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SANTOS, CLELTON APARECIDO DOS. Ocorrência e diversidade de fatores de 

virulência em isolados brasileiros de Bacillus cereus provenientes de alimentos e do solo. 

2009. Dissertação de Mestrado em Genética e Biologia Molecular–Universidade Estadual de 
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Resumo 

 

Linhagens de B. cereus são isoladas de uma variedade de ambientes, incluindo alimentos e 

solo, e muitas linhagens causam dois tipos de intoxicação alimentar: vômito e diarreia. 

Diversos fatores de virulência, incluindo atividade hemolítica, produção de enterotoxina e 

lecitinase e motilidade, foram pesquisados em isolados brasileiros de B. cereus provenientes 

de amostras de alimentos contaminados, alimentos e solo. Em acréscimo, foi avaliada também 

a ocorrência e a diversidade genética dos genes ces, plcR-papR, nheA, bceT, gyrB, cytK-2 e 

plcA por RE-PCR (Restriction Endonuclease–PCR). Os fatores de virulência apresentaram 

distribuição variável nos três grupos de isolados e os genes plcR-papR apresentaram a maior 

diversidade genética entre os três grupos. A análise de variância molecular (AMOVA) 

considerando todos os locos analisados evidenciou que a porcentagem de variação genética 

dentro de cada grupo de isolados foi significativamente maior (92,22%), que entre os grupos 

(7,78%). Os resultados obtidos demonstram que o conjunto gênico de B. cereus é a principal 

característica que permite a distribuição cosmopolita desta bactéria. Por outro lado, a 

expressão dos genes codificantes para os fatores de virulência é um fator determinante mais 

do comportamento que da presença desta bactéria no ambiente. 

 
Palavras-chave: Bacillus cereus, alimentos, solo, fatores de virulência, RE-PCR. 
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SANTOS, CLELTON APARECIDO DOS. Occurrence and diversity of virulence factors 

in Brazilian Bacillus cereus strains isolated from food and soil. 2009. Dissertação de 

Mestrado em Genética e Biologia Molecular–Universidade Estadual de Londrina. 

 
Abstract 

 

Strains of B. cereus are isolated from a variety of environments, including food and soil, and 

many strains cause two types of food poisoning: emesis and diarrhea. Brazilian B. cereus 

strains from food-poisoning, food-borne and soil samples were screened for a broad range of 

virulence factors, including haemolytic activity, enterotoxin and lecithinase production and 

motility. In addition, the occurrence and the genetic diversity of the genes ces, plcR-papR, 

nheA, bceT, gyrB, cytK-2 and plcA were also evaluated. The virulence factors showed variable 

distribution in the three groups of strains and the plcR-papR genes showed the highest genetic 

diversity among the three groups. The analysis of molecular variance (AMOVA) considering 

the loci analyzed in this study showed that the percentage of genetic variation intragroup of 

isolates was significantly higher (92.22%), than intergroup (7.78%). The obtained results 

demonstrate that the gene set of B. cereus is the main feature that allows its cosmopolitan 

distribution. Furthermore, the expression of its virulence genes is a more important aspect of 

the behavior than the presence of the bacterium in the environment. 

 
Keywords: Bacillus cereus; food-poisoning; food-borne; soil; virulence factors, RE-PCR  
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Bacillus cereus e Doença Transmitida por Alimentos 

 

B. cereus é uma bactéria Gram-positiva, esporulante, aeróbia, com crescimento 

facultativo em anaerobiose, mesófila, com temperatura de crescimento variando de 10 a 48°C, 

mas com crescimento ótimo em temperaturas entre 28 e 35°C. Linhagens desta espécie 

apresentam células vegetativas em forma de bastonete e motilidade pela presença de flagelos 

peritríquios, forma colônias irregulares, utiliza glicose como fonte de carbono (mas não 

manitol, arabinose ou xilose), hidrolisa amido e gelatina, apresenta atividade hemolítica, 

resistência à ampicilina e forte produção de lecitinase (VILAS-BÔAS et al., 2007). Inúmeras 

linhagens de B. cereus são, reconhecidamente, agentes causadores de Doença Transmitida por 

Alimentos (DTA). 

Doença Transmitida por Alimentos é uma síndrome de natureza infecciosa ou 

tóxica causada pela ingestão de alimentos que contenham agentes etiológicos de origem 

biológica ou química em quantidades que afetem a saúde do consumidor (SVS, 2005). Surtos 

de DTA se caracterizam por episódios nos quais duas ou mais pessoas apresentam, num 

determinado período de tempo, sinais e sintomas semelhantes, após ingestão de um mesmo 

alimento considerado contaminado por evidência clínica, epidemiológica e ou laboratorial 

(OMS, 2008). 

Os sintomas mais comuns de DTA de origem microbiana são manifestações 

gastrointestinais, tais como, diarreia e vômito. Contudo, dependendo da patogenicidade do 

microrganismo e das condições de saúde do indivíduo afetado, a doença pode ser grave. Neste 

caso, a doença, aguda ou crônica, pode afetar outros órgãos, causando distúrbios no sistema 
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nervoso central, no sistema circulatório, nos pulmões, fígado, rins, olhos entre outros órgãos 

(KOTIRANTA et al., 2000). 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) estima que, nos países em 

desenvolvimento, ocorra anualmente mais de um bilhão de casos de diarreia, principalmente 

em crianças menores de cinco anos. Destes, acredita-se que mais de cinco milhões evoluam 

para o óbito. Entretanto, apesar da comprovada relação entre várias doenças com a ingestão 

de alimentos contaminados e do elevado número de internações hospitalares causadas por 

doenças deste escopo, pouco se conhece sobre a real magnitude do problema, devido à 

precariedade das informações disponíveis, sendo muito pequeno o número de casos relatados. 

As DTA de origem microbiana podem ser divididas em duas categorias: 

intoxicações alimentares, cuja ocorrência é devida a ingestão de alimentos contendo toxinas 

microbianas pré-formadas, durante a multiplicação do microrganismo patogênico no alimento 

e; toxi-infecções alimentares, que ocorre por consequência da ingestão de alimentos contendo 

células vegetativas de bactérias patogênicas. Estes microrganismos aderem à mucosa do 

intestino humano colonizando-o. Em seguida, pode ocorrer invasão da mucosa e penetração 

dos tecidos, e produção de toxinas (KRAMER & GILBERT, 1989). 

Bacillus cereus se destaca como um dos agentes etiológicos de surtos de DTA 

(ARNESEN et al., 2008), por ser uma bactéria capaz de causar tanto intoxicações quanto toxi-

infecções alimentares. As células vegetativas de B. cereus têm a capacidade de se multiplicar 

rapidamente em contato com alimentos, o que provoca alterações na textura e/ou no odor do 

alimento devido à produção de inúmeras toxinas que são responsáveis pelo processo de 

intoxicação alimentar (GRANUM & LUND, 1997). 

Esta natureza oportunista de B. cereus como patógeno, é relacionada com a 

capacidade de produzir vários fatores de virulência não específicos, incluindo fosfolipases, 

hemolisinas e enterotoxinas (DROBNIEWSKI, 1993). A síndrome diarréica produzida por B. 
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cereus, acontece em função do consumo de alimentos contendo células vegetativas que, no 

intestino podem se multiplicar passando a produzir enterotoxinas, como as dos complexos 

HBL (hemolisina BL) e NHE (enterotoxina não hemolítica), além de outras toxinas como 

CytK (citotoxina-K), bc-D-ENT (enterotoxina-T), entFM (enterotoxina FM) (ARNESEN et 

al., 2008). Já a síndrome emética (responsável por vômito), ocorre pela ingestão de alimento 

contaminado com a toxina emética cereulide produzida durante a multiplicação das células 

vegetativas nos alimentos (KRAMER & GILBERT, 1989). 

