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RESUMO

Os esporos bacterianos sdo estruturas exepcionalmente resistentes a condi¢des extremas, € a
sua persisténcia na cadeia produtiva dos alimentos representa uma preocupacao constante para
este setor econdmico. Bacillus é o género mais destacado, devido a abrangéncia de sua atividade
enzimdticae a existéncia de cepas toxigénicas. Com tudo isso, a proliferacdo de bactérias
formadoras de esporos no produto final em alimentos sensiveis ao calor pode gerar perdas
econdmicas e problemas na saide no consumidor. Este trabalho teve como objetivo caracterizar
fenotipica e geneticamente o potencial de resisténcia ao calor dos esporos e a diversidade
genética de bactérias mesoéfilas formadoras de esporos isoladas de ovo liquido pasteurizado. A
caracterizacaofenotipica e genética do potencial da resisténcia ao calor das bactérias formadoras
de esporos foideterminada mediante choques térmicos sucessivos (80°C/30min, 90°C/10 min.,
100°C/5 min. e100°C/5 min.), bem como a amplificacao parcial dos genes spoVAD, dacB, clpC,
dnakK e yitF (Tn1546), respectivamente. As vias metabdlicas envolvidas na resisténcia a altas
temperaturas foram recuperadas em alguns isolados a traves do Whole Genome Sequencing.
Por outro lado, aidentificacdo dos isolados foi feita através da amplificagcdo parcial do gene 16s
RNA ribossémico seguido das andlises filogenéticas. A diversidade genética das bactérias
mesofilas formadoras deesporos foi determinada mediante técnicas de tipagem molecular
(RAPD), ou seja, a comunidade estudada estava dominada, principalmente, por isolados
pertencentes ao género de Bacillus (86%), seguido por Brevibacillus (10%) e Lysinibacillus
(4%). Nos testes fenotipicos, ascondi¢des de 80°C/30 min. (24%) e 90°C/10 min. (33%)
resultaram em uma menor redug¢do da populacdo isolada da matéria-prima. No entanto, a
redug@o na matéria-prima (73 e 93%) e no produto final (73 e 96%) foi similar a 100°C/5 min.
e 110°C/5 min. O gene dnaK apresenta correlacdo positiva com a maior condi¢do térmica
(110°C/5min.), mas a condicdo térmica com o maior nimero de genes correlacionados
positivamente (clpC, cdnL, yitF [Tnl546] e spoVAD) € 100°C/5 min. Uma anédlise da
diversidade genética foi realizada entre as bactérias resistentes a diferentes choques térmicos,
encontrando-se uma complexa diversidade. O genoma de 4 cepas foi sequenciado, tendo sido
encontrados genes da esporulacdo relacionados a formacdo da estrutura, estdgios da
esporulagdo, iniciacdo e regulagdo, proteinas especificas da esporulagdo e germinacao, fatores
sigma e fatores transcricionais, genes das células vegetativasrelacionadas a indu¢do por dano,
resposta ao estresse, estresse geral e reparacao do DNA. A maioria das bactérias que compdem
a comunidade isolada a partir de amostras de matéria-primae produto final de ovo liquido
pasteurizado possuem carateristicas relacionadas ao potencial de resisténcia ao calor baseado

nos ensaios fenotipicos e genotipicos.



ABSTRACT

Bacterial spores are extremely resistant structures under extreme conditions. Its persistence in
the food production chain is a frequent concern for this economic sector. Bacillus is the most
outstanding, due to its comprehensive enzymatic activity and the existence of toxigenic strains.
As aresult, the proliferation of spore-forming bacteria in the final product in heat-sensitive foods
can generate economic losses and health problems for the consumer. The objective of this work
was to characterize phenotypically and genetically the potential of heat resistance of spores and
to characterize the genetic diversity of mesophilic bacteria that form spores isolated from
pasteurized liquid egg. The phenotypic and genetic characterization of the heat resistance
potential was determined by successive thermal shocks (80 ° C for 30 min, 90 ° C for 10 min.,
100 ° C for 5 min. And 100 ° C for 5 min) and by means of the partial amplification of the
spoVAD, dacB, clpC, dnaK and yitF (Tn1546) genes, respectively. Likewise, the metabolic
pathways involved in resistance to high temperatures were recovered in some isolates using
Whole Genome Sequencing. On the other hand, the identification of the isolates was carried
outthrough partial amplification of the 16s ribosomal RNA gene followed by phylogenetic
analyzes.The genetic diversity of the spore-forming mesophilic bacteria was determined using
moleculartyping techniques (RAPD). The studied community was mainly dominated by isolates
belongingto the genus of Bacillus (86%), followed by Brevibacillus (10%) and Lysinibacillus
(4%). In phenotypic tests, the greatest reduction in isolates was at 80 ° C / 30 min. (24%) and
90 ° C/ 10min. (33%) in the raw material; however, the reduction in raw material (73 and 93%)
and final product (73 and 96%) were similar to 100 °© C /5 min. and 110 ° C /5 min. The dnaK
gene has apositive correlation with the highest thermal condition (110 ° C / Smin.); however,
the thermal condition with the highest number of positively correlated genes (clpC, cdnL, yitF
[Tn1546]) andspoVAD) is 100 °C/S min. An analysis of genetic diversity was carried out
between bacteria resistant to different thermal shocks, finding a complex diversity. The genome
of 4 strains was sequenced and sporulation genes related to structure formation, sporulation
stages, initiation andregulation, specific sporulation and germination proteins, sigma factors and
transcriptional factors were found. Also, vegetative cell genes related to damage induction,
stress response, general stress and DNA repair. Most of the bacteria that make up the
community isolated from samples of raw material and pasteurized liquid egg final product have
characteristics related to the potential for heat resistance based on phenotypic and genotypic

assays.
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INTRODUCAO GERAL

A diversidade de nutrientes, a alta digestibilidade, o preco acessivel e suas propriedades
reolégicas destacaram o ovo como um alimento fundamental na nutricio humana e com
transcendéncia na industria de alimentos (Réhault-Godbert et al., 2019). O ovo em casca € um
produto altamente perecivel e com alta demanda no mercado, o que conduziu a fabricacio de
produtos derivados de ovo (ovoprodutos), dentre os quais se incluem o ovo inteiro, clara e gema
pasteurizada em suas versdes liquidas, congeladas ou desidratadas. O processamento de

produtos derivados do ovo tem se convertido em uma industria de rdpida expansio (Viator et

al., 2016).

O potencial de contaminacdo, seja da casca ou do contetido do ovo, por micro-organismos
patogénicos ou deteriorantes, representa um grande risco para as indudstrias e consumidores
(Techer et al., 2019a). A prevaléncia, excepcionalmente alta, de patdgenos comoa Salmonella
sp., devido a sua capacidade de penetracdo na casca, ou a transferéncia medianteo oviduto da
galinha, infecta o conteddo do ovo, fazendo com que este se torne um dos principais agentes
associados a doencas transmitidas por alimentos em ovoprodutos (James et al,
2002)(Keerthirathne et al., 2017). Sua presenca tem levado a industria a implementar medidas
de vigilancia cada vez mais rigorosas durante o processamento.Sua deteccdo, no produto final,

geralmente estd vinculada a tratamentos ineficientes de pasteurizagao.

Por outro lado, a sensibilidade da matéria-prima a altas temperaturas usadas no
processamento do ovo converte a eliminacdo ou a redugdo dos esporos bacterianos e
Enterococcus em um grande desafio para a industria (Soni et al., 2018) (Techer et al., 2015a).
Temperaturas desenhadas para a pasteurizacdao de produtos de ovo liquido, em geral 60°C por

3 minutos, resultam ser incapazes de destruir os esporos bacterianos.

Os esporos permitem as bactérias sobreviverem a condi¢des extremas usadas na cadeia
produtiva dos alimentos. Logo, células vegetativas sdo capazes de emergir (germinacdo) frente
a condicOes favordveis através de mecanismos regulados geneticamente. Como resultado, estas
células sdo metabolicamente ativas e responsdveis por provocarem intoxicagdo alimentar e
deterioragdo da matéria-prima e produto final. Entre as principais bactérias formadoras de
esporos contaminantes de ovoprodutos se incluem: Bacillus cereus sensu lato, Lysinibacillus
fusiformis, Bacillus licheniformis Bacillus subtilis e Clostridium spp. (Postollec et al.,
2012a)(Techer et al., 2019a). Estes micro-organismos nem sempre t€m causado doencas, pois

apenas algumas concentragdes a desenvolvem. Deste modo, a pesquisa deve focarno controle dos
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esporulantes ao longo do processamento e evitar a proliferacdo no produto final.

O calor tem sido usado para a eliminac@o/reducdo da microbiota contaminante, mas nemsempre
a temperatura utilizada para obter um produto inécuo (livre de patégenos) e dequalidade tem
permitido manter as propriedades nutritivas ou tecnolégicas do produto. Consequentemente,
sdo usados outros mecanismos e tecnologias que ajudem a reduzir a carga microbiana,
diminuindo as probabilidades de persisténcia dos mesmos no produto final. Assim, o0 uso
sinérgico de pré-tratamentos, que apresentou resultados otimistas frente aos esporos

bacterianos, foi uma forma de reduzir o calor agressivo em alimentos sensiveis.

A implementacio de medidas de pré-tratamento de higienizacdo, como a
descontamina¢@o dos ovos com casca, garante aos consumidores 0vos com casca € ovoprodutos
seguros para o consumo direto, além da utilizacdo de seus ingredientes ser confidvel, como por
exemplo, em outros produtos alimenticios. Além disso, o controle da rastreabilidade dos

fornecedores da matéria-prima poderad, também, garantir a qualidade da matéria-prima.

Os procedimentos e tecnologias para a descontaminagcdo de ovos com casca, antes da
quebra, incluem o uso de desinfetantes quimicos, pasteurizacdo, tecnologias de ultrassom
térmico, tratamento com ozdnio, tratamento a plasma ndo térmico de gds, dgua eletrolisada
dcida, tecnologia de luz pulsada, irradiacdo UV, fumigacdo com formaldeido (Singh and Brar,
2016) (Lv et al., 2019). E sempre bom ressaltar que uma combinacdo de boas praticas e
estratégias de descontaminagdo € essencial para limitar o contato entre a parte externa da casca
e o conteido do ovo, pois propicia melhoras na seguranca e qualidade do produto
(Keerthirathne et al., 2017). Portanto, este estudo teve como objetivo caracterizar feno e
genotipicamente a resisténcia térmica e a variabilidade genética da diversidade bacteriana
isoladas de amostras da matéria-prima (diferentes fornecedores de ovo) e produto final

(diferentes lotes) de ovo liquido pasteurizado.
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A. Bactérias formadoras de esporos

As bactérias formadoras de esporos sdo micro-organismos, que, em algum momento de
seu ciclo de vida, conseguem se diferenciar em entidades resistentes com o objetivo de
perpetuar a sua ocorréncia em um determinado ambiente. As propriedades fisico-quimicas do
esporo lhe permitem encarar condi¢cdes adversas relacionada ao calor, pH, oxigénio, nutrientes,
atividade de 4gua, pressdo e outros (Markland and Hoover, 2016) (Setlow and Johnson, 2019).
As bactérias esporuladas estdo predominantemente associadas ao phylum Firmicutes,
especificamente a familia Bacillaceae e aos membros do género Clostridium (André et al.,
2017)(Garde et al., 2018). Bacillus e Clostridium tém sido os géneros esporulados mais
estudados no decorrer do tempo (Markland et al., 2013)(Singh, 2017), devido a presenca de
espécies patogénicas e deteriorantes que resultaram em surtos transmitidos por alimentos e

perdas econdmicas nas industrias de alimentos, respectivamente (Remize, 2016).

a.1) Importancia dos esporulados na deterioracao dos alimentos e na satde

A importancia do estudo dos esporos bacterianos reside, principalmente, na capacidadede
resistir a condi¢cdes adversas como a exposicao sub agentes fisico-quimicos: altas temperaturas,
congelamento, irradiagdo, desidratacdo, presenca de conservantes, tratamento com
desinfetantes, entre outros (Setlow, 2014)(Setlow and Johnson, 2019). A sobrevivéncia a
condi¢des extremas possibilita o desenvolvimento das bactérias formadoras de esporos em mais
de um habitat. Os esporos bacterianos t€m sido encontrados em todo tipo de amostra ambiental
(W L Nicholson et al., 2000). Diversos estudos (Postollec et al., 2012a)(Hong et al., 2009)
determinaram concentracdes de Bacillus sp. e Clostridium sp. entre 10°-10° esporos/gramas de
solo, uma vez que o solo é considerado um dos mais importantes reservatorios € um dos
principais focos de dispersdo para outros nichos ambientais. Consequentemente, € inevitavel
que os esporos entrem na cadeia produtiva dos alimentos (Checinska et al., 2015). A ocorréncia
de uma microbiota associada a matéria-prima (de origem vegetal e animal) e a exposicao aos
distintos processos industrias converte os alimentos em sistemas que precisam ser avaliados
para que seja garantida sua inocuidade. O uso de matéria-prima e de ingredientes contaminados
com baixa populac@o de esporulados (2logio CFU per g/mL) de bactérias formadoras de esporos

€ crucial para a obtencdo de produtos estdveis e microbiologicamente seguros (Pereira and

Sant’Ana, 2018a).
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A ampla diversidade taxonOmica e, consequentemente, a versatilidade metabdlica
atribuem as bactérias esporuladas a capacidade de sintetizar enzimas hidroliticas, como lipases
ou proteases, que provocam a decomposicdo dos alimentos, e, eventualmente, a perda das
carateristicas sensoriais, nutricionais e tecnolégicas dos produtos susceptiveis (Techer et al.,
2015a). Do mesmo modo, a presencga de esporulados responsdveis pela producio de diferentes
toxinas impactou negativamente, ao longo do tempo, a satide humana e animal. Dentro do grupo
dos aerdbios facultativos esporulados existem espécies de Bacillus intimamente relacionadas
que constituem o grupo Bacillus cereus sensu lato. Estas espécies incluem o B. cereus, B.
anthracis e B. thuringiensis, os quais tém sido comumente reportados como micro-organismos
patogénicos (Ehling-Schulz et al., 2019). Porém, s6 algumas cepas de B. cereus foram
encontradas como os principais responsdveis por surtos de doengas transmitidas por alimentos,
tais como a sindrome diarreico e emético (Berthold-Pluta et al., 2019). A sindrome diarreica €
causada por toxinas ldbeis ao calor (enterotoxinas Hbl, Nhe e CYtK) sintetizadas por células
vegetativas no intestino do hospedeiro (toxi-infec¢do) em uma dose 10* — 10° células/ gramas
de alimento (Lindbick and Granum, 2008). Por outro lado, a sindrome emética é causada pelo
consumo do alimento contaminado com uma toxina (intoxicagdo) estavel ao calor, a cereulide.
A dose suficiente para causar a intoxicagio é de 10° - 10® esporos/grama de alimento. Porém,
existem cepas de B. cereus capazes de causar intoxicacao alimentar com apenas uma dose de
10° — 10* células/ gramas de alimento, resultando em um grande desafio para as indistrias de
alimentos e centros de abastecimento de matéria-prima (EFSA, 2014).

Além de B. cereus, existem outras espécies como B. licheniformis (Salkinoja-Salonen et
al., 1999), B. subtilis (From et al., 2005) e B. mojavensis (Apetroaie-Constantin et al., 2009),
que, raramente, foram isoladas a partir de casos de doengas associados aos alimentos, mas é
sabido que se encontram envolvidos também na produgdo de metabolitos toxicos. Nos poucos
casos reportados, foram descritos sintomas correspondentes a gastroenterites, mas ainda hd
muitas questdes para serem esclarecidas. (Carlin and Nguyen-The, 2013) (Lavermicocca et al.,

2016).

Os anaerobios esporulados encontram-se representados por membros do género Clostridium.
Cepas patogénicas de C. botulinum e C. perfringens sao os agentes mais reportados em casos
de intoxicacdo alimentar. No entanto, C. botulinum produz uma potente neurotoxina
classificada em 7 tipos (A-G) e das quais apenas 4 causam doenga em humanos (A, B, E e F).

Quantidades tao baixas (30-100 ng) de neurotoxina botulinica sdo suficientes para causar a
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doenca em humanos. A neurotoxina do tipo E, produzida por C. botulinum psicotréfico e nio
proteoliticos, € secretada a temperaturas mais baixas que 3°C, enquanto a do tipo A, B e F sdo
produzidas pelo grupo mesofilo e proteolitico. Nao obstante, as neurotoxinas produzidas por
cepas psicrotréficas sejam as mais reportados (Markland et al., 2013),0 C. perfringens tem sido
notificado em alimentos inadequadamente cozidos e refrigerados. Especificamente, existem
varios tipos de C. perfringens (A-F). O tipo A produz uma alfa toxina que causa doenca aguda,
transmitida nos seres humanos através dos alimentos, causando diarreia e desconforto

abdominal (Rabinowitz and Conti, 2010).
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B. Resisténcia nas bactérias esporuladas

Devido a sua capacidade de resisténcia, a persisténcia de bactérias formadoras de esporos
na cadeia produtiva dos alimentos, inclusive no produto final, tornou-se uma grande
problemdtica em ambito mundial. O fato desse grupo de bactérias poder causar agravos na
industria alimentar tem despertado o interesse nos mecanismos de resisténcia e na forma como
estes podem ser neutralizados.

Embora algumas bactérias formadoras de esporos ndo causem danos aparentes nos
alimentos nem ao consumidor, em altas concentracdes podem reduzir o valor do produto
alimenticio. Por exemplo, a presenca de bacilos terméfilos, como Anoxybacillus flavithermus e
Geobacillus stearothermophilus em lacticinios, ¢ um indicador de falta de higiene que,
inclusive, em altas concentra¢des torna o alimento inaceitavel para o consumidor (Burgess et
al., 2010a)(Soni et al., 2016). Em sua forma esporulada, estes micro-organismos perdem sua
capacidade proliferativa, porém em condi¢des favordveis em um alimento desencadeiam o
processo de germinacao (Piggot and Hilbert, 2004) e a multiplicacdo exponencial das células
vegetativas.

A resisténcia dessas bactérias frente ao calor imido e seco, dessecacao, radiacdo UV e v,
frente a enzimas que hidrolisam a parede celular bacteriana e a uma variedade de produtos
quimico téxicos como agentes genotdxicos, agentes oxidantes, aldeidos, dcidos e dlcali(Setlow,
2014) deve-se, principalmente, a estrutura particular do esporo. O esporo é formado por varias
camadas que incluem o exosporium, a capa proteica, a membrana externa, o cortex,a parede
germinativa da célula, a membrana interna e o nicleo do esporo.

O exosporium, presente em algumas espécies de Bacillus como: B. megaterium, B.
anthracis, e B. cereus, proporciona uma superficie hidr6foba que aprimora as propriedades
adesivas nas superficies hidrofobicas, além de favorecer a resisténcia aos tratamentos quimicos
e enzimdticos (Ronner et al., 1990) (Henriques and Moran, 2007)(Stewart, 2015). A capa
proteica atua como barreira de permeabilidade, restringindo a passagem de moléculas grandes

como enzimas e nutrientes, assim também como desintoxicante de uma variedade de produtos
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quimicos biocidas (Henriques and Moran, 2007) (Mckenney et al., 2013). A camada proteica e
a camada externa contém pigmentos que absorvem fortemente a regiao UV. Vale sinalizar que
evidéncias demostraram um papel significativo na resisténcia a raios UV (Khaneja et al., 2010).
O cortex e a parede germinativa sd@o importantes, sobretudo, para a viabilidade do esporo, e
sabe-se também que o cortex protege o esporo de dano frente aos solventes quimicos (Khaneja
et al., 2010)(Setlow, 2006) . A membrana interna protege o niicleo, porque atua como barreira
de produtos quimicos (Russell, 1990a) . Finalmente, as condi¢des que apresentam o nicleo
como baixo teor de dgua (25 a 55% do peso imido) favorecem a resisténcia do esporo ao calor
umido. O alto nivel de 4cido piridina-2,6-dicarboxilico (dcido dipicolinico [DPA]), junto a
vérios cations divalentes, como Ca*, favorece a resisténcia frente a agentes prejudiciais do
DNA. Jd os altos niveis de um grupo de proteinas que saturam o DNA de esporos denominadas
pequenas proteinas de esporos soluveis em acido (SASPs) do tipo o/p protegem o DNA do
esporo contra o dano frente a produtos quimicos genotdxicos, dessecacdo, calor imido e
radiacdo UV e y (Ki et al., 2008).

Com o avango do tempo, as indudstrias alimentdrias tém utilizado ativamente estratégias
para garantir a inativacdo adequada dos esporos e controlar o crescimento das células
vegetativas. Nesse sentido, a tecnologia emergente e os métodos convencionais tém evoluido
cada vez mais em efici€ncia frente ao controle destes tipos de micro-organismos; (Raso and

Barbosa-Canovas, 2003).

b.1) Resisténcia térmica

Para o controle dos micro-organismos patogénicos e deteriorantes, tradicionalmente a
industria alimentar tem utilizado o calor. Tratamentos térmicos moderados, como a
pasteurizacdo (<75°C/15 seg.), foram desenhados para eliminar as células vegetativas
patogénicas (Heyndrickx and Scheldeman, 2008) e tratamentos mais intensos como a
esterilizacao (121°C por uma duracao dependendo do organismo alvo) criada para a inativagao,

principalmente de esporos de Bacillus e Clostridium (Oomes et al., 2007).

Embora seja um tratamento amplamente usado, a pasteurizacdo proporciona um ambiente
adequado para o desenvolvimento das células vegetativas das bactérias esporulantes desde que
elimine as células vegetativas potencialmente competidoras. Deste modo, a esterilizagdo
envolve a eliminacao dos esporos e garante periodos de vida de prateleira mais longo, tornando

os alimentos ainda mais seguros. Apesar disso, sua aplicacdo encontra-se limitada a certos
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alimentos sensiveis ao calor. Portanto, a escolha do tratamento depende das carateristicas

termodinamicas do alimento e da resisténcia do micro-organismos a seremeliminado.

