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Resumo 

Bacillus thuringiensis é uma bactéria Gram-positiva comumente utilizada no controle de vetores 

de doenças tropicais e pragas da agricultura. Apesar de seu uso tanto na agricultura quanto em 

saúde humana, esta bactéria pode ser produtora de enterotoxinas que estão presentes também em 

algumas linhagens de Bacillus cereus, destacando-se a enterotoxina não-hemolítica (NHE), a 

hemolisina BL (HBL) e a enterotoxina T (BceT), que têm sido relacionadas a surtos de 

intoxicação alimentar relatados na literatura. Esta revisão relata a prevalência destas 

enterotoxinas em linhagens de B. thuringiensis isoladas no Estado do Amazonas, Brasil. 
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Abstract 

Bacillus thuringiensis is a Gram-positive bacterium commonly used in the tropical disease 

vectors and agriculture pragues control. Despite of its use both agriculture and human health, 

this bacterium can be enterotoxins producer that are also present in a few Bacillus cereus 

strains, emphasizing the non-haemolytic enterotoxin (NHE), haemolysin BL (HBL) and 

enterotoxin T (BceT) that have been related to food poisoning outbreaks reported in the 

literature. This review reports prevalence of the enterotoxins in B. thuringiensis strains isolated 

in Amazon State, Brazil. 
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1. Introdução 
Bacillus thuringiensis é uma bactéria 

Gram-positiva comumente encontrada no solo 

e desde a descoberta de sua atividade inseticida 

no início do século XX, esta bactéria tem sido 

usada mundialmente no controle de pragas da 

agricultura e de vetores transmissores de 

doenças tropicais como dengue e malária 

(PERANI et al., 1998). 

Segundo Jensen e colaboradores (2002) 

existe uma estreita relação entre B. 

thuringiensis e Bacillus cereus. Somente a 

presença de cristal intracelular com atividade 

inseticida em B. thuringiensis distingue as duas 

espécies. Estes cristais intracelulares são 

tóxicos para certas espécies de invertebrados, 

especialmente as larvas de insetos pertencentes 

às ordens Coleoptera, Diptera e Lepidoptera. 

Entretanto, ambas as espécies de Bacillus 

são compostas por muitas linhagens com 

potencial variado que podem causar efeitos 

adversos em humanos, desde infecções 

gastrointestinais até infecções oportunistas em 

pacientes imunocomprometidos, conforme 

relatado por Ghelardi e colaboradores (2007). 

Devido a isso, linhagens de B. 

thuringiensis são capazes de produzir uma 

variedade de substâncias tóxicas que são 

praticamente as mesmas expressas pelo 

patógeno oportunista B. cereus. Assim como 

este patógeno, B. thuringiensis ao produzir 

estas toxinas poderá apresentar algum risco 

para a saúde humana. Contudo, somente 

relatos esporádicos de casos clínicos foram 

reportados. 

Na literatura tem-se referência que 

algumas linhagens de B. thuringiensis 

apresentam enterotoxinas que são compostas 

pela hemolisina BL (HBL), pela enterotoxina 

não hemolítica (NHE) e pela enterotoxina T 

(BceT ou bc-D-ENT), e que são codificadas 

pelos genes hbl, nhe e bceT, respectivamente. 

Estas mesmas enterotoxinas são 

produzidas por linhagens de B. cereus e são 

relatadas por estarem envolvidas em surtos de 

intoxicação alimentar do tipo diarréico, 

notadamente as enterotoxinas NHE (LUND e 

GRANUM, 1996; GRANUM et al., 1999) e 

HBL (BEECHER e MACMILLAN, 1991; 

BEECHER et al., 1995) que apresentam 

muitos casos relatados na literatura e, por isso, 

são as que mais possuem estudos publicados. 

A enterotoxina HBL é uma hemolisina 

tricomponente que consiste de dois 

componentes líticos, L1 e L2 (codificados pelos 

genes hblD e hblC, respectivamente), e uma 

proteína de ligação B, codificada por hblA. 

NHE também é uma proteína tricomponente, 

porém sem atividade hemolítica, sendo 

codificada por três genes (nheA, nheB e nheC). 

Estas toxinas estão organizadas em um operon 

e seus genes são transcritos juntos e 

ordenadamente (THAENTHANEE et al., 

2005; EHLING-SCHULZ et al., 2006). 

Enquanto isso, a toxina BceT é uma proteína 

simples que foi relatada por Agata e 

colaboradores (1995) por apresentar atividades 

biológicas típicas de enterotoxinas que estão 

envolvidas em surtos de intoxicação alimentar 

do tipo diarreica. 

Em consequência disso, este artigo de 

revisão tem como objetivo abordar a 

prevalência dos genes codificadores destas 

enterotoxinas nas linhagens de B. 

thuringiensis, assim como destacar a 

importância das análises de PCR e o 

sequenciamento do DNA no estudo destes 

genes de enterotoxinas. 

 

2. Metodologia 
A revisão bibliográfica, para a elaboração 

do presente artigo foi realizada nos seguintes 

sítios de busca: Scopus, Scirus, Science Direct, 

PubMed e PubMed Central  o período 

consultado foi de 1915 a 2014 e as palavras-

chave “enterotoxin” ou “enterotoxin genes” 

foram associadas com as seguintes palavras: 

“isolation”, “characterization”, “genotypic 

characterization” e “biological activities” ou, 

ainda, com Bacillus cereus, Bacillus 

thuringiensis, Bacillus anthracis ou Bacillus 

cereus group. 

Nesta revisão serão abordados os estudos 

realizados com os genes de enterotoxinas do 

complexo HBL, complexo NHE e enterotoxina 

T (BceT) em isolados de B. thuringiensis 

encontrados no Estado do Amazonas e sua 

correlação com as linhagens de B. cereus, visto 

que estes dois bacilos pertencem ao mesmo 

grupo de bactérias e, basicamente, estas 

enterotoxinas são muito recorrentes nas duas 

espécies. 
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3. Bacillus thuringiensis 
Bacillus thuringiensis (Família 

Bacillaceae) (Figura 1) é uma bactéria em 

forma de bastonete Gram-positivo, anaeróbico 

facultativo, dotado de flagelo peritríquio, 

células com aproximadamente 1 µm de largura 

por 3 a 5 µm de comprimento. É uma bactéria 

formadora de esporos cilíndricos a elípticos, 

não deformantes, com posição central a 

subterminal no esporângio. As células 

vegetativas ocorrem isoladas, aos pares e em 

cadeia (BUCHANAN e GIBBONS, 1974). 

