selecionadas no banco de dados. Somente a cepa de B. cereus LFB-FIOCRUZ 440 (ST 164), com
perfil determinado através de uma nova combinacdo de alelos, agrupou-se com a estirpe B. cereus ATCC
10987 (ST 2), bem como as cepas com STs ja descritos (ST 33 e ST136).
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Tabela 6: Nameros dos alelos, sequéncia tipos, perfil toxigénico, perfil de viruléncia e perfil rep-PCR
designados para cepas selecionadas.

Alelos detectados nos genes

LFB- Espécie/sorovar ~ PT/PV® Rep- ST* "adk ccpA glpF  glpT  panC  pta  pycA
FIOCRUZ PCR®
196 B. cereus I/ U 163 1 67 1 1 84 1 23
766 B. cereus I/ U 166 1 67 51 1 83 1 23
772 B.thuringiensis sorovar I/ 4a 136 17 39 1 23 36 35 23
israelensis
784 B.thuringiensis sorovar I/ 4a 136 17 39 1 23 36 35 23
israelensis
894 B.thuringiensis I/1 4a 136 17 39 1 23 36 35 23
autoaglutinante
907 B.thuringiensis I/1 4a 136 17 39 1 23 36 35 23
autoaglutinante
1026 B.thuringiensis sorovar I 4a 136 17 39 1 23 36 35 23
israelensis
1069 B.thuringiensis sorovar I 4a 136 17 39 1 23 36 35 23
israelensis
1075 B.thuringiensis sorovar I 4a 136 17 39 1 23 36 35 23
israelensis
1076 B.thuringiensis I/1 4a 136 17 39 1 23 36 35 23
autoaglutinante
1143 B.thuringiensis sorovar I/1 4a 136 17 39 1 23 36 35 23
israelensis
1192 B.thuringiensis sorovar I/1 4a 136 17 39 1 23 36 35 23
israelensis
1227 B.thuringiensis sorovar I/1 4a 136 17 39 1 23 36 35 23
israelensis
1232 B.thuringiensis I/ 4a 136 17 39 1 23 36 35 23
1234 B.thuringiensis I/ 4a 136 17 39 1 23 36 35 23
1244 B.thuringiensis I/ 4a 136 17 39 1 23 36 35 23
1354 B.thuringiensis I/ 4a 136 17 39 1 23 36 35 23
1414 B.thuringiensis I/ 4a 157 17 39 1 1 36 35 23
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1561 B.thuringiensis I U ND 17 39
1588 B.thuringiensis I 4a 158 34 39
1599 B. cereus I 2a 33 3 13
1606 B. cereus I U 136 17 39
1619 B.thuringiensis I/ U ND 3 79
1669 B. cereus I 3b 159 1 67
1679 B.thuringiensis I/ 4a 136 17 39
1687 B. cereus I/ 3a 160 1 67
1689 B. cereus I/ 6a 161 1 67
1691 B. cereus I/ 6b 162 1 39
156 B.thuringiensis sorovar 11 4b 112 34 39
morrisoni
440 B. cereus I/XX 5a 164 12 16
540 B. cereus IIXV U 165 3 68
541 B. cereus VI 2b 33 3 13
774 B. cereus I 1c 167 13 80
799 B. cereus VI 5b ND 38 52
821 B. cereus AL} 3a 169 10 81
857 B.thuringiensis sorovar I 4a 136 17 39
israelensis
912 B.thuringiensis sorovar I/XVII 4a 136 17 39
israelensis
970 B. cereus I la 170 3 80
1263 B. cereus HI/XXIV 1d 156 13 79
803 B. cereus I/XXII 1b 168 3 4
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Figura 16: Arvore filogenética construida utilizando-se 0 método Neighbour-Joining (NJ) gerado a partir
das sequéncias concatenadas dos 20 perfis alélicos identificados nesse estudo. O nivel de confianca de
porcentagem bootstrap foi calculado usando 1000 repeticOes dos dados originais. As setas indicam as

distintas origens filogenéticas.
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5 DISCUSSAO

A escassez de dados a respeito da diversidade genotipica e de caracteristicas de viruléncia de
cepas das espécies pertencentes ao grupo do B. cereus originarias do Brasil, motivou a realizacdo
desse estudo em busca de informacgdes a respeito da epidemiologia molecular e da biodiversidade
das espécies que compdem este grupo de bactérias. Existem poucos dados sobre a ocorréncia e
distribuicdo dos genes responsaveis pelos principais fatores de viruléncia das espécies desse grupo
provenientes de paises tropicais. A busca desse conhecimento contribui para que se possa
estabelecer o perfil de risco de tais cepas e fornecer informacGes relevantes para a avaliacdo das
relacdes filogenéticas da populagéo.

No presente estudo, as 167 linhagens de B. cereus, B. thuringiensis e B. mycoides
selecionadas provenientes de fontes ambientais (principalmente amostras de solo), de diferentes
tipos de alimentos e de larvas de insetos e que foram coletadas durante quatro décadas (anos 1980,
1990, 2000 e 2010) foram avaliadas quanto aos seus potenciais toxigénicos e deteriorantes (Anexo
1). Tais avaliagcdes foram determinadas através de alguns aspectos fenotipicos como: a capacidade
de motilidade, atividade hemolitica, producdo de lecitinase e hidrolise do amido, e genotipos
relacionados ao potencial toxigénico e de viruléncia, através da presenca dos genes codificantes de
fatores de viruléncia (hly 11, hly 111, piplc, pcplc, sph) e das toxinas (hbIACD, nheABC, cytK, entFM

e ces).

A viruléncia dos membros do grupo B. cereus esta relacionada com varios genes. Esses
genes codificam diferentes toxinas e fatores de viruléncia extracelulares responsaveis pelos efeitos
biologicos das especies desse grupo de bactérias. A transcricdo de varias proteinas extracelulares,
que incluem hemolisinas, exotoxinas necrosantes e fosfolipases, bem como, os fatores toxigénicos
sdo regulados positivamente pela expressao de um gene regulador transcricional pleiotropico plcR
(Lereclus et al, 1996), o qual é especifico das espécies que compdem o grupo B. cereus. Esse gene
regula a expressdo dos genes envolvidos com as quatro caracteristicas fenotipicas e 0s genotipos

dos determinantes de viruléncia avaliados neste estudo.

Espécies do género Bacillus produzem uma variedade de enzimas extracelulares, incluindo
amilases, hemolisinas, lecitinases, fosfolipases, proteases, B-lactamases e esfingomielinases (Logan

& De Vos, 2009). B. cereus tem merecido destaque na atualidade devido a sua presenca nos
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alimentos, sejam esses in natura, processados (como os desidratados e esterilizados), semi-prontos
ou preparados e servidos em unidades de alimentacdo (Paiva et al, 2009). A formacdo de esporos e
a resisténcia fisiologica aliada a sua habilidade de produzir uma vasta gama de enzimas
extracelulares que degradam diversos substratos organicos possibilitam a esta bactéria estar
amplamente distribuida no meio ambiente (Franco & Landgraf, 2002).

As enzimas lipase, protease e particularmente a lecitinase contribuem para a deterioragéo de
produtos lacteos e afins. As alteragdes associadas as contaminacges de produtos lacteos com B.
cereus e espécies correlacionadas sdo consideradas importantes sob o ponto de vista tecnoldgico,
uma vez que provocam uma reducdo do tempo de prateleira e o desenvolvimento de atributos
sensoriais indesejaveis (Rezende-Lago et al, 2007; De Jonghe et al, 2010). Entre as 65 linhagens
provenientes de diferentes matrizes de alimentos, 58 cepas (89%) degradaram a lecitina e 50 cepas
(77%) hidrolisaram o amido (Tabela 1). De acordo com os resultados obtidos, a maioria das estirpes
analisadas, que incluem as linhagens de B. cereus, B. thuringiensis e B. mycoides de diferentes
origens, produziram enzimas extracelulares tais como amilase e lecitinases, o que ressalta o

potencial deteriorante dessas espécies (Tabela 1).

De Jonghe et al. (2010) investigaram a producdo de enzimas deteriorantes entre as espécies
de Bacillus que prejudicavam a qualidade do leite in natura. Os autores observaram que as cepas de
Bacillus isoladas foram altamente proteoliticas e lipoliticas, e hidrolisaram a lecitina. Arslan et al.
(2014) demonstraram a ocorréncia da atividade de enzimas extracelulares, como amilase e

lecitinase, na maioria das cepas de Bacillus isoladas de amostras de sorvetes.

