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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. Em 

vista disso, este trabalho teve como objetivo identificar e caracterizar genotipicamente 

estas enterotoxinas em 100 linhagens de B. thuringiensis isoladas no Estado do 

Amazonas, bem como realizar o seqüenciamento destes genes de enterotoxinas a partir 

do produto da Reação em Cadeia de Polimerase (PCR). A prevalência dos genes destas 

enterotoxinas nas estirpes de B. thuringiensis pelo método de PCR foi relativamente 

alta, cujos resultados para os sete genes pesquisados (bceT, hblA, hblD, hblC, nheA, 

nheB e nheC) mostraram-se distintos entre si. Pelo perfil genotípico foram determinados 

27 grupos e ficou evidenciado que 41% das linhagens deram positivas para todos os 

genes de enterotoxinas, enquanto que 3% foram negativas para todos os genes 

estudados. A análise das sequências de nucleotídeos e de aminoácidos das linhagens de 

B. thuringiensis amazônicas identificou similaridades com as sequências de 

nucleotídeos e aminoácidos que estão depositadas no banco de dados do 

GenBank/EMBL. 

 

Palavras-chave: Bacillus thuringiensis, Bacillus cereus, enterotoxinas, perfis 

genotípicos. 
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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. Thereby, this work had as a purpose to 

identify and to realize a genotypic characterization of these enterotoxins in one hundred 

B. thuringiensis strains isolated in the Amazon State, as well as to achieve the 

sequencing of these enterotoxin genes starting from the product of Polymerase Chain 

Reaction (PCR). The prevalence of these enterotoxin genes in B. thuringiensis strains 

by PCR method was relatively high, of which the results for the seven genes researched 

(bceT, hblA, hblD, hblC, nheA, nheB and nheC) showed different between themselves. 

By the genotypic profile were determined 27 groups and was evidenciated that 41% of 

the strains were positives for all the enterotoxin genes, whereas 3% were negatives for 

all the genes studied.. The analysis of the nucleotides and amino acids sequences of the 

Amazonian B. thuringiensis strains identified similarities with the nucleotides and 

amino acids sequences that are deposited in the GenBank and EMBL databases. 

 

Keywords: Bacillus thuringiensis, Bacillus cereus, enterotoxins, genotypic profiles. 
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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 et al. (2002) a estreita relação entre B. thuringiensis e Bacillus cereus 

foi confirmada. Na prática, 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 recentemente por Ghelardi et al. (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 de posse destas toxinas poderá apresentar 

algum risco para a saúde humana. Contudo, somente relatos esporádicos de casos clínicos têm 

sido publicados (WHO, 1999). 

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 têm sido 

relatadas por estarem envolvidas em surtos de intoxicação alimentar do tipo diarréica, 

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 é também uma proteína tricomponente, 

porém sem atividade hemolítica, sendo codificada por três genes (nheA, nheB e nheC). Estas 
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toxinas estão organizadas em operons 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 única que foi relatada por Agata et al. (1995) por apresentar atividades 

biológicas típicas de enterotoxinas que estão envolvidas em surtos de intoxicação alimentar 

do tipo diarréica. 

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 (ALBERTS et al., 

1997). Devido a isso, este método tem sido muito utilizado para a detecção dos genes de 

enterotoxinas em linhagens de Bacillus que portam estes genes. 

Um outro método que vem sendo muito utilizado nos estudos dos genes de 

enterotoxinas de linhagens de Bacillus é o seqüenciamento de DNA, de modo a determinar a 

homologia que as sequências de nucleotídeos destes Bacillus apresentam com sequências já 

conhecidas. Segundo Alberts et al. (1997), este método permite a determinação, de forma 

simples e rápida, da sequência nucleotídica de qualquer fragmento de DNA purificado. 

Em conseqüência disso, este trabalho teve como objetivo, por análise de PCR, 

detectar e identificar os genes codificadores destas enterotoxinas, determinar e classificar os 

perfis genotípicos nas linhagens amazônicas de B. thuringiensis, assim como o 

seqüenciamento nucleotídico e de proteína de alguns genes enterotóxicos de interesse, visto 

que, futuramente, este trabalho poderá viabilizar a montagem de um kit de diagnóstico 

molecular para a detecção destas enterotoxinas em novos isolados bacterianos. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1  Bacillus thuringiensis 

 

Bacillus thuringiensis (Família Bacillaceae) (Figura 01) 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). 

Este bacilo apresenta como característica importante a síntese de cristal protéico 

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). 

 
 

Cristais livres

Esporos livres

Esporângio

 

Figura 01: Bacillus thuringiensis observado por microscopia de contraste de fase. 

Fonte: Souza-Filho, 2005. 

 

Taxonomicamente, B. thuringiensis pertence a um grupo denominado B. cereus. Este 

grupo inclui ainda B. anthracis, B. cereus, B. mycoides, B. pseudomycoides e B. 
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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 microrganismos 

apresentam características bioquímicas similares, mas somente B. thuringiensis produz 

cristais entomotóxicos durante o início da esporulação que o diferencia de B. cereus 

(POLANCZYK et al., 2004; EHLING-SCHULZ et al., 2005). 

B. thuringiensis pode se multiplicar 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 (GUAYCURUS, 1991; 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 et al. (1998) propuseram, pela primeira vez, uma classificação para as 

toxinas Cry expressas por B. thuringiensis baseada somente nas relações entre as seqüências 

de aminoácidos. Por outro lado, Kao et al. (2003) citam que o desenvolvimento de um sistema 

de classificação deve estar baseado na especificidade da toxina e na homologia das seqüências 

de aminoácidos. Uma revisão destas classificações baseada na produção de δ-endotoxinas foi 

descrita em trabalhos de Bravo et al. (1998) e Rice (1999). Mais de 250 genes cry foram 

seqüenciados e agrupados em 40 grupos de toxinas Cry. A 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) e Barreto (2005) como descritas abaixo: 

Após a ingestão do cristal, produzido por B. thuringiensis, pelo inseto-alvo, as δ-
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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. Conseqüentemente, 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;) (Vide figura 02). 

 

A - Cristal

Esporo

B - Solubilização dos cristais
 e ativação das toxinas

Delta-Endotoxina
Protoxina

Toxina ativa

C - Toxinas ligam-se a receptores
no epitélio do intestino

Receptores

Toxinas

Perfuração da
membrana do intestino

D - Esporos
      Germinaçãoe 
       proliferação da bactéria

 

Figura 02: Esquema do mecanismo de ação da proteína cristal de Bacillus thuringiensis em 

larvas de inseto. 

Fonte: Souza-Filho, 2005. 

 

Os genes codificadores das toxinas de B. thuringiensis estão largamente empregados 

na construção de plantas transgênicas como o fumo, tomate e milho. Isto é compreensível, 

visto que, atualmente, mais de 62 milhões de hectares distribuídos pelo mundo abrangem 

culturas transgênicas que produzem toxinas inseticidas a partir desta bactéria (DANSON et 

al., 2006). 
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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), 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; GUAYCURUS, 1999; 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 (GUAYCURUS, 1999; BARRETO, 2005). 

 

2.2  Bacillus cereus 

 

Bacillus cereus (Figura 03) 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).  

 

Figura 03: Bacillus cereus visto por coloração de Gram. 

Fonte: http://www.bact.wisc.edu/Microtextbook/index.php 

 

B. cereus pode multiplicar-se bem em uma faixa de temperatura de 10° C a 48° C, 
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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 o 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 diarréia (GUAYCURUS et al., 1987; ASANO et al., 1997). 

B. cereus é encontrado em outros ambientes causando contaminação como 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). 

B. cereus pode ocasionar infecções oculares, ceratite grave, endoftalmite e 

panoftalmite. 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, infecção no rim e trato urinário e sepsia 

puerperal (BEECHER e WONG, 1994, JAWETZ et al, 1998). 

 

2.3 ENTEROTOXINAS 

 

As enterotoxinas (Figura 04) 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 (íons). 

Estas proteínas produzidas por algumas espécies bacterianas é a causa mais comum da 

intoxicação alimentar (TORTORA et al., 2000). 
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Figura 04: Estrutura em cristalografia da enterotoxina B 
estafilocócica. 

Fonte: Swaminathan et al. (1995). 

 

As enterotoxinas, diferente das endotoxinas, são toxinas liberadas por um determinado 

microrganismo no intestino. Geralmente as enterotoxinas são frequentemente citotóxicas e 

destroem células 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 celulares e, com isso, ocasionar a lise e morte 

celular. 

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 diarréia 

(http://en.wikipedia.org/wiki/Enterotoxin). As contrações musculares normais são alteradas, 

levando a uma diarréia intensa que pode ser acompanhada de vômitos. As enterotoxinas que 

podem ocasionar vômitos são conhecidas como toxinas eméticas (EHLING-SCHULZ et al., 

2005). 

Alguns microrganismos 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 Staphylococcus aureus também produzem uma enterotoxina que afeta os 

intestinos, causando vômitos e náusea quando ingerida e, por isso, é denominada de 

enterotoxina estafilocócica. Algumas estirpes de S. aureus produzem enterotoxinas que 

resultam nos sintomas associados à síndrome do choque térmico (TORTORA et al., 2000). 

Do mesmo modo, Vibrio cholerae produz uma enterotoxina denominada toxina 

colérica. Assim como a toxina diftérica, a toxina colérica consiste de dois polipeptídeos, A 

(ativo) e B (de ligação). A enterotoxina termolábil (mais sensível ao calor que a maioria das 
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toxinas), produzidas por algumas linhagens de Escherichia 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 et al. (2008) propuseram, por cristalografia de raio-X, o modelo estrutural do 

componente de ligação (B) da hemolisina BL (HBL) de Bacillus cereus (Figura 05). 

 

 

Figura 05: Estrutura em cristalografia do componente de 

ligação (B) da hemolisina BL de B. cereus. 

Fonte: Madegowda et al. (2008). 

 

Guaycurus et al. (1993) descreveram pela primeira vez no Brasil, a presença de 

proteínas extracelulares (enterotoxinas) produzidas por B. cereus AL-42 e AL-15, amostras 

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. 

Em algumas cepas de B. cereus as enterotoxinas estão relacionadas com toxinas 

conhecidas como hemolisina BL (HBL), enterotoxina não-hemolítica (NHE) e enterotoxina 

bc-D-ENT (BceT). 

 

2.3.1 HEMOLISINA BL 
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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 causal 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). 

Em acordo com estes autores Kotiranta et al. (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 acumulação 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 gel para gel. 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 HBL contendo três componentes de proteína: um 

componente de ligação B e dois componentes líticos L1 e L2, sendo estes 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. 

De acordo com Trabulsi et al. (1999), hemolisinas também são recorrentes em 

Staphylococcus 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 
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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 o patógeno escapar para o citoplasma da célula 

hospedeira, onde se multiplica usando seus nutrientes. 

 

2.3.2 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 (figura 06) e NheC 

(figura 06), 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 

contém os genes codificadores desta enterotoxina (SERGEEV et al., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 06: Modelos de homologia dos componentes NheB e NheC. 
Os modelos foram criados com base na estrutura cristal do 
componente B de HBL. As estruturas protéicas são mostradas no 
formato ribbon com as folhas-β em azul marinho. 
Fonte: Fagerlund et al. (2008). 