 

 
Figura 1: Cultura esporulada de Bacillus 

thuringiensis após 48 h de crescimento, observada 

por microscopia de contraste de fase. As setas 

indicam S- esporo; C- cristal. 

Fonte: Molva et al. (2009). 

 
Este bacilo apresenta como característica 

importante a síntese de cristal proteico 

entomopatogênico que aparece por ocasião do 

II ao III estágio da esporogênese e que 

representa cerca de 20 a 30% do peso seco da 

célula esporulada (ARONSON et al., 1986). 

Em 1901, Ishiwata identificou um bacilo 

patogênico para larvas de bicho-da-seda 

(Bombyx mori) denominando-o de Bacillus 

sotto que posteriormente foi classificado como 

Bacillus thuringiensis subsp. sotto 

(ISHIWATA, 1901). 

A mesma bactéria foi isolada por Berliner 

(1915) a partir de larvas doentes de traças da 

farinha (Ephesthia kuniella) da estação para 

processamento de grãos em Berlim. O nome 

Bacillus thuringiensis foi dado por Berliner em 

homenagem à cidade de Thuringen 

(Alemanha). 

Taxonomicamente, B. thuringiensis 

pertence a um grupo denominado B. cereus. 

Este grupo inclui ainda B. anthracis, B. cereus, 

B. mycoides, B. pseudomycoides e B. 

weinhenstephanensis (DAFFONCHIO et al., 

2000). O grupo B. cereus consiste de bactérias 

Gram-positivas, em forma de bastonetes, 

móveis e formadoras de esporos (BRILLARD 

e LERECLUS, 2004). No caso de B. 

thuringiensis e B. cereus, estes micro-

organismos apresentam características 

bioquímicas similares, mas somente B. 

thuringiensis produz cristais entomotóxicos 

durante o início da esporulação, o qual 

diferencia esta espécie de Bacillus de B. cereus 

(POLANCZYK et al., 2004; EHLING-

SCHULZ et al., 2005). 

B. thuringiensis pode multiplicar-se em 

ambientes favoráveis como, por exemplo, 

insetos-alvo e solos ricos em nutrientes 

(ARONSON e SHAI, 2001). Diferentes 

isolados de B. thuringiensis, oriundos de várias 

partes do mundo demonstram um largo 

espectro de ação inseticida específico para 

diferentes ordens de insetos como Lepidoptera, 

Diptera, Coleoptera e Hymenoptera (BRAVO 

et al., 1998; KAO et al., 2003; SONG et al., 

2003; KUBOTA et al., 2006). 

No início da esporulação, B. thuringiensis 

sintetiza uma grande quantidade de proteínas 

com atividade entomicida. Estas proteínas, 

chamadas de proteínas Cry, vão se acumulando 

e formam uma inclusão paracristalina, também 

chamada de proteína cristal ou δ-endotoxina 

(ASANO et al., 1997; RICE, 1999). 

As toxinas Cry são codificadas por genes 

cry e sua toxicidade está ligada à região N-

terminal das cadeias polipeptídicas, enquanto a 

porção C-terminal determina a forma da 

estrutura do cristal. Estes genes cry podem 

estar localizados tanto no cromossomo como 

em grandes plasmídeos (40-200 MDa) ou em 

ambos (POLANCZYK e ALVES, 2003). 

Crickmore e colaboradores (1998) 

propuseram, pela primeira vez, uma 

classificação para as toxinas Cry expressas por 

B. thuringiensis baseada somente nas relações 

entre as sequências de aminoácidos. Por outro 

lado, Kao e colaboradores (2003) citam que o 

desenvolvimento de um sistema de 

classificação deve estar baseado na 

especificidade da toxina e na homologia das 

sequências de aminoácidos. Uma revisão 

destas classificações baseada na produção de 

δ-endotoxinas foi descrita nos trabalhos de 

Bravo e colaboradores (1998) e Rice (1999). 

Mais de 250 genes cry foram sequenciados e 

agrupados em 40 grupos de toxinas Cry. A 
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revisão da nomenclatura da toxina Cry está 

disponível em: http://epunix.biols.susx.ac.uk/ 

Home/Neil_Crickmore/Bt/index.html (SONG 

et al., 2003). 

O modo de ação inseticida das δ-

endotoxinas é sofisticado em termos 

moleculares, demonstrando alta especificidade 

e extrema toxicidade. As etapas no processo de 

ação bioinseticida estão bem relatadas nas 

revisões de Polanczyk e Alves (2003), 

Polanczyk et al. (2004) como descritas a 

seguir: 

Após a ingestão do cristal, produzido por 

B. thuringiensis, pelo inseto-alvo, as δ-

endotoxinas, ainda sob a forma de protoxinas, 

são solubilizadas em pH alcalino do intestino 

médio e através da atuação de enzimas 

proteolíticas, as protoxinas são clivadas e 

transformam-se em frações tóxicas. Essas 

toxinas hidrolisadas atravessam a membrana 

peritrófica, ligam-se a receptores específicos 

localizados na membrana apical das células 

colunares do intestino médio, interferindo no 

gradiente iônico e balanço osmótico da 

membrana apical. No momento que essas 

toxinas se ligam aos receptores, ocorre uma 

provável mudança na conformação 

tridimensional do peptídeo. Consequentemente 

formam-se poros que aumentam a 

permeabilidade da membrana e que 

possibilitam o vazamento de íons. 

Adicionalmente, ocorre o aumento na absorção 

de água, causando turgescência e destruição 

das células do intestino médio. Devido a isso, o 

inseto também pode morrer por inanição, uma 

vez que, pouco tempo após a infecção, o 

mesmo para de se alimentar. Estes mesmos 

dados corroboram com as informações 

descritas na revisão de outros autores (TOJO e 

AIZAWA, 1983; DU et al., 1994; KNOWLES, 

1994; SANGADALA et al., 1994; GAZIT e 

SHAI, 1995; LIGHTWOOD et al., 2000; KAO 

et al., 2003;). O mecanismo de ação da 

proteína Cry é visto na Figura 2. 