O estudo das bactérias formadoras de esporos envolvidas na qualidade microbiol6gica e
na seguranca alimentar tem sido de grande interesse devido a sua persisténcia na cadeia
produtiva, inclusive no produto final. Assim, foram relatados casos de ocorréncia de aerdbios
e anaerdbios formadores de esporos fortemente resistentes ao calor na industria de lacticinios
como em leite UH, leite em pd, queijo “requeijao cremoso” (Rueckert et al., 2005) (Sadiq et
al., 2016a) (Sadiq et al., 2018a) (Burgess et al., 2010b)(Aouadhi et al., 2014) (Oliveira et al.,
2018). A presenca de esporos de Geobacillus stearothermophilus e Moorella thermoacetica
representa um problema, sobretudo em bebidas enlatadas devido a persisténcia termofilica
destes microrganismos (Nakano, 2018). Esporos do grupo de B. cereus € em menor propor¢ao
de Lysinibacillus sp. foram encontrados em produtos derivados de ovo (Techer et al.,
2019b)(Techer et al., 2014b)(Techer et al., 2014a). Em alimentos secos, como lentilhas
vermelhas, feijdo e cereais; e derivados, tais como grios de arroz cru, revelaram alta prevaléncia
de esporos de B. cereus a niveis em que a producdo de enterotoxina poderia se tornar
significativa (Portnoy et al., 1976) (Blakey and Prlestt, 1980) (Duc et al., 2005) (Bilung et al.,
2016). Especiarias, ervas e aditivos ndo foram a excegao, resultados mostraram também a
ocorréncia de B. cereus (Baxter and Holzapfel, 1982)(Fogele et al., 2018). Em cacau, agtcar e
amido, alimentos usados como ingredientes para a fabricagdo de uma ampla variedade de
produtos, detectou-se a presenca de bactérias formadoras de esporos como principais
contaminantes devido as caracteristicas do processamento que favorecem a sele¢cdo dos mais
resistentes (Pereira and Sant’Ana, 2018a). Em adi¢do, a persisténcia do esporo no produto final
ndo poderia estar refletindo s6 a capacidade de sobrevivéncia do esporo a tratamentos de calor
durante o processamento, mas também poderia ser resultado de tratamentos deficientes de

esterilizacdo da embalagem e de higienizacdo de maquinas de enchimento (Scheldeman et al.,

2006)(Sadiq et al., 2018b).

b.2) Mecanismos de resisténcia térmica do esporo

A exposi¢cdo a condi¢des desfavordveis, como por exemplo altos tratamentos térmicos,
ativa processos celulares e genéticos que dardo lugar a uma estrutura mais resistente, o €Sporo.
Os fatores envolvidos na resisténcia ao calor do esporo incluem a saturacdo com proteinas
pequenas 4cido-soliveis (SASP) do tipo o/B, o acimulo de cétions divalentes como Ca** e

Mn*?, a desidratagio do esporo e a presenca do dcido dipicolinico (4dcido piridina-2,6-
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dicarboxilico; DPA) (Setlow and Johnson, 2019).

b.2.1) Saturacao com proteinas SASP do tipo o/p

As pequenas proteinas SASP do tipo a/f constituem o 3-5% das proteinas totais do esporo
e encontram-se em todas as espécies Bacillales e Clostridiales formadoras de esporos. As SASP
do tipo o/ sdo proteinas altamente conservadas nestas espécies e estao codificadas por 7 a mais
genes, das quais os genes sspA e sspB sdo os de maior importdncia e se expressam
simultaneamente (Setlow and Johnson, 2019). A protecdo do DNA nos esporos contra o dano
a dessecacdo, ao calor seco e Umido parece depender dos altos niveis de saturacdo exercidos

pelas SASP do tipo o/p (Hackett and Setlow, 1988)(Setlow, 2006)(Cortesao et al., 2019).

b.2.3) Presenca do acido piridina-2,6-dicarboxilico (DPA)

As sinteses de DPA ocorrem em apenasuma etapa a partir do dcido dihidroxidipicolinico,
um intermedidrio na biossintese de lisina. ODPA ¢ sintetizado durante a formacao da cértex do
esporo no compartimento das células-maeda célula esporulada e, finalmente, absorvido no
forespore (Setlow, 2006). As proteinas envolvidas no transporte/absorcio de DPA sao
codificadas por, pelo menos, um dos genes do operon spoVA (spoVAA, spoVAB, spoVAC,
spoVAD, spoVAED, spoVAEa e spoVAF). No entanto, apenas os cinco primeiros genes sao
essenciais para completar a esporulacdo (Tovar- Rojo et al., 2002). Além disso, foi relatado que
os genes spoVAC, spoVAD estdo associados com a membrana interna do esporo (Veldsquez et
al., 2014) (Vepachedu and Setlow, 2005); contudo, o gene spoVAF ndo tem demonstrado ser
imprescindivel na esporulacdo, ji4 que, em cepas em que O gene estava ausente, O
desenvolvimento da esporulacio nio foi afetada (Perez-Valdespino et al., 2014).

Por outro lado, o operon spoVA presente no transposon Tnl1546 foi designado como
spoVA?™ operon e representa um dos cinco operones do transposon (Berendsen et al., 2016).
O operon spoVA?"? carrega genes que codificam proteinas homélogas as do operon spoVA,
tais como o spoVAC?"?, spoVAD?"* e spoVAEbL*"?, além de outros 4 genes que codificam
proteinas com func¢des desconhecidas. Entretanto, presume-se que as proteinas codificadas
intensificam a absor¢cdo de DPA no nucleo do esporo (Berendsen et al., 2016). Este evento foi
demonstrado em esporos de B. subtilis, onde a insercio de spoVA?™® deu como resultado
esporos altamente resistentes ao calor imido, porém ao ser eliminado spoVA?"*? de cepas de B.

subtilis, carregando Tnl546, resultaram em esporas sensiveis ao calor. Cepas de B.
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amyloliquefaciens e B. licheniformis que carregavam o spoVA?"*’ mostraram diferencas
significativas na resisténcia em rela¢do as que nao apresentavam o operon. Em B. licheniformis,
essas diferencas nao foram tdo relevantes como em B. amyloliquefaciens e B. subtilis. Neste

estudo, descreveu-se uma relagdo diretamente proporcional ao nimero de copias do operon

spoVA?™" e a resisténcia adquirida em cepas de B. subtilis (Berendsen et al., 2016).

E importante lembrar que o operon spoVF é responsével pela sintese da DPA sintetase,
enzimas biosintéticas da lisina, as quais, por sua vez, catalisam a sintese do DPA e sdo
codificadas por 2 genes do operon spoVF (Paidhungat et al., 2000). A mutacao no locus spoVF,
além de dar origem a esporos com menor quantidades de DPA, resultam em esporos instaveis
com alta probabilidade de lises durante a esporulacdo. Por outro lado, a eliminacdo de spoVF
locus poderia também aumentar significativamente o conteido da dgua no nicleo do esporo,
diminuindo ainda mais a sua capacidade de resisténcia (Paidhungat et al., 2000) (Tovar-Rojo et

al., 2002).

b.2.2) Baixo teor de agua e aciimulo de cations divalentes

Durante a formagao do esporos, o DPA capturam fons divalentes numa propor¢ao 1:1
deslocando a dgua do nicleo (Driks and Setlow, 2014) (Setlow, 2014). Posteriormente, na
esporulagdao também sdo transferidas quantidades significativas de 4gua do nucleo, reduzindo
ainda mais o conteido da dgua (Coleman et al., 2007). A resisténcia dos esporos ao calor imido
estd determinada, em grande parte, pelo contetido de d4gua no nicleo do esporo, que € muito
menor em comparacdo ao protoplasto das células vegetativas. A mineralizacio do nicleo
mediante a formagio do complexo DPA-Ca*? demostrou provocar a desidratacdo do niicleo do
esporo para niveis muito baixos de d4gua, favorecendo sua resisténcia frente ao calor (Leuschner
and Lillford, 2000). Por outro lado, os niveis e o tipo de {ons minerais em relagdo a resisténcia
resultaram também influenciar na resisténcia ao calor do esporo. Alguns estudos mostraram que
altos niveis de fons de Ca®* no niicleo do esporo contribuem mais significativamente para a
resisténcia ao calor imido que altos niveis de Mg?* ou Mn?*. Assim, a delecdo de alguns dos
genes do operon dacB-spmA- spmB presente em B. subtilis e Clostridium perfringens, resultou
em esporos com elevado teorde dgua no nucleo, instdveis e mais sensiveis ao calor, que foram
facilmente destruidos frente a tratamento térmico (Popham et al., 1995)(Orsburn et al.,
2009)(Paredes-Sabja et al., 2008). De outro modo, cepas expostas a altas temperaturas podem
resultar até 10 vezes mais resistentesao calor umido, provavelmente, devido a quantidade

relativamente baixa de dgua no nucleo (Melly et al., 2002)(Warda et al., 2015). No caso de
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esporos de terméfilos, o aumento da resisténcia ao calor imido de seus esporos pode estar
relacionada a termoestabilidade intrinsecade suas proteinas (Nicholson et al., 2000)(Setlow,

2006).

b.2.3) Reparacao de danos do esporo

Além da presenga de uma rede de mecanismos de resposta contra o estresse aocalor e a
composi¢do da estrutura do esporo, existem também algumas proteinas envolvidas nareparacao
de danos nos esporos. O CdnL € um regulador transcricional putativo, que demostrouestar
involucrado no reparo e posterior crescimento dos esporos de B. cereus danificados pelocalor
(Warda et al., 2016b). O papel na reparacdo por danos ao calor foi determinado mediante
mutagdes dirigidas em cepas de B. cereus. Os resultados obtidos foram a inativacdo de 2 log
da populacdo e, acima de 95% da populagdo sobrevivente, seus esporos resultaram danificados,
em comparagdo com as cepas ndo mutantes (Warda et al., 2016a).

b.2.4) Adaptacao ( “proteinas do choque térmico” e “proteinas gerais do estresse”)

Como se percebe nas situacdes descritas acima as bactérias tém desenvolvido
mecanismos de adaptacdo para a sobrevivéncia sob condi¢cdes de estresse; assim, uma dose
inicial de calor ndo letal pode induzir resisténcia transitoria ao tratamento térmico mediante um
fenomeno denominado termotolerancia, e as bactérias formadoras de esporos ndo sdo a exce¢ao
em apresentar estes mecanismos. Hoje em dia, sabe-se que a resposta ao choque térmico de B.
subtilis se compde de seis classes de genes induzidos por choque térmico baseados em seus

mecanismos reguladores (Hecker et al., 1996).

Os genes que codificam as proteinas do choque térmico de classe I sdo regulados pelo
promotor 6. Esses genes, vale lembrar, estdo organizados em dois operones o dnak e groE, e
sdo particularmente induzidos por estresse ao calor. O operon dnaK esta constituido pelos genes
grpE, dnaK e dnal; ja o operon biscistronico groE esta constituido pelos genes groES e groEL;
ambos regulados pelo repressor hrcA. (Selby et al., 2011)(Hecker et al., 1996). Genes de
importancia na resposta ao estresse ao calor como o gene dnakK de B. pumilus (Kumar et al.,
2014) ou os genes dnakK, dnal e groE de B. licheniformis foram clonados e expressados em
Escherichia coli, demostrando sua func¢do protetora contra a desnaturacao frente a temperaturas

altas (Liang et al., 2009).

Os genes que conformam a classe II sdo dependentes do promotor fator sigma alternativo

o®, 0 qual ativa a transcrigdo em condigdes de temperatura elevada de alguns genescomo o rsbV,
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rsbW e rsbX (Reder et al., 2012). De outro modo, o RsbR € uma proteina que atuacomo sensor a
altas temperaturas e controla a atividade do %, considerando-se o segundo termémetro celular
(Martinez et al., 2010)(He et al., 2019). Seguidamente, um fator ¢ pode responder frente a
elevadas temperaturas, dando lugar a regulacdo da esporulacdo. Genes da classe III formam
parte do regulon CtsR que respondem ao estresse e ao calor, mas sdo fortemente reprimidos sob
exposi¢ao prolongada. Os genes clpC, clpE, clpP, ctsR, mcsA e mcsBformam parte do regulon
CtsR e sdo responsdveis pela ligacdo ao DNA e detecc¢do do calor. Osgenes da classe IV ndo
estdo envolvidos no desenvolvimento da termotolerancia. Os genes da classe V incluem os
genes de choque térmico htrA e htrB, responsdveis pelo controle do regulador de estresse e do
sensor. Por dltimo, dez genes do choque térmico encontram-se na formacgao da classe VI, cujos
mecanismos reguladores ainda ndo foram identificados (Abee andWouters, 1999)(Periago et al.,

2002) (Noor et al., 2019).

Existem proteinas que respondem a diferentes condi¢cOes de estresse; tratam-se das
“proteinas gerais do estresse”, responsdveis pela protecdo geral e inespecifica da célula sob
condi¢cdes adversas. Entretanto, vao desencadear uma série de sinais extracelulares que irao
induzir um conjunto de proteinas especificas, as quais, por sua vez, proporcionarao protecao
contra um fator de estresse especifico (Hecker et al., 1996). Tanto as carateristicas inerentes das
bactérias formadoras de esporos, como o uso de tratamentos térmicos mais leves pelas
industrias de alimentos podem contribuir na geracdo de populacdes de esporos subletalmente
danadas em lugar de inativadas, assim como células vegetativas termotolerantes frente a

cambios de temperaturas de estresse para as células (Warda et al., 2016b).

C. Deterioracao de ovos e producao do “ovo liquido pasteurizado”

Como se sabe o ovo é uma valiosa fonte de nutrientes como proteinas, gorduras,
vitaminas, minerais e apenas um traco de carboidratos. Nutricionalmente, é considerado um dos
alimentos mais completos na dieta humana por conter, além dos nutrientes supracitados, todos
os aminoacidos essenciais. Porém, todas essas carateristicas nutricionais constituem o médio
ideal para o desenvolvimento de micro-organismos, uma vez que contaminam a casca, penetram
as camadas internas e finalmente acessam ao contetido do ovo (Techer et al., 2015a). O ovo
recém depositado é geralmente estéril, pois a microbiota s6 se formard apds o contato com a
cloaca da galinha, matérias do ninho (po e fezes), entre outros elementos do ambiente. Com
tudo isso, o processo que dd origem a produtos derivados do ovo, como ovo inteiro, gema ou

clara liquido podem ser afetados pela contaminac¢do sistemdtica devido ao contato inevitdvel
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com a casca do ovo (Techer et al., 2019b).

A presenca de micro-organismos capazes de produzir enzimas que digerem e assimilamos
nutrientes da matriz do alimento causam a deterioracdo dos produtos de ovos. Um estudo da
microbiota da casca e do conteido do ovo determinou a presenca de Staphylococcus sp.,
Streptococcus sp., Campylobacter sp., Listeria sp., enterobactérias (Escherichia coli,
Salmonella sp., Proteus sp., Aeromonas sp., Serratia sp., Enterobacter sp., Acinetobacter sp.,
Pseudomonas sp., Alcaligens sp.). (Gram et al., 2002) (Abdullah, 2010) (Techer et al., 2015)
(Albino et al., 2018), Bacillus sp. e Clostridium sp. Entretanto, em outro estudo baseado em
produtos derivados de ovos (ovo inteiro, clara de ovo, gema e ovo em pd), determinou-se a
presenca do grupo Bacillus cereus, B. subtilis, B. licheniformis, Lysinibacillus fusiformis e
Clostridium spp. Por outro lado, cabe ressaltar que a maior ocorréncia foi principalmente de B.
weihenstephanensis e B. mycoides, ambos pertencentes ao grupo Bacillus cereus (Postollec et

al., 2012b) (Cribben and McDermott, 2012) (Lindbick and Granum, 2008) (Jan et al., 2011).

A resisténcia e ubiquidade tornam quase impossivel garantir a eliminacdo dos
formadores de esporos de um determinado ambiente, sendo sua reducio um desafio. A
importancia da persisténcia dos esporos no processamento de ovo se baseia na capacidade de
algumas cepas causarem doenca a uma determinada concentracao, além da sua ampla atividade

enzimatica, responsavel pela deterioracao do produto final.

O ovo liquido pasteurizado tem alcancado uma alta demanda no mercado nos ultimos
anos, provavelmente porque, além de conseguir manter suas carateristicas tecnoldgicas e
nutricionais, resulta ser vantajoso de ser transportado e estocado (volume ocupado, maior
durabilidade). Esse derivado do ovo tem sido categorizado como matéria-prima para a
fabricacdo de outros produtos; portanto, garantir o controle microbiano € importante para evitar
perdas econdmicas na industria e prejuizos na saide dos consumidores. Os ovo produtos sdao
udados na fabricacdo de uma variedade de produtos alimenticios, tais como: molhos, massas,
biscoitos, bolos, carnes processadas, produtos de peixe, produtos de vinho, sorvetes e

sobremesas refrigeradas.

Por outro lado, a sensibilidade térmica das proteinas do ovo requer o uso de temperaturas
de pasteurizagdo maisbaixas para produtos de ovo liquido, e de temperaturas ligeiramente
maiores para ovo inteiro egema de ovo liquido (Jan et al., 2011). Embora esses tratamentos
consigam reduzir a presencada maioria de bactérias patogénicas, sao ineficientes ao eliminarem

bactérias formadoras de esporos. Existem bactérias psicrotroficas formadoras de esporos que
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conseguiram persistir até o processo final da cadeia produtiva e resistiram longos tempos a
temperatura de refrigeracdo na estocagem. Tais bactérias conduziram a sele¢do destes grupos
de esporulados e atingiram apopulacdes capazes de deteriorar o produto final, produzindo

toxinas mesmo a baixas temperaturas (Ribeiro et al., 2018) (Grosset et al., 2007).

E necessario destacar que a contaminacio do ovo liquido pasteurizado pode ocorrer de
diversas formas, dentre as quais podem ser citadas: a alta contamina¢ao da matéria-prima por
uso de ovos provenientes de fornecedores de duvidosa procedéncia, falha da temperatura e
condicdes no processamento, ineficiente higienizacdo de equipamentos e superficies
determinantes da microbiota residual final e as condi¢Ges e tempo de refrigeracdo (estocagem).
Esses sao alguns dos fatores que podem reduzir o periodo de vida de prateleira do ovo integral

pasteurizado liquido refrigerado (Régo et al., 2012).

D. Métodos de caracterizacao por fingerprinting “genotipagem”

Existem diferencas entre determinadas regides do genoma que podem expressar-se
através de fen6tipos ou comportamentos particulares, como a capacidade para resistir ou tolerar
condicdes adversas. Tais diferencas ndo significam, necessariamente, uma divergéncia
filogenética. Em consequéncia, linhagens da mesma espécie podem ter um comportamento
diferente quando sdo avaliados para caracteristica funcional. As técnicas fingerprinting
permitem obter um perfil genético especifico capaz de discriminar populacdes do mesmo grupo

taxondmico.

Entre as principais e mais usadas técnicas de fingerprint temos a Eletroforese em Campo
Pulsante (PFGE), considerada técnica gold standard em epidemiologia molecular apropriada
para separar grandes fragmentos de DNA, por meio da reorientagdo do DNA em gel pela acao
de campos elétricos alternados (Magalhdes et al., 2005). Essa técnica € valorizada por sua alta
resolucao, ndo s6 como método genotipico, mas também fenotipico (Miragaia et al., 2002).

O Polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricdo (RFLP) consiste na hidrélise
do DNA com enzimas de restricio que vao gerar padroes de restricdo especificos. Osperfis
resultantes permitem detectar pequenas alteracdes que diferenciem até em nivel de linhagens.
O RFLP tem demostrado ser uma técnica eficiente para estimar a variabilidade genética e a
identificacdo, com altos valores de “bootstrap”, de acordo com os caracteres morfoldgicos.

A Reacao de Amplificacdo Aleatdria de DNA Polimorfico (RAPD-PCR) esté baseada na
ligacdo aleatdria de sequéncias arbitrarias de, aproximadamente, 10 nucleotideos completares

em fitas opostas do DNA alvo que dardo lugar a diversos fragmentos de tamanho diferentes
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(locus diferentes) (Williams et al., 1990). Esses produtos, amplificados, serdaovisualizados em
gel de agarose ou gel de poliacrilamida, dando lugar ao “perfil RAPD”. Uma das vantagens do
RAPD € que se trata de uma técnica simples, rdpida, de baixo custo e que vaipermitir o estudo
de espécies sobre as quais ndo se tem nenhum tipo de informacdo genética. ORAPD faz uma
amostragem mais abrangente do genoma, refletindo regides repetitivas e de sequéncia unica,
regides codificadores e nao-codificadoras (Lacerda et al., 2002) (Hadrys et al.,1992).

Para a técnica de Ribotipagem, faz-se uso de primers que codificam subunidades 16S e
23S do rRNA. Esses primers sdo sequéncias iniciadoras, complementares as sequéncias
conservadas dos genes que codificam as subunidades 16S e 23S do rRNA. Essa regido
espacadora (16s rRNA -23S rRNA) difere em nimero, comprimento e sequéncia, inclusive para
espécies relacionadas evolutivamente préximas. A sequéncia produto pode apresentar
polimorfismo ou variacdes da sequéncia de DNA, provavelmente por delecdes e insercdes que
permitiram a discriminag@o ou diferenciacdo de cepas relacionadas evolutivamente préximas
(grande heterogeneidade dentro dos operdes do rRNA). Essa técnica € rdpida e simples e
possibilita uma andlise rdpida de um elevado nimero de linhagens.

A técnica Rep-PCR esta baseada no uso de primers sintetizados a partir de sequéncias
repetidas de DNA altamente conservadas e presentes em varias copias do genoma. Entre as
sequéncias repetitivas usadas estdo o REP (Elementos palindromicos extragénicos repetitivos),
as sequéncias ERIC (Elementos do consenso intergénico repetitivo enterobacteriano), € o
elemento BOX. O produto da amplificagdo dard lugar a regides gendmicas distintas localizadas
entre os elementos repetitivos, permitindo a diferenciagcdo em nivel de espécies, subespécies e
cepa (Rademaker and Bruijn, n.d.) (Moon and Duarte, 2006).

Tém sido desenvolvidos muitos trabalhos usando Gel de Eletroforese de campo pulsante
(PFGE) na caracterizacdo genética de bactérias formadoras de esporos, revelando diferencas
genéticas entre linhagens do grupo B. cereus em diferentes alimentos (Merzougui, 2013) (Amor
et al., 2018). Tipagem Sequencial Multilocos € usado, por exemplo, com o fim de revelara
histéria evolutiva de 53 linhagens de Bacillus licheniformis (Madslien et al., 2012), assim como
a ferramenta para estudar a estrutura populacional e epidemioldgica do grupo B. cereus (MLST)
(Helgason et al., 2004). Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos de Restricio (AFLP)
mostrou-se muito util na diferenciacdo de linhagens de B. cereus e, consequentemente, no
rastreamento por causa de surtos (Zwet et al., 2000). O RAPD ja foi usado para avaliar a
diversidade intraespecifica de espécies patogénicas de B. cereus (Ehling-schulz et al., 2005),

bem como ferramenta para discriminar entre baterias mesoéfilas e terméfilas (Mora et al., 1998)
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(Sadiq et al., 2016b). A tipificacdo de linhagens de Alicyclobacillus através do RAPD revelou
grande similaridade genética entre linhagens em suco de maracuja (Mcknight et al., 2010).

