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Resumo

Algumas espécies que compreendem o Bacillus cereus sensu latu sdo patogenos
oportunistas notadamente associados a contaminacdo de alimentos e surtos de intoxicacao
alimentar. Apesar disto, ainda é um grupo de bactérias pouco estudado. Recentemente vem sendo
descoberto que espécies alocadas fora do grupo do B. cereus também podem portar genes de
viruléncia associados a patogénese de doencas antes relacionados apenas a este grupo. A
necessidade de caracterizagdo e conhecimento acerca de Bactérias aerdbias formadoras de
ensosporos (Bafes) motivou o isolamento de 312 linhagens do solo do Distrito Federal, que
foram denominadas linhagens SDF. No presente trabalho, estas linhagens ambientais foram
submetidas ao teste de atividade hemolitica, deteccdo dos genes de viruléncia cytK, nhe, hbl e ces
por PCR, sequenciamento bidirecional dos produtos amplificados e analise e comparagdo com
sequéncias depositadas no Genebank utilizando a ferramenta BLAST. Para o teste de hemdlise,
145 e 165 foram positivas quando incubadas a 28 °C e 37 °C, respectivamente. Dentre as 250
linhagens testadas para genes de viruléncia, 61 foram positivas, sendo 13 destas identificadas
como espécies fora do B. cereus sl por andlise de sequéncia rRNA 16S e trés fora do género
Bacillus. As espécies portadoras de genes codificadores destas toxinas incluem linhagens como
B. weihenstephanensis e Geobacillus stareotermophilus capazes de crescer em condicGes
extremas de temperaturas sendo, portanto, capazes de sobreviver a processos industriais. Estes
resultados indicam o potencial patogénico e risco de salde publica de espécies de Bafes fora do
grupo do B. cereus e a necessidade de atengédo a estes organismos no processo de fabricacéo e
conservacao de alimentos, assim como melhorias nos métodos de detec¢édo e atencdo dos 6rgaos

regulatdrios responsaveis pela seguranca alimentar.

Palavras-chave: Firmicutes, Bacillus cereus sl, intoxicacdo alimentar, viruléncia;



Abstract

Some species that comprises the Bacillus cereus sensu lato are opportunistic pathogens,
notably associated with food contamination and food poisoning outbreaks. Despite the risk
associated to these species, the group have been so far little studied. Recently, it has been
discovered that species allocated outside B. cereus group may also bear disease-causing virulence
genes previously related only to this group of bacteria. The need for characterization and
knowledge about aerobic endospore-forming bacteria (AEFB) motivated the isolation and
preservation of 312 soil strains, assigned as SDF strains. In the present work, these strains were
submitted to the hemolytic activity test, detection of cytK, nhe, hbl and ces virulence genes by
PCR, bidirectional sequencing of the amplified products and analyses and comparison with
sequences deposited in Genebank using the BLAST tool. For the hemolysis test, 145 and 165
were positive when incubated at 28 °C and 37 °C, respectively. Among the 250 strains tested for
virulence genes, 61 were positive, 13 of which were identified as species outside B. cereus group
by rRNA 16S sequence analysis, and three outside the genus Bacillus. Species carrying genes
encoding these toxins include those with extreme growth conditions and capable of surviving
industrial processes, such as B. weihenstephanensis and Geobacillus stearotermophilus. These
results indicate the pathogenic potential and public health risk of AEFB species outside the B.
cereus group and the need for attention to these pathogens in the food manufacturing and
preservation processes, as well as improvements in detection methods and attention from

regulatory agencies responsible for food safety.

Keywords: Firmicutes, Bacilus cereus sl, food-poisoning outbreaks, virulence;
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l. Introducéo
1. Filo Firmicutes

O filo Firmicutes compreende um dos grupos mais numerosos do dominio Bacteria.
Quando foi descrito pela primeira vez por Gibbons e Murray (1978), Firmicutes englobava todas
as espécies de bactérias Gram positivas. Porém, no atual sistema de classificacdo, espécies Gram
negativas com baixo percentual genémico de G+C estdo incluidas neste filo (Ludwig et al.,
2011). O filo compreende microrganismos com paredes celulares rigidas ou semi-rigidas
contendo elevado numero de camadas de peptidoglicano (Galperin, 2013; de Vos et al., 2009;
Fritze, 2004; Gibbons e Murray, 1978). A classe Negativicutes abriga os membros Gram
negativos, e sdo espécies que, apesar de diferirem nesta caracteristica, possuem sequéncias de
marcadores moleculares com altos niveis de conservacdo quando comparadas com os demais
representantes do filo.

No presente, a classificacdo e proposta de inclusdo de novos membros de Firmicutes
baseam-se em sequéncias de gene de rRNA 16S e caracteristicas morfoldgicas, como formacéo
de enddsporo (de Vos et al., 2009; Galperin, 2013) (Fig. 1). Atualmente, o filo Firmicutes abriga
sete classes — Bacilli, Clostridia, Erysipelotrichia, Limnochordia, Negativicutes,

Thermolithobacteria e Tissierellia — com 46 familias e 489 géneros (www.bacterio.net,

acessado em 18 de fevereiro de 2019).

Filo Firmicutes

Bacilli Clostridia Erysipelotrichia|| Negativicutes || Limnochordia|| Thermolitobacteria| Tissierellia

2 Ordens 4 Ordens 1 Ordem 3 Ordens 1 Ordem 1 Ordem 2 Ordens
16 Familias 21Familias 1 Familia 4 Familias 1 Familia 1 Familia 2 Familia

Figura 1. Organizacéao do filo Firmicutes. Estrutura das sete classes estabelecidas para o
filo Firmicutes segundo List of Prokaryotic Names (www.bacterio.net, acessado em 18 de
fevereiro de 2019).

Uma propriedade especifica do filo, encontrada em espécies aerobias e anaerobias, € a

capacidade de formacdo de enddsporos, que, entretanto, ndo é universal (Galperin, 2013). A
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classe Thermolitobacteria abriga apenas espécies asporogénicas, e nas outras seis classes
espécies formadoras de enddsporo coexistem com ndo formadoras.

O processo de endoesporulacdo inicia-se na transicdo da fase logaritmica para a fase
estacionaria, quando a célula vegetativa é submetida a estresses ambientais, principalmente alta
densidade populacional e escassez de nutrientes, embora outros fatores também possam estar
envolvidos (Driks, 1999).

A endoesporulacdo tem como organismo modelo o Bacillus subtilis, que produz e libera
para 0 meio um esporo por célula. Entetanto, outras espécies esporulantes apresentam
caracteristicas distintas, como a producdo de dois a sete endésporos em uma unica célula, com
fins de reproducdo (Hutchison et al., 2014). As caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas e
moleculares do evento descritas a seguir sdo baseadas em B. subtilis e espécies relacionadas.

O esporo maduro, a célula resultante do evento de diferenciacdo celular, acontece como
mecanismo de adaptacdo e sobrevivéncia (Giorno et al., 2007) O esporo € uma célula dormente,
com metabolismo indetectvel, resistente a agentes quimicos e fisicos e permanece viavel por
longos periodos de tempo (Setlow, 2003) e a condi¢cbes do ambiente (de Voos et al., 2009;
Galperin et al., 2013), tipicamente letais as células vegetativas (Giorno et al., 2007).

Didaticamente, a endoesporulacdo pode ser dividida em uma etapa inicial (0) mais sete
estagios (I-VII), que sdo morfoldgica e bioquimicamente reconhecidos (Fujita e Losick, 2003;
Hilbert e Piggot, 2004). Um resumo dos principais eventos esta esquematizado na figura 2. No
estagio 0 ocorre a duplicacdo do genoma da célula em diferenciacdo (esporangio). O genoma
duplicado estende-se pelo citoplasma com a formac&o do filamento axial — estagio I. No estagio
Il ocorre a formacdo do septo assimétrico que da origem a dois compartimentos, da célula-mae
(maior) e do pré-esporo (menor). Neste estdgio, o processo de endoesporulacdo se torna
irreversivel. O estagio Il consiste no engolfamento do pré-esporo pelo envelope da célula-mae,
seguido da montagem das camadas do esporo (estagio 1V) e formacdo das camadas internas e
externas da capa e outros componentes externos, como exosporio (nem sempre presente) e crosta,
no momento descrito apenas para B. subtilis (McKenney et al., 2013; estagios V e VI). A Ultima
etapa do processo — estadgio VII — consiste na degradagdo (hidrdlise) da parede celular do
esporéngio e liberagdo do esporo maduro para meio (esporo livre).

O exospdrium é composto por proteinas, carboidratos e lipideos organizados em camada

na regido mais externa do esporo (Redmond et al., 2004). Pode ser encontrado em diversas



espécies tais como aquelas que fazem parte do grupo do B. cereus, mas ndo no modelo de
endoesporulacdo, B. subtilis (Driks, 1999; McKenney et al., 2013). Isto indica que ndo é uma

estrutura essencial ao esporo.

Estdgio 0 Estagio VIl
P N Parede Exospéro
Slula 5 7 &7 Membrana w
egetativa citoplasmatica (158 Sal0ava fidan
DNA liberagéo do
l ERTES esporo. Esporo livre I
torna mais
Estagio | d6nco. Estégio VI
Maturacéo
(desenvolvimento da
resisténcia ao calor e aos
agentes quimicos).
Camadas
l corticais
Esporo em desenvolvimento EstagioV
Estagio Il i Incorporacao de Ca®*; v
maior desidratagao,
producéo de PPASs e

acido dipicolinico;
formacéo das camadas

O septo do da capa.
esporo cresce  Membrana -
Estagio Il i [k Estagio IV
(engolfamento). (v — Nucleo Desidratacao
- = Membrana Aparecimento do exosporio; .
s""’r‘:‘;a" interna do formagao do cdrtex primordial _—Exosporia
Sl esporo entre as duas membranas. — Cdrtex primordial

esporo.

Figura 2. Estagios da endoesporulagdo em Bacillus spp. Fonte: Madigan et al., (2004).

Uma vez livres no ambiente, os esporos monitoram as condi¢des ambientais por meio de
receptores (proteinas) e, quando favoravel, a germinagdo se inicia. A deteccdo de agentes
germinantes (moléculas de baixa massa molecular tais como aminoacidos, acucares, ions e
outras) desencadeia uma cascata de reacdes bioquimicas e hidroliticas (Christie, 2012). O
processo de germinacdo consiste em alteracbes nas caracteristicas celulares do esporo, como
hidrélise de estruturas externas, aumento de pH e hidratacdo do citoplasma (Swerdlow et al.,
1981; Setlow, 2003; Christie, 2012), que possibilitam a retomada das atividades proteicas e
enzimaéticas, até a liberacdo de nova célula, processo denominado extruséo (Setlow, 2008).

Contudo, como mencionado anteriormente, a formacdo do enddsporo ndao é comum a
todos os representantes de Firmicutes (Galperin et al., 2013; Mckenney et al., 2013; Logan e
Halket, 2011; Maughan e Van der Auwera, 2011; Logan, 2009; De Vos et al., 2009; Fritze,

2004). Existem linhagens do filo para as quais este processo de diferenciacdo celular ndo foi

10



comprovado, embora tais representantes possuam o0 arcabouco genético necessario para a
ativacdo do processo. Em adigédo, outras linhagens sdo defectivas, e ndo apresentam genes
especificos que codificam atividades envolvidas na formacdo do enddsporo (Galperin et al.,
2013; De Vos et al., 2009; Logan, 2009).

Em maioria, os membros do filo Firmicutes apresentam-se na forma de bastdes ou esferas
e se reproduzem, principalmente, via fissdo binaria e sdo méveis por meio de flagelos (De Vos et
al., 2009). Especies do filo sdo abundantes em solos e ambientes aquaticos, onde estdo
envolvidos na decomposicéo e reciclagem de matéria organica (Baik et al., 2008). No entanto,
especies de véarios géneros fazem parte da microbiota normal do intestino de mamiferos e
algumas sdo patogénicos para animais, inclusive humanos, e plantas (Lee et al., 2009; Nguyen e
Gotz, 2016). Alguns membros do filo Firmicutes também sdo industrialmente valiosos para a

producdo de antibidticos, enzimas e produtos lacteos (Liu et al., 2012; Kwak et al., 2013).

1.1 Bactérias aerdbias formadoras de endosporos

Espécies do género Bacillus e outras espécies formadoras de enddsporos alocadas em
géneros relacionados sdo, coletivamente, denominadas bactérias aerdbias formadoras de
enddsporos ou Bafes (Galperin, 2013; Fritze, 2004). As Bafes sdo membros ubiquos de
comunidades microbianas em varios ambientes (Hong et al., 2009; Reva et al., 2001), sendo o
solo o repositorio principal (Maughan e Auwera, 2011; Ehling-Schulz e Messelhdusser, 2013). Os
esporos garantem a sobrevivéncia das espécies durante longos periodos de condi¢des adversas
(Singh et al., 2006). As Bafes estdo alocadas na ordem Bacilalles, na classe Bacilli que é
composta de 16 familias, sendo sete formadas por géneros produtores de enddsporos —
Bacillaceae,  Alicyclobacillaceae,  Paenibacillaceae, = Planococcaceae, Pasteuriaceae,
Sporolactobacillaceae e Thermoactinomycetaceae (www.bacterio.net, acessado em 24 de

fevereiro de 2019). Os géneros de maior destaque em numero de espécies conhecidas e de
importancia industrial e médica sdo Bacillus e Geobacillus, alocados na familia Bacillaceae
ePaenibacillus e Brevibacillus (Br), alocados na familia Paenibacillaceae.

Usualmente, a primeira identificacdo de Bafes € baseada em caracteristicas morfoldgicas
de colbnia, célula vegetativa, esporangio e esporos livres por microscopia de contraste de fase,
coloracdo de Gram e resposta a testes bioquimicos, associados a metodologias moleculares. Este

processo de caracterizacdo baseado num conjunto de caracteristicas fenotipicas e genotipicas é
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denominado polifasico (Colwell, 1970; Logan et al., 2009). As Bafes podem ser isoladas por
metodologias simples, que consistem em tratar a amostra por choque térmico ou agentes quimicos
com consequente selecdo de esporos (Fritze, 2004; Logan et al., 2009).

As Bafes sdo de particular interesse em razdo do potencial biotecnoldgico, como a
producdo de enzimas e outros bioprodutos de importancia industrial, biorremediacédo, controle
biol6gico, promocdo do crescimento de plantas, entre outras aplicagdes (Couto et al., 2015;
Mandic-Mulec et al., 2011).

As Bafes sdo consideradas importantes componentes de comunidades bacterianas de solo
(Mandic-Mulec e Prosser, 2011). A diversidade taxonémica e fisiologica dos isolados do solo é
alta e a extrapolacdo dessa capacidade e diversidade metabolica implica em papéis importantes
em funcbes e processos de ecossistemas de solo. O estilo de vida heterotréfico sugere papel
relevante de Bafes no ciclo do carbono, mas, como um grupo, sdo também importantes no ciclo
do nitrogénio do solo, como desnitrificadores, fixadores de nitrogénio e degradadores de
nitrogénio orgénico (Cheneby et al., 2000); bem como no ciclo de enxofre como oxidantes de
enxofre e na transformacao de outros nutrientes de solo, por exemplo, reducdo de manganés.

Os microrganismos formadores de endosporos sdo importantes na biorremediacdo do
solo, pela capacidade de degradar compostos designados BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e
xileno) e de metilar mercudrio (Chao e Hsu, 2004). Algumas espécies de Bafes produzem grande
diversidade de compostos antivirais, antibacterianos e antifingicos, que podem ser importantes
nas interacdes com outros microrganismos de solo (Logan e Halket, 2011; Fekete, 2009). Estes
compostos representam potencial biotecnoldgico significativo na agricultura e medicina. Muitos
desses tém atividade de fosfatase, liberando fosfato para o crescimento das plantas, e possuem
uma série de outras propriedades benéficas, que levaram a aplicacBes comerciais como a
disponibilizacdo de bactérias promotoras de crescimento vegetal (Beneduzi et al., 2008).

Dentre os géneros que abrigam os maiores nimeros de Bafes destaca-se o género
Bacillus, uma grande entidade taxonémica que contém espécies com variadas respostas
fisioldgicas (Logan e Halket, 2011). Gracas a grande resisténcia dos esporos, espécies do género
Bacillus podem ser isoladas de uma ampla variedade de ambientes aquéaticos e terrestres
(Pignatelli et al., 2009). Entre estes, podemos destacar Bacillus spp. moderadamente halofilicas,
que foram isoladas de salinas, aguas estuarinas, lagos salgados (lagunas), alimentos salgados, gelo

e agua marinha (Marquez et al., 2011). O género foi descrito pela primeira vez por Cohn em 1872
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e, desde entdo, o nimero de espécies tem flutuado amplamente entre as diferentes edi¢cdes do
“Bergey's Manual” (de Vos et al., 2009).

A diversidade fenotipica dos membros do género Bacillus é notavel, variando desde a
capacidade de sobrevivéncia a altas temperaturas, salinidade extrema, condicdes &cidas, até
resisténcia ao sistema imunolégico de muitos animais (Holt, 1986). Algumas espécies utilizam
receptores de elétrons terminais incomuns como arsénio ou selénio (Switzer Blum et al., 1998),
tém crescimento aumentado na presenca de carvao ativado (Fujita et al., 1996) e sdo capazes de
colonizar ambientes tdo peculiares quanto pinturas (Taubel et al., 2003). A amplitude metabolica
presente no género tem sido aproveitada pela inddstria para a producdo de moléculas como
riboflavina, estreptavidina, beta-lactamase e uma diversidade de toxinas utilizadas contra insetos e
nematoides (Zeigler e Perkins, 2009). Atualmente, certas espécies de Bacillus sdo conhecidas por
infectarem humanos causando doencas de origem alimentar, notadamente associadas ao B. cereus,
e 0 antraz, ao B. anthracis. Esses exemplos ilustram a utilidade de algumas espécies de Bacillus e
0 perigo de outras (Maughan e Auwera, 2011).

1.2 Grupo do Bacillus cereus

O grupo B. cereus ou B. cereus sensu latu (slI) — agrega oito espécies distintas: B. cereus
sensu stricto (sl), B. thuringiensis, B. mycoides, B. pseudomycoides, B. anthracis, B.
weihenstephanensis, B. cytotoxicus (Guinebretiéere et al., 2013) e B. toyonensis (Jiménez et al.,
2013). Além disso, nos ultimos anos a inclusdo de outras quatro espécies neste grupo foram
propostas: B. gaemokensis sp. nov. (Jung et al., 2010), B. manliponensis sp. nov. (Jung et al.,
2011), B. bingmayongensis sp. nov. (Liu et al., 2014), B. wiedmannii sp. nov. (Miller et al.,
2016).