 

 

 
Figura 2: Esquema do mecanismo de ação da proteína cristal de Bacillus thuringiensis em larvas de inseto. 

Esquema adaptado a partir do site <http://www.inchem.org/documents/ehc/ehc/ehc217.htm>. 

 

Os genes codificadores das toxinas de 

B. thuringiensis estão largamente 

empregados na engenharia de plantas 

transgênicas como o fumo, tomate e milho. 

Isto é compreensível, visto que milhões de 

hectares distribuídos pelo mundo abrangem 

culturas transgênicas que produzem toxinas 

inseticidas a partir desta bactéria 

(DANSON et al., 2006). 

Os avanços recentes na biologia 

molecular permitiram o desenvolvimento de 

métodos baseados no DNA, capazes de 

diferenciação inter e intraespecífica de B. 

thuringiensis. Tais métodos podem 

diferenciar cepas e isolados e podem 

também ser empregados para determinar a 

presença ou ausência de determinados 

genes cry. 

A reação de PCR no estudo de B. 

thuringiensis pode ser empregada com a 

finalidade de predizer as atividades 

inseticidas (CAROZZI et al., 1991), 

http://epunix.biols.susx.ac.uk/%20Home/Neil_Crickmore/Bt/index.html
http://epunix.biols.susx.ac.uk/%20Home/Neil_Crickmore/Bt/index.html
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identificar os tipos de genes (CERON et al., 

1995), determinar a distribuição dos genes 

(CHAK et al., 1994) e detectar novos genes, 

além de indicar o potencial inseticida de 

uma determinada toxina (KUO e CHAK, 

1996; BRAVO et al., 1998; PORCAR e 

JUÁREZ-PÉREZ, 2003). 

A técnica de PCR descrita por Mullis e 

Faloona (1987) tem sido utilizada em 

combinação com a técnica de Polimorfismo 

de Comprimento dos Fragmentos de 

Restrição (RFLP), onde o produto de 

amplificação é clivado com enzimas de 

restrição e o padrão de bandas obtidos em 

géis, determina os tipos de genes cry 

presentes na linhagem ou identifica a 

ocorrência de novos tipos de genes (KUO e 

CHAK, 1996). 

 

4. Bacillus cereus 
Bacillus cereus é uma bactéria Gram-

positiva, anaeróbia facultativa, em forma de 

bastonete, formadora de esporos 

comumente encontrada no solo e que 

apresenta motilidade através de flagelos 

peritríquios (ASANO et al., 1997; 

CÂMARA, 2002; MENDES et al., 2004).  

B. cereus pode multiplicar-se bem em 

uma faixa de temperatura de 10 °C a 48 °C, 

sendo que a temperatura ótima de 

crescimento está entre 28 °C a 35 °C. 

Todavia, Mäntynen e Lindström (1998) 

ressaltam que linhagens de B. cereus podem 

crescer em temperaturas que variam entre 4 

°C e 37 °C, e que linhagens psicrotróficas 

podem produzir enterotoxinas tanto em 

condições aeróbicas quanto anaeróbica 

facultativa. 

Esta bactéria é frequentemente isolada 

do leite cru e de seus derivados como um 

contaminante, a qual, como outras 

bactérias, produz uma grande quantidade de 

enzimas proteolíticas que digerem a caseína 

causando sabor anormal ou odor no leite 

(ASANO et al., 1997). 

Além de degradar produtos lácteos, 

algumas amostras de B. cereus podem 

produzir enterotoxinas extracelulares que 

levam a surtos de intoxicação alimentar, 

ocasionando vômito e diarreia 

(GUAYCURUS et al., 1987; ASANO et al., 

1997). 

Esta espécie de Bacillus também é 

encontrada em outros ambientes causando 

contaminação como em vegetais, cereais, 

condimentos, carne bovina, suína e de 

frango, sopas, pratos à base de vegetais e 

arroz cozido (GUAYCURUS et al., 1983; 

MENDES et al., 2004). Este bacilo depende 

de características multifatoriais 

(MINNAARD et al., 2007), o qual, por 

meio da ingestão de alimentos 

contaminados, leva a dois tipos de 

síndromes de intoxicação alimentar: a 

emética e a diarreica (SAMAPUNDO et al., 

2011). 

Além disso, pode ocasionar infecções 

oculares, ceratite grave, endoftalmite e 

panoftalmite. Por outro lado, B. cereus 

também tem sido associado a infecções 

localizadas e infecções sistêmicas, 

incluindo endocardite, meningite e 

pneumonia. Além disso, pode provocar 

formação de abscessos, bacteremia, 

septicemia, infecções no rim e trato urinário 

e sepsia puerperal (BECHER e WONG, 

1994, JAWETZ et al., 1998). 

 

5. ENTEROTOXINAS 
As enterotoxinas (Figura 4) são 

proteínas de cadeia simples compostas por 

uma quantidade relativamente grande de 

lisina, tirosina, ácido aspártico e ácido 

glutâmico. Os pesos moleculares oscilam 

entre 28.000 a 35.000 daltons. 

As enterotoxinas afetam as células que 

revestem o trato gastrointestinal e como 

resultado as células epiteliais secretam 

grandes quantidades de líquidos e 

eletrólitos. Estas proteínas produzidas por 

algumas espécies bacterianas é a causa mais 

comum da intoxicação alimentar 

(TORTORA et al., 2000). 

As enterotoxinas, diferente das 

endotoxinas, são toxinas liberadas por um 

determinado micro-organismo no intestino. 

Geralmente, as enterotoxinas são 

frequentemente citotóxicas e destroem 

tecidos pela alteração da permeabilidade 

das células epiteliais da parede intestinal. 

Elas são, na maioria das vezes, formadoras 

de poros, secretadas pelas bactérias, que se 

reúnem para formar poros nas membranas 
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celulares e, com isso, ocasionar a lise e 

morte celular. 

 

 
Figura 3: Estrutura em cristalografia da 

enterotoxina B estafilocócica. 

Fonte: Swaminathan et al. (1995). 

