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RESUMO - Bacillus cereus é um microrganismo ubiquitario, importante patégeno de veiculacéo
alimentar que pode causar sindrome emética ou diarréica. O emprego de metodologias para seu
isolamento e identificagcdo que sejam menos laboriosas e ao mesmo tempo rapidas € fundamental.
Este estudo teve como objetivo avaliar a eficiéncia do teste confirmatoério rapido de Holbrook e
Anderson comparado ao método de referéncia da Food and Drug Administration (FDA) para a
identificacdo do grupo B. cereus. Foram isoladas 157 colénias a partir de 100 amostras de
alimentos, racdo animal, fertilizante agricola, embalagens e ambiente industrial. O isolamento foi
realizado em agar Manitol gema de ovo polimixina (MYP). Em seguida, as colbnias foram
submetidas a confirmacéo pela metodologia de referéncia e pelo método de Holbrook e Anderson.
Todos os isolados que apresentaram resultados discordantes entre os métodos avaliados foram
identificados pelo sistema APl 50 CHB. A partir do agar MYP foram isoladas 104 colbnias tipicas e
53 atipicas. Todos os isolados tipicos foram identificados como membros do grupo B. cereus por
ambas as metodologias avaliadas. Contudo, foi observada discordancia entre os métodos para a
identificacdo dos isolados atipico. Treze dos 53 (25%) isolados foram identificados como grupo B.
cereus pela metodologia de referéncia, enquanto que pelo método de Holbrook e Anderson apenas
guatro (8%) isolados foram confirmados como pertencentes ao grupo B. cereus. Portanto, o

método de Holbrook e Anderson apresentou maior especificidade que a metodologia de referéncia.
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ABSTRACT- Bacillus cereus is a ubiquitous organism and a common food-borne pathogen that can
cause diarrhea or emetic syndrome. The employment of methods for isolation and identification
which are not laborious but at the same time fast is crucial. This study had the aim of evaluating the
efficiency of the rapid confirmatory method of Holbrook and Anderson compared to the reference
method of the Food and Drug Administration (FDA) for the identification of B. cereus group. One
hundred and fifty seven colonies were isolated from 100 samples of food, animal feed, agricultural
fertilizer, packaging and the industrial environment. The isolation was carried out on Mannitol egg
yolk polymyxin agar (MYP). The colonies were then confirmed by the reference and the Holbrook
and Anderson methods. All isolates with conflicting results between the two methods evaluated
were identified by the APl 50 CHB system. From MYP agar 104 typical colonies and 53 atypical
were isolated. All typical isolates were identified as members of B. cereus group by both methods.
However, there was disagreement between the methods for the identification of atypical isolates.
Thirteen of 53 (25%) isolates were identified as B. cereus group by the reference method, while the
Holbrook and Anderson method confirmed only four (8%) isolates as B. cereus group. Therefore,

the Holbrook and Anderson method showed higher specificity than the reference method.
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1 INTRODUCAO

O grupo Bacillus cereus é constituido por sete espécies, B. anthracis, B. cereus, B.
cytotoxicus, B. mycoides, B. pseudomycoides, B. thuringiensis, B. weihenstephanensis
(GUINEBRETEIRE et al, 2012). A espécie Bacillus cereus € um importante patégeno de veiculacao
alimentar, responsavel por inUmeros surtos em todo o mundo. Este microrganismo pode causar
duas sindromes, emética ou diarréica. A sindrome emética se assemelha a intoxicacdo causada
por Staphylococcus aureus, ja a diarréica apresenta similaridade a infeccdo causada por
Clostridium perfringens (MARINO, 2006).

Os alimentos mais frequentemente envolvidos em surtos sdo produtos carneos, laticinios,
condimentos, arroz e massas que tenham sido submetidos a um brando tratamento térmico
(BENNETT e BELAY, 2001). As principais fontes de contaminacdo dos alimentos sdo matéria-
prima, manipuladores e ambiente.

A contagem de Bacillus cereus em alimentos pode ser feita pelo plagueamento direto, ou
pelo método de Numero Mais Provavel (NMP). A confirmacdo de grupo e espécie é feita

tradicionalmente por provas bioquimicas e a obtencdo dos resultados pode levar até 72h
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(TALLENT et al, 2012). O método de Holbrook e Anderson combina a coloracdo de esporos de
Ashby e de glébulos de gordura intracelular de Burdon e possibilita a identificacdo do grupo B.
cereus em 24 h apos o isolamento (HOLBROOK e ANDERSON, 1980). Devido a importancia do B.
cereus em salde publica torna-se importante a realizacdo de estudos comparativos entre
metodologias para verificar a viabilidade de implantacdo nas condicbes encontras em nosso pais.
Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia do teste confirmatorio rapido de Holbrook
e Anderson comparado com o método de referéncia da Food and Drug Administration (FDA)

