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Environmental contamination and enterotoxigenic profile of Bacillus cereus isolated in food services
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RESUMO

A avaliacdo da contaminagdo ambiental por
Bacillus cereus foi realizada em 90 amostras de ar ambiente e
em 96 amostras de superficies de bancadas e de equipamentos,
de dois restaurantes institucionais. O microrganismo foi
detectado em 84,4% e 44,8% das amostras de ar ambiente e
de superficies, respectivamente. O potencial enterotoxigénico
dos isolados foi investigado através da reacdo da polimerase
em cadeia (PCR) para os genes hblA, hblD e hbIC (que
codificam a hemolisina BL) e para os genes nheA, nheB e
nheC (que codificam a enterotoxina ndo hemolitica - NHE).
De um total de 70 isolados investigados, 14,3% foram positivos
para os trés genes da HBL e 12,8% foram positivos para os trés
genes da NHE. A producdo de NHE também foi verificada
através do Bacillus Diarrhoeal Enterotoxin Visual Immunoassay
(kit BDE-VIA; Tecra). Os resultados obtidos com o kit revelaram
que 61,4% dos 70 isolados sdo produtores de NHE.

Palavras-chave: seguranca alimentar, hemolisina,
enterotoxina diarréica, PCR, ELISA.

ABSTRACT

Ninety air samples and ninety six samples from
benches and equipments surfaces were collected in two food
services for investigation of Bacillus cereus contamination
sources and characterization of strains toxin profiles. B. cereus
was detected in 84.4% and 44.8% from air samples and
samples from benches and equipments surfaces, respectively.
The potential of enterotoxin production was investigated using
polymerase chain reaction (PCR) methods for genes hblA,
hbID e hbIC (encoding hemolysin BL) and for genes nheA,
nheB and nheC (encoding non-hemolytic enterotoxin - NHE).
From 70 isolates investigated 14.3% were positive for the three
HBL encoding genes and 12.8% were positive for the three

NHE encoding genes. The Bacillus Diarrhoeal Enterotoxin
Visual Immunoassay (BDE-VIA; Tecra) also was used for NHE
detection. The results obtained with BDE-VIA revealed that
61.4% from the 70 strains are NHE producers.

Key words: safe food, hemolysin, diarrhoeal enterotoxin, PCR,
ELISA.

INTRODUCAO

Bacillus cereus é um microrganismo Gram
positivo amplamente distribuido na natureza, sendo o
solo seu reservatorio natural. A presenca da bactéria
ou de seus esporos em alimentos € relativamente
freqiiente. Devido a algumas propriedades dos esporos
- como a sobrevivéncia em diferentes temperaturas e
valores de pH, resisténcia a desidratacéo e irradiacéo e
capacidade de adesdo as superficies que contatam
alimentos - a industria de alimentos encontra
dificuldades para eliminar o microrganismo do ambiente
industrial (ANDERSSON et al., 1995; KOTIRANTA et
al., 2000). B. cereus é isolado a partir de produtos crus
e processados, como arroz, condimentos, vegetais,
preparacgdes carneas e laticinios. Esse microrganismo
estd associado a duas doencas transmitidas por
alimentos, denominadas de “sindrome emética” e
“sindrome diarréica” (KRAMER & GILBERT, 1989).

A sindrome diarréica é caracterizada por dor
abdominal, diarréia e nauseas que se estendem por 12
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a24h (GRANUM, 1994). Essa doenca estd associada a
varias enterotoxinas, dentre elas, a enterotoxina
hemolisina BL (HBL) e a enterotoxina ndo-hemolitica
(NHE). Essas enterotoxinas foram estudadas e
caracterizadas por alguns pesquisadores (BEECHER
& MACMILLAN, 1991; HEINRICHS et al., 1993; LUND
& GRANUM, 1996; RYAN etal., 1997; GRANUM et al.,
1999). O complexo HBL é formado por trés componentes
denominados B, L1 e L2 (pesos moleculares de 35, 36 e
45kDa, respectivamente) (BEECHER & MACMILLAN,
1991) e requer os trés componentes para intensificar
ao méximo as atividades hemolitica, citotoxica e
dermonecrotica, além da agdo de permeabilidade
vascular e de acimulo de fluido em algas intestinais de
coelho (BEECHER et al., 1995). O gene do componente
B da HBL, denominado de hblA, foi sequenciado por
HEINRICHS et al. (1993). Os genes responsaveis pelas
fracOes L. e L., foram sequienciados por RYAN et al.
(1997) e denominados respectivamente por hbID e
hbIC. O complexo NHE é composto por trés proteinas
de peso molecular igual a 39, 45 e 105kDa e também
requer todos 0s componentes para a sua maxima
toxicidade em testes com células Vero (african green
monkey kidney) e Caco-2 (human intestinal epithelial
cells) (LUND & GRANUM, 1996). Os genes que
codificam as trés proteinas que compdem a NHE foram
seqlienciados por GRANUM et al. (1999) e
denominados nheA, nheB e nheC.