As cepas de B. cereus, B. thuringiensis e B. mycoides isoladas de fontes ambientais (com a
maioria das estirpes provenientes de amostras de solo) apresentaram proporcdes menores na
producdo da lecitinase (77%) e na degradacdo do amido (70%) (Tabela 1). Tal fato pode estar
relacionado com o ambiente no qual estas linhagens foram coletadas ou pela ocorréncia de mutacéo
no gene plcR associada aos fenotipos negativos para lecitinase e hemolisinas nas espécies B. cereus
e B. thuringiensis (Slamti et al, 2004).

Analisando os resultados de varios autores (Guinebretiere et al, 2002; Hendriksen et al,
2006; Molva et al, 2009), pode-se observar que tais caracteres fenotipicos estdo presentes na

maioria das amostras desse grupo de bactérias, porém o percentual de ocorréncia desses fenotipos,
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entre as espécies B. cereus, B. thuringiensis e B. mycoides de diferentes origens, pode variar em
consequéncia da diversidade genética dessas espécies e as metodologias utilizadas para estuda-las
(Tabela 1) (Guttmann & Ellar, 2000; Santos et al, 2011).

Entre os outros fendtipos avaliados, a motilidade e a atividade hemolitica estiveram
presentes em proporgdes semelhantes nas linhagens de B. cereus, B. thuringiensis e B. mycoides das
trés diferentes fontes (Tabela 1). A atividade hemolitica foi amplamente difundida com 155 das
cepas (93%) apresentando 3-hemdlise, bem como, a capacidade de motilidade (96%), a qual é dada
pelos flagelos presente nas células bacterianas, e que podem atuar como adesinas favorecendo a
interacdo entre a bactéria e as células epiteliais humanas (Ramarao & Lereclus, 2006). Caracteres
como adesdo, motilidade bacteriana e citotoxicidade permitem que as bactérias desse grupo
colonizem o hospedeiro, lisem tecidos especificos, disseminem e alcancem os tecidos mais
profundos. Logo, estas propriedades conferem as espécies do grupo B. cereus maior potencial

patogénico.

Kamar et al. (2013) demonstraram que estirpes de B. cereus patogénicas isoladas de
amostras de alimentos associados a surtos de intoxicacao alimentar e amostras clinicas poderiam ser
diferenciadas de estirpes ndo patogénicas com base nos fendtipos de colonizacdo do hospedeiro.
Esses autores observaram que o potencial de viruléncia da espécie encontra-se correlacionado com
a motilidade, adeséo, citotoxicidade e resisténcia a polimixina B. Assim, todas essas propriedades
provavelmente estdo de alguma forma, contribuindo para viruléncia da espécie. Quando as células
do B. cereus aderem nas células epiteliais do hospedeiro ocorre um aumento da concentracdo de
proteinas extracelulares ativas nas membranas potencialmente envolvidas na patogénese do B.

cereus.

Os resultados do estudo realizado por Ghelardi et al. (2002) evidenciaram que ambos 0S
processos (motilidade e a viruléncia), em cepas de B. thuringiensis sdo coordenados pelo gene flhA
que codifica uma proteina do sistema de exportacdo flagelar e que parece apresentar papel

preponderante para a exportacdo de proteinas flagelares assim como ndo flagelares.

Curiosamente, 22 cepas (13 B. cereus, 7 B. thuringiensis e 2 B. mycoides) que foram
negativas para os genes da enterotoxina HBL apresentaram B-hemdlise, o que sugere a producdo de

outros fatores enzimaticos que estdo contribuindo com atividade hemolitica, pois esse fenétipo de
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hemdlise é resultado da expressdo de varias proteinas de acdo hemolitica, tais como, as hemolisinas
e a esfingomielinase (Molva et al, 2009; Oda et al, 2010). Trés estirpes (2 B. cereus e 1 B.
mycoides) apresentaram a-hemolise e genotipo negativo para a enterotoxina hemolitica HBL porém
possuiam os genes codificadores das toxinas CytK-2, Hlylll e SPH, enzimas com propriedades
hemoliticas.

Vaérios estudos ja reportaram o isolamento de B. cereus e espécies correlacionadas em
diferentes tipos de alimentos que podem ser contaminados com células vegetativas ou esporos dessa
bactéria (Batchoun et al, 2011; Flores-Urban et al, 2014; Hariram & Labbe, 2015). No presente
estudo, as estirpes de B. cereus (36 cepas), B. thuringiensis (28 cepas) e B. mycoides (1 cepa)
isoladas de distintas matrizes de alimentos (65 amostras) demonstraram elevados indices de genes
codificadores de exotoxinas. Os percentuais de ocorréncia desses genes entre as espécies de 95%
(nheABC), 82% (hbIACD), 77% (cytk2), 100% (entFM), 43% (hlyll), 83% (hlylll), 74% (pi-plc),
58% (pc-plc) e 37% (sph) (Tabela 1) revelam o potencial que as mesmas possuem de causar surtos
de gastroenterite ou infecgdes oportunistas quando as condi¢des sdo favoraveis para o crescimento
bacteriano. Os alimentos tais como lacticinios e suplementos preparados em hospitais ou farmacias
ou ainda formulas lacteas para lactentes que estejam contaminados com cepas portadoras de
diversos fatores de viruléncia, representam riscos potenciais para pacientes hospitalizados,

particularmente criangas e pacientes inumossuprimidos (Koneman et al, 2008).

Sabe-se que B. cereus é a terceira causa mais importante de incidentes de intoxicacdo
alimentar coletiva na Europa, onde foram registrados em 2011 cerca de 220 surtos de origem
alimentar como sendo causado por Bacillus spp. (3,9% do total de 5.648 surtos de origem alimentar
registrados) (EFSA, 2013). No Brasil, segundo a Coordenacdo de Vigilancia das Doencas de
Transmissdo Hidrica e Alimentar, 6rgdo do Ministério da Saude, B. cereus foi a terceira bactéria
mais frequente causadora de Enfermidades Transmitidas por Alimentos (ETA) no pais entre 1999 e
2009 (7%, 219 casos dos 3.088 surtos). Como a doenca transmitida por alimentos causada por B.
cereus nao é notificada, os nimeros exatos de sua incidéncia e prevaléncia ndo estdo disponiveis na

maior parte do mundo.

Casos graves e até mesmo fatais de doenca de origem alimentar por B. cereus foram
esporadicamente relatados em alguns paises, como a Bélgica (Dierick et al, 2005; Naranjo et al,
2011), Suica (Mahler et al, 1997; Posfay-Barbe et al, 2008) e Japdo (Shiota et al, 2010). As
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enterotoxinas do complexo HBL, NHE e a CytK, j& foram identificadas em amostras implicadas em
surtos, mas os sintomas observados na maioria dos incidentes foram atribuidos a acdo das
enterotoxinas HBL e NHE (Hendriksen & Hansen, 2006; Stenfors Arnesen et al, 2008; Zhou et al,
2014; Lopez et al, 2015).

Essas trés enterotoxinas (NHE, HBL e CytK) formadoras de poros de membranas celulares
parecem ser as principais responsaveis por quadros de diarreia provenientes de intoxicagdo
alimentar provocado pelas espécies do grupo B. cereus (Stenfors Arnesen et al, 2008; Zhou et al,
2014; Lopez et al, 2015). A distribuicdo generalizada desses genes entre as estirpes de diversas
origens e épocas, como relatam os resultados obtidos, indicam que estas proteinas desempenham
uma funcdo bioldgica importante para esses microrganismos (Gaviria Rivera et al, 2000).

Considera-se relevante a presenca dos genes que codificam as enterotoxinas e outros fatores
de viruléncia, pois esses geno6tipos estdo amplamente dispersos nas cepas analisadas e independem
da origem e periodos, com excecdo das linhagens de B. mycoides, em sua maioria, isoladas de
amostras de solo, nas quais em somente seis cepas foi detectada a cereolisina A (gene pcplc) e em

apenas uma a hemolisina 111 (HIyll1) entre os fatores de viruléncia analisados (Tabela 5).