Com a finalidade de aumentar o poder discriminatdrio, existem variantes em relacdo as
diferentes técnicas de fingerprinting j& mencionadas, como é o caso do ARDRA (Andlise de
restricdo de amplificacdo de DNA ribossomico) que consiste na amplificacdo do préprio gene
rRNA 16S (rDNA) e subsequente acao de uma enzima de restricao sobre o produto amplificado.
Em um estudo genotipico, o ARDRA foi desenvolvido e apresentado como uma técnica
alternativa a procedimentos laboratoriais convencionais com o objetivo de identificar e
caracterizar a 85 bacillus termofilicos (Mora et al., 1998).

Nos dltimos anos, a inddstria de alimentos tem implementado diferentes métodos
genotipicos e fenotipicos para identificacdo e classificagdo de alguns micro-organismos de
interesse industrial. Cada um desses métodos permite monitorar ou rastrear populacdes

especificas que podem incluir um género, uma espécie ou, inclusive, uma linhagem.
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Resumo

Os esporos sdo estruturas bioldgicas ubiquas, capazes de resistir a condicdes adversas do
meio externo. Em um ambiente sob condi¢des ideais, eles se transformam em células
metabolicamente ativas, as quais, por meio da sintese de enzimas (proteases e lipases),
assimilam os nutrientes do alimento e provocam a sua deterioragdo. Ademais, certos
esporulados podem produzir toxinas responsdveis por problemas gastrointestinais. Portanto, a
eliminacdo dos esporos tem se convertido em um grande desafio para as industrias de alimentos,
mais ainda para os alimentos termossensiveis. O ovo liquido pasteurizado (um ovo produto)
poderia se converter em um meio ideal para o desenvolvimento de bactérias incluindo as

formadoras de esporos.

Esse estudo teve como objetivo avaliar a diversidade genética e caracterizar a resisténciaao
calor por parte das bactérias aerébias meséfilos formadores de esporos. Os 200 isolados foram
recuperados da matéria-prima e produto final de ovo inteiro e gema de ovo liquido resfriado
pasteurizado. O potencial de resisténcia ao calor foi avaliado mediante uma abordagem
fenotipica e genotipica. Com respeito a abordagem fenotipica, todos os isolados foram
submetidos a choques térmicos sucessivos (80°C/30 min., 90°C/10 min., 100°C/5 min.e
110°C/5 min.). No caso da abordagem genotipica, buscou-se a presenga de genes relacionadosa
resisténcia ao calor (cdnL, spoVAD, dacB, clpC, dnaK e yitF[Tn1546]). A identificacdo dos
i1solados foi baseada na andlise filogenética da sequéncia parcial do gene RNA ribossomal 16S.
Para caracterizar a diversidade genética, os isolados foram testados mediante técnicas de
tipagem molecular (RAPD), e as vias metabdlicas envolvidas na resisténcia a altas temperaturas
foram recuperadas em alguns isolados através do Whole Genome Sequencing. A comunidade
estudada estava dominada, principalmente, por isolados pertencentes a género de Bacillus
(86%), seguido por Brevibacillus (10%) e Lysinibacillus (4%). Nos testes fenotipicos, a maior
reducdo dos isolados foi nas condigdes de 80°C/30 min. (24%) e 90°C/10 min. (33%) na

matéria-prima; entretanto, a reducdo na matéria-prima (73 e 93%) e produto final (73 e 96%)
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foi similar a 100°C/5 min. e 110°C/5 min. O gene dnaK apresenta correlagdo positiva com a
maior condi¢@o térmica (110°C/5min.); ainda assim, a condi¢@o térmica que apresenta 0 maior
nimero de genes correlacionados positivamente (clpC, cdnL, yitF[Tnl1546] e spoVAD) é
100°C/5 min. Uma andlise de diversidade genética foi realizada com as bactérias resistentes a
diferentes choques térmicos, encontrando-se uma complexa diversidade. O genoma de 4 cepas
foi sequenciado, e foram encontrados genes da esporulacdo relacionados a formacdo da
estrutura, estagios da esporulacdo, iniciacdo e regulacdo, proteinas especificas da esporulagao
e germinagdo, fatores sigma e fatores transcricionais. Além disso, genes das células vegetativas
relacionadas a inducdo por dano, resposta ao estresse, estresse geral e reparacdo do DNA. A
maioria das bactérias que compdem a comunidade isolada a partir de amostras de matéria-prima
e produto final de ovo liquido pasteurizado possui carateristicas relacionadas ao potencial de

resisténcia ao calor baseado nos ensaios fenotipicos e genotipicos.

Palavras chaves: esporos, resisténcia ao calor, ovo liquido pasteurizado
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1. INTRODUCAO

As propriedades nutritivas, a versatilidade de uso no ambiente culinério e as bondades
tecnoldgicas aproveitadas pela indudstria de alimentos tém feito do ovo um produto
mundialmente consumido, seja em casca ou industrializado. Os produtos derivados que foram
acolhidos no mercado incluem o ovo inteiro, a gema ou a clara separadamente, sejam liquidos,
congelados ou desidratados. No Brasil, a inddstria do ovo tem experimentado um incremento
significativo de 6.1% superior na produgdo do 2014 para o 2015, e, em termos de exportacio,
o crescimento das receitas geradas foi ainda mais expressivo em 101% no periodo de janeiro a
dezembro do 2017 para o 2018, segundo a Associacdo Brasileira de Proteina Animal (ABPA)

e Agéncia Brasileira de Promocdo de Exportacdes e Investimentos (Apex-Brasil).

A perda da casca e parte dos compostos naturais antimicrobianos no momento da quebrado
ovo, além do risco de contaminag@o por micro-organismos ainda presentes na casca(Aragon-
Alegro et al., 2005)(Baron F. and Jan S., 2011)(Kone et al., 2013a) levou, nos udltimosanos, a
criacdo de tecnologias emergentes e métodos que assegurem a auséncia de micro- organismos
patogénicos e mantenham as carateristicas sensoriais e funcionais do produto (Braja, 2012). A
pasteurizacao € a tecnologia que melhor cumpre os objetivos antes mencionados e a estratégia
mais usada no mercado; assim, por exemplo, a industria francesa usa temperaturas entre 60 e
65°C durante 2-6 minutos para o tratamento de ovo inteiro e gemade ovo liquido e tratamentos
mais suaves para clara de ovo liquido de entre 55 e 57°C durante5-6 minutos (Baron F. and Jan
S., 2011). Por outro lado, a composicao nutritiva do ovo representa um ambiente ideal que
favorece o desenvolvimento de micro-organismos patogénicos e ndo patogénicos. Micro-
organismos deteriorantes e patogénicos que poderiam sobrevir na cadeia produtiva e,
consequentemente, estar presentes no produto final geram perdas econdmicas ndo apenas na
industria de produtos de ovos, como também em produtos em que os derivados do ovo sdo
usados como ingredientes, podendo prejudicar a saude do consumidor (Kone et al,

2013a)(Techer et al., 2015a).

Atualmente, a vigilancia de Salmonella continua sendo uma das tarefas mais aprimoradas
na producdo de ovo liquido, pois esse micro-organismo patogénico foi reportado,inclusive, em
ovos tratados por pasteurizacdo (Hara-Kudo and Takatori, 2009)(Whiley and Ross, 2015). As
condicdes higi€nicas na producgdo, as praticas de manipulacdo, como o uso eficaz do bindmio
tempo e temperatura na pasteurizagdo sao uns dos constrdis mais rigorosos na processamento

do ovo e de seus derivados (EFSA, 2014). Ainda assim, € importante lembrarque a temperatura
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e tempo médio usados na pasteuriza¢do poderiam ndo ser suficientes para eliminar ou reduzir
outros micro-organismos. Esses tratamentos, inclusive, poderiam contribuir com a selecdo dos
mais resistentes ou termotolerantes, tal ¢ o caso das bactérias formadoras de esporos e
Enterococos (Techer et al., 2015a)(Sadiq et al., 2016b). A capacidade das bactérias esporuladas
para formarem biofilme nas superficies de aco inoxidavel dificulta a eliminacao eficaz mediante
métodos de limpeza e desinfeccdo, tanto dos esporos como de sua forma vegetativa, sendo
capazes de perdurar no tempo (Techer et al., 2019b). Em determinado momento a liberacio das
células esporuladas dos biofilmes, torna-se fonte constante decontaminacio no processamento

nas industrias de alimentos.

A ubiquidade, bem como a resisténcia a condi¢des adversas como as altas e baixas
temperaturas e flutuacdes de pH do ambiente, sdao propriedades intrinsecas das bactérias
formadoras de esporos (Wells-Bennik et al., 2016)(Jan et al., 2011)(Ranawat and Rawat, 2017),
o que favorece a sua presenga e sobrevivéncia ao longo do processamento do ovo liquido
pasteurizado, inclusive, mediante armazenamento a temperaturas de refrigeracdo. Os esporos
frente a condi¢des Otimas de nutrientes, atividade da dgua (aw) e temperatura sdo capazes de
reverter o processo de dorméncia e dar lugar a germinacdo (Singh, 2017). Nesse estado, a
ativacdo metabdlica permite a assimilagdo dos compostos da matriz do alimento, mediante a
producdo enzimdtica, que, consequentemente, resultard na alteracdo das propriedades

tecnoldgicas e sensoriais do produto (André et al., 2017).

Por tltimo, a producdo de toxinas, principalmente por agentes do grupo Bacillus cereus
sensu lato, que, em concentracdes de apenas 10°-10* esporos/grama de alimento tem provocado
intoxicacdo, é mais um dos motivos da importincia do controle de estes micro-organismos
(Wells-Bennik et al., 2016)(Ehling-Schulz et al., 2019). A ocorréncia de bactérias esporuladas
tem se convertido numa problematica de todas as industrias de alimentos (Oliveira et al.,
2016)(Garde et al., 2018)(Alvarenga et al., 2018a)(Pia et al., 2019) (Pereira and Sant’Ana,
2018b), e a linha de produgdo de ovos liquidos ndo € uma excecdo, ainda que exista uma escassa
literatura que o comprove (Vieira et al., 2019) (Techer et al., 2019b).

Nesse sentido, esse estudo teve como objetivo caracterizar a resisténcia ao calor por parte
das bactérias aerdbias mesoéfilos formadoras de esporos recuperadas ao longo do processo
produtivo do ovo através de uma abordagem fenotipica e genotipica, e avaliar a diversidade

genética e genOmica das bactérias mais resistentes
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Amostras de matérias-primas e produtos finais

As amostras de ovos (matéria-prima e produto final) foram coletadas entre junho de 2014
e julho de 2015, de diferentes granjas e uma fébrica de processamento de ovo liquido
pasteurizado resfriado, localizadas no sudeste do Brasil. As matérias-primas (“ovo liquido”, n=
115) foram obtidas a partir de 5 fornecedores (A, n=30; B, n=20; C, n=20; E, n=10 e F, n=20),
localizados a diferentes distancias da planta de processamento de ovos liquidos pasteurizados
(Apéndice B), embalados e transportados sob condi¢des de esfriamento (Vieira et al., 2019).
Na producdo primdria, algumas amostras da matérias-primas foram submetidas a pré-
tratamentos (Apéndice A) antes de serem transportadas, tais como uso de peréxido de
hidrogénio e pasteurizacdo apds a quebra dos ovos, conforme detalhado anteriormente (Vieira
et al.,, 2019). Além dessas amostras, foram coletadas amostras de ovos inteiros com casca
(n=15), oriundos de diferentes granjas. Os produtos finais incluiam amostras de ovo inteiro
liquido pasteurizado resfriado “OLIP” (n= 90) e gema de ovo liquido pasteurizado resfriado
“GLP”, (n=6 ) obtidas a partir de uma mistura das matérias-primas, conforme descrito
anteriormente (Vieira et al., 2019). Todas as amostras foram mantidas na camera de
congelamento a -20°C.

2.2 Contagem de bactérias meséfilas esporuladas

A contagem de bactérias mesoéfilas esporuladas foi conduzida com base na metodologia
preconizada por (Stevenson and Lembke, 2015). Um total de 10 gramas de cada amostra foram
pesados em sacos de plastico estéreis e adicionados 90 mL de dgua destilada estéril, seguido da
homogeneizacdo em Smasher™ (Biomérieux, Marcy 1'Etoile, France). Para ativacdo de
esporos, o conteudo foi transferido para tubos de ensaios e submetido a choque térmico de 80°C
por 10 min em banho-maria e rapidamente resfriado em banho de gelo. Posteriormente, foram
usadas placas com meio TGE (Agar triptona, glicose, extrato de carne) (Kasvi®, Sdo Paulo,
Brazil) para o plaqueamento por pour plate. As placas foram incubadas a 35°C por 48 horas, e
as contagens foram expressas em log UFC por g. As colonias com diferentes estruturas
morfoldgicas foram selecionadas e purificadas usando-se placas de dgar nutriente (Kasvi®, Sao

Paulo, Brazil) e incubacdo a 35°C por 24-48 horas.
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2.3 Cepas de bactérias formadoras de esporos

Um total de 810 isolados de bactérias esporuladas foram recuperados das amostras
analisadas. Um total de 200 isolados (matéria-prima dos fornecedores A, n=(32) ; B, n=(22);
C, n=(21); E, n=(12); F, n=(24) e “ovo in natura” formada por ovo inteiro cru de varios
fornecedores, n=(10) e produto final: OLIP, n=(68) e GLP, n=(11) foram utilizados neste
estudo, a partir de uma sele¢@o, para constituir proporcionalmente um grupo amostral de cada
condicdo (matéria-prima e produto processado) e procedéncia (5 granjas e uma planta
processadora) (Apéndice B). Posteriormente, as colonias foram transferidas para criotubos
contendo 0,7mL de caldo TSB (Difco, Detroit, USA), seguindo-se incubacdo a 35°C por 24-48
horas eadicionadas de 0,3 mL de glicerol (Cellco®, Sao Carlos, Brazil), e conservadas sob

congelamento a - 20°C.

2.4 Preparo das suspensoes de esporos

Para o preparo das suspensdes de esporos, cada uma das 200 cepas de bactérias
esporuladas mesofilas foram reativadas em 100 ul. de caldo nutriente (Kasvi ®, Roseto
degliAbruzzi, Italy), seguindo-se incubacao a 30°C por 24 horas. Apds este periodo, cada cepa
foi inoculada individualmente em 10 mL de caldo nutriente (Kasvi ®, Roseto degliAbruzzi,
Italy) contendo sulfato de manganés (5 mg/L) (CNSMan) (Sigma— Aldrich, Dorset, UK),
seguindo-se incubacdo por 24h a 30°C. Uma aliquota de 400 uL. do caldoCNSMan foi espalhada
em uma placa contendo dgar nutriente com sulfato de manganés (Sigma—Aldrich, Dorset, UK),
seguindo-se incubagdo a 30° por até 30 dias. Durante o periodode incubagdo, as placas foram
monitoradas através de coloracio de esporos até que 90% do campo de observacdo
microscopica estivesse tomado por esporos (Pefa et al., 2014)(Martinezet al., 2016)(Alvarenga
et al., 2018a). Em seguida, o conteudo crescido nas placas foi lavado com dgua destilada estéril,
seguindo-se centrifugacdo a 4000 x g por 20 min a 4°C. Posteriormente, o conteudo foi
ressuspendido em 50 mL de dgua destilada esterilizada, repetindo-se este procedimento por
mais duas vezes. O ajuste da concentracdo de esporos se deu empregando-se dgua destilada
estéril e usando-se contagem em microscopio com camara de Neubauer. A concentracdo de
esporos em cada suspensdo foi ajustada para 10° esporos/mL.A confirmacdo da concentragio
de esporos ocorreu através de contagem em agar nutriente apéschoque térmico de 80°C por 10
min de acordo com a metodologia preconizada por (Stevensonand Lembke, 2015). Esporos
suspensos em agua destilada estéril foram submetidos ao choque.O choque térmico foi

realizado em banho-maria modelo Q334M-28 (Quimis ®, Diadema, Brazil) e, por ultimo,
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foram imediatamente transferidos para banho de gelo até resfriar. As suspensdes foram

armazenadas a -20°C até seu uso.

2.5 Selecio das cepas mais resistentes a choques térmicos sucessivos

Choques térmicos sucessivos com temperaturas entre 80°C e 110°C foram aplicados com
o objetivo de selecionar as cepas mais resistentes ao calor. Para isto, a suspensdo de esporosfoi
diluida/centrifugada com &4gua destilada estéril até atingir a concentracdo padrdao de
10%esporos/mL. A partir do inéculo ajustado, uma aliquota de aproximadamente 25 uL da
suspensao de esporos de cada cepa foi inoculada em tubos capilares (external 1.5 mm; internal
1.1 mm; length 75 mm) (Lamiglass, Sao Paulo, Brazil), seguindo-se selamento com um
magcarico. Os tubos capilares selados (n=3 por cepa) e contendo a suspensao de esporos de cada
cepa foram submetidos aos choques térmicos sucessivos, em banho de 6leo (Cole-Parmer,
Montreal, Canada), nas seguintes condi¢des: 80°C/30 min, 90°C/10 min, 100°C/5 min e
110°C/5 min. Apds exposicdo a cada bindmio tempo/temperatura descrito, os tubos capilares
foram colocados em banho de gelo e abertos em condi¢des assépticas apds higienizagdo com
etanol 70%. Entao, uma aliquota de 3 uLL do volume contido em cada tubo capilar foi inoculada
em uma placa de dgar nutriente. Apds incubacao a 30°C por 24 h, observou-se a presenga ou
auséncia de crescimento bacteriano nas placas, o que foi considerado como indicativo de que a
cepa sobrevivia ou ndo aquele choque térmico. Somente foram submetidas ao choque térmico

posterior aquelas cepas que sobreviveram a um choque térmico imediatamente inferior.

E necessério sinalizar que a comunidade esporulante da matéria-prima inclui os isolados
recuperados de cinco fornecedores (A, B, C, E e F), além de um sexto grupo (N) conformado
por isolados de varios fornecedores (ndo indicados). A comunidade de esporulados do produto
final estive conformada por isolados recuperados de produtos de ovo inteiro (OLIP) e gema de
ovo liquidopasteurizado (GLP) de uma fébrica de processamento de ovo liquido pasteurizado

resfriado.

2.6 Identificacio das bactérias esporuladas mesoéfilas pela técnica de
sequenciamento do gene 16S rRNA

O DNA gendmico das bactérias que sobreviveram aos choques térmicos sucessivos foi
extraido por calor. A extracdo do DNA ajustou-se seguindo os protocolos conforme (Ribeiro et

al., 2016) e (Ronimus et al., 1997). Apds suspensdo de uma colonia em 1 mL de uma solucio
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de TE buffer [SO mM Tris-HCI; 100 mM NaCl; 20 Mm EDTA, pH=8.0] procedeu-se a

centrifugacio a 4000 x g por 2 min a temperatura ambiente, e o pellet foi ressuspenso em 1 mL

de 4gua Mili-Q (Millipore). Posteriormente, a suspensdo foi submetida a tratamento a 100°C
por 10 min, seguindo-se resfriamento em banho de gelo por 15 min. Finalmente, foram
removidas as células mortas mediante centrifugacdo a 4000 x g por 10 min. a temperatura
ambiente. Um volume de 100 uL do sobrenadante foi transferido para outro eppendorff e foram
determinadas a concentracdo (A260) € a pureza (A260/A2s0) do DNA extraido mediante o
espectrofotometro UV-Vis (Shimadzu Biotech, Kyoto, Japan) e, por fim, foi estocado em
eppendorff a-20°. O gene rRNA 168S foi amplificado parcialmente usando os primers universais
27 £: 5-AGAGTTTGGATCMTGGCTCAG-3’ e 1492 1: 5’-CGGTTACCTTGTTACGACTT-
3’ (Lane., 1991). O mix de reacdo com 25 uL. foi composto por: 1x buffer [10 mM Tris, pH 8.3,
50 mM KCI] (Cellco®, Sao Carlos, Brazil), 1.5 nM MgClz (Cellco®, Sao Carlos, Brazil), 200
uM de cada trifosfato de desoxinucledsido (ANTPs) (Sinapse Biotecnologia, Sao Paulo, Brazil),
0.5 uM de cada primer (Sigma®, St. Louis, USA) e 1.25 U de Tag DNA polimerase (Cellco®-
Sao Carlos, Brazil). A amplificacdo foi realizada em um termociclador (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA). As seguintes condi¢des padrdo conforme
(Patagundi et al., 2011) foram utilizadas para a amplificacdo parcial do gene bacteriano 16S
rRNA: ciclo térmico de desnaturacdo inicial por 4 min a 95°C, seguido de 38 ciclos de
desnaturagdo (60 s a 94°C), anelamento (2 min. a 59.9°C), extensdo (2 min a 72°C) e extensao
final de 20 min a 72°C. Os produtos de PCR (1465 pb) foram separados por eletroforese em gel
de agarose 1% (Uniscience, Sao Paulo, Brazil) por 30 min junto com padrido de peso molecular
DNA 1Kb (Cellco®, Sao Carlos, Brazil). Os fragmentos amplificados foram purificadosusando
o kit Easy Pure® (Sinapse Biotecnologia, Sdo Paulo, Brazil) e sequenciados no Laboratorio
Central de Tecnologias de Alto Desempenho (LACTAD). Os produtos purificados foram
sequenciados pelo método de Sanger usando o kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit (Applied Biosystems, Life Technologies), e os mesmos primers usados para a amplificagdo
do gene RNA ribossomal 16S, incluindo 27f e 1492r. O protocolo de ciclagem dareacdo de
sequenciamento consistiu-se em uma desnaturacdo inicial a 96 °C por 1 min, seguidopor 30
ciclos de 96 °C por 15 s, 50 °C por 15 s e 60 °C por 4 min. Os amplicons foram submetidos a
uma eletroforese capilar no sequenciador da série ABI3730 XL (Applied Biosystems)
(Biosystems, 2002). As sequéncias resultantes dos primers (forward e reverse) foram montadas
em contigs usando o software BioEdit Sequence Alignment Editor (Phillips and Gnanakaran,

2015). Os contigs serdo submetidos a base de dados EzBioCloud (https://www.ezbiocloud.net/)
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(Yoon et al., 2017) procurando as sequéncias de referéncia mais proximas com base na
similaridade nucleotidica. Todas as sequéncias foram alinhadas usando o algoritmo do

CLUSTALW (https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw) (Thompson et al., 1994). As

relacdes filogenéticas foram determinadas usando o algoritmo Neighbour-Joining (Nei, 1987),
e a construcdo da arvore foi realizada no software Molecular Evolutionary Genetics Analysis
acrooss Computing Palataforms (MEGAX) (Kumar et al., 2018). O suporte estadisticodos nodos

foi obtido por uma andlise bootstrap de 1000 replicacdes (Felsenstein, 1985).