A confirmação laboratorial de uma doença de origem alimentar é realizada após a 

confirmação do agente etiológico no alimento e em material biológico do paciente. Tendo-se 

em mente o fato de a intoxicação por B. cereus ser causada por linhagens diferentes, o que 

leva a variação no tipo de enterotoxina e na quantidade de células vegetativas e esporos 

presentes nos alimentos, é consenso que a dose necessária para que um dado alimento seja 

considerado seguro para consumo humano, não deve ultrapassar 103 UFC de B. cereus por 

grama ou mililitro de alimento (GRANUM, 2002). 

Linhagens de B. cereus têm sido frequentemente isoladas a partir de amostras de 

solo (PERUCA et al., 2008), leite, cereais, vegetais, entre outros alimentos (RAJKOVIC et 

al., 2006; REYES et al., 2007). No entanto, essa bactéria representa grande preocupação para 

a indústria de alimentos lácteos, pois seus esporos têm a capacidade de sobreviver ao 

tratamento térmico (KRAMER & GILBERT, 1989). 

De acordo com Heyndrickx & Scheldeman (2002) a contaminação alimentar por 

B. cereus é fácil de ocorrer pelo fato dos seus esporos serem encontrados em todos os tipos de 

ambientes, o que torna praticamente impossível que estes não sejam detectados em alimentos 

crus ou frescos. Por esta razão, eventos que geram contaminação podem ocorrer após 

tratamento térmico insuficiente ou devido à recontaminação após o processamento. 

Tratamentos de calor como a pasteurização (ao menos 71,7°C durante 15 segundos) são 
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eficientes para matar células vegetativas, mas não esporos. Como consequência, a ausência de 

células vegetativas de outros microrganismos no alimento, possibilita que esporos de B. 

cereus, que sobreviveram ao tratamento térmico se multipliquem com pouca ou nenhuma 

competição com outros microrganismos. Em acréscimo, esporos de B. cereus apresentam 

características adesivas que facilitam a sua fixação à superfície interna de equipamentos 

envolvidos com o processamento ou embalagem de alimentos, seguindo-se a formação de 

biofilmes. 

Além de estarem envolvidas em casos de DTA, algumas linhagens de B. cereus 

também têm sido relacionadas a graves doenças como septicemias, endocardite, pneumonia, 

infecções cutâneas, infecções ortopédicas, meningite e infecções de feridas traumáticas 

(CALLEGAN et al., 2007). De modo geral, a patogenicidade é inicialmente relacionada com 

infecções em feridas que podem evoluir para infecções sistêmicas (HELGASON et al., 2000). 

Alguns estudos demonstram que linhagens de B. cereus fazem parte da microbiota fecal de 

indivíduos saudáveis, havendo algumas indicações que a sua presença é mais comum nos 

meses de verão, sendo, também, dependente dos hábitos alimentares. Entretanto, as células de 

B. cereus parecem não permanecer por longos períodos de tempo no corpo humano 

(MINNAARD et al., 2001). 

 

1.2 Detecção e Caracterização de Linhagens de Bacillus cereus 

 

Algumas estratégias metodológicas têm sido desenvolvidas para detectar a 

presença de linhagens de B. cereus em diferentes alimentos. Muitos destes métodos baseiam-

se na habilidade desta bactéria crescer na presença de polimixina B e apresentar reações 

positivas com lecitinase. Esses métodos convencionais requerem um teste de confirmação que 

pode levar até quatro dias, o que impede a liberação do diagnóstico antes disto, tornando-os 
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demorados. Além disso, os meios seletivos utilizados propiciam o crescimento de outras 

bactérias, além de B. cereus, dificultando a sua identificação. 

Existem métodos mais rápidos que vêm substituindo os convencionais, tais como 

os testes de detecção por ensaio imunológico ou, ainda, a Reação em Cadeia da Polimerase 

(PCR). Os métodos imunológicos são capazes de identificar linhagens de B. cereus apenas 

pela presença de toxinas produzidas. Os métodos baseados em PCR, normalmente, têm como 

alvo a amplificação dos genes que codificam fatores de virulência como: hbl (enterotoxina 

HBL), nhe (enterotoxina não hemolítica NHE), bceT (enterotoxina T), ces (toxina emética 

cereulide), associados ao sequenciamento do gene do 16S RNAr para confirmação da correta 

identificação do microrganismo (MÄNTYNEN & LINDSTRÖM, 1998). 

Vários estudos têm sido realizados para avaliar a produção de toxinas em isolados 

de B. cereus e identificar a presença de genes responsáveis por sua formação (MÄNTYNEN 

& LINDSTRÖM, 1998; HSIEH et al., 1999; PRÜß et al., 1999; GUTTMANN & ELLAR, 

2000; HANSEN & HENDRIKSEN, 2001; EHLING-SCHULZ et al., 2006). Estes estudos são 

necessários, dado que nem todos os isolados desta bactéria têm os genes para codificar todas 

as toxinas conhecidas, e mesmo nas linhagens que possuem tais genes, a expressão dos 

mesmos não está sempre presente, sendo modulada por uma variedade de fatores (ROWAN et 

al., 2001). Deste modo, esses estudos se tornam cada vez mais importantes, visto a grande 

incidência de casos, de contaminação alimentar, produzidos por linhagens de B. cereus. 

Apesar de alguns estudos identificarem a presença ou a ausência de genes 

codificantes para fatores de virulência entre isolados de B. cereus, são poucos os estudos que 

analisam o grau de polimorfismo na sequência de DNA desses genes. 

Schraft et al. (1996), empregando a metodologia RE-PCR (Restriction 

Endonuclease–PCR), PCR seguida por digestão com enzima de restrição, caracterizaram 

linhagens de B. cereus isoladas de alimentos quanto a ocorrência de diversidade genética na 



18 
 

sequência de DNA do gene cerAB, que codifica a cereulisina AB, uma toxina com atividade 

de fosfolipase C e esfingomielinase. Neste trabalho eles, através da combinação do perfil de 

ácidos graxos e reações de RE-PCR, foram capazes de identificar agrupamentos específicos, 

nos quais isolados com características mesófilas e psicrófilas foram preferencialmente 

reunidos. 

Jensen et al. (2005), utilizando-se da reação de RE-PCR caracterizaram linhagens 

do grupo B. cereus, quanto ao polimorfismo do gene gyrB, cujo produto de expressão codifica 

uma subunidade B da DNA girase, uma enzima que por participar do processo de replicação 

do DNA é essencial para a sobrevivência da célula bacteriana. Os resultados obtidos com esse 

estudo revelaram a ausência de poder discriminatório entre isolados de B. cereus e de B. 

thuringiensis, uma espécie que também compõe o grupo do B. cereus. Contudo, apesar da 

relação taxonômica, entre essas bactérias, ser confusa Vilas-Bôas et al. (2002), usando MLEE 

(Multi-Locus Enzyme Electrophoresis) obteve a diferenciação genética entre isolados de B. 

cereus e B. thuringiensis. 

Outros estudos de caracterização de linhagens de B. cereus são aqueles que se 

utilizam de marcadores tipo RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA) (NILSSON 

et al., 1998; SVENSSON et al., 1999) e REP-PCR (Repetitive Extragenic Palindromic – 

PCR) (CHERIF et al., 2007; PERUCA et al., 2008), contudo, apesar desses marcadores serem 

boas ferramentas para analisar o grau de diversidade genética entre as linhagens estudadas, 

por si só, são incapazes de determinar o nível de polimorfismo dentro de genes específicos. 

 

1.3  Fatores de virulência em Bacillus cereus 

 

Os principais fatores de virulência de B. cereus, parecem ser aqueles envolvidos 

com sua capacidade de causar DTA. Enquanto a síndrome emética é causada por uma única 
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toxina, designada cereulide (AGATA et al., 1994, 1995), até cinco enterotoxinas já foram 

correlacionadas com a síndrome diarréica. 