No presente estudo, avaliou-se a
contaminagdo ambiental por B. cereus em servicos de
alimentacao através de anlises microbiolégicas. O perfil
toxigénico dos isolados foi investigado utilizando-se
as técnicas de ELISA e da reacdo da polimerase em
cadeia (PCR), considerando-se os complexos HBL e
NHE. A pesquisa foi realizada em dois restaurantes
institucionais, através da analise de amostras do ar
ambiente e de superficies de bancadas e equipamentos.

MATERIAL E METODOS

Amostras ambientais

As amostras ambientais foram coletadas em
dois restaurantes institucionais: restaurante 1 (R1), que
prepara cerca de 6 mil refeicdes diarias, e restaurante 2
(R2), onde sdo preparadas cerca de 2 mil refeicdes
didrias. A coleta das amostras foi realizada conforme
metodologia descrita por EVANCHO et al. (2001).

Amostras de ar ambiente (500 I) foram
aspiradas por 5 min para placas de Petri contendo meio
seletivo para B. cereus - agar MYP (Mannitol yolk
polymixin agar; Difco), suplementado com 0,1% de
Sulfato de Polimixina B (Sigma). As coletas foram
realizadas através do equipamento Microbiological

Air Sampler (MAS 100; Merck).

A amostragem das superficies de bancadas
e dos equipamentos foi realizada utilizando-se o
“método de contato com esponja”, através de esponjas
previamente umedecidas com solucdo de tampdo
fosfato (Butterfield’s phosphate-buffered dilution
water, pH 7,2) suplementado com polisorbato e
tiossulfato de sddio a 0,5%. A area amostrada por
bancada foi de 60x70cm e o resultado expresso em cmz2.
Quanto aos equipamentos, as amostras foram coletadas
das areas que tém contato com os alimentos, sendo o
resultado expresso como auséncia ou presenca de B.
cereus. Ap6s a amostragem, as esponjas foram
“massageadas” por 15s com diluente (solucéo tampéo
fosfato, pH 7,2). Em seguida, foram realizadas
inoculacdes (0,1ml) de cada uma das amostras, em
placas contendo meio seletivo para B. cereus (agar
MYP).

Isolamento, confirmacdo e identificacdo de Bacillus
cereus

A contagem, o isolamento, a confirmacéo e
aidentificaco de B. cereus foram realizadas conforme
metodologia recomendada por RHODEHAMEL &
HARMON (1998). Uma cepa padréo (B. cereus ATCC
11145) foi utilizada como controle. Apds as analises
para a confirmacdo, foram realizados testes para a
diferenciacdo de outros membros do grupo do B.
cereus (Bacillus anthracis, Bacillus thuringiensis e
Bacillus mycoides).

As placas contendo agar MYP, inoculadas
com amostras ambientais, foram incubadas a 30°C/24h.
Posteriormente, de cada placa contendo colbnias
tipicas do microrganismo (coldnias ndo fermentadoras
de manitol e produtoras de lecitinase), foram isoladas
entre trés e cinco colbnias tipicas. Esses isolados
suspeitos para B. cereus foram mantidos em &gar
nutriente (Nutrient agar; Merck) a 4°C. Em seguida,
eles foram confirmados e identificados através da
coloragdo de Gram, da reacdo da catalase, da mentacédo
anaerobia da glicose, da reducdo de nitrato, do teste
VP (Voges-Proskauer) modificado, da decomposicéo
da tirosina, da resisténcia a lisozima, do teste de
motilidade, do crescimento rizéide e da atividade
hemolitica. A deteccdo de cristais de toxinas para a
diferenciagdo da espécie B. thuringiensis foi realizada
segundo metodologia descrita por SHARIF &
ALAEDDINOGLU (1988).