Os membros do B. cereus sl tm impacto significativo na saide humana, na agricultura e
na industria alimentar (Rasko et al., 2005). Além disso, as bactérias do grupo B. cereus produzem
varias enzimas valiosas e metabolitos (Nilegaonkar et al., 2007), que degradam diferentes tipos
de poluentes e promovem o crescimento de animais e plantas quando usado como probiético
(Guinebretiere et al., 2013; Hong et al., 2005). De forma geral, os membros do grupo apresentam
células com didmetro >1 um, os esporangios nao sdo deformados €, em principio, s&éo mesofilicos

e neutrofilicos (Fritze, 2002). Os esporos de B. cereus sensu stricto (ss) sdo elipsoides, localizam-
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se na regido central ou pericentral da célula e apresentam exosporio (Kotiranta et al., 2000;
Jaaskelainen, 2008).

Em virtude da importancia médica e econémica, as espécies B. cereus ss (B. cereus), B.
anthracis e B. thuringiensis sdo as espéecies mais estudadas do grupo (Fiedoruk et al., 2016). O B.
anthracis € uma espécie de extrema importancia na saude publica pela capacidade de causar uma
doenca zoono6tica, carbunculo hemaético, que pode ser fatal para humanos e outros mamiferos.
Porém, vale destacar que o genoma de algumas linhagens de B. cereus possuem plasmideos de
viruléncia similares aos descritos para B. anthracis sendo, portanto, capazes de causar doenca
semelhante ao antraz (Marston et al., 2016). Esta informacdo genética relacionada com a
viruléncia é trocada entre as linhagens do grupo por meio de transferéncias dos plasmideos
conjugativos pBCXO1 e pBC210 (Scarff et al., 2016). Algumas linhagens de B. cereus ss sdo
consideradas emergentes e capazes de causar bacteremia (Schaefer et al., 2016) ou abscesso
cerebral e meningoencefalite (Tusgul et al., 2016), e outras infecgdes, como oculares, otites e
periodontites (Van der Auwera et al., 2007; Ehling-Schulz e Messelhdusser, 2013; Ramarao e
Sanchis, 2013).

No passado, as linhagens pertencentes ao grupo eram classificadas de acordo com as
sequéncias do gene rRNA 16S e caracteristicas como a presenca ou auséncia de plasmideos de
viruléncia (B. anthracis e B. thuringiensis) (Rasko et al., 2005), morfologia colonial (B. mycoides
e B. pseudomycoides), capacidade psicréfila ou termotolerante (B. weihenstephanensis e B.
cytotoxicus) (Guinebretiére et al., 2013; Lechner et al., 1998) e outras caracteristicas mal
definidas. No entanto, o grupo tem sido surpreendentemente resistente a qualquer tipo de
classificacdo satisfatoria, e isto se justifica pelo fato de os membros de B. cereus sl serem
intimamente relacionados e nem sempre ser possivel diferenciar as espécies com base em
caracteristicas fenotipicas e bioguimicas detalhadas no Manual de Bergey's (Schleifer et al.,
2009), e nem por sequéncia de genes de rRNA 16S (Liu et al., 2015).

Apesar disto, algumas caracteristicas fenotipicas tém sido tradicionalmente usadas para
diferenciar espécies-chave dentro do grupo (Schleifer et al., 2009). Por exemplo, a producéo de
capsulas, auséncia de flagelos e incapacidade de causar hemdlise sdo caracteristicas indicativas
de B. anthracis. A producdo de delta-endotoxinas (proteinas Cry e Cyt) é especifica para B.

thuringiensis e a morfologia da col6nia rizoide é especifica para B. mycoides e B.
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pseudomycoides. Além destas, a capacidade de crescer a 7 °C, mas ndo a 43 °C é tipicamente
descrita para linhagens de B. weihenstephanensis.

A relacdo filogenética entre as linhagens pertencentes ao grupo do B. cereus é tdo
proxima que, mesmo utilizando métodos moleculares, a classificacdo dos membros do grupo é
bastante desafiadora. Por exemplo, as espécies B. cereus, B. anthracis e B. thuringiensis ndo
podem ser diferenciadas de maneira confiavel pela maioria dos métodos de tipagem molecular,
incluindo a sequéncias de genes de rRNA 16S, que apresentam identidade superior a 99%, rpoB e
multilocus sequence typing ou MLST (Cardazzo et al., 2008; Caamafio-Antelo et al., 2015).
Consistentemente, estudos empregando sequenciamento genémico completo confirmaram a alta
similaridade genética entre as linhagens de B. cereus sl, o que explica as dificuldades na
diferenciacédo (Liu et al., 2015; Wang et al., 2015).

2. Viruléncia em Bacillus spp.

B. cereus ss ou B. cereus é um patégeno oportunista que vem sendo associado a infecgdes
alimentares desde o inicio da década de 1950 (Hauge, 1950). As propriedades patogénicas deste
organismo sdo mediadas pela acdo sinérgica de uma grande diversidade de fatores de viruléncia,
que promovem destruicdo celular e/ou resisténcia ao sistema imune do hospedeiro (Ehling-Schiilz
e Messelhduser, 2013; Ramarao e Sanchis, 2013). Estes compostos podem ser enzimas
hidroliticas, citotoxinas e proteinas de superficie, e sdo produzidos no inicio da fase estacionaria.
As principais toxinas de B. cereus ss, e melhor caracterizadas, incluem dois complexos protéicos
enterotoxicos — hemolisina BL (Hbl) e a toxina ndo hemolitica (Nhe) —, diversas fosfolipases C,
hemolisinas/citolisinas, tais como HIyl ou cereolisina O, Hlyll, Hlylll e HlylV ou citotoxina K
(CytK), e cereulideo (Ces), peptideo acido e termo-estavel (Chaves et al., 2011; Ehling-Schulz et
al., 2005).

A maioria destas toxinas possui acdo contra eritrocitos e, entdo, pode ser classificada
como hemolisinas, que resultam em diferentes padrdes de halos hemoliticos quando cultivadas
em placas de agar sangue (Ramarao e Sanchis, 2013). Além disto, a capacidade hemolitica de B.
cereus ss pode se dar pela acdo conjunta de fosfolipase C, fosfatidilcolina especifica (PC-PLC) e
enfingomielinase (SPH), que formam um complexo denominado Cereolisina AB — CerAB

(Gilmore et al.,, 1989). O complexo CerAB hidrolisa a enfingomielina da membrana
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citoplasmatica de eritrécitos (Doll et al, 2013), e, portanto, causa hidrolise por agdo enzimatica,
diferindo de outras toxinas hemoliticas citadas anteriormente, que sdo formadoras de poros.

Os membros do grupo do B. cereus possuem alta similaridade genética, e, portanto, estas
espécies vém sendo associadas a contaminacao de alimentos e capacidade de causar intoxicagdo
alimentar, além de unicamente B. cereus ss. Desde a associagdo a intoxicacGes alimentares, 0
nimero de estudos acerca das toxinas produzidas pelo grupo B. cereus é crescente e, as
preocupacOes das indastrias alimenticias também. Em razdo da alta capacidade de dispersdo e
adesdo dos esporos, as espécies membro do grupo estdo presentes em varios ambientes dedicados
a producdo de alimentos (Arnesen et al., 2008). Além de ser altamente relatada em produtos
lacteos, a presenca de citotoxinas de B. cereus sl ja foram descritas em arroz, molhos, vegetais e
carnes (Kramer e Gilbert, 1989; Park et al., 2018; Osman et al., 2018). Portanto, quando a
seguranca alimentar estd em pauta, as toxinas produzidas por membros do grupo do B. cereus
estdo sempre em evidéncia, desde a producdo até a conservacao do produto final.

Além das doencas gastrointestinais, espécies de B. cereus sl ja foram descritas por serem
causadoras de outras infeccdes, como oculares, otites e periodontites, dentre outras (Ehling-
Schulz e Messelhdusser, 2013; Ramarao e Sanchis, 2013; Van der Auwera et al., 2007).
Corroborando estes dados, um estudo de Liagat et al. (2018) demonstrou que a maioria (26%)
dos contaminantes de lentes de contato sdo espécies enterotoxigénicas do grupo B. cereus.

Adicionalmente, ao longo dos anos, os genes que codificam os fatores de viruléncia
tipicos de B. cereus ss vem sendo observado em outras espécies fora do grupo e ndo podem mais
ser associadas diretamente a determinada espécie, e sim a determinada linhagem (Ehling-Schulz e
Messelhausser, 2013). A presenca da toxina emética cereulideo, por exemplo, era antes
relacionada unicamente a B. cereus (Ehling-Schulz et al., 2005a), mas ja foi descrita em outras

espécies como B. weihenstephanensis (Thorsen et al., 2006).

2.1 Sindrome diarreica

A espécie Bacillus cereus foi associada pela primeira vez a intoxicagédo alimentar quando
foram descritos os primeiros surtos de sindrome diarreica em hospitais da Noruega entre 1947 e
1949 (Arnesen et al., 2008). A sindrome diarreica esta associada as toxinas Hbl, Nhe e CytK,
produzidas durante a fase log, por células ingeridas em associacdo com alimentos contaminados.

A toxinas sdo produzidas por células vegetativas, ou esporos que germinam e tornam-se

16



metabolicamente ativos no intestino do hospedeiro (Andersson et al., 1998a; Clavel et al., 2004).
Este dado revela a alta capacidade de sobrevivéncia das células quando submetidas ao baixo pH
estomacal (Clavel et al., 2004).

Apdbs a ingestdo do alimento contaminado, os sintomas podem levar de 8 a 16 h para
aparecer, sendo dor abdominal, diarreia aquosa e ndusea, que duram, em média, de 12 a 24 h,
apesar da ocorréncia de mortes relatadas em casos mais graves (Agata et al. 1994 e 1995;
Shinagawa et al., 1995). A carga microbiana infecciosa varia de 10° a 108 unidades formadoras de
colbnia e os alimentos mais associados a este tipo de infec¢do sdo as carnes, sopas, vegetais,

molhos, leite e derivados (Granum et al., 2007).

2.2 Sindrome emética

A sindrome emética foi relatada pela primeira vez no Reino Unido, no inicio da década de
1970, apds varios surtos de intoxicacdo alimentar causados pela ingestdo de arroz cozido
(Mortimer e McCann, 1974). Esta sindrome é causada pela toxina cereulideo, que € sintetizada
ainda no alimento antes da ingestdo. Por ser uma toxina termoresistente e estavel em pH &cido, a
estrutura da toxina permanece ativa ap6s 0 cozimento e/ou reaquecimento de alimentos e ao trato
digestivo do hospedeiro, respectivamente (Arnesen et al., 2008).

O tempo de incubacdo da sindrome emética varia entre 30 min e 6 h, o que indica que a
producdo da toxina ocorre ja no proprio alimento (Arnesen et al., 2008), e os sintomas tipicos,
nausea e vomito, podem durar de 6 a 24 h. A producdo do cereulideo ocorre ao final da fase
logaritmica durante o crescimento vegetativo, e tem pico de sintese no inicio da fase estacionaria.
Apesar de a temperatura 6tima para a sintese desta toxina estar entre 12 e 37 °C (Finlay et al.,
2000; Haggblom et al., 2002), linhagens psicrotolerantes de B. weihenstephanensis foram
capazes de produzir cereulideo a 8 °C (Thorsen et al., 2006). Apesar de usualmente ser uma
doenca branda e de rapida duracdo, ha alguns casos letais da doenca emética, provavelmente em
decorréncia de faléncia da funcdo hepética. Quando avaliado em modelos animais, a carga
infecciosa varia entre 10°-108 células por grama de alimento, ou 8-10 pg de toxina por kg de peso
corporeo (Agata et al., 1994, 1995; Shinagawa et al., 1995).

Os alimentos mais comumente associados a sindrome emética sdo aqueles ricos em

amido, arroz frito e cozido e massas (Granum, 2007).
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2.3 Fatores de viruléncia e regulacdo da transcricédo

A expressdo das enterotoxinas Nhe, Hbl, Hlyl e CytK (HIylV) € controlada pelo ativador
transcricional PICR e € mediada por um sistema de quorum sensing (Fig. 3) (Doll et al., 2013). A
acdo pleitroprica de PICR requer PapR, um peptideo sinal que também é expresso sob controle de
PIcR, e exportado para 0 meio externo e processado (Gominet et al., 2001; Bouillaut et al., 2008).
O heptapeptideo ativo resultante € importado pela célula pelo sistema da OppABCDF
oligopeptide permease. Uma vez que a densidade bacteriana aumenta, hd também a elevacédo da
concentracédo de PapR intracelular, que promove a interagdo PIcCR-PapR. O complexo PIcR-PapR
se liga ao sitio de reconhecimento, uma sequéncia de DNA palindromica denominada PICR box.
A ligacdo ocasiona uma retroalimentacdo positiva, que regula de forma ascendente ou crescente
(do inglés upregulation) a expressdo de um regulon composto por 45 genes. As proteinas
correspondentes sdo entdo secretadas para 0 meio externo ou ligadas a parede celular bacteriana e
atuam na interface entre o organismo e ambiente, causando a degradacéo de tecidos ou inibi¢ao
do sistema imune do hospedeiro (Gohar et al., 2008). Por fim, quando a bactéria entra em fase
estacionaria, a transcricdo de plcR e dos genes regulados pelo respectivo produto, PIcR, é

reprimida pelo fator transcricional SpoOA fosforilado.
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Figura 3. Mecanismo de controle transcricional da maioria dos genes de viruléncia de espécies do
grupo do B. cereus. PIcR-PapR. Fonte: Ramarao e Sanchis, 2013.
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O complexo de transcricdo PIcR-PapR € conhecido como principal regulador
transcricional de genes de viruléncia de espécies do grupo B. cereus no inicio da fase estacionaria
(Slamti e Lereclus, 2002). Evidenciando esta afirmacdo, mutantes sem atividade de PICR ndo
expressam cytK-1, demonstrando que a regulacdo da expressao € dependente de PIcR (Ramarao e
Sanchis, 2013).

Em contraste com o0s genes enterotoxigénicos de localizacdo cromossomal citados
anteriormente, a informacéo genética de proteinas envolvidas na sintese de Ces est4 localizada
em um megaplasmideo (Ehling- Schulz et al., 2006). O plasmideo denominado pCER270, de 270
kb, compartilha alta similaridade de sequéncia com o plasmideo pXO1l de B. anthracis.
Plasmideos da familia de pXO1 apresentam altos niveis de conservacdo da informacao
relacionada com a origem de replicacdo e manutencdo do plasmideo e de sequéncias de genes que
expressam atividades envolvidas na esporulacdo e germinacao (Ravel et al., 2007).

Os genes estruturais da peptideo sintetase ndo-ribossomal — NRPS (do inglés non-
ribosomal peptide synthetase) — cesA e cesB codificam os mddulos responsaveis pela
incorporacdo dos mondmeros para a formacdo da cadeia peptidica da toxina Ces, CesA e CesB,
respectivamente, um heterodimero Um mddulo NRPS é composto por dominios basicos,
responsaveis pelo reconhecimento de substrato e catalise da cadeia em crescimento, e dominios
auxiliares, que contribuem para a diversidade estrutural das proteinas, como epimerizagdo e
metilacdo (Walsh et al., 2001; Sieber e Marahiel, 2005). NRPS s&o grandes complexos
multienzimaticos moduladores que produzem uma série de compostos naturais como antibioticos,
surfactantes e toxinas (Ehling-Schulz et al., 2015).

Os mecanismos da doenca emética ainda ndo sdo completamente elucidados. Apesar disto,
estudos realizados com camundongos demonstraram que, no duodeno, o cereulideo se liga a
receptores 5-HTs3, levando ao aumento do estimulo do nervo vago aferente, o que causa nausea a
vomito (Agata et al., 1995). Esta toxina age como ionéforo de cations e é capaz de inibir
atividade da mitocondria, a partir da inibicdo da oxidacdo de &cidos graxos, semelhante a a¢do da
valinomicina (Mikkola et al., 1999). Em outro estudo realizado em camundongos, no qual o
cereulideo sintético foi injetado nestes animais, notou-se grande degeneracdo de hepatocitos
(Yokoyama et al., 1999). Além destes, outros efeitos do cereulideo foram demonstrados, como
danos celulares (Shinagawa et al., 1996) e inibi¢do das células natural killer humanas (Paananen
et al., 2002).

19



2.3.1 Hemolisina BL

A hemolisina BL (Hbl) foi primeiramente purificada de B. cereus F837/76 isolado de uma
ferida pos-operatoria (Turnbull et al., 1979). Trata-se de um complexo de toxina formado por trés
proteinas: L2, L1 e B (Beecher e MacMillan, 1991), expressas respectivamente a partir dos genes
hbIC, hbID e hblA.

Uma das principais toxinas causadoras da sindrome diarreica, a hemolisina BL ja foi
comprovadamente associada ao acumulo de fluidos em intestino de camundongos (Beecher et al.,
1995b), atividades dermonecroticas, permeabilidade vascular (Beecher e Wong, 1994b),
atividade citotoxica em células Vero e de retina (Lund e Granum, 1997), além de atividade
hemolitica para eritrocitos de diversas espécies (Beecher e MacMillan, 1990).

Os genes que fazem parte do complexo da hemolisina BL sdo constante e amplamente
encontrados nas investigacdes de linhagens potencialmente toxigénicas. Owusu-Kwarteng et al.
(2017) detectaram a presenca de pelo menos um dos genes da familia do hbl em 72 de 96
isolados de produtos laticinios. Gao et al. (2018) detectaram a presenca de genes do complexo
HBL em 45% dos isolados de leite pasteurizado na China. No Brasil, 51,8% dos isolados de leite
UHT e pasteurizados do Rio de Janeiro analisados continham genes do complexo HBL (Chavez
et al., 2017). Em relacéo a outros alimentos, 45,2% dos isolados de carne continham o gene hblA
(Osman et al., 2018).

2.3.2  Enterotoxina ndo-hemolitica

Assim como Hbl, a enterotoxina ndo-hemolitica (Nhe) é uma toxina tripartida, composta
pelas proteinas NheA, NheB e NheC, codificadas pelo operon nheABC. Esta citotoxina foi
primeiramente isolada de um grande surto de intoxicacdo alimentar na Noruega, em 1995,
causado por B. cereus NVHO0075/95, uma linhagem que ndo contém genes hbl (Granum et al.,
1995; Lund e Granum, 1996). As proteinas dos complexos Nhe e Hbl sdo funcional e
estruturalmente similares e compartilham grau significante de identidade de aminoacidos,
variando de 18 a 44% entre as sequéncias génicas. Quando analisadas as relagdes entre os dois
complexos, as proteinas NheB e NheC s&o mais relacionadas a HbID (Arnesen et al., 2008).

Apesar de o nome dado a esta toxina sugerir o contrario, Fagerlund et al. (2008)
demonstraram que o complexo Nhe apresenta atividade hemolitica em eritrocitos de mamiferos.

Arnesen et al. (2008) sugerem que o status de incapacidade hemolitica, que deu o nome a Nhe,
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deve ter sido originado ap6s a comparacdo de padrdes hemoliticos, mais evidentes quando
produzidos por Hbl.