 
A morte das células que formam uma 

barreira entre o lúmen intestinal e o tecido 

que as circundam, causa fluido intersticial, 

que é composto por água e eletrólitos sendo 

que o vazamento deste material para dentro 

do trato intestinal causa a diarreia. As 

contrações musculares normais são 

alteradas, levando a uma diarreia intensa 

que pode ser acompanhada de vômitos. As 

enterotoxinas que podem ocasionar vômitos 

são conhecidas como toxinas eméticas 

(EHLING-SCHULZ et al., 2005). 

Alguns micro-organismos secretam 

enterotoxinas, tais como Escherichia coli 

O157:H7, Clostridium perfringens, Vibrio 

cholerae, Staphylococcus aureus, Yersinia 

enterocolitica, Helicobacter pilori e 

algumas amostras de Bacillus cereus 

(MOSS, 1987; PINTO, 1996).  

Cepas de S. aureus também produzem 

uma enterotoxina que afeta o intestino, 

causando vômitos e náusea quando ingerida 

e, por isso, é denominada de enterotoxina 

estafilocócica (vide Figura 3). Algumas 

estirpes de S. aureus produzem 

enterotoxinas que resultam nos sintomas 

associados à síndrome do choque térmico 

(TORTORA et al., 2000). 

Do mesmo modo, V. cholerae produz 

uma enterotoxina denominada toxina 

colérica. Assim como a toxina diftérica, a 

toxina colérica consiste de dois 

polipetídeos, A (componente ativo) e B 

(componente de ligação). A enterotoxina 

termolábil (mais sensível ao calor que a 

maioria das toxinas), produzidas por 

algumas linhagens de E. coli, tem uma ação 

idêntica à da toxina colérica (TORTORA et 

al., 2000). 

As intoxicações alimentares produzidas 

pelas enterotoxinas constituem-se em um 

problema mundial e tem uma estreita 

relação com os hábitos alimentares 

regionais. Madegowda e colaboradores 

(2008) propuseram, por cristalografia de 

raio-X, o modelo estrutural do componente 

de ligação (B) da hemolisina BL (HBL) de 

B. cereus (Figura 4). 

 

 
Figura 4: Estrutura em cristalografia do 

componente de ligação (B) da hemolisina BL de 

B. cereus. 

Fonte: Madegowda et al. (2008). 

 
Guaycurus e colaboradores (1993) 

descreveram, pela primeira vez no Brasil, a 

presença de proteínas extracelulares 

(classificadas como enterotoxinas) 

produzidas por B. cereus AL-42 e AL-15, 

cepas isoladas de surtos de intoxicação 

alimentar no Rio de Janeiro. Através do 

fracionamento por cromatografia em QAE-

Sephadex e Sephadex G75 ficou 

demonstrado no último processo 

cromatográfico a presença de três picos. O 

pico principal apresentou atividade de 

permeabilidade vascular em coelhos, 

letalidade para camundongos e 

citotoxicidade para células Vero e Hela. 

Pela análise por SDS-PAGE, após 

ultracentrifugação, ficou confirmado que 

esta enterotoxina era um composto de 

massa molecular maior que 30.000 daltons. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Swaminathan%20S%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVCitation
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Em algumas cepas de B. cereus as 

enterotoxinas estão relacionadas com 

toxinas conhecidas como hemolisina 

(HBL), enterotoxina não-hemolítica (NHE) 

e enterotoxina bc-D-ENT (BceT). 

Resultados de imunoensaios com os 

kits Oxoid e Tecra Via realizados por Kim e 

colaboradores (2014), apontaram que doze 

isolados de B. thuringiensis, obtidos de 

áreas de produção de arroz na Coreia do 

Sul, mostraram a presença de enterotoxinas 

dos complexos HBL e NHE, enquanto em 

um isolado foi detectado apenas o 

complexo NHE. De acordo com os 

pesquisadores todos os isolados de B. 

thuringiensis apresentaram os genes 

codificadores das três subunidades de cada 

enterotoxina e, por isso, foram considerados 

do tipo diarreiogênico. 

 

5.1 HEMOLISINA BL 
As hemolisinas são substâncias que se 

enquadram no grupo das citolisinas e que 

fazem a degradação das hemácias 

(JAWETZ et al., 1998). As bactérias 

produzem hemolisinas que diferem em sua 

capacidade de lisar diferentes tipos de 

hemácias (humanas, de ovelhas e coelhos, 

por exemplo) e no tipo de lise que elas 

causam. Produtores importantes de 

hemolisinas são os estafilococos, 

Clostridium perfringens – agente etiológico 

mais comum da gangrena gasosa – , 

estreptococos e algumas cepas de B. cereus 

(TORTORA et al., 2000). 

O operon hemolisina BL (HBL) 

consiste de quatro genes, mas somente os 

produtos de três destes genes foram 

caracterizados (McKILLIP, 2000). Este 

complexo é composto por três proteínas, B, 

L1 e L2, transcritas pelos genes hblC 

(codificador de L2) hblD (codificador de L1) 

e hblA (codificador do componente B), e 

que estão organizados em um operon único 

junto com um quarto gene, o hblB, 

codificador da proteína B’ (HEINRICHS et 

al., 1993; RYAN et al., 1997; 

GUINEBRETIÈRE et al., 2002). A toxina 

HBL possui atividade hemolítica, 

citotóxica, dermonecrótica e de 

permeabilidade vascular (SERGEEV et al., 

2006). O componente B foi originalmente 

isolado e purificado da cepa B. cereus 

F837/76 (BEECHER e MACMILLAN, 

1991; JEßBERGER et al., 2014). 

Em acordo com estes autores Kotiranta 

e colaboradores (2000) reportam que a 

toxina HBL é composta de um componente 

de ligação, B, e dois componentes líticos, 

L1 e L2, e ela requer todos os três 

componentes para a atividade máxima 

hemolítica, citotóxica, dermonecrótica e 

permeabilidade vascular, assim como 

acúmulo de fluidos em alça ileal ligada de 

coelhos. 

Os tamanhos dos componentes da 

hemolisina BL foram relatados como tendo 

35, 36 e 45 kDa para B, L1 e L2, 

respectivamente. De qualquer modo, o peso 

molecular varia consideravelmente de 

acordo com o sistema de expressão para a 

produção da proteína. O componente B do 

complexo HBL de B. cereus, em cultura de 

eritrócitos, sensibiliza lentamente estas 

células para que a ação lítica dos 

componentes L se dê mais rapidamente, 

porém o componente B em alta 

concentração diminui o efeito lítico dos 

componentes L, fato este pouco 

compreendido (BEECHER e WONG, 

1994). 