Combinacdes dos diferentes genes que codificam os fatores toxigénicos (7 perfis) e os
demais determinantes de viruléncia (24 perfis) foram encontradas em diferentes amostras de B.
cereus, B. thuringiensis e B. mycoides, que potencialmente podem causar surtos de intoxicacéo
alimentar devido a formacdo de exotoxinas (Santos et al, 2011). O perfil toxigénico predominante, 0
perfil I, incluiu cepas que possuem todos 0s genes associados a producdo das enterotoxinas, entFM
e cytK2 exceto a toxina emética (ces), o que indica que as linhagens analisadas provavelmente nao
sdo capazes de causar sindrome emética, mas apresentam grande potencial de causar a sindrome

diarreica.

No perfil toxigénico | estdo 64 cepas de B. thuringiensis (78%), 46 cepas de B. cereus (66%)
e 9 cepas de B. mycoides (60%), que correspondem a 71% (119 das 167 cepas) das amostras
analisadas (Tabela 2). Esses resultados demonstraram que as principais enterotoxinas encontram-se
amplamente distribuidas ndo somente na espécie B. cereus, como também entre as outras espécies

do B. cereus Ls., B. thuringiensis e B. mycoides, originarias do Brasil.
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Os resultados obtidos nesse estudo assemelham-se aos observados por Forghani et al. (2014)
que avaliaram a presenca e distribuicdo dos genes das enterotoxinas (hbIC e nheA), entFM, cytK e
da toxina emética em amostras de B. cereus e B. thuringiensis isolados a partir de varias fontes
(alimentos, ambientais e clinicos). Os resultados forneceram informagdes importantes sobre a
disperséo e prevaléncia das toxinas em B. cereus e B. thuringiensis coletados de diferentes fontes e
concluiu que essas estirpes representam riscos potenciais a salde, devido a ubiquidade, elevada
ocorréncia de cepas patogénicas que abrigam esses genétipos independentemente da fonte de

isolamento.

Os genes que codificam as enterotoxinas foram mais frequentemente encontrados nas
linhagens de B. thuringiensis que nas estirpes de B. cereus independente das trés fontes (Tabela 5 e
Figura 11). Entre as 82 estirpes de B. thuringiensis, 75 cepas (91%) possuem 0S genes responsaveis
pela codificacdo dos complexos de proteinas toxicas (HBL e NHE) e 71 cepas (87%) expressaram a
CytK-2 e todas as linhagens produziram a EntFM, evidenciando a prevaléncia desses genes nas

amostras independente da fonte de isolamento (Tabelas 1 e 5).

Os produtos alimenticios tornam-se contaminados a partir do ambiente, e 0s esporos altamente
resistentes podem suportar a pasteurizacdo e a exposicdo a radiacdo gama (Koneman et al, 2008).
Essa espécie ja foi isolada de varios tipos de matrizes de alimentos, bem como, produtos lacteos e
afins (Rosenquist et al, 2006; De Santis et al, 2008; Zhou et al, 2008; Bartoszewick et al, 2009).

Resultados similares foram encontrados por Ngamwongsatit et al. (2008) quando analisaram
411 cepas de B. cereus e 205 estirpes de B. thuringiensis provenientes de alimentos e amostras de
solo quanto a presenca dos complexos HBL, NHE, CytK e EntFM. Observou-se alta ocorréncia
desses genes em B. thuringiensis, sendo os genes codificadores de hbl, nhe, cytK e entFM mais

comuns em linhagens de B. thuringiensis do que nas cepas de B. cereus analisadas.

Em outro estudo desenvolvido por Gaviria Rivera et al. (2000), a expressiva ocorréncia desses
gendtipos foi evidenciada em 74 estirpes de B. thuringiensis de 25 sorovares diferentes. Todas as
estirpes foram citotoxicas em ensaios biologicos (testes com células Vero) e apresentaram 0s genes
nheABC (74 cepas) e hbIACD (65 cepas).

Isto se torna particularmente relevante devido a utilizacdo de produtos a base de B.

thuringiensis em grandes quantidades no ambiente para o controle de insetos-vetores e pragas
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agricolas (Jensen et al, 2002). O envolvimento desse microrganismo em relatos de surtos
alimentares é considerado esporadico, mesmo com pesquisas que evidenciam a producdo das
enterotoxinas por B. thuringiensis, existem somente dois estudos que descreveram surtos de

gastroenterite associados ao B. thuringiensis (Jackson et al, 1995; Mclintyre et al, 2008).

O fato das espécies de B. thuringiensis e B. cereus serem semelhantes morfologicamente entre
si, pode justificar o namero baixo de notificacbes de contaminagdo alimentar por B. thuringiensis,
devido, principalmente, aos metodos utilizados para a detecgdo de B. cereus em amostras de
alimentos e clinicas que ndo distinguem as células de B. cereus das células de B. thuringiensis
(Swiecicka et al, 2006). Através da microscopia de contraste de fase € possivel identificar os cristais
proteicos imersos no citoplasma adjacentes ao esporo nos esporangios da espécie B. thuringiensis, o
que nas outras espécies ndo é evidente (Koneman et al, 2008). Ap6s a comercializacdo de
formulacdes a base de B. thuringiensis, estudos tem mostrado que linhagens comerciais utilizadas
para 0 controle de insetos sdo capazes de produzir enterotoxinas responsaveis pela sindrome
diarreica (Scarano et al, 2009; Kim et al, 2014).

Kyei-Poku et al. (2007) examinaram amostras isoladas de quatro bioinseticidas comerciais a
base de diferentes sorovares de B. thuringiensis (kurstaki, israelensis, aizawai e tenebrionis) quanto
a presenca de genes enterotoxicos e fatores de viruléncia. O gene piplc estava presente em todas as
amostras; o gene sph foi detectado nas amostras dos sorovares israelensis e aizawai; a entFM
somente no sorovar israelensis e entS nos sorovares kurstaki, israelensis e tenebrionis. A CytK
presente nos produtos a base dos sorovares kurstaki, israelensis e aizawai pertence a variante CytK-
2. Os autores sugerem que esses genes devem ser inativados em linhagens comerciais antecipando-

se a ocorréncia de riscos potenciais a satde publica.

Recentemente, Kim et al. (2015) avaliaram 9 cepas comerciais e 12 cepas de referéncia de B.
thuringiensis e 16 cepas de referéncia de B. cereus através da PCR para presenca dos genes
enterotoxicos e genes hemoliticos. Esses autores relataram que a maioria dos genes das
enterotoxinas e hemoliticos encontram-se dispersos entre as duas espécies e em maior ocorréncia
nas cepas de B. thuringiensis; e a presenca de gendtipos que codificam os genes enterotoxigénicos e
outras proteinas dos fatores de viruléncia fornecem atributos negativos, o que poderia levar a
restringir o uso de bioinseticidas a base de B. thuringiensis no controle biolégico de pragas

agricolas em plantac@es agricolas organicas.
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Deve-se destacar ainda que apesar de linhagens de B. thuringiensis utilizadas para a
fabricacdo de produtos biotecnoldgicos possuirem os genes codificantes para os fatores de
viruléncia aqui descritos, estes produtos antes de serem comercializados sdo rigorosamente
avaliados pelos setores competentes, respeitando a legislacdo vigente, para que nao tragam riscos a
salde humana e ao ambiente, garantindo assim a biosseguranca dos produtos a base de B.
thuringiensis (US-EPA, 2011).

No Brasil a histdria do controle bioldgico é relativamente recente. Ha pouco mais de dezessete
anos, o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente (Ibama), do Ministério do Meio Ambiente (MMA),
publicou o primeiro procedimento para efeito de registro e avaliagio ambiental de agentes
bioldgicos empregados na defesa fitossanitaria. Em 2006, foi aprovada a norma de registro de
produtos para controle bioldgico (Instru¢cdo Normativa Conjunta n° 3, regulada pela Lei 7.802, de
1989; e 0 Decreto 4.074, de 2002). Atualmente, hd mais de 50 produtos comerciais para controle
biologico registrado, e, apesar da crescente evolugdo, € um namero ainda incipiente,

correspondendo a 5% dos defensivos registrados no Brasil.

Os surtos de intoxicacdo alimentar geralmente estdo associados a falhas na conservacéo dos
produtos mediante exposicdo a tempos e temperaturas inadequadas, propiciando, assim, que estes
microrganismos se multipliquem até niveis significativos (>10° UFC/g ou mL), ressaltando-se que,
neste caso, 0 microrganismo nao e responsavel pela patologia e sim as toxinas que 0 mesmo produz
(Paiva et al, 2009).