2.7 Diversidade genética das bactérias esporuladas mesoéfilas mais resistentes aos

choques térmicos sucessivos

A diversidade genética das bactérias que sobreviveram aos choques térmicos sucessivos
foi avaliada pela técnica de Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD), conforme a
metodologia proposta por (Ronimus et al., 1997). O DNA gendmico foi extraido conforme item

4.6. As reagoes foram realizadas com um volume final de 25 pL contendo 1 x buffer [10
mM Tris-HCI, 50 mM KCl, 0.001% gelatina (pH 8,8) ] (Cellco®, Sdo Carlos, Brazil), 4.0 mM
MgClL (Cellco® , Sao Carlos, Brazil) , 200 uM dNTP (Sinapse® Biotecnologia, Sao Paulo,
Brazil), 1.25 U AmpliTaq (Cellco®, Sao Carlos, Brazil), 2,5 ul. de DNA gendmico a uma
concentragao de 25 ng, 2.0 uM De cada primers OPR-1(5-TGCGGGTCCT-3'), OPR-2
(CACAGCTGCC), OPR-3 (5'-ACACAGAGGG-3'), OPR-04 (5-CCCGTAGCAC-3"), OPR-5
(5'- GACCTAGTGG-3'), OPR-6 (5-GTCTACGGCA-3"), OPR-7 (5-ACTGGCCTGA-3"),
OPR-8 (5- CCCGTTGCCT-3'), OPR-9 (5- TGAGCACGAG -3 e OPR-10 (5-
CCATTCCCCA-3") fornecido por (Sigma®, St. Louis, USA). As condi¢des de ciclagem para
a andlise de RAPD foram as seguintes: etapa de desnaturacao inicial a 94°C por 3 min, 35 ciclos
de 94°C por 15 s, 36°C por 15 s e 72°C for 2 min, seguidos por uma extensado final a 72°C por

4 min. Os tempos de amplificacdo aleatdria entre 94-36°C, 36-72°C e 72-94°C foram
aplicados por 60, 45 e 45s, respectivamente. Para cada amostra foram incluidos um controle
positivo para avaliar a reprodutibilidade, € um controle negativo sem adicdo de DNA. Os
produtos da RAPD-PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose 1.5% a 3.5 V/cm
por a total de 350 V h, corado com 0.5 pg/ml de brometo de etidio por 1 h.


https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw
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2.8 Amplificacio e sequenciamento de genes associados a resisténcia ao calor

O DNA gendmico extraido, conforme item 4.6, foi utilizado também para amplificar
parcialmente os genes: cdnLl, spoVAD, dacB, clpC e dnaK e yitF (Tn1546). O gene cdnL
codifica o regulador transcricional CdnL, o qual estd envolvido na reparacdo e no crescimento

de esporos danificados pelo calor (Warda et al., 2016a)(Warda et al., 2016b) . O gene spoVAD

¢ um dos membros do operon spoVA, responsavel pelo transporte do 4cido dipicolinico na etapa
V da esporulacio (Kort et al., 2005). Por outro lado, o gene dacB codifica uma
carboxipeptidase, envolvida nas sinteses do cdrtex e na desidratacio do ndcleo do esporo
(Popham et al., 1999). O gene clpC esta classificado dentro da classe III das proteinas heat
shock, cuja expressdo é independente do fator ¢°. Todavia, o0 mecanismo de agiio dessa classe
de proteinas ainda ndo foi desvendado (Hecker et al., 1996). Esse gene ja foi caracterizado em
uma linhagem de B. subtilis por sua participacdo em processos de resisténcia ao calor (Kock
and Hecker, 2004)(Kriiger and Hecker, 1998). A partir da classe I das proteinas heat shock, foi
escolhido o gene dnaK que estd envolvido no enovelamento proteico e na prote¢do contra a
desnaturacdo (Kumar et al., 2014). Existem evidéncias em B. subtilis de que a presenca do
elemento genético mével (Tn 1546- like) que carrega o operon nomeado spoVA?™® confere
alto nivel de resisténcia dos esporos ao calor (poderia incrementar-se até 10 vezes mais o tempo
requerido para inativar aos esporos), o que gera a hipétese de que as proteinas codificadas pelo
operon spoVA2™® t&m um papel auxiliar na captacio de DPA durante a esporulagiio (Berendsen

et al., 2016).

Os primers para a amplificacdo parcial dos genes cdnL, spoVAD e clpC foram desenhados
pela primeira vez neste estudo. Os primers dacB, dnaK e yitF (Tn1546- like) foramusados

conforme descrito por (Scheffers, 2005a) e (Selby et al., 2011), respectivamente.

2.8.1 Desenho dos primers para os genes cdnL, spoVAD e clpC

O desenho dos primers ajustou-se seguindo o protocolo conforme (Lowe et al.,
1990)(Lorenz, 2012) (Goulart M. C., Cueva L.G., Attili D., 2019), tendo as sequéncias dos
genes cdnL spoVAD e clpC sido recuperadas da base GenBankdo NCBI (The National Center
for Biotechnology Information). As sequéncias foram analisadas com o algoritmo BLASTN
(Altschul, 2006) com o objetivo de recuperar sequéncias de outros grupos bacterianos com
similaridade aos genes-alvo. As sequéncias que apresentaram alinhamentos significativos (>

80% de identidade) foram incluidas no desenho dos primers. Para o alinhamento e detec¢ao da
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regido consenso mais conservada utilizou-se a ferramenta online ClustalW

(https://www.genome.]jp/tools-bin/clustalw)  (Thompson et al., 1994).Nucleotideos

degenerados foram colocados nas posi¢des da regido conservada onde os nucleotideos ndo eram
idénticos. Para garantir o desempenho dos pares de primers, foram considerados os seguintes
parametros fisicos: a Tm (melting temperature) foi de, no minimo, 45°C e, no médximo, de 65°C;

O percentual de GC girou entre 40-60% de conteido. O comprimento dos primers foi de, no

minimo, 18 e, no maximo, de 26 pares de bases. Os pares de primers tiveram uma Tm que ndo
variava mais do que 5°C entre si e possuiam também regides complementares, como mostra a
Tabela 1. As andlises das sequéncias e determinacdo daqueles pardmetros fisicos foram
analisadas com a ferramenta online OligoAnalizer (https://www.idtdna.com/calc/analyzer). A
verificacdo da especificidade dos primers foi realizada na ferramenta online Primer BLAST

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/).

Tabela 1: Temperatura de melting, %GC e comprimento dos primers desenhados para os
genes cdnL, spoVAD e clpC

Tm (°C)
Gene Sequéncia (5" 23°) (temperaturade %GC Comprimento
melting) (nucleotideos)
cdnL f: CGGAGCAGGTATAATTGAAG 58.8 45.0 20
r: ACGTACAACTTCAGCRCCTTC 60.0 47.0 21
spoVAD f:CRGAATACGGDGGVCAAAARC 58.6 45.0 22
r: GGCTTAAWARNGCNCCNGTCG 61.0 47.0 21
clpC f: GGAAGATTCACAGAAAGAGC 58.0 45.0 20
r: CGTTTHGGATCTTTCAATCC 57.3 40.0 20

2.8.2 Reacoes de PCR para os genes associados a resisténcia ao calor

Para a preparagdo do mix (25 uL de volume) para cada gene, foram usados os seguintes
reagentes: 1x buffer[10 mM Tris, pH 8.3, 50 mM KCl] (Cellco®, Sao Carlos, Brazil), 1.5 mM
MgClI2 (Cellco®, Sao Carlos, Brazil), 200 mM de cada trifosfato de desoxinucledsido (ANTPs)


https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw
http://www.idtdna.com/calc/analyzer)
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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(Sinapse® Biotecnologia, Sdo Paulo, Brazil), 0.5 mM de cada primer cdnL-F(5'-
CGGAGCAGGTATAATTGAAG-3") e c¢dnL-R(5-ACGTACAACTTCAGCRCCTTC-3",

dacB-F(5'-GTCGGATCCCTATGCGCATTTTCAAA-3") e dacB-R(5'-
AAGCTCGAGACCAAGCTGCTCGGC-3"), dnaK-F(5'-CAGTTATGGAAGGTGGGGAAC-
3" e dnaK-R(5'-GCTTGTCTTTTTGCTACTTGACC-3"), spoVAD-F(5'-
CRGAATACGGDGGVCAAAARCC-3) e spoVAD-R
(5'GGCTTAAWARNGCNCCNGTCG-3"), clpC-F(5'-GGAAGATTCACAGAAAGAGC-3)
e clpC-R(5™- CGTTTHGGATCTTTCAATCC-3"), yitF-F(5'-

TGGGCTTCAACATTGGAGAC) e yitG-R(5'- CGCCCTGCTTGTCTGGTATG) fornecidos
por (Sigma®, St. Louis, USA) e 1.25U de Taq DNA polimerase (Cellco®, Sao Carlos, Brazil).
Para amplificacdo, usou-se o termociclador (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, EUA), e foram usadas as seguintes condicdes de ciclagem : desnaturacao inicial
de 2 mim a 94°C, 35 ciclos dedesnaturacdo (1 min a 94°C), anelamento (1 min a 51°C, 65°C,
56°C, 56°C e 55°C, 58°C para os genes dnaK, dacB, cdnL, spoVAD, clpC e YyitF;
respectivamente) e extensdo (1 min a 72°C)e extensao final de 5 min a 72°C. Os produtos de
PCR (1610, 450, 286, 539, 1650 e 580 pb aproximadamente para dnak, dacB, cndL, spoVAD,
clpC e yitF respectivamente) foram separados por eletroforese em gel de agarose 1%
(Uniscience, Sao Paulo, Brazil) a 90 V por lhora junto com padrao de peso molecular DNA
1Kb e 100 pb (Cellco®, Sao Carlos, Brazil). Ogel foi visualizado no UV Transiluminador
(Loccus, S@o Paulo, Brazil). J4 os fragmentos comtamanho equivalente ao esperado foram
purificados com o kit DNA Purifier (Sinapse Biotecnology, Sdo Paulo, Brazil) e o
sequenciamento “Sanger” dos fragmentos purificados foirealizado no Laboratério Central de
Tecnologias de Alto Desempenho em Ciéncias da Vida (LACTAD), parte da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP). As sequéncias resultantes foram processadas seguindo-se

o mesmo procedimento do item 4.6.

2.9 Sequenciamento do genoma

Para a constru¢do da biblioteca (Truseq DNA 350bp library), o DNA foi extraido
conforme item 4.6. Apds avaliagdo do controle de qualidade (QC), as amostras qualificadas
foram selecionadas para a constru¢do da biblioteca. A biblioteca de sequenciacdo foi preparada
por fragmentacdo aleatoria da amostra de DNA, seguida pela ligacdo do adaptador 5' e 3.

Alternativamente, a "marcacdo" combinou as reagdes de fragmentacdo e ligacdo em uma tnica
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etapa, o que aumentou, significativamente, a eficiéncia do processo de preparacao da biblioteca.
Os fragmentos ligados ao adaptador foram, entdo, amplificados por PCR e purificados em gel.
Para geracdo de cluster, a biblioteca foi carregada em uma célula de fluxo onde fragmentos
foram capturados em um gramado de oligonucledtideos ligados a superficie, complementares
aos adaptadores da biblioteca. Cada fragmento foi, entdo, amplificado em clusters clonais
distintos através da amplificacdo da ponte. Quando a geracdo do cluster foi concluida, os
modelos ficaram prontos para o sequenciamento. A tecnologia de Sequenciacdo Illumina por
Sinteses (Novaseq 150bp PE, ~3Gb/sample) utilizou um método proprietario baseado em um
terminador reversivel que detectou as bases tnicas a medida que foram incorporadas as cadeias
de DNA. Os 4 dNTPs reversiveis e vinculados ao terminador foram persistentes durante cada
ciclo de sequenciamento. O resultado foi um sequenciamento altamente preciso que eliminou
erros especificos do contexto de sequéncia, mesmo dentro de regides de sequéncia repetitiva e
homopolimeros. Os dados de sequéncia foram convertidos em dados brutos para a andlise. O
sequenciador Illumina gerou imagens brutas utilizando software de controle de sequenciamento
através de um software de andlise primadria integrado chamado RTA (Real Time Analysis). O
bindrio BCL (chamadas de base) foi convertido no FASTQ utilizando o pacote illumina

bcl2fastq (“Raw Data.pdf,” n.d.).

2.9.1 Analises estatisticas

Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism 7.0.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Caracterizacao fenotipica ao calor dos esporos bacterianos

Os esporos das bactérias provenientes da matéria-prima (127 isolados) e produto final (73
isolados) foram submetidos a 4 tratamentos térmicos sucessivos 80°C/30min, 90°C/10 min,
100°C/5Smin e 110°C/5 min. Para determinar a resisténcia a um tratamento, usou-se a
representacdo numérica do sistema bindrio (1,0), de tal forma que o crescimento do isolado foi
considerado como “sobrevivéncia” (1) e a auséncia como “inativagao” (0). A experimentacao
foi realizada por triplicata. Os isolados com resultados (1-1-1 e 1-1-0) passaram diretamente ao
tratamento térmico seguinte, mais contundente. No caso dos resultados 0-0-0, eles ndo foram
considerados no seguinte tratamento; ja os isolados com resultados 1-0-0 o experimento foi
repetido, considerando-se as regras anteriormente detalhadas. Quando o isolado apresentou o
resultado (1-0-0) apds repeticdo, esse foi selecionado para o préximo tratamento térmico.

Na Figura 1, pode-se observar o comportamento da populacdo microbiana da matéria-prima e produto
final frente aos quatro tratamentos térmicos sucessivos. Na matéria-prima, nostratamentos térmico
80°C/30 min. (n= 127) e 90°C/10 min. (n= 97 isolados) a porcentagem desobreviventes foi maior que
os mortos (inativos), os quais apenas representaram o 24 e 33% dapopulagdo total, respetivamente. Por
outro lado, nos tratamentos térmicos 100°C/5 min. (n= 85isolados) e 110°C/5 min. (n= 34 isolados) a
reducdo da populagdo resistente foi em 73 e 93%, respectivamente. Finalmente, apenas 7% (9/127
isolados) sobreviveram ao ultimo tratamento (110°C/5 minutos). Entretanto, os esporulados do produto
final, provenientes de ovo inteiro (n=62 isolados) e gema de ovo (n=11 isolados), tiveram um
comportamento similar aos isolados da matéria-prima na exposicdo aos tratamentos térmicos. A
populagdo sobrevivente foi maior nos tratamentos térmicos 80°C/30 min. (72/73 isolados) e 90°C/10
min. (58/73 isolados) e inativada em apenas 1 e 21%, respectivamente. Os tratamentos 100°C/5 min.
(n=53/73isolados)e 110°C/5 min. (70/73 isolados) reduziram a populac¢do em 73 e 96%, respectivamente.
Apenas4% sobreviveram (trés isolados) ao tratamento mais agressivo (110°C/5 minutos). Ao comparara
populagdo sobrevivente da matéria-prima com o produto final (Figura 1) pdde-se observar, que a
80°C/30 min., a populagio sobrevivente no produto final foi de 99%, contudo na matéria-prima atingiu
um 76%. No tratamento 90°C/10min., a maior populagdo sobrevivente também estava associada ao
produto final (79%). Porém, a 100°C/5min., a populag@o sobrevivente tantopara o produto final como
para a matéria-prima foi do 27%. Finalmente, em 110°C/5min. a diferenca da populacio de sobrevivente
na matéria-prima foi 3% maior que no produto final. Todavia, estudos determinaram que a resisténcia
ao calor de cepas de B. cereus foi mais evidente nas duas primeiras condigdes testadas (90°C/150min.

e 100°C/15min) que no ultimo
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tratamento térmico (110°C/1.5min.) (Alvarenga et al., 2018b). Em adi¢do, um ensaio realizado
por Sadiq et al. (2016a) determinou que poucos esporos de cepas mesoéfilas isoladas do leite em
p6 foram capazes de sobreviver a tratamentos térmicos de 110°C/30 min. e inativadas em um
100% a 125°C/30 min. e que, embora o ultimo tratamento em este trabalho tenha sido
110°C/5min., os poucos sobreviventes a esta condi¢do térmica talvez poderiam ter resistido
ainda a condi¢des no intervalo de 110°C/30 min. a 125°C/30 min. Existe pouca pesquisa
relacionada aos fatores que afetam a resisténcia ao calor de bactérias esporuladas em produtos
derivados de ovos, mas foram encontrados vérios estudos em outros alimentos que poderiam
ajudar no entendimento dos fatores intrinsecos e extrinsecos na resisténcia dos esporos. Tais
fatores sdo: variabilidade entre cepas da mesma espécie (Besten et al., 2017), natureza e
composi¢do dos alimentos onde os esporos sdo recuperados (Stoeckel et al., 2016), meio de
crescimento (Aouadhi et al., 2016), tempo e temperatura de esporulacdo (Nicholson et al.,
2000), meio de recuperagdo, condi¢cdes de incubagdo apds o tratamento térmico (Iciek et al.,

2006), entre outros.

Por outro lado, condicdes de pré-tratamento da matéria-prima apds quebra do ovo nas
granjas (Apéndice 1) e distancia percorrida em dire¢do a fabrica de producdo de ovo liquido
pasteurizado (Apéndice 2) foram também fatores que poderiam ter influenciado na resisténcia
ao calor dos esporos. Observou-se que os choques térmicos sucessivos conseguiram a menor
inativacdo de esporos na populagdo associada aos seguintes fornecedores: N (ovo inteiro com
casca, procedente de diferentes granjas “distancia variavel”) a 80°C/30 min., nos fornecedores
E (pasteurizacdo, ~1000 Km. distante), A (per6xido de hidrogénio + pasteuriza¢do, ~500 km.
distante) e B (per6xido de hidrogénio, ~1500 Km. distante) a 90°C/10 min., no fornecedor B
para 100°C/5 min. e 110°/5min. Diversos estudos reportaram que esporos de B. subtilis,
submetidos a condi¢des de tratamento subletal de calor (Movahedi and Waites, 2000), choque
acido (Lee et al., 2003), choque frio (Movahedi and Waites, 2002) , tratamento com peroxido
de hidrogénio (Scheldeman et al., 2006) durante o processo de esporulacido, induzem a uma
maior resisténcia ao calor dos esporos resultantes. O peroxido de hidrogénio, conhecido como
tecnologia coadjuvante na industria de ovos (<0.1%) no Brazil (Ministry of Agriculture, 1991)
foi usada como pré-tratamento da matéria-prima, em alguns casos independentemente e em
outros como auxiliar da pré-pasteurizacdo (tratamento mais drastico). Em adi¢do, a distancia
percorrida no transporte da matéria-prima, poderia ter beneficiado a recuperagcdo dos esporos

danificadas e a proliferacdo daquelas bactérias esporuladas que ndo foram possiveis de ser
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inativadas pelos pré-tratamentos (tratamento subletal), resultando na selecdo/adaptacdo dos
esporos mais resistentes. Por outro lado, o nivel de contaminag¢do da superficie da casca de ovo,
segundo Baron and Jan. (2010), poderia alcancar de 3,6 — 6.3 log UFC/ovo da flora meséfila
aerébia, o que implicaria em uma fonte de contaminag¢do cruzada para a industria de ovo
(Techer et al., 2015a) (Baron and Jan, 2010). Outrossim, a pasteurizacao e outros tratamentos
nas industrias alimentdrias inativam a flora competitiva vegetativa, mas ndo eliminam os
esporos altamente resistentes (Postollec et al., 2012b). Nao obstante, os choques térmicos
sucessivos de 80°C/30 min., 90°C/10 min., 100°C/5min. e 110°C/5 min. conseguiram a maior
inativacdo de esporos na populagdo associados ao fornecedor C (nenhum pré-tratamento, ~100

Km. distante) para os quatro choques térmicos.

Quando foi analisada a resisténcia dos 200 isolados, conforme a procedéncia da matéria-
prima (fornecedores) e tipo de produto final (OLIP ou GLF), observou-se que a 80°C por 30
minutos, a porcentagem da populacdo sobrevivente associada aos fornecedores da matéria-
prima encontrou-se em uma faixa dentre 71 - 86 %, fornecedores C (15/21 isolados) e N (12/14
isolados), respetivamente. Pelo contrario, a populacdo associada ao produto final,
especificamente de ovo inteiro liquido pasteurizado (OLIP) (n= 62 isolados), foi reduzida em
apenas um 2%. Porém, os isolados da gema de ovo liquido pasteurizado (GLF) (n= 11 isolados)
sobreviveram 100% (Figura 2). Os isolados associados a matéria-prima que resistiram a
condi¢do térmica anterior foram submetidos a 90°C por 10 minutos. O 73 % dos isolados dos
fornecedores E e B (11/15 e 16/22 isolados, respectivamente) foram capazes de sobreviver a
essa condicdo. Por outro lado, o fornecedor C (n= 15 isolados) teve o grupo com menos
sobreviventes (43%). No produto final, o 77 € 91% da populag¢do que sobreviveu a 90°C por 10
minutos estava associada com ovo inteiro (OLIP) (n= 61 isolados) e com gema de ovo (GLF)
(n= 11 isolados), respetivamente (Figura 2). Com respeito ao tratamento a 100°C por S
minutos, a populacdo sobrevivente nos cinco fornecedores (A, n=23; C,n=9; E, n=11; F, n=
17 e N, n=9 isolados) ndo foi maior a 29%, com excecao do fornecedor B (n= 16 isolados) que
apresentou 45% de sobrevivéncia. Contudo, a populacido sobrevivente no produto final foi de
29% (OLIP) e 18% (GLF) (n= 48 e 10 isolados, respetivamente) (Figura 2). A tendéncia da
reducdo da populagdo de esporos associados ao produto final (OLIP e GLF) foi abrupta quando

a populacdo sobrevivente a 90°C foi exposta a 100°C/5min.

Finalmente, no dltimo tratamento, a 110°C por 5 minutos, observou-se que o grupo com

a maior populacdo de sobreviventes foi para o fornecedor B (9%, 2/22) e a menor porcentagem
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foi relacionada ao fornecedor C (5%, 1/21). Assim, a populac@o sobrevivente foiigual 7%, no
fornecedor E e N (1/15 e 1/14 isolados, respectivamente). No produto final, apenaso 5% (3/62)
da populacgado de ovo inteiro (OLIP) sobreviveu a essa condi¢do, mas em gema de ovo (GLF) a
populacdo sobrevivente foi nula. Os que conseguiram sobreviver a esse tratamento térmico,
foram considerados como os mais resistentes. Pelo menos um isolado de cada grupo conseguiu
sobreviver a essa condi¢do, com exce¢do da populacdo do produto final de gema deovo.