A toxina emética cereulide é um duodecapeptídio com estrutura: [D-O-Leu-D-Ala-

L-O-Val-L-Val]3 (AGATA et al., 1994). Essa toxina é produzida por uma peptídeo sintetase 

não ribossomal, codificada por um cluster de genes chamado ces de 2,4-kb (EHLING-

SCHULZ et al., 2005), localizado num megaplasmídio relacionado ao plasmídio pXO1 de B. 

anthracis (EHLING-SCHULZ et al., 2006). Esse plasmídio foi originalmente nomeado de 

pBCE4810, mas também é referenciado como pCER270 (RASKO et al., 2007). 

Devido ao fato da toxina emética cereulide ser resistente em condições ácidas, à 

proteólise e às altas temperaturas, ela não é destruída pelo suco gástrico, enzimas proteolíticas 

do trato intestinal ou aquecimento de alimentos, podendo conduzir a vômito poucas horas 

após sua ingestão (SHINAGAWA et al., 1996). O mecanismo pelo qual a toxina cereulide 

conduz à síndrome emética em humanos não é bem definido. Contudo, experimentos 

utilizando modelos animais parecem evidenciar um mecanismo mediado pela ligação da 

toxina a receptores específicos, presentes no duodeno. A ligação da toxina cereulide ao 

receptor 5-HT3, presente no duodeno, seguida pela estimulação do nervo vago aferente causa 

vômito no mamífero Suncus murinus, um modelo animal utilizado nestes experimentos 

(AGATA et al., 1995). 

Cinco principais enterotoxinas são correlacionadas com o desenvolvimento da 

síndrome diarréica, e são conhecidas como: hemolisina BL (HBL), enterotoxina não 

hemolítica (NHE), enterotoxina-T (bc-D-ENT), citotoxina-K (CytK) e enterotoxina FM 

(entFM). As mais comuns dessas enterotoxinas, HBL e NHE, são formadas por complexos 

protéicos codificadas por três genes localizados nos operons hbl e nhe, respectivamente 

(RYAN et al., 1997; GRANUM et al., 1999). 
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A enterotoxina HBL é formada por um complexo composto por três componentes, 

descrito por Beecher & Wong, (1994). Uma das proteínas do complexo é um componente de 

ligação de 35 kDa, designado componente B, os outros dois componentes, L1 (36 kDa) e L2 

(45 kDa), são elementos líticos. Os três componentes (B, L1 e L2) são codificados pela 

expressão dos genes hblA, hblD e hblC, respectivamente. Esses genes estão organizados em 

um único operon (hbl), junto com o gene hblB, cuja expressão codifica uma proteína com 

função desconhecida, que parece não ser necessária para a atividade biológica da enterotoxina 

HBL (RYAN et al., 1997), a qual possui, além de atividade hemolítica, ação citotóxica e 

dermonecrótica (BEECHER & WONG, 1994; BEECHER et al., 1995). 

A enterotoxina não hemolítica NHE, descrita por Lund & Granum (1996), é 

também formada por um complexo protéico constituído por três componentes, que difere do 

complexo HBL por sua atividade não hemolítica, apesar de um estudo recente ter 

demonstrado que o complexo NHE possui propriedades estruturais e funcionais semelhantes à 

família de hemolisinas ClyA (HlyE, SheA) que são sintetizadas durante o crescimento 

anaeróbico de Escherichia coli, Shigella flexneri e Salmonella spp. (FAGERLUND et al., 

2008). 

O complexo NHE é composto pelos polipeptídeos NheA (41 kDa), NheB (39,8 

kDa) e NheC (36,5 kDa) codificados pelos genes nheA, nheB e nheC, respectivamente 

(LUND & GRANUM, 1996). A enterotoxina NHE apresenta citotoxicidade mesmo em 

concentrações muito baixas, sendo o máximo de atividade citotóxica observada na proporção 

NheA: NheB: NheC 10: 10: 1, determinada em ensaios de células Vero (LINDBÄCK et al., 

2004). Os genes nheA, nheB e nheC já foram clonados e caracterizados e estão reunidos em 

um único operon (GRANUM et al., 1999; LINDBÄCK et al., 2004). 

Os complexos HBL e NHE podem ser detectados por imunoensaios comerciais. O 

componente L2 da enterotoxina HBL é detectado por um kit de aglutinação de enterotoxina 
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da Oxoid, designado BCET-RPLA (B. cereus Enterotoxin-Reversed Passive Latex 

Agglutination kit). Além disso, a proteína de 45 kDa do complexo NHE pode ser detectada 

pelo imunoensaio visual de enterotoxinas diarréicas de Bacillus da Tecra, BDE (Bacillus 

Diarrheal Enterotoxin Visual Immunoassay) (BEECHER & WONG, 1994). 

As outras três enterotoxinas de B. cereus são monoméricas: bc-D-ENT codificada 

pelo gene bceT (AGATA et al., 1995; OMBUI et al., 1997) , CytK produto da expressão do 

gene cytK (LUND et al., 2000), e a EntFM codificada pelo gene entFM (ASANO et al., 

1997). 

O gene bceT, que codifica a enterotoxina bc-D-ENT, já foi clonado e sequenciado 

e o produto de sua expressão é descrito como uma toxina que exibe citotoxicidade para 

células Vero, causa permeabilidade vascular, acumulação de fluidos no íleo de ratos e é letal 

para camundongos após injetada. No entanto, devido a dificuldades técnicas no processo de 

clonagem do gene desta toxina, alguns autores (CHOMA & GRANUM, 2002), questionam a 

classificação da mesma. 

A citotoxina K, uma proteína de 34 kDa, foi isolada no ano 2000 (LUND et al., 

2000). Essa toxina exibe habilidade de formar poros nas membranas celulares, além de 

atividade necrótica e hemolítica. Duas formas diferentes de CytK, designadas CytK-1 e  

CytK-2, foram descritas (FAGERLUND et al., 2004). Essas toxinas exibem 89% de 

homologia na sequência de aminoácidos, sendo que a maior diferença entre essas duas 

proteínas está no efeito biológico. Quando comparadas, CytK-1 apresentou maior grau de 

citoxicidade contra células intestinais humanas do que CytK-2 (FAGERLUND et al., 2004). 

A enterotoxina FM, codificada pelo gene entFM, também é uma toxina 

monomérica, entretanto ela é relativamente pouco conhecida, e as informações a respeito de 

seus efeitos mostram que ela é hemolítica e citotóxica (ASANO et al., 1997). 
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Outra classe de toxinas expressas pelas linhagens de B. cereus são as fosfolipases, 

responsáveis por induzir a hemólise e iniciar a infecção (VILAS-BÔAS et al., 2007). As 

linhagens de B. cereus parecem produzir três tipos específicos de fosfolipases C: fosfolipase 

C específica para fosfatidilcolina (PC-PLC), fosfolipase C específica para fosfatidilinositol 

(PI-PLC) e esfingomielinase (SPH) (POMERANTSEV et al., 2003). PC-PLC e SPH 

compreendem a unidade citolítica AB e são codificadas pelos genes plcA e sph, 

respectivamente. O papel dessas fosfolipases é pouco compreendido no processo de 

intoxicação alimentar, requerendo estudos adicionais. 

Os genes codificantes para os diferentes fatores de virulência produzidos por B. 

cereus estão sob o controle de um regulador pleiotrópico conhecido como PlcR (GOHAR et 

al., 2008), descrito inicialmente por Lereclus et al. (1996) e detalhado por Agaisse et al. 