Com relacdo as 36 estirpes de B. cereus isoladas de diversos tipos de alimentos, 27 cepas
(75%) possuem os genes responsaveis pela codificacdo dos complexos de proteinas tdxicas (HBL e
NHE) e 22 cepas (61%) expressaram a CytK-2 e todas produziram a EntFM, as quais sdo as

principais exotoxinas responsaveis pela a sindrome diarreica (Tabela 5).

Resultados semelhantes foram observados por Aragon-Alegro et al. (2008) que constataram
que mais da metade das amostras de B. cereus isoladas de alimentos nacionais possuiam 0s
complexos proteicos NHE, HBL e CytK-2. No estudo realizado por Chaves et al. (2011) a maioria
das estirpes de B. cereus (64%) isoladas de diferentes tipos de alimentos coletados a partir de
produtos nacionais também apresentaram genotipos positivos para os genes nhe, hbl, entFM e cytK-

2. Tais fatos relatam provavelmente a presenca de esporos bacterianos em diferentes matrizes de

77



alimentos, e, portanto agdes de fiscalizacdo e inspecdo das matérias-primas e afins tornam-se
importante para reduzir a carga microbiana nos alimentos e consequentemente diminuir a incidéncia

de possiveis surtos diarreicos.

Recentemente, Lopez et al. (2015) estudaram isolados de B. cereus proveniente de um
alimento implicado em enfermidade severa, quando a vitima apresentou emese e diarreia
concomitantes. A partir dos resultados obtidos em analises laboratoriais, 0s autores identificaram no
alimento cepas produtoras de toxina emética como outras, produtoras de toxinas diarreicas,
revelando a existéncia de diversidade bioquimica e de producdo de toxinas por B. cereus, em um

mesmo alimento.

A presenca da EntFM em 100% das amostras analisadas, como a principal enterotoxina apds a
enterotoxina NHE (96%) ja foi previamente registrada em outros estudos, 0os quais demonstraram
elevada ocorréncia dessa toxina entre as espécies que compdem o B. cereus L.s. (Kim et al, 2009;
Lee et al, 2012; Forghani et al, 2014; Kim et al, 2015; Tewari et al, 2015).

A EntFM esté envolvida com a aderéncia, formacdo de biofilmes e viruléncia (Tran et al,
2010), portanto deve ser considerada como uma das principais enterotoxinas de B. cereus e espécies
correlacionadas, como os complexo proteicos HBL, NHE e CytK. Essa enterotoxina também induz
uma vacuolizacdo citoplasméatica em macrdfagos, sugerindo o envolvimento na viruléncia
bacteriana, indicando que esta enterotoxina possui propriedades que podem facilitar o processo de
infeccdo. Estudos de prevaléncia revelaram que a EntFM foi detectada na maioria dos B. cereus
associados aos surtos de toxinfecgdo alimentar, bem como, em cepas de B. thuringiensis isolados de

alimentos e amostras de solo (Ngamwongsatit et al, 2008; Molva et al, 2009; Forghani et al, 2014).

Embora o B. cereus seja geralmente associado com disturbios gastrointestinais, também € um
agente patogénico humano oportunista que pode causar algumas infecgdes sistémicas e locais, como
septicemia, periodontites, bacteremia nosocomial adquirida, endocardite, infeccGes necrotizantes,
pneumonia e infeccbes oculares (Bottone, 2010). Estas infeccdes sdo pouco frequentes e,
geralmente, estdo associadas as hemolisinas, exotoxinas necrosantes e fosfolipases produzidas pelo

microrganismo.
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As analises de casos envolvendo infeccBes significativas por Bacillus indicam a participacdo
da espécie B. cereus nas sindromes clinicas. Em virtude da natureza ubiqua no meio ambiente, o
isolamento de espécies de Bacillus de amostras clinicas tem sido considerado mais frequentemente
contaminac&o interveniente. Entretanto, a frequéncia crescente de casos publicados na literatura de
espécies de Bacillus como agentes patolégicos em hospedeiros imunocomprometidos sugere que
esses microrganismos ndo devem ser desprezados como contaminantes em todos os casos. Relatos
de infeccBes graves causadas por espécies de Bacillus foram associados a procedimentos cirdrgicos,
imunossupressdo, feridas traumaticas, queimaduras, hemodidlise e abuso de drogas parenterais
(Koneman et al. 2008).

Na fase estacionaria, o B. cereus produz diversos metabdlitos além das toxinas associadas a
infeccdo gastrointestinal, que podem contribuir para a viruléncia; e as doengas associadas a este
organismo sdo provavelmente mediadas pelos efeitos sinérgicos desses produtos de viruléncia. Os
genes codificantes para os fatores de viruléncia também j& foram identificados em linhagens de B.
thuringiensis (Zahner et al, 2005; Kyei-Poku et al, 2007; Kim et al, 2015).

Existem poucos estudos que relatam a presenca desses fatores de viruléncia nas espécies do B.
cereus L.s. (Zahner et al, 2005; Martinez-Blanch et al, 2009; Kim et al, 2015). O primeiro estudo
que detectou esses determinantes de viruléncia em linhagens de B. thuringiensis e B. cereus foi
realizado por Guttmann & Ellar (2000). Os distintos perfis obtidos para as 23 estirpes analisadas
forneceram um conjunto de diferentes gendtipos, os quais poderiam auxiliar na identificacdo desses

fatores envolvidos na patogenicidade das espécies do B. cereus L.s.

Com relacdo a classe de toxinas representadas pelas fosfolipases, as fosfolipases C sdo as mais
conhecidas dentro desta familia de proteinas expressas por linhagens de B. cereus, B. thuringiensis
e outras espécies correlacionadas. De acordo com a classe de fosfolipidios que atuam tém-se as PC-
PLC (Callegan et al, 2002), PI-PLC (lkezawa & Taguchi, 1981) e SPH (Pomerantsev et al, 2003).
As fosfolipases clivam os lipideos que servem para ancorar as proteinas de superficie celular,

comprometem a integridade da membrana celular e anulam a capacidade regenerativa das células.

As fosfolipases sdo conhecidas por causar a degradacdo da célula e membranas de mucosas,
0s quais sdo ricos em fosfolipideos, levando a necrose (Kotiranta et al, 2000). Os resultados
encontrados nesse estudo mostraram ampla distribuicdo das fosfolipases entre as espécies
analisadas (Tabela 1). O gene pcplc foi detectado em 73 cepas de B. thuringiensis (89%), 39 cepas
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de B. cereus (56%) e 6 cepas de B. mycoides (40%) independente das fontes de isolamento (Tabela
5). Esses resultados reforcam o envolvimento desse genétipo na patogénese do grupo B. cereus
como observado por Martinez-Blanch et al. (2009) que demonstraram ampla distribuicédo da
molécula PC-PLC nas espécies desse grupo e em outras espécies do género Bacillus.

Zahner et al. (2005) também evidenciaram a presenca e a distribuicdo do gene pcplc em 64%
das cepas de B. thuringiensis isoladas de diferentes fontes (amostras clinicas, alimentos e
ambientais). Para as cepas de B. cereus (63 cepas) somente duas amostras que foram isoladas no
Brasil apresentaram esse gene. Esses resultados diferem dos obtidos nesse estudo, no qual 39 cepas
de B. cereus originarias do Brasil apresentaram esse genotipo. Porém, no presente estudo o par de
oligonucleotideos iniciadores utilizado difere do empregado por Zahner et al. (2005) onde foi
relatado que a falta de amplificacdo poderia ser em consequéncia da variagdo da sequéncia na

regido selecionada para o anelamento dos iniciadores utilizados.

A molécula PC-PLC reforca a hemolise da hemolisina BL nas células que contém
quantidades significativas de fosfolipase C. Sabe-se que esta molécula, quando pura, apresenta
toxicidade para o tecido da retina in vitro e provoca necrose. Esta enzima foi produzida em
quantidade elevada por amostras testadas em modelo de endoftalmite séptica experimental em
coelhos. A proporcéo excepcionalmente alta de fosfolipidios no tecido da retina pode explicar a
acentuada toxicidade que a molécula PC-PLC exerce sobre esse tecido (Beecher et al, 2000). A
endoftalmite por B. cereus ocorre ap0s lesdes penetrantes no tecido da retina em consequéncia da
disseminacdo bacteriana durante episodios de bacteremia. Foram relatados casos raros de
endoftalmite por Bacillus spp. apds cirurgia de catarata (Roy et al, 1997). A evolucédo rapidamente
destrutiva das infec¢des intra-oculares por Bacillus spp. tem sido atribuida a producéo de toxinas e
enzimas destrutivas, como as fosfolipases, hemolisinas, proteases e lipases, pelos microrganismos

envolvidos (Callegan et al, 2003).