Avaliacdo da producdo de enterotoxinas através de
ELISAePCR
Culturas

Setenta isolados, provenientes de amostras
de ar e de superficies, com perfil classico de B. cereus
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nos testes bioquimicos de confirmacgdo e de
identificacdo da espécie, foram cultivados em caldo
BHI (Brain heart infusion broth; Difco), suplementado
com 0,1% de glicose, e incubados a 30°C/18h para a
avaliacdo da producdo de enterotoxinas. Uma cepa
padrdo (B. cereus ATCC 14579) foi utilizada como
controle.

ELISAePCR

A producéo da enteroxina ndo-hemolitica foi
avaliada através de ELISA, utilizando-se o Bacillus
Diarrhoeal Enterotoxin Visual Immunoassay (kit BDE,
vs MS2207 05/01; Tecra, Roseville New South Wales,
Australia). Este ensaio detecta a proteina de 45kDa da
NHE, codificada pelo gene nheA, e foi realizado
conforme as instrugdes do fabricante.

A presenca de genes que codificam os
complexos HBL e NHE foi verificada através da técnica
da PCR. Os iniciadores (primers) utilizados para a
amplificacdo dos genes associados & producdo das
enterotoxinas estdo listados na tabela 1. A extracdo e
as condicdes de amplificacdo do DNA foram realizadas
conforme metodologia adotada por HANSEN &
HENDRIKSEN (2001). Para a extra¢do, uma alcada da
massa bacteriana crescida em meio sélido foi transferida
para um tubo Eppendorf, onde foram adicionados 200l
de agua Milli-Q esterilizada. As células bacterianas
foram lisadas através da incubacéo a 102°C por 10min
e os fragmentos foram removidos por centrifugacéo a
13.000 x g por 3min. O sobrenadante com o DNA
bacteriano foi estocado a 4°C. Aamplificacdo do DNA
foi realizada em Termociclador Mastercycler® gradient
(Eppendorf), utilizando-se 30 ciclos de desnaturagéo
a94°C por 15s, anelamento a 55°C por 45s e extensdo a
72°C por 2min. Para cada reacdo de amplificacéo, foi
preparado um volume total de reagdo de 30ul, contendo

1ul da enzima Tag DNA polimerase (1U pl?); 3ul de
tampdo 10x (200mM Tris-HCI - pH 8,0; 500mM de KClI);
1ul de MgClz; 0,24l de dNTPs 25mM; 1ul de cadaum
dos primers; 7ul do DNA extraido e 4gua Milli-Q
esterilizada (gsp 30ul). Os produtos da PCR foram
visualizados em gel de agarose a 2%, através do sistema
de eletroforese horizontal submersa (SAMBROOK et
al., 1989). A identificacdo dos produtos amplificados
foi efetuada com o auxilio de um marcador de peso
molecular (100pb ladder, Biotools), utilizado em todos
0s géis de agarose analisados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Trezentas e trinta e uma col6nias suspeitas,
isoladas de amostras de ar ambiente e de superficies,
foram submetidas aos testes microbiolégicos e
bioquimicos de confirmagdo e identificacdo. Deste
total, 76,1% foram identificados como B. cereus. Outras
duas espécies do grupo do B. cereus também foram
identificadas: B. mycoides (4,5%) e B. thuringiensis
(3,6%). Tal como B. cereus, essas espécies foram
identificadas em amostras de ar ambiente e de
superficies.

Os resultados obtidos através das anélises
microbioldgicas revelaram a presenca de B. cereus no
ar ambiente de 84,4% do total das amostras coletadas
em ambos os restaurantes (Tabelas 2 e 3). No R1, as
contagens de B. cereus variaram entre 2,0 e 38,4UFC
m3 de ar (Tabela 2). Nesse estabelecimento, as areas
onde foram observados os maiores pontos de
contaminacdo foram as areas de coc¢do (38,4UFC mr3),
distribuicdo (28,0UFC m-3) e self-service (27,6 UFC m3).
No R2, as contagens de B. cereus em amostras de ar
ambiente variaram entre 2,0 e 20,0UFC m3de ar (Tabela
3), sendo observado o maior valor na area recepgéo de
géneros (20,0UFC m3).