(1999) (Figura 1). A atividade do gene plcR depende da secreção de um peptídeo sinalizador 

designado PapR (SLAMTI & LERECLUS, 2002). O gene papR, codificador do peptídeo sinal 

PapR, está localizado 70 pb downstream do gene plcR. O produto de expressão do gene papR, 

um peptídeo de 48 aminoácidos é exportado pela célula bacteriana, processado e reimportado 

para dentro da célula bacteriana, como um heptapeptídeo (BOUILLAUT et al., 2008), pelo 

sistema Opp-oligopeptídeo permease, envolvido com a importação de pequenos peptídeos 

para a célula (SLAMTI & LERECLUS, 2002). Dentro da célula, PapR se liga 

especificamente a sequências alvo do PlcR e regulam a expressão de genes envolvidos com a 

produção de várias enterotoxinas, hemolisinas, fosfolipases e proteases (GOHAR et al., 

2002). Por ter influência direta sobre a expressão de mais de cem genes diferentes, o 

regulador pleiotrópico PlcR constitui-se no mais importante regulador da patogenicidade 

desta bactéria. 
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Figura 1. Organização do Regulador Pleiotrópico PlcR. PlcR controla positivamente a 

transcrição de vários genes codificantes para proteínas localizadas na parede celular ou no 

espaço extracelular. Sinais ambientais são captados por receptores da parede celular e regulam 

um número indeterminado de genes ou proteínas. A ação do regulador PlcR depende do 

peptídeo sinal PapR (Gohar et al., 2008). 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivos Gerais 

 

Caracterizar isolados de B. cereus provenientes de três origens diferentes: (i) 

alimentos prontos para o consumo e comercializados por vendedores ambulantes, (ii) solo e 

(iii) alimentos associados a surtos de DTA. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

• Caracterizar fenotipicamente os isolados de B. cereus quanto à motilidade, 

atividade hemolítica, produção de lecitinase e de enterotoxina; 

• Identificar a possível ocorrência e a diversidade genética de sete genes (ces, 

plcR-papR, nheA, bceT, gyrB, cytK-2 e plcA) envolvidos com a virulência de 

B. cereus nos três grupos de isolados investigados; 

• Verificar a possível existência de perfis genéticos específicos para linhagens de 

B. cereus potencialmente causadoras de surtos de doenças transmitidas por 

alimentos. 
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Resumo 

Linhagens de Bacillus cereus são isoladas de uma variedade de ambientes, inclusive 

alimentos e solo. Esta espécie é frequentemente associada a eventos de doença transmitida por 

alimento (DTA), podendo causar vômito e diarreia. Vinte três isolados brasileiros de B. 

cereus provenientes de alimentos envolvidos em surtos de síndrome diarréica, 14 isolados 

obtidos de alimentos não associados a intoxicação alimentar e 15 isolados provenientes de 

diferentes amostras de solo foram caracterizados fenotípica e molecularmente. Empregando-

se RE-PCR comparou-se o grau de diversidade genética de seis locos codificantes para fatores 

de virulência, dentro e entre cada grupo de isolados. Apesar de amplamente distribuídas, tanto 

a ocorrência quanto a diversidade genética média dos genes codificantes para fatores de 

virulência analisados, foi maior no grupo de isolados associados a surtos de DTA (H = 

0,8158), demonstrando que linhagens de B. cereus potencialmente causadoras de surtos de 

intoxicação alimentar, não apresentam um perfil genético específico, com a presença de um 

gene obrigatório ou de um determinado alelo para um gene específico. Além disso, a análise 

de variância molecular (AMOVA) considerando todos os locos analisados evidenciou que a 

porcentagem de variação genética dentro de cada grupo de isolados foi maior (92,22%) que 

entre os grupos (7,78%) P <0,05. Estes resultados demonstram que o conjunto gênico de B. 

cereus é a principal característica que permite a distribuição cosmopolita desta bactéria. Por 

outro lado, a expressão dos genes codificantes para os fatores de virulência é um fator 

determinante mais do comportamento que da presença desta bactéria no ambiente, como a 

habilidade da mesma provocar intoxicações alimentares. 
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Introdução 

Bacillus cereus é uma espécie cosmopolita, sendo considerada como saprófita de 

solo, mas também encontrada em alimentos de origem animal e vegetal (Arnesen et al., 2008). 

A presença e a multiplicação desta bactéria em alimentos podem provocar alterações na 

textura e/ou no odor dos mesmos ou resultar em eventos de intoxicação alimentar (Granum & 

Lund, 1997). 

A intoxicação alimentar causada por B. cereus pode provocar dois tipos de 

deflagrações no organismo humano: a síndrome emética e a diarréica (Vilas-Bôas et al., 

2007). Um único polipeptídio termo estável chamado de cereulide (Agata et al., 1994) é 

responsável pela forma emética, conduzindo a casos de vômito poucas horas após a ingestão 

de alimentos contaminados. A cereulide é codificada por um cluster de genes chamado ces de 

2,4 kb (Ehling-Schulz et al., 2005). 

A síndrome diarréica é causada por enterotoxinas produzidas durante a 

multiplicação bacteriana no intestino humano, sendo os sintomas observados de 8 a 16 horas 

após a ingestão de alimentos contendo células vegetativas de B. cereus (Granum & Lund, 

1997). As enterotoxinas mais conhecidas são a hemolisina BL (HBL) (Beecher et al., 1995), 

enterotoxina não hemolítica (NHE) (Lindbäck et al., 2004) e a citotoxina-K (CytK) (Lund et 

al., 2000), a qual apresenta duas formas diferentes, designadas CytK-1 e CytK-2 (Fagerlund et 

al., 2004). As enterotoxinas HBL e NHE são formadas por complexos protéicos e codificadas 

por três genes localizados nos operons hbl e nhe, respectivamente (Ryan et al., 1997; Granum 

et al., 1999), enquanto que as duas formas de CytK são toxinas monoméricas codificada pelos 

genes cytK-1 e cytK-2 (Fagerlund et al., 2004). Em acréscimo, linhagens de B. cereus 

apresentam também a produção de outros fatores de virulência, como fosfolipases, sendo a 

fosfolipase C específica para fosfatidilcolina (PC-PLC), codificada pelo gene plcA a primeira 

a ter sido descrita (Pomerantsev et al., 2003). 
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Diversos estudos têm identificado e caracterizado os principais fatores de 

virulência em isolados de B. cereus provenientes de diferentes fontes (Mäntynen & 

Lindström, 1998; Hsieh et al., 1999; Prüß et al., 1999; Guttmann & Ellar, 2000; Hansen & 

Hendriksen, 2001; Ehling-Schulz et al., 2006). Entretanto, pouco tem sido feito com isolados 

de países tropicais, incluindo o Brasil (Aragon-Alegro et al., 2008), sendo desconhecidos 

dados tanto da presença destes fatores quanto da diversidade genética de seus genes. 

Neste trabalho, isolados brasileiros de B. cereus foram avaliados quanto à 

expressão de quatro características fenotípicas, conhecidamente associadas com a virulência 

de B. cereus: motilidade, atividade hemolítica e produção de lecitinase e de enterotoxina. Em 

acréscimo, tais isolados foram avaliados também quanto à presença e diversidade genética de 

genes codificantes para fatores de virulência: ces (toxina emética cereulide), plcR-papR 

(regulador pleiotrópico PlcR e proteína PapR), nheA (enterotoxina NheA), bceT (enterotoxina 

bc-D-ENT), cytK-2 (citotoxina K-2) e plcA (fosfolipase C específica para fosfatidilcolina), 

além do gene gyrB (subunidade B da DNA girase), considerado como controle neste estudo. 

 

Material e Métodos 

Origem dos isolados de B. cereus 

Foram utilizados neste trabalho 52 isolados de B. cereus. Vinte e três destes são 

provenientes de alimentos associados com surtos de intoxicação alimentar (síndrome 

diarréica) no Estado do Paraná, Brasil, entre os anos 2003 e 2006, os quais foram isolados e 

identificados pelo Laboratório Central de Saúde Pública do Estado do Paraná (LACEN/PR), 

14 isolados provenientes de alimentos prontos para o consumo comercializados por 

vendedores ambulantes na cidade de Salvador, no Estado da Bahia, não associados à 

intoxicação alimentar, foram isolados e identificados no Instituto de Farmácia da 

Universidade Federal da Bahia. Quinze isolados provenientes de diferentes amostras de solo 
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do Estado do Paraná, foram isolados e identificados, através de microscopia óptica, neste 

trabalho. As linhagens de B. cereus ATCC 10987 e ATCC 14579 foram utilizadas como 

referência. 