 

Em B. cereus a enterotoxina não-hemolítica (NHE) é uma das duas enterotoxinas 
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tricomponentes responsável pela síndrome da intoxicação alimentar diarréica causada por esta 

espécie do gênero Bacillus. Não obstante, a enterotoxina NHE foi originalmente identificada 

em uma linhagem de B. cereus responsável por um surto de intoxicação alimentar 

(BRILLARD e LERECLUS, 2004). 

Na Noruega, Lund e Granum (1996), identificaram a enterotoxina NHE na linhagem 

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 era hemolítica. Segundo Kotiranta et al. (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) que são necessários para 

atuarem juntos, a fim de que possa ocorrer a atividade enterotóxica (LINDBÄCK et al., 

2004). 

Hansen e Hendriksen (2001) detectaram os genes desta enterotoxina em 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. 

 

2.3.3 ENTEROTOXINA T 

 

B. cereus é uma bactéria responsável por ocasionar dois diferentes tipos de 

gastroenterites em humanos. A capacidade de B. cereus em causar diarréia é também atribuída 

pela produção de uma enterotoxina, a enterotoxina diarréica de B. cereus – denominada bc-D-

ENT ou simplesmente BceT. 

Agata et al. (1995) informaram que a bc-D-ENT foi capaz de causar 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 observados primeiramente no estudo desenvolvido por 

Shinagawa et al. (1991). 

De acordo com Agata et al. (1995), o produto do gene é uma proteína única, 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 isolados de B. cereus de 

alimentos ou do solo pudessem ser agentes causadores da intoxicação alimentar do tipo 

diarréica. 

A BceT como uma proteína única é responsável por efeitos enterotóxicos de B. cereus 
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e esta proteína possui peso molecular de 45 kDa com atividades biológicas típicas de 

enterotoxinas (KOTIRANTA et al., 2000). 

O gene da toxina (bceT) em um fragmento de DNA de B. cereus B-4ac com 2,9 kb foi 

clonado e expresso em Escherichia coli sendo determinada a sua seqüência de nucleotídeos. 

O fragmento de DNA conteve uma fase de leitura aberta (ORF) capaz de codificar um 

polipeptídeo de 336 aminoácidos com massa molecular de 41.039 Da. O produto traduzido 

em E. coli exibiu citotoxicidade em cultura de células Vero e foi positivo 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 diarréicas. 

Portanto, de acordo com o estudo de Agata et al. (1995) este gene, denominado bceT, 

codificava uma das proteínas enterotóxicas de B. cereus que causa diarréia em síndromes 

decorrentes de intoxicação alimentar. 

Entretanto, Granum et al. (1996) relataram que o gene bceT foi detectado somente em 

duas de sete linhagens de B. cereus isoladas de intoxicação alimentar e é incerto se esta 

proteína possui um papel nas infecções transportadas por alimentos. Isto foi sustentado por 

Ombui et al. (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). 

 

2.4 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 subseqüente 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 várias 

toxinas extracelulares, entre elas uma toxina diarréica, mais precisamente um grupo de 

proteínas termolábeis, que é inativada em cinco minutos a 56° C e uma toxina caracterizada 

por um pequeno peptídio termoestável de ação emética que se mantém inalterada após uma 

hora a 120° C (CÂMARA, 2002). 

A toxina do tipo emético é pré-formada no alimento, enquanto a do tipo diarréico é, 
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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 

Bacillus cereus causam dois tipos principais de intoxicação alimentar, a emética e a diarréica 

(HANSEN e HENDRIKSEN, 2001). 

A síndrome diarréica caracteriza-se por um período de incubação que varia de oito a 

dezesseis horas (NOTERMANS e BATT, 1998; MINNAARD et al., 2001). Seus principais 

sintomas são diarréia 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 protéica contaminados, com aproximadamente 106 

UFC/g (unidades formadoras de colônias/grama). Estes microrganismos podem fazer parte da 

flora fecal, dependendo do tipo de alimento e da sazonalidade, principalmente no verão, 

entretanto não coloniza o intestino, não persistindo por longos períodos (CÂMARA, 2002). 

A síndrome diarréica é aparentemente causada por várias enterotoxinas. A 

enterotoxina melhor investigada é a HBL, uma hemolisina tricomponente que consiste de 

duas proteínas líticas (L1 e L2) e um componente de ligação (B) (BEECHER e 

MACMILLAN, 1991). Esta toxina, que possui atividades hemolíticas e dermonecróticas e 

aumenta a permeabilidade vascular, é considerada o fator de virulência primário em casos de 

diarréia por sua capacidade em causar acúmulo de fluidos na alça do íleo em coelhos 

(GHELARDI et al., 2002). 

Conforme relatado por Ehling-Schulz et al. (2006), enquanto a síndrome diarréica 

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. Esta síndrome está associada a alimentos com 

alto teor de amido e que contenham número elevado de microrganismos 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). 
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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 

destacando-se um complexo hemolítico e distintas 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. thuringiensis estudados foram positivos para entS 

(GUTTMANN e ELLAR, 2000). 

Han et al. (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 Listeria 

monocytogenes. B. thuringiensis 97-27 e B. cereus E33L possuem também um gene 

codificador da citotoxina K, que foi anteriormente identificada em B. cereus (cepa ATCC 

14579). 

Vale ressaltar, no entanto, que na produção de um bioinseticida a base de B. 

thuringiensis, o que se utiliza é o cristal protéico 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. 

 

2.5 Técnicas moleculares aplicadas a B. cereus e B. thuringiensis 

 

2.5.1 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 
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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. 

 

2.5.2 Seqüenciamento de DNA e aplicação em B. cereus e B. thuringiensis 

 

Uma das técnicas mais importantes na biologia molecular é o seqüenciamento de 

DNA, pelo qual a ordem exata dos nucleotídeos em um segmento de DNA 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 seqüenciamento em que o 

DNA pode ser seqüenciado 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, eletroforese e gel de poliacrilamida, a seqüência de DNA era lida em bandas 

radioativas. A técnica na época permitiu o seqüenciamento de pelo menos 100 bases a partir 

do ponto de marcação com 32P. 

Na metodologia tradicional de Sanger et al. (1977) as moléculas com as cadeias 

terminadas que são sintetizadas mostram-se radioativamente marcadas e a seqüência de DNA 

é lida de uma auto-radiografia. A primeira molécula de DNA a ser completamente 

seqüenciada foi o genoma de 5.386 nucleotídeos do bacteriófago ΦX174, sendo seguida pelas 

seqüências do vírus SV40 (5.243 pb), em 1977, e do plasmídeo pBR322 (4.363 pb), em 1978. 
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O grupo de Sanger publicou a seqüência do genoma mitocondrial humano (16,6 kb) em 1981 

e a do bacteriófago λ (49 kb) em 1982. 

Diversos autores têm realizado estudos de seqüenciamento entre as bactérias do grupo 

B. cereus que expressam genes de virulência e que muitas vezes são codificados pelos 

mesmos genes nas 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 et al. (1999) estabeleceu que o complexo NHE é 

codificado por um operon e os genes para cada subunidade foram clonados e seqüenciados. 

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 uma função desconhecida (gene nheC). Este gene, entretanto, 

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 

seqüências de aminoácidos das proteínas HBL e NHE. De acordo com Granum et al. (1999), 

foi proposto que a proteína NheC seja um componente de ligação, tal qual o componente B da 

hemolisina BL (HBL). 

No trabalho de Hansen e Hendriksen (2001) o gene bceT foi clonado e seqüenciado a 

partir da linhagem B. cereus B-4ac. Pela técnica de PCR, ficou estabelecido que este gene era 

amplamente distribuído entre as linhagens bacterianas. No entanto, o gene bceT variou na 

seqüência 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 para a proteína BceT. 

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 

freqüentemente recorrentes em surtos de intoxicação alimentar. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 GERAL: 

Pesquisar a presença dos genes codificadores das enterotoxinas utilizando a técnica 

de PCR, avaliar o perfil genotípico das linhagens de Bacillus thuringiensis isoladas no Estado 

do Amazonas e sequenciar estes genes. 

 

3.2 ESPECÍFICOS: 

• Identificar os genes hblA, hblC e hblD do complexo HBL; 

• Detectar os genes nheA, nheB e nheC do complexo NHE; 

• Determinar a presença do gene bceT codificador da enterotoxina BceT; 

• Caracterizar os perfis genotípicos das enterotoxinas HBL, NHE e BceT das 

linhagens de B. thuringiensis isoladas no Estado do Amazonas; 

• Realizar o seqüenciamento, a partir do produto de PCR, das linhagens de B. 

thuringiensis que amplificarem os genes de enterotoxinas; 

• Fazer o alinhamento global das sequências de nucleotídeos e de aminoácidos das 

linhagens que obtiverem um bom resultado de seqüenciamento. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

4.1 Mapa dos locais de coleta 

 

A figura 07 destaca as localidades do Estado do Amazonas onde foram realizadas as 

coletas para o isolamento de B. thuringiensis. As linhagens de B. thuringiensis encontram-se 

estocadas em meio SOFT, no Laboratório de Tecnologia do DNA Recombinante da 

Universidade Federal do Amazonas (UFAM). 

 

 

Figura 07: Mapa do Estado do Amazonas com as regiões de coleta em destaque. 

Fonte: http://www.guianet.com.br/am/mapaam.gif 

 

4.2 Linhagens amazônicas de B. thuringiensis usadas no trabalho 

 

A tabela 01 lista as 100 linhagens de Bacillus thuringiensis que foram utilizadas neste 

estudo para a identificação e determinação dos genes codificadores das enterotoxinas, bem 

como a caracterização molecular destes genes. 
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Tabela 01: Relação das linhagens de B. thuringiensis isoladas no Estado do Amazonas. 
 
1.BtAM 01 26.BtAM 30 51.BtAM 65 76.BtAM 118 

2.BtAM 02 27.BtAM 31 52.BtAM 71 77.BtAM 119 

3.BtAM 03 28.BtAM 32 53.BtAM 72 78.BtAM 120 

4.BtAM 05 29.BtAM 33 54.BtAM 73 79.BtAM 121 

5.BtAM 06 30.BtAM 34 55.BtAM 74 80.BtAM 122 

6.BtAM 07 31.BtAM 35 56.BtAM 75 81.BtAM 124 

7.BtAM 08 32.BtAM 36 57.BtAM 76 82.BtAM 129 

8. BtAM 09 33.BtAM 37 58.BtAM 85 83.BtAM 131 

9.BtAM 10 34.BtAM 38 59.BtAM 86 84.BtAM 133 

10.BtAM 11 35.BtAM 39 60.BtAM 87 85.BtAM 134 

11.BtAM 12 36.BtAM 40A 61.BtAM 89 86.BtAM 135 

12.BtAM 13 37.BtAM 40B 62.BtAM 91 87.BtAM 136 

13.BtAM 14 38.BtAM 40D 63.BtAM 94 88.BtAM 138 

14.BtAM 15 39.BtAM 40E 64.BtAM 95 89.BtAM 142 

15.BtAM 16 40.BtAM 41 65.BtAM 99 90.BtAM 143 

16.BtAM 17 41.BtAM 47 66.BtAM 102 91.BtAM 144 

17.BtAM 18 42.BtAM 49 67.BtAM 103 92.BtAM 153 

18.BtAM 19 43.BtAM 50 68.BtAM 105 93.BtAM 154 

19.BtAM 20 44.BtAM 53 69.BtAM 107 94.BtAM 155 

20.BtAM 23 45.BtAM 54 70.BtAM 108 95.BtAM 156 

21.BtAM 24 46.BtAM 55 71.BtAM 111 96.BtAM 158 

22.BtAM 25 47.BtAM 57 72.BtAM 112 97.BtAM 159 

23.BtAM 26 48.BtAM 60 73.BtAM 113 98.BtAM 161 

24.BtAM 27 49.BtAM 61 74.BtAM 116 99.BtAM 162 

25.BtAM 28 50.BtAM 63 75.BtAM 117 100.BtAM 165 

 

 

4.3 Linhagem bacteriana padrão 

 

A amostra padrão B. cereus ATCC 14579 foi utilizada como controle positivo pelo 

fato de amplificar, na reação de PCR, com todos os genes enterotóxicos (Tabela 02). 