Em B. cereus e B. thuringiensis, as moléculas PC-PLC e SPH comp6em a unidade citolitica
cereolisina AB (CerAB), e tem sido implicadas na sindrome diarreica, atuando sobre a
permeabilidade e viabilidade de células do epitélio intestinal (Hergenrother & Martin, 1997). Este
complexo biolégico ocorreu em 68 das 167 cepas analisadas, sendo 48 cepas de B. thuringiensis
(59%) e 20 cepas de B. cereus (29%), evidenciando o potencial patogénico dessas espécies (Tabela
5).
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Outro fator de viruléncia presente em B. cereus e B. thuringiensis, a enzima PI-PLC, é
importante na transducdo de sinal associada & membrana, agindo na superficie externa da célula
para gerar um mensageiro para a transdugdo de sinal intracelular, clivando fosfatidilinositol e
derivados. Esta molécula facilita a hidrolise entre o glicerol e a extremidade polar dos fosfolipideos
gerando fosfato-inositol e diacilglicerol, substratos importantes no metabolismo celular (Kuppe et
al, 1989).

Por esta razdo, a molécula PI-PLC ¢é classificada como um fator de viruléncia extracelular.
Entre as cepas analisadas, 112 (67%) amplificaram o gene piplc, sendo 65 cepas de B. thuringiensis
(79%) e 47 cepas de B. cereus (67%). Esse gene revelou-se ubiquo entre os 30 sorotipos de B.
thuringiensis investigados por Damgaard et al. (1996) e estava presente em 10 dos 11 sorotipos
estudados por Guttmann & Ellar (2000). Em B. cereus, Boonchai et al. (2008) analisaram a
presenca desse genotipo em cepas isoladas de seis diferentes matrizes de alimentos. Todas as
amostras apresentaram genétipo positivo para esse gene, demonstrando como essa enzima encontra-

se dispersa nessa espécie.

A segunda classe de toxinas expressas por linhagens de B. cereus e B. thuringiensis, inclui
as hemolisinas, as quais sdo responsaveis pela atividade hemolitica e consideradas importantes em
processos infecciosos. As hemolisinas da familia citolisinas colesterol-dependentes (CDC) séo
toxinas formadoras de poros em membranas plasmaticas, e ndo tem receptor especifico em uma
ampla gama de hemacias (Andreeva et al, 2006), e ja foram identificadas nas espécies do grupo B.

cereus (Ramarao & Sanchis, 2013).

A Hlyll é uma toxina hemolitica que atua como toxina letal em camundongos, enquanto a
HIylll provoca lise osmotica dos eritrocitos por meio da formacao de poros transmembrana (Baida
& Kuzmin, 1996). Neste estudo, ambas as hemolisinas apresentaram maior ocorréncia nas estirpes
de B. thuringiensis, com 54 cepas (66%) amplificando hlyll e 72 cepas (88%) a hlylll. Entre as
estirpes de B. cereus estdo 15 cepas (21%) que expressaram a hlyll e 57 cepas (81%) que
amplificaram a hlylll. Estes resultados demonstraram os diferentes padrdes de patogenicidade
observados entre as espécies que compdem o B. cereus I.s. Em um estudo realizado por Cadot et al.

(2010) somente as estirpes de B. cereus potencialmente patogénicas expressaram a HIyll.
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Os resultados obtidos foram semelhantes aos de Budarina et al. (1994), que avaliaram a
distribuicdo da HIyll em B. cereus e B. thuringiensis através da hibridizagdo in situ utilizando uma
sonda especifica do gene hlyll. Somente 4 das 13 cepas de B. cereus mostraram resposta positiva
nos experimentos de hibridizacdo, enquanto 13 das 14 estirpes de B. thuringiensis responderam
positivamente. Os resultados mostram claramente a distribuicéo limitada da Hlyll entre cepas de B.

cereus e evidencia que essa hemolisina € mais caracteristica de linhagens de B. thuringiensis.

Para ambos os perfis, toxigénico e de viruléncia, a espécie B. thuringiensis revelou maior
ocorréncia dos genes em questdo. Sabemos que quanto maior o nimero de genes de patogenicidade
maior o potencial toxi-infeccioso dessas amostras (Figura 11). Considerando a ampla distribuicéo
de cepas de B. thuringiensis na natureza, e o interesse crescente na aplicacdo como bioinseticida
mundial (Lacey, 2007), ressalta a presenca desses fatores de viruléncia amplamente dispersos em

linhagens de B. thuringiensis.

Os mecanismos de adaptacdo das espécies desse grupo as condigdes ambientais sdo muito
diversos e, portanto contribuem para a sobrevivéncia e disseminacdo dessas bactérias esporulantes
no ambiente. Segundo Guinebretiere et al. (2008) os nichos térmicos associados aos grupos
mesofilico e psicrotolerante podem atuar como separacdes micro-geogréaficas, prevenindo a
competicdo entre cada tipo de populacdo bacteriana. Estes autores determinaram sete grupos

filogenéticos (I a V1), com base no crescimento microbiano em diferentes temperaturas.

No presente estudo, as 167 estirpes foram positivas somente para a assinatura do genotipo
mesofilico (cspF) e provavelmente agrupam-se no grupo filogenético IV (Guinebretiere et al, 2008).
Neste grupo encontram-se as cepas com genotipo positivo para os genes hbl, nhe e cytK2 e que
multiplicam-se na faixa de temperatura maior que 10°C e menor que 45°C. Com relacdo as estirpes
estudadas, estdo neste grupo filogenético 1V, principalmente as linhagens do perfil toxigénico |
(Tabela 2). Guinebretiere et al. (2010) demonstraram que a capacidade das espécies que compdem o
B. cereus l.s. em causar intoxicacao alimentar varia de acordo com a afiliacao filogenética (Grupos |
a VII) ao invés da afiliacdo da espécie. Para as espécies B. thuringiensis e B. cereus, torna-se dificil
determinar o potencial de risco sem levar em consideracdo a afiliacdo filogenética, uma vez que
essas espécies estdo distribuidas entre os grupos filogenéticos Il a VI e, assim, mostram Varios
niveis potenciais em causar toxi-infeccdo alimentar ou infecgdes oportunistas (Guinebretiere et al,
2010).
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Além das linhagens positivas para todos os fatores de viruléncia e toxigénicos (20 cepas B.
thuringiensis e 8 cepas de B. cereus), foram selecionadas randomicamente 12 cepas (3 B.
thuringiensis e 9 B. cereus) entre as 167 cepas e submetidas a amplificacdo do gene de viruléncia
cereolisina O (clo). Este gene, também conhecido como hemolisina I, assemelha-se a estreptolisina
O por ser uma proteina termolabil, ativada por tiois e inibida pelo colesterol (Bernheimer &
Grushoff, 1967).

Esse gendtipo (clo) foi detectado em todas as 40 linhagens selecionadas; e a presenca de
mais uma hemolisina provavelmente esta contribuindo para o efeito hemolitico e toxigénico das
espécies desse grupo de bactérias. Em Martinez-Blanch et al. (2009) esse gen6tipo foi detectado em
todas as espécies do grupo B. cereus analisadas, como também em 25% de outras espécies do

género Bacillus, como por exemplo, B. circulans, B. firmus, B. pumilus e B. subtilis.

Essas 40 linhagens também foram submetidas a amplificacdo e digestdo enzimatica do
produto amplificado de assinatura especifica do DNAr 16S do gene rrs, com intuito de identificar
possiveis cepas psicrotroficas. A capacidade de algumas linhagens do grupo B. cereus em crescer
em baixas temperaturas (i.e., 4°C a 7°C) estd correlacionada com a presenca das assinaturas
especificas para o comportamento psicrotrofilo, indicado por nucleotideos especificos no gene rrs,
0s quais desempenham um papel importante na psicrotolerancia (Pruss et al, 1999; Stenfors &
Granum, 2001).

Cepas de B. thuringiensis de diferentes sorovares com caracteristicas psicrotolerantes ja
foram identificadas por Soufiane & Cote (2010). Através da analise do MLST, estas estirpes de B.
thuringiensis pertencentes aos sorovares navarrensis, bolivia e vazensis, foram agrupadas proximas
as linhagens de B. weihenstephanensis revelando uma raiz filogenética comum (Soufiane & Cote,
2013). No presente estudo, nenhuma das 23 cepas de B. thuringiensis selecionadas apresentou
assinaturas psicrotrofilas na regido RNAr 16S do operon rrs provavelmente por serem pertencentes
aos sorovares israelensis, kurstaki, morrisoni, yunnamensis, shandondiensis, oswaldocruzi,

tohokuensis, aizawai e brasiliensis.