 

Caracterização fenotípica 

Todos os isolados foram caracterizados fenotipicamente quanto à motilidade, 

atividade hemolítica, produção de lecitinase e de enterotoxina. 

Os ensaios de motilidade, foram realizados em placas suplementadas com meio de 

cultura contendo 1% triptona, 0,5% NaCl, 0,3% agar, como descrito por Guttmann & Ellar, 

(2000). As placas foram incubadas por 15 h a 30oC. O isolado foi classificado como móvel 

quando a colônia formada foi capaz de se espalhar além do ponto de inoculação. 

A atividade hemolítica de todos os isolados de B. cereus foi analisada em placas 

contendo meio de cultura Agar Nutriente (Biobras, Brasil), suplementado com sangue de 

ovelha a 5%, conforme descrito por Vilas-Bôas et al. (2002), e incubadas a 30oC. A presença 

ou a ausência dos halos hemolíticos foi analisada após 12 e 24 h da inoculação dos isolados. 

Os ensaios para detecção da produção de lecitinase foram realizados em placas 

contendo o meio de cultura Bacillus cereus agar base (HiMedia M833, Mumbai Índia), 

suplementado com emulsão de gema de ovo a 5%, contendo 1,8% de ágar, como descrito por 

Guttmann & Ellar (2000). A produção de lecitinase foi determinada pela formação de zonas 

opacas ao redor das colônias após incubação a 30oC por 12, 24 e 48 horas. 

A avaliação da produção de enterotoxina pelos isolados B. cereus foi realizada 

utilizando o kit de detecção de toxinas BCET-RPLA (Oxoid, Inglaterra), o qual é específico 

para a detecção do componente L2 da enterotoxina HBL (Beecher & Wong, 1994). Os 

ensaios foram realizados de acordo com as instruções do fabricante. 
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Extração de DNA e condições de PCR 

Amostras de DNA genômico dos isolados de B. cereus foram extraídas pelo 

método de Hansen & Hendriksen, (2001). Os isolados foram cultivados por 15 h em placas 

contendo meio Luria-Bertani (LB). Com o auxílio de um palito estéril, uma colônia de 

aproximadamente 2 mm de diâmetro foi transferida para microtubos contendo 200 µL de TE 

(10 mM de Tris; 1 mM de EDTA, pH 8,0). A suspensão foi homogeneizada e incubada em 

banho-maria em fervura por 10 min. Em seguida a suspensão foi centrifugada a 12.000 rpm 

por 3 minutos e o sobrenadante transferido para novos tubos e utilizado como amostra de 

DNA para as reações de amplificação por PCR. 

A presença dos genes ces, plcR-papR, nheA, gyrB, bceT, cytK-2 e plcA foi 

analisada por meio da técnica de PCR. Os iniciadores e as condições de amplificação 

utilizadas estão listados na Tabela 1. Para os genes plcR-papR e para o gene gyrB foram 

sintetizados iniciadores elaborados a partir das sequências destes genes das linhagens B. 

cereus ATCC 10987 (AE017194) e ATCC 14579 (AE016877), com o emprego do programa 

Gene Runner ver. 3.05 (www.generunner.net).  

Para o genes plcR-papR o par de iniciadores gerados permitiu a amplificação de 

fragmentos com 902 pb, incluindo 68 pb da região 5’ do gene papR e 764 pb da região 3’ do 

gene plcR, além da região intergênica. Para o gene gyrB, o par de iniciadores gerado permitiu 

a amplificação de fragmentos com 644 pb amplificando a região central deste gene (a partir 

do nucleotídeo 334 ao 977). Produtos da amplificação por PCR de cinco isolados escolhidos 

ao acaso, incluindo as linhagens de B. cereus ATCC 10987 e ATCC 14579, foram submetidos 

à leitura em sequenciador do tipo “MegaBaceTM 1000 Molecular Dynamics” (Amershan, 

Pharmacia Biotech). As sequências obtidas foram comparadas com aquelas depositadas no 

“Banco de Dados do Centro Nacional de Informação em Biotecnologia” (NCBI), com o 
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auxílio da ferramenta “BLAST Search” (Altschul et al., 1990), para confirmar a 

especificidade dos iniciadores gerados neste estudo. 

A amplificação do DNA foi realizada em Termociclador Endurance TC-412. Para 

cada reação de amplificação foi preparado um volume total de reação de 25 µL, contendo: 1 U 

de Taq DNA polimerase (Invitrogen, Brasil), 2,5 µL de tampão 10 × (200 mM Tris-HCl pH 

8,0; 500 mM de KCl), 1,5 mM de MgCl2, 0,25 mM de dNTP, 0,5 µM de cada iniciador, 2 µL 

do DNA extraído e água Milli-Q esterilizada (qsp 25 µL). As únicas exceções a este 

protocolo, correspondem aos genes gyrB e cytK-2, onde se utilizou 2,5 mM de MgCl2, e o 

gene ces, cuja reação teve volume final de 50 µL, contendo 2 U de Taq DNA polimerase 

(Invitrogen, Brasil), 5 µL de tampão 10 × (200 mM Tris-HCl pH 8,0; 500 mM de KCl), 2 mM 

de MgCl2, 0,8 mM de dNTP, 1,25 µM de cada iniciador, 2 µL do DNA extraído e água Milli-

Q esterilizada (qsp 50 µL). 

Os produtos de PCR foram verificados por eletroforese em gel de agarose a 1,4% 

em tampão TEB (89 mM Tris-Borato, 2 mM EDTA, pH 8,0 ) usando marcador de 100 pb 

DNA ladder (Invitrogen, Inglaterra). 

 

RE-PCR  

Os produtos obtidos pela amplificação por PCR dos genes plcR-papR, nheA, gyrB, 

bceT, cytK-2 e plcA, foram digeridos com enzimas de restrição para verificar a existência de 

variabilidade genética nas sequências de DNA destes genes entre os isolados de B. cereus 

analisados. Foram utilizadas até quatro enzimas diferentes para a restrição do amplicon de 

cada gene (Tabela 4). A escolha das enzimas e a determinação dos tamanhos dos fragmentos 

esperados após a restrição do material amplificado foi realizada através da análise da 

sequência de DNA de cada gene para as linhagens padrão de B. cereus empregadas neste 

estudo, utilizando o programa Gene Runner ver. 3.05 (www.generunner.net). 
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As reações de restrição foram realizadas utilizando-se de uma alíquota de 15 µL 

de DNA amplificado, a qual foi digerida por 4 h com 1U da enzima selecionada, segundo as 

condições sugeridas pelos fabricantes das enzimas. Após a restrição foi realizada eletroforese 

em gel de agarose a 1,4–2,0%, dependendo do tamanho dos fragmentos esperados para o 

material amplificado, utilizando marcador de 100 pb DNA ladder (Invitrogen, Inglaterra). 

Isolados que apresentaram diferentes perfis de bandas geradas pelas reações de 

restrição de cada gene foram classificados como apresentando diferentes variantes alélicas e 

identificados através da construção de uma matriz binária única, na qual a presença de uma 

determinada banda de DNA foi representada pelo algarismo 1 e a ausência da mesma 

representada pelo algarismo 0. 

 

Análise estatística 

A matriz binária única gerada com os dados provenientes das reações de restrição 

dos amplicons dos seis genes avaliados foi utilizada para a realização dos diferentes testes 

estatísticos. A ocorrência de diferenças significativas das frequências das características 

genéticas e fenotípicas avaliadas entre os três grupos de isolados de B. cereus foi analisada 

através do teste de Qui-quadrado. Foram considerados significativos valores de P<0,05. 