Esta cepa foi gentilmente cedida pelo Dr. Bjarne Munk Hansen, do Departamento de 
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Ecologia Microbiana e Biotecnologia da Dinamarca, por intermédio da Dra. Thania 

Guaycurus. 

 

Tabela 02: Linhagem padrão de referência para a análise de PCR. 

Amostra 
Complexo HBL Complexo NHE BceT 

hblA hblC hblD nheA nheB nheC bceT 

B. cereus ATCC 14579 

(BGSC 6A5) 
+ + + + + + + 

 

4.4 Ativação das linhagens de B. thuringiensis 

 

Para a ativação destas linhagens foi feito o inóculo em meio LB Líquido (item 

4.10.1.2) e, após 24 horas, o plaqueamento foi realizado em meio Ágar LB (item 4.10.1.1) 

com a finalidade de obter colônias puras de B. thuringiensis. 

 

4.5 Morfologia celular 

 

Inicialmente a morfologia bacteriana, assim como a pureza da cultura foi 

determinada tanto nas preparações a fresco, não coradas, e examinadas sob microscopia de 

contraste de fase, bem como em esfregaços corados pelo método de Gram (item 4.10.2) 

observados sob a microscopia de imersão. 

 

4.5.1 Preparações a fresco 

 

a) Procedimentos 

Com uma alça descartável foi depositada, em uma lâmina de vidro, uma gota das 

suspensões bacterianas com 24, 48 e 72 horas de crescimento em  Ágar LB (item 4.10.1.1) à 

temperatura de 32º C +/- 2 ºC. A lâmina foi coberta com a lamínula e foi feita a observação 

sob microscopia de contraste de fase. 

 

b) Interpretação 

Nestas preparações foi visualizada a mobilidade, formas vegetativas, esporângio, 

esporos dominantes, assim como a presença de cristais. 
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4.5.2 Esfregaços corados pela técnica de Gram (CONN et al., 1957) 

 

a) Procedimentos 

Em uma lâmina de vidro foi feito um esfregaço homogêneo, fixado ao calor. A 

lâmina foi coberta com o Reagente 1 (item 4.10.2.1), deixando agir por um minuto. Lavou-se 

a lâmina rapidamente em água corrente. O esfregaço foi tratado com o Reagente 2 (item 

4.10.2.1) por um minuto, e descorado com etanol absoluto ou álcool/acetona. Em seguida, a 

lâmina foi lavada rapidamente em água corrente. Depois foi utilizado o Reagente 3 (item 

4.10.2.1), deixando agir por 30 segundos. Enfim, a preparação foi seca à temperatura 

ambiente. 

 

b) Interpretação 

A observação dos caracteres morfotintoriais das células bacterianas foi efetuada pela 

coloração de Gram. A bactéria foi considerada Gram-positiva quando sua célula apresentou a 

cor violeta escuro. Quando a bactéria apresentou coloração rosa foi considerada Gram-

negativa. 

 

4.6 Extração de DNA genômico 

 

Com o propósito de obter DNA de fita simples que foram utilizados como molde nas 

reações de PCR, foi adotado o seguinte protocolo: 

 

4.6.1 Método de extração de DNA por fervura e congelamento sucessivos 

(STARNBACH et al., 1989, modificado por GUAYCURUS, 1999): 

 

Das amostras do estoque, uma alça foi transferida para um tubo de LB líquido e 

incubada na temperatura de 37ºC por 24h. Da cultura bacteriana crescida em meio líquido, 

uma alça foi plaqueada sobre a superfície sólida do LB ágar. A placa foi invertida e incubada 

na temperatura de 37ºC por 16-18h. A pureza da cepa bacteriana foi investigada de acordo 

com a morfologia celular observada sob microscopia de contraste de fase. Uma alça com o 

crescimento bacteriano foi transferida para um microtubo contendo 500µL de H2O MilliQ 

autoclavada e ressuspensa vigorosamente em homogeneizador (tipo vórtex – Daigger Vortex 

Genie 2). A suspensão foi centrifugada em minicentrífuga (miniSpin-Eppendorf) a 13.400 rpm 

por 10 minutos. Descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o sedimento em 200µL de 
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H2O MilliQ. A suspensão foi fervida a 100º C por 10 minutos em banho seco (Dry Bath HC 

Control – Loccus Biotecnologia). A amostra foi congelada a -20º C em freezer e descongelada 

à temperatura ambiente. Este último passo foi repetido duas vezes por se tratar de uma 

bactéria Gram-positiva. 

 

4.7 Iniciadores utilizados na técnica de PCR 

 

Para os genes codificadores das enterotoxinas (BceT, HBL e NHE) foram utilizados 

iniciadores, cujas sequências estão relacionadas na Tabela 03: 

 
Tabela 03: Iniciadores de PCR usados para detectar os genes de enterotoxinas em linhagens 
de B. thuringiensis. 

Iniciadores (seqüência: 5’���� 3’) Tamanho (pb) 

bceT F: CGT ATC GGT CGT TCA CTC GG 
bceT R: GTT GAT TTT CCG TAG CCT GGG 

640 (1) 

hblA F: GTG CAG ATG TTG ATG CCG AT 
hblA R: ATG CCA CTG CGT GGA CAT AT 

360 (2) 

L1 F: AAT CAA GAG CTG TCA CGA AT 
L1 R: CAC CAA TTG ACC ATG CTA AAT 

410 (3) 

L2 F: AAT GGT CAT CGG AAC TCT AT 
L2 R: CTC GCT GTT CTG CTG TTA AT 

730 (3) 

nheA F: TAC GCT AAG GAG GGG CA 
nheA R: GTT TTT ATT GCT TCA TCG GCT 

479 (4) 

nheB F: CTA TCA GCA CTT ATG GCA G 
nheB R: ACT CCT AGC GGT GTT CC 

753 (4) 

nheC F: CGG TAG TGA TTG CTG GG 
nheC R: CAG CAT TCG TAC TTG CCA A 

563 (4) 

Fonte: (2)Heinrichs et al. (1993); (1)Agata et al. (1995); (3)Ryan et al. (1997); (4)Granum et al. (1999). 

 

4.8 CONDIÇÕES DE PCR 

 

4.8.1 Protocolo de PCR 

 

A reação de PCR seguiu o protocolo sugerido por Crump et al. (1999) com algumas 

modificações que foram estabelecidas no desenvolvimento deste trabalho. Esta reação 

consistiu de um volume final de 25 µL (2,5 µL de MgCl2 [25mM]; 2,5 µL de dNTPs 
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[2,5mM]; 1,0 µL de cada iniciador [5pMol/µL]; 0,3 µL de Taq DNA polimerase [5 U/µL]; 

2,5 µL de Tampão 10X; 2 µL de DNA molde; e 13,2 µL de H2O MilliQ). 

 

4.8.2 Gradiente de temperatura dos iniciadores (segundo WALLACE et al., 1979) 

 

A diferença de temperatura dos oligonucleotídeos foi estabelecida através da técnica 

de gradiente, com base no cálculo da temperatura média de fusão, cujo objetivo foi eliminar 

bandas inespecíficas. Esta técnica consiste em submeter iguais misturas reacionais a 

diferentes temperaturas, tendo como temperatura média a Tm calculada para cada iniciador. 

As temperaturas referentes ao grid foram determinadas automaticamente pelo termociclador 

numa escala de 1 a 12 (tabela 04). O gradiente foi realizado em termociclador Mastercycler 

Gradient (Eppendorf) sob as condições discriminadas abaixo: 

Desnaturação inicial 95 °C 2 min 

Desnaturação 94 °C 1 min 

Anelamento 58 °C 1 min 

Polimerização 72 °C 1 min 

Extensão final 72 °C 5 min 

Hold 4 º C ~ 
Total de Ciclos 30  

 

Tabela 04: Grid de temperatura utilizado no gradiente para verificar 
a temperatura de anelamento dos pares de iniciadores: 

1 – 50,9 ºC 5 – 54,8 ºC 9 – 62,3 ºC 

2 – 51,1 ºC 6 – 56,7 ºC 10 – 63,8 ºC 

3 – 51,9 ºC 7 – 58,6 ºC 11 – 64,9 ºC 

4 – 53,2 ºC 8 – 60,5 ºC 12 – 65,5 ºC 

Nota: A temperatura de anelamento escolhida foi a do grid 7 (58,6 ºC) por apresentar 

uma banda de melhor resolução no gel de agarose. 

 

4.8.3 Condições de amplificação por PCR 

 

O sistema de amplificação, após gradiente de temperatura (item 4.8.2), foi realizado 

em termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf). As amplificações dos pares de 

iniciadores foram realizadas nas seguintes condições: 
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Desnaturação inicial 95 °C 4 min 

Desnaturação 94 °C 30s 

Anelamento 58 °C 45s 

Extensão 72 °C 2 min 

Extensão final 72 °C 3 min 

Hold 4 º C ~ 
Total de Ciclos 30  

 

4.8.4 Eletroforese em gel de agarose 

 

A eletroforese em gel de agarose foi utilizada com a finalidade de separar e 

identificar fragmentos de DNA gerados na técnica de PCR. A concentração do gel de agarose 

esteve na faixa de 1% em tampão TBE 1X. 

 

4.8.5 Procedimentos para condições de corrida 

 

A cuba foi preparada utilizando os espaçadores e o pente. Uma quantidade necessária 

de agarose foi pesada para a preparacão do gel, dependente do volume para uma concentração 

de 1% e transferiu-se o conteúdo para um erlenmeyer. Em água destilada o tampão TBE 10X 

foi diluído para uma concentração de 1X, em um volume final adequado ao volume do gel e 

transferido para o erlenmeyer contendo a agarose. Ele foi então levado ao microondas e 

aquecido até a total fusão da agarose. A solução foi esfriada até cerca de 55ºC e, então, foi 

adicionado o corante brometo de etídio na concentração final de 1% (0,1-0,5 µg/mL) no gel. 