Com relacdo aos B. cereus, as cepas a LFB-FIOCRUZ 803 (AL/1991) e 1669 (FA/2012)
pertencentes aos perfis toxigénico e de viruléncia | foram definidas como cepas intermediérias, pois

apresentaram simultaneamente as assinaturas mesofilicas e psicrotroficas na regido DNAr 16S, ou
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seja, essas estirpes podem expressar esse genotipo de acordo com as condigdes climéticas a que sdo
expostas (Figura 12) (Von et al, 1999).

Alguns estudos ja relataram a producdo de enterotoxinas e fatores de viruléncia por
linhagens psicrotrofica de B. cereus (Watanuki et al, 2008; Zhou et al, 2010; Bartoszewicz et al,
2013). No estudo desenvolvido por Bartoszewicz et al. (2013) relatou-se que cepas eméticas de B.
cereus com assinaturas mesofilicas e psicrotréficas poderiam constituir um risco para industria de
lacticinios, e que a habilidade em germinar em faixas de temperaturas extremas (< 10°C e > 45°C)
pode ser influenciada pela relagdo dessas duas assinaturas presentes.

Em 1997, Fermanian et al. conferiram a capacidade de estirpes de B. cereus em produzirem
toxinas diarreicas em baixas temperaturas e verificaram que todas as estirpes toxigénicas que
cresceram na temperatura de 32°C foram também toxigénicas a 10°C. A presenca de estirpes
patogénicas capazes de se multiplicar em baixas temperaturas (~10°C) representa um risco a saude

do consumidor para produtos alimenticios armazenados nestas faixas de temperatura.

Com o intuito de determinar o grau de similaridade intraespecifica atraves do polimorfismo
de elementos repetitivos altamente conservados, foi utilizado nesse estudo o metodo rep-PCR,

buscando avaliar as relacdes genéticas das populacdes em questéo.

O rep-PCR € um método altamente discriminativo para diferenciar estirpes, podendo
também ser utilizado para construir iniciadores especificos em niveis taxondmicos intraespecificos
como, por exemplo, sorovares e sorotipos (Reyes-Ramirez & lIbarra, 2005). Nesse estudo, foram
utilizados iniciadores especificamente desenhados para sequéncia Bc-rep encontrados nas espécies
do B. cereus L.s. descrito por Reyes-Ramirez & Ibarra (2005). Segundo esses autores, o rep-PCR foi

capaz de identificar sorovares e sorotipos, incluindo estirpes auto-aglutinantes e ndo-flageladas.

Para o B. cereus Ls. inimeros estudos ja foram realizados utilizando esta técnica para
diversas finalidades, a exemplo da caracterizacdo de estirpes de B. cereus e B. anthracis
(Daffonchio et al, 2006), relacdo genética entre grupos de B. cereus e B. anthracis (Cherif et al,
2003), caracterizacdo molecular de B.cereus (Lopez & Alippi, 2007), relacdo genética entre

populacdes de B. cereus e B. thuringiensis (Manzano et al, 2009), entre outros.
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A anélise do dendrograma das relagcdes de similaridade genética determinaram 20 perfis
eletroforéticos no conjunto das 40 estirpes selecionadas (23 B. thuringiensis e 17 B. cereus). Entre
as estirpes analisadas, 6 foram alocadas fora do limite de 80% de similaridade com relagdo as
demais estirpes analisadas, considerado para a inclusdo em um cluster [4 B. cereus (LFB-FIOCRUZ
540, 196, 1606, 766) e 2 B. thuringiensis (LFB-FIOCRUZ 1619 e 1561)]. Para as estirpes
analisadas o dendrograma de similaridade genética demonstrou uma evidente divisdo entre as duas

espécies (Figura 15).

Na andlise computacional dos perfis de rep-PCR, quatro clusters (1-4) cujas cepas
apresentaram mais de 80% de similaridade foram identificados. O cluster 4 foi o predominante,
com 21 cepas de B. thuringiensis e dois perfis rep-PCR definidos [10 B. thuringiensis sorovar
israelensis, 10 B. thuringiensis ndo sorotipados (perfil rep-PCR 4a) e LFB-FIOCRUZ 156 B.
thuringiensis sorovar morrisoni (perfil rep-PCR 4b)], que incluiu estirpes isoladas das trés fontes e
de periodos distintos. Duas cepas de B. thuringiensis ndo agruparam nesse cluster principal, a LFB-
FIOCRUZ 1619 que foi mais similar as cepas de B. cereus, agrupando entre os clusters 1 e 2, e a
LFB-FIOCRUZ 1561 agrupou proxima ao cluster 4, com 60% de similaridade com relagdo ao

cluster principal (Figuras 14 e 15).

O polimorfismo de DNA obtido mediante a amplificacdo pelo rep-PCR revelou expressiva
similaridade entre as linhagens de B. thuringiensis, demonstrando um elevado grau de clonalidade,
sugerindo uma estrutura genética populacional clonal. Em popula¢bes clonais, a maioria das
estirpes pertencem a clusters restritos de gendétipos altamente relacionados (Tourasse et al, 2006). A
partir da analise dos perfis rep-PCR observa-se um perfil padrdo tipico (perfil rep-PCR 4a) para as
linhagens de B. thuringiensis que possuem perfil de proteinas totais e atividade bioldgica
semelhante a cepa de referéncia B. thuringiensis sorovar israelensis H:14 (LFB-FIOCRUZ 584),

como demonstrado por Reyes-Ramirez & Ibarra (2005) (Figura 15).

Os distintos perfis de rep-PCR apresentados pelas cepas de B. cereus, houve a identificacdo
de 16 perfis eletroforéticos, sugerem que as linhagens desta espécie possuam um genoma
relativamente variavel, o que indica a ocorréncia de transferéncia genética tanto intra-especifica
como inter-especifica (Figuras 13 e 15) (Vilas-Boas et al, 2002; Peruca et al, 2008). Ao utilizarem o
rep-PCR, Chaves et al. (2011) demonstraram elevado grau de diversidade genética entre as estirpes

de B. cereus proveniente de diferentes matrizes de alimentos e épocas distintas.
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Uma aplicacdo desse método foi efetuado por Peruca et al. (2008), ao avaliar as
similaridades genéticas e a estrutura genética de populacGes simpétricas de B. cereus e B.
thuringiensis através do rep-PCR. Os autores demonstraram que as relacdes genéticas deduzidas a
partir dos perfis rep-PCR indicaram, a despeito da grande similaridade genética existente entre estas
espécies, que as mesmas apresentaram estruturas populacionais distintas, sugerindo que elas devem

permanecer como unidades taxondmicas separadas.

Ainda que as estirpes de B. thuringiensis tenham sido agrupadas em 4 perfis eletroforéticos
similares, esse método rep-PCR ja foi utilizado anteriormente para B. thuringiensis (Cherif et al,
2007; Samapundo et al, 2011; Sauka et al, 2011), sendo considerado discriminativo, como
observado para as cepas de B. thuringiensis LFB-FIOCRUZ 156, 1561 e 1619, e evidencia as
diferencas entre os tipos de estrutura genética apresentado pelas duas espécies em questdo (Figuras
14 e 15).

Através do rep-PCR e ERIC-PCR, Katara et al. (2012) analisaram amostras de B.
thuringiensis nativas de diversos habitats da India. Os perfis observados através desses métodos de
tipagem molecular foram discriminatorios e revelaram diferentes perfis eletroforéticos, bem como

apresentaram um alto grau de diversidade genética entre as amostras isoladas.

Considerando que as cepas agrupadas dentro do mesmo perfil rep-PCR possam ser
relacionadas como provaveis clones, entre as linhagens de B. thuringiensis a distribuicdo das
sequéncias rep-PCR tendem a ser menos varidveis, havendo portanto uma propensdo para 0
agrupamento dos perfis eletroforéticos especificos das estirpes de B. thuringiensis ndo sendo o
mesmo observado pelas estirpes de B. cereus, e tais fatos podem indicar uma diferenca
comportamental de como essas espécies respondem aos fatores ambientais. Tais padrbes devem ser
levados em consideracdo para a manutencdo da atual classificacdo taxondmica como duas espécies

distintas.