Também responsaveis por causar sindrome diarreica, as proteinas do complexo Nhe
promovem a formacdo de poros na bicamada lipidica (Fagerlund et al., 2008). Ao longo dos
anos, Nhe vem sendo associada a surtos de intoxicagdes alimentares causados por Bacillus spp.
isolados de diversas fontes. O estudo de Heini et al. (2018) demonstrou que 100% dos isolados
originarios de alimentos infantis, em nivel de processamento e produto final, e frutas processadas
sdo portadores do gene nhe. Ainda neste trabalho, 12 de 20 isolados de puré de batata em po,
também, sdo positivos para esse gene. Em adicdo, 93% dos isolados de leite pasteurizado na
China (Gao et al., 2018), 100% dos isolados de leite UHT e pasteurizado no Rio de Janeiro
(Chavez et al., 2017) e 12,9% dos isolados de carne (Osman et al., 2018) apresentam um ou mais

genes que codificam as toxinas do complexo Nhe.

2.3.3 Citotoxina K

A citotoxina K (CytK), ou hemolisina 1V, pertence a classe das proteinas necroticas,
hemoliticas e formadoras de poros (Hardy et al., 2001) e foi parcialmente caracterizada por
Beecher et al. (2000). Lund, et al. (2000) sequenciaram o gene cytK que codifica CytK, obtido da
linhagem, entdo nomeada, B. cereus NVH 391/98. Esta linhagem foi isolada de um surto de
intoxicacdo alimentar caracterizado por diarreia e/ou diarreia hemorragica em idosos, com a
morte de trés pacientes. A linhagem B. cereus NVH 391/98 ndo produz nenhuma das outras
toxinas até entdo descritas para o grupo B. cereus. Novas investigacdes culminaram com a
proposicdo de uma nova espécie membro do grupo B. cereus, denominada B. cytotoxicus
NVH391/98, que é considerada linhagem tipo codificadora do gene cytK (Guinebretiere, et al.,
2013).

Alguns anos apo0s a caracterizacdo de CytK, Fagerlund et al. (2004) isolaram uma variante
desta proteina a partir de B. cereus NVH 1230/88, que foi denominada de CytK-2. A sequéncia
de aminoéacidos de CytK-2 apresenta 89% de similaridade com a primeira toxina identificada
(CytK-1). CytK-2 é a variante mais comumente encontrada em B. cereus e apresenta 1/5 da
toxicidade de CytK-1, quando analisada em cultura de células Caco-2 e Vero (Guinebretiere et
al., 2006). Ainda pouco se sabe sobre 0 modo de acdo de CytK. Os estudos de Hardy et al.,
(2001) sugerem que o mecanismo de CytK-1 consiste em formar poros nas células epiteliais,
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resultando no extravasamento de fluidos e necrose celular. Alguns anos mais tarde, Guinebretiere
et al., (2006) demonstraram que o mecanismo de acdo de CytK-2 se assemelha ao de CytK-1,
apesar da diferenca de toxicidade citada anteriormente.

Atualmente se sabe que a heterogeneidade genotipica de B. cereus sugere que o potencial
patogénico da espécie € determinado pela acdo sinérgica de varios fatores de viruléncia
(Ceuppens et al., 2011; Kamar et al., 2013; Ramarao e Sanchis, 2013; Yang et al., 2016). Em
adicdo, a combinacdo de adaptacOes e niveis de expressdo dos genes de toxinas e as variagoes,
como CytK-1 e CytK-2, contribuem para a enterotoxicidade da espécie.

Desde a descoberta da CytK, diversos estudos apontaram para uma ampla distribuicdo dos
genes cytK-1 e cytK-2 entre as espécies do grupo do B. cereus (Ehling-Schulz et al., 2006;
Chaves et al. 2017; Owusu-Kwarteng et al., 2017) e, mais recentemente, em espécies menos
relacionadas ao grupo, tais como B. licheniformes, B. pumilus, B. coagulans, B. megaterium,
Lysinibacillus sphaericus, Geobacillus staerothermophilus, pertencentes a familia Bacillaceae e
Brevibacillus brevi, familia Paenibacillaceae, isoladas de fontes direta ou indiretamente ligadas a
contaminacdo em alimentos (Osman et al., 2018).

Em 2017, Chaves et al. demonstraram que 55,5% de B. cereus sl isolados de diversas
marcas brasileiras de leite pasteurizado continham o gene cytK-2. Ainda analisando leite
pasteurizado, um grupo da China demonstrou que 73% de B. cereus isolados continham genes
cytK (Gao et al.; 2018). Em adicdo, estudos realizados por Osman et al. (2018) e Park et al.
(2018) demonstraram que 58,9% dos isolados de carne branca e vermelha no Egito e 70% dos
isolados de vegetais crus na Coreia continham genes cytK, respectivamente. Estes e outros
estudos sugerem a ampla distribuicdo e prevaléncia de toxinas CytK entre bactérias isoladas das
mais variadas fontes, que podem ser responsaveis pelos surtos de intoxicacdo alimentar por

membros do grupo B. cereus e outras Bafes relacionadas.

2.3.4 Cereulideo

O cereulideo ¢é a toxina causadora da sindrome emética. E um pequeno
dodecadepsipeptideo ciclico de 1,2 kDa, resistente ao calor e pH &cido. Esta caracteristica
confere resisténcia ao sistema digestivo do hospedeiro, continuando ativo mesmo depois de ser
submetido ao pH estomacal ou as enzimas proteoliticas do trato intestinal. Apesar de estar

comumente relacionado a doencas brandas e de répida duragdo, o cereulideo foi relacionado a
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dois casos letais de intoxicacdo alimentar em uma menina de sete anos e um adolescente de 17
anos cujas mortes foram relacionadas a faléncia do figado (Mahler et al., 1997; Dierick et al.,
2005).

A transcricdo do cluster de genes relacionados ao complexo NRPS-Ces se inicia durante o
final da fase logaritimica e é desativada apés a transigdo para fase estacionaria (Dommel et al.,
2011). A regulagdo temporal da transcricdo do cluster de genes ces depende de fatores
regulatérios codificados por elementos genéticos cromossomais, o que evidencia o crosstalk entre
plasmideo-cromossomo e a correlacdo entre viruléncia e metabolismo (Ehling-Schulz et al.,
2015). Estes reguladores da transcricdo de genes ces podem ser tanto intrinsecos, tais como
nutricdo, energia, respiragdo, quanto extrinsecos — fatores ambientais, tipo de alimento onde a

bactéria esta situada — além dos estagios de desenvolvimento celular (Figura 4).
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Figura 4. Regulagdo da expressdo de ces. Adaptado de Ehling-Schulz et al., 2015.

Dentre os fatores intrinsecos a celula, em relagdo a nutricdo celular, pode-se citar CodY
como regulador importante da transcricdo de ces. CodY é um regulador pleiotropico que media as
adaptacOes da fase estacionaria em varias bactérias Gram positivas com baixo conteido G+C

(Sonenshein, 2005). A afinidade de CodY a ligacdo ao DNA é mediada pelas moléculas ligantes
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BCAA e GTP, que, quando presentes, ativam CodY e reprimem expressédo de ces (Ehling-Schulz
et al., 2015). A producdo de cereulideo €, portanto, diretamente relacionada a disponibilidade
nutricional e a expressao de ces ocorre quando os repressores de CodY ndo estao presentes, mas a
indisponibilidade de nutrientes ainda ndo é tdo severa a ponto de iniciar a esporulacdo (Ehling-
Schulz et al., 2015).

Em relacdo aos fatores extrinsecos a célula, € importante citar temperatura, presenca de
oxigénio — apesar de os limites ideais para a transcricdo de ces ainda ndo serem bem definidos.
Messelhdusser et al., (2014) revelaram que a interacdo complexa entre acidos graxos, fontes de
carbono e nitrogénio, micro e macronutrientes, pH e disponibilidade de &4gua podem atuar no
estimulo ou repressdo da sintese de ces. O tipo de alimento no qual a bactéria se encontra também
pode ser determinante para a producéo de cereulideo. Frenzel et al., (2011) demonstraram que um
balanco delicado nos niveis de aminoacidos é necessario para a formacdo de cereulideo, que
devem ser suficientemente baixos para liberar os repressores do promotor de ces e a0 mesmo
tempo altas para servirem como precursores da cadeia peptidica. Este resultado vai de encontro
com o fato de alimentos proteicos serem menos propicios a formacdo de cereulideo (Ehling-
Schulz et al., 2015).

O numero de estudos que visam abordar a seguranca alimentar é crescente. Gao et al.
(2018) demonstraram a presenca de linhagens isoladas de leite pasteurizado portadoras dos genes
ces, onde 5% das linhagens contém o gene cesB. Heini et al. (2018) demonstroram que a
presenca de linhagens eméticas em 1 de 8 formulados em p6 de alimentos infantis analisados.
Adicionalmente, Cui et al. (2016) demonstraram que 1,1% de linhagens isoladas do ambiente em
uma fazenda e de produtos lacteos possuiam genes ces.

3. Transferéncia horizontal de genes

Transferéncia horizontal de genes (THG) é o compartilhamento de material genético entre
organismos que ndo tem relacdo parental (Soucy et al., 2015) e € um mecanismo amplamente
reconhecido na adaptacdo de procariotos, principalmente quando relacionado a resisténcia a
antibioticos e patogenicidade (Tatum et al., 1947; Forsberg et al., 2012). A transformacéo foi o
primeiro dos trés eventos de THG descritos em procariotos e foi primeiramente observada por
Griffith no final da década de 1920 em Streptococcus pneumoniae (Griffith, 1928).
Adicionalmente, em procariotos a THG pode ocorrer pelos eventos conjugagdo ou transducao.
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Em organismos naturalmente transformaveis o evento transformagédo ocorre no final da
fase logaritmica, quando as células se tornam competentes. A competéncia € um estado
fisiolégico em que sdo capazes de internalizar fragmentos de DNA exdgeno, livres no meio
(Berka et al., 2002; Ogura et al., 2002). A translocacdo do DNA para o citoplasma ocorre
mediada por proteinas de membrana formadoras de canais, e que sdo altamente conservadas
(Chen and Dubnau, 2004; Claverys et al., 2009). Durante a transformacdo em bactérias Gram
positivas, umas das fitas DNA é translocada ao citoplasma enquanto a outra é degradada na
superficie da celula receptora. Em Gram negativas, a hidrolise ocorre no citoplasma, apds
internalizacdo do fragmento de DNA de fita dupla. Entdo, o DNA exo6geno é inserido no DNA da
célula por recombinacdo homologa e transferidos para as futuras geracfes ap6s a replicacdo do
material genético (Dwivedi et al., 2013; Yadav et al., 2013, 2014).

Zhang et al (2018) demonstraram a ocorréncia de transformacdo natural célula a célula
entre diferentes isolados de B. subtilis e entre B. subitilis e outras espécies de Bacillus, sugerindo
que a transformacdo natural célula a célula dependente do doador pode ser uma caracteristica
ubiqua entre as espécies de Bacillus. Adicionalmente, estes autores demonstraram que a
frequéncia deste tipo de transformacdo natural aumenta significativamente em condi¢bes de
estresse, como deplegdo de nutrientes e presenca de antibioticos.

A transferéncia de genes por conjugagdo foi descrita em Escherichia coli (Tatum e
Lederberg, 1947), havendo casos descritos entre bactéria e levedura, e, também, Agrobacterium
spp. que utilizam da maquinaria de conjugacdo para transferir material genético as plantas (Kyndt
et al., 2015). Este mecanismo, mediado por informagfes genéticas localizadas em plasmideos
conjugativos, consiste na transferéncia de genes via contato célula-célula através de pilus
conjugativo expresso por doadoras (portadoras de plasmideos conjugativos) em Gram negativas,
enguanto em Gram positivas as células receptoras sdo reconhecidas por moléculas associadas a
superficie celular de uma célula doadora.

A conjugacdo é modulada por elementos genéticos localizados na regido tra
(transferéncia) de plasmideos conjugativos, que também apresentam outros elementos genéticos
tais como transposons e sequéncias de inser¢do (Johnson e Grossman, 2015). O mecanismo de
transferéncia de DNA por conjugacdo € mediado por um complexo de proteinas associadas a

membrana que pertencem ao sistema de secrecdo tipo IV. A conjugacdo esta diretamente
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envolvida no transporte de fatores de viruléncia em bactérias patogénicas, informagfes contidas
em plasmideos conjugativos ou co-transportadas durante o evento. (Cabezon et al., 2015).

Em B. thuringiensis, a conjugacéo foi evidenciada pela primeira vez em 1982 (Gonzélez e
Carlton) em um estudo classico que confirmou a localizagdo plasmidial de genes cry. No mesmo
ano, Gonzélez e Carlton demonstraram conjugacao entre B. thuringiensis e B. cereus.

A transducéo, terceiro evento de THG descrito para procariotos em 1952 em Salmonella
(Zinder e Lederberg, 1952) consiste na entrega de material genético celular por bacteri6fagos,
que incorporaram parte do material de uma célula hospedeira durante a montagem das particulas
(Soucy et al., 2015). O virion resultante é designado particula transdutora e, por ndo carregar o
genoma viral completo, séo incapazes de promover um novo ciclo de infeccdo viral, sendo por
esta razdo, também denominadas defectivas.

Existem dois tipos de transducdo: a generalizada, na qual uma parte aleatéria do material
genético da célula hospedeira é incorporada durante a montagem das particulas virais; e a
especializada, quando o profago se excisa do genoma hospedeiro e incorpora apenas 0s genes
adjacentes ao sitio de integracdo. Por meio dos dois tipos de transducdo, bacteriofagos podem
transferir fragmentos de DNA cromossomal e plasmidial, que incluem transposons ou ilhas
genbmicas que conferem vantagem ao hospedeiro garantindo, assim, sua sobrevivéncia e
disseminacdo (Modi et al., 2013; von Wintersdorff et al., 2016). A transferéncia de genes de
resisténcia a antimicrobianos, como eritromicina, tetraciclina, gentamicina sdo exemplos de genes
disseminados por transducao (Hyder e Streitfeld, 1978; Fard et al., 2011; Varga et al., 2012).

3.1 Evidéncias da transferéncia horizontal de genes

Os métodos de deteccdo de THG consistem, principalmente, em analises de sequéncias
genbmicas, visto que essas transferéncias nem sempre resultam em alteracdes fenotipicas. Estes
métodos podem ser classificados em dois grupos: métodos paramétricos e métodos filogenéticos
(Ravenhall et al., 2015).

Os métodos paramétricos consistem na busca de regides do genoma que diferem do geral,
como contetdo G+C e diferencas de codons preferenciais. Este método analisa as mudancgas que
tenham ocorrido apenas no organismo que esta sendo estudado, e conferia vantagem no comeco
da era de sequenciamento (Guindon e Perriére, 2001). Entretanto, atualmente pode levar a super

predicdes por ndo considerar variagdes intragendémicas. Adicionalmente, as mutagcdes no genoma
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também podem ser observadas com genes adquiridos, dificultando a deteccéo destes (Lawrence e
Ochman, 1997), o que limita os métodos paramétricos.

Os meétodos filogenéticos avaliam a historia evolutiva do gene, e pode ser dividido em
abordagens que utilizam a construcdo de arvores filogenéticas ou outras medidas, como
distancias evolucionarias emparelhadas (Dessimoz et al., 2008). Este método inclui avaliacdes de
perfis filogenéticos, discrepancia entre distancia de genes e espécies, combinacdo de sequéncias
entre organismos de diferentes espécies, entre outros. O atual cenario da alta quantidade de
sequéncias disponiveis beneficia este meétodo, que permite comparar multiplos genomas e
analisar a abordagem evolutiva do processo (Ravenhall et al., 2015). Apesar disto, este método se
baseia em arvores previamente construidas e na confiabilidade destes estudos anteriores, o que
limita esta técnica. A fim de minimizar falsos positivos de evidéncias de THG, é recomendada a

combinacdo de métodos paramétricos e filogenéticos (Poptsova, 2009).

3.2  Viruléncia em espécies formadoras de enddsporos alocadas fora do grupo B.
cereus

Levando em consideracdo os eventos de THG descritos anteriormente, juntamente com a
elevada relacdo molecular entre os membros do género Bacillus, surgiu a necessidade de avaliar a
presenca de genes de viruléncia, codificadores de toxinas causadoras de doengas transmitidas por
alimentos, em espécies fora do grupo do B. cereus (Phelps e MCKillip, 2002). Com isto, ao longo
dos anos, o numero de estudos que abordam de maneira mais ampla a deteccdo dos genes
causadores das sindromes diarreica e emética vem aumentando significativamente.

Logo, diversas espécies de Bafes contendo genes antes descritos apenas em genomas de
membros do B. cereus sl foram isoladas de alimentos in natura ou processados e de matéria-
prima e solo. Dentre estas, estdo B. subtilis, B. mojavensis, B. pumilus, B. fusiformis (From et al.,
2005); B. licheniformis (Salkinoja-salonen et al., 1999); B. circulans, B. megaterium, L.
sphaericus (Rowan et al., 2001; Osman et al., 2018); B. amyloliquefaciens, B. lentimorbis,
Sporosarcina pasteurii (Phelps e McKillip, 2002); B. simplex (De Bellis et al., 2015); B. flexus,
P. amylolyticus (Celandroni et al., 2016); P. alvei e G. stearothermophilus (Osman et al., 2018).

A escassez de dados acerca de intoxicacOes alimentares causadas por espécies que nao
pertencem ao B. cereus sl se deve a falta de dados clinicos destas infeccbes, por serem, em
maioria, doencas simples e de curta duracdo. Alinhado a este fator, também hé a limitacdo na

identificacdo destas bactérias e diferenciacdo entre espécies de um mesmo grupo ou subgrupo.
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Apesar disto, o numero de estudos que detectam genes de viruléncia em outras espécies fora do
grupo do B. cereus é crescente e estes resultados indicam que estas espécies também oferecem

risco a saude publica e demandam investigacdo adicional (Osman et al., 2018).

4, Do solo aos alimentos

A ubiquidade das Bafes permite que estes organismos estejam presentes nas varias etapas
do processo de producgdo de alimentos até o produto final (Soni et al., 2016). Ha evidéncias de
presenca de esporos em tetas de vaca (Andersson et al., 1995), em feno e outros alimentos destes
animais (Kramer e Gilbert, 1989), que podem ser a origem de contaminacdes em produtos
lacteos. Wood e Waites (1988) também descreveram a presenca de B. cereus em ovos, resultante
da falta de higiene e desinfec¢do adequadas neste tipo de inddstria.

A alta capacidade de resisténcia dos esporos aos agentes quimicos e fisicos é o principal
problema das indlstrias em geral. A resisténcia a altas temperaturas, variacdo de pH e
sanitizantes utilizados na limpeza — os quais geralmente séo eficazes para células vegetativas —
fazem com que estes organismos persistam nas linhas de producéo e possibilitem o crescimento
em alta densidade de Bacillus spp. (Arnesen et al., 2008) e outras espécies formadoras de
endosporos. Adicionalmente, a formacdo de biofilme de B. cereus contribui para a persisténcia da
contaminac&o industrial e a ineficiéncia de sanitizantes (Ryu e Beuchat, 2005).