O gel foi vertido cuidadosamente na cuba, procurando-se não formar bolhas de ar. Ao final, o 

gel foi visualizado em transluminador de luz (Ultraviolet Transluminator - Spectroline) e 

fotografado para documentação. 

 

4.9 Sequenciamento 

 

4.9.1 Tratamento com Exo/SAP 

 

A etapa do tratamento com as enzimas Exonuclease I e SAP (Srimp Alkaline 

Phosphatase) foi necessária para que as amostras das linhagens de B. thuringiensis 

obtivessem uma pureza no seu DNA, visto que seu material genético não foi extraído com kits 
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de purificação comerciais e, assim, as amostras pudessem ter um bom resultado durante o 

sequenciamento. O tratamento com Exo/SAP foi feito em termociclador conforme condições 

abaixo: 

37°C  30 min  1X  

80°C  15 min  1X  

4°C  Indeterminado   

 

4.9.2 Protocolo de reação de seqüenciamento: 

Para a reação de seqüenciamento foram necessários os seguintes reagentes: 

• Pré-Mix (DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit for MegaBACE da 

Amersham Bioscience). 

• Iniciador Forward ou Reverse (5,0 pmoles/µL). 

• Uso de água MilliQ autoclavada sendo o volume determinado após a análise do 

DNA pela eletroforese em gel de agarose. 

• Microplaca (Placa para PCR 96 wells com borda-Sorenson Cód 23080) 

• Adesivo selador (selador para placa SORENSON resistente a álcool Cód. 21950) 

 

Tabela 05: Reagentes utilizados para a reação de seqüenciamento. 

Reação para um tubo Volume 
(01tubo) 

 
105* 

Volume / 
Placa105 

Pré - mix  2,0 µL X 105 220 µL 

Iniciador (5,0 pmoles/µL)  1,0 µL X 105 105 µL 

H2O q.s.p 3,0 µL X 105 315 µL 

DNA (100 a 200 ng) 5,0 µL -- --- 

A reação foi preparada para 105 amostras a fim de corrigir qualquer erro de 

pipetagem. O mix foi preparado somente na hora em que foi utilizado, pois o mesmo é 

sensível à luz. Foram distribuídos 5 µL do mix para cada poço da microplaca. 

 

4.9.3 Condições de ciclagem: 

95oC 25 s 

95oC   15 s 

50oC  20 s           30 ciclos  

60oC  1min 20s. 

4º C   indeterminado 
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4.9.4 Precipitação da reação de seqüenciamento 
 

Para 10,0 µL da reação foram usados: 1,0 µL de acetato de amônia; 27 µL etanol 

absoluto. 

OBS: O acetato de amônio faz parte do kit de sequenciamento DYEnamic ET Dye 

Terminator Cycle Sequencing Kit for MegaBACE da Amersham Bioscience. 

 

Precipitação 

Após a adição de 1 µL de acetato de amônio em cada poço da placa, foi adicionado 

27µL de etanol absoluto 100 % MERCK, selou-se bem (selador para placa SORENSON 

resistente a álcool Cód. 21950) e, então, foi homogeneizado vigorosamente por 1 minuto 

(sendo isso um passo fundamental da precipitação). A placa foi incubada por 20 min a 

temperatura ambiente, protegida da luz e coberta com papel laminado. Centrifugou-se por 40 

min a 4000 rpm a 4 oC. Após isso, a placa foi vertida e descartado o sobrenadante. Em 

seguida, foi adicionado 120 µL de etanol 70% por poço, selando-se bem com o mesmo selo e 

homogeneizando por alguns segundos. A placa foi centrifugada por 10 min, na máxima 

velocidade de centrífuga, a 4 oC. Virou-se a placa e o conteúdo foi despejado, com força. Com 

a placa invertida foi dado um pulso de alguns segundos (não passando de 700 rpm) na 

centrífuga. Deixou-se secar a placa por 15 minutos até que o etanol fosse todo evaporado. 

Depois foi adicionado 10 µL de Loading Buffer homogeneizando muito bem (passo 

fundamental). Por fim, selou-se a placa com Selador Thermal Seal Sealing Film PCR-COD. 

TS-321-31-101 (não resistente a álcool) centrifugando-se a mesma em um pulso de alguns 

segundos (não passando de 700 rpm). 

 

4.9.5 Análise de seqüenciamento e caracterização genotípica 

 

As reações de seqüenciamento foram realizadas utilizando-se os iniciadores 

correspondentes aos produtos de PCR. Neste caso, foi utilizado o iniciador forward referente 

aos sete genes de enterotoxinas em estudo. 

Foram obtidas um total de seis placas, sendo que destas seis placas, cinco eram 

completas com amostras dos genes de enterotoxinas e somente uma que foi em consórcio com 

outras amostras de trabalhos realizados no Laboratório de Tecnologia do DNA (UFAM). 

Após análise das sequências correspondentes às seis placas no seqüenciador 

automático MEGA BACE 1000 (Amersham Bioscience), obtiveram-se 169 sequências 
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válidas, isto é, sequências que se encontravam apropriadas para análise, conforme a tarja 

verde que o ScoreCard das placas disponibilizava após o término do seqüenciamento das 

amostras no MEGA BACE 1000. Os resultados que saíam do seqüenciador automático 

MEGA BACE 1000 no formato ABD eram organizados em uma pasta zipada com o nome 

referente às enterotoxinas e data. 

As pastas zipadas eram submetidas à análise no programa Phred do sítio da UnB 

(http://helix.biomol.unb.br/phph/). Os resultados obtidos no Phred e em condições de serem 

analisados foram marcados pelo próprio programa com uma tarja verde e sinal de “ok”. Em 

seguida, foram submetidas ao sítio do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi), 

onde foi verificado o grau de homologia que as amostras apresentam em relação aos dados 

disponíveis no GenBank, por meio do BLASTN2 Sequence (para nucleotídeos) e BLASTX2 

Sequence (para aminoácidos). As seqüências também foram analisadas no sítio EBI 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/), comparando-as com o banco de dados do EMBL-EBI. 

O alinhamento global foi feito na ferramenta CLUSTALW por meio do programa 

CLC Sequence Viewer versão 6.0 por se achar que este obtinha um resultado mais rápido e 

detalhado comparado com o MEGA. E, portanto, o programa CLC Sequence Viewer foi 

considerado para se fazer o alinhamento final das sequências. 

O resultado do CLUSTALW foi sumbetido ao programa TeXShade, o qual foi 

utilizado a fim de se fazer o trabalho de arte final das sequências. Foram feitos os 

alinhamentos globais tanto das sequências de DNA quanto das sequências de aminoácidos.  

A caracterização genotípica das linhagens estudadas foi feita de acordo com os perfis 

de amplificação que as linhagens de B. thuringiensis amazônicas apresentaram para cada gene 

analisado por PCR. Desta forma, foi montada uma matriz contendo os perfis apresentados, 

classificando cada linhagem nos seus devidos grupos genotípicos. 

 

4.10 Meios de cultura, corantes, tampões, enzimas e marcadores 

 

4.10.1 Meios de cultura: 

 

4.10.1.1  ÁGAR LB 

Extrato de levedura...........................................5g 

Peptona de caseína...........................................10g 

Cloreto de sódio...............................................10g 

Ágar bacteriológico..........................................15g 
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Água destilada...........................................1000mL 

 

4.10.1.2 LB LÍQUIDO 

Extrato de levedura.........................................5g 

Cloreto de sódio............................................10g 

Peptona de caseína........................................10g 

Água destilada......................................1000mL 

 

 

4.10.2 Coloração de Gram 

 

4.10.2.1 Reagentes da coloração de Gram 

 

Reagente 1- Cristal Violeta e Oxalato de Amônio 

Solução A: 

Cristal Violeta........................................................1g 

Álcool etílico a 95%.............................................20mL 

 

Solução B: 

Oxalato de amônio..................................................0,8g 

Água destilada........................................................80mL 

* Misturar a Solução A com a Solução B. 

 

Reagente 2- Lugol modificado 

Iodeto de potássio....................................................2g 

Água destilada.....................................................300mL 

 

Reagente 3- Contra-corante 

Fucsina básica........................................................0,3g 

Álcool etílico........................................................10mL 

Fenol saturado........................................................5mL 

Água destilada......................................................95mL 
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4.10.3 Tampões: 

 

4.10.3.1  TAMPÃO DE ELETROFORESE TBE 10 X 

Trisma-base..........................................0,89M 

Ácido Bórico........................................0,89M 

EDTA..................................................0,08M 

pH........................................................... 8,5 

 

4.10.3.2  TAMPÃO DE AMOSTRA DE ELETROFORESE TBE 5 X 

TBE……………………………………5X 

Glicerol………………………...30 % (p/v) 

Azul de Bromofenol.................0,05 % (p/v) 

 

4.10.4 Enzimas: 

Foram utilizadas as seguintes enzimas: 

Exonuclease I.............................10U/µL 

SAP............................................1U/µL 

Taq DNA Polimerase I ..............5U/µL 

 

4.10.5 Marcadores de massa molecular: 

Gene Ruler™ 1 kb DNA Ladder (Fermentas). 

Gene Ruler™ 100pb DNA Ladder (Fermentas) 

1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). 
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5. RESULTADOS 

 

Após a extração do DNA das linhagens de B. thuringiensis, foi preparada a reação de 

PCR com a finalidade de verificar a presença dos genes de enterotoxinas nestas linhagens. As 

reações de PCR foram realizadas em duas etapas, dividindo-se as linhagens em dois grupos de 

50 amostras, porém os géis com os resultados obtidos para cada iniciador foram agrupados 

para cada gene como se seguirá abaixo. Cada grupo foi testado com os sete pares de 

iniciadores para os genes de enterotoxinas, tendo sempre como parâmetro a cepa B. cereus 

ATCC 14579 (padrão) e um controle negativo. 

 

5.1 ENTEROTOXINA BceT (gene bceT) 

 

Seguindo-se a PCR para controle da qualidade e integridade do DNA foi realizada a 

amplificação das 100 linhagens para verificar a presença do DNA da enterotoxina BceT, 

utilizando-se os iniciadores bceTF (forward) e bceTR (reverse) que amplificam para esta 

enterotoxina. As figuras 08 e 09 indicam as linhagens de B. thuringiensis que amplificaram o 

gene bceT. 

 

Figura 08: Perfil eletroforético em gel de agarose 1%, evidenciando um fragmento de 640pb resultante da 
amplificação do gene bceT nas linhagens de B. thuringiensis. M- marcador de peso molecular Gene 
Ruler™ 1 kb DNA Ladder (Fermentas). 20 a 162 – linhagens de B. thuringiensis isoladas no Estado do 
Amazonas. Bcer – cepa Bacillus cereus ATCC 14579. Bra – controle negativo. 
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Figura 09: Perfil eletroforético em gel de agarose 1%, evidenciando um fragmento de 640pb resultante da 
amplificação do gene bceT nas linhagens de B. thuringiensis. M- marcador de peso molecular 1Kb Plus 
DNA Ladder (Invitrogen). 01 a 165 – linhagens de B. thuringiensis isoladas no Estado do Amazonas. 
Bcer – cepa Bacillus cereus ATCC 14579. Bra – controle negativo. 