A diversidade genética entre os isolados, para cada loco, foi calculada pela 

formula h = 1 - Σxi
2 [ n / (n-1) ], onde xi é a frequência do alelo i no loco analisado e n é o 

número de isolados. A diversidade genética média (H) para cada loco e para cada grupo de 

isolado, foi calculada pela média aritimética dos valores de h de cada loco nos três grupos e 

pela média dos valores de h de todos os locos em cada grupo, repectivamente, como descrito 

por Vilas-Bôas et al. (2002). 

A variabilidade genética dentro e entre os grupos de isolados associados com 

surtos de DTA, provenientes de amostras de alimentos não associados à surtos de DTA e de 
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amostras de solo, foi determinada através da Análise de Variância Molecular (AMOVA) 

utilizando o programa Arlequin ver. 3.0 (Excoffier et al., 2005). Com o auxílio deste mesmo 

programa, calculou-se também a diferenciação genética (FST) entre os pares de populações. 

Em acréscimo, utilizando o programa TFPGA ver. 1.3 (Miller, 1997), foi calculada a distância 

genética e a identidade genética, com base na ocorrência dos diferentes alelos, entre as 

populações segundo Nei (1978). 

 

Resultados 

Caracterização fenotípica 

Isolados de B. cereus provenientes de amostras de alimentos associados a surtos 

de DTA, de alimentos não associados a surtos de DTA e de solo foram caracterizados 

fenotipicamente quanto à motilidade, atividade hemolítica e produção de lecitinase e 

enterotoxina. As Tabelas 2 e 3, sumarizam os resultados desta caracterização fenotípica. As 

linhagens de B. cereus ATCC 10987 e ATCC 14579 foram utilizadas como controle nestes 

ensaios, sendo positivas para todas as características fenotípicas avaliadas. 

A maior proporção de isolados positivos para quase todas as características 

avaliadas, foi encontrada no grupo composto por isolados de B. cereus associados a surtos de 

DTA. Neste grupo, composto por 23 isolados, todos apresentaram motilidade, apenas um 

isolado não apresentou atividade hemolítica, outro não apresentou produção de lecitinase e 

dois foram negativos para a detecção da produção de enterotoxina (Tabelas 2 e 3) nas 

condições testadas. 

Entre os isolados de B. cereus provenientes de alimentos não associados à surtos 

de DTA, foram constatados resultados positivos para as características motilidade, atividade 

hemolítica e produção de lecitinase em 12 (85,7%) dos 14 isolados. Já quanto à produção de 

enterotoxina, esse grupo apresentou a menor proporção de isolados positivos nestes ensaios 
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(21,4%), sendo detectado em apenas três dos 14 isolados. Entre os 15 isolados obtidos a partir 

de amostras de solo a produção de lecitinase foi a característica encontrada no menor número 

de isolados (60%), presente em apenas nove isolados, enquanto que a a produção de 

enterotoxina foi encontrada em 100% dos isolados (Tabelas 2 e 3). 

Os resultados de Qui-quadrado, das frequências de ocorrência das características 

fenotípicas avaliadas nos três grupos demonstram que não houve diferenças estatísticas 

significativas entre os resultados obtidos para a motilidade e a atividade hemolítica. No 

entanto, para a produção de lecitinase (X2
2; 0,05 = 8,19) e de enterotoxina (X

2
2; 0,05 = 29,69), 

foram observadas diferenças significativas entre os três grupos de isolados avaliados. A 

produção de lecitinase foi detectada em menor percentual entre os isolados provenientes do 

solo, enquanto que a produção de enterotoxinas foi detectada em menor percentual entre os 

isolados obtidos de alimentos não associados a surtos de DTA. 

 

Detecção dos genes codificantes para fatores de virulência 

A ocorrência dos genes ces (toxina emética cereulide), plcR-papR (regulador 

pleiotrópico PlcR e proteína PapR), nheA (enterotoxina NheA), bceT (enterotoxina bc-D-

ENT), gyrB (subunidade B da DNA girase), cytK-2 (citotoxina K-2) e plcA (fosfolipase C 

específica para fosfatidilcolina) foi avaliada por PCR, entre os isolados de B. cereus 

analisados neste estudo. As Figuras 1 e 2 apresentam os produtos de amplificação positiva 

obtidos através da PCR para os sete pares de iniciadores empregados. 

Os resultados do sequenciamento dos produtos de amplificação utilizando os 

iniciadores para os genes plcR-papR e gyrB, desenvolvidos neste trabalho, mostraram alta 

identidade com a sequência desses genes de outras linhagens de B. cereus depositadas no 

GenBank (Anexo 1e 2). As sequências obtidas estão em preparação para serem depositadas no 

NCBI. 
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Os genes plcR-papR, nheA, gyrB e plcA foram encontrados em 100% dos isolados 

dos três grupos avaliados. A ocorrência do gene bceT variou entre 57,1% e 73,9% nos três 

grupos. Da mesma forma, a ocorrência do gene cytK-2 variou de 42,9% a 78,3% (Tabelas 2 e 

3). Em ambos os casos os maiores percentuais de ocorrência, foram apresentados pelo grupo 

de isolados provenientes de alimentos envolvidos em surtos de DTA. Com exceção do gene 

ces, todos esses genes foram identificados nos três grupos de isolados avaliados. As linhagens 

de B. cereus ATCC 10987 e ATCC 14579, foram utilizadas como referência também nas 

reações de PCR, apresentando resultados positivos para todos os genes analisados com 

exceção do gene ces e da linhagem ATCC 10987 que não apresenta o gene bceT (Ivanova et 

al., 2003; Rasko et al., 2004). 

O gene ces foi detectado em apenas dois isolados de B. cereus (14,3%) 

provenientes de amostras de alimentos não associados a surtos de DTA (Tabela 2 e 3). Pelo 

fato de não ter sido empregado controle positivo nestas reações, os produtos de amplificação 

obtidos para este gene (Figura 2) foram submetidos ao sequenciamento, para verificar a 

especificidade da reação de PCR. Os resultados mostraram que os amplicons obtidos para os 

dois isolados positivos, apresentaram 94 e 96% de identidade com o gene condificante para a 

toxina cereulide sintetase B, presente no plasmídio pCER270 da linhagens de B. cereus AH 

187 (Rasko et al., 2007) (Anexo 3). 

 

Análise de RE-PCR 

A diversidade genética nos amplicons dos genes plcR-papR, nheA, bceT, gyrB, 

cytK-2 e plcA foi investigada por meio de amplificação por PCR, seguida de digestão com 

endonucleases de restrição (RE-PCR). Pelo fato do gene ces ter sido encontrado em baixa 

frequência entre os isolados de B. cereus analisados, não foi empregado nas análises de 

diversidade genética por RE-PCR. 



37 
 

Após a confecção de uma matriz binária única contendo os resultados obtidos com 

todos os genes, foram identificados os diferentes alelos entre os isolados analisados. A tabela 

4 apresenta o número de alelos identificados em cada grupo, a diversidade genética (h) e a 

diversidade genética média (H) para cada loco e entre os grupos de isolados de B. cereus 

analisados. O loco que apresentou o maior valor de diversidade genética média foi o plcR-

papR (H = 0,9026) e o com o menor valor foi o nheA (H = 0,4346). Quanto aos grupos de 

isolados, considerando todos os locos avaliados, o grupo de isolados associados a surtos de 

DTA foi o que apresentou o maior valor (H = 0,8158), enquanto que os outros dois grupos 

apresentaram valores semelhantes (H = 0,5767 e 0,5948). 

Os resultados da análise de variância molecular (AMOVA), para os grupos de 

isolados de B. cereus demonstraram que a maior proporção de variação genética deu-se dentro 

dos grupos de isolados (92,22%), enquanto que o valor entre os grupos foi de 7,78%. 