Outra condicdo que facilita a preservacao destes organismos viaveis em alimentos sdo 0s
métodos de conservacdo utilizando temperaturas baixas. Espécies como B. weihenstephanensis,
que sdo psicrotolerantes, sdo frequentemente isolados de alimentos submetidos ao resfriamento
por longos periodos de tempo com o objetivo de inibir o crescimento de microrganismos
mesofilos (Wong et al., 1988; Te Giffel et al., 1997; Larsen e Jgrgensen, 1999).

Além dos ambientes onde as Bafes sdo comumente encontradas e a associacao destas com a
contaminacdo de alimentos, o estudo de @stensvik et al. (2004), que investigou a presenga de
esporos de Bacillus spp. em vérios rios da Noruega, detectou a presenca de isolados citotdxicos
na superficie destas aguas. Isto sugere que o fornecimento de dgua também deve ser um meio
considerado como porta de entrada de contaminacdo por Bacillus spp. e outras espécies

formadoras de enddsporos no processo de fabricacdo de alimentos.
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5. Colecao de Bactérias aerdbias formadoras de enddsporos

A importancia de estudos basicos sobre a diversidade e potencialidades biotecnolégicas de
Bafes motivou o isolamento, identificacdo, classificacdo e preservacdo de linhagens de solo do
DF, designadas linhagens SDF. A estratégia polifasica de caracterizacdo para fins taxonémicos
tem revelado diferentes propriedades fenotipicas, genotipicas e relacfes filogenéticas destas
linhagens ambientais. As linhagens SDF estdo depositadas na Cole¢do de Bafes (CBafes), da
UnB/IB/Departamento  de  Biologia  Celular.  Localizada no  Laboratério de
Microbiologia/LaBafes, a Colecdo é especializada em linhagens de interesse cientifico e com
potencial tecnoldgico para os setores médicos (humano e veterinario), agropecuario, ambiental e
industrial. Atualmente, a CBafes (www.cbafes.biomol.unb.br) inclui um acervo 312 linhagens
selvagens (SDF0001-SDF0312).

A solicitacdo de Acesso a Amostra Componente do Patriménio Genético foi autorizada
pelo CNPq (010439/2015-3).

Il. Justificativa

A alta capacidade de dispersédo e adesdo de esporos de B. cereus sl faz com que estes
organismos estejam presentes nos mais diversos ambientes de producdo de alimentos (Ryu e
Beuchat, 2005). Considerados patdgenos oportunistas, as toxinas produzidas por estes
organismos sao responsaveis por diversas doencas e consideradas umas das maiores causas de
intoxicagdo alimentar, embora a maioria de curta ou média duraco.

Apesar de estes surtos terem sidos associados apenas a membros do grupo do B. cereus por
muitas décadas, o desenvolvimento de novas metodologias possibilitou a descoberta de outras
espécies virulentas de Bafes alocadas fora do grupo, dentro da ordem Bacillales. Além disto, a
alta diversidade genética deste grupo, juntamente com trocas genéticas, sugere potencial
patogénico das Bafes.

O numero de estudos que visam caracterizar linhagens ambientais de Bafes e que busquem
genes de viruléncia associados a intoxicacdo alimentar ainda é baixo. Por esta razdo, a varredura
das linhagens SDF depositadas na CBafes com o objetivo de identificar a presenca destes fatores
de viruléncia contribuira para a compreensdao sobre a ecologia e as trocas geneéticas entre as

diversas populagdes, aléem de contribuir para o conhecimento do potencial toxigénico destas
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linhagens, inclusive em espécies fora do grupo do Bacillus cereus, e fornecer conhecimento

acerca do risco para seguranca alimentar representado por estas espécies.

I11.  Objetivos

Objetivos gerais
Avaliar o perfil toxigénico de amostras ambientais de Bafes depositadas na CBafes/UnB,
ou linhagens SDF.

Objetivos especificos

e Avaliar a atividade hemolitica;

Avaliar a presenca dos genes de viruléncia das familias cytK, nhe, hbl e ces;

Realizar sequenciamento bidirecional dos produtos obtidos por PCR;

Gerar sequéncias consensos parciais a partir das fitas senso e anti-senso de DNA,;

Classificar linhagens SDF por sequéncias de genes de rRNA 16S.

IV. Metodologia

Coleta e isolamento. As linhagens utilizadas neste trabalho foram coletadas do solo do Distrito
Federal, isoladas e estocadas conforme descrito em Cavalcante et al., 2018, exceto que o choque
térmico de selecédo foi de 80 °C para as amostras SDF0001-0154, e 60 °C, 70 °C ou 80 °C para as
amostras SDF155-312. Em resumo, 1 g de solo foi adicionado a 10 mL de solugéo salina 0,9% e
misturado com vortice por 2 min. Um mL da suspensdo foi incubada na temperatura de selecao,
deixada no gelo por 5 min e 0,1 mL foi semeado em &gar nutriente (Acumedia™). Depois de 1-
21 dias de incubacéo a 28 °C, as Bafes foram selecionadas por microscopia de contraste de fase e
re-isoladas nas mesmas condi¢cdes para obtecdo de cultura pura. Apds crescimento, células de
uma coldnia isolada foram inoculadas em caldo nutriente (Acumedia™) e incubadas a 28 °C com
agitacdo de 200 rpm. Apds pelo menos 90% da populagdo estar completamente esporulada
(esporos livres no meio), 1 mL da cultura foi submetido a choque térmico em temperatura similar
a de selecdo, por 10 min, seguido de incubacédo no gelo por 5 min. Cerca de 250 pL da suspensao

de esporos foram transferidos para 5 tubos de preservacao de 2 mL, contendo tiras de papel filtro
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e mantidas em estufa a 37 °C para secagem. Os tubos foram selados com Parafilm™ e estocados
a temperatura ambiente.
Teste de atividade hemolitica. Com o auxilio de um palito, células de uma col6nia isolada em
meio Luria-Bertani solido (LB: Extrato de levedura 0,5% (p/v); peptona de caseina 1% (p/v);
NaCl 1% (p/v); &gar 1,8%; pH: 7,2) foram transferidas para a superficie do meio agar sangue
(bioMérieux) contido em placa de Petri com grade numerada. O indculo foi realizado em
duplicata. A primeira placa foi incubada a 28 °C e a segunda a 37 °C, por 24 a 48 h. A presenca
de halo de hemdlise circundante a uma col6nia, em qualquer uma das condicGes, foi considerada
como atividade hemolitica positiva. L. sphaericus CCGB745 e B. thuringiensis CCGB1163
obtidas do Bacillus Genetic Stock Center (BGSC; Ohio State University USA) foram utilizadas
como controles negativo e positivo, respectivamente.
Extracdo de DNA total. Para o crescimento das linhagens de interesse, 20 pL da suspensédo de
trabalho contendo esporos foram cultivadas em placas de Petri com meio LB com a ajuda de
alcas descartaveis. Apos 24-48 h de crescimento a 28 °C, células provenientes de uma coldnia
isolada foram inoculadas em meio LB liquido e a cultura foi incubada por 12-24 h/200 rpm. O
DNA total foi obtido utilizando o Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega), de acordo com
as instrugdes do fabricante.
Amplificacdo de genes de viruléncia. A amplificacdo de fragmentos dos genes de interesse por
PCR seguiu o protocolo descrito por Ehling-Schulz et al. (2006): 0,2 mM de cada ¢NTP; MgCl. 3
mM; primers (Tabela 1): 200 nM CesF1 e CesR2; 1 uM de HD2F e HA4R, 300 nM de NA2F e
NBI1R e 400 nM de CKF2 e CKR5; 1 U de Platinum Tag DNA Polimerase (ThermoFisher),
tampédo 1X e 1 uL de DNA total. O primeiro conjunto de amplificagdo foi realizado utlilizando o
kit PCR Master Mix (Promega), nas mesmas condi¢es. As sequéncias dos quatro pares de
primers utilizados neste estudo estdo descritas na tabela 1. As reacdes foram realizadas no modo
convencional (Gnico par de primer por reacdo) ou multiplex (quatro pares de primers no mesmo
sistema de amplificacdo), com volume final de 25 pL e 50 pL, respectivamente. Os genes de
viruléncia foram amplificados em termociclador 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems) nas
seguintes condigdes: 95 °C por 15 min, seguido de 30 ciclos de 30 s a 95 °C; 30 sa 49 °C, e 1 min
a 72 °C, finalizando com 2 min de amplificagdo a 72 °C.

Sequéncias de genes cytK, nhe e hbl localizados em diversas linhagens de Bacillus cereus sl

foram utilizadas para gerar sequéncias consensos destes genes. Neste estudo, os autores
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consideraram que os polimorfismos existentes poderiam causar falsos negativos resultantes de
amplificagdes iniciadas por oligonucleotideos disponiveis até entdo para a deteccdo de genes
codificadores das toxinas Hbl e Nhe (Mantynen e Lindstrom, 1998; Hansen e Hendriksen, 2001;
Guinebretiere et al.,, 2002). Nas sequéncias dos primers propostos, as bases nitrogenadas
correspondentes a estas mutag¢fes pontuais foram substituidas por inosina (Tabela 1).

Além disto, os primers direto (senso) e reverso (anti-senso) sao complementares a dois genes
diferentes do operons que codificam as familias Nhe (gene nheA e nheB) e Hbl (genes hbID e
hblA), respectivamente. Os primers complementares as sequéncias de genes cytK foram
direcionados a regides altamente conservadas dos dois genes conhecidos, possibilitando a
deteccdo de ambas as formas — cytK-1 e cytK-2. Para detectar a presenca de genes envolvidos na
sintese de cereulideo (Ces), os primers foram desenhados para anelar na sequéncia do gene que
codifica as proteinas cereulideo sintetases (genes ces), cujos produtos estdo envolvidos na
producdo da toxina (Ehling-Schulz et al., 2005b).

Tabela 1. Primers utilizados neste trabalho

) Tamanho N

Primer | Gene alvo esperado do Sequéncia (5’ - 3°) Referéncia
fragmento (pb)

CKF2 ACAGATATCGGICAAAATGC

1 oyK 421
CKR5 CAAGTIACTTGACCIGTTGC
NAZF AAGCIGCTCTTCGIATTC Ehling-Schulz et

nhe 766 1.,2006
NB1R ITIGTTGAAATAAGCTGTGG al., :
HD2F bl 1001 GTAAATTAIGATGAICAATTTC
HA4R AGAATAGGCATTCATAGATT
CesF1 171 GGTGACACATTATCATATAAGGTG Ehling-Schulz et al.,
i ces

CesR2 GTAAGCGAACCTGTCTGTAACAACA 2005a.

Analise dos produtos de PCR. Os produtos de PCR foram resolvidos em gel de agarose 1%
corado com brometo de etideo (0,5 pg/mL), observados em transiluminador com luz ultravioleta e
documentados com o auxilio de cAmera digital.

Sequenciamento e analise dos genes de viruléncia. Os produtos de PCR foram quantificados

em um nanofotdmetro (IMPLEN P330), purificados utilizando o PCR purification kit (Qiagen),

32



de acordo com as instrucdes do fabricante, e enviados para sequenciamento bidirecional pelo
método de Sanger, utilizando os servicos da Universidade Catolica de Brasilia.

Sequéncias consenso. A qualidade das sequéncias obtidas foi avaliada com a ferramenta PHRED
considerando o valor de corte >20. As sequéncias senso e anti-senso foram transformadas em
sequéncias consenso utilizando a ferramenta Contig Assembly Program — CAP - do programa
BioEdit (versdo 7.0.5.3), com os parametros: sobreposicdo minima de bases: 20; e minimo de
correspondéncia de 85%.

Analise por BLAST. As 21 SDF que possuem genoma completo sequenciado foram submetidas
ao alinhamento local a fim de detectar a presenga dos genes de viruléncia comumente descritos
para o grupo do B. cereus. A lista de genes utilizados e os cddigos de acesso estdo na tabela S3 na
secdo Informacdo Suplementar.

Classificacdo baseada em sequéncias de gene de rRNA 16S. Um microlitro de DNA total foi
adicionado ao sistema de PCR contendo 0,4 pmol de cada primer (27F: 5’AGA GTT TGA TCM
TGG CTC AG 3'; 1492R: 5' GGY TAC CTT GTT AGG ACT T 3; Lane et al., 1991; O’Sullivan
et al., 1992; Hayashi et al., 2004); 1,5 U de Taq polimerase (Sigma); 0,15 mM de dNTP; 3 mM
de MgCI2; tampdo 1x, em um volume final de 25 puL. O DNA alvo foi amplificado em
termociclador PTC-100 (MJ Research) utilizando as seguintes condi¢fes: 94 °C por 30 s; 52 °C
por 30 s, 72 °C por 1,5 min, num total de 25 ciclos seguidos de um periodo adicional de extenséo
a 72 °C de 10 min. Os produtos obtidos foram analisados, purificados e sequenciados como
descritos para 0s genes de viruléncia. As sequéncias consenso geradas foram utilizadas para
classificagdo taxonomica por BLAST (Altschul, et al., 1990). O limiar de identidade de
sequéncias de genes rRNA 16S para predicdo de espécie e género corresponde a >97% e 95—

96 %, respectivamente (Schloss e Handelsman, 2004).

V. Resultados e Discussao

Este trabalho teve como objetivo avaliar o perfil toxigénico das linhagens SDF por meio
da atividade hemolitica em agar sangue, pesquisa de genes de viruléncia codificadores de quatro
toxinas (cytK, nhe, hbl e ces), e complementacdo da classificacdo das linhagens da CBafes
utilizando sequéncia de genes de rRNA 16S.
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1. Avaliacao da atividade hemolitica de linhagens SDF

O teste de atividade hemolitica em placas de &gar sangue realizado em duplicata para as
312 SDF foi positivo ap6s 24 h de incubacéo para 72 (23,07%) ou 118 (37,8%) quando incubadas
a 28° C e 37 °C, respectivamente. Apos 48 h de incubacdo, 145 (46,47%) ou 165 (52,8%) foram
positivas a 28 °C e 37 °C, respectivamente (Figura 5).

Atividade hemolitica SDF

165
145
140 118
120
100
80 72
60
40
20
0

28°C 37°C

M24h m48h

Figura 5. Teste de atividade hemolitica nas 312 linhagens SDF da CBafes. A), B), C) Placas de agar sangue
incubadas a 37 °C; D) Placa de &garsangue incubada a 28 °C; E) Numero de linhagens SDF positivas quando
incubadas a 28 °C e 37 °C, ap6s leituras em 24 h e 48 h de incubac&o.

2. Genes de viruléncia em linhagens SDF

Em razdo do elevado numero de linhagens SDF depositadas na CBafes, e visando analisar a
presenca de genes de viruléncia no maximo de amostras possiveis, foi realizada uma busca por
metodologias rapidas, de baixo custo e eficazes para a avaliacdo do perfil de toxigénico dessas
linhagens. Assim, para o rastreamento dos respectivos genes codificadores, os trabalhos de
Monika Ehling-Schulz et al. (2005b e 2006) foram utilizados como referéncia. Esses autores
desenharam oligonucleotideos iniciadores universais (primers universais) para a amplificacdo de
sequéncias parciais de genes codificadores das quatro familias de toxinas, frequentemente

descritos em linhagens do grupo B. cereus e outras espécies de Bafes relacionadas.
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2.1 Avaliacéo da presenca de genes de toxinas por PCR multiplex

A fim de obter controles para a PCR, linhagens tipo gentilmente cedidas pelo Bacillus
Genetic Stock Center — BGSC/EUA e Colecdo de Culturas do Género Bacillus e Géneros
Correlatos-— CCGB/IOC- Rio de Janeiro/RJ foram submetidas as mesmas condicdes de cultivo,
extracdo de DNA e amplificacdo por PCR multiplex utilizando PCR Master Mix (Promega). As
linhagens utilizadas para este fim e os fragmentos amplificados estdo descritas na tabela 2 e
figura 6, respectivamente.

Dentre as linhagens de Bafes utilizadas como controle, sete (6A45; 6A24; 9A2; 6A5, 6A13;
CCGB-IOC 1163 e CCGB-IOC 0780) foram positivas para pelo menos dois genes de viruléncia
(Tabela 2). Corroborando o que foi descrito por Ehling-Schulz e Messelhduser (2013), Kolsto et
al. (2009) e Phelps e McKillip (2002) acerca da diversidade genética de Bafes e do potencial
patogénico destes organismos — uma das razdes que motivaram a execucdo deste projeto —
ainda nesta etapa inicial foram detectadas a presenca de genes de viruléncia das familias cytK e
nhe em uma espécie que ndo pertence ao grupo do B. cereus, Geobacillus stearothermophilus
9A2.

E importante ressaltar que, ao contrario do grupo do B. cereus que é composto por
espécies mesofilas, os membros do género Geobacillus séo espécies termofilas de Bafes (Burgess
et al., 2010), com crescimento 6timo entre 55 e 65 °C (Nazina et al., 2001). Pelo carater
termofilo de crescimento de Geobacillus spp., em geral, estas espécies séo isoladas de diversos
ambientes com temperaturas elevadas, como fontes termais, campos de petréleo, sedimentos
maritimos profundos, refinarias de acucar, alimentos enlatados, vegetais desidratados e laticinios
(Burgess et al., 2017; Kakagianni e Koutsoumanis, 2018). Além disto, espécies desse género tém
despertado grande interesse industrial devido ao potencial biotecnolégico para fins de
biorremediacdo, producdo de enzimas termoestaveis e biocombustiveis (Feng et al., 2007; Bhalla
et al., 2013, Boonmark et al., 2013; Wiegand et al., 2013).

Apesar do potencial biotecnolégico, as espécies do género Geobacillus sdo contaminantes
comuns de alimentos em natura e processados (Tai et al., 2004; Scott et al., 2007; Postollec et al.,
2012 Lucking et al., 2013). A espécie G. stearothermophilus foi primeiramente isolada de milho
enlatado e é contaminante comum de produtos lacteos, em especial o leite em p6. Também ja foi
encontrado em vegetais e sopas desidratados (Burgess et al., 2017) e, mais recentemente, em
carnes (Osman et al., 2018). As propriedades hidrofobicas dos enddsporos e a capacidade de
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resisténcia ao calor, dessecagdo e sanitizantes permitem, respectivamente, a adesdo a
equipamentos de producdo e sobrevivéncia a processos de limpeza (Andersson et al., 1995; Ryu e
Beuchat, 2005). Adicionalmente, o processo de pasteurizacdo geralmente é ineficiente para estes

organismos, mesmo em células em estado vegetativo (Lucking et al., 2013).