 

A análise dos produtos de PCR por eletroforese em gel de agarose 1% das 100 

linhagens de B. thuringiensis evidenciou uma banda de 640 pb correspondente ao fragmento 

do gene bceT. Como mostram as figuras 08 e 09 o fragmento do gene que codifica a 

enterotoxina T (BceT) esteve presente em 78% das linhagens de B. thuringiensis isoladas no 

Estado do Amazonas. 

 

5.2 ENTEROTOXINA HBL 

 

5.2.1 Componente B (gene hblA) 

 

A fim de verificar a presença do gene hblA nas linhagens de B. thuringiensis foi 

utilizado o par de iniciadores hblAF e hblAR que amplificaram um fragmento de 360 pb 

correspondente ao gene codificador do componente B da hemolisina BL (HBL). A análise dos 

produtos de PCR por eletroforese em gel de agarose 1% revelou os resultados que são 

mostrados nas figuras a seguir (figuras 10 e 11). 
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Figura 10: Perfil eletroforético em gel de agarose 1%, evidenciando um fragmento de 360pb resultante da 
amplificação do gene hblA nas linhagens de B. thuringiensis. M- marcador de peso molecular Gene Ruler™ 
1 kb DNA Ladder (Fermentas). 20 a 162 – linhagens de B. thuringiensis isoladas no Estado do Amazonas. 
Bcer – cepa Bacillus cereus ATCC 14579. Bra – controle negativo. 

 

 

Figura 11: Perfil eletroforético em gel de agarose 1%, evidenciando um fragmento de 360pb resultante da 
amplificação do gene hblA nas linhagens de B. thuringiensis. M- marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA 
Ladder (Invitrogen). 01 a 165 – linhagens de B. thuringiensis isoladas no Estado do Amazonas. Bcer – cepa 
Bacillus cereus ATCC 14579. Bra – controle negativo. 
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Conforme mostram as figuras 10 e 11 foi observado que das 100 linhagens de B. 

thuringiensis isoladas no estado, um total de 77 linhagens (77%) demonstraram a presença do 

fragmento de 360 pb que correspondente ao gene hblA. 

Surpreendentemente, o segundo grupo (figura 11) de linhagens testadas revelou um 

resultado muito superior em quantidade para este gene do que as linhagens testadas no 

primeiro grupo (figura 10), além das bandas apresentarem-se mais visíveis. 

Contudo, algumas destas linhagens apresentaram bandas inespecíficas acima de 650 

pb do marcador molecular 1Kb DNA Ladder Plus (Invitrogen). Isto, porém, não invalida o 

resultado obtido nestas linhagens porque a banda de interesse foi revelada com maior 

destaque nas mesmas, e que corresponde ao tamanho do fragmento amplificado pelo par de 

inciadores do gene hblA. 

 

5.2.2 Componente L1 (gene hblD) 

 

Para o gene hblD que codifica o componente lítico L1 da hemolisina BL foi utilizado 

o par de iniciadores L1F e L1R. O fragmento que amplifica o gene hblD possui um tamanho 

de 410 pb, conforme é evidenciado nas figuras 12 e 13. 

Após as amostras terem sido submetidas à PCR, foi realizada a eletroforese em gel 

de agarose 1% cujos resultados são apresentados nas figuras que se seguem. 

Os resultados obtidos pela técnica de PCR e analisados por eletroforese indicaram a 

presença do fragmento correspondente ao gene hblD em 65% das linhagens de B. 

thuringiensis, o que equivale a um número total de 65 linhagens. 

Nota-se mais uma vez que o segundo grupo (figura 13) apresentou um melhor 

resultado de linhagens hblD-positivas do que o primeiro grupo (figura 12). Além disso, a 

banda do fragmento que indica a presença do gene hblD foi mais visível neste segundo grupo 

do que no primeiro. 
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Figura 12: Perfil eletroforético em gel de agarose 1%, evidenciando um fragmento de 410pb 
resultante da amplificação do gene hblD nas linhagens de B. thuringiensis. M- marcador de peso 
molecular Gene Ruler™ 1 kb DNA Ladder (Fermentas). 20 a 162 – linhagens de B. thuringiensis 
isoladas no Estado do Amazonas. Bcer – cepa Bacillus cereus ATCC 14579. Bra – controle 
negativo. 
 

 

Figura 13: Perfil eletroforético em gel de agarose 1%, evidenciando um fragmento de 410pb resultante 
da amplificação do gene hblD nas linhagens de B. thuringiensis. M- marcador de peso molecular 1Kb 
Plus DNA Ladder (Invitrogen). 01 a 165 – linhagens de B. thuringiensis isoladas no Estado do 
Amazonas. Bcer – cepa Bacillus cereus ATCC 14579. Bra – controle negativo. 
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5.2.3 Componente L2 (gene hblC) 

 

Com a finalidade de verificar a presença do gene hblC codificador do componente 

lítico L2 da hemolisina BL (HBL) foi utilizado o par de iniciadores L2F e L2R que 

amplificam um fragmento de 730pb correspondente ao gene hblC. 

Os dados obtidos pela técnica de PCR para as 100 linhagens de B. thuringiensis são 

demonstrados nas figuras 14 e 15. 

 

 

Figura 14: Perfil eletroforético em gel de agarose 1%, evidenciando um fragmento de 730pb resultante 
da amplificação do gene hblC nas linhagens de B. thuringiensis. M- marcador de peso molecular Gene 
Ruler™ 1 kb DNA Ladder (Fermentas). 20 a 162 – linhagens de B. thuringiensis isoladas no Estado do 
Amazonas. Bcer – cepa Bacillus cereus ATCC 14579. Bra – controle negativo. 
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Figura 15: Perfil eletroforético em gel de agarose 1%, evidenciando um fragmento de 730pb resultante da 
amplificação do gene hblC nas linhagens de B. thuringiensis. M- marcador de peso molecular 1Kb Plus 
DNA Ladder (Invitrogen). 01 a 165 – linhagens de B. thuringiensis isoladas no Estado do Amazonas. Bc – 
cepa Bacillus cereus ATCC 14579. Bra – controle negativo. 

 

De acordo com os resultados mostrados nas figuras 14 e 15, um total de 84 linhagens 

(84%) de B. thuringiensis isoladas no estado foram positivas para o gene hblC. O tamanho do 

fragmento amplificado nestas linhagens corresponde a 730 pb, o que confirma a presença do 

gene hblC nestas linhagens. 

Verifica-se que os dois grupos de linhagens de B. thuringiensis amplificaram bandas 

bem nítidas e um número de linhagens hblC-positivas muito parecido. 

 

5.3 ENTEROTOXINA NHE 

 

5.3.1 Componente A (gene nheA) 

 

Para o gene nheA que codifica o componente A da enterotoxina não-hemolítica 

(NHE), foram utilizados os iniciadores nheAF e nheAR. Estes iniciadores amplificam um 

fragmento de 479pb que corresponde ao gene nheA. A análise dos amplicons foi feita por 

meio de eletroforese em gel de agarose e é mostrada nas figuras 16 e 17. 

 

730pb 

730pb 

M
  

01
 

02
  

03
  

05
  

06
 

07
 

08
 

09
 

10
  

11
  

12
  

13
  

14
  

15
  

16
  

17
  

18
  

19
  

23
  

25
  

26
  

27
 

28
 

30
 

31
 

32
 

M
 

M
   

35
  

36
  

37
  

38
  

39
 

41
 

49
 

50
 

61
  

63
  

71
  

73
  

85
  

87
  

89
  

95
  

99
  

10
2 

 
12

4 
 

12
9 

 
13

4 
 

13
5 

15
6 

16
5

B
c

B
ra

 
M

 



 

 

56 

 

Figura 16: Perfil eletroforético em gel de agarose 1%, evidenciando um fragmento de 479pb resultante 
da amplificação do gene nheA nas linhagens de B. thuringiensis. M- marcador de peso molecular Gene 
Ruler™ 1 kb DNA Ladder (Fermentas). 20 a 162 – linhagens de B. thuringiensis isoladas no Estado do 
Amazonas. Bcer – cepa Bacillus cereus ATCC 14579. Bra – controle negativo. 

 

 

 

Figura 17: Perfil eletroforético em gel de agarose 1%, evidenciando um fragmento de 479pb resultante 
da amplificação do gene nheA nas linhagens de B. thuringiensis. M- marcador de peso molecular 1Kb 
Plus DNA Ladder (Invitrogen). 01 a 165 – linhagens de B. thuringiensis isoladas no Estado do 
Amazonas. Bcer – cepa Bacillus cereus ATCC 14579. Bra – controle negativo. 

 

A análise dos produtos da PCR por eletroforese mostrou que o fragmento de 479pb 

esteve presente em 63% das linhagens de B. thuringiensis, o que equivale a um número total 
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de 63 das 100 linhagens analisadas. 

Notou-se que o segundo grupo (figura 17) de linhagens de B. thuringiensis 

apresentou um número maior de linhagens nheA-positivas do que o primeiro grupo (figura 

16), além das bandas estarem mais nítidas. Mas, a priori, todas as linhagens amplificaram o 

fragmento que realmente corresponde ao gene nheA do componente A de NHE. 

 

5.3.2 Componente B (gene nheB) 

 

A fim de confirmar a presença do gene nheB, que codifica o componente B da 

enterotoxina NHE nas 100 linhagens de B. thuringiensis isoladas no Estado do Amazonas, 

foram utilizados na amplificação por PCR os iniciadores nheBF e nheBR que amplificam um 

fragmento com tamanho de 753pb correspondente ao gene em questão. 

Os resultados da análise dos amplicons por eletroforese em gel de agarose 1% são 

observados nas figuras 18 e 19. 

 

 

Figura 18: Perfil eletroforético em gel de agarose 1%, evidenciando um fragmento de 753pb resultante da 
amplificação do gene nheB nas linhagens de B. thuringiensis. M- marcador de peso molecular Gene 
Ruler™ 1 kb DNA Ladder (Fermentas). 20 a 162 – linhagens de B. thuringiensis isoladas no Estado do 
Amazonas. Bcer – cepa Bacillus cereus ATCC 14579. Bra – controle negativo. 
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Figura 19: Perfil eletroforético em gel de agarose 1%, evidenciando um fragmento de 753pb 
resultante da amplificação do gene nheB nas linhagens de B. thuringiensis. M- marcador de peso 
molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). 01 a 165 – linhagens de B. thuringiensis isoladas 
no Estado do Amazonas. Bcer – cepa Bacillus cereus ATCC 14579. Bra – controle negativo. 

 

Conforme mostram as figuras 18 e 19 foi evidenciado que das 100 linhagens de B. 

thuringiensis, um total de 59 linhagens (59%) demonstraram a presença do fragmento de 753 

pb que corresponde ao gene nheB. 

Os resultados mostrados nas figuras 18 e 19 confirmam, através da presença do 

fragmento, que estas linhagens isoladas no Amazonas são portadoras do gene nheB. 

 

5.3.3 Componente C (gene nheC) 

 

Com a finalidade de verificar a presença do gene nheC, foi preparada uma reação de 

PCR utilizando-se os iniciadores nheCF e nheCR que amplificam um fragmento de 563pb que 

indica a presença do gene nheC codificador do componente C da enterotoxina não-hemolítica 

(NHE). 