Tabela 1 - Genes e primers utilizados na PCR para a caracterizacdo enterotoxigénica de isolados de Bacillus cereus provenientes de

amostras ambientais.

Gene primer Sequéncia (5'-3") Posicéo do primer Referéncia

hbIA HBLAL GTGCAGATGTTGATGCCGAT 671-690—> HEINRICHS et al. (1993); HANSEN &
HBLA2 ATGCCACTGCGTGGACATAT 990-971« HENDRIKSEN (2001)

hbID L1A AATCAAGAGCTGTCACGAAT 2854-2873—> RYAN et al. (1997); HANSEN
L1B CACCAATTGACCATGCTAAT 3283-3264¢ & HENDRIKSEN (2001)

hbiC L2A AATGGTCATCGGAACTCTAT 1448-1467— RYAN et al. (1997); HANSEN
L2B CTCGCTGTTCTGCTGTTAAT 2197-2178« & HENDRIKSEN (2001)

nheA nheA 344 S TACGCTAAGGAGGGGCA 344-360—> GRANUM et al. (1999); GHELARDI et
nheA 843 A GTTTTTATTGCTTCATCGGCT 843-823< al. (2002)

nheB nheB 1500 S CTATCAGCACTTATGGCAG 1500-1518— GRANUM et al. (1999); GHELARDI et
nheB 2269 A ACTCCTAGCGGTGTTCC 2269-2253« al. (2002)

nheC nheC 2820 S CGGTAGTGATTGCTGGG 2820-2836—> GRANUM et al. (1999); GHELARDI et
nheC 3401 A CAGCATTCGTACTTGCCAA 3401-3383« al. (2002)
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Tabela 2 - Bacillus cereus em amostras ambientais do restaurante institucional 1, segundo o tipo de amostra e local de coleta.

Tipo de amostra e local de coleta

NUmero de amostras analisadas (n°

Contagem (UFC)*

positivas)

Ar ambiente

Areas de alimentos ndo-processados: pré-preparo de

vegetais; pré-preparo de carnes; antecdmara; recepcdo de 15 (12) 2,0-16,0/m3

géneros; almoxarifado.

Area§ de alimentos processados: carnes preparadas; 6 (6) 2,0-38,4/m?

cocgao.

Areas de alllm'ent_os prontos para o consumo: distribuigdo; 12 (12) 2,0-28,0/m?

self-service; distribui¢cdo de marmitas; monta-cargas.

Outros locais: manipulacéo de talheres. 03 (2) 8,0-24,0/m3

Superficies de bancadas

Areas ) qe lahmentos ndo-processados: pré preparo de 12 (6) 0,07-0,72/cm?

vegetais; pré-preparo de carnes.

Areaf, de alimentos processados: carnes preparadas; 12 (6) 0,07-2,20/cm?

cocgao.

Superficies de equipamentos

Que contatam alimentos ndo-processados:

multiprocessador; triturador; descascador de legumes; 9(7) NR

cortador de legumes.

Que contatam alimentos processados: fatiadores. 9 (6) NR
* Unidade Formadora de Col6nia.
NR: ndo realizada.

Do total de amostras de superficies de e 3), conforme resultados obtidos nas analises

bancadas e de equipamentos analisadas, 44,8% foram microbioldgicas. As maiores contaminacdes foram
positivas para a presenca do microrganismo (Tabelas 2 observadas nas bancadas do R1 (&rea de alimentos

Tabela 3 - Bacillus cereus em amostras ambientais do restaurante institucional 2, segundo o tipo de amostra e local de coleta.