No estudo de Hansen e Hendriksen 

(2001), foram estudadas linhagens de B. 

cereus, das quais foram caracterizadas a 

hemolisina BL contendo os três 

componentes da proteína: o componente de 

ligação B e os dois componentes líticos (L1 

e L2), sendo estes os mesmos componentes 

descritos por Beecher e Wong (1994). Os 

três genes, hblA, hblC e hblD, foram 

detectados por PCR em 11 das 22 linhagens 

de B. cereus estudadas. 

Segundo Pang e colaboradores (2010) 

de um total de 75 linhagens de B. 

thuringiensis, entre elas 65 isoladas de 

microbiota, foram selecionadas para 

estudos de detecção de genes, através de 

análise por PCR, e atividade da 

enterotoxina HBL, bem como atividade de 

citotoxicidade. Todas as linhagens foram 

positivas para os genes de HBL, tendo 

atividade citotóxica mediante ensaio com 

células de ovário de hamster chinês (células 

CHO). 
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Em outro estudo realizado por Araújo-

Coutinho e colaboradores (2011) das 

linhagens de B. thuringiensis isoladas da 

biota de larvas de culicídeos, 19 destas 

foram testadas quanto à presença do 

componente L2 da enterotoxina HBL, sendo 

que 15 linhagens foram positivas para este 

componente. Entretanto, como a toxina é 

composta por três subunidades, somente a 

presença do componente L2 não é indicativo 

de que a enterotoxina tenha ação tóxica. 

De acordo com Trabulsi e 

colaboradores (1999), hemolisinas também 

são recorrentes em S. aureus e Listeria 

monocytogenes. Em S. aureus são 

caracterizadas pelo menos quatro 

hemolisinas. A mais comum, em amostras 

de origem humana, é a alfa, que é tóxica 

para plaquetas humanas e letal para 

animais, quando inoculadas por via 

sistêmica. A hemolisina beta (betalisina) é 

mais ativa sobre hemácias de carneiro e tem 

atividade de esfingomielinase. Em L. 

monocytogenes, as hemolisinas, juntamente 

com a fosfolipase C, rompem a membrana 

fagossomal, permitindo ao patógeno 

escapar para o citoplasma da célula 

hospedeira, onde se multiplica usando 

nutrientes celulares. 

 

5.2 ENTEROTOXINA NHE 
As enterotoxinas são proteínas que 

causam citotoxicidade, acúmulo de fluidos 

na alça ileal ligada de animais 

experimentais e dermonecroses, sendo 

letais para camundongos e citotóxicas em 

culturas de células Vero (MÄNTYNEN e 

LINDSTRÖM, 1998; NOTERMANS e 

BATT, 1998). 

O complexo NHE é composto por três 

proteínas, NheA, NheB e NheC (Figura 5), 

com massa molecular de 45, 39 e 105 kDa, 

respectivamente, e são codificadas pelos 

genes nheA, nheB e nheC (HANSEN e 

HENDRIKSEN, 2001). Estes genes estão 

organizados em forma de operon 

(GUINEBRETIÈRE et al., 2002). Neste 

complexo estão identificados dois possíveis 

fatores líticos e um fator de ligação 

codificados pelo operon que abriga os genes 

codificadores desta enterotoxina 

(SERGEEV et al., 2006). 

Em B. cereus a enterotoxina não-

hemolítica (NHE) é uma das duas 

enterotoxinas tricomponentes responsável 

pela síndrome da intoxicação alimentar 

diarreica causada por esta espécie do gênero 

Bacillus. Esta enterotoxina foi 

originalmente identificada em uma 

linhagem de B. cereus responsável por um 

surto de intoxicação alimentar (BRILLARD 

e LERECLUS, 2004). 

 

 
Figura 5: Modelos de homologia dos 

componentes NheB e NheC. Os modelos foram 

criados com base na estrutura cristal do 

componente B de HBL. As estruturas proteicas 

são mostradas no formato ribbon com as folhas-

β em azul marinho. 

Fonte: Fagerlund et al. (2008). 

 
Na Noruega, Lund e Granum (1996), 

identificaram a enterotoxina NHE na cepa 

B. cereus NVH 0075/95, sendo que esta 

amostra não continha os genes hbl e cytK, 

mas apresentava atividade citotóxica, 

permitindo, assim, a descoberta do gene 

nhe. 

Os estudos posteriores, conduzidos por 

Ehling-Schulz et al. (2005) e Fagerlund et 

al. (2008), indicaram que esta enterotoxina 

não tinha atividade hemolítica. Segundo 

Kotiranta e colaboradores (2000) esta 

enterotoxina, que consiste de três proteínas, 

possui similaridade com a enterotoxina 

HBL. A enterotoxina NHE é codificada por 

três genes nhe (A, B e C), os quais são 

necessários para atuarem juntos, a fim de 

que a toxina NHE tenha sua atividade 

biológica máxima (LINDBÄCK et al., 

2004; JEßBERGER et al., 2014). 

Hansen e Hendriksen (2001) 

detectaram os genes desta enterotoxina em 
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13 de 22 linhagens de B. cereus estudadas. 

Neste mesmo estudo três linhagens 

portaram somente um gene e uma linhagem 

não apresentou nenhum dos três genes. Em 

outro estudo realizado por Pang e 

colaboradores (2010) de um total de 75 

linhagens de B. thuringiensis analisadas 

100 % delas foram positivas para os três 

genes do complexo NHE. 

 

5.3 ENTEROTOXINA T 
B. cereus é uma bactéria responsável 

por ocasionar dois diferentes tipos de 

gastroenterites em humanos. A capacidade 

de B. cereus em causar diarreia é atribuída 

pela produção de uma enterotoxina, a 

enterotoxina diarreica de B. cereus – 

denominada bc-D-ENT ou simplesmente 

BceT. 