A pasteurizacdo € o principal método para se garantir a seguridade microbiolégica dos
produtos de ovo liquido. Deste modo, a temperatura aplicada na pasteurizacao € maior em gema
de ovo liquido e menor em ovo inteiro liquido pasteurizado (antimicrobianos presentes na clara)
devido a maior termossensibilidade das proteinas constitutivas. Deste modo, em produtos de
OLIP e GLF sao usadas condi¢des de pasteuriza¢dao que oscilam entre: 60-65°C/2-6 min.(Jan et
al., 2011) (Zhu et al., 2019). Por outro lado, a composi¢ao do GLF fornece o meio favordvel a
proliferacdo de micro-organismos lipoliticos, e o pH € ligeramente 4cido (5,9- 6,2) podendo
atingir pelo armazenamento a 6.8 (Montanhini and dos Santos Bersot, 2013) (Jan et al., 2011).
Estudos mostram que o pH 6timo de crescimento de B. cereus esta entre 6-7 (Ifeoma and
Onyekachi, 2013) , mas ¢ possivel seu desenvolvimento em uma ampla faixa que vai de 4.9 —
9.3 (Schneider et al., 2004). Em OLIP pela presenca da clara hd agentes antimicrobianos
(Sunwoo and Gujral, 2015), resultando em um meio pobremente adaptado ao crescimento
microbiano. O pH do albimen vai de 7.6 e, conforme o transcorrer do tempo e temperatura de
estocagem, pode atingir a 9.4 (Sunwoo and Gujral, 2015), porém como produto o OLIP
apresenta o pH que vai de 7.2 — 7.9. Ambos os produtos sdo armazenados de 0- 4°C, podendo
favorecer a sele¢cdo de micro-organismos psicrotréficos. Com tudo isso, pode-se observar que
o produto GLF apresenta melhores condi¢des que favoreceriam a recuperacao/adaptacdo das
bactérias esporuladas sobreviventes ao processo de pasteurizacdo e que, provavelmente,
conseguiriam proliferar sob estas condi¢cdes Optimas de crescimento. Mas como nos resultados
anteriormente mencionados, no ultimo choque térmico (110°/5 min.) 100% da populacao de
esporos do GLF foram inativos; isso poderia ter acontecido ja que as amostras de matéria-prima
que os conformaram foram ovos inteiros com casca quebradas na mesma industria de ovos
liquidos e que ndo receberam nenhum pré-tratamento e foram transladados como ovos inteiros
com casca. Enquanto isso, o OLIP composto por amostras da matéria-prima procedente dos
outros fornecedores (A, E e F) como ovo liquido, foi submetido a pré-tratamentos (Apéndice
1), que poderiam ter acionado como tratamento subletal, resultando em esporos mais

resistentes, como no trabalho experimental desenvolvido por (Movahedi and Waites, 2000),
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que demostraram que os esporos, apds choques térmicos sublevais, resultaram na alteracdo da
estrutura do esporo. Presume-se que tal procedimento aumentou a resisténcia ao calor. Todavia,
esses resultados sugerem que os choques térmicos sucessivos propostos neste trabalho

conseguiram a inativacdo dos esporos da populacdo isolada de amostra da matéria-prima e

produto final de ovo liquido pasteurizado resfriado. As condi¢des de 80°C/30 min. e 90°C/10
min. ndo conseguiram inativar mais do 50% da populacdo de esporos da matéria-prima e
produto final, com excecdo do fornecedor C (57%). Além disso, a essas duas condigcdes a
populacdo de esporos relacionadas ao produto final foi mais resistente em comparacdo com a
matéria-prima. A 100°C/5 min. e 110°C/5 min. a porcentagem de sobreviventes foi similar em
ambas as condi¢des, com exce¢do do fornecedor B (45%) que resultou em uma maior populacao

de esporos sobreviventes.
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Figura 1. Populacido sobrevivente (%) as condi¢des de 80°C/30min, 90°C/10min., 100°C/5
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Figura 2. Populacdo sobrevivente (%) de bactérias esporuladas isoladas de amostras dos
fornecedores (A, B, C, E, F e N) e produto final (OLIP e GLF) as condi¢des de
80°C/30min, 90°C/10min., 100°C/5 min. e 110°C/5min em ovo liquido pasteurizado
resfriado
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3.2 Estrutura e composicao da comunidade de bactérias formadoras de esporos

de produtosde ovo pasteurizado

Um nimero representativo de isolados foram selecionados de cada grupo resistente aos
choques térmicos (15 de 80°C/30min, 13 de 90°C/10 min, 10 de 100°C/5Smin e 12 de 110°C/5
min), totalizando 50 bactérias esporulantes. Esses micro-organismos representardo a
diversidade de bactérias formadoras de esporos de produtos de ovo pasteurizado e serdo,
também, utilizados para caracterizar a resisténcia térmica.

Sequéncias de aproximadamente 1465 nt foram obtidas do sequenciamento do gene RNA
ribossomal 16S. As sequéncias foram submetidas na plataforma EzBioCloud
(https://www.ezbiocloud.net/identify), procurando os parentes mais proximos. A maioria dos
alinhamentos apresentaram valores de similaridade iguais ou maiores a 99%, com referéncia as
sequéncias das linhagens-tipo, com excecdo dos isolados com cdédigo 12035PF (98,80%),
4050N (98,58%), 10101E (98,58%) e 12127A (96,34%) (Tabela 2). Andlises de valores de
similaridade nucleotidica com as sequéncias do gene RNA ribossomal 16S das espécies
descritas em uma base de dados de géneros microbianos permitiram a atribui¢do taxondmica
(aproximagao na identificacado molecular da bactéria de interesse) e a recuperacao de um grupo
de sequéncias mais proximas, que permitiram, posteriormente, a reconstrucdo da histdria

evolutiva, mediante a andlise filogenética (Kim et al., 2012) (Yoon et al., 2017).

A identificacdo das bactérias mesoéfilas formadoras de esporos revelou que todos os
isolados estavam relacionados unicamente ao filo Firmicutes, especificamente, a ordem
Bacillales e agrupados em 2 familias: Bacillaceae (Bacillus, Lysinibacillus) e Paenibacillaceae
(Brevibacillus) (Figura 1). Em relacio ao género, a comunidade estava dominada,
principalmente, por isolados pertencentes a Bacillus (86%), seguido por Lysinibacillus (10%)
e Brevibacillus (4%) (Figura 2). Mediante um estudo prévio a este trabalho, andlises de
metagendmica conduzidas por Vieira et al. (2019) determinaram dentro de toda a populacdo de
micro-organismos a classe Bacilli. Por outro lado, outros trabalhos relacionados a bactérias
esporuladas em produtos de ovo liquido pasteurizado reportaram a presenga de bactérias do
grupo de Bacillus cereus (Techer et al., 2015b)(Wood and Waites, 1988)(Baron F. and Jan S.,
2011)(Jan et al., 2011)(Kone et al., 2013b). No entanto, Postollec et al. (2012b) determinaram
adicionalmente a presenca de B. subtilis e Lysinibacillus fusiformis em produtos a base de ovo
(ovo inteiro, gema, clara de ovo liquido e ovo em pd). Nao foram encontrados trabalhos

relacionados com a detec¢@o do género Brevibacillus em produtos de ovo.
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Ademais, este estudo revelou que Bacillus foi o género com maior diversidade de espécies
(B. cereus, B. wiedmanii, B. paramycoides, B. tropicus, B. albus, B. paranthracis, B. subtilis,
B. licheniformis, B. safensis, B. altitudinis, B. siamensis e B. flexus). Adicionalmente, a
populagdo mais abundante pertenceu ao grupo Bacillus cereus (24/43 isolados). Dentre as
espécies do grupo Bacillus cereus, destacaram-se Bacillus paramycoides 29% (7 isolados),
seguidos por Bacillus wiedmanii 25% (6 isolados), Bacillus tropicus 17% (4 isolados), Bacillus
cereus € Bacillus paranthracis, ambos com 13% (3 isolados) e Bacillus albus 4% (1 isolado)
(Figura 2). Resultados similares foram reportados no estudo conduzido por Grosset et al.
(2007), no qual espécies de bactérias psicrotréficas do grupo de B. cereus foram encontrados
responsdveis pela deterioracdo em produtos de ovo inteiro liquido pasteurizado, mostrando a
importancia do controle da contaminacg@o por este grupo de micro-organismos em produtos de
ovo, usados geralmente na composi¢ao de outros produtos processados, também sensiveis a
altas temperaturas (Jan et al., 2011) (Techer et al., 2014a). Representantes destes géneros ja
foram reportados em estudos prévios relacionadas a comunidades bacterianas esporuladas
presentes em ovo e ovo produtos (Wood and Waites, 1988)(Baron F. and Jan S., 2011)(Jan et
al., 2011)(Kone et al., 2013b)(EFSA, 2014)(Techer et al., 2014a)(Techer et al., 2015a) (Vieira
et al., 2019) (Techer et al., 2019a).



Tabela 2. Valores de semelhanca das sequéncias 16S rRNA de isolados da matéria-
prima eproduto final de ovo liquido pasteurizado resfriado.

STRAIN CANDIDATE ® ACCESSION® SIMILARITY
CODES IDENTIFICATION NUMBER (%)
5024PF 99,79
10130F,12129G Bacillus cereus AE016877 100
10162B,10155F,10062A 100
2044N 99,76
10034G Bacillus subtilis JHCA01000027 99,75
12042PF 100
10149E 99,92
6008E AMXNO01000021 99,76
12108B,12135A 99,79
10078B 100
10105B Bacillus wiedmanii LOBC01000053 99,65
4009F,4050A 99,7
2004C,2014B 99,79
12080F Bacillus safensis ASJD01000027 100
12097C 99,02
3049F 99,58
12075B,4047PF Bacillus paramycoides MAOIO1000012 99,65
12084PF 99,78
12035PF 98,80
10119E 99,93
3003A,3054F 99,71
10118E Bacillus siamensis AJVF01000043 99,51
4053N 99,72
4055N 98,58
4093PF 99,65
5068A Bacillus tropicus MACG01000025 99,79
4034C 99,93
2030PF Bacillus altitudinis ASJC01000029 99,44
10101E Lysinibacillus boronitolerns AB199591 98,58
3062A Lysibacillus fusiformis AB271743 99,57
12131C,12147G,12120N 99,41
12127A Brevibacillus agri D78454 95,34
1034F Brevibacillus formosus LDCNO01000015 99,27
4077C Bacillus licheniformis AE(017333 99,72
10061A Bacillus albus MAOEQ01000087 99,29
12139N 99,36
3078B Bacillus paranthracis MACEO01000012 99,22
12089PF 99,10
12124B,12112PF Bacillus flexus BCVDO01000224 99,79



https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=AE016877
https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=LOBC01000053
https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=ASJD01000027
https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=MAOI01000012
https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=MACG01000025
https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=ASJC01000029
https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=AB271743
https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=D78454
https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=LDCN01000015
https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=AE017333
https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=MAOE01000087
https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=MACE01000012
https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=BCVD01000224
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Figura 3. Distribuicao das espécies de bactérias formadoras de esporos isolados da matéria-
prima e produto final de ovo liquido pasteurizado resfriado baseada na similaridade das
sequéncias do gene RNA ribossomal 16S do servidor Identify.

Lysinibac

A ill \ B 9 Bacillus cereus
us .

\ * Bacillus subtilis

56

Brevibaci
I

us ®= Bacillus pumilus

B. cereus
" B. wiedmanii

"B

paramycoides
B. tropicus
. o

Figura 4. Distribuicdo das bactérias formadores de esporos isoladas da matéria-prima e produto
final de ovo liquido pasteurizado em nivel de género (A), associadas em grupos (B) e espécies
do grupo de B. cereus baseada na similaridade das sequéncias do gene RNA ribossomal 16S do
servidor Identify.
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3.3 Filogenia dos isolados bacterianos com base no sequenciamento parcial 16S
rRNA

As sequéncias obtidas das 50 linhagens selecionadas, conforme o item 5.2, foram
submetidas ao servidor Identify da plataforma EzBioCloud para a recuperacdo das sequéncias
mais proximas filogeneticamente. O alinhamento global das sequéncias dos parentes mais
proximose dos isolados foi feito com o algoritmo ClustalW, gerando 1394 posi¢cdes para
construgdo de arvore filogenética. A topologia da arvore filogenética mostrou o estabelecimento
compativel de clados entre isolados e linhagens tipo com valores de bootstrap maiores que 60%
(Figura 5). Consequentemente, a andlise filogenética permitiu a identificacdo a nivel de
espécie. O sequenciamento parcial do gene /6S rRNA € muito ttil para a identificacdo de micro-
organismos (Idris et al., 2020), porém existem grupos microbianos cujas sequéncias sao
altamente conservadas, sobrepondo-se as semelhangas interespécies e intraespécies . O mesmo
acontece com as espécies do grupo de Bacillus cereus que compartilham similaridade acima de
99.5% de géneros intimamente relacionados (Turnbull et al., 2008) (Liu et al., 2013). Contudo,
existem trabalhos que, conjuntamente a esta técnica (uso do marcador /6S rRNA), propdem
melhorar a resolucdo da identificacdo entre espécies mediante uso de outros marcadores,
técnicas de tipagem ou com andlises bioquimicos (Liu et al., 2013) (Guinebretiere et al., 2013)

(Idris et al., 2020).

A partir da andlise filogenética, foi possivel inferir que a comunidade selecionada estava
composta por 13 filotipos diferentes associados as taxas: B. paranthracis, B. albus, B.
cabrialesi, Brevibacillus agri, B. safensis, B. paraflexus, B. licheniformis, B. altitudinis,
Lysinibacillus fusiformis, L. boronitolerans, B. flexus, B. subtilis e B. siamensis. O filotipo
predominante foi B. paranthracis (14 isolados), seguido por B. albus (10 isolados), membros
do grupo Bacillus cereus e distribuidos em um mesmo clado. Juntas, ambas as espécies
representaram aproximadamente a metade da comunidade de esporulados recuperados. Por
outro lado, a outra metade estd associada a B. subtilis (7 isolados), Brevibacillus agri (5
isolados), B. siamensis (4 isolados), B. safensis (3 isolados), B. flexus (1 isolado), B. paraflexus
(isolados), B. licheniformis (1 isolado), B. altitudinis (1 isolado), B. cabrialesi (1 isolados),
Lysinibacillus fusiformis (1 isolado), L. boronitolerans (1 isolado) distribuidos em 6 diferentes

clados (Figura 5).

A analise filogenética, baseada nas sequéncias do gene RNA ribossomal 16S, mostrou-se
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parcialmente concordante com a identificacdo baseada na similaridade das sequéncias da base
de dados EzBioCloud. Por exemplo, os isolados (12108B, 10078B, 10105B, 4009F, 12135A,
4050A), identificados como B. wiedmanii, e os isolados (12097C, 3049F, 12075B, 12084F,
12035F, 10119E, 4047F), identificados como B. paramycoides segundo as andlises de
similaridade, resultaram estar associados filogeneticamente as taxas B. albus e B. paranthracis,
respetivamente. Tal divergéncia de resultados ocorre porque a andlise filogenética inclui um
alinhamento multiplo, modelos de clusterizacdo e andlises estatisticas que permitem reconstruir
as associacoes filogenéticas dos micro-organismos em estudo. No entanto, deve-se considerar
que a proximidade filogenética das espécies do género Bacillus, baseada no gene RNA
ribossomal 16S, limita o poder de discriminacio da andlise; sobretudo nas bactérias associadas

ao grupo Bacillus cereus (Clarridge, 2004).
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30788, 12035PF, 12097 C, 12089F, 3049F, 4093PF, 12139N, 1207 5F, 4047PF, 101 19E, 5066F, 4055N, 4034C, 12084PF
Bacillus paranthracis (MACEQ01000012)
Bacillus tropicus (MACG01000025)
Bacillus paramycoides {(MAOI01000012)
Bacillus cereus (AE016877)
Bacillus wiedmannii (LOBCO01000053)
Bacillus albus (MAOE01000087)
10130A,5024PF, 12129G, 10061A,12135A,4050A, 101058, 100768, 4009F, 121088
Bacillus proteolyticus (MACHQ1000033)
Bacillus anthracis (AE016879)
Bacillus mycoides (ACMUG1000002)
Lysinibacillus fusiformis (AB271743)
3062A
Lysinibacillus sphaericus (AUOZ01000024)
Lysinibacillus xylanilyticus (LFXJ01000007)
T W Lysinibacillus macroides (LGCI01000008)
- 10101E
33 Lysinibacillus boronitolerans (AB199591)
98 I: Bacillus megaterium (JJMHO1000057)
Bacillus aryabhattai (EF114313)
100 12112PF
Bacillus flexus (BCVD0O1000224)
o3 Bacillus paraflexus (FN999943)
97 95 121248
77 Bacillus safensis subsp. safensis (ASJD01000027)
95 12080F,20148,2004C
Bacillus australimaris {JX680098)
44 Bacillus pumilus (ABRX01000007)
Bacillus xiamenensis (AMSHO1000114)
52 2030PF
58 Bacillus altitudinis (ASJCO1000029)
4077C
Bacillus licheniformis (AE017333)
Bacillus sonorensis (AYTNO1000016)
Bacillus paralicheniformis (KY694465)
Bacillus glycinifermentans (LECW01000063)
Bacillus siamensis (AJVF01000043)
Bacillus amyloliquefaciens (FN597644)
3003A,10118E,4053N, 3054F
Bacillus vallismortis (JH600273)
10155F,6008E, 12042PF, 10149E,10034G, 10162B,2044N
Bacillus subtilis subsp. spizizenii (CP002905)
Bacillus tequilensis (AYTO01000043)
Bacillus halotolerans (LPVF01000003)
Bacillus mojavensis (JH600280)
10062A
Bacillus cabrialesii (MK462260)
12127A
93 121478,1034F, 12131C,12120N
iy Brevibacillus agri (D78454)
100 Brevibacillus nitrificans (AB507254)
Brevibacillus fortis (PXZNM01000088)
a3 Brevibacillus formosus (LDCNO1000015)
75 Brevibacillus schisleri (MXAR01000082)
Neisseria meningitidis (CP016672.1)

Figura 5. Arvore filogenética Neighbohr-Joining baseada nas sequéncias parciais do gene RNA
ribossomal 16S dos isolados que compdem a comunidade de bactérias formadores de esporos

29

100

recuperada da matéria-prima e produto final de ovo liquido pasteurizado resfriado.

3.4 Caracterizaciao génica da resisténcia ao calor
3.4.1 Amplificacio de genes associados a resisténcia ao calor

A busca de genes marcadores para avaliar o potencial de resisténcia ao calor dos esporos
bacterianos poderiam ser consideradas excelentes estratégias para caracterizar os mecanismos

desencadeantes da resposta protetora, reparo e posterior crescimento dos esporos danificados.
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A composicao da estrutura do esporo, inclusive, poderia estar envolvida, além de confirmar e
complementar os resultados obtidos nos ensaios de choque térmico. Os resultados encontram-
se detalhados na Tabela 3. Nesse estudo, foram encontrados esporos de bactérias mesofilas
capazes de sobrevir a condi¢cdes sucessivas de até (110°C/5 min.). Mostrando deste modo o
potencial fenotipico de resisténcia ao calor. Existem evidencias em B. subtilis que o estagio V
e VI da esporulacdo sdo importantes na resisténcia ao calor (Russell, 1990b). Proteinas
codificadas do operon spoVA, sio essenciais pela absor¢do do quelato 1:1 do DPA 2,6 e Ca**

em esporos de B. subtilis durante a esporulacdo (Tovar-Rojo et al., 2002)(Li et al., 2012).

A proteina AD (SpoVAD), uma das seis proteinas codificadas pelo operon spoVA, esta
envolvida no transporte e adsorcdo do 4cido dipicolinico na etapa V da esporulacdo, o que
atribui ao esporo maior resisténcia frente ao calor imido e estabilidade do esporo (Paidhungat
et al., 2000) (Li et al., 2012). Portanto, a detec¢do do gene spoVAD seria um 6timo marcador
do potencial da resisténcia dos esporos bacterianos (Vepachedu and Setlow, 2005). Dos 50
isolados testados foi possivel amplificar o gene spoVAD sob as condi¢des descritas na
metodologia. Os produtos de PCR apresentaram o tamanho esperado (aproximadamente 539
pb) (Figura 1). Esse gene foi detectado na maioria (37/50) dos isolados testados, sendo mais
frequente no grupo de isolados que resistiram apenas ao choque de 80° por 30 min. O gene
spoVAD foi encontrado em todos os isolados pertencentes ao género Bacillus, com excecdo de
sete linhagens. No género Brevibacillus, o gene spoVAD foi detectado apenas no isolado
12120N (Brevibacillus agri), o qual sobreviveu ao choque de 110°C por 5 min. Porém, nao foi
possivel detectar este gene em nenhum dos dois isolados associados ao género Lysinibacillus
(3062A e 10101E). Estudos de sequéncias dos genomas mostraram que o gene spoVAD sdo
bem conservados nas espécies de Bacillus e Clostridium (Tovar-Rojo et al., 2002). Por outro
lado, para o desenvolvimento do desenho dos primers foram consideradas sequéncias de
espécies de Bacillus e Brevibacillus, ja que ainda ndo se contavam com os resultados da

identificacdo e s6 tinhamos como referéncia o estudo prévio realizado por Vieira et al. (2019).
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Figura 6. Amplificacido do gene spoVAD em alguns isolados. C-: controle negativo

O gene clpC codifica uma protease ATP-dependente da classe III das proteinas
heat shock, a qual estd involucrada na resposta imediata apds o aumento da temperatura,
assim comono processo de esporulagdo (Kru and Hecker, 1998). Estudos em B. subtilis
e B. anthracis mostraram que cepas clpC mutantes apresentavam um crescimento
deficiente a altas temperaturas; ademais, mostraram uma reducao drastica na eficiéncia
no estagio II da esporulacdo, especificamente na perda do fenétipo de engolimento dos
compartimentos do esporo (Kriiger et al., 1994) (Singh et al., 2015). O crescimento a altas
temperaturas das célulasvegetativas de bactérias esporuladas meséfilas poderiam dar
lugar a esporos altamente resistentes ao calor. Contudo, a detec¢do molecular deste gene
poderia determinar cepas potencialmente resistentes ao calor. Neste estudo, o gene clpC
foi detectado, desde que se obtiveram produtos de PCR com o tamanho esperado
(aproximadamente 1650 pb) (Figura 2).0 gene c/pC foi o segundo mais detectado dentre
os genes testados, ocorrendo em vinte sete dos 43 isolados associados ao género Bacillus,
seguido por duas linhagens (12127A e 12120N)associadas a Brevibacillus. No género
Lysinibacillus, ndo foi detectada a sua presenca. Para o desenho desses primers foram
testados unicamente com espécies do género Bacillus, mas foi util também na detec¢do
no Brevibacillus, possivelmente porque a sequéncia nucleotidica desse gene é muito

conservado entre eubactérias (Ventura et al., 2005).
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Figura 7. Amplificacdo do gene clpC em alguns isolados. C-: controle negativo

O regulador transcricional CdnL estd envolvido na reparacdo e crescimento do esporo
danificado pelo calor, permitindo sua persisténcia em condi¢des de temperatura acima do 6timo
crescimento (Warda et al., 2016a)(Warda et al., 2016b). Portanto, a amplifica¢ao e deteccao do
gene codificante do CdnL pode ser util para determinar o potencial de resisténcia nos esporos
e contribuir no desenvolvimento de estratégias mais eficientes para controlar o crescimento de
esporos danificados. O gene cdnL foi amplificado e detectado sob as condi¢des descritas na
metodologia, desde que fragmentos de aproximadamente 286 pb foram detectados na
eletroforese (Figura 3). Isolados que carregavam o gene cdnL pertenciam apenas ao género
Bacillus e estavam associados, sobretudo, ao grupo Bacillus cereus. Por outro lado, o gene cdnL
foi mais frequentemente detectado nos isolados que sobreviveram especificamente ao choque
térmico de 100°C/5min. O gene “housekeeping” cdnL ¢ amplamente conservado em bactérias
(Woldemeskel et al., 2019). Para o desenho destes primers foram utilizados como referéncia

unicamente espécies do género Bacillus,
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Figura 8. Amplificacdo do gene cdnL em alguns isolados. C-: controle negativo

Os primers usados para a amplificacdo dos genes spoVAD, clpC e cdnL foram
desenhados conforme o item (4.8.1). O desenho dos primers incluiu sequéncias de varias
linhagens do Bacillus, pois isolados deste género foram os mais encontrados em
trabalhos envolvendo ovoprodutos. Foram obtidos resultados efetivos, confidveis e
reproduziveis para bactérias formadoras de esporos dos géneros: Bacillus e
Brevibacillus. Entretanto, ndo foram detectados esses genes em membros do género
Lysinibacillus. Ademais, os isolados associadosa Lysinibacillus conseguiram resistir
apenas ao choque térmico de 90°C por 10 min, o que acabou limitando o nimero de

isolados a serem geneticamente caracterizados.