Os dados obtidos na técnica de PCR com este gene para as 100 linhagens de B. 

thuringiensis são apresentados nas figuras 20 e 21. 
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Figura 20: Perfil eletroforético em gel de agarose 1%, evidenciando um fragmento de 563pb resultante da 
amplificação do gene nheC nas linhagens de B. thuringiensis. M- marcador de peso molecular Gene 
Ruler™ 1 kb DNA Ladder (Fermentas). 20 a 162 – linhagens de B. thuringiensis isoladas no Estado do 
Amazonas. Bcer – cepa Bacillus cereus ATCC 14579. Bra – controle negativo. 

 

 

 

Figura 21: Perfil eletroforético em gel de agarose 1%, evidenciando um fragmento de 563pb resultante 
da amplificação do gene nheC nas linhagens de B. thuringiensis. M- marcador de peso molecular 1Kb 
Plus DNA Ladder (Invitrogen). 01 a 165 – linhagens de B. thuringiensis isoladas no Estado do 
Amazonas. Bcer – cepa Bacillus cereus ATCC 14579. Bra – controle negativo. 
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Conforme mostram as figuras 20 e 21, a análise dos produtos de PCR por 

eletroforese em gel de agarose 1% das 100 linhagens de B. thuringiensis amazônicas 

evidenciou uma banda de 563pb correspondente ao tamanho do fragmento que amplifica 

especificamente para o gene nheC. Os resultados indicam que um total de 67 linhagens foi 

positivo para este gene, o que equivale a 67% de todas as linhagens de B. thuringiensis 

analisadas. 

Os resultados obtidos por PCR em cada gene de enterotoxina estudado revelaram que 

as linhagens de B. thuringiensis foram, em média, 70,43% positivas para todos os genes de 

enterotoxinas analisados. 

 

5.4 PERFIS GENOTÍPICOS DAS LINHAGENS DE B. thuringiensis 

AMPLIFICADAS PARA OS GENES DE ENTEROTOXINAS 

 

Os resultados obtidos pela reação de PCR, de cada linhagem de B. thuringiensis 

amplificada ou não, com cada iniciador específico para os genes codificadores das 

enterotoxinas estão organizados na Tabela 06. Esta etapa teve como finalidade identificar 

quais genes poderiam estar presentes nos isolados de B. thuringiensis, bem como determinar o 

perfil genotípico das 100 linhagens de B. thuringiensis (vide tabela 06). 

 

Tabela 06: Identificação e caracterização genotípica de enterotoxinas apresentada pelas 100 
linhagens de B. thuringiensis. 

Linhagens bceT hblA hblD hblC nheA nheB nheC 

B. cereus 

ATCC 14579 
+ + + + + + + 

BtAM 01 + + + + + + + 

BtAM 02 + + + + + + + 

BtAM 03 + + + + + + + 

BtAM 05 + + + + + + + 

BtAM 06  + + + + + + - 

BtAM 07 + + + + + + + 

BtAM 08 + + + + + + + 

BtAM 09 + + + + + + + 

BtAM 10 + + + + + + + 

BtAM 11 + + + + + + + 
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BtAM 12 + + + + + + + 

BtAM 13 + + + + + + + 

BtAM 14 + + + + + + + 

BtAM 15 + + + + + + + 

BtAM 16 + + - + + - + 

BtAM 17 + + + + + + + 

BtAM 18 + + + + + + + 

BtAM 19 + + + + + + + 

BtAM 20 + + - + + - - 

BtAM 23 + + + + + + + 

BtAM 24 + + + + + - + 

BtAM 25 + + + + + + + 

BtAM 26 + + + + + + + 

BtAM 27 + + + + + + + 

BtAM 28 + + + + + + + 

BtAM 30 + + - + + - + 

BtAM 31 + + + + + + + 

BtAM 32 + + + + + + + 

BtAM 33 + + - + + - - 

BtAM 34 + + - + - - + 

BtAM 35 + + + + + + + 

BtAM 36 + + + + + + + 

BtAM 37 - - - - + + - 

BtAM 38 + + + + + + + 

BtAM 39 + + + + + + + 

BtAM 40A  - - - + + - - 

BtAM 40B + + + + + - - 

BtAM 40D - - - + + - - 

BtAM 40E - + - + + - - 

BtAM 41 + + - + + - + 

BtAM 47 + + - + + - - 

BtAM 49 + + + + + + + 

BtAM 50 + + + + + + + 
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BtAM 53 + + + + + - - 

BtAM 54 + + - + + - - 

BtAM 55 + + + + + - + 

BtAM 57 + + - + - - - 

BtAM 60 - - - - - - + 

BtAM 61 + + + + + + + 

BtAM 63 - - - - + + - 

BtAM 65 + - - - - - - 

BtAM 71 + + + + + + + 

BtAM 72 + + + + - - - 

BtAM 73 + + + + + + + 

BtAM 74 - - - - - - - 

BtAM 75 + + + + - - + 

BtAM 76 + + + + - - - 

BtAM 85 - - - - + + - 

BtAM 86 + + - + - - - 

BtAM 87 + + + + + + + 

BtAM 89 + + + + + + + 

BtAM 91 + + + + - - - 

BtAM 94 + + + + - - - 

BtAM 95 + + + + + + + 

BtAM 99 + + + + + + + 

BtAM 102 + + + + + + + 

BtAM 103 + + + + - - - 

BtAM 105 - - - - - - - 

BtAM 107 + + + + - + + 

BtAM 108 + + + + - - + 

BtAM 111 - - - - - - + 

BtAM 112 - - - + - - - 

BtAM 113 + + + + - + + 

BtAM 116 + + + + - + + 

BtAM 117 - - - + - - - 

BtAM 118 + + - + - - - 
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BtAM 119 - - + + - - + 

BtAM 120 - - - - - - - 

BtAM 121 - - - + - - - 

BtAM 122 + + + + - + + 

BtAM 124 + + + + + + + 

BtAM 129 + - - - - - + 

BtAM 131 + + - + - - - 

BtAM 133 + + + + - + + 

BtAM 134 + + + + + + + 

BtAM 135 + + + + + + + 

BtAM 136 + - - - - + + 

BtAM 138 + + + + - - - 

BtAM 142 - - - - + + - 

BtAM 143 - - - - - - + 

BtAM 144 - - - - - + - 

BtAM 153 - + + + - + + 

BtAM 154 + - + + - + + 

BtAM 155 + + + + - + + 

BtAM 156 + + + + + + + 

BtAM 158 + + + + - + + 

BtAM 159 - + + + - + + 

BtAM 161 - - - - + - + 

BtAM 162 - - - - + - - 

BtAM 165 + + - + + + + 

 

De posse desses perfis genotípicos foram montados grupos e a classificação 

genotípica foi realizada de acordo com a amplificação por PCR de cada linhagem. Esses 

grupos foram enumerados de G01 a G27, conforme a ordem de entrada na tabela. Contudo, as 

linhagens que se enquadraram no G27 foram as últimas a ser consideradas, pois como foram 

negativas para todos os genes considerou-se melhor enumerá-las por último, em contraste 

com G01 que amplificou todos os genes. A cepa B. cereus ATCC 14579 não foi inclusa. 

De acordo com os dados referenciados na tabela de caracterização genotípica, foi 

evidenciado que 41% das linhagens de B. thuringiensis foram positivas para todos os genes de 

enterotoxinas (bceT, hblA, hblD, hblC, nheA, nheB e nheC) investigados. Em contrapartida, 



 

 

64 

apenas 3% das linhagens de B. thuringiensis foram negativas para todos os genes 

investigados. 

O restante das linhagens apresentou perfis genotípicos distintos, sendo que alguns 

deles se repetiram em outras linhagens. Outros, porém, foram restritos a somente uma 

linhagem. O perfil genotípico e a classificação genotípica dos grupos referentes às 100 

linhagens de B. thuringiensis é mostrado na tabela que se segue. 

 

Tabela 07: Perfis genotípicos e classificação genotípica das linhagens de B. thuringiensis, 
conforme a amplificação por PCR. 

Grupos 

genotípicos 

Perfis de amplificação dos genes Nº de 

linhagens bceT hblA hblD hblC nheA nheB nheC 

G01 + + + + + + + 41 

G02 + + + + + + - 1 

G03 + + - + + - + 3 

G04 + + - + + - - 4 

G05 + + + + + - + 2 

G06 + + - + - - + 1 

G07 - - - - + + - 4 

G08 - - - + + - - 2 

G09 + + + + + - - 2 

G10 - + - + + - - 1 

G11 + + - + - - - 4 

G12 - - - - - - + 3 

G13 + - - - - - - 1 

G14 + + + + - - - 6 

G15 + + + + - - + 2 

G16 + + + + - + + 7 

G17 - - - + - - - 3 

G18 - - + + - - + 1 

G19 + - - - - - + 1 

G20 + - - - - + + 1 

G21 - - - - - + - 1 

G22 - + + + - + + 2 

G23 + - + + - + + 1 
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G24 - - - - + - + 1 

G25 - - - - + - - 1 

G26 + + - + + + + 1 

G27 - - - - - - - 3 

Total de linhagens 100 

 

5.5 SEQUENCIAMENTO DOS AMPLICONS DOS GENES DE 

ENTEROTOXINAS 

 

As 169 sequências de DNA em boas condições de análise foram submetidas ao sítio 

do NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) e analisados por meio do programa BLAST 2 Sequence 

(ZHANG et al, 2000), o qual analisa e compara a sequência de nucleotídeos da amostra 

padrão depositada no GenBank com as amostras submetidas ao BLASTN. 

Foi feita também a análise das sequências de aminoácidos referentes a estas 169 

amostras. A ferramenta utilizada para a análise de aminoácidos foi o BLASTX 2 Sequence 

(ALTSCHUL et al., 1997), o qual tem a mesma finalidade conferida ao BLASTN. 

Após os resultados obtidos através do BLASTN e BLASTX, foi feita a análise 

molecular no programa MEGA versão 4.0 (TAMURA et al, 2007) e também no programa 

CLC Sequence Viewer 6.0 version (obtido no sítio www.clcbio.com). 

O alinhamento global foi feito na ferramenta CLUSTALW por meio do programa 

CLC Sequence Viewer, por se achar que este obtinha um resultado mais rápido e detalhado 

comparado com o MEGA. 

Para as sequências de DNA (anexos 01-07) conseguiu-se obter um alinhamento para 

todos os genes de enterotoxinas em estudo [bceT (anexo 01); hblA (anexo 02); hblD (anexo 

03); hblC (anexo 04); nheA (anexo 05); nheB (anexo 06); e nheC (anexo 07)]. O alinhamento 

mostrado nos anexos para as sequências de DNA são mostrados no modo identidade, o qual 

analisa o grau de identidade que elas possuem com a sequência padrão. 