Igualmente, quando os grupos foram analisados par a par, a maior proporção de variação 

genética foi encontrada dentro dos grupos (dados não mostrados). O valor de FST para todos 

os grupos avaliados foi de 0,0778. 

Os resultados de FST par a par, ou seja, confrontando os grupos dois a dois, são 

mostrados na Tabela 5. A comparação entre o grupo de isolados provenientes de amostras de 

alimentos não associados a surtos de DTA e o de isolados obtidos de amostras do solo revelou 

FST (F×S) = 0,13035, já entre os isolados provenientes de amostras de alimentos associados a 

surtos de DTA e os isolados provenientes de alimentos não associados a surtos de DTA FST 

(FP×F) foi 0,09844. Por outro lado, a comparação entre os grupos de isolados provenientes de 

alimentos associados a surtos de DTA e provenientes de amostras de solo o vaalor de FST 

(FP×S) foi 0,02470. 

A identidade e a distância genética (Tabela 5) são medidas baseadas na 

quantidade de alelos em comum ou diferentes, respectivamente, entre os grupos avaliados. 
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Quanto maior o compartilhamento de alelos entre os isolados de dois grupos, maior a 

identidade genética entre os mesmos. A comparação entre o grupo de isolados de B. cereus 

associados a surtos de DTA e o grupo de isolados provenientes de amostras do solo (FP × S), 

apresentou o menor valor de distância genética (0,1104) e, consequentemente, o maior valor 

de identidade genética (0,8955). A comparação entre o grupo de isolados associados a surtos 

de DTA e provenientes de alimentos não envolvidos em surtos de DTA (FP × F) apresentou, 

respectivamente, os valores de 0,2275 e 0,7965 de distância e identidade genética. E por 

último, comparando-se os isolados provenientes de alimentos não associados a surtos de DTA 

e os obtidos de amostras de solo (F × S), foi observado o maior valor de distância genética 

(0,3149) e menor valor de identidade genética (0,7299). 

 

Discussão 

A distribuição dos fatores de virulência em B. cereus independe da origem dos isolados  

Neste estudo foram avaliadas quatro características fenotípicas, capacidade de 

motilidade, atividade hemolítica e produção de lecitinase e enterotoxina, além da presença e 

diversidade genética de seis genes codificantes para fatores de virulência: plcR-papR, ces, 

nheA, bceT, cytK-2 e plcA. Estes genes estão diretamente envolvidos com a expressão dos 

diferentes fenótipos avaliados. O gene plcR codifica a proteína PlcR, a qual é um regulador 

pleiotrópico de mais de uma centena de genes envolvidos com a virulência e a patogenicidade 

de linhagens de B. cereus (Gohar et al., 2008). Este gene tem a expressão modulada pela 

proteína PapR, codificada por um gene localizado 70 pb downstream ao gene plcR, o gene 

papR. Estes genes regulam a expressão dos genes envolvidos com as quatro características 

fenotípicas avaliadas neste trabalho. Os genes nheA, bceT e cytK-2 codificam para a formação 

de diferentes enterotoxinas, o gene ces codifica para a formação de uma toxina emética 

(característica não avaliada fenotipicamente), enquanto que o gene plcA codifica para a 
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formação de uma fosfolipase C, estando envolvido na produção de lecitinases e na atividade 

hemolítica de muitas linhagens. 

Entre as quatro características fenotípicas avaliadas neste estudo, ou seja, 

capacidade de motilidade, atividade hemolítica e produção de lecitinase e enterotoxina, as 

duas primeiras estiveram presentes em proporções semelhantes nos três grupos, enquanto que 

a produção de lecitinase e de enterotoxina apresentou proporção de isolados 

significativamente menor nos grupos de isolados provenientes de amostras de solo e de 

alimentos não envolvidos em surtos de DTA, respectivamente. Analisando os resultados de 

outros autores (Guttmann & Ellar, 2000, Guinebretière et al., 2002), pode-se notar que estas 

características estão presentes na grande maioria dos isolados desta bactéria, porém o 

percentual de ocorrência delas, entre os isolados de B. cereus, pode variar em consequência da 

metodologia empregada. 

A produção de lecitinase, por exemplo, é determinada, entre outros, pelo gene 

plcA, (Granum & Lund, 1997), o qual foi encontrado em todos os isolados investigados neste 

trabalho. Em oposição a este resultado, a produção de lecitinase, foi observada em frequências 

mais baixas (Tabelas 2 e 3). Guttmann & Ellar (2000) sugerem que componentes presentes 

nos meios de cultura podem modular a expressão deste gene, sendo este fato também relatado 

para a detecção de enterotoxina de B. cereus (Mäntynen & Lindström, 1998; Pirttijarvi et al., 

1999), cuja ocorrência variou entre os três grupos de isolados analisados neste estudo. 

Neste trabalho foi avaliada a presença de seis genes codificantes para fatores de 

virulência, bem como do gene gyrB, o qual codifica a subunidade B da DNA girase. A 

utilização deste gene neste estudo serviu como controle positivo da qualidade das amostras de 

DNA empregadas. O amplicon do gene gyrB foi observado em 100% dos isolados avaliados. 

Entre os seis genes codificantes para fatores de virulência pesquisados, três foram 

encontrados em todos os isolados: plcR-papR, nheA e plcA, enquanto os outros apresentaram 
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ocorrência variável, dependendo do grupo de isolados avaliado. Diversos trabalhos 

investigaram a presença destes genes em diferentes grupos de isolados de B. cereus, 

encontrando frequências variáveis, mas sempre altas, independentemente da origem de 

isolamento (Hansen & Hendriksen, 2001; Guinebretière et al., 2002, 2006). A importância 

dos genes plcR e papR na expressão de mais de uma centena de genes codificantes para 

fatores de virulência explica a detecção destes genes em todos os isolados investigados neste 

estudo. Além disso, o par de iniciadores direcionados para a amplificação de parte de tais 

genes, aqui desenvolvido, permite acessar a variabilidade genética de ambos os genes numa 

única reação, contrastando com iniciadores presentes na literatura, os quais, na sua maioria, 

amplificam somente um dos genes (Slamti & Lereclus, 2002; Easterday et al., 2005, Ross & 

Koehler, 2006). 

O gene que codifica a toxina emética cereulide (ces), ao contrário dos três genes 

anteriormente citados, foi detectado em baixa frequência, em apenas dois isolados do grupo 

proveniente de alimentos não associados a surtos de DTA. A detecção deste gene, bem como 

da toxina cereulide, é rara (Altayar & Sutherland, et al., 2006, Aragon-Alegro et al., 2008). 

Estudos fenotípicos e moleculares têm demonstrado que linhagens de B. cereus produtoras de 

cereulide podem ter emergido recentemente, dentro da população de Bacillus (Ehling-Schulz 

et al., 2005; Vassileva et al., 2007), justificando a baixa frequência deste gene dentro da 

espécie. Este é o primeiro trabalho, no qual o gene que codifica a toxina emética cereulide foi 

detectado em isolados brasileiros de B. cereus provenientes de amostras de alimentos. 

Nosso trabalho é o primeiro que investiga a ocorrência e diversidade de genes 

codificantes para fatores de virulência em isolados de B. cereus provenientes de amostras de 

alimentos associados a surtos de DTA, de alimentos não envolvidos com DTA e de amostras 

de solo coletadas no Brasil. Os resultados obtidos vão ao encontro aos resultados obtidos por 

outros autores utilizando grupos de isolados provenientes de amostras coletadas em outros 
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países (Guttmann & Ellar, 2000; Hansen & Hendriksen, 2001; Guinebretière et al., 2002). 

Como bem enfatizado por Aragon-Alegro et al. (2008), a presença dos genes codificantes para 

estas toxinas (HBL, NHE, CytK, enterotoxina bc-D-ENT, fosfolipase C específica para 

fosfatidilcolina) não indica que as toxinas serão necessariamente produzidas, mas evidencia o 

potencial destas linhagens para causar doença. 