Agata e colaboradores (1995) 

informaram que a bc-D-ENT provocou, em 

condições experimentais, acúmulo de 

fluidos na alça ileal ligada de coelhos, 

alterou a permeabilidade vascular da 

epiderme de porquinhos-da-índia, levando o 

tecido a sofrer necrose, e mostrou 

citotoxicidade em cultura de células Vero. 

Estes dados foram anteriormente 

observados no estudo desenvolvido por 

Shinagawa e colaboradores (1991). 

De acordo com Agata e colaboradores 

(1995), o produto do gene é uma proteína 

simples, sendo que o DNA correspondente 

para este gene foi detectado por PCR em 

todas as linhagens de B. cereus examinadas 

e, com base nestes resultados, seria possível 

que B. cereus isolados de alimentos ou do 

solo pudessem ser agentes causadores da 

intoxicação alimentar do tipo diarreica. 

A BceT, como uma proteína simples, é 

responsável pelos efeitos enterotóxicos de 

B. cereus e esta proteína possui peso 

molecular de 45 kDa com atividade 

biológica típica de enterotoxinas 

(KOTIRANTA et al., 2000). 

O gene da toxina (bceT) presente em 

um fragmento genômico da cepa B. cereus 

B-4ac com tamanho de 2,9 kb foi clonado e 

expresso em E. coli, sendo determinada a 

sua sequência de nucleotídeos. O fragmento 

de DNA apresentou uma fase de leitura 

aberta (ORF) capaz de codificar um 

polipeptídeo de 336 aminoácidos com 

massa molecular de 41.039 Da. A proteína 

traduzida demonstrou citotoxicidade em 

cultura de células Vero e foi positiva no 

ensaio de permeabilidade vascular. 

Também causou acúmulo de fluidos na alça 

ileal ligada de ratos e foi letal para 

camundongos submetidos à injeção 

intraperitoneal. Estas atividades biológicas 

são consideradas características de 

enterotoxinas diarreicas. 

Portanto, de acordo com o estudo de 

Agata e colaboradores (1995) este gene, 

denominado bceT, codificava uma das 

proteínas enterotóxicas de B. cereus que 

causa diarreia em síndromes decorrentes de 

intoxicação alimentar. 

Entretanto, Granum e colaboradores 

(1996) relataram que o gene bceT foi 

detectado somente em duas de sete 

linhagens de B. cereus isoladas de casos de 

intoxicação alimentar e é incerto se esta 

proteína possui um papel nas infecções 

transportadas por alimentos. Isto foi 

sustentado por Ombui e colaboradores 

(1997) que não encontraram nenhuma 

correlação entre a produção da enterotoxina 

testada imunologicamente e a presença do 

gene bceT em linhagens de B. cereus 

(GRANUM et al., 1996; KOTIRANTA et 

al., 2000). 

 

6. Síndromes transmitidas por 

alimentos relacionadas com as 

enterotoxinas 

 
A maioria das espécies pertencentes ao 

gênero Bacillus são microrganismos 

ubíquos do solo e são considerados 

geralmente como contaminantes 

inofensivos. Contudo, algumas espécies são 

conhecidas como produtoras de toxinas, 

incluindo o patógeno de alimentos B. 

cereus. A presença de isolados naturais de 

Bacillus spp. que abrigam um ou mais 

genes enterotóxicos e a subsequente 

demonstração das condições que podem 

levar à expressão da toxina, detém uma 

importância crucial na área de segurança de 

alimentos (McKILLIP, 2000). 

Os fatores de virulência de B. cereus 

estão relacionados com a produção de 
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várias toxinas extracelulares, entre elas uma 

toxina diarreica, mais precisamente um 

grupo de proteínas termolábeis, que é 

inativada em cinco minutos a 56 °C e uma 

toxina caracterizada por um pequeno 

peptídeo termoestável de ação emética que 

se mantém inalterado após uma hora a 120 

°C (CÂMARA, 2002). 

A toxina do tipo emético é pré-formada 

no alimento, enquanto a do tipo diarreico é, 

provavelmente, produzida no trato 

intestinal, sendo que os fatores de 

virulência ainda não estão completamente 

caracterizados (GRANUM, 1994; 

MINNAARD et al., 2001; GHELARDI et 

al., 2002). 

Este bacilo tem sido responsável por até 

23 % dos casos relatados na literatura de 

enfermidades oriundas de infecções 

alimentares (CÂMARA, 2002). Muitas 

linhagens de B. cereus causam dois tipos 

principais de intoxicação alimentar, a 

emética e a diarreica (HANSEN e 

HENDRIKSEN, 2001). 

A síndrome diarreica caracteriza-se por 

um período de incubação que varia de oito a 

dezesseis horas (NOTERMANS e BATT, 

1998; MINNAARD et al., 2001; SANTOS 

et al., 2011). Seus principais sintomas são 

diarreia intensa, dores abdominais, 

tenesmos retais, raramente ocorrem náuseas 

e vômitos. A duração da doença é de doze a 

vinte e quatro horas, geralmente está 

associada ao consumo de alimentos de 

composição proteica contaminados, com 

aproximadamente 106 UFC/g (unidades 

formadoras de colônias/grama). Estes 

micro-organismos podem fazer parte da 

flora fecal, dependendo do tipo de alimento 

e da sazonalidade, principalmente no verão, 

entretanto não coloniza o intestino e não 

persiste por longos períodos (CÂMARA, 

2002). 

A síndrome diarreica é aparentemente 

causada por várias enterotoxinas. A 

enterotoxina melhor investigada é a HBL, 

uma hemolisina tricomponente que consiste 

de duas proteínas líticas e um componente 

de ligação (BEECHER e MACMILLAN, 

1991; SAMAPUNDO et al., 2011). Esta 

toxina, que possui atividades hemolíticas e 

dermonecróticas e aumenta a 

permeabilidade vascular, é considerada o 

fator de virulência primário em casos de 

diarreia por sua capacidade em causar 

acúmulo de fluidos na alça do íleo em 

coelhos sob condições experimentais 

(GHELARDI et al., 2002). Outra causa da 

síndrome diarreica é a citotoxina K, uma 

toxina hemolítica monomérica, podendo 

esta apresentar-se sob duas formas: cyt K-1 

e cyt K-2 (SAMAPUNDO et al., 2011). 