Tino de de coleta amostra e local NUmero de amostras analisadas (n° Contagem

P positivas) (UFC)*
Ar ambiente
Areas de alimentos ndo-processados: pré-preparo de vegetais; pré-preparo de
carnes; antecAmara; Cfimara de resfrlame_nto de carnes; sglegao de cereais; 33 (25) 2,0-20,0/m?
preparo de sobremesas; preparo de massas; preparo de sucos; preparo de dietas
especiais; recep¢ao de géneros.
Areas de alimentos processados: coccdo; dietética. 6 (6) 2,0-6,0/m?
A_rea_s de: allmentog pronto_s ) para 0 consumo: ~d|str|bmg_ao~; self-service; 12 (10) 2,0-8,0/m?
distribuicdo de refeicBes especiais; carros de distribuicdo de refeicoes.
Qutros locais: area de entrada de funcionarios. 3(3) 5,4-8,0/m3
Superficies de bancadas
Areas de alimentos ndo-processados: pré-preparo de vegetais; pré-preparo de 24 (8) 0,07-0,56/cm?
carnes
Areas de alimentos processados: carnes preparadas; coc¢Ao. 9 (0) < 0,0024/cm?
Superficies de equipamentos
Que contatam alimentos n&o-processados: multiprocessador; descascador de 15 (6) NR
legumes; cortador de legumes.
Que contatam alimentos processados: fatiadores. 6 (4) NR

* Unidade Formadora de Col6nia.
NR: ndo realizada.
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processados - carnes preparadas) com contagens
compreendidas entre 0,07 e 2,20UFC cm2 (Tabela 2).
Na andlise dos resultados obtidos
utilizando-se a PCR (Tabela 4 e Figura 1), foi observado
que, dos 70 isolados de B. cereus investigados, 14,3%
foram positivos para os trés genes que codificam a
hemolisina BL (hblA, hbID e hblIC); 55,7%
apresentaram um ou dois desses genes e nenhum dos
trés genes foi detectado em 25,7% dos isolados. Os
trés genes que codificam o complexo NHE (nheA, nheB
e nheC) foram detectados em 12,8% dos isolados. Um

ou dois desses genes foram detectados em 60,0% dos
isolados e nenhum dos trés genes foi observado em
22,8% dos isolados. Os trés genes da HBL e os trés
genes da NHE foram detectados em trés isolados
(4,3%), provenientes de amostras de ar ambiente
coletada em &rea de alimentos ndo-processados
(almoxarifado), de amostras de superficies de bancada
da area de pré-vegetais e de fatiador.

Entre os 70 isolados de B. cereus foram
identificados 35 perfis toxigénicos distintos. Os 43
isolados provenientes do R1 foram agrupados em 24

Tabela 4 - Perfil toxigénico de Bacillus cereus isolados de amostras ambientais coletadas nos restaurantes institucionais 1 e 2.

Perfi S Ndmero de isolados (n° de HBL® NHE®
erfil Origem o b
positivos a0 teste ELISA)  pyia hbiD hbIC nheA  nheB  nheC

| SB, SE, A, 3(3) + + + + + +
I SB, A 2(2) + + + + - +
m SE, SB 3(3) + + + + _ ;
v A 3(2) + + + + + -
\ A 1(2) + + - + + +
Y A 3(2) + + + ; -
Vil A 2(1) + + - - + -
Vil A, SE 2 (1) + + - + + .
IX A 4(0) + + - - - -
X SE 1(1) - + + - + +
Xl SB 1(0) - + + - - -
Xl SE 1(1) + - + - + +
Xl SE 2(0) + - + - _ _
XV A, SB, SE 5(1) - + - - - -
XV A 3(3) + + + + +
XVI A 1(0) - + - + ; -
XVII A 1(1) - + - + ¥ +
XV A 1(Q1) - . + + + +
XIX A 3(2) - + + + -
XX A 6 (5) - - - + + -
XXI SB 2(2) - - + ¥ +
XX SE 2(0) - - - - + +
XX A, SB 3(0) - - - - -
XXIV A, SB 3(3) - - - + ; +
XXV A 1(0) + + + - - -
XXVI SE 1(1) + + + . ) +
XXVII A 2(2) + + - - ¥ +
XXVIII A 1(1) - + - + + -
XXIX A 1(1) + + + - +
XXX A 1(1) - + + . + -
XXXI A 1(0) - - - + - .
XXXII SE 1(1) + . + + + +
XXXIII SE 1(0) - - - - + -
XXXIV SB 1(0) - + ; +
XXXV SB 1(1) - + + + -

SB: superficie de bancada; SE: superficie de equipamento; A: ar ambiente

it BDE (Tecra). Os resultados foram obtidos de acordo com as instrugées do fabricante.