 

Isolados de B. cereus apresentam grande diversidade genética nos genes codificantes para 

fatores de virulência 

Diversos estudos analisando isolados de B. cereus provenientes de diferentes 

ambientes demonstraram que esta bactéria apresenta alta variabilidade genética (Barker et al., 

2005; Cherif et al., 2007), mesmo em análise de isolados simpátricos (Vilas-Bôas et al., 2002; 

Peruca et al., 2008). 

Neste trabalho os resultados da análise de variância molecular (AMOVA), 

demonstraram maior proporção de variação genética dentro dos grupos de isolados (92,22%), 

do que entre os diferentes grupos avaliados. Desta forma, os isolados de B. cereus de cada um 

dos três grupos apresentam diversas variantes alélicas para cada loco e muitas dessas variantes 

estão presentes nos isolados dos três grupos avaliados.  

Wright (1978), sugeriu que o índice de fixação alélica (FST), pode ser interpretado 

qualitativamente em termos de diferenciação genética como segue: valores de 0 a 0,05 

indicam baixa diferenciação genética entre as populações analisadas; valores de 0,05 a 0,15 

moderada diferenciação genética; de 0,15 a 0,25 alta; e acima de 0,25 diferenciação muito 

alta. Os resultados de FST par a par para os três grupos demonstraram baixa ou moderada 

diferenciação genética entre os mesmos. Em acréscimo, os dados de identidade genética entre 

os três grupos variaram de 0,7299 a 0,8955, demonstrando a grande semelhança entre os 

grupos trabalhados e confirmando os resultados apresentados pelo índice de fixação alélica. 
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Em um estudo publicado no ano (2007) Van der Auwera et al., demonstraram que 

uma linhagem emética de B. cereus, isolada de um caso fatal de intoxicação alimentar 

(Deirick et al., 2005) foi apta tanto a transferir genes, como a responder como receptora, em 

produtos lácteos, numa frequência cem vezes maior que em meio LB. Assim, a transferência 

horizontal de genes provavelmente tem papel importante na disseminação dos fatores de 

virulência em B. cereus.  

 

Conclusão 

Os três grupos de isolados de B. cereus analisados, ou seja, isolados provenientes 

de alimentos associados a surtos de DTA, de alimentos não associados à intoxicação 

alimentar e obtidos a partir de amostras de solo, apresentaram alta identidade genética, bem 

como os valores de FST demonstraram baixa ou moderada diferenciação genética entre os 

grupos. Estes resultados apontam para o fato de que o conjunto gênico de B. cereus é o 

principal fator determinante da presença desta bactéria nos diferentes ambientes, enquanto 

que a expressão dos genes codificantes para os fatores de virulência (os quais não são 

essenciais ao metabolismo bacteriano, mas trazem habilidades adaptativas para as linhagens 

que os possuem), é um fator determinante mais do comportamento que da presença desta 

bactéria no ambiente, como a habilidade da mesma provocar intoxicações alimentares. 

Neste trabalho as maiores frequências de ocorrência e diversidade genética dos 

genes, foram encontradas no grupo de isolados associados a surtos de DTA. Desta forma, 

pode-se concluir que linhagens de B. cereus potencialmente causadoras de surtos de 

intoxicação alimentar, não apresentam um perfil genético específico, com a presença de um 

gene obrigatório ou de um determinado alelo para um gene específico. Ao contrário, 

diferentes combinações genéticas de genes codificantes para fatores de virulência podem estar 

presentes em linhagens causadoras de eventos de intoxicação alimentar. Assim, tais eventos 
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são resultantes de um conjunto de fatores, incluindo as condições ambientais e a habilidade da 

linhagem bacteriana em colonizar o ambiente, que pode depender de outros genes ainda não 

identificados para a função. 

Para se trazer mais luz a esta questão, além de determinar a distribuição e 

diversidade dos genes codificantes para fatores de virulência entre os isolados de B. cereus, 

são necessários estudos adicionais, visando avaliar e quantificar a expressão destes genes, in 

vivo e em diferentes condições ambientais. Os resultados irão contribuir para o entendimento 

tanto das condições que estimulam a expressão destes genes quanto das interações entre os 

mesmos. 
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Tabela 1. Genes, iniciadores e condições de amplificação empregadas neste estudo. 

Genes Nome 
Iniciador 

Produto 
(pb) 

Sequência (5´- 3´) Ciclos Desnaturação Anelamento Extensão Fonte 

ces
a CESF1 

CESR2 
1271 GGTGACACATTATCATATAAGGTG 

GTAAGCGAACCTGTCTGTAACAACA 
 

30 45 s, 94ºC 60 s, 54ºC 60 s, 72ºC [1] 

plcR-papR
b PPRF 

PPRR 
902 CCATGCCATTGCTAACGT 

CGGAAGTAAGCAGAATTGAAT 
30 60 s, 94ºC 60 s, 54ºC 60 s, 72ºC Neste 

estudo 
         

nheA
c NAF 

NAR 
755 GTTAGGATCACAATCACCGC 

ACGAATGTAATTTGAGTCGC 
30 60 s, 94ºC 60 s, 54ºC 60 s, 72ºC [2] 

         

bceT
d BCET1 

BCET3 
662 CGTATCGGTCGTTCACTCGG 

GTTGATTTTCCGTAGCCTGGG 
30 45 s, 94ºC 45 s, 57ºC 60 s, 72ºC [3] 

         

gyrB
e GYRBF 

GYRBR 
644 GGCGGTTATAAAGTTTCTG 

GTTAAACCTTCACGAAGAT 
30 60 s, 94ºC 60 s, 50ºC 60 s, 72ºC Neste 

estudo 
         

cytK-2f CK2F 
CK2R 

585 CAATCCCTGGCGCTAGTGCA 
GTGIAGCCTGGACGAAGTTGG 

30 15 s, 94ºC 30 s, 57ºC 30 s, 72ºC [4] 

         

plcA
g Bt/cPCPLC1 

Bt/cPCPLC2 
405 AACGGTATTTATGCTGCTGACTAT 

CGCTACTACTGCCGCTCCAT 
30 60 s, 94ºC 60 s, 52ºC 60 s, 72ºC [5] 

Todas as reações tiveram um passo inicial de desnaturação a 94ºC por 2 min e um passo final de extensão de 5 min a 72 ºC.atoxima emética 

cereulide; bregulador pleiotrópico PlcR; centerotoxina NheA; denterotoxina bc-D-ENT; esubunidade B da DNA girase; fcitotoxina K-2; 
gfosfolipase C específica para fosfatidilcolina. [1] Ehling-Schulz et al., 2005; [2] Guinebretière et al., 2002; [3] Hansen & Hendriksen, 2001; [4] 

Guinebretière et al., 2006; [5] Guttmann & Ellar, 2000. 
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Tabela 2. Características dos isolados de B. cereus associados com surtos de doenças transmitidas por alimento (FP), proveniente de alimentos 

não associados com intoxicações alimentares (F) e isolados a partir de amostras de solo (S). As linhagens de B. cereus ATCC 10987 e 14579 

foram utilizadas como referência. 

Isolado 
Características 
Fenotípicas   

 Características 
 Genéticas   Isolado 

 Características 
Fenotípicas   

  Características  
Genéticas 

  M PL AH PE   cesa plcR-papRb nheAc bceTd gyrBe cytK-2f plcAg     M PL AH PL   cesa plcR-papRb nheAc bceTd gyrBe cytK-2f plcAg 

ATCC 10987 + + + +  - + + - + + +   F3 + + + -  - + + + + - + 

ATCC 14579 + + + +  - + + + + + +   F4 - + + +  - + + - + + + 

FP1 + + + +  - + + + + + +   F5 + + + -  - + + + + + + 

FP2 + + + +  - + + + + + +   F6 + + + +  - + + + + + + 

FP3 + + + +  - + + + + + +   F7 