Conforme relatado por Ehling-Schulz e 

colaboradores (2006), enquanto a síndrome 

diarreica estaria relacionada com a 

enterotoxina não hemolítica (NHE), 

enterotoxina hemolítica (HBL) e com a 

citotoxina K (CytK), a síndrome emética 

seria ocasionada pela ação da toxina 

cereulida. 

A síndrome emética caracteriza-se por 

um período de incubação curto, de uma a 

cinco horas, causando, em geral, mal-estar, 

vômitos e náuseas, sendo que o tempo de 

duração pode ser de seis a vinte e quatro 

horas de duração. A toxina cereulida é um 

dodecapsídeo termoestável codificado por 

um grupo de genes de 2,4 kb denominado 

ces (SAMAPUNDO et al., 2011; SANTOS 

et al., 2011). 

A síndrome emética está associada a 

alimentos com alto teor de amido e que 

contenham número elevado de micro-

organismos viáveis de B. cereus (maior ou 

igual a 106 UFC/g) (CÂMARA, 2002; 

MENDES et al., 2004). Quando grandes 

quantidades de arroz são cozidas e esfriadas 

lentamente, os esporos de B. cereus 

germinam, e os esporângios produzem a 

toxina durante a fase logarítmica de 

crescimento e algumas vezes durante a 

esporulação (JAWETZ et al., 1998). 

No que se refere a B. thuringiensis tem 

sido verificado que algumas estirpes deste 

bacilo possuem diversos fatores de 

virulência em comum com B. cereus, dentre 

estes destacam-se um complexo hemolítico 

e diferentes enterotoxinas. Muitos destes 

fatores de virulência são regulados pela 

mesma proteína em ambas as espécies. O 

gene entS codifica, por exemplo, uma 

enterotoxina de 45 kDa que foi 

originalmente encontrada em B. cereus. 

Entretanto, a maioria dos isolados de B. 
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thuringiensis estudados foram positivos 

para entS (GUTTMANN e ELLAR, 2000). 

Han e colaboradores (2006), estudando 

genes de virulência cromossomicamente 

codificados nas linhagens B. thuringiensis 

97-27 e B. cereus E33L, indicaram em seus 

resultados que ambas as linhagens 

compartilham um grupo de fatores de 

virulência comum aos membros do grupo 

B. cereus. Estes genes de virulência comuns 

incluem os três genes da enterotoxina não-

hemolítica (nheABC), além de duas 

hemolisinas do tipo III formadoras de canal, 

uma perfringolisina O, uma 

fosfatidilinositol-específica e uma 

fosfatidilcolina, um fator sigma-B da RNA 

polimerase e uma protease extracelular da 

família p60. Estes últimos cinco genes são 

homólogos aos genes de virulência 

codificados pelo patógeno Gram-positivo L. 

monocytogenes. B. thuringiensis 97-27 e B. 

cereus E33L possuem também um gene 

codificador da citotoxina K, que foi 

anteriormente identificada na cepa B. 

cereus ATCC 14579. 

 

7. Técnicas moleculares aplicadas a 

B. cereus e B. thuringiensis 

 

7.1 A técnica de PCR na detecção de 

genes de enterotoxinas expressas por 

B.cereus e B. thuringiensis 
A Reação em Cadeia da Polimerase 

(PCR) permite que o DNA de uma região 

selecionada do genoma seja amplificado um 

bilhão de vezes, desde que pelo menos parte 

de sua sequência nucleotídica já seja 

conhecida. Primeiro, a parte conhecida da 

sequência é utilizada para projetar dois 

oligonucleotídeos de DNA sintéticos, cada 

um complementar a uma das fitas da dupla 

hélice de DNA e posicionados em lados 

opostos da região a ser amplificada. Esses 

oligonucleotídeos servem como iniciadores 

para a síntese de DNA in vitro e 

determinam as extremidades do fragmento 

de DNA que é finalmente obtido 

(ALBERTS et al., 1997). 

A reação de PCR tem sido cada vez 

mais usada para a detecção de genes 

codificadores de enterotoxinas e tem 

provado ser um método rápido e sensível 

para a detecção destas linhagens bacterianas 

(HANSEN e HENDRIKSEN, 2001; 

GHELARDI et al., 2002; 

GUINEBRETIÈRE et al., 2002; AL-

KHATIB et al., 2007). 

Hansen e Hendriksen (2001), 

descreveram em seus trabalhos que B. 

thuringiensis estaria envolvido em surtos de 

doenças gastrointestinais, e através de 

diferentes técnicas aplicadas, como a PCR e 

kits de diagnóstico molecular como Oxoid 

(para o componente L2 de HBL) e Tecra 

Via (para a proteína NheA de NHE), ficou 

demonstrado que algumas linhagens eram 

capazes de produzir enterotoxinas e de 

possuirem genes que estão envolvidos em 

enteropatogêneses provocadas por B. 

cereus. 

Análises de PCR mostraram que 

linhagens de B. cereus e B. thuringiensis 

isoladas de amostras de queijo na Turquia, 

continham os genes nheA, nheB, nheC e 

hblD. Os genes hblA e hblC estiveram 

presentes em duas e quatro linhagens de B. 

thuringiensis, respectivamente. O gene 

bceT foi detectado em um isolado de B. 

cereus e nove de B. thuringiensis (MOLVA 

et al., 2009). 

Um estudo com 29 espécies de bacilos 

do grupo B. cereus isoladas de sorvete 

mostrou por análise de PCR que todas elas 

indicaram a presença de genes de 

enterotoxinas (nheA, hblC, cytK e ces). O 

gene nheA foi o mais encontrado em todas 

elas, sendo detectado em 13 linhagens (44,8 

% - 10 de B. cereus, 2 de B. thuringiensis e 

1 de B. anthracis). Além do mais, cinco 

(17,2 %) isolados de B. cereus foram 

positivos para o gene hblC e somente 

quatro (13,8 %) dos 29 isolados 

apresentaram tanto o gene hblC quanto o 

gene nheA. Contudo, os genes cytK e ces 

não foram detectados em nenhum dos 

isolados (ARSLAN et al., 2014). 