Para as sequências de aminoácidos só foi possível obter resultado para três proteínas 

referentes a L1 (anexo 08), L2 (anexo 09) e o componente A de NHE (NheA) (anexo 10). Tal 

fato se deve em virtude destas sequências não apresentarem stop codons. As outras sequências 

de aminoácidos referentes a BceT, Hbl B (componente B de HBL), NheB e NheC 

apresentaram stop codons e, portanto, não foram consideradas. O alinhamento para as 

sequências de aminoácidos foi baseado no modo similaridade de proteína. 
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6 DISCUSSÃO 

 

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 referências bibliográficas 

específicas, abrangendo campos que medeiam desde a taxonomia até a biologia molecular, é 

que direcionamos nossas pesquisas para esta espécie. 

Este trabalho envolveu a identificação nos isolados amazônicos de B. thuringiensis 

dos genes bceT, hblA, hblD, hblC, nheA, nheB e nheC, codificadores das enterotoxinas BceT, 

HBL e NHE, respectivamente. 

Também foi efetuada a caracterização genotípica, seguida da classificação em 

grupos, demonstrada pela amplificação por PCR de cada linhagem de B. thuringiensis a um 

determinado tipo de iniciador. Para algumas linhagens de B. thuringiensis foi realizado o 

procedimento de sequenciamento de nucleotídeos e de aminoácidos dos genes enterotóxicos. 

No Brasil, o levantamento de novos isolados de B. thuringiensis entomopatogênicos 

de solo não tratado com inseticidas biológicos foi relatado por Guaycurus et al. (1988). Neste 

trabalho, as amostras de B. thuringiensis utilizadas foram isoladas de diversas fontes naturais 

(solos, insetos, plantas, água) e oriundas de distintas localidades do Estado do Amazonas 

(vide figura 07), tendo como metodologia de isolamento a descrita por Guaycurus et al. 

(1999). 

Através das características morfotintoriais e morfomoleculares, obtidas pela 

coloração de Gram e pela microscopia sob contraste de fase, todas as linhagens de B. 

thuringiensis foram Gram-positivas, apresentaram células móveis, isoladas, aos pares e 

algumas vezes formando pequenas cadeias. Os esporos livres eram elípticos a cilíndricos, 

sendo que no esporângio localizavam-se na posição central a subterminal, não deformante ao 

restante da célula. A presença de cristais pode ser visualizada no citoplasma de todas as 

células bacilares. 

Os resultados detectados pela técnica de PCR, neste estudo, corroboram com os 

trabalhos de diferentes autores que analisaram a presença destes genes de enterotoxinas em 

linhagens de Bacillus. Como está descrito em várias referências, estes genes codificadores das 

enterotoxinas (BceT, HBL e NHE) estão envolvidos com surtos de intoxicação alimentar por 

B. cereus (OMBUI et al., 1997; MÄNTYNEN e LINDSTRÖM, 1998; HENDRIKSEN et al., 

2006; MORAVEK et al., 2006; SWIECICKA et al., 2006; AL-KHATIB et al., 2007; 

SVENSSON et al., 2007; OUOBA et al., 2008). 

Diversas pesquisas relacionam a semelhança de B. cereus com B. thuringiensis e a 
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produção e ocorrência destas enterotoxinas em B. thuringiensis pelo fato desta bactéria 

pertencer ao mesmo grupo de Bacillus, conhecido como grupo Bacillus cereus.Este grupo 

também inclui as espécies B. weihenstephanensis e B. mycoides (BOURQUE et al., 1995; 

CARLSON et al., 1996; HSIEH et al., 1999; PRÜB et al., 1999; HELGASON et al., 2000; 

STENFORS e GRANUM, 2001; IN´T VELD et al., 2001; HANSEN e HENDRIKSEN, 2001; 

GUINEBRETIÈRE et al., 2002; STENFORS et al., 2002; GRAY et al., 2005; MORAVEK et 

al., 2006; MINAARD et al., 2007). 

No trabalho de Minaard et al. (2007) foram feitas múltiplas análises em linhagens de 

B. cereus para comprovar a presença de genes responsáveis pela virulência desta bactéria. 

Pela técnica de PCR e de ribotipagem, constataram que 10 linhagens apresentaram ao menos 

uma das seqüências de hemolisina BL e 20 estirpes demonstraram, ao menos, uma das 

seqüências da enterotoxina não-hemolítica (NHE). Como relatado por Lindbäck et al. (2004) 

e Guinebretière et al. (2002), o operon nhe está presente em quase todas as linhagens de B. 

cereus. Minaard et al. (2007) encontraram amplicons com ao menos uma seqüência de 

nhe(ABC) em 20 (95%) das 21 linhagens estudadas. O gene bceT foi detectado em nove 

linhagens de B. cereus. 

Gray et al. (2005) através da análise de PCR detectaram a presença do gene hblA em 

duas linhagens de B. thuringiensis e na maioria das linhagens de B. cereus utilizadas em seu 

trabalho. Ankolekar et al. (2008) estudaram 11 isolados de B. thuringiensis e determinaram a 

presença do gene nheA em todos os isolados, utilizando um par de iniciador específico. Ainda, 

nove dos onze isolados de B. thuringiensis foram positivos para os genes hblA e hblD. 

Através do kit RPLA (Oxoid), que determina a presença do componente L2 de HBL, foi 

detectado também a presença deste componente em todos os isolados de B. thuringiensis. 

Os isolados de B. thuringiensis foram previamente relatados por distintos autores por 

apresentarem os genes nhe e hbl e suas toxinas associadas, NHE e hemolisina BL (ABDEL-

HAMEED e LANDEN, 1994; PRUß et al., 1999; GAVIRIA RIVERA et al., 2000; HANSEN 

e HENDRIKSEN, 2001; KYEI-POKU et al., 2007; NGAMWONGSATIT et al., 2008; 

PHELPS e MCKILLIP, 2002). 

Bartoszewicz et al. (2008) detectaram a presença do gene nheA em 17 de 20 isolados 

de B. thuringiensis. Para o gene hblA, 11 das 20 linhagens foram positivas para este gene. 

Similarmente, 178 isolados de B. cereus foram positivas para nheA e 123 foram positivos para 

hblA, de um total de 227 isolados do leite. Os isolados de B. thuringiensis foram coletados de 

amostras de leite fresco em diferentes estações do ano. 

No estudo de Kalyan Kumar et al. (2008) foi investigada a presença dos genes de 
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HBL em cepas de diferentes espécies de Bacillus. Dentre estas espécies de Bacillus as que 

apresentaram resultado positivo em testes de atividade hemolítica foram as cepas de B. cereus 

e B. thuringiensis. O mesmo trabalho apontou, por meio da análise de Western Blot, a 

presença dos componentes da enterotoxina HBL (B, L1 e L2). Notadamente, três das quatro 

cepas de B. thuringiensis utilizadas no estudo foram positivas para HBL por Western Blot. 

Kim e Batt (2008) analisaram por PCR 72 linhagens de B. cereus e cinco de B. 

thuringiensis para os genes do complexo HBL e da enterotoxina BceT. Um total de 46 (64%) 

de linhagens de B. cereus foram positivas por PCR para os genes hblA, hblC e hblD da 

hemolisina BL. As cinco linhagens de B. thuringiensis foram positivas para os três 

componentes da hemolisina BL. Por outro lado, um total de 41 (57%) das linhagens de B. 

cereus testadas foram positivas por PCR para o gene bceT, enquanto que todas as cinco 

linhagens de B. thuringiensis apresentaram este gene. 

Ngamwongsatit et al. (2008) estudaram a presença dos genes hbl(ACD) e nhe(ABC) 

em 616 linhagens de Bacillus, sendo 411 de B. cereus e 205 de B. thuringiensis. Os resultados 

deste estudo indicaram por PCR multiplex, a presença de todos os genes hbl(ACD) em 

86,80% das linhagens de B. thuringiensis, mas somente em 65,94% das linhagens de B. 

cereus. A alta ocorrência dos genes hbl em B. thuringiensis revelou que este operon é mais 

comum em B. thuringiensis do que em B. cereus, como previamente sugerido por Gaviria 

Rivera et al. (2000). Em contrapartida, todas as linhagens de B. thuringiensis e B. cereus 

apresentaram os genes do complexo NHE (genes nheABC). 

De acordo com Swiecicka et al. (2006) linhagens de B. thuringiensis portando os 

genes da enterotoxina NHE foram encontrados mais frequentemente (nheA, 100%; nheB, 

77%; nheC, 96%) do que aquelas com os genes da hemolisina BL (hblACD, 74%). 

Yuan et al. (2002) determinaram a presença do gene bceT e de hblA em quatro 

linhagens de B. thuringiensis sub. israelensis tanto pelo método de PCR quanto por 

imunoensaio (TECRA VIA e BCET-RPLA) quando comparadas com a linhagem B. cereus 

F4433/73 (linhagem de isolado clínico). 

Zhou et al. (2008) investigaram a ocorrência de nove isolados de B. thuringiensis em 

leite pasteurizado e detectaram a presença de todos os genes da enterotoxina NHE (nheA 

100%, nheB 100% e nheC 100%) nestes isolados. Os resultados de PCR também mostraram 

os genes da hemolisina BL (hblA, hblD e hblC) em sete dos nove (cerca de 77,8% do total) 

isolados de B. thuringiensis. 

A existência de genes de enterotoxinas relacionados a B. cereus e sua expressão em 

B. thuringiensis foram relatados por outros estudos (DAMGAARD et al., 1996; GAVIRIA 
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RIVERA et al., 2000; HANSEN e HENDRIKSEN, 2001). 

Conforme relatos de Drobniewski (1994), B. thuringiensis não constitui em ameaça 

alguma à saúde humana quando usado como um pesticida microbiano. 

Nesta pesquisa, as melhores condições para a amplificação, via PCR, tais como 

concentração dos iniciadores, dos dNTPs, do MgCl2, da Taq DNA polimerase, assim como o 

grid de anelamento dos iniciadores (item 4.8.2), foram cuidadosamente analisadas e 

estabelecidas. 

Com base nos resultados fornecidos pela técnica de PCR, ficou evidenciado que não 

foi necessário a extração e purificação do DNA, pois as células bacterianas foram lisadas 

através de um protocolo simples e rápido de fervura e congelamento (item 4.6.1), o que está 

em conformidade com os dados obtidos por Guaycurus (1999). 

A aplicação da técnica de PCR com iniciadores específicos e diferenciais (tabela 03), 

para as enterotoxinas NHE, HBL e BceT mostrou-se amplamente útil na identificação e na 

determinação de quais dos genes de enterotoxinas, relacionados com os fatores de virulência, 

estariam presentes nas estirpes de B. thuringiensis (tabela 06) e, também, na caracterização do 

perfil genotípico (tabela 07). 

Conforme o perfil genotípico, vinte e sete grupos puderam ser caracterizados (vide 

Tabela 07). Pelos resultados o grupo 01 reuniu 41% dos isolados de B. thuringiensis que 

amplificaram os genes codificadores das enterotoxinas. 

Chama atenção que somente 3% das estirpes de B. thuringiensis não apresentaram 

perfil de amplificação para nenhum dos sete genes codificadores das enterotoxinas estudadas 

(Tabela 07). 