O gene dacB codifica uma carboxipeptidase envolvida na sintese do cortex
e nadesidratacdo do niicleo do esporo, favorecendo a resisténcia do esporo ao calor. Um
estudo feitodurante a esporulacdo avaliou a resisténcia dos esporos de cepas de B. subtilis
ao calor atravésda detecgdo do gene dacB (Scheffers, 2005b). Os primers propostos por
(Scheffers, 2005a) foram utilizados para detectar a presenca do gene; no entanto, as
condi¢cdes da reacdo de amplificacdo e ciclagem foram parcialmente modificadas para
fins deste estudo. Os produtos de PCR foram separados por eletroforese e se
visualizaram fragmentos de aproximadamente
450 pb (Figura 4). O gene dacB foi detectado em onze dos 50 isolados selecionados;
especificamente, em oito isolados do género Bacillus e em trés representantes associados
a Brevibacillus. Da mesma forma que os outros trés genes, os membros do género
Lysinibacillusnao carregavam o gene em questdo. Dos isolados positivos o gene dacB do

género Bacillus, sete pertencem a espécie B. subtilis, e um foi identificado como B.
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siamensis. Por outro lado, este gene foi cinco vezes mais frequente nos isolados que
resistiram especificamente ao choquetérmico meais leve (80°C/30 min.) que naqueles
que conseguiram sobreviver a 110°C por 5 min. O isolado 1034F (identificado como

Brevibacillus agri) foi o Gnico a resistir a esse choque.

FM C- 3003A 10162B 2004C 12097C 10034G 10155F

Figura 9. Amplificacdo do gene dacB em alguns isolados. C-: controle negativo

O gene dnaK codifica uma chaperona da classe I das proteinas heat shock envolvida no
enovelamento proteico e na prote¢do de proteinas do nicleo, contra a desnaturagdo a altas
temperaturas (Periago et al., 2002) (Selby et al., 2011). Experimentos de clonagem em B.
pumilus e B. licheniformis sugerem que o gene dnakK confere tolerincia as células hospedeiras
sob alta temperatura (Liang et al., 2009) (Kumar et al., 2014). Produtos de PCR com
aproximadamente 1610 pb foram detectados neste screening (Figura 4). O gene dnaK foi
detectado em dez dos 50 isolados testados, distribuidos no género Bacillus (7/43 isolados) e
Brevibacillus (3/5 1solados) e ausente em Lysinibacillus. Todavia, o grupo Bacillus cereus foi
a espécies com mais isolados carregando o gene dnakK (5/8 isolados), seguido de B. siamensis
(1/8 isolados) e B. subtilis (1/8 isolados). As trés linhagens (12131C, 12147G e 1034F) de
Brevibacillus positivas a deteccdo do dnaK estavam unicamente relacionadas a espécie
Brevibacillus agri. O grupo de isolados sobreviventes ao choque térmico de 100°C por 5 min.
apresentou apenas um isolado (12147G) carregando o gene dnaK. A sequéncia da proteina de
choque térmico DnaK (hsp7) define uma das proteinas mais conservadas conhecidas até o

momento (Gupta et al., 1997), o que poderia ser benéfico como marcador para a detec¢dao de
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cepas potencialmente resistentes ao calor.

Finalmente, o gene yitF (codifica uma enolasa), localizado no transposon Tnl1546, foi
amplificado por PCR (Besten et al., 2017). A presenca desse transposon estd vinculada a
esporos altamente resistentes ao calor, desde que carrega o nomeado operon spoVAZmeP
envolvido na intensificacdo da absor¢ao de DPA no nicleo do esporo (Berendsen et al., 2016).
A presenca desses elementos encontrados em varias cepas de B. subtilis, B. amyloliquefaciens

e B. licheniformis revelaram produzir esporos com resisténcia significativamente maiores ao

calor imido do que suas contrapartes sem este transposon (Berendsen et al., 2016). Fragmentos
de DNA, de aproximadamente 580 pb, confirmaram a presenca do gene nos isolados testados.
O gene foi detectado em apenas 3 isolados, especificamente em uma linhagem (10149E)
associada a Bacillus subtilis e dois isolados (12147G e 12120N) relacionados filogeneticamente
com Brevibacillus brevis. Esses elementos, atualmente conhecidos do transposon, ji foram
testados como biomarcadores genéticos para alta resisténcia ao calor dos esporos de espécies
de Bacillus (den Besten et al., 2017). Porém, neste trabalho, foi usado unicamente o gene yitF
para determinar o potencial genético de esporos altamente resistentes ao calor, além de ser o

primer trabalho testado em isolados de ovo liquido pasteurizado.

3.5 Caracterizacao fenotipico x genotipico da resisténcia ao calor

Todos os isolados (15) que resistiram unicamente ao choque térmico de 80°C por 30
min. carregavam pelo menos um gene de resisténcia dos seis testados. O spoVAD foi o gene
mais frequente (12 isolados) neste grupo funcional, seguido dos genes cIpC (6 isolados),
dacB(5 isolados), cdnL (4 isolados), dnaK (2 isolados) e o gene yitF (Tn1546) que esteve
presente apenas em um isolado (10149E). Na maioria dos isolados (10/13) que
sobreviveram especificamente ao choque de 90°C por 10min foi possivel detectar pelo
menos um dos seis genes testados. Como no grupo funcional anterior, o gene spoVAD foi o
mais frequente (9 isolados), seguido dos genes clpC (7 isolados), cdnL (4 isolados), dnaK
(4isolados), dacB (2isolados). Ja o gene yitF' (Tn1546) ndo foi detectado neste grupo.
Diferencialmente, no isolado 12075B foram amplificados 4 genes relacionados a resisténcia
ao calor. No entanto, osisolados 3062A, 10101E e 4053N ndo apresentaram nenhum dos

genes testados.

Com respeito aos isolados (10) que resistiram ao choque de 100°C por 5 min., foram

detectados, em todo eles, pelo menos um gene de resisténcia. Os genes spoVAD e clpC



foram o mais frequente entre os isolados (9 e 8, respetivamente), seguidamente dos genes
cdnL (6 isolados) e dacB (3 isolados). Os genes yitF (Tn1546) e dnakK, apenas foram
detectados no isolado 12147G. Finalmente, todos os isolados (13) que sobreviveram ao
choque de 110°C de 5 min. apresentaram pelo menos um gene de resisténcia, com excecao
do isolado (12112PF). Da mesma forma que todos os grupos funcionais, o gene spoVAD (9
isolados) foi o mais detectado, seguido de clpC (7isolados), cdnL (4isolados), dnaK (3
isolados). No caso dos genesyitF (Tn1546) e dacB, esses estavam presentes nos isolados

12120N e 1034F, respetivamente.

Deste modo, o gene spoVAD foi o mais detectado entre os isolados de cada grupo
funcional (80°C/30min, 90°C/10 min, 100°C/5min e 110°C/5 min). Por outro lado, o gene
yitF(Tn1546) foi o menos frequente entre os isolados; presente em trés das quatro condi¢des
de estresse térmico (80°C/30min. 100°C/5 min. e 110°C/5 min.) e representados por apenas
um isolado (10149E 12147G e 12120N, respetivamente). Todos os isolados que nao
apresentaram nenhum dos genes de resisténcia ao calor estavam associados ao grupo
funcionalmente resistente a 90°C por 10 min (3062A, 10101E e 4053N), com excecao do
isolado (12112PF), que pertencia ao grupo resistente ao choque de 110°C por 5 min.

Os esporos dos micro-organismos avaliados foram agrupados conforme a sua
resisténciaem quatro grupos fenotipicos. Grupo 1 (80°C/30min), 2 (90°C/10 min), 3
(100°C/5min) e 4 (110°C/5 min). De acordo com a frequéncia do gene nos quatro grupos
funcionais, o gene spoVAD foi o mais frequente. Isso significa que o gene spoVAD
representou 0 mecanismo maisprovavelmente utilizado por esses micro-organismos para

assegurar sua resisténcia as quatro condicdes.

O segundo gene mais frequente nos quatro grupos fenotipicos foi o gene clpC.,
sugerindo que, provavelmente, dentre os quatro grupos funcionais, optou-se pelo segundo
mecanismo para resistir a essas temperaturas. Os grupos funcionais 2, 3 e 4 provavelmente
usaram o cdnL como terceiro mecanismo para conseguir sobreviver a essas condi¢oes, ja
que foi o terceiro gene mais frequente. Entretanto, o gene dacB certamente representou o
terceiro mecanismo mais utilizado na sobrevivéncia do grupo funcional 1. Ja o dnaK
representou provavelmente o quarto mecanismo para os grupos funcionais 2 e 4; enquanto
os genes cdnL edacB representaram o quarto mecanismo para os grupos funcionais 1 e 3,
respetivamente. O quinto gene mais frequente nos grupos funcionais 1 e 3 foi o gene dnak,

e para os grupos funcionais 2 e 4 o gene dacB, representando os possiveis mecanismos de
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resisténcia as respectivas condi¢des. Finalmente, o gene que apareceu apenas uma vez nos
grupos funcionais1, 3 e 4 foi o yitF' (Tn1546) representando o possivel mecanismo de
resisténcia para sobrevivera essas condigoes.

Por outro lado, o grupo funcional 2 apresentou quatro isolados nos quais ndo foi detectado
nenhum dos genes de resisténcia testados neste trabalho; provavelmente foram utilizados
mecanismos de resisténcia distintos para conseguir prevalecer a 80°C/30 min. e 90°C/10min.
Além, foi inesperado determinar a auséncia dos seis genes em um dos isolados do grupo
funcional mais alto (110°C/5 min.), mas provavelmente conseguiu perdurar até o final dos

choques térmicos mediante mecanismos alternativos ndo testados neste trabalho.
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Tabela 3. Caracteriza¢do genética da resisténcia ao calor de 50 isolados agrupados segundo a
resisténcia as condi¢des de 80°C/30min, 90°C/10min., 100°C/5 min. e 110°C/5min

Temperature Strain Resistance
Genes

Time code cdnlL spoVAD clpC dnaK  yitF[Tn1546] dacB

3003 A + + - + - -

12127 A - - + - - -

10162 B - + + - - +

12108 B + + - + - -

2004 C - - + - - -

12097 C + + + - - -

10118 E - + - - - +

80°C per 30min. 10149 E -

+
'
'
+
'

3054 F +

3049 F -

4055 N -

2044 N -

10034G -

12042 PF -

2030 PF -

+ |+ |+ |+ |+ |+ |+
.
,
,
+

10061 A +

3062 A -

10078 B +

12075 B +

12131C -

+ |+ |+ |+

4077 C -

90°C per 10min. 10101 E -

10155F -

+
'
+
'
+

10130F + +

+
'
'
'

4053 N - -

12129G - +

5024 PF -

+

4093 PF -

5068 A +

10062 A -

10105 B +

2014 B +

100°C per 5min. 6008 E -

12139N +

+ |+ |+ |+ |+ |+

+ |+ [+ |+ [+ |+

4009 F -

12147 G -

'
'
+
+
+

12084 PF +

12035 PF +

12135A +

4050 A -

12124 B +

+ |+ |+ |+ |+ |+

3078 B +

4034 C +

110°C per 5min. 10119 E -

+

12080 F - + - - - -

1034F - + - + - +

4047 PF - + - - - -

12112 PF - - - - - -
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3.6 Correlacio de genes de resisténcia ao calor de acordo com os choques
térmicos, pré-tratamentos da matéria-prima, fornecedores/produto final e tipo de

produto

A- 1F I ‘ I ‘ ‘prCI B

L cdnl

, dnakl
100°/min.

.110°C.f5min. 100%5min.

.ElEI"CHEImm

80°C/30min.

" Tn1583' GVAD

PC2 (20.40%)
=

90°CAOmin. —‘
a5¢ 4 J
110°CAmin.

ab m0°CA0min , dacB 4 1 I 1 1

|
. | | i . 14 2 25 3 35
-1 0.5 ] 05 1 Euclidean distance
PO (70.89%)

Figura 10. Anélise de componentes principais (A) e dendrograma de distancias euclideanas (B)
para o agrupamento dos genes de resisténcia de acordo com as condi¢des de 80°C/30min,
90°C/10min., 100°C/5 min. e 110°C/5min.

Na figural0(A), pode-se observar a andlise de componentes principais de quatro choques
térmicos em relagdo a presenca de seis genes de resisténcia ao calor. Os choques térmicos
90°C/10 min. e 110°C/5 min. encontram-se claramente agrupados e possuem uma correlagcdo
positiva com o gene dnaK. A agrupamento de 90°C/10 min. e 110°C/5 min. provavelmente
deve-se ao fato de que os dois grupos funcionais utilizaram o mecanismo que envolve 0 mesmo
gene,o gene dnaK para resistir a essas condi¢des. No entanto, o tratamento 80°C/30 min.
encontra- se distante em relacdo aos outros trés choques térmicos e possui uma correlagao
positiva como gene dacB. No tocante as bactérias esporuladas que conseguiram resistir a
80°C/30 min. € muito provavel que tenham usado um mecanismo de resisténcia no qual o gene
dacB estava envolvido. Finalmente, o tratamento 100°C/5 min. possui uma correlacio positiva
com os genesclpC, cdnL, Tnl546 e spoVAD o que significa que nessa condi¢do os micro-
organismos usaramquatro dos seis genes testados para persistir sob esta condi¢cdo de estresse ao

calor.

Na figural0(B), podemos observar um dendograma das amostras com as respectivas
distancias euclidianas. Nota-se, primeiramente, o agrupamento dos tratamentos 110°C/S min.
€ 90°C/10 min., indicando que esses sdo mais similares em relacdo aos genes de resisténcia aqui

avaliados. Como observado no andlises de componentes principais na figuralQ(A)., essas duas
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condi¢cdes estavam intimamente relacionadas devido ao fato de que em ambas, seja mais
provével que as bactérias formadoras de esporos tenham utilizado um mecanismo de resisténcia
ao calor no qual o mesmo gene ou gene esteve envolvido para conseguir sobreviver. Em
seguida, observa-se o agrupamento do tratamento 80°C/30 min. O tratamento 100°C/5 min. foi
o elemento mais distante e o ultimo a ser agrupado, o que significa que, para resistir a esse
choque térmico, as bactérias esporuladas utilizaram um mecanismo em que os genes envolvidos
provavelmente ndo foram os mesmos utilizados na resisténcia ao calor sob os outros

tratamentos térmicos.

A . . . B.

1Lk .Nnne

Pasteurization+ HP

o5t B

Nane

, dnakl @ Final Product
L clc , dacE
.Pasteurlzat|0n+ HF HF

il 4
.F'asteur\zati I Final Product

PC2 (20.53%)

. odnb

" Tnl56 Pasteurization
a5k = ERPAE i }
EPAB

HP

Al L SPOVAD 1 15 2 25 3 i5

L L L L L Euclidean distance

El 05 [ 0s 1
PCT (B1.84%)

o HP: Hydrogen Peroxide
o EPAB: Eggs processed after breaking
o None: No pre-treatment

Figura 11. Andlise de componentes principais (A) e dendrograma de distancias euclideanas (B)
para o agrupamento dos genes de resisténcia de acordo com os pré-tratamentos da matéria-
prima

Na figurall(A), a andlise de componentes principais revelou a similaridade dos pré-
tratamentos frente a presenca dos genes de resisténcia ao calor, sendo possivel observar que os
pré-tratamentos de Pasteurizagdo e EPAB s3o similares entre si, € possuem uma correlagdao
positiva com o gene yitF (Tnl1546). Portanto, o gene yitF' (Tnl546) esteve envolvido no
mecanismo de resisténcia sob esses dois pré-tratamentos. Por outro lado, a correlagdo positiva
entre o gene dacB e o pré-tratamento aplicado no Produto final e a Pasteurizacdo permitiu
observar a similaridade entre estes pré-tratamentos. Em consequéncia disso, o gene dacB
provavelmente esteve envolvido no mecanismo de resisténcia aos pré-tratamentos Produto final
ePasteurizacdo. A similaridade entre o pre-tratamento Pasteurizacao+HP e aquelle onde nao foi
usado algiim tratamento (“None”) foi observada, além de uma correlacdo positiva entre estes

tratamentos e os genes dnaK e clpC. Deste modo, foi possivel inferir que osgenes dnakK e clpC,
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envolvidos no mecanismo de resisténcia a estas duas condi¢des, fora provavelmente as
mesmas. Finalmente, o HP apresenta certa correlacio positiva com os genes cdnlL e spoVAD.
Portanto, a probabilidade de que os genes cdnL e spoVAD estejam vinculados no mecanismo
de sobrevivéncia ao HP € significativa.

Na figura 11(B), pode-se observar dois grandes grupos. Um formado pelos elementos:
Produto Final, Pasteurizacdo e EPAB (Ovos processados apds quebra). Dentre desses
elementos, Produto final foi o dltimo a ser agrupado. Pode-se inferir que provavelmente o gene
implicado no mecanismo de resisténcia a Pasteurizacao e EPAB foi 0 mesmo em ambos os pré-
tratamentos; por outro lado, foi mais provavel que outro gene de resisténcia ao calor esteve
envolvido no mecanismo de resisténcia no Produto final. Esta afirmacdo é corroborada com os
resultados obtidos no andlises de componentes principais figura 11(A), nos quais se podem
observar os genes que mais provavelmente estiveram envolvidos na resisténcia a cada um dos
tratamentos mencionados. No outro agrupamento estdo subgrupados em Pasteurizacdao + HP,
HP e Nenhum (nenhum pré-tratamento), enquanto HP foi o dltimo aser agrupado. Infere-se,
deste modo que, provavelmente os genes envolvidos em um ou mais de um mecanismo na
resisténcia dos pré-tratamentos Pasteurizacao + HP e Nenhum (nenhum pré-tratamento) foram
0s mesmos, embora 0s genes envolvidos no mecanismo da resisténcia ao Peroxido de
hidrogénio provavelmente tenham sido outros. Isto pode ser complementado com os resultados
da andlise de componentes principais figura 11(A), que mostra os genes envolvidos em estes

trés pré-tratamentos.

A.—

1L j j ;Supphers c

B.

Suppliers B

a5l | Suppliers C

.Fmal product

LElpt

m Supnliers A Suppliers A

L g

dacB q Suppliers E
* Tniss m Several suppliers
.

PC2 (19.21%)
=

Suppliers E
m PHRRIES L canl Suppliers F

i Several suppliers ]
mEurpiers B Eial oduct

.
-1 05 0 05 1 1 15 2 25 3 35
P B3.93%) Euclidean distance

Figura 12. Andlise de componentes principais (A) e dendrograma de distancias euclideanas (B)

m Suppliers F

a1

para o agrupamento dos genes de resisténcia de acordo a origem das amostras: fornecedores
(matéria-prima) e produto final.
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Na figural2(A), observa-se a andlise de componentes principais mostrando a correlacdo
entre Fornecedores e Produto final em relacdo a presencga de seis genes de resisténcia ao calor.
O “Produto final”, “Varios fornecedores”, “Fornecedor F” e “Fornecedor E” estdo situados
préximos. No entanto, o “Fornecedor E” possui uma correlagdo positiva mais expressiva com
os genes dacB e yitF (Tnl1546), do que se depreende que os micro-organismos procedentes
desse fornecedor usaram mecanismos associados provavelmente aos genes dacB e yitF
(Tn1546) para suaresisténcia ao calor. Por outro lado, através da componente principal 1 (PC1),
podemos observar o agrupamento dos Fornecedores B, A e C. Através da componente principal
2 (PC2) observa-se uma correlacao positiva entre o “Fornecedor B” e os genes spoVAD e cdnL,
o que torna possivel inferir que bactérias esporuladas procedentes deste fornecedor usaram
provavelmente os genes spoVAD e cdnl no mecanismo de resisténcia ao calor. Ja o “Fornecedor
A” correlaciona-se positivamente com os genes clpC e dnaK. Deste modo, micro-organismos
procedentes deste fornecedor provavelmente utilizaram os genes clpC e dnaK como parte do
mecanismo de sobrevivéncia ao calor. Finalmente o “Fornecedor C”, encontra-se mais distante

de todos os fornecedores e genes.

Na figural2(B), podemos observar o dendograma com a distribui¢do dos fornecedores e
produto final em relagdo a presenca de genes de resisténcia. Observa-se a formacdo de dois
grandes grupos. Um dos grupos formado por outros trés subgrupos “Varios fornecedores” e
“Produto final”, seguido do agrupamento do “Fornecedor F” e o ultimo a ser agrupado o
“Fornecedor E”. Nesse agrupamento, as bactérias procedentes de “Varios fornecedores” e
“Produto final” provavelmente utilizaram os mesmos genes envolvidos em um ou mais
mecanismos para sua resisténcia ao calor. No outro grupo, formado pelo subgrupo “Fornecedor
A” e “Fornecedor C” e agrupado posteriormente mais distante do “Fornecedor B” os micro-
organismos procedentes dos “Fornecedores A e C” provavelmente utilizaram os mesmos genes
envolvidos no mecanismo de resisténcia ao calor. Por outro lado, o “Fornecedor B” utilizou
genes de resisténcia diferentes dos utilizados pelas bactérias procedentes do “Fornecedor A 'y

C”. Tais resultados podem ser complementados com as analises de componentes principais.
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Figura 13. Anélise de componentes principais (A) e dendrograma de distancias euclideanas (B)
para o agrupamento dos genes de resisténcia de acordo com os tipos de produtos derivados de
OVOsS.