 

7.2 Sequenciamento de DNA e 

aplicação em B. cereus e B. 

thuringiensis 
Uma das técnicas mais importantes na 

biologia molecular é o sequenciamento de 

DNA, pelo qual a ordem exata dos 

nucleotídeos em um segmento de DNA 
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pode ser determinada. Duas tecnologias 

diferentes foram desenvolvidas quase que 

simultaneamente – o método de terminação 

de cadeia por F. Sanger, no Reino Unido, e 

o método de degradação química por A. 

Maxam e W. Gilbert, nos Estados Unidos 

(BROWN, 2003). 

Maxam e Gilbert (1977) desenvolveram 

uma técnica para o sequenciamento em que 

o DNA pode ser sequenciado por um 

procedimento químico que quebra 

parcialmente uma molécula de DNA 

terminalmente marcada em cada repetição 

de base. Os comprimentos dos fragmentos 

marcados então identificavam a posição 

dessas bases. As reações clivavam o DNA 

preferencialmente em adeninas, guaninas, 

citosinas e timinas de modo igual ou em 

citosinas somente. Quando os produtos 

destas quatro reações eram determinados 

pelo tamanho, por meio de eletroforese em 

gel de poliacrilamida, a sequência de DNA 

era lida em bandas radioativas. A técnica na 

época permitiu o sequenciamento de pelo 

menos 100 bases a partir do ponto de 

marcação com 32P. 

Na metodologia tradicional de Sanger e 

colaboradores (1977) as moléculas com as 

cadeias terminadas que são sintetizadas 

mostram-se radioativamente marcadas e a 

sequência de DNA é lida de uma auto-

radiografia. A primeira molécula de DNA a 

ser completamente sequenciada foi o 

genoma de 5.386 nucleotídeos do 

bacteriófago X174, sendo seguida pelas 

sequências do vírus SV40 (5.243 pb), em 

1977, e do plasmídeo pBR322 (4.363 pb), 

em 1978. O grupo de Sanger publicou a 

sequência do genoma mitocondrial humano 

(16,6 kb) em 1981 e a do bacteriófago λ (49 

kb) em 1982. 

Diversos autores têm realizado estudos 

de sequenciamento entre as bactérias do 

grupo B. cereus que expressam genes de 

virulência e que muitas vezes são 

codificados pelos mesmos genes em ambas 

as espécies estudadas. Estes trabalhos 

incluem, rotineiramente, estudos com B. 

anthracis, B. cereus e B. thuringiensis, a 

fim de verificar o grau de homologia que 

tais bacilos podem apresentar quanto aos 

genes de virulência expressos. 

Deste modo, o trabalho de Granum e 

colaboradores (1999) estabeleceu que o 

complexo NHE é codificado por um operon 

e os genes para cada subunidade foram 

clonados e sequenciados. Os pesos 

moleculares e os genes para este complexo 

foram estabelecidos pelos autores como 

sendo o gene nheA, codificador da 

subunidade L2 com 41 kDa, e o gene nheB, 

codificador da subunidade L1 com 39,8 

kDa. Semelhante ao panorama da 

hemolisina BL existe um gene adicional no 

operon NHE com função de ligação (gene 

nheC). Este gene, afinal, codifica uma 

proteína de 36,5 kDa que pode vir a ser um 

homólogo de hblA. 

Segundo McKillip (2000) existe ainda 

uma similaridade significativa entre as 

sequências de aminoácidos das proteínas 

HBL e NHE. De acordo com Granum e 

colaboradores (1999), foi então proposto 

que a proteína NheC seja um componente 

de ligação, tal como o componente B da 

hemolisina BL (HBL). 

No trabalho de Hansen e Hendriksen 

(2001) o gene bceT foi clonado e 

sequenciado a partir da cepa B. cereus B-

4ac. Pela técnica de PCR, ficou 

estabelecido que este gene está amplamente 

distribuído entre as linhagens bacterianas. 

No entanto, o gene bceT variou na 

sequência entre as linhagens estudadas, 

como ficou evidenciado por PCR, ao serem 

usados diferentes pares de iniciadores. E, 

das 22 linhagens de B. cereus estudadas, 10 

não apresentaram o gene codificador da 

proteína BceT. 

 

8. Conclusões 
Atualmente, existem muitos trabalhos 

que fazem referência da estrita relação de B. 

cereus com B. thuringiensis, não apenas 

porque estas duas bactérias fazem parte do 

mesmo grupo de bactérias (grupo B. 

cereus), mas porque são produtoras de 

enterotoxinas que são frequentemente 

recorrentes em surtos de intoxicação 

alimentar. 

Dada a importância que B. 

thuringiensis oferece para o controle de 

pragas e vetores de doenças tropicais, o que 

é facilmente observado na vastidão de 
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referências bibliográficas específicas, 

abrangendo campos que medeiam desde a 

taxonomia até a biologia molecular, é que 

foi direcionado o levantamento 

bibliográfico para esta espécie. 

Além disso, o método de PCR é 

extremamente sensível. Ele pode detectar 

uma única molécula de DNA numa 

amostra. Mesmo traços de RNA podem ser 

analisados da mesma maneira, desde que 

sejam previamente transcritos para DNA 

com transcriptase reversa. Devido a isso, 

este método tem sido muito utilizado para a 

detecção dos genes de enterotoxinas em 

linhagens de Bacillus que portam estes 

genes. 

Outro método que vem sendo muito 

utilizado nos estudos dos genes de 

enterotoxinas de linhagens de Bacillus é o 

sequenciamento de DNA, de modo a 

determinar a homologia que as sequências 

de nucleotídeos destes Bacillus apresentam 

com sequências já conhecidas. Segundo 

Alberts e colaboradores (1997), este método 

permite a determinação, de forma simples e 

rápida, da sequência nucleotídica de 

qualquer fragmento de DNA purificado. 

Vale ressaltar, no entanto, que na 

produção de um bioinseticida a base de B. 

thuringiensis, o que se utiliza é o cristal 

proteico e este é liberado após lise celular, 

ou seja, no último estágio da esporogênese. 

Já as enterotoxinas são produzidas durante a 

fase exponencial de crescimento, nos 

estágios iniciais da esporulação. 

Portanto, esta pesquisa revelou a 

prevalência nos isolados amazônicos de B. 

thuringiensis dos genes bceT, hblA, hblD, 

hblC, nheA, nheB e nheC, codificadores das 

enterotoxinas BceT, HBL e NHE, 

respectivamente. 
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