De acordo com a identificação molecular fornecida pela reação de PCR, foi possível 

determinar quais dos genes que codificam as enterotoxinas (BceT, HBL e NHE) estariam 

presentes nos isolados de B. thuringiensis. E, pelos resultados obtidos, 84% das cepas de B. 

thuringiensis foram positivas para o gene hblC; 78% para o gene bceT; 77% para o gene hblA; 

67% para o gene nheC; 65% para o gene hblD; 63% para o gene nheA; e 59% para o gene 

nheB. 

Dos resultados analisados, pode-se destacar que 70,43% dos isolados de B. 

thuringiensis foram positivos, pelo menos, para um dos sete genes enterotóxicos avaliados 

(tabela 06). 

A última etapa do trabalho baseou-se no sequenciamento do amplicon de algumas 

amostras de B. thuringiensis, cuja finalidade foi analisar e comparar as sequências de 

nucleotídeos e aminoácidos obtidas com as sequências depositadas no GenBank. 
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Os resultados obtidos no sequenciamento estão disponíveis nos Anexos de 01 a 10 e 

são descritos a seguir. 

As linhagens de B. thuringiensis apresentaram regiões conservadas que estão 

localizadas no meio das seqüências correspondentes aos fragmentos amplificados dos genes 

de enterotoxinas pesquisados tanto na análise por BLASTN quanto por BLASTX. A análise 

pelas duas plataformas indicou que estas regiões conservadas estão presentes em todas as 

linhagens de B. thuringiensis estudadas. 

Ademais, estas regiões constantes ou conservadas, provavelmente, estejam 

relacionadas com os domínios funcionais que podem conferir a atividade biológica das 

enterotoxinas estudadas. As regiões constantes foram observadas, em grande maioria, nas 

seqüências das amostras analisadas, conforme indicam os Anexos de 01 a 10. 

Quando todas as linhagens foram submetidas à análise pelo programa MEME 

(BAILEY e ELKAN, 1994), a fim de verificar os domínios (regiões de sequências 

conservadas), o que foi observado é que todas as linhagens possuem pelo menos três regiões 

conservadas em nível de nucleotídeo, quando comparadas com a cepa padrão B. cereus ATCC 

14579. 

O que varia entre as linhagens e a cepa padrão é justamente a posição destes 

domínios, sendo que algumas linhagens apresentaram distâncias maiores entre eles, e outras 

com distâncias menores. Esta mesma linha de raciocínio foi observada quando as linhagens 

foram comparadas entre si. Além disso, muitas linhagens de B. thuringiensis apresentaram 

domínios duplicados, porém distantes entre si. Outras linhagens apresentaram domínios 

duplicados, mas estes se achavam translocados em outras regiões das sequências de DNA. 

Além de ter sido verificado a presença de regiões constantes, as amostras de B. 

thuringiensis revelaram no sequenciamento grande variabilidade tanto no início quanto no 

término das seqüências. Esta variabilidade observada é passível de ocorrer devido sua 

proximidade com os iniciadores (forward e reverse), em decorrência de artefatos do próprio 

método de sequenciamento. Regiões variáveis de início e término de sequenciamento são 

mostradas nos anexos de 01 a 07. 

Foi observada também a presença de regiões variáveis no meio das seqüências de B. 

thuringiensis analisadas. Geralmente, a presença de variabilidade no meio das seqüências das 

amostras deve-se, provavelmente, às mutações que estas linhagens de B. thuringiensis 

sofreram como parte do processo evolutivo, visto que mutações são comuns entre grupos de 

microrganismos, principalmente bactérias, como forma de se adaptarem a novos ambientes. 

Esta variabilidade no meio das seqüências pode ser observada através da presença de 
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gaps, como também a ocorrência de mutações no DNA analisado que podem ser vistas por 

meio de duplicações, inversões ou substituições de bases, por exemplo. As alterações nas 

sequências são mostradas nos Anexos de 01 a 07. 

Depois que foi feita a análise das sequências de nucleotídeos no programa CLC 

Sequence Viewer através da ferramenta CLUSTALW e feita a comparação das amostras com 

a sequência da cepa padrão, teve-se a idéia de comparar também as sequências de 

aminoácidos de cada enterotoxina pesquisada. Este tipo de análise foi realizado para verificar 

se as proteínas que estes genes sintetizam nas linhagens de B. thuringiensis são similares às 

proteínas produzidas por Bacillus cereus. 

Os dados revelaram que as sequências de aminoácidos, tais quais as sequências de 

nucleotídeos, apresentaram variabilidade no início das mesmas. Entretanto, a região 

localizada na porção central do fragmento permaneceu conservada para a maioria das 

amostras. 

A grande maioria das linhagens analisadas, a partir do momento que foram feitos os 

alinhamentos globais, apresentou o que pode supor que sejam stop codons. Estes possíveis 

stop codons não estavam distribuídos uniformemente. Em algumas linhagens, eles se 

encontravam no início da seqüência de aminoácidos, em outras estavam localizados na região 

central ou no fim da seqüência. 

A presença de stop codons nas sequências compromete a funcionalidade da proteína 

em estudo, pois se sabe que a atividade biológica de NHE e HBL é observada somente 

quando os seus três componentes são sintetizados, já que para estas duas proteínas é 

necessário que todos os seus componentes estejam na forma ativa, sem que sua tradução seja 

comprometida por stop codons. Este mesmo raciocínio é válido para a proteína BceT. 

Entretanto, a fim de comprovar se realmente nas seqüências analisadas existem 

alterações importantes como, por exemplo, stop codons ou mutações não silenciosas, faz-se 

necessário realizar uma análise de sequenciamento mais minuciosa, com um maior número de 

vezes, e, de preferência, com os iniciadores nas duas direções. 

Porém, como este trabalho visou fazer um estudo de homologia entre as seqüências 

das linhagens de B. thuringiensis com as seqüências depositadas no banco de dados, o 

sequenciamento foi feito uma única vez e, por isso, é possível que estes stop codons, 

observados nas seqüências de aminoácidos das enterotoxinas NHE, HBL e BceT, sejam 

artefatos de sequenciamento (defeito) e, não necessariamente, um término real de tradução. 

Ademais, para saber se as proteínas das amostras analisadas correspondiam às 

proteínas codificadas pelos genes de enterotoxinas, foi utilizado a plataforma do Pfam 
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(www.pfam.sanger.ac.uk/search) e InterProScan (www.ebi.ac.uk/Tools/InterProScan/), onde 

foi verificado que as sequências de aminoácidos das linhagens de B. thuringiensis, que 

estavam em boas condições de serem analisadas, realmente correspondiam às sequências de 

proteínas depositadas no banco de dados do Pfam e InterProScan. 

A variabilidade das sequências de proteínas observadas nas linhagens de B. 

thuringiensis, provavelmente, deve-se às mutações que esta espécie deve ter sofrido no 

processo evolutivo, em que pese que estes bacilos habitantes do solo tiveram de se adaptar a 

novas condições do ambiente, como forma de garantir a perpetuação da espécie e de se 

adequar a um ambiente que está em constante mudança como é o caso do solo. 

Em geral, a análise do alinhamento em nível de proteína revelou que as linhagens de 

B. thuringiensis apresentaram variabilidade de aminoácidos, notadamente observada no início 

do sequenciamento, mas também são dotadas de regiões conservadas que estão localizadas 

praticamente na parte central do seqüenciamento. 

Apesar de se ter conseguido identificar sequências de aminoácidos de algumas 

enterotoxinas (no caso, L1, L2 e NheA) em diferentes linhagens de B. thuringiensis isoladas 

no Estado do Amazonas, não se pode afirmar que essas linhagens produzem estas 

enterotoxinas, pois para isso seria necessário detectar a atividade biológica e realizar testes 

bioquímicos e imunológicos. 

É importante ressaltar que as amostras de Bacillus thuringiensis estudadas não foram 

provenientes de nenhum tipo de alimento ou surtos tóxico-alimentares e, sim, foram oriundas 

de variadas fontes, tais como solo, lama, insetos mortos, plantas entre outros. Os resultados 

fornecidos por esta pesquisa mostram que os genes codificadores das três principais 

enterotoxinas (BceT, HBL e NHE) encontram-se largamente distribuídos em estirpes de B. 

thuringiensis encontradas em ambientes naturais. 

Este trabalho forneceu um melhor conhecimento das enterotoxinas presentes nas 

linhagens amazônicas de Bacillus thuringiensis, e pode oferecer, também, subsídio para o 

desenvolvimento de um kit de diagnóstico molecular para detecção de fatores de virulência 

em novos isolados de Bacillus. 
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7. CONCLUSÕES 

 

1. As linhagens de B. thuringiensis isoladas no Estado do Amazonas apresentaram 

perfis distintos de amplificação para os genes de enterotoxinas pesquisados, onde: 

78% das linhagens foram positivas para bceT; 77% para hblA; 65% para hblD; 

84% para hblC; 63% para nheA; 59% para nheB; e 67% foram positivas para 

nheC; 

 

2.  A caracterização genotípica das 100 linhagens estudadas determinou que 41% 

foram positivas para todos os genes de enterotoxinas, enquanto apenas 3% delas 

foram negativas para todos os genes; 

 
3. Uma média de 70,43% do total das linhagens de B. thuringiensis foi positiva para 

ao menos um dos sete genes de enterotoxinas pesquisados; 

 
4. O alinhamento global das sequências de nucleotídeos das linhagens de B. 

thuringiensis mostrou que as mesmas possuem uma região muito conservada e de 

alta identidade com as sequências depositadas no banco de dados do GenBank; 

 
5. O alinhamento global das sequências de aminoácidos das proteínas L1, L2 e NheA 

mostrou que as linhagens de B. thuringiensis possuem regiões similares com as 

sequências de aminoácidos disponíveis no banco de dados do Pfam e InterProScan. 
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8. PERSPECTIVAS 

 

 

• Proceder análise mais completa das seqüências dos genes de enterotoxinas estudados 

nas linhagens de B. thuringiensis; 

• Desenvolver um kit de diagnóstico molecular a fim de detectar esse conjunto de 

enterotoxinas em outros isolados de Bacillus ou de gêneros bacterianos diferentes. 
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ANEXO 01: 

Alinhamento em modo identidade das sequências de nucleotídeos do gene bceT 
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ANEXO 02: 

Alinhamento em modo identidade das sequências de nucleotídeos do gene hblA 
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ANEXO 03: 

Alinhamento em modo identidade das sequências de nucleotídeos do gene hblD 
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ANEXO 04: 

Alinhamento em modo identidade das sequências de nucleotídeos do gene hblC 
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ANEXO 05: 

Alinhamento em modo identidade das sequências de nucleotídeos do gene nheA 
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ANEXO 06: 

Alinhamento em modo identidade das sequências de nucleotídeos do gene nheB 
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ANEXO 07: 

Alinhamento em modo identidade das sequências de nucleotídeos do gene nheC 
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ANEXO 08: 

Alinhamento em modo similaridade das sequências de aminoácidos do 

componente L1 da hemolisina BL 
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ANEXO 09: 

Alinhamento em modo similaridade das sequências de aminoácidos do 

component L2 da hemolisina BL 
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ANEXO 10: 

Alinhamento em modo similaridade das sequências de aminoácidos do 

componente A da enterotoxina NHE 
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