Tabela 2. Linhagens controle da avaliacdo de perfil toxigénico para PCR utilizadas neste trabalho

Linhagem Origem Perfil toxigénico

Bacillus subtilis subsp. subtilis 1A1 BGSC N/O
Lysinibacillus sphaericus 13A10 / ATCC 12123 BGSC N/O
Lysinibacillus fusiformis 19A1/ ATCC 7055T BGSC N/O
Paenibacillus macerans 22A1 BGSC N/O
Rummeliibacillus pycnus 24A1 BGSC N/O
Brevibacillus brevis 26A1 / ATCC 8246 BGSC N/O
Brevibacillus formosus 26 A2 BGSC N/O
Paenibacillus alvei 33A1 BGSC N/O
Brevibacillus laterosporus 40A1 / ATCC 9141 BGSC N/O
Brevibacillus centrosporus 42A1 BGSC N/O
Bacillus mycoides 6A13 BGSC cytK, nhe
Bacillus weihenstephanensis 6A24 BGSC cytK, nhe
Bacillus cereus 6A45 BGSC ces, nhe
Bacillus cereus 6A5 / ATCC 14579 BGSC cytK, nhe
Aneurinibacillus aneurinilyticus 80A1 BGSC N/O
Geobacillus stearothermophilus 9A2 BGSC cytK, nhe
Bacillus licheniformis CCGB-10C 0407 I0C-RJ N/O
Bacillus circulans CCGB-10C 0411 I0C-RJ N/O
Bacillus thuringiensis var. marrisoni CCGB-10C 0780 I0C-RJ nhe, hbl
Brevibacillus laterosporus CCGB-10C 1107 I0C-RJ N/O
Bacillus thuringiensis var. jegathesan CCGB-10C 1163 I0C-RJ cytK, nhe
Bacillus subtillis CCGB-10C 1249 I0C-RJ N/O

BGSC: Bacillus Genetic Stock Center; CCGB-10C RJ: Instituto Oswaldo Cruz. N/O: ndo observado.

A deteccdo de genes de viruléncia causadores de intoxicacdo alimentar em uma linhagem
de G. stearothermophilus evidencia o0s riscos associados a bactérias que permanecem viaveis na
faixa de temperatura empregada nos processos de producdo e controle de qualidade de alimentos.
Controlar estes organismos ainda é uma tarefa ardua devido a dificuldade de rastrear a origem da

contaminacdo e falta de informacdo sobre toxicidade (Lucking et al., 2013). De fato, até o

36



presente momento, h& na literatura apenas um estudo recente que mostra a presenca de genes
responsaveis por intoxicacdo alimentar em dois isolados do género Geobacillus (Osman et al.,
2018).

Figura 6. Avaliacao do perfil toxigénico de linhagens controle utilizadas neste estudo. A andlise de produtos de PCR obtidos
para familias de genes de viruléncia localizados em linhagens controle foram realizadas em gel de agarose 1%. (A) Linhagens tipo
testadas (Tabela 2); (B) Gel referéncia de linhagens tipo positivas para um ou mais genes de viruléncia; O marcador de massa
molecular 1 kb ladder (Promega) foi resolvido em paralelo na primeira coluna de ambos os géis. O tamanho do fragmento (em pb)
esta indicado a direita da banda correspondente.

Dando prosseguimento, 0 DNA total de 250 linhagens SDF foi utilizado como molde para
testar a presenca de genes de toxinas utilizando os quatro pares de primers em um Gnico sistema
de amplificacdo (PCR multiplex). Nesta etapa do trabalho, 54 (21,6%) linhagens testadas foram
positivas para a presenca de um ou mais genes de viruléncia (Figura 7; Tabela S1 da secédo
informagdo suplementar).

O gene de viruléncia encontrado em maior nimero nesta etapa do trabalho (Tabela S1) foi
0 cytK, em 44 (17,6%) linhagens, seguido do gene nhe em 29 (11,6%) das linhagens SDF
analisadas por PCR multiplex. O gene hbl foi encontrado em 11 (4,4%) linhagens SDF. O gene
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ces estava presente em 3 (1,2%). Esta etapa das analises também revelou que pelo menos um dos
quatro genes de viruléncia foram observados em 5 linhagens SDF de espécies ndo pertencentes
ao grupo do B. cereus: a SDF0103 classificada como B. safensis; as SDF0115, SDF0201 e

SDF0207 classificadas como B. pumilus e a SDF0227 classificada como P. ginsengagri.

CyiK

100bp SDFO1 SDFO2 SDFO3 SDFO4 SDFOS SDFO06 SDFO7 SDFO9 SDF10 SDF11 SDF12 SDF13 SDF14 SDF1S SDF16 SDF17 SDF18 SDF19 SDF20 SDF21

OnK OnK oK J—

(8713

SDF0022 SDFD025 SDF0030
100bp SDF23 SDF24 SDF26 SDF27 SDF28 SDF29 SDF33 100bp SDF37 SDF38 SDF43 SDF49 SDFS0 SDFS1 SDFS56 SDFS7 SDF60 SDFO061 100bp
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SDF180 SDF181 SOF182 SDF184 SDF186 SDF188 SDF190 SDF191 SOF194 SDF195 SDF196 100bp SDF197 SDF198 SDF199 SDF200 SDF201  SDF203 SDF204 SDF20S SDF206 SDF207 100bp

212 SDF213 SDF215 SDF216 SDF218CN

100bp 280 281

0055 100bp 0079 0087 0089 0127 0128 0139 0140 0142 0143

100bp 0032

100bp 0146 0147 0149 0154 0158 0159 0160 0161 0162 0163 0282 100bp 0283 0284 02385 0287 0288 0299 0300 0301

100bp 0303 0304 0305 0308 0309 0310 0311 0312 30ces 30cytK 30hbl  30nhe 37hbl  32hbl

Figura 7. Detecgdo de genes de viruléncia em linhagens SDF. Os genes de virulencia hbl, nhe, cytK e ces amplificados por
PCR obtidos em reacgdo simultanea (PCR multiplex) utilizando DNA total de 250 linhagens SDF foram resolvidos em gel de
agarose 1%. Os nomes dos genes correspondentes estdo indicados ao lado das respecitivas bandas. Os nimeros que designam as
linhagens SDF estdo indicados na parte inferior de cada coluna. O marcador de massa molecular 100 bp ladder (Promega) foi

resolvido em paralelo na primeira coluna, no meio e fim dos géis.
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2.2 Alinhamento local de sequéncias de genes de viruléncia com sequéncias de genomas
completos

Como mencionado anteriormente, as linhagens SDF estdo sendo caracterizadas para fins
taxonémicos utilizando estratégia polifasica. A metodologia inclui classificacdo e filogenia
baseada em sequéncias de genes de rRNA 16S, em conjunto com sequéncias completas de
genomas obtidas de linhagens selecionadas. A fim de avaliar a presenga de genes de viruléncia
nestes genomas com sequéncias disponiveis foram realizadas analises utilizando a ferramenta
BLAST e sequéncias dos quatro genes de viruléncia amplificados por PCR, em conjunto com
sequéncias de genes adicionais que codificam outros fatores de virulencia encontradas no banco
de dados do Genbank (NCBI). As sequéncias utilizadas nesta analise estdo dispostas na tabela S3
da secdo informacdo suplementar.

A partir dos resultados da analise de 20 genomas de linhagens SDF in silico (Tabela S3) foi
possivel observar que nem todos 0s genes encontrados por esta abordagem foram amplificados
pelo sistema de PCR multiplex, quando o DNA total da linhagem correspondente foi utilizado
como molde. As divergéncias de resultados comparando as duas metodologias estdo descritas a
seguir e resumidas na tabela 3: para a linhagem SDF0030, na analise por BLAST foram
detectados a presenca dos genes cytK, nhe e hbl, ao passo que as amplificagédo por PCR revelaram
apenas a presenca de cytK; para as linhagens SDF0037 e SDF0062 foi observado a presenca do
gene hbl utilizando BLAST e nenhum dos quatro genes de viruléncia por PCR.

Para confirmar a ineficiéncia em obter a informacdo do conjunto de genes utilizando PCR
multiplex, foi realizado um teste de PCR convencional utilizando os quatro pares de primers em
quatro amplificagdes independentes com as linhagens SDF0030, SDF0037, SDF0056, SDF0100,
SDF0101 e SDF0147. Os produtos amplificados estdo mostrados na figura 8. Quando
comparados aos resultados previamente obtidos (Fig. 7), esta condic¢do foi confirmada.

Ao contrario do sistema multiplex, que amplificou apenas o gene cytK da linhagem
SDF0030, nas reagdes convencionais foram amplificados fragmentos das sequéncias dos genes
cytK, nhe e hbl. Da mesma forma, as linhagens SDF0037, SDF0056 e SDF0147 foram negativas
para todos os genes na PCR multiplex, e positivas para cytK e nhe na PCR convencional. Por fim,
as linhagens SDF0100 e SDF0101 foram positivas apenas para cytK quando amplificados por

PCR multiplex enquanto que foi observada a presenca de cytK, nhe e hbl, por PCR convencional.
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Tabela 3. Divergéncia da presenca de genes de viruléncia em linhagens SDF com genoma completo
sequenciado analisado por BLAST e obtidas por PCR multiplex e convencional

SDF Especie BLAST Milﬁslex Con\fecrigonal
0005  Lysinibacillus fusiformis CLO NO NO

NO NO
0020 Brevibacillus laterosporus CLO, nrps
0030 Bacillus thuringiensis hbl, spH, HIylIl, plcr, nhe, cytk, CLO cytk cytK, nhe, hbl
0037 Lysinibacillus. sphaericus hbl, CLO NO cytK, nhe
0062 ND Hbl, CLO NO nhe, hbl
0063  Lysinibacillus xylanilyticus ~ CLO NO NO

NO: Néo observado. ND: Ndo determinada.

Em razéo do baixo custo e tempo de execucdo, a realizacdo de amplificacdo por PCR
multiplex € crescente em estudos bioldgicos e médicos, inclusive para fins de identificacdo de
espécies e seguranca alimentar (Sint et al., 2012). As condi¢Ges de amplificacdo por sistema
multiplex aplicadas neste trabalho foram idénticas aquelas descritas em um estudo previamente
bem estabelecido (Ehling-Schulz et al., 2006). Apesar disto, como relatado anteriormente, a
estratégia se mostrou ineficaz para a o levantamento do perfil toxigenico das linhagens SDF.

Markoulatos et al. (2002) demonstraram que, numa reacdo multiplex, os fragmentos que
sdo alvos de primers com sequéncias complementares mais precisas serdo preferencialmente
amplificados. Nossas analises empregando os quatro conjuntos de primers (PCR multiplex)
corroboram esta demonstragdo. Dentre as 54 linhagens SDF analisadas pelo sistema multiplex, 44
foram positivas para a presenca do gene cytK, enquanto 29 continham o gene nhe, sendo estes
dois os mais abundantes nas amostras analisadas.

Adicionalmente, ¢é sabido que a eficiéncia de amplificacdo a partir de primers universais,
complementares a genes ortdlogos, pode variar entre espécies (Polz e Cavanaugh, 1998; Sipos et
al., 2007). As linhagens utilizadas no estudo de Ehling-Schulz et al., (2006) sdo, em maioria,
membros do grupo do B. cereus e espécies previamente conhecidas. A CBafes € uma colegdo que
tem como principal caracteristica uma grande diversidade de espécies (Cavalcante, 2018;
Martins, 2018; Orem, 2018; Tabela S1), onde muitas linhagens ainda estdo em processo de
identificacdo. Apesar do uso crescente desta metodologia ao longo dos anos, estudos que
discutam problemas metodoldgicos ou que proponham melhorias e padronizacbes para PCR

multiplex ainda sdo escassos (Sint et al., 2012).
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100bp SDFOQ37 SDFOO37 SOF0037 SDFO037 SDFO0S6 SDFOOS6 SDFOOS6 SDFO0S6 SDFD147 SDFO147 100bp

Figura 8. Amplificacdo de genes de viruléncia por PCR convencional. Os produtos de PCR obtidos por reacoes
individuais dos quatro pares de primers foram resolvidos em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio 0,5
pg/mL. (A) SDF0030; (B) SDF0037, SDF0056, SDF0147; (C) SDF0147, SDF0100, SDF0101; O nome dos genes
correspondentes esta indicado acima ou ao lado das respecitivas bandas. Os nimeros que designam as linhagens SDF
estdo indicados na parte inferior de cada coluna. O marcador de massa molecular 100 bp ladder (Promega) foi
resolvido em paralelo na primeira e Ultima coluna dos géis.

2.3 Extragdo de DNA total

No momento em que as PCR multiplex foram iniciadas, a biblioteca de DNA total
disponivel para as linhagens SDF continha 250 amostras. Desta forma, para a avalia¢do do perfil
toxigénico de todo o acervo de linhagens SDF (312), e de outras caracterizacbes moleculares,
foram realizadas a extracdo de DNA total das 62 linhagens SDF que, anteriormente, apresentaram
limitacOes de crescimento ou na obtencdo do DNA gendmico total. A dificuldade de cultivo das
linhagens que apresentavam problema de crescimento foi contornada utilizando aliquotas novas
contendo suspensao de esporos.

Como ja mencionado, a parede celular rigida é caracteristica do filo Firmicutes e ha

diversidade na composicdo de aminoécidos da peptideoglicano (de Vos et al., 2009), caracteristica
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gue torna o tratamento com lisozima e outras enzimas ineficaz em algumas linhagens (Chassy, 1976;
Guariglia-Oropeza e Helmann, 2011). Dentro deste contexto, para as linhagens que impuseram
limitacGes na extracao (ou refratarias) de DNA, provavelmente em decorréncia da constitui¢éo da
parede celular, o tempo de tratamento com proteinase K a 55 °C foi elevado de 12 para 20 horas.

Esta modificacdo se mostrou eficiente e 0 DNA total das 62 linhagens SDF restantes foi obtido.

2.4 Avaliacdo da presenca de genes de toxinas por PCR convencional

Levando em consideracdo a diferenca de resultados obtidos pelas duas estratégias de
amplificagdo por PCR, e a concordancia de resultados obtidos pelo sistema convencional
(utilizando os quatro pares de primers individualmente) e aqueles obtidos pela andlise por
BLAST, foi decidido selecionar linhagens SDF para repetir a varredura dos quatro genes de
viruléncia utilizando PCR convencional. Para garantir os parametros da reacdo e ser mais fiel ao
protocolo descrito nos trabalhos de referéncia (Ehling-Schulz et al., 2005a; Ehling-Schulz et al.,
2006), novas reagdes foram realizadas. Os critérios de sele¢do incluiram 20 linhagens SDF com
genomas completos sequenciados (SDF0005, SDF0008, SDF0009, SDF0010, SDF0011,
SDF0015, SDF0016, SDF0018, SDF0020, SDF0024, SDF0027, SDF0028, SDF0030, SDF0037,
SDF0062, SDF0063, SDF0068, SDF0080, SDF0098, SDF0141) todas as linhagens SDF
classificadas até aquele momento utilizando sequéncias de gene de rRNA 16S como espécies ndo
membro do grupo do B. cereus e as linhagens SDF com atividade hemolitica positiva nos testes
com incubacdo a 37 °C, totalizando 127 linhagens. As linhagens obtidas dos bancos de linhagens
utilizadas como controle também foram reavaliadas por PCR convencional. A relacdo completa
das SDF selecionadas para esta abordagem pode ser acessada na tabela S1 na secdo Informacéo
Suplementar.

A partir desta nova andlise, foi observado que dez linhagens SDF e cinco linhagens
controle possuem outros genes de viruléncia além dos obtidos na PCR multiplex. As linhagens
SDF0016 e SDF0027 foram negativas para todos os genes de viruléncia testados por PCR
multiplex e positivas para o gene cytK utilizando PCR convencional. As linhagens SDF0062 e
SDF0169 foram positivas para nhe e hbl amplificados por PCR convencional e haviam
apresentado resultado negativo para todos os genes pelo sistema de PCR multiplex. A linhagem
SDF0037, que também havia sido negativa para todos os genes por PCR multiplex, foi positiva
para cytK, nhe e hbl na abordagem por PCR convencional.
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Para as linhagens SDF0056 e SDF0147, negativas para todos os genes avaliados por PCR
multiplex, foram positivas para cytK e nhe por PCR convencional. As linhagens SDF0030,
SDF0100 e SDF0101 foram positivas para apenas cytK por multiplex, mas na amplificacdo por
PCR convencional foram positivas para cytK, nhe e hbl. Por fim, as linhagens controles 6A5,
6A13, 6A24, 9A2 e CCGB-IOC 1163 (Tabela 2), que haviam sido positivas para cytK e nhe por
abordagem multiplex, foram positivas para cytK, nhe e hbl na amplificacdo por PCR
convencional. Estes resultados estdo demonstrados na figura 9.

Apds a execucdo da PCR convencional aplicada as linhagens SDF selecionadas,
adicionalmente aos resultados obtidos pela PCR multiplex, foi determinado o perfil toxigénico de
250 linhagens SDF da CBafes. Dessas, 61 linhagens (24,4%) foram positivas para, pelo menos,
um dos quatro genes de viruléncia nas condi¢des abordadas neste trabalho.

O perfil mais abundante na colecdo foram linhagens que carregam simultaneamente 0s
genes da citotoxina K — cytK — e toxina ndo-hemolitica — nhe — correspondendo a 22 (8,8%) das
linhagens analisadas (Tabela 4; perfil D). O segundo perfil mais abundante foram as SDF que
contém apenas o gene cytK (Tabela 4; perfil F), sendo 18 (7,2%) linhagens, seguido do terceiro
perfil mais ocorrente, 6 (2,4%) SDF que contém os trés genes — cytK, nhe e hbl (Tabela 4, perfil
A). Cinco SDF (2%) contém os genes nhe e hbl (Tabela 4, perfil E). Trés linhagens SDF (1,2%)
contém os genes cytK e hbl (Tabela 4, perfil C) e 3 contém apenas o gene nhe (Tabela 4, perfil
H). Uma linhagem carrega apenas o gene hbl (0,4%; Tabela 4, perfil G), uma carrega 0s genes
ces e nhe (0,4%; Tabela 4, perfil B) e duas linhagens (0,8%) carregam apenas o gene ces (Tabela
4; perfil 1).

Conforme esperado, a maioria das linhagens SDF positivas para pelo menos um dos
quatro genes de viruléncia testados foram identificadas como membros do grupo do B. cereus por
meio de sequéncias de genes de rRNA 16S (Orem, 2018), sendo 47 (77,04%) das 61 linhagens
SDF positivas. Dentre estas, 30 foram identificadas como B. cereus ss, 13 como B. thuringiensis,

3 como B. anthracis e uma como B. toyonensis.
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Figura 9. Divergéncia na amplifcacdo de genes de viruléncia obtidas por PCR convencional e multiplex. Os
produtos obtidos por amplificacdo utilizando PCR convencional foram resolvidos em gel de agarose 1%. O nome
dos genes correspondentes esta indicado ao lado ou acima das respectivas bandas. Os nimeros que designam as
linhagens SDF estdo indicados na parte inferior de cada coluna. O marcador de massa molecular 100 bp ladder
(Promega) foi resolvido em paralelo.