°+: foi observado produto da PCR com peso esperado;
-: ndo foi observado produto do PCR com peso esperado.

Ciéncia Rural, v.38, n.2, mar-abr, 2008.



Contaminagdo ambiental e perfil toxigénico de Bacillus cereus isolados em servicos de alimentag&o. 509

ra
)

=1 1

Figura 1 - Produtos obtidos através da PCR realizada com isolados de Bacillus cereus de amostras ambientais de
restaurante institucional, para a detecgdo dos genes codificadores da enterotoxina hemolisina BL
(HBL) e enterotoxina ndo-hemolitica (NHE).

Legenda PM: marcador de peso molecular (100bp ladder); 1: positivo para o gene hblA (300bp); 2:
positivo para o gene hblD (410bp); 3: positivo para o gene hbIC (730bp); 4: positivo para o gene
nheA (479bp); 5: positivo para o gene nheB (753bp); 6: positivo para o gene nheC (563bp).

perfis, enquanto os 27 isolados do R2 foram agrupados
em 22 perfis. Estudos recentes (HANSEN &
HENDRIKSEN, 2001; GHELARDI etal., 2002; PHELPS
& MCKILIP, 2002), em que foram utilizados métodos
baseados na PCR, atestam a heterogeneidade em B.
cereus quanto a presenca de fatores de viruléncia.

O teste com o kit BDE (Tecra), que detectaa
proteina codificada pelo gene nheA do complexo NHE
(Lund; Granum, 1996), revelou que 61,4% dos 70
isolados de B. cereus testados produzem essa toxina.
Estes resultados confirmam a eficiéncia do teste, j&
relatada por outros pesquisadores (LUND &
GRANUM, 1996; LUND & GRANUM, 1997; HANSEN
& HENDRIKSEN, 2001). Entretanto, entre os 70
isolados, oito apresentaram resultados positivos para
o teste ELISA, mesmo sendo negativos para a presenca
do gene nheA utilizando-se a PCR. Cabe ressaltar que
o kit, além de detectar proteina de 45kDa, também pode
identificar o componente protéico de 105kDa do
complexo NHE, embora com sensibilidade 10 vezes
menor (GRANUM, 1997). De fato, o gene nheC, que
codifica esse componente, foi detectado em cinco dos
oito isolados que apresentaram resultados positivos
no imunoensaio. As propriedades do teste BDE e 0s
possiveis diferencas nas seqliéncias dos genes
codificadores das enterotoxinas devem ser
consideradas na andlise comparativa entre os
resultados obtidos com a aplica¢do do kit e com a

pesquisa de genes do complexo NHE pela PCR, como
observaram HANSEN & HENDRIKSEN (2001).

A presenca de B. cereus potencialmente
produtores de enterotoxinas em amostras ambientais
coletadas nos servigos de alimentacéo, observada
através da analise dos resultados obtidos coma PCR e
o0 teste ELISA, indica a importancia do risco de
contaminacdo de alimentos a partir dessas fontes. A
identificacdo dos principais locais como origens
potenciais do microrganismo ou de seus esporos deve
ser considerada para evitar ou reduzir a contaminagao
dos alimentos na linha de processamento, como relatam
alguns pesquisadores (GUINEBRETIERE & NGUYEN-
THE, 2003). Neste trabalho, ficou evidente a importancia
do ar ambiente como fonte de B. cereus em
estabelecimentos processadores de alimentos.

CONCLUSAO

Devido a frequiéncia com que determinadas
situacdes sdo observadas em servicos de alimentagéo,
tais como a exposi¢éo do alimento ao ar ambiente por
tempo prolongado, condigdes de higiene de bancadas
e de equipamentos inadequadas e exposi¢do dos
alimentos a temperaturas abusivas, torna-se relevante
insistir na necessidade de aprimorar os procedimentos
de higieniza¢do ambiental, uma vez que seu papel como
fonte potencial de patdégenos alimentares como B.
cereus, tem sido evidenciado de forma indubitével.
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