Além da tipagem por rep-PCR, estas estirpes também foram submetidas a caracterizacao
genotipica através do MLST, com intuito de avaliar as relacdes filogenéticas e populacionais das
linhagens em questéo. Esta tipagem foi realizada com as 40 estirpes previamente selecionadas de B.
cereus e B. thuringiensis, sendo 16 amostras de fonte ambiental, 19 amostras de alimentos e 5

amostras de larvas de insetos isoladas em periodos distintos.
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Diversos métodos de tipagem genotipica tém sido usados e aplicados nas espécies que
compdem o B. cereus L.s. com objetivo de avaliar a afinidade filogenética entre as espécies desse
grupo (Cherif et al, 2003; Hill et al, 2004; Valjevac et al, 2005; Vassileva et al, 2007). Nos Gltimos
anos inimeras técnicas moleculares baseadas no estudo da similaridade dos cromossomos foram
desenvolvidas, dentre estas se destaca a tipagem de sequéncias de multilocus (MLST), a qual se
define como método molecular altamente discriminatdrio, que se baseia na anélise do polimorfismo

de nucleotideos nas sequéncias de genes essenciais que codificam enzimas de manutencao celular.

Tourasse & Helgason (2006) validaram um total de 155 STs no estudo realizado com 226
estirpes do grupo B. cereus L.s. e acessivel em http://mlstoslo.uio.no/bcereus. Em 2008, Tourasse &
Kolsto desenvolveram um banco de dados designado SuperCAT, que compila e integra todos os
dados do MLST a partir dos cinco esquemas publicados para o grupo B. cereus. Coeficientes
filogenéticos foram usados para combinar as informacdes filogenéticas a partir da anélise de todos
0s esquemas e banco de dados, a fim de produzir uma visdo integrada da estrutura populacional do

B. cereus l.s.

No presente estudo, cada sequéncia de alelos foi comparada com a sequéncia ja definida na
Home Page e quando as sequéncias foram as mesmas, estas foram classificadas com o numero ST
ja determinado (Tourasse & Helgason, 2006). Porém, 17 cepas (13 B. cereus e 4 B. thuringiensis)
apresentaram novas sequéncias, e geraram 17 novos STs (ST 156 a ST 170). As cepas analisadas
distribuiram-se em 20 STs. Dezessete dos 20 STs definidos incluiram apenas uma Unica cepa, e 0S
outros dois STs, que sdo 0s ST 33 (2 cepas) e 0 ST 136 (19 cepas), 0 mais representativo, incluiram
0 maior nimero de cepas (18 B. thuringiensis e 1 B. cereus) (Tabela 5). Interessante notar que a
cepa LFB-FIOCRUZ 1606, caracterizada atraves das propriedades citomorfoldgicas, bioquimicas e
moleculares como B. cereus e que foi isolada de leite integral em 2011, apresentou 0 mesmo ST
136 das amostras agrupadas no cluster 4, onde estdo 21 cepas de B. thuringiensis, porém seu perfil
rep-PCR foi diferente daquele apresentado pelas demais cepas incluidas nesse cluster. Estudos
indicam que as espécies B. thuringiensis e B. cereus podem adquirir plasmideos por troca
horizontal, que consiste na transferéncia de genes entre bactérias ndo descendentes por conjugacéo,

transducdo ou transformacdo, ou perde-los (Cardazzo et al, 2008; Didelot et al, 2009).

Para duas estirpes de B. cereus isoladas de alimentos [LFB-FIOCRUZ 541 (ST 33) e 1599
(ST 33)], o rep-PCR foi mais discriminatorio do que o MLST (Figura 15). J& as estirpes de B.
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thuringiensis [LFB-FIOCRUZ 1414 (ST 157) e 1588 (ST 158)], ambas isoladas de amostras de
alimentos em periodos distintos, e as cepas de B. cereus [LFB-FIOCRUZ 821 (ST 169) e 1687 (ST
158)] coletadas de amostras de alimentos (1993) e larvas de insetos (2008), respectivamente,
pertencem a diferentes perfis alélicos e foram agrupadas pelo rep-PCR, demonstrando que o MLST
foi mais discriminatdrio do que o rep-PCR. Para as amostras do cluster 1, as quatro linhagens de B.
cereus possuem perfis rep-PCR (1a — 1d) e perfis alélicos distintos (ST 156, 167, 168 e 170),
mostrando que ambas as técnicas de tipagem apresentaram 0 mesmo poder discriminativo e

portanto podem auxiliar na filogenia do B. cereus l.s. (Figura 15).

Nesse estudo, 0 MLST demonstrou um maior poder discriminatorio para as 23 cepas de B.
thuringiensis (seis STs distintos) em comparacdo ao rep-PCR (quatro perfis rep-PCR definidos).
Com relacdo as 17 estirpes de B. cereus isoladas de diversas origens e periodos, 16 perfis rep-PCR,
bem como, 16 STs foram definidos e esses diferem um dos outros por 2 a 7 loci, sugerindo alta
variabilidade genética entre as amostras correspondentes. Assim, 0 MLST pode contribuir na
identificacdo da diversidade gendmica obtida pelo rep-PCR para algumas linhagens.

A topologia da arvore filogenética construida a partir das sequencias concatenadas dos 20
STs definidos demonstrou que as estirpes de B. cereus e B. thuringiensis originarias do Brasil
possuem estrutura genética populacional clonal com as amostras provenientes de distintas fontes
emergindo de diferentes grupos filogenéticos. Ambas as espécies compartilham distintos grupos e

possuem STs relacionados (Figura 16).

Através do MLST examinamos a diversidade filogenética e o parentesco das 40 amostras de
B. thuringiensis e B. cereus de diversas fontes. Ao analisar a diversidade alélica entre as amostras
selecionadas o numero médio de alelos por locus foi de 10,71; relativamente menor quando
comparado com outros valores ja descritos. Este valor baixo pode estar relacionado com as 18 cepas
(ST 136) de B. thuringiensis, sendo 10 cepas de B. thuringiensis sorovar israelensis e 8 cepas de B.
thuringiensis ndo sorotipados, os quais possuem perfil de proteinas totais e atividade bioldgica

semelhante ao da linhagem de referéncia B. thuringiensis sorovar israelenses H:14 (ST 136).

Previamente, Helgason et al. (2004) encontraram um valor médio de 33,6 alelos por locus e
53 STs em 67 amostras pertencentes ao grupo B. cereus e Priest et al. (2004) demonstraram um

valor médio de 30,5 alelos por locus e 59 STs em 105 amostras nesse grupo de bactérias. Em 2008,
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Hoffmaster et al. determinaram um valor de 19,9 de alelos por locus com 38 STs em 55 cepas B.
cereus associadas com diferentes casos clinicos. Zahner et al. (2013) obtiveram um valor médio de
alelos por locus de 14,8 e 29 STs quando analisaram 29 linhagens de B. thuringiensis e B. cereus
provenientes de diversas fontes através do MLST. Estes autores relataram que dado o fato que as
cepas foram obtidas de diferentes fontes, os valores observados indicaram o aspecto clonal de

evolucgdo entre as espécies que compdem o grupo B. cereus.

Neste estudo das 23 estirpes de B. thuringiensis, 18 estirpes (10 linhagens de B.
thuringiensis sorovar israelensis, 3 cepas de B. thuringiensis autoaglutinantes, 5 cepas de B.
thuringiensis ndo sorotipadas, as quais compartilhnaram na analise das proteinas totais 0 mesmo
perfil protéico da linhagem B. thuringiensis sorovar israelensis IPS-82) pertenceram ao ST 136 e
apresentaram perfil toxigénico e de viruléncia I, e foram alocadas no grupo filogenético IV (Tabela
6) (Guinebretiere et al, 2008). Estudos prévios indicaram que a estrutura populacional do B. cereus
I.s. pode ou apresentar uma recombinacdo extensa (populacdo panmitica) ou uma estrutura
epidémica contendo complexos clonais, dependendo da sub-populagdo considerada (Ankarloo et al,
2000; Helgason et al, 2000).