Na figura 13(A) temos a andlise de componentes principais, nos quais podemosobservar
a similaridade entre os produtos PLWE (“Ovo inteiro liquido pasteurizado), RWE (“Ovo
inteiro cru”) e CPLWE (“Ovo inteiro liquido pasteurizado resfriado™). Através da PCI1
observamos uma correlacdo positiva entre o produto CLWE (“Ovo liquido inteiro
enfriado”)com os genes spoVAD, cdnL e clpC. Provavelmente, as bactérias procedentes desse
produto utilizaram os genes spoVAD, cdnL e clpC envolvidos no mecanismo de resposta a
resisténcia ao calor. Observa-se, também, a correlacdo positiva entre o elemento CPLEY
(“Gema de ovo liquida pasteurizada resfriada”) em relacdo aos genes dacB e yitF (Tn1546). Tal
correlagdo sugere que o mais provavel € que os micro-organismos provenientes deste produto
tenham usado os genes dacB e yitF (Tnl1546) envolvidos no mecanismo para sua sobrevivéncia
ao calor. Através da PC2 podemos observar uma correlagdo negativa entre os produtos CPLWE
e RWE e todos os genes de resisténcia avaliados neste estudo e que os genes relacionados aos
mecanismos de resisténcia ao calor utilizados pelas bactérias provenientes dos produtos
CPLWE e RWE foram provavelmente diferentes daqueles testados.

Na figura 13(B) pode-se observar no dendograma a intima relacdo entre os produtos
PLWE e RWE, o que elucidou que osmicro-organismos isolados desses produtos possivelmente
usaram os mesmos genes para o desenvolvimento do mecanismo de resisténcia ao calor. Dentro

deste mesmo grupo, embora com maior distancia, encontra-se o produto CPLWE e, em seguida,
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o agrupamento do produto CLWE. Isso significa que, de fato, as bactérias isoladas desses
produtos utilizaram genes envolvidos naresisténcia ao calor totalmente diferentes dos genes
dos outros dois produtos anteriormente mencionados (PLWE e RWE). Mais distante observa-
se o CPLEY (“Gema de ovo liquido pasteurizado enfriado’). No mesmo contexto, os micro-
organismos procedentes desse outro produto possivelmente usaram um ou mais genes
envolvidos no mecanismo de resisténcia, diferentes dos genes anteriormente mencionados que

conformaram este mesmo grupo.

3.7 Diversidade genética das bactérias esporuladas mesdfilas mais resistentes aos
choques térmicos sucessivos

Com o objetivo de encontrar diferencas taxondmicas, realizou-se a amplificagdo aleatdria
de DNA polimérfico (RAPD) em 50 cepas de bactérias meséfilas formadoras de esporos,
resistentes a diferentes choques térmicos (80°C/30min., 90°C/10min., 100°C/5Smin. e
110°C/5min.). Mediante a identificacdo filogenética, determinou-se que estavam conformados
principalmente por cepas do género Bacillus. O fato de os membros do género Bacillus ser um
grupo taxondmico tdo proximo representou uma limitacdo no desenvolvimento da técnica.
Porém, avaliou-se o potencial discriminatoério de trés primers (OPR-2, OPR-8 e OPR-13) para
o desenvolvimento do RAPD. Na Figura 14. pode-se observar o perfil de bandas para 7 cepas
de B. paramycoides obtido ao conduzir o experimento de RAPD com os primers OPR-2, OPR-
8 e OPR-13, determinando-se que os primers OPR-2 e OPR-13 apresentaram um maior nimero
de bandas (de até 9 bandas), o que significa que este primer permitiria uma melhor
discriminagdo entre as cepas desta espécie. Por outro lado, o primer OPR-8 foi o mais efetivo
para caracterizar a diversidade genética dentre todos os isolados resistentes pelo menos a um

tratamento térmico.

Figura 14. Perfis de RAPD a partir de DNA genomico dos isolados esporulados
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recuperadas da matéria-prima e produto final e ovo liquido pasteurizado resfriado gerados por
os primers OPR-8, OPR-2 e OPR-13 em 7 cepas de B. paramycoides. M= Marcador (1kb), 22=
Controle Negativo.

Tabela 4. Distribuicdo das cepas nos pogos de gel de agarose do perfil de RAPD gerados por
os primers OPR-8, OPR-2 e OPR-13 em 7 cepas de B. paramycoides

Well Strain Primer Species

1 12097 C

2 3049 F

3 12075 B Bacillus

4 12084 PE OPR 8 paramycoides
5 12035 PF

6 1019 E

7 4047 PF

8 12097 C

9 3049 F

10 12075 B Bacillus

11 12084 PF OPR 2 paramycoides
12 12035 PF

13 1019 E

14 4047 PF

15 12097 C

16 3049 F

17 12075 8B Bacillus

18 12084 PF OPR 13 paramycoides
19 12035 PF

20 1019 E

21 4047 PF

22 Vazio

23 Controle negativo OPR 13 *k

Na Figura 15, 16 e 17 podemos observar a distribuicdo filogenética de 50 cepas usando
os perfis gerados da amplificacio de RAPD dos primers OPR-2, OPR-8 e OPR-13,
respectivamente. Diferencas genéticas foram encontradas entre individuos das mesmas
espécies, quando foi feita uma andlise de clusterizacio UPGMA. Por exemplo, individuos do
grupo de B. subtilis, e representantes das espécies de B. paramycoides € B. wiedmanii se
agruparam em clusters diferentes. Essa diferenciac@o a nivel de cepas foi mais evidente usando
o primer OPR-8 (Figura. 16). O método de tipagem de RAPD foi titil para caracterizar a
diversidade genética entre cepas das mesmas espécies para o grupo de bactérias formadores de
esporos mesofilos isolados de ovo liquido pasteurizado, e os primers OPR-2, OPR-8 e OPR-13

poderiam ser usados como primers potencialmente uteis para a discriminacdo entre cepas de
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este grupo de estudado.

A andlise usando o UPMA mostrou que os primers OPR-2 e OPR-13 permitiram que os
micro-organismos se agrupassem em clusters e que a topologia da arvore refletisse na histéria
evolutiva das espécies microbianas estudadas. No entanto, as andlises de diversidade genética

com o primer OPR-8 revelaram diferencas entre individuos da mesma espécie.
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Figura 15. Dendrograma construido pelo método de grupos de pares ndo ponderados com
média aritmética (UPGMA) mostrando dissimilaridade entre haplotipos de DNA polimérfico

amplificado aleatoriamente (RAPD) de 50 cepas isolados de ovo liquido pasteurizado usando

o primer OPR-2
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UPGMA dendrogram of RAPD analysis
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Figura 16. Dendrograma construido pelo método de grupos de pares ndo ponderados com
média aritmética (UPGMA) mostrando dissimilaridade entre haplotipos de DNA polimérfico
amplificado aleatoriamente (RAPD) de 50 cepas isolados de ovo liquido pasteurizado usando
o primer OPR-8
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UPGMA dendrogram of RAPD analysis
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Figura 17. Dendrograma construido pelo método de grupos de pares ndo ponderados com
média aritmética (UPGMA) mostrando dissimilaridade entre haplotipos de DNA polimérfico
amplificado aleatoriamente (RAPD) de 50 cepas isolados de ovo liquido pasteurizado usando
o primer OPR-13.
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3.8 Sequenciamento do genoma de 4 cepas de esporulados sobrevivente a
80°C/30 min., 90°C/10 min., 100°C/5 min. e 110°C/5 min.

Nos tdltimos anos, o sequenciamento do genoma se expandiu exponencialmente como
ferramenta no desenvolvimento de diversas pesquisas, o que gerou grandes avangos em vdrias
facetas da genOmica bacteriana, metagendmica, medicina clinica, arqueologia e evolucao
bacteriana (Dark, 2013). O sequenciamento do genoma tornou possivel a caracterizacdo in
silico do potencial gendmico que tem um micro-organismo para encarar algum tipo de estresse.
Especificamente, a descricio de todas os genes que proporcionam resisténcia a alguma
condicdo se denomina resistoma (Tetz and Tetz, 2017). Assim, dentro do resistoma estdo
incluidos os genes que, ao se expressarem, conferem resisténcia ao calor. A presenca destes
genes, isolados ou em clusters, ndo garante sua expressdo. Portanto, uma abordagem
complementar, fenotipica e genotipica pode refletir de uma melhor forma todo o potencial de
uma bactéria para resistir ao calor. A aplicacdo da abordagem gendmica foi realizada com o
objetivo de reconstruir as possiveis redes genéticas que expressam os mecanismos de resisténcia
ao calor de quatro cepas de bactérias formadoras de esporos representantes para cada grupo
funcional (80°C/30 min., 90°C/10 min., 100°C/5 min. e 110°C/5 min.) isoladas de amostras de
matéria-prima e produto final de ovo liquido pasteurizado resfriado. O sequenciamento dos
quatros isolados foi bem sucedido desde que a partir dos “reads” gerados do sequenciamento
se conseguiu montar o genoma com boa qualidade e com tamanhos préximos ao que seria
esperado para o género Bacillus (Rey et al., 2004) (Sharma and Satyanarayana, 2013). Além
disso, o nimero de proteinas identificadas também € préximo ao que se espera para o género

(Tabela 5).

Tabela 5. Carateristicas gerais do genoma de 4 cepas representantes da resisténcia a
80°C/30min., 90°C/10min., 100°C/5min. e 110°C/5min.

STRAINS
12097C 12129G 20148 12135A
#READS  15.283.526 14.297.620 15.919.343 16.220.165
% GC 40.1 39.6 41.4 41.8
N50 254.688  602.203 602.203 601.883
SIZE(Mbp)  5.509.479 5.901.185 5.817.750  5.353.828
# SCAFFOLDS 56 62 29 24
# PROTEINS 5.597 6.003 5.954 5.376

A érvore filogendmica (Figura 18) distribuiu as cepas (12097C, 12129G, 2014B e 12135A)
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em apenas dois cluster, sugerindo que pode ndo ter refletido as verdadeiras relacdes
filogenéticas. No entanto, pode-se observar também a alta similaridade ao nivel gendmico entre
as bactérias, desde que as cepas 12129G, 2014B e 12135A se agruparam em um grupo
monofilético.

Por outro lado, observou-se que a cepa 12097 C, tanto na drvore filogendmica como filogenética
(Figura 5) encontrou-se muito préxima ao B. paranthracis, porém nao foi possivel detectar
diferencas entre as outras trés cepas. Na andlise gendmica as pequenas diferencas sao
subestimadas e, por consequéncia, as taxas estudadas ndo se agruparam com as espécies mais
proximas evolutivamente. Pelo contrdrio, a drvore filogenética valoriza essas diferencas e
permite um melhor agrupamento, mesmo que o sequenciamento do gene ribossomal 16S tenha
resultado pouco resolutivo para este grupo bacteriano a nivel de espécie.

No entanto, ambas as andlises ndo foram direcionadas com o objetivo de identificacdo das
cepas, mas sim para determinar sua proximidade gendmica e ter uma visdo das diferencas ou

semelhangas genéticas entre as cepas e seu potencial de resisténcia ao calor.

‘ - B. safensis

- B. citotoxicus

‘ — B. pseudomycoides
| r B. mycoides

~ B. paramycoides

~ B. toyonensis

— | 121296
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20148
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+ B. cereus

B. thuringiensis
~ B. wiedmanni
B. tropicus

- B. anthracis
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B. paranthracis

E. coli
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Figura 18. A Arvore filogendmica de maxima verossimilhanca 14 espécies de Bacillus e das 4
cepas resistentes a 80°C/30min., 90°C/10min., 100°C/5Smin. e 110°C/5min (12097C, 12129G,
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2014B e 12135A; respetivamente). A arvore foi reconstruida com 509 ortélogos de cdpia tnica
e com 1000 randomizagdes bootstrap com suporte de 100 em cada ramo (valores ndo mostrados
na figura). A escala da filogenia estd em substitui¢des por sitios.

O sequenciamento do genoma completo destas quatro cepas associadas filogenomicamente as
taxas do grupo Bacillus cereus ajudou a melhorar nossa compreensdo da resisténcia ao calor
desse grupo bacteriano esporulado, comumente associados a contaminacdo de alimentos
processados e, consequentemente, a melhorar a qualidade da inddstria do ovo liquido
pasteurizado resfriado. Apesar da proximidade evolutiva desse grupo bacteriano, as quatro
cepas apresentaram algumas diferencas/semelhangas determinadas mediante uma andlise de
sequéncias de proteinas ortélogas. Assim, pdde-se observar (Figura 19) que existem genes que
codificam proteinas ou familias de proteinas ort6logas que sdo exclusivas ou compartilhadas
entre elas. Deste modo, as andlises de ortélogos determinou que a maior parte das proteinas
(4336 familias) foram compartilhadas entre as 4 cepas. A cepa 12135A ndo apresentou nenhum
grupo exclusivo; devido, provavelmente, ao fato de que o nimero de genes analisados foi em
um menor nimero que nas demais cepas (Figura 5). No caso da cepa 2014B ndo foram
observados também genes exclusivos, embora tenha apresentado varios genes compartilhados
em um maior nimero com a cepa 12129G e seguida da cepa 12097C. Apenas as cepas 12097C
(64) e 12129G (4) apresentaram genes exclusivos. Considerando que na filogenia a cepa
12097C foi a mais distante das outras 2014B cepas, essa cepa apresentou o maior nimero de
genes especificos. Porém, a cepa 12097C representou as bactérias esporuladas meséfilas que
sobreviveram ao menor choque térmico (80°C/30 min.). As cepas 12097C e 12129G
compartilharam exclusivamente dois genes, os que expressam a Nicotinamide mononucleotide
transporter (PnuC) e Formamidase (AmiF). Todavia, ndo hd reportes de que essas proteinas
estejam envolvidas em mecanismos de resisténcia ao calor. A cepa 12097C e 2014B
compartilharam unicamente a familia de proteinas: Transposase, necessdria para uma
transposicao eficiente do DNA. Entretanto, ndo hd evidéncias de que sua presenca seja o unico

fator favordvel em relagdo a resisténcia térmica.
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Figura 19. Diagrama de Venn das familias de proteinas ortélogas entre as 4 cepas estudadas.
1: 12097C, 2: 12129G, 3: 2014B e 4: 12135A.

Existem proteinas estruturais da esporulacdo que tém sido relacionadas direta ou
indiretamentecom a resisténcia ao calor imido. Assim, mediante a informacgao obtida a partir
do sequenciamento do genoma, foi possivel mostrar alguns genes envolvidos na codificacao de
proteinas estruturais e funcionais da esporulagdo. No Apéndice C. pdde-se observar proteinas
relacionadas ao exdsporo, glicoproteinas de superficie, proteinas envolvidas com a camada de
peptidoglicano (cortex), capa cortical interna e externa do esporo, carboxipeptidase, proteina
de ligacdo a penicilina, proteinas proprias da esporulagdo e proteinas implicadas na germinacao.
Existem estudos que afirmam que as modificagdes no cértex no momento da esporulacao
parecem ser cruciais para atingir propriedades de resisténcia (Garde et al., 2018), referindo-se
especificamente a sinteses do peptidoglicano, que, segundo se acredita, mantém em estado
desidratado o nicleo do esporo (Sunde et al., 2009) (Bukowska-Faniband and Hederstedt, 2017)

que, por sua vez, € essencial para a resisténcia ao calor.

Por outro lado, existem evidéncias indicando que alguns grupos de proteinas
carboxipeptidases(PBPs) favorecem a resisténcia ao calor. Deste modo, dois das PBPs estao
especificamente envolvidos na sintese da cortex: DacB e DacF (Driks and Setlow, 2014). Além
disso, demostrou-se que o peptidoglicano de mutantes dos genes dacB e dacF resultou em
esporos deficientes para atingir a desidratacdo normal do nicleo de esporos e,
consequentemente, a diminui¢@o na resisténcia ao calor (Popham et al., 1999). Em um contexto
similar foi descrito um grupo de PBPs (transpeptidases) devido a sua implicacio na sintese do
cortex (Bukowska-Faniband, 2015). Adicionalmente, outro estudo desenvolvido por Asai et al.

(2001) demostrou,em Bacillus subtilis, que o gene yabQ € essencial para formagado do cortex do
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esporo. Um estudode mutagdes de genes que codificavam proteinas da esporulacdo em B.
subtilis (yhbH, ypjB, yqfC, yqfD e yunB) exibiu defeitos na formac¢do do esporo (Eichenberger et
al., 2003). Em outroestudo foi determinado que a proteina YjcZ (proteina da esporulacdo),
envolvida na montagemda capa do esporo, interfere na resisténcia ao calor (Kuwana et al.,

2003).

Finalmente, varios estudos determinaram que alteracdes nos receptores da germinagao do
esporo poderiam resultar de forma indireta em esporos altamente resistentes ao calor. Fatores
de transcricdo, como o YlyA, regulam a expressao de receptores que reconhecem germinantes.
Deste modo, demonstrou-se que mutantes YIyA apresentaram esporos que exibiram defeitos
especificos na germinacao, devido a uma desregulacao ao nivel de receptores (Ramirez-Peralta
et al.,, 2012b)(Ramirez-Peralta et al., 2012a). Esporos preparados em meios 6timos geram
esporos com uma quantidade diminuida de receptores, incapazes de germinar na presenga de
germinantes do meio externo, aumentando a probabilidade de sobreviverem a altas

temperaturas do processamento na industria de alimentos.

Ainda assim, as proteinas envolvidas nos estagios da esporulagao identificadas mediantea
andlise do genoma foram apresentadas no Apéndice D. Alguns desses genes mostraram
evidéncias de estarem envolvidas em mecanismos de resisténcia ao calor. Os estagios IV e V
da esporulacdo estdo envolvidos na sintese do cortex e na disposicdo das capas corticais,
respetivamente e, durante essas duas fases se produz a desidratacdo do esporo. No estdgio V da
esporulacdo a dgua é removida do esporo, tornando-se o esporo cada vez mais resistente ao
calor conforme amadurece (Piggot, 2004) (Piggot and Hilbert, 2004). Como j4 foi descrito o
cortex do esporo estd intimamente relacionado com a resisténcia ao calor; consequentemente,
proteinas envolvidas no mecanismo de sinteses € montagem poderiam estar também envoltas
na resisténcia a altas temperaturas. Assim, um estudo demostrou que a sintese do cortex da
esporulacdo depende especificamente da atividade transpeptidase da proteinas AD, do estdgio
V da esporulacdao (SpoVAD) (Bukowska-Faniband and Hederstedt, 2013). Além disso, os
produtos génicos SpoVB, SpoVD, e SpoVE foram também descritos por sua intervengdo na
sintese do cértex (Bukowska-Faniband and Hederstedt, 2017).

Por outro lado, podemos observar no Apéndice E genes que codificam proteinas
funcionais identificadas neste estudo, envolvidas na esporulagdo. Um estudo demostrou que a
auséncia da proteina YloB (ATPase de transporte de Ca®*) em esporos de B. subtilis resultaram

em esporos com uma diminui¢do na resisténcia ao calor (Raeymaekers et al., 2002). Essa
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sensibilidade ao calor deve-se ao fato de que, concomitante a captacdo de Ca’ ¥, a célula comeca
a sintetizar dcido dipicolinico (DPA) e este complexo de cdlcio e DPA influencia na resisténcia
dos esporos a condi¢des adversas, como o calor (Setlow, 1994). Continuando com a descri¢ao
das proteinas funcionais, foi realizado um estudo que indicava que uma proteina homdloga a
lipoprotein YhcN/Yla] foi encontrada presente em um transposén, demonstrando que
contribuia com niveis mais altos no tocante a resisténcia ao calor de esporos em B. subtilis

(Berendsen et al., 2016b).

Mesmo assim, um estudo relacionado as proteinas SASPs do tipo o/ comprovou sua
intervencdo na resisténcia ao calor imido. Tais proteinas protegem o DNA contra danos por
calor imido mediante a saturagdo do DNA do nicleo do esporo em espécies de Bacillus e
Clostridium (Raju et al., 2006) (Leyva-Illades et al., 2007). Os genes spmA e spmB formam
parte do operon DacB e codificam proteinas envolvidas na maturacdo do esporo e na
desidratacdo do niicleo dos esporos em B. subtilis. Estudos de mutacdo corroboraram que o0s
niveis de resisténcia ao calor foi até oito vezes mais baixo do que os da cepa parental (POPHAM
et al.,, 1995). Prosseguindo com as evidéncias corroboradas por estudos anteriores sobre as
proteinas envolvidas em mecanismos de resisténcia ao calor encontradas neste trabalho, cabe
mencionar o 4cido dipicolinico sintetase, subunidades A e B (locus spoVFA e spoVFB,
respetivamente) relacionadas ao estdgio V da esporula¢do. Estudos em B. subtilis mostraram
que esporos com mutacdes no locus spoVFA e spoVFB aumentaram significativamente a dgua
do nicleo do esporo, diminuindo sua resisténcia ao calor (Paidhungat et al., 2000). Por outro
lado, em B. subtilis os fatores sigma especificos da esporulagdo sdo: oF, oE, 6G e oK. Esses
ativam programas de transcricio que conduzem a esporulacdo através de seus estdgios
morfoldgicos. O sigma-K € o ultimo fator sigma no ciclo da esporulacio e induz a expressao
de genes cujos produtos sdo necessarios para a formacgdo do cortex e da capa cortical do esporo
(Eichenberger et al., 2004) (Mechanisms et al., 2016). Além disso, foram identificados genes
regulados pelo fator Sigma-E, encontrando-se vérias proteinas envolvidas em mecanismos
importantes na resisténcia ao calor (Eichenberger et al., 2003). Finalmente, o sensor quinase de
esporulacdo do sistema de dois componentes permite que as bactérias respondam rapidamente
as mudancas em seu ambiente, levando a ativagcdo ou repressdo de genes especificos. Esse
sistema de transdugdo de sinais € carateristico de organismos que possuem a capacidade de
sobreviver e prosperar em uma ampla variedade de condi¢des ambientais (Fabret et al., 1999)

(Stephenson et al., 2000).
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O entendimento da resposta ao estresse das células vegetativas € de vital importancia, ja
que esse processo poderia conduzir a geragdo de esporos mais resistentes (Periago et al., 2002).
Essas bactérias desenvolvem redes adaptativas para enfrentar os desafios do meio ambiente e
sobreviver. E importante ressaltar que todas as respostas adaptativas envolvem umasérie de
mudancas genéticas que controlam as mudangas metabdlicas. Deste modo, tratamentostérmicos
suaves poderiam levar a uma adaptacio da membrana celular, mediante mecanismos
regulatdrios. Varios estudos tém demostrado que quando a célula bacteriana € submetida a altas
temperaturas, um grupo de proteinas denominadas proteinas do choque térmico (HSPs) sdo
rapidamente induzidas. Deste modo, no Apéndice F pode-se observar as proteinas relacionadas
as células vegetativas. Entre estas proteinas, foram observadas as HSPs como: as chaperones
moleculares (DnakK, Dnal, GroEL) e as proteases (ClpP, ClpLe ClpX). Por outro lado, pdde-se

observar também proteinas induziveis por dano e entre outras proteinas de resposta ao estresse.