A alta relagdo molecular entre B. cereus e B. thuringiensis inviabiliza a distin¢do entre
estas por meio de sequéncias de genes de rRNA 16S, que apresenta entre 99-100% de identidade
(Ehling-Schulz et al., 2011). Atualmente as duas espécies sdo diferenciadas quanto a presenca ou

auséncia de delta-endotoxinas com atividades para larvas de inseto (Ehling-Schulz e
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Messelhdusser, 2013). Neste trabalho, para a classificagdo das espécies foi considerada a maior
identidade de sequéncias consensos de gene de rRNA 16S (Tabela S1; Orem, 2018).

Tabela 4. Perfil toxigénico de linahgens SDF obtidos neste estudo

Perfil toxigénico Linhagens positivas (%) para os genes-alvo*
A (cytK*, nhe™, hbl*) 6(2,4)
B (ces*, nhe*) 1(0,4)
C (cytK*, hbl™) 3(1,2)
D (cytK*, nhe*) 22 (8,8)
E (nhe*, hbl*) 5(2,0)
F (cytk™) 18 (7,2)
G (hbl*) 1(0,4)
H (nhe*) 3(1,2)
I (ces’) 2 (0,80)
Total de amostras positvas 61 (24,4)

*total de amostras testadas: 250.

O alto nivel de relacdo molecular entre estas duas espécies e a consequente
impossibilidade de diferenciacdo no diagnostico laboratorial de surtos alimentares é observada
desde que foi detectada a presenca de genes de viruléncia tipicos de B. cereus em B. thuringiensis
nos anos 1990 (Griffiths, 1990; Damgaard et al., 1996). Isto sugere que alguns casos atribuidos
ao B. cereus podem, na verdade, ter sido causados por B. thuringiensis (Johler, et al., 2018).
Adicionalmente, o uso desta espécie como bioinseticida natural levanta a questdo de seguranca
alimentar, uma vez que as proteinas responsaveis pela acao inseticida (delta-endotoxinas: Cry e
Cyt) sdo produzidas durante a esporulacdo (Bravo et al., 2011). Corroborando esta afirmacéo, o
estudo de Johler et al. (2018) demonstrou que linhagens de B. thuringiensis usadas como
biopesticidas exibem toxicidade média em células Vero e que algumas destas ndo sdo
diferenciaveis de linhagens envolvidas em casos de surtos alimentares.

Além das linhagens SDF que compdem a CBafes, para algumas linhagens tipo
pertencentes ao grupo do B. cereus sl, utilizadas com controle (Tabela 2) neste estudo, também
apresentaram resultados diferentes quando avaliadas por PCR convencional. As linhagens B.
mycoides CCGB-IOC 6A13; B. weihenstephanensis CCGB-1I0OC 6A24, B. cereus CCGB-I0C
6A5 e B. thuringiensis var. jegathesan CCGB-IOC 1163 tinham sido positivas apenas para cytK e
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nhe quando testadas por PCR multiplex. Entretanto, por PCR convencional foi observada a
presenca adicional do gene hbl nestas linhagens (Tabela S2). E importante ressaltar que ja foram
relatadas a presenca de genes de viruléncia tipicos de B. cereus ss em algumas linhagens destas
especies (Thorsen et al., 2006; Johler et al., 2018; Miller et al., 2018). Os resultados obtidos
neste trabalho vé&o de encontro com estes achados.

Atualmente, 0 método padrdo para identificacdo de linhagens pertencentes ao grupo do B.
cereus em produtos alimenticios nos Estados Unidos € o cultivo em meio seletivo e/ou diferencial
juntamente com testes bioquimicos (Ehling-Schulz et al., 2005b; Miller et al., 2018). A
diferenciacdo rapida, eficiente e confidvel entre espécies patogénicas e ndo patogénicas
permanece sendo um desafio (Miller et al., 2018). Esta limitacdo atinge diretamente tanto os
produtores de alimentos, com destaque da industria de laticineos, quanto os 6rgaos regulatorios.

Neste trabalho, a deteccdo de linhagens de B. cereus sl portadoras de genes de viruléncia
com produtos associados a intoxicacdo alimentar isoladas de solo reforca a possibilidade de este
tipo de ambiente ser importante fonte de contaminacdo de alguns alimentos (Kramer e Gilbert,
1989; Andersson et al., 1995). A presenca de genes de viruléncia em B. cereus sl isolados de
diversas fontes vem sendo amplamente descrita nos ultimos anos, ainda que a grande maioria dos
estudos seja focada em isolados de alimentos, a alta incidéncia de linhagens toxigénicas é um
padrdo que se mostra constante.

2.5  Ocorréncia de genes de viruléncia em espécies alocadas fora do grupo do B. cereus

Desde a descoberta das enterotoxinas causadoras de surtos alimentares presentes no B.
cereus ss no final de 1950, acreditava-se que estas eram caracteristicas exclusivas desta espécie.
Além disto, a escassez de métodos de identificacdo de microrganismos, juntamente com a falta de
dados acerca de infeccBes alimentares de baixa complexidade contribuiu para que esta afirmacéo
fosse tida como verdadeira. Com o passar do tempo e o desenvolvimento de novas técnicas de
identificacdo de microrganismos, foi observado que algumas espécies membros do grupo do B.
cereus também eram toxigénicas e causadoras de doencas. Mais recentemente, novos métodos de
deteccdo de toxinas possibilitaram a descoberta de genes de viruléncia em espécies alocadas fora
do B. cereus sl.

Corroborando esta afirmacdo, além dos resultados esperados apresentados anteriormente,

apos a repeticdo das PCR de modo convencional, foi observado que 13 (21,31%) das 61
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linhagens SDF positivas para a presenga de genes de viruléncia avaliados eram espécies ndo
pertencentes ao grupo do B. cereus. Dentre estas, a linhagem SDF0016, que foi identificada como
B. simplex, revelou-se positiva para a presenca do gene cytK. A presenca desta toxina em B.
simplex foi demonstrada recentemente no estudo de De Bellis et al., (2015), em uma linhagem
isolada de sémola de trigo, ingrediente utilizado na confeccdo de pdes, que também continha
genes hbl e nhe. Adicionalmente, o estudo de Taylor et al. (2005) demonstrou que um isolado de
paciente de fibrose cistica possuia uma toxina termoestdvel com padrbes de purificacdo
comparaveis aos obtido de uma linhagem de B. cereus produtora de ces.

As linhagens SDF0027, SDF0103 e SDFO0147, identificadas como B. safensis por
sequéncia de gene de rRNA 16S, foram positivas para cytK, ces e cytK, e nhe, respectivamente.
Esta espécie foi primeiramente isolada em 2006 e apresenta maior identidade de sequéncia rRNA
16S com B. pumilus (Satomi et al.). Os membros do subgrupo do B. pumilus, que fazem parte do
grupo do B. subtilis, possuem cerca de 99,5% de identidade de sequéncias de gene rRNA 16S
(Alina et al., 2015). Adicionalmente, a identificagdo das linhagens SDF0103 e SDF0147 por
MALDI-TOF revelou que se trata de B. pumilus e B. altitudinis, respectivamente (Martins, 2018).

Esta alta identidade de sequéncias e a consequente dificuldade de diferenciar a duas
espécies utilizando somente este marcador molecular pode explicar a auséncia de isolados de B.
safensis em estudos que analisam Bacillus spp. do solo e produtos alimenticios, sendo o B.
pumilus mais frequentemente encontrado. Desta forma, do nosso conhecimento, até 0 momento
ndo ha na literatura estudos que associem o B. safensis as toxinas encontradas neste trabalho, mas
sim, B. pumilus, espécie a qual ja foi associada aos genes de viruléncia analisados neste estudo,
descrito abaixo.

Identificadas como B. pumilus, as linhagens SDF0115, SDF0201 e SDF0207 foram
positivas para 0s genes ces; cytK e nhe; e nhe, respectivamente. Em concordancia com estes
resultados, Nieminen et al. (2007) isolaram uma linhagem de B. pumilus de leite positiva para
genes ces, codificadores de cereulideo sintetases. O gene nhe também ja havia sido associado a
esta espécie em isolados clinicos, onde 71% carregava o gene nheA, 50% nheB e 57% nheC
(Celandroni et al., 2016). Osman et al. (2018) isolaram B. pumilus de carnes de frango, positivos
para nhe, hbl e cytK, e carne bovina, positivos para nhe.

A linhagem SDF0037, identificada como L. sphaericus por sequéncias de rRNA 16S, foi
positiva para os genes cytK, nhe e hbl. Em razdo da toxicidade contra larvas de mosquitos,
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inseticidas derivados desta espécie sdo frequentemente utilizados em controle biolégico. Rojas-
Pinzdn e Dussan (2017) demonstraram que a presenca de hemolisina D (HbID) atua na toxicidade
contra as larvas de mosquito. Apesar disto, ndo ha na literatura registro da presenca de gene hbl
em genomas desta espécie. Em concordancia com este resultado, e evidenciando a importancia de
seguranca alimentar, Osman et al. (2018) isolaram linhagens de L. sphaericus originarias de
carne de frango contendo os genes nhe e cytK.

A linhagem SDFO0056, identificada como B. megaterium por sequéncias de gene rRNA
16S, foi positiva para cytK e nhe. Esta espécie ja havia sido associada a genes de viruléncia em
2001, quando Rowan et al. isolaram uma linhagem de formula infantil portadoras de genes hblA,
hbIC e hbID. De encontro ao resultado obtido neste trabalho, o estudo de Celandroni et al. (2016)
isolou uma linhagem desta espécie de casos clinicos que é positiva para o gene nheA. Também,
Osman et al. (2018) isolaram duas linhagens de B. megaterium de carne de frango positivas para
cytK.

A linhagem SDFO0169, identificada como B. depressus, foi positiva para nhe e hbl. O B.
depressus foi primeiramente isolado de solo em um campo de girass6is na China e proposto
como nova espécie em 2015 (Wei et al.). Ndo ha na literatura descricdo da presenca de genes de
toxinas nesta espécie, e nem em B. gottheilii, espécie com maior identidade de sequéncia de gene
de rRNA 168S.

Identificada como P. ginsengagri, a linhagem SDF0227 foi positiva para 0s genes nhe e
hbl. O isolamento e a presenca de genes de viruléncia comumente associados ao B. cereus foram
recentemente descritos em espécies do género Paenibacillus. Celandroni et a.l. (2016) isolaram
P. glucanolyticus, P. lautus e P. amylolyticus e demonstram que esta Ultima espécie porta
sequéncia de gene nhe. Em outro estudo, dentre isolados originarios de carne congelada
importada, duas linhagens foram identificadas como P. alvei e eram positivas para os genes cytK,
nhe e hbl (Osman et al., 2018).

As SDF0025, identificada como B. subtilis, foi positiva para o gene cytK. O estudo de
Pedersen et al., (2002) isolaram uma linhagem desta espécie positiva para a toxina emética. A
SDF0195, identificada, Brevibacillus laterosporus, também foi positiva para o gene cytkK. N&o
h&, no nosso conhecimento, estudos que relacionem Brevibacillus laterosporus aos genes de

viruléncia comumente descritos para B. cereus sl.
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Por fim, a SDF0062, que ainda esta em processo de classificacdo, foi positiva para os
genes nhe e hbl.

Dentre as 13 linhagens SDF positivas identificadas como espécies fora de B. cereus sl, 0s
genes mais encontrados foram cytK (61,5%) e nhe (53,8%) seguido de hbl e ces (15,3%) A
predominancia foi semelhante nos 47 membros positivos do B cereus sl, onde o gene mais
abundante foi o cytK (87,2%) seguido de nhe (61,7%), hbl (25,5%) e ces (2,1%) (Figura 10).

15,3
ces
|| 21
15,3
hbi
| 25,5
nhe 53,8
| 61,7
61,5
cytk
87,2
0 20 40 60 80 100

Fora de B. cereus sl M B. cereus sf

Figura 10. Prevaléncia de genes de viruléncia em linhagens SDF utilizadas neste trabalho. O percentual (%) de
genes cytK, nhe, hbl e ces comparando as SDF identificadas como espécies alocadas dentro e fora do grupo do B.
cereus esta descrito ao lado das respectivas barras no gréfico para cada gene.

A linhagem tipo G. stearothermophilus 9A2 (Tabela 2), além dos genes cytK e nhe
obtidos por PCR multiplex, foi positiva para o gene hbl quando submetida a PCR convencional
(Tabela S2). Este resultado reforca a importancia relacionada a seguranca alimentar que deve ser
dada a esta espécie termofilica, visto que esta é contaminante frequente de alimentos (Tai et al.,
2004; Scott et al., 2007; Postollec et al., 2012 Lucking et al., 2013) e resistente aos processos
industriais, como a pasteurizacao (Lucking et al., 2013).

Os resultados obtidos neste trabalho corroboram a afirmacéo de plasticidade genémica e
potencialidade de viruléncia de outras espécies fora do grupo do B. cereus (Kolsto et al., 2009;

Ehling-Schulz e Messelhduser, 2013). Além disto, demonstram a importancia de estudos que
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acessem 0s genes causadores de infec¢Oes alimentares em outras espécies, principalmente quando
levada em consideracdo a contaminacdo por estes organismos nos processos de produgédo e

conservacao de alimentos.

3. Analises das sequéncias de genes de viruléncia em linhagens SDF

Os genes de viruléncia obtidos por PCR foram submetidos ao sequenciamento
bidirecional pelo método de Sanger a fim de avaliar o nivel de identidade entre as sequéncias
originarias de diferentes espécies. Para a avaliacdo da identidade das sequéncias, a fitas senso e
anti-senso com PHRED >20 foram transformadas em sequéncias consenso utilizando a
ferramenta CAP — Contig Assembly Program — do Bioedit e o alinhamento local realizado
utilizando a ferramenta BLAST.

O gene que codifica a toxina CytK foi o mais amplificado, estando presente em 47
linhagens SDF. Dentre estas, 37 sequéncias apresentaram qualidade desejada em ambas as fitas e
foram transformadas em sequéncias consenso para analise. Para duas linhagens (SDF0061 e
SDFO0089) apenas a sequéncia das fitas senso (forward) e outras duas (SDF0250 e SDF0300) da
anti-senso (reverse) dos genes de viruléncia apresentaram qualidade adequada para a analise por
BLAST (Tabela 5).

De um modo geral, todas as sequéncias de cytK amplificadas tiveram a faixa de
identidade alta com sequéncias deste gene provenientes de espécies do grupo do B. cereus
disponiveis no NCBI, sendo a menor 92% (SDF0303). Adicionalmente, os produtos de PCR
continham tamanhos proximos ao esperado, de 421 pares de bases (pb).

Para este gene, duas linhagens SDF dentre as 37 positivas foram identificadas como
espécies fora do grupo do B. cereus. As sequéncias de cytK das linhagens SDF0025, identificada
como B. subtilis, e a SDF0201, identificada como B. pumilus, apresentaram 97% e 98% de
identidade, respectivamente, com o gene da citotoxina K de de B. cereus ss. A alta relacdo
filogenética com o ort6logo de B. cereus — espécie referéncia para genes de viruléncia abordados
neste trabalho — sugere a ocorréncia de TGH (Ravenhall et al., 2015).

A anélise de evidéncias de THG por melhor hit de sequéncias utilizando BLAST (método
filogenético implicito) é uma abordagem simples e rapida. Estas caracteristicas sao decorrentes,
principalmente, da dispensa de construcdo de &rvores filogenéticas (Ravenhall et al., 2015).

Porém, este método apresenta limitacBes, notadamente, pela dependéncia de informacoes
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depositadas em bancos de dados (Koski e Golding, 2001) e, portanto, deve ser associada a outras

técnicas.
As sequéncias de cytK das linhagens SDF0016, SDF0027, SDF0037, SDF0056, SDF0147

e SDF0283 nédo foram obtidas com qualidade necessaria em nenhuma das duas fitas, e, portanto,

ndo foram submetidas a anélise por BLAST.

Tabela 5. Andlise das sequéncias do gene cytK de linhagens SDF

Identificacdo rRNA ID Tamanho do
SDF 1689(%) Sequéncia BLAST Melhor hit fragmento*
(%) (pb)
0006 Bacillus cereus (98) Consenso 97 Bacillus cereus 405
0016 Bacillus simplex (98) PHRED <20 ND ND ND
0022 Bacillus cereus (100) Consenso 98 Bacillus cereus 409
0025 Bacillus subtilis (97) Consenso 97 Bacillus cereus 416
0027 Bacillus safensis (100) PHRED <20 ND ND ND
Bacillus thuringiensis .
0030 (99%) Consenso 97 Bacillus cereus 417
0032 Bacillus cereus (98) Consenso 96 Bacillus cereus 429
oo37 Lysinibacillus PHRED <20 ND ND ND
sphaericus (99)
oose  Bacillus megaterium PHRED <20 ND ND ND
(99)
0061 Bacillus cereus (99) Senso 99 Bacillus cereus 365
0089 SRl Senso 97 Bacillus cereus 199
(100)
0100 (Bga gc)/ llus thuringiensis Consenso 97 Bacillus cereus 402
0101 Bacillus cereus (96) Consenso 96 BC.TCI”.US . 433
thuringiensis
0119 Bacillus cereus (100) Consenso 98 Bacillus cereus 411
0147 Bacillus safensis (98) PHRED <20 ND ND ND
. Bacillus
0155 Bacillus cereus (100) Consenso 97 N 430
thuringiensis
0159 Bacillus cereus (97) Consenso 96 Bacillus cereus 435
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Identificacdo rRNA ID Tamanho do
SDF 1689(%) Sequéncia BLAST Melhor hit fragmento*
(%) (pb)
0161 Bacillus thuringiensis Consenso 97 Bacillus cereus 416
(100)
0178 Bacillus thuringiensis Consenso 97 Bqa/lys . 430
(98) thuringiensis
0182 Bacillus cereus (98) Consenso 97 Bacillus cereus 413
0186 Bacillus anthracis (99) Consenso 97 Bacillus cereus 413
0201 Bacillus pumilus (97) Consenso 98 Bacillus cereus 416
. Bacillus
0221 Bacillus cereus (96) Consenso 97 N 414
thuringiensis
0224 (Bga 6c)//lus thuringiensis Consenso 97 Bacillus cereus 420
0225 LTI S Consenso 99 Bacillus cereus 376
(100)
0226 Bacillus cereus (96) Consenso 97 Bacillus cereus 415
0229 Bacillus cereus (98) Consenso 98 Bacillus cereus 417
0232 Bacillus cereus (98) Consenso 96 Bacillus cereus 418
0239 Bacillus cereus (98) Consenso 98 Bacillus cereus 417
. Bacillus
0248 Bacillus cereus (100) Consenso 98 N 426
thuringiensis
0249 Bacillus cereus (96) Consenso 96 Bacillus cereus 429
0250 Bacillus cereus (98) Anti-senso 96 Bacillus cereus 320
0257 Bacillus thuringiensis Consenso 93 Bclval/.us . 442
(96) thuringiensis
0270 Bacillus cereus (97) Consenso 94 Bacillus cereus 412
0276 Bacillus thuringiensis Consenso 96 Bclval/.us . 435
(99) thuringiensis
0283 Bacillus cereus (100) PHRED <20 ND ND ND
0286 Bacillus cereus (99) Consenso 95 Bacillus cereus 432
0288 Bacillus thuringiensis Consenso 97 Bacillus cereus 418
(100)
0294 LR/ i Consenso 97 Bacillus cereus 422

(100)
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Identificagdo rRNA ID Tamanho do

SDF Sequéncia BLAST Melhor hit fragmento*
16S (%
() (%) (pb)
0295 Bacillus cereus (100) Consenso 94 B(.JCI”.US . 436
thuringiensis
0299 Bacillus cereus (99) Consenso 96 B(.JCI”.US . 433
thuringiensis
0300 Bacillus cereus (99) Anti-senso 99 B(.JCI”.US . 350
thuringiensis
0301 Bacillus thuringiensis Consenso 97 B(.JCI//.US . 432
(98) thuringiensis
Bacillus thuringiensis .
0303 (97%) Consenso 92 Bacillus cereus 440
0304 Bacillus cereus (99) Consenso 99 B(.JCI”.US . 389
thuringiensis
0305 Bacillus cereus (99) Consenso 97 Bacillus cereus 426
0310 Bacillus cereus (99) Consenso 98 Bacillus cereus 399

ND: Né&o determinado.
*Tamanho do fragmento relativo a sequéncia obtida utilizando a ferramenta CAP do Bioedit.