Evidéncias de uma populacéo clonal foram encontradas para as linhagens de B. anthracis, B.
cereus eméticos e B. thuringiensis sorovar israelensis (Ankarloo et al, 2000; Priest et al, 2004;
Erling-Schulz et al, 2005). Varios estudos prévios concluiram que o grupo B. cereus, em geral,
expbem algum grau de clonalidade (Helgason et al, 2004; Ticknor et al, 2001; Ko et al, 2004; Priest
et al, 2004; Tourasse et al, 2006). Helgason et al. (2004) e Priest et al. (2004) concluiram que o B.
cereus l.s. tem uma estrutura populacional clonal a fracamente clonal com mudancas evolutivas
ocorrendo através de mutacbes pontuais. Sorokin et al. (2006) analisaram uma colecao de cepas do
B. cereus l.s. de origem ambiental (amostras de solo) e sugeriram que as estirpes de B. cereus e B.
thuringiensis mostraram-se clonais. Zahner et al. (2013) aplicaram o MLST em linhagens de B.
cereus e B. thuringiensis e evidenciaram que as espécies ndo foram monofiléticas e que nenhuma
associacdo com relacdo a fonte de isolamento ou perfil genotipico pode ser identificado. Esses
concluiram que o MLST foi incapaz de fornecer esclarecimentos com base na patogenicidade entre

as espécies do B. cereus L.s.

A ocorréncia de todos os genes que codificam os fatores toxigénicos e de viruléncia foi

observada em 18% das linhagens estudadas (20 das 82 cepas de B. thuringiensis e 8 das 70 cepas de
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B. cereus). A maioria das 82 cepas de B. thuringiensis analisadas estdo agrupadas nos principais
perfis toxigénicos e de viruléncia. Para ambos os perfis, a espécie B. thuringiensis apresentou alta

prevaléncia dos fendtipos e gendtipos analisados.

Apesar de vérios estudos confirmarem a similaridade genética entre B. thuringiensis e B.
cereus, o nicho ecoldgico do B. thuringiensis parece ser diferente daquele do B. cereus. Acredita-se
que o0s aspectos ecoldgicos como o nicho da bactéria no ambiente, o vinculo entre a resposta aos
fatores ambientais, a origem da bactéria e a manutencdo da variabilidade genética também sédo
importantes. Santos et al. (2010) demonstraram que linhagens de B. thuringiensis sdo mais
adaptadas a germinacdo dos esporos e multiplicacdo das células vegetativas em larvas de insetos,
quando comparadas a linhagens de B. cereus. Somente as estirpes de B. thuringiensis mantiveram a
germinacdo dos esporos por pelo menos 24h nas larvas de Bombyx mori. Uma vez ocorrida a
germinacdo dos esporos, fatores de viruléncia, dentre os citados, passam a ser expressos e

contribuem para a colonizacdo do hospedeiro.

Em um estudo da genética de populagdes, Vilas-Boas et al. (2002) demonstraram atraves do
MLEE que linhagens de B. thuringiensis e B. cereus compartilham alelos, porém a taxa de fluxo
génico foi maior entre as cepas da mesma espécie do que entre as duas espécies. Os resultados
sugeriram que existia uma maior oportunidade para conjugacdo entre linhagens da mesma espécie,

pois cepas de B. thuringiensis e B. cereus ndo compartilham o mesmo nicho ecoldgico.

Fedhila et al. (2010) sugerem que a presenca de fatores de viruléncia especificos para
adaptacdo no intestino de insetos que existem em B. thuringiensis e B. cereus podem ter co-
evoluidos entre o hospedeiro e o patdgeno. Contudo, ressalta-se que a modulacdo da expressao
destes fatores de viruléncia, pode sofrer influéncias ambientais e estdo relacionados com o nicho
ecoldgico destas bactérias. Entre as 22 cepas de B. thuringiensis e B. cereus isoladas de amostras de
larvas de insetos observa-se a ocorréncia expressiva desses fenotipos e genoétipos distribuidos entre
as espécies citadas, e é provavel que a contribuicdo desses determinantes de viruléncia tenham

funges biologicas distintas entre as espécies do B. cereus 1.s.

Estudos recentes atestam a diversidade genotipica de B. cereus e de B. thuringiensis através
das inimeras técnicas baseadas em biologia molecular, bem como, a ocorréncia de genes

codificadores das enterotoxinas, hemolisinas, fosfolipases e enzimas extracelulares, refletindo na
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diversidade genética presente nas espécies do grupo B. cereus. Acredita-se que a variabilidade
genotipica favoreca a persisténcia desses microrganismos nos mais diferentes ambientes (Flores-
Urban et al, 2014; Forghani et al, 2014; Tewari et al, 2015).

No presente estudo, a distribuicdo expressiva dos determinantes de viruléncia e toxigénicos
observada entre as cepas de B. cereus, B. thuringiensis e de B. mycoides atesta o dinamismo e o alto
potencial toxigénico das linhagens isoladas de diferentes origens e periodos distintos, fatos que
provavelmente contribuem para entender a epidemiologia e a biodiversidade das espécies que

compdem o B. cereus L.s.

Estudos numéricos aliados a célculos de coeficiente de similaridade, ilustrados em
dendrogramas, sdo importantes ferramentas como base da classificacdo das espécies que compdem
0 grupo B. cereus particularmente quando associados aos métodos moleculares. Com relagdo aos
resultados obtidos atraves do rep-PCR, assim como do MLST, podemos demonstrar, com respeito a
diversidade genética entre as cepas de B. thuringiensis e B. cereus, que as mesmas distinguem em
relacdo a estrutura populacional, com a espécie B. thuringiensis apresentado um aspecto clonal, néo
sendo a mesma tendéncia evidenciada em estirpes de B. cereus, e tais resultados podem indicar
diferencas comportamentais de como essas espécies respondem aos fatores ambientais. Embora
compartilhnem caracteristicas genéticas, as espécies do B. cereus L.s. podem evoluir para formar
complexos clonais, possivelmente adaptados a um hospedeiro e/ou ambientes especificos, e que
eventualmente exibem fendtipos distintos. E, portanto, esses distintos aspectos populacionais devem
ser considerados como evidéncias para a manutencdao da atual classificagdo como duas espécies

separadas.
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6 CONCLUSOES

e A maioria das estirpes produziram enzimas extracelulares, tais como, amilase e lecitinases, o
que ressalta o potencial deteriorante dessas espécies. A atividade hemolitica foi amplamente
difundida apresentando B-hemolise, bem como, a capacidade de motilidade entre as
linhagens analisadas.

e Com relacdo aos fatores toxigénico e de viruléncia, os genes que codificam esses
determinantes estdo amplamente distribuidos entre as estirpes estudadas, e a expressiva
prevaléncia de genes de viruléncia nessas linhagens de origens diversas reforca o potencial
das mesmas causarem disturbios gastrointestinais, bem como, infeccGes sistémicas e locais.

e Para ambos os perfis, toxigénico e de viruléncia, a espécie B. thuringiensis revelou maior
ocorréncia dos genes em questdo, demonstrando expressivo potencial toxi-infeccioso dessas
amostras.

e As cepas analisadas apresentaram gendtipo predominantemente mesofilo (gene cspF) e
provavelmente agrupam-se no grupo filogenético IV, onde estdo as linhagens do perfil
toxigénico 1. Para assinatura especifica do gene rrs, duas cepas apresentaram
simultaneamente as assinaturas mesofilas e psicrotréficas nessa regido, ou seja, essas
estirpes podem expressar esse gendtipo de acordo com a temperatura a que Sao expostas.

e Observa-se que polimorfismo obtido atraves do rep-PCR demonstrou expressiva
similaridade entre as estirpes de B. thuringiensis, evidenciando um elevado grau de
clonalidade, sugerindo uma estrutura populacional clonal, ndo sendo o mesmo observado
para as cepas de B. cereus, que apresentam perfis de fragmentos altamente polimdrficos e
tais padrdes comportamentais devem ser considerados para a manutencdo da atual
classificagcdo taxondémica como duas espécies separadas.

e A analise por MLST mostrou que as estirpes selecionadas de distintas fontes e periodos
compartilham origens clonais comuns surgindo de diferentes grupos filogenéticos. Através
do MLST, essas estirpes distribuiram-se em 20 STs, com 17 dos STs apresentando perfis
alélicos novos (ST 156 a ST 170), sendo o ST 136, 0 mais representativo, o qual agrupou 19
linhagens, sendo 10 cepas de B. thuringiensis sorovar israelensis, 3 cepas de B.
thuringiensis autoaglutinantes, 5 cepas de B. thuringiensis ndo sorotipadas e 1 cepa de B.
cereus, as quais se encontram no perfil toxigénico e de viruléncia I.
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