(TALLENT et al, 2012) para a identificagdo do grupo B. cereus.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostragem

Para a realizacao do estudo foram utilizadas 157 coldnias isoladas de 100 amostras, sendo
26 amostras de produtos lacteos (preparado lacteo em po, leite em pd e queijo), 26 de refei¢cdes
prontas para o consumo (composta de arroz, feijdo, carne e guarnicoes), 21 de diferentes tipos de
alimentos e ingredientes (amido de milho, caldo de cana de acUcar, extrato de levedura em po,
extrato de soja, farinha de arroz sem gluten e lactose, goma guar, macarrdo, pectina citrica, petit
gateau, proteina de soja, soja integral), 22 de racdo animal extrusada, 1 de fertilizante agricola, 1
de papel cartonado e 3 de swab de instalac6es industriais (equipamentos e utensilios).

Além dos isolados, foram avaliadas as seguintes cepas de referéncia: B. cereus
ATCC14579, B. thuringensis ITAL, B. mycoides ITAL, B. subtilis ATCC 9372, B. stearothermophilus
ATCC 7953, Alyciclobacillus acidoterrestris DSM 2498.

2.2 Isolamento em agar

Inicialmente, uma aliquota de 25 g de cada amostra foi homogeneizada em 225 ml de agua
peptonada 0,1 %. Apds o preparo de diluicdes decimais seriadas, foi realizado o plagueamento em
superficie em Agar Manitol Gema de Ovo Polimixina (MYP) (Merck), com incubac&o a 30 °C por 24
h. As coldnias tipicas foram isoladas em Agar Nutriente (NA) (Merck) e submetidas as provas de
identificacdo. As coldnias tipicas de B. cereus sao esféricas, com bordas perfeitas, planas e secas,
translicidas, levemente creme ou risea leitosa, rodeadas por um grande halo de precipitacao,
devido a reacdo com a gema de ovo. Menos frequentemente, mas ainda consideradas tipicas, as
bordas sé&o irregulares e, nesses casos, normalmente sdo brancas no centro e translicidas ao
redor. J4 as atipicas apresentam col6nias esféricas, amareladas ou brancas, com ou sem

fermentagc&o do manitol, sem halo de precipitacdo (TALLENT et al, 2012).
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2.3 Método de referéncia

Para a identificacdo dos isolados foram realizados os testes: utilizacdo anaerdbia da
glicose, decomposicao da tirosina, teste de Voges-Proskauer modificado, reducéo do nitrato, teste
de matilidade, atividade hemolitica, resisténcia a lisozima, crescimento rizéide, presenca de cristais
de toxinas intracelulares (TALLENT et al, 2012).

2.4 Método confirmatério rapido de Holbrook e Ander  son

A partir do Agar nutriente (NA) foram preparadas as laminas para coloragdo. Inicialmente,
foi adicionada a solugdo aquosa 5 % de Verde Malaquita (Synth), seguido por aguecimento em
chapa elétrica por 2 min. Apos lavagem em agua corrente, foi adicionada a solu¢do de Sudan Black
(Sigma) (0,3 % peso/volume em etanol 70 %), permanecendo por 20 min em contato. Em seguida,
a lamina foi lavada com xileno (PA) (Merck) em capela de exaustdo por 5 a 10 seg. Entéo, foi
corada com solugdo de Safranina 0,5 % (Vetec) por 30 seg. O grupo B. cereus apresenta globulos
de lipidios intracelulares corados em preto; esporos centrais a subterminais, sem dilatacdo do
esporangio, corados de verde palido; e células vegetativas, coradas de vermelho (Holbrook e
Anderson, 1980).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a padronizacdo do método de Holbrook e Anderson foram utilizadas cepas de
referéncia do grupo B. cereus (B. cereus ATCC 14579, B. thuringensis ITAL, B. mycoides ITAL) e
representantes de outras espécies que ndo apresentam glébulos de lipidios intracelulares,
comumente isoladas de alimentos (B. subtilis ATCC 9372, B. stearothermophilus ATCC 7953 e
Alyciclobacillus acidoterrestris DSM 2498) (Figura 1).
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FIGURA 1. Coloracdo de Holbrook e Anderson. 1. Bacillus cereus A: Células vegetativas coradas em
vermelho, com glébulos de gordura intracelular em preto; B: Esporos centrais a subterminais, sem dilatagéo
do esporangio, corados em verde; 2. Bacillus subtilis A: Células vegetativas coradas em vermelho, sem
glébulos de gordura intracelular; B: Esporos centrais a paracentrais sem dilatacdo do esporangio, corados em
verde.

Durante o estudo foram utilizadas 157 col6nias, isoladas em agar MYP de 100 amostras de
diferentes origens (produtos lacteos, refeicbes prontas para consumo, alimentos e ingredientes
diversos, racdo animal, fertilizante agricola, papel cartonado, swab de instalagfes industriais).
Deste total, 104 apresentaram caracteristica morfologicamente tipica e 53 foram atipicas para o
grupo B. cereus (Tabela 1).

Na confirmacdo dos isolados tipicos, foi observado 100 % de concordancia entre a
metodologia de referéncia da FDA e o método de Holbrook e Anderson, sendo todos os 104
isolados identificados como membros do grupo B. cereus.

Cepas morfologicamente ndo caracteristicas apresentaram 24 % de positividade para grupo
B. cereus quando utilizada a metodologia de referéncia. Com o auxilio do APl 50CHB (sistema
utilizado para classificacdo taxon6mica), constatou-se indice de 21 % de resultado falso-positivo
em isolados provenientes de amostras de fertilizante, racdo e swab. Dois (4 %) isolados de
preparado lacteo em pd apresentaram resultado falso-negativo para o grupo B. cereus. Pelo
método de Holbrook e Anderson, apenas 8 % dos isolados atipicos foram confirmados como grupo

B. cereus, condizendo com os resultados do API 50CHB.



nl\ll’g,
50 4

TABELA 1. Identificacdo do grupo Bacillus cereus pelo método de referéncia da FDA e pelo método

confirmacéo rapida de Holbrook e Anderson.
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Resultados
Amostras Ne de Tipode Total de Método de Método de
Amostras  Colénia Isolados  Referéncia (FDA) Holbrook &
Positivo Negativo Positivo Negativo

Amido de Milho 2 Tipica® 2 100% - 100% -

Atipica” - - - - -

Caldo de Cana de Agucar 2 Tipica 2 100% - 100% -

Atipica - - - - -

Extrato de Levedura em p6 1 Tipica 1 100% - 100% -

Atipica - - - - -

Extrato de Soja 4 Tipica 4 100% - 100% -

Atipica - - - - -

Farinha de arroz 4 Tipica 4 100% - 100% -

Atipica - - - - -

Fertilizante Agricola 1 Tipica 5 100% - 100% -
Atipica 4 50% 50% - 100%

Leite em P¢ Integral 7 Tipica 7 100% - 100% -

Atipica - - - - -

Preparado Lacteo em po 16 Tipica 18 100% - 100% -
Atipica 7 14% 86% 43% 57%

Goma Guar 1 Tipica - - - - -
Atipica 2 - 100% - 100%

Macarréo 2 Tipica 2 100% - 100% -

Atipica - - - - -

Papel Cartonado 1 Tipica 2 100% - 100% -

Atipica - - - - -

Pectina Citrica 1 Tipica 1 100% - 100% -

Atipica - - - - -

Petit Gateau 1 Tipica 1 100% - 100% -

Atipica 1 100% - 100% -

Proteina de Soja 2 Tipica 2 100% - 100% -
Atipica 2 - 100% - 100%

Queijo tipo Minas 3 Tipica 2 100% - 100% -
Atipica 1 - 100% - 100%

Racgdo Animal Extrusada 22 Tipica 21 100% - 100% -
Atipica 17 35% 65% - 100%

Refei¢do Pronta para Consumo 26 Tipica 16 100% - 100% -
(arroz, feijdo e guarnigdes) Atipica 10 - 100% - 100%

Soja Integral 1 Tipica 1 100% - 100% -
Atipica 1 - 100% - 100%

Swab de Instala¢des Industriais 3 Tipica 13 100% - 100% -
Atipica 8 38% 62% - 100%

Total Tipica 104 100% - 100% -
Atipica 53 24% 76% 8% 92%
Total Geral 100 157 76% 24% 71% 29%

A - 2 3] P
&: coldnias réseas com halo; : colénias brancas/amarelas sem halo.

de

Além disso, os resultados evidenciam o risco de se adotar a pratica laboratorial de ndo

confirmar coldénias com caracteristicas atipicas isoladas em MYP, visto que 4 isolados atipicos

foram confirmadas como grupo B. cereus. Ehling-Chulz et. al. (2004) relataram que cepas de B.



VIl Congresso Interinstitucional de Iniciagdo Cient  ifica — CIIC 2013
13 a 15 de agosto de 2013 — Campinas, Sao Paulo

cereus podem apresentar padroes metabdlicos diversificados, o que resultaria em desenvolvimento
de colbnias atipicas em meios seletivos. Estas cepas podem eventualmente apresentarem alta
toxicidade, como relatado em um surto na Franca que resultou em 3 6bitos (LUND et. al., 2000)

pelo novo membro do grupo, B. cytotoxicus.

4 CONCLUSAO

Apesar de nédo discriminar espécies do grupo B. cereus, a metodologia de confirmacdo
rapida de Holbrook e Anderson apresentou maior sensibilidade e especificidade que método de
referéncia da FDA. Portanto, trata-se de uma metodologia eficiente para ser implantagdo na rotina

laboratorial.
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