O gene nhe codificador da toxina ndo-hemolitica (Nhe) foi amplificado em 37 linhagens
SDF, sendo o segundo gene mais encontrado. Dentre estas, 20 linhagens tiveram as duas
sequéncias (senso e anti-senso) amplificadas com qualidade adequada (PHRED >20) e foram
transformadas em sequéncias consenso para analise BLAST. Para a linhagem SDF0299 apenas a
fita senso foi amplificada com qualidade para a analise e 5 (SDF0250, SDF0272, SDF0278,
SDF0295 e SDF0303) tiveram apenas a fita anti-senso (Tabela 6).

Para este gene, as sequéncias obtidas apresentaram alta identidade com os ortélogos de
espécies do grupo do B. cereus (Tabela 6). Com exce¢do da SDF0232, identificada como B.
cereus, mas que teve maior identidade de sequéncia com gene nhe de B. licheniformis, de 82%
em 421 pb. O tamanho esperado do produto de PCR para nhe é de 766 pb, préximo ao obtido na
maioria das linhagens, exceto 7 sequéncias que foram menores que 700 pb.

As sequéncias das linhagens SDF0030, SDF0037, SDF0056, SDF0062, SDF0100,
SDF0101, SDF0147, SDF0169, SDF0249, SDF0257 e SDF0288 nao foram obtidas com

gualidade suficiente para analise por BLAST.
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Tabela 6. Analise das sequéncias do gene nhe das linhagens SDF

e ID
SDF |dentificagdo rRNA Sequéncia BLAST Melhor Hit Tama”hi do
16S (%) (%) fragmento* (pb)
0030 (Bgc;c)/l/us thuringiensis o 10D <20 ND ND ND
0032 Bacillus cereus (98) Consenso 98 Bacillus cereus 719
o037 Lysinibacillus PHRED <20 ND ND ND
sphaericus (99)
Bacillus toyonensis Bacillus
C 7
0053 (98) onsenso 9 weihenstephanensis >6
0056 ’(39‘7;)’””5 megaterium  pLRED <20 ND ND ND
0062 Sem identificacdo PHRED <20 ND ND ND
0089 Bacillus anthracis Consenso 93 Bacillus cereus 705
(100)
0100 Bacillus thuringiensis PHRED <20 ND ND ND
(98)
0101 Bacillus cereus (96) PHRED <20 ND ND ND
0147 Bacillus safensis (98) PHRED <20 ND ND ND
0161 Bacillus thuringiensis Consenso 94 Bacillus cereus 771
(100)
Bacillus depressus
0169 PHRED <20 ND ND ND
(90)
0178 .;?90 ;)I llus thuringiensis Consenso 92 Bacillus cereus 755
Bacillus anthracis Bacillus
0181 (100) Consenso %6 weihenstephanensis 757
0182 Bacillus cereus (98) Consenso 88 Bacillus cereus 776
0201 Bacillus pumilus (97) Consenso 93 Bacillus cereus 769
0207 Bacillus pumilus (99) Consenso 95 Bacillus cereus 752
Bacill
0219 Bacillus cereus (98) Consenso 95 . aciius . 759
weihenstephanensis
0227 P(.Jen/baalh./s Consenso 96 Bacillus cereus 722
ginsengagri (100)
0232 Bacillus cereus (98) Consenso 82 Bacillus licheniformis 421
0249 Bacillus cereus (96) PHRED <20 ND ND ND
0250 Bacillus cereus (98) Anti-senso 96 Bacillus cereus 668
0257 1(3;63’”“5 thuringiensis — peep <20 ND ND ND
0272 Bacillus cereus (97) Anti-senso 98 Bacillus cereus 310
0278 Bacillus cereus (97) Anti-senso 95 Bacillus cereus 557
0283 Bacillus cereus (100) Consenso 84 Bacillus cereus 800
0286 Bacillus cereus (99) Consenso 98 Bacillus cereus 763
0288 Bacillus thuringiensis PHRED <20 ND ND ND

(100)
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ID

SDF Identificagao rRNA Sequéncia BLAST Melhor Hit Tama”hi do
16S (%) (%) fragmento* (pb)
0294 Bacillus thuringiensis Consenso 92 Bacillus cereus 212
(100)
0295 Bacillus cereus (100) Anti-senso 90 Bacillus cereus 312
0299 Bacillus cereus (99) Senso 94 Bacillus cereus 333
0300 Bacillus cereus (99) Consenso 82 Bacillus cereus 794
0301 (390 86)’ B R Consenso 89 Bacillus cereus 344
0303 (39076)’ llus thuringiensis Anti-senso 97 Bacillus cereus 699
0304 Bacillus cereus (99) Consenso 89 Bacillus cereus 332
0305 Bacillus cereus (99) Consenso 90 Bacillus thuringiensis 250
0310 Bacillus cereus (99) Consenso 87 Bacillus cereus 775

ND: Né&o determinado.
*Tamanho do fragmento relativo a sequéncia obtida utilizando a ferramenta CAP do Bioedit.

O gene da hemolisina BL (hbl) foi amplificado em 17 linhagens SDF, e 9 tiveram as
sequéncias senso e anti-senso obtidas com qualidade e transformadas em consenso para analise
BLAST. Uma linhagem (SDF0257) teve apenas a sequéncia senso utilizada (Tabela 7). O
tamanho esperado do fragmento correspondente ao gene hbl amplificado por PCR é 1.091 pb.

As sequéncias relativas a este gene apresentaram alta identidade relativo a faixa analisada
de genes de espécies do grupo do B. cereus, sendo a menor de 87%. Com excecdo da SDF0250,
que apresentou maior identidade com o gene de viruléncia de B. licheniformis, com 84%. A
SDF0257, identificada como P. ginsengagri por rRNA 16S, teve melhor hit BLAST com gene de
B. cereus (90%).

A fita senso da linhagem SDF0257 foi a utilizada nesta analise. As sequéncias das
linhagens SDF0037, SDF0062, SDF0100, SDF0101, SDF169, SDF0248 e SDF0271 n&do foram

obtidas com qualidade suficiente para analise por BLAST.

Tabela 7. Andlise das sequéncias do gene hbl das linhagens SDF

e ID
SDF |dentificagdo rRNA Sequéncia BLAST Melhor Hit Tama”hi do
16S (%) (%) fragmento* (pb)
0030 LR/ D Consenso 96 Bacillus thuringiensis 987

(99)
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ID

SDF Identificacao rRNA Sequéncia BLAST Melhor Hit Tama”hi do
16S (%) (%) fragmento* (pb)
o037 Lysinibacillus PHRED <20 ND ND ND
sphaericus (99)
0062 Sem idenfiticagdo PHRED <20 ND ND ND
0100 g’gc)’”"’s thuringiensis o eeD <20 ND ND ND
0101 Bacillus cereus (96) PHRED <20 ND ND ND
o169 Bacillus depressus PHRED <20 ND ND ND
(90)
0219 Bacillus cereus (98) Consenso 97 Bacillus cereus 1030
0227 P(.JenIbGCI//L.IS Consenso 90 Bacillus cereus 834
ginsengagri (100)
0235 (Bga ;)/I/us thuringiensis Consenso 89 Bacillus thuringiensis 830
0239 Bacillus cereus (98) Consenso 87 Bacillus cereus 175
0248 Bacillus cereus (100) PHRED <20 ND ND ND
0249 Bacillus cereus (96) Consenso 95 Bacillus cereus 291
0250 Bacillus cereus (98) Consenso 84 Bacillus licheniformis 861
0257 1(390 6(:)/I/us thuringiensis Senso 93 Bacillus cereus 192
0271 Sem identificagdo PHRED <20 ND ND ND
0272 Bacillus cereus (97) Consenso 87 Bacillus cereus 775
0276 (Bga 9(:)/I/us thuringiensis Consenso 89 Bacillus cereus 275

ND: Né&o determinado.
*Tamanho do fragmento relativo a sequéncia obtida utilizando a ferramenta CAP do Bioedit.

Por fim, o gene da cereulideo sintetase (ces) foi amplificado em 3 linhagens SDF e apenas
a fita anti-senso foi obtida com qualidade para analise por BLAST (Tabela 8). O tamanho do
fragmento de PCR esperado para este gene € de 1.271 pb.

A sequéncia da fita anti-senso de ces da SDFO0115, identificada como B. pumilus por
sequéncia do gene rRNA 16S, teve identidade de 96% com o ortologo de B. safensis. Como dito
anteriormente, estas duas espécies sdo altamente relacionadas, com alta identidade de sequéncia
rRNA 16S (99%) e, portanto, ndo podem ser disntinguidas por este método.

As sequéncias das SDF0103 e SDF0181 nédo foram obtidas com qualidade suficiente para
analise por BLAST.
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Tabela 8. Andlise das sequéncias do gene ces das linhagens SDF

- Tamanho do
Identificacdo rRNA . ID BLAST . «
SDF 165 (%) Sequéncia (%) Melhor Hit frag(rgs)nto
0103 Bacillus safensis (98) PHRED <20 ND ND ND
0115 Bacillus pumilus (99) Anti-senso 96 Bacillus safensis 656
0181 Bacillus anthracis PHRED <20 ND ND ND
(100)
ND: néo determinado.
*Tamanho do fragmento relativo a sequéncia obtida utilizando a ferramenta CAP do Bioedit.
4. Classificacdo de linhagens SDF baseada em sequéncias de genes de rRNA 16S

As linhagens SDF da CBafes estdo em processo de caracterizacdo polifasica. Este
processo inclui metodologias de microbiologia classica, sequéncias de gene rRNA 16S, genomas
completos, perfil bioquimico, MALDI-TOF MS, ultraestrutura de esporos, entre outros
(Cavalcante et al., 2018; Martins, 2018; Orem, 2018). A fim de complementar a identificacdo do
acervo de linhagens SDF (SDF0001-0312), que 0 nosso grupo realizou anteriormente, baseada
em sequéncias de gene de rRNA 16S e ampliar o conhecimento acerca dos genes de viruléncia

em especies de bafes, 75 linhagens SDF foram identificadas durante este trabalho.

V1. Consideragdes Finais

O presente trabalho teve como objetivo acessar o perfil de genes de viruléncia associado
ao potencial patogénico de Bafes isoladas de solo do DF, grupo que compreende algumas
espécies de bactérias responsaveis pela contaminagdo de produtos alimenticios e causadoras de
surtos de intoxicacdo alimentar.

Considerando os problemas de seguranca alimentar, os resultados obtidos indicam o
potencial patogénico de espécies dentro e fora do grupo do B. cereus. Dentre as 250 linhagens
SDF testadas, 61 foram positivas para um ou mais genes de viruléncia abordados neste trabalho,
e 13 foram identificadas como espécies fora do B. cereus sl. Dentre as linhagens positivas,
especies que merecem atencdo especial na industria em razdo das condi¢bes Otimas de

crescimento e capacidade de sobrevivéncia, como B. weihenstephanensis e G. stearotermophilus.
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Estes resultados evidenciam a necessidade de atencdo a este grupo de bactérias nos
variados niveis de producdo e conservacdo de alimentos, e, também, do desenvolvimento das
técnicas de deteccdo de patdgenos e toxinas. Portanto, comprovam que espécies de Bafes fora do
grupo do B. cereus devem ser consideradas de risco de saude publica aos consumidores, tanto

quanto as espécies de B. cereus sl.
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VII.

Informacéo Suplementar

Tabela S1. Perfil toxigénico das linhagens SDF. As 250 linhagens SDF utilizadas neste trabalho foram avaliadas quanto a atividade hemolitica
em &gar sangue e presenca de genes de viruléncia, por PCR.

Linhagem Identificacdo de maior | NUmero de | Hemoélise | Hemdlise PCR multiplex PCR convencional
identidade (%) Acesso* 28 °C 37°C | cytk | nhe | hbl | ces | cytk | nhe | hbl | ces
SDF0001 | Bacillus pumilus (99%) MH356287 POS NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDFO002 | Bacillus safensis (99%) MH356288 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDFO003 | Bacillus subtilis (97%) MH356289 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDF0004 | Bacillus pumilus (99%) MH356290 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDFO005 g;’;')bac’”"sfus’form’s MH356291 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
()
SDF0006 | Bacillus cereus (98%) MH356292 POS NEG POS | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDF0007 | Bacillus circulans (99%) MH356293 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDFO008 | Paenibacillus alvei (99%) | MH356294 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDF0009 | Bacillus simplex (99%) MH356295 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDFO010 | Bacillus clausii (99%) MH356296 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDFO011 | Bacillus pumilus (100%) MH356297 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDF0012 | Bacillus clausii (99%) MH569343 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDFO013 | Bacillus safensis (99%) MH356298 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDF0014 ’(ggrg;’j’ac’ﬂus borstelensis | 111356209 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
(]
SDF0015 | Bacillus oleronius (99%) MH356300 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDFO016 | Bacillus simplex (98%) MH356301 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | POS | NEG | NEG | NEG
SDF0017 | Bacillus altitudinis (99%) | MH356302 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDF0018 | Bacillus clausii (100%) MH356303 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDF0019 2’;’;;[’ acillus sphaericus MH356304 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
(]
-
SDF0020 | lrg;’o/b)ac’/ lus laterosporus |\ 13ce305 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
()
SDF0021 | Bacillus pumilus (94%) MH569344 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
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Linhagem Identificacio de maior | Numero de | Hemélise | Hemédlise PCR multiplex PCR convencional
identidade (%) Acesso™ 28 °C 37°C |cytk | nhe | hbl | ces | cytk | nhe | hbl | ces
SDF0022 | Bacillus cereus (100%) MH356306 POS POS POS | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDF0023 | Paenibacillus alvei (99%) | MH569345 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDF0024 | Bacillus simplex (95%) MH569346 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDF0025 | Bacillus subtilis (97%) MH569347 POS POS POS | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDF0026 | Bacillus pumilus (97%) MH356307 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDF0027 | Bacillus safensis (100%) MH356308 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | POS | NEG | NEG | NEG
SDF0028 | Paenibacillus alvei (100%) | MH356309 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDF0029 | Bacillus aryabhattai (99%) MH356310 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDF0030 fg"gg)"s thuringiensis MH356311 NEG NEG POS | NEG | NEG | NEG | POS | POS | POS | NEG
()
SDF0032 | Bacillus cereus (98%) MH356312 POS POS POS | POS | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDFO033 | ND ND NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDF0034 | Bacillus pumilus (100%) MH356313 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDF0035 | Bacillus pumilus (100%) MH356314 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDF0036 | Bacillus altitudinis (99%) | MH569315 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDF0037 g;’;;bac’”"s sphaericus | \1113s6316 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | POS | POS | NEG | NEG
()
SDFO038 | ND ND NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDF0043 | Bacillus safensis (98%) MH356317 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDF0044 | Bacillus pumilus (99%) MH356318 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDF0046 | Bacillus pumilus (99%) MH356319 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDF0047 ’(39";%”5 megaterium MH356320 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
()
SDF0049 | Bacillus aryabhattai (99%) | MH356321 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDF0050 (B;;%US megaterium MH356322 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
0
SDFO051 ?;9%“5 megaterium MH356323 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
(]
SDF0052 | Bacillus pumilus (100%) MH356324 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
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Linhagem Identificagdo de maior | Ndmero de Hemoélise Hem?lise PCR multiplex PCR convencional

identidade (%0) Acesso* 28 °C 37°C | cytK | nhe | hbl | ces | cytK | nhe | hbl | ces
SDF0053 | Bacillus toyonensis (98%) | MH356325 POS POS NEG | POS | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDF0054 ’(39‘7;%”5 megaterium MH356326 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDF0055 | Bacillus aryabhattai (98%) | MH356327 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDF0056 ‘f;;;/)“s megaterium MH356328 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | POS | POS | NEG | NEG
SDF0057 ’(39";;/)“5 megaterium MH356329 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDFO060 | Bacillus pumilus (100%) MH356330 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDFO061 | Bacillus cereus (99%) MH356331 POS POS POS | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDFO062 | ND ND POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | POS | POS | NEG
SDF0063 g;’;;b acillus xylanilyticus |y 1306333 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDF0064 f;;;l)us megaterium MH356334 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDFO065 | Bacillus aryabhattai (98%) | MH356335 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDF0066 fg‘g"%')”embacmus PYEnts 1 MH3s56336 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDF0068 | Bacillus simplex (100%) MH356337 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDF0069 79";;/)“5 megaterium MH356338 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDFO070 | Bacillus pumilus (99%) MH356339 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDF0071 | Bacillus pumilus (98%) MH356340 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDF0072 ?9";;/)“5 megaterium MH569350 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDF0074 ?;9%”5 megaterium MH356341 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDF0075 | Bacillus simplex (99%) MH356342 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDF0076 ’(39";;/)”5 megaterium MH356343 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
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Linhagem Identificacio de maior | Numero de | Hemélise | Hemédlise PCR multiplex PCR convencional

identidade (%0) Acesso* 28 °C 37°C | cytK | nhe | hbl | ces | cytK | nhe | hbl | ces

SDF0078 f;;;/)“s megaterium MH356344 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
0

SDF0079 | Bacillus pumilus (98%) MH356345 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D

SDFO080 | Paenibacillus alvei (99%) | MH356346 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG

SDF0082 | Bacillus aryabhattai (99%) | MH356347 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D

SDF0084 | Bacillus safensis (98%) MH356348 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG

SDF0086 | Bacillus aryabhattai (98%) | MH356349 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D

SDF0087 | Bacillus pumilus (99%) MH356350 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG

SDF0089 | Bacillus anthracis (100%) | MH356351 POS POS POS | POS | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D

SDF0090 | Bacillus pumilus (99%) MH569352 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG

SDF0091 | Bacillus safensis (98%) MH356352 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG

SDF0092 | Bacillus pumilus (98%) MH356353 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG

SDF0093 | Bacillus safensis (100%) MH356354 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG

SDF0094 ’(39";;/)“5 megaterium MH356355 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
0

SDF0095 Zaggi/“)s megaterium MH356356 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D

0
SDF0096 Zaggi/“)s megaterium MH356357 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
0

SDF0097 ?9";;/)“5 megaterium MH356358 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
0

SDF0098 | Bacillus safensis (98%) MH356359 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG

SDF0099 ’(39";%”5 megaterium MH356360 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
(]

SDF0100 ’(39";%”5 thuringiensis MH569353 POS POS POS | NEG | NEG | NEG | POS | POS | POS | NEG
0

SDF0101 | Bacillus cereus (96%) MH569354 POS POS POS | NEG | NEG | NEG | POS | POS | POS | NEG

SDF0102 | Bacillus pumilus (96%) MH356361 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG

SDF0103 | Bacillus safensis (98%) MH356362 NEG POS NEG | NEG | NEG | POS | N/D | N/D | N/D | N/D
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Linhagem Identificagéo de maior | NGmero de | Hemolise | Hemdlise PCR multiplex PCR convencional

identidade (%) Acesso* 28 °C 37°C  |cytk | nhe | hbl | ces |cytk | nhe | hbl | ces
SDF0104 | Bacillus pumilus (99%) MH356363 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDF0105 | Bacillus pumilus (100%) MH356364 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDF0106 | Bacillus safensis (100%) MH356365 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDF0108 | Bacillus pumilus (94%) MH569355 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDF0110 Zaggi/‘:)s amyloliquefaciens | 1/ 13ce3c6 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDF0112 | Bacillus pumilus (100%) MH356367 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDF0113 | Bacillus pumilus (100%) MH569356 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDF0114 | Bacillus pumilus (98%) MH569357 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDFO115 | Bacillus pumilus (99%) MH356368 POS POS NEG | NEG | NEG | POS | NEG | NEG | NEG | POS
SDF0117 | Bacillus altitudinis (92%) | MH356369 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDF0118 ’(39"96;/)“5 megaterium MH356370 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDF0119 | Bacillus cereus (100%) MH356371 POS POS POS | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDF0120 | Bacillus pumilus (100%) MH356372 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDF0121 | Bacillus pumilus (100%) MH356373 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDF0122 | Bacillus safensis (100%) MH356374 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDF0123 | Bacillus pumilus (100%) MH356375 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDF0124 | Bacillus cereus (99%) MH569359 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDF0125 | Bacillus pumilus (100%) MH356376 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDF0126 | Bacillus pumilus (100%) MH356377 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDF0127 | Bacillus siamensis (98%) MH356378 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDF0128 | Bacillus subtilis (99%) ND NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDF0129 | Bacillus pumilus (100%) MH356379 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDF0130 | Bacillus pumilus (99%) MH356380 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDF0131 | Bacillus pumilus (99%) MH356381 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDF0132 | Bacillus pumilus (99%) MH356382 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDF0133 | Paenibacillus alvei (99%) | MH356383 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
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Linhagem Identificagéo de maior | NGmero de | Hemolise | Hemdlise PCR multiplex PCR convencional

identidade (%) Acesso* 28 °C 37°C  |cytk | nhe | hbl | ces |cytk | nhe | hbl | ces
SDF0134 | Bacillus safensis (100%) MH356384 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDFO135 | Bacillus pumilus (100%) MH356385 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDFO136 | Bacillus pumilus (99%) MH356386 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDF0137 | Bacillus pumilus (99%) MH356387 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDFO138 | Bacillus pumilus (95%) MH356388 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDFO139 | Bacillus pumilus (94%) MH569360 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDF0140 | Bacillus pumilus (97%) MH569361 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDF0141 | Bacillus pumilus (99%) MH356389 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDF0142 | Bacillus pumilus (99%) MH356390 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDF0143 | Bacillus pumilus (94%) MH356391 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDF0144 | Bacillus simplex (99%) MH356392 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDF0145 | Bacillus pumilus (99%) MH356393 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDF0146 | Bacillus pumilus (98%) MH356394 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDF0147 | Bacillus safensis (98%) MH356395 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | POS | POS | NEG | NEG
SDF0148 | Bacillus pumilus (99%) MH356396 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDF0149 | Bacillus pumilus (99%) MH356397 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDFO150 | Bacillus velezensis (100%) | MH356398 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDFO151 | Bacillus safensis (99%) MH356399 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDFO152 | Bacillus pumilus (99%) MH356400 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDFO153 | Bacillus altitudinis (99%) | MH569362 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDFO154 | Bacillus pumilus (99%) MH569363 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDFO155 | Bacillus cereus (100%) MH356401 POS POS POS | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDFO156 | Bacillus pumilus (100%) MH356402 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDFO157 | Bacillus pumilus (100%) MH356403 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDFO159 | Bacillus cereus (97%) MH356404 POS NEG POS | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDF0160 79"7%”5 arbutinivorans MH356405 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
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Linhagem Identificacdo de maior | NUmero de | Hemélise | Hemodlise PCR multiplex PCR convencional

identidade (%0) Acesso* 28 °C 37°C | cytK | nhe | hbl | ces | cytK | nhe | hbl | ces

SDF0161 Zaggi/“)s thuringiensis MH356406 POS NEG POS | POS | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D

0

SDF0162 f;;;;b acillus susongensis |\ 1ace 107 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
0

SDF0163 59";%“5 australimaris MH356408 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
0

SDFO164 | Paenibacillus alvei (99%) | MH356409 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG

SDF0169 | Bacillus depressus (90%) ND POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | POS | POS | NEG

SDFO171 | Bacillus pumilus (98%) MH569364 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG

SDF0172 fg";;;bac’”"s illinoisensis |\ 1 1ceo365 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
(]

SDF0173 | Bacillus pumilus (98%) MH356410 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG

SDFO175 | Bacillus pumilus (97%) MH569366 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG

SDF0176 fg"gg)"s megaterium MH356412 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
0

SDF0177 | Bacillus pumilus (99%) MH356413 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG

SDF0178 ?9";;/)“5 thuringiensis MH356414 POS POS POS | POS | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
0

SDFO179 | Bacillus pumilus (99%) MH356415 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG

SDF0180 g;’;;b acillus xylanilyticus | e cq367 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
(]

SDF0181 | Bacillus anthracis (100%) MH569368 NEG NEG NEG | POS | NEG | POS | N/D | N/D | N/D | N/D

SDF0182 | Bacillus cereus (98%) MH569369 POS POS POS | POS | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D

SDF0184 | Bacillus cereus (99%) MH356416 POS POS POS | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D

SDF0186 | Bacillus anthracis (99%) MH356417 POS POS POS | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D

SDF0187 | Bacillus pumilus (99%) MH356418 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG

SDF0188 | Brevibacillus agri (99%) MH569370 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG

SDF0190 | Bacillus pumilus (100%) MH356419 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
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Linhagem Identificacio de maior | Numero de | Hemélise | Hemédlise PCR multiplex PCR convencional

identidade (%) Acesso* 28 °C 37°C  |cytk | nhe | hbl | ces |cytk | nhe | hbl | ces

SDF0191 (Tlegggc)’c’” us goriensis MH356420 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D

0

SDF0194 | Bacillus cereus (98%) MH356421 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D

SDF0195 Z;;’fac’”"s laterosporus |\ 9371 NEG POS POS | NEG | NEG | NEG | POS | NEG | NEG | NEG
0

SDF0196 | Bacillus safensis (98%) MH356422 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG

SDF0197 Z;;’f’ac’”"’s laterosporus |\ 111356423 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
0

SDF0198 | Bacillus pumilus (100%) MH356424 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG

SDF0199 | Bacillus anthracis (97%) MH356425 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D

SDF0200 | Bacillus cereus (99%) MH569372 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D

SDF0201 | Bacillus pumilus (97%) MH356426 NEG POS POS | POS | NEG | NEG | POS | POS | NEG | NEG

SDF0203 fgrg;’)bac’ﬂus laterosporus | \1eeg374 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
0

SDF0204 | Bacillus altitudinis (97%) | MH356427 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG

SDF0205 | Bacillus altitudinis (97%) | MH356428 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG

SDF0206 | Bacillus cereus (97%) MH356429 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D

SDF0207 | Bacillus pumilus (99%) MH569375 NEG POS NEG | POS | NEG | NEG | NEG | POS | NEG | NEG

SDF0208 | Bacillus pumilus (99%) MH569376 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG

SDF0209 | ND ND NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D

SDF0212 ’(J 9"66;7’ acillus chibensis MH569377 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
(]

SDF0213 | Paenibacillus alvei (97%) | MH356430 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG

SDF0215 | Paenibacillus lautus (96%) | MH356431 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D

SDF0216 ?;;%“s senegalensis MH569379 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
0

SDF0218 | Brevibacillus brevis (98%) ND POS NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D

SDF0219 | Bacillus cereus (98%) MH356432 POS POS NEG | POS | POS | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
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Linhagem Identificacdo de maior | NUmero de | Hemélise | Hemodlise PCR multiplex PCR convencional
identidade (%) Acesso* 28 °C 37°C cytK | nhe | hbl | ces | cytK [ nhe | hbl | ces
SDF0220 (Bgr;;'j’ac’”us laterosporus |\ 1acea3 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
0
SDF0221 | Bacillus cereus (96%) MH569380 POS POS POS | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDF0223 | ND ND NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDF0224 59066;/)“5 thuringiensis ND POS POS POS | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
0
SDF0225 Zaggi/“)s thuringiensis MH569381 POS POS POS | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
0
SDF0226 | Bacillus cereus (96%) MH356434 POS POS POS | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDF0227 ’(Dlagg%ac’”"s ginsengagrt | \1Hs69382 POS POS NEG | POS | POS | NEG | NEG | POS | POS | NEG
(]
SDF0228 f;;%”s megaterium MH356435 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
0
SDF0229 | Bacillus cereus (98%) MH356436 POS POS POS | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDF0230 | Bacillus pumilus (99%) MH356437 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDF0231 | Bacillus pumilus (99%) MH356438 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDF0232 | Bacillus cereus (98%) MH569383 POS POS POS | POS | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDF0233 | Bacillus aryabhattai (98%) | MH356439 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDF0235 ’(39";%”5 thuringiensis MH356440 POS POS NEG | NEG | POS | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
(]
SDF0236 | Bacillus simplex (99%) MH356441 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDF0239 | Bacillus cereus (98%) MH569384 POS POS POS | NEG | POS | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDF0240 fg";;;b acillus terrigena MH356443 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
(]
Bacill i
SDF0242 (9";/)”5 megaterium MH569385 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
0
e .
SDF0244 (9";;/)”5 megaterium MH569386 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
0
- .
SDF0245 (9";;/)”5 megaterium MH569387 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
0
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Linhagem Identificacdo de maior | NUmero de | Hemélise | Hemodlise PCR multiplex PCR convencional
identidade (%) Acesso* 28 °C 37°C  |cytk | nhe | hbl | ces |cytk | nhe | hbl | ces
SDF0246 | Bacillus aryabhattai (99%) | MH356444 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDF0248 | Bacillus cereus (100%) MH569388 POS POS POS | NEG | POS | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDF0249 | Bacillus cereus (96%) MH356445 POS POS POS | POS | POS | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDF0250 | Bacillus cereus (98%) MH356446 POS POS POS | POS | POS | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDF0251 g;/;;baal/us xylanilyticus |\ e 9389 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
0
SDF0253 | ND ND NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDF0254 f;;%”s subterraneus MH569390 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
(]
SDF0255 g;’;;b acillus xylanilyticus |\ e cg3g1 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
0
SDF0256 fg";g)”s subterraneus MH569392 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
(]
Bacillus thuringiensi
SDF0257 | 9"6‘:;/ )”5 thuringiensis MH356447 POS POS POS | POS | POS | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
0
Paenibacillus chibensis
SDF0259 | g MH356448 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
0
SDF0265 | Paenibacillus lautus (98%) | MH356449 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDF0269 fg";;/)“s amyloliquefaciens |\ \1c 09394 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
0
SDF0270 | Bacillus cereus (97%) MH569395 NEG NEG POS | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDF0271 | ND ND POS NEG NEG | NEG | POS | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDF0272 | Bacillus cereus (97%) MH569396 POS NEG NEG | POS | POS | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDF0273 | Bacillus pumilus (97%) MH569397 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
o
SDF0276 | 9";/ )”5 thuringiensis MH356450 POS NEG POS | NEG | POS | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
0
e .
SDF0277 (9";;/)”5 megaterium MH356451 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
0
SDF0278 | Bacillus cereus (97%) MH356452 POS NEG NEG | POS | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
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Linhagem Identificacdo de maior | NUmero de | Hemélise | Hemodlise PCR multiplex PCR convencional
identidade (%) Acesso* 28 °C 37°C  |cytk | nhe | hbl | ces |cytk | nhe | hbl | ces
SDF0279 f;;;/)“s amyloliquefaciens |\ 13ce)cs POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
0
SDF0280 | Bacillus velezensis (99%) | MH356454 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDF0281 | Bacillus safensis (100%) MH356455 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDF0282 | Bacillus tequilensis (99%) | MH356456 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDF0283 | Bacillus cereus (100%) MH356457 POS NEG POS | POS | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDF0284 2’2?%“’” us fusiformis MH356458 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
0
SDF0285 | Bacillus subtilis (99%) MH356459 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDF0286 | Bacillus cereus (99%) MH356460 POS POS POS | POS | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDF0287 | Bacillus velezensis (99%) | MH356461 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDF0288 Zaggi/“)s thuringiensis MH356462 POS NEG POS | POS | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
0
SDF0291 | Bacillus aryabhattai (98%) MH569398 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDF0292 | Bacillus pumilus (99%) MH356463 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
SDF0294 Z"chi/“)s thuringiensis MH356464 POS POS POS | POS | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
0
SDF0295 | Bacillus cereus (100%) MH356465 POS NEG POS | POS | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDF0297 | Bacillus kochii (99%) MH356466 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDF0298 fg"gc;/)“s megaterium MH356467 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
0
SDF0299 | Bacillus cereus (99%) MH356468 POS NEG POS | POS | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
SDF0300 | Bacillus cereus (99%) MH356469 POS NEG POS | POS | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
T
SDFO301 | 9";;/ )”5 thuringiensis MH356470 POS POS POS | POS | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
0
o . .
SDF0302 (9";%”5 amyloliquefaciens |\ 13ce)2 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
0
SDF0303 (B;;;/)‘” thuringiensis MH356472 POS NEG POS | POS | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
0
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Linhagem Identificacdo de maior | NUmero de | Hemolise | Hemdlise PCR multiplex PCR convencional

identidade (%0) Acesso™ 28 °C 37°C |cytk | nhe | hbl | ces | cytk | nhe | hbl | ces

SDF0304 | Bacillus cereus (99%) MH356473 POS NEG POS | POS | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D

SDF0305 | Bacillus cereus (99%) MH356474 POS NEG POS | POS | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D

SDF0308 | Bacillus simplex (97%) MH356475 NEG POS NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D

SDF0309 ’(39‘7;%”5 megaterium MH356476 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
0

SDF0310 | Bacillus cereus (99%) MH356477 POS NEG POS | POS | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D

SDF0311 ’(39"66%“5 megaterium MH356478 NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | N/D | N/D | N/D | N/D
0

SDF0312 | Bacillus pumilus (96%) MH356479 POS POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG

*NCBI. N/D: ndo determinado.
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Tabela S2. Perfil toxigénico de linhagens tipo utilizadas como controle neste trabalho

. . ) PCR multiplex PCR convencional
Linhagem tipo Origem

cytk nhe hbl ces cytk nhe hbl ces
Bacillus subtilis subsp. Subtilis 1A1 BGSC NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
Lysinibacillus sphaericus 13A10 / ATCC 12123 BGSC NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
Lysinibacillus fusiformis 19A1 / ATCC 7055T BGSC NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
Paenibacillus macerans 22A1 BGSC NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
Rummeliibacillus pycnus 24A1 BGSC NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
Brevibacillus brevis 26A1 / ATCC 8246 BGSC NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
Brevibacillus formosus 26A2 BGSC NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
Paenibacillus alvei 33A1 BGSC NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
Brevibacillus laterosporus 40A1 / ATCC 9141 BGSC NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
Brevibacillus centrosporus 42A1 BGSC NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
Bacillus mycoides 6A13 BGSC POS POS NEG NEG POS POS POS NEG
Bacillus weihenstephanensis 6A24 BGSC POS POS NEG NEG POS POS POS NEG
Bacillus cereus 6A45 BGSC NEG POS NEG POS NEG POS NEG POS
Bacillus cereus 6A5 / ATCC 14579 BGSC POS POS NEG NEG POS POS POS NEG
Aneurinibacillus aneurinilyticus 80A1 BGSC NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
Geobacillus stearothermophilus 9A2 BGSC POS POS NEG NEG POS POS POS NEG
Bacillus licheniformis CCGB-10C 0407 IOC-RJ NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
Bacillus circulans CCGB-10C 0411 IOC-RJ NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
Bacillus thuringiensis var. marrisoni CCGB-10C 0780 IOC-RJ NEG POS POS NEG NEG POS POS NEG
Brevibacillus laterosporus CCGB-10C 0780 IOC-RJ NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
Bacillus thuringiensis var. jegathesan CCGB-10C 1163 IOC-RJ POS POS NEG NEG POS POS POS NEG
Bacillus subtillis CCGB-10C 1249 IOC-RJ NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
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Tabela S3. Sequéncias utilizadas para analise por BLAST em 20 linhagens SDF com genoma completo sequenciado

Gene Gene ID Espécie Gene Gene ID Espécie
nhe 2855045 Bacillus thuringiensis var. konkukian cytK 2856378  Bacillus thuringiensis var. konkukian
31629979 Bacillus thuringiensis 6382833 Bacillus cereus
31629981 Bacillus thuringiensis 6382791 Bacillus cereus
31629879 Bacillus thuringiensis ces 6382974 Bacillus cereus
hbl 29686981 Bacillus thuringiensis YBT-1518 6382312 Bacillus cereus
2858099 Bacillus thuringiensis var. konkukian ' - 1085901 Bacillus anthracis str. Ames
2855865 Bacillus thuringiensis var. konkukian esfingomielinase 2848805 Bacillus anthracis str. Sterne
2854497 Bacillus thuringiensis var. konkukian cereolisina 29680932 Bacillus thuringiensis YBT-1518
2854193 Bacillus thuringiensis var. konkukian 2854193  Bacillus thuringiensis var. konkukian
nrps 34879183 Brevibacillus laterosporus 3251461 Lactobacillus acidophilus NCFM
Hlyll 1205868 Bacillus cereus ATCC 14579 plcr 1207690 Bacillus cereus ATCC 14579
1204545 Bacillus cereus ATCC 14579 1203430 Bacillus cereus ATCC 14579
Hlyil 1207789 Bacillus cereus ATCC 14579
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