Ao realizar uma andlise da frequéncia das proteinas por cepas (Apéndice C), observou-
se quea ocorréncia das PBPs (tipo transglicosilase, transpeptidase, endopeptidase) foi maior na
cepa C. Assim, as proteinas do exdsporo e de esporulacdo foram menos frequentes na cepa A.
Da mesma forma, as proteinas da fase 5 da esporulacido (Apéndice D) foram consideravelmente
menos frequentes na cepa A. No Apéndice E nio se observou diferenca relevante na frequéncia
das proteinas entre as cepas A, B, C e D. Por tltimo, as proteases (Apéndice F), que sio
induzidas pelo choque térmico, foram menos frequentes na cepa A em comparagdo as outras.
Embora diferencas entre as demais proteinas também tenham sido observadas, foram

consideradas sé aquelas em que se observou uma diferenga relativamente maior de ocorréncia.

4. CONCLUSOES

Nao obstante a comunidade de bactérias esporuladas mesoéfilas tenha sido
maioritariamente do género Bacillus, a mesma apresentou uma complexa diversidade
degendtipos e fenotipos bacterianos, indicando o risco de persistir no produto final ou ser
fonte de contaminacao para outros produtos quando fosse utilizado como ingrediente. Foi
possivel verificar também que a espécie predominante esteve representada por espécies do
grupo Bacillus cereus e que sua persisténcia no produto final poderia significar um risco na
inocuidadedo produto e seguranca do consumidor. A maioria das bactérias que compdem a
comunidade isolada a partir de amostras de matéria-prima e produto final de ovo liquido
pasteurizado possuem carateristicas relacionadas ao potencial de resisténcia ao calor

baseado nos ensaios fenotipicos e genotipicos, € sua redugcdo por métodos térmicos
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representaria um problema pois 0 ovo estd composto por proteinas sensiveis ao calor.

Todos os genes testados neste trabalho envolveram mecanismos que permitiram aos
esporos resistir aos tratamentos térmicos, o que quer dizer que estes genes poderiam ser
utilizados para posteriores trabalhos como biomarcadores para a deteccdo de bactérias
formadoras de esporos mesoéfilos potencialmente resistentes ao calor. Assim mesmo, podemos
concluir que os genes associados a mecanismos de resisténcia ao calor ndo foram os mesmos
frente aos diferentes tratamentos térmicos, revelando o complexo que resultaria sua
eliminacdo/reducdo na industria de alimentos. J& que ndo somente teria os nutrientes
necessdrios para proliferar, mas também a presenca de uma rede de mecanismos para sobreviver
bastante evoluido frente a altas temperaturas. Mas este tipo de estudos melhora o entendimento
da resposta ao estresse e deste jeito ajuda a determinar medidas preventivas/corretivas frente a
este tipo de ameaca.

Por tltimo, precaugdes devem ser tomadas no momento de transportar a materia prima,
mantendo as condicdes de refrigeracdo adequadas, que evitem a proliferacdo de micro-
organismos. Além, de utilizar pré-tratamentos que muito longe de favorecer a adaptacdo e
proliferacdo permita reduzir a capacidade de resisténcia e leve a eliminacdo das células
vegetativas. Devido, a que se observou uma maior redu¢do da populag¢do do produto final GLF,
apods os tratamentos térmicos, sugeri que provavelmente o uso de pH dcido em sinergia com a
pasteurizacdo poderiam conduzir a uma reducdo mais eficiente da comunidade de bactérias

esporuladas isoladas de ovo liquido pasteurizado resfriado.
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Apéndice A. Descricdo das bactérias esporuladas mesoéfilas de amostras de produtos de ovo

liquido pasteurizado resfriado

CANDIDATE
IDENTIFICATION

Bacillus cereus

Bacillus subtilis

Bacillus wiedmannii

Bacillus safensis

Bacillus paramycoides

Bacillus siamensis

STRAIN
CODES
5024 PF
10130 F
12129 G

10162 B
10155 F

10062 A

2044 N

10034G

12042 PF

10149 E

6008 E

12108 B
10078 B
10105 B
4009 F

12135 A

4050 A

2004 C
2014 B
12080 F

12097 C
3049 F

12075 B
12084 PF

12035 PF

10119E

4047 PF

3003 A

10118 E

4053 N

3054 F

4055 N

SUPPLIERS
Final product
Suppliers F

Final product

Suppliers B
Suppliers F

Suppliers A

Several
suppliers

Final product
Final product
Suppliers E
Suppliers E

Suppliers B
Suppliers B
Suppliers B
Suppliers F

Suppliers A
Suppliers A

Suppliers C
Suppliers B
Suppliers F

Suppliers C
Suppliers F

Suppliers B
Final product

Final product
Suppliers E
Final product
Suppliers A
Suppliers E

Several
suppliers

Suppliers F

Several
suppliers

PRODUCT

Chilled  Pasteurized
Whole Egg

Pasteurized Liquid Whole Egg

Liquid

Chilled Pasteurized Liquid Egg
Yolk

Chilled Liquid Whole Egg
Pasteurized Liquid Whole Egg

Pasteurized Liquid Whole Egg
Raw whole egg

Chilled Pasteurized Liquid Egg
Yolk

Chilled  Pasteurized
Whole Egg

Pasteurized Liquid Whole Egg

Liquid

Pasteurized Liquid Whole Egg

Chilled Liquid Whole Egg
Chilled Liquid Whole Egg
Chilled Liquid Whole Egg
Pasteurized Liquid Whole Egg

Pasteurized Liquid Whole Egg
Pasteurized Liquid Whole Egg

Chilled Liquid Whole Egg
Chilled Liquid Whole Egg
Pasteurized Liquid Whole Egg

Chilled Liquid Whole Egg
Pasteurized Liquid Whole Egg

Chilled Liquid Whole Egg

Chilled  Pasteurized Liquid
Whole Egg
Chilled Pasteurized Liquid
Whole Egg

Pasteurized Liquid Whole Egg

Chilled  Pasteurized
Whole Egg

Pasteurized Liquid Whole Egg

Liquid

Pasteurized Liquid Whole Egg
Raw whole egg
Pasteurized Liquid Whole Egg

Raw whole egg

PRE-TREATMENT
Final Product
Pateurization
Final Product

Hidrogen peroxide (up to 0.1%)

Pateurization

Pasteurization+ hidrogen peroxide (up to

0.1%)
Eggs processed after braking

Final Product
Final Product
Pateurization
Pateurization

Hidrogen peroxide (up to 0.1%)
Hidrogen peroxide (up to 0.1%)
Hidrogen peroxide (up to 0.1%)
Pateurization

Pasteurization+ hidrogen peroxide (up to

0.1%)

Pasteurization+ hidrogen peroxide (up to

0.1%)

None

Hidrogen peroxide (up to 0.1%)
Pateurization

None
Pateurization

Hidrogen peroxide (up to 0.1%)
Final Product

Final Product
Pateurization

Final Product

Pasteurization+ hidrogen peroxide (up to

0.1%)

Pateurization
Eggs processed after braking
Pateurization

Eggs processed after braking



4093 PF
Bacillus tropicus 5068 A

4034 C
Bacillus altitudinis 2030 PF
Lysinibacillus 10101 E
Boronitolerans
Lysinibacillus 3062 A
fusiformis

12131 C

12147 G
Brevibacillus agri 12120N

12127 A
Brevibacillus formosus 1034F
Bacillus licheniformis 4077 C
Bacillus albus 10061 A

12139N
Bacillus paranthracis

3078 B

12089PF

12124 B
Bacillus flexus 12112 PF

Final product
Suppliers A

Suppliers C
Final product

Suppliers E
Suppliers A

Suppliers C
Final product

Several
suppliers
Suppliers A

Suppliers F
Suppliers C
Suppliers A
Several
suppliers

Suppliers B
Final product

Suppliers B
Final product

Chilled Liquid Whole Egg
Chilled

Chilled  Pasteurized
Whole Egg

Pasteurized Liquid Whole Egg

Liquid

Chilled Liquid Whole Egg

Chilled  Pasteurized  Liquid
Whole Egg

Pasteurized Liquid Whole Egg
Pasteurized Liquid Whole Egg
Chilled Liquid Whole Egg
Chilled Pasteurized Liquid Egg
Yolk

Raw whole egg

Pasteurized Liquid Whole Egg
Pasteurized Liquid Whole Egg
Chilled Liquid Whole Egg
Pasteurized Liquid Whole Egg
Raw whole egg

Chilled Liquid Whole Egg

Chilled  Pasteurized  Liquid
Whole Egg

Pasteurized  Liquid

Whole Egg
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Final Product

Pasteurization+ hidrogen peroxide (up to
0.1%)

None
Final Product

Pateurization

Pasteurization+ hidrogen peroxide (up to
0.1%)

None
Final Product

Eggs processed after braking

Pasteurization+ hidrogen peroxide (up to
0.1%)
Pateurization

None
Pasteurization+ hidrogen peroxide (up to

0.1%)
Eggs processed after braking

Hidrogen peroxide (up to 0.1%)
Final Product

Hidrogen peroxide (up to 0.1%)
Final Product

Apéndice B. Descri¢cdo das amostras da matéria — prima de ovo liquido pasteurizado

IDENTIFICACAO
MATERIA-
PRIMA

Fornecedor A
Fornecedor B
Fornecedor C
Fornecedor E
Fornecedor F

Ovo In Natura (N)

GRANJA

Gransete (Bastos)
Mantiqueira (Mato Grosso)
Satoshi to (Sumaré)

Kerovos (Espirito Santo)

COOPEAVI (Espirito Santo)

Varios Fornecedores

DISTANCIA ATE A FABRICA DE
PROCESSAMENTO DE  OVO
LiQUIDO PASTEURIZADO (KM)

~ 500
~ 1500
~ 100
~ 1000
~ 1000

Variavel
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Apéndice C. Classificacio e frequéncia dos genes que codificam proteinas estruturais
identificadas na andlise genomico de 4 cepas resistentes a 80°C/30min. (A), 90°C/10min. (B),

100°C/5min.(C) e 110°C/5min. (D).

STRUCTURAL PROTEINS STRAINS
EXOSPORIUM 12097C 12129G 20148 12135A
Exosporium protein Exs (A-G) 8 9 9 8
Exosporium protein Exs (K, Y) 3 1 1 2
Exosporium leader peptide-containing protein 4 0 1 1
TOTAL 15 10 11 11
SURFACE 12097C 12129G 20148 12135A
Spore surface glycoprotein Bcl (A-B) 2 3 2 2
TOTAL 2 3 2 2
CORTEX 12097C 12129G 20148 12135A
Spore cortex-lytic enzyme Sleb 3 2 2 2
Spore cortex biosynthesis protein YabQ 1 1 1 1
Spore cortex peptidoglycan biosynthesis regulator SpoVE 1 1 1 1
TOTAL 5 4 4 4
COAT 12097C 12129G 20148 12135A
Spore coat protein (C, F, M, 0, W, X, Y) 7 7 9 8
Inner spore coat protein (D, H) 3 2 2 2
Outer spore coat protein E 2 4 4 4
Spore coat protein Y/spore coat protein Z 0 1 1 0
Spore coat protein CotJA 1 0 1 0
Spore coat protein YsxE 1 2 1 2
Endospore coat-associated protein YheD 1 1 1 1
Endospore coat-associated protein YutH 1 1 1 1
Spore coat-associated protein JC 0 0 0 1
Spore coat polysaccharide biosynthesis protein spsl 1 1 1 0
Spore coat-associated protein camelysin calY 1 0 0 0
Spore coat assembly protein yabG 1 0 0 0
TOTAL 19 19 21 19
SPORE MEMBRANE 12097C 12129G 20148 12135A
Sporulation membrane protein YtaF 2 3 3 3
Sporulation membrane protein YtrH 1 1 1
Sporulation integral membrane protein YlbJ 1 1 1 1
Sporulation integral membrane protein Ytvl 1 1 1 1
GlsB/YeaQ/YmgE family stress response membrane protein 1 0 0 1
TOTAL 6 6 6 7
CARBOXYPEPTIDASE (PBPs) 12097C 12129G 20148 12135A
D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase 6 8 8 7
D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase DacA 2 2 2 2
D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase DacB 1 2 2 3
Serine-type D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase DacF 1 1 1 1
Serine-type D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase DacA2 7 4 4 3
D-alanyl-D-alanine metallocarboxypeptidase 0 3 2 3
TOTAL 17 20 19 19
TRANSGLYCOSYLASE/TRANSPEPTIDASE/ENDOPEPTIDASE 12097C 12129G 2014B 12135A
(PBPs)
Penicillin-binding protein 1A PBP1A 2 3 4 1
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Penicillin-binding protein 3 PBP3 1
Penicillin-binding protein PbpX 0 3 3 3
TOTAL 3
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12097C 12129G 20148 12135A
SPORULATION PROTEIN

Sporulation protein YjcZ 8 8 8 8
Sporulation protein YpjB 1 1 1 1
Sporulation protein YtfJ 1 2 3 2
Sporulation protein YqfC 1 1 1 1
Sporulation protein YqfD 1 1 1 1
Sporulation protein YrzL 1 4 4 4
Sporulation protein Yhal 1 1 1 1
Sporulation protein YhbH 1 1 1 1
Sporulation protein YunB 1 1 1 1
Sporulation protein YabP 1 1 1 1
Sporulation protein YhbH 1 1 1 1
Sporulation protein cse60 1 1 1 1
Putative sporulation protein YtxC 1 1 1 1
Sporulation protein involved in spore envelope assembly 1 1 1 1
Sporulation protein SpoOM 1 1 0 1
Sporulation protein, YImC/YmxH family 1 2 2 2
TOTAL 23 28 28 28

SPORE GERMINATION 12097C 12129G 20148 12135A
Spore gernimation protein XA 0 2 2 3
Spore germination protein GerS(A-C) 3 4 4 3
Spore gernimation protein GerP(A-F) 10 11 12 12
Spore germination protein gerPA/gerPF 1 1 2 1
Spore germination protein GerAA 1 1 1 1
Spore germination protein GerAB 2 1 2 1
Spore germination protein GerAC 0 2 1 1
Spore gernimation protein GerQ (A, B) 2 4 3 4
Spore germination protein GerL(A-C) 4 3 3 3
Spore gernimation protein GerH (A-C) 2 2 0 0
Spore germination protein Gerl (A, C) 1 3 2 2
Spore germination protein GerK (A-C) 2 1 1 1
Spore germination protein GerK (A, B, C) 3 2 2 2
Spore gernimation protein Ger (A, C, D) 7 2 4 1
Spore germination lipase LipC 2 2 1 2
Spore germination protein gerM 1 1 1 1
Spore germination protein GerY (A, C) 2 1 1 1
Spore germination protein YaaH 1 1 1 0
Spore germination protein YndE 1 1 1 0
Spore germination protein YpeB 1 1 1 1
Spore gernimation protein GerLC (Fragment) 0 0 0 1
TOTAL 46 46 45 41
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Apéndice D. Classificacdo e frequéncia dos genes que codificam proteinas envolvidas nos
estagios da esporulagdo identificadas na andlise gendmico de 4 cepas resistentes a 80°C/30min.
(A), 90°C/10min. (B), 100°C/5min.(C) e 110°C/5min. (D).

STAGES OF SPORULATION

STAGE 0

Stage 0 sporulation protein (A, J)

Stage 0 sporulation regulatory protein

Stage 0 sporulation protein yaaT
TOTAL
STAGE Il

Stage Il sporulation protein (B, D, M, P, Q)
Stage Il sporulation protein S (A, B)

Stage Il sporulation protein required for processing of pro-sigma-

E (SpolIR)

Stage Il sporulation serine phosphatase for sigma-F activation

(SpoliE)
TOTAL

STAGE il

Stage Ill sporulation protein E
Stage Ill sporulation protein D
Stage Il sporulation protein A (A-H)
SpolllJ-associated protein
DNA translocase stage lll sporulation protein

TOTAL

STAGE IV

Stage IV sporulation protein (A, B)
SpolVB peptidase
Stage IV sporulation protein SpolVF (A, B)

TOTAL

STAGE V

Stage V sporulation protein (B, D, E, G, S)
Stage V sporulation protein A (A- F)
Stage V sporulation protein AEB
Stage V sporulation protein V (K, R, S)

TOTAL

STAGE VI

Stage VI sporulation protein (D, F)

SpoVID-dependent spore coat assembly factor SafA

TOTAL

12097C

12097C

8
12097C
1

1
8
0
0
10
12097C
2
0
2

4
12097C

12097C
2
2
4

STRAINS
121296 2014B
2 2
1 2
1 1
4 5
121296 2014B
7 7
1 1
1 1
1 1
10 10
121296 20148
0 0
0 0
7 9
0 1
1 1
8 11
121296 2014B
1 1
0 1
2 2
3 4
121296 20148
6 4
8 8
2 2
3 4
19 18
121296 2014B
3 3
2 2
5 5

12135A
2
3
1
6
12135A
7
1
1

10
12135A
1

1
9
1
0
12
12135A
1
1
2
4
12135A
4
8
2
4
18
12135A
3

2
5
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Apéndice E. Classificacdo e frequéncia dos genes que codificam proteinas funcionais
identificadas na andlise genomico de 4 cepas resistentes a 80°C/30min. (A), 90°C/10min. (B),
100°C/5min.(C) e 110°C/5min. (D).

FUNCTIONAL PROTEINS STRAINS
P-TYPE CALCIUM TRASPORT ATPase 12097C 12129G 20148 12135A
Calcium transporting ATPase (YloB 1 1 2 2
gene)
TOTAL 1 1 2 2
SPORULATION LIPOPROTEIN A B C D
Sporulation lipoprotein YhcN/YlaJ 5 3 3 5
TOTAL 5 3 3 5
SMALL ACID-SOLUBLE SPORE A B C D
Small acid-soluble spore protein A 2 1 1 1
(Major alpha-type SASP)
Small acid-soluble spore protein B 3 3 2 2
(Major beta-type SASP)
Small acid-soluble spore protein F 1 1 1 1
(Minor alpha/beta-type SASP)
Small, acid-soluble spore protein (H, I, 7 7 7 4
K, N, O, P)
Small acid-soluble spore protein 1 2 2 3
alpha/beta type
Small acid-soluble protein gamma-type 1 1 1 1
Small, acid-soluble spore protein Tlp 1 1 1 1
Small acid-soluble spore protein Sspl 0 0 0 1
TOTAL 16 16 15 14
SPORULATION REGULATORY 12097C 12129G 20148 12135A
Regulatory protein Spx 0 1 0 0
SpoOE family sporulation regulatory 1 0 0 0
protein-aspartic acid phosphatase
TOTAL 1 1 0 0
SPORE MATURATION 12097C 12129G 20148 12135A
Spore maturation protein Spm (A, B) 2 2 2 2
Spore maturation protein CgeB 1 0 0 0
TOTAL 3 2 2 2
SPORULATION INITIATION 12097C 12129G 20148 12135A
Sporulation initiation 2 2 2 1
phosphotransferase (B, F)
TOTAL 2 2 2 1
DIPICOLINIC ACID SYNTHETASE 12097C 12129G 20148 12135A
Dipicolinic acid synthetase subunit (A, 2 2 2 2
B)
TOTAL 2 2 2 2
SPORULATION SIGMA 12097C 12129G 2014B 12135A
Sporulation sigma-E factor 1 2 1 1
RNA polymerase sporulation sigma 0 1 0 0
factor SigF
Forespore regulator of the sigma-K 0 1 0 0
TOTAL 1 4 1 1
TRANSCRIPTIONAL REPRESSOR 12097C 12129G 2014B 12135A
Transcriptional repressor of 1 1 0 0

sporulation and protease synthase



TOTAL

SPORE PROTEASE
Spore protease YyaC
TOTAL
SPORULATION KINASE
Sporulation kinase (A, D, E)

Sporulation histidine kinase inhibitor
Sda

Sporulation kinase KinA
TOTAL

TWO-COMPONENT SYSTEM
SPORULATION

Two-component system sporulation
sensor kinase (B, D)

TOTAL

12097C
1
1
12097C
2
1

12097C

12129G
1
1
12129G
3
1

12129G

2014B

12135A
1
1
12135A
5
1

12135A

127
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Apéndice F. Classificacdo e frequéncia de genes que codificam proteinas das células vegetativas
identificadas na andlise gendmico de 4 cepas resistentes a 80°C/30min. (A),90°C/10min. (B),

100°C/5min.(C) e 110°C/5min. (D).

VEGETATIVE CELL
DAMAGE-INDUCIBLE
DNA damage response protein (A, B)
TOTAL
HEAT INDUCED

Heat-inducible transcriptional repressor HrcA

Heat induced stress protein YfIT
TOTAL
STRESS RESPONSE
Stress response protein CsbD
Stress response protein NhaX
TOTAL
MOLECULAR CHAPERONE
Molecular chaperone DnaK
Molecular chaperone Dnal
Molecular chaperone Hsp20
Chaperone GroEL
Chaperone protein ClpB
Chaperone CsaA
TOTAL
GENERAL STRESS
General stress protein 13
General stress protein 17M
General stress protein 26
General stress protein, Gls24 family
TOTAL
PROTEASE

ATP-dependent Clp protease proteolytic subunit Clp (P, L, X)

TOTAL
DNA REPAIR
DNA repair protein RecN

DNA repair exonuclease
TOTAL

12097C

1

1
12097C

1

1

2
12097C

1

1

2
12097C

R R R NN

12097C

12097C
2
2
12097C
1

1
2

STRAINS

12129G 2014B

1 1

1 1
12129G 2014B

1 1

3 1

4 2
12129G 2014B

1 1

0 1

1 2
12129G 2014B

2 2

2 2

2 2

1 1

1 1

1 1

9 9
12129G 20148

1 1

0 2

1 1

0 1

2 5
12129G 20148

6 6

6 6
12129G 20148

1 1

1 1

2 2

12135A

2

2
12135A

1

1

2
12135A

1

1

2
12135A

N O = ST N

12135A

12135A
4
4
12135A
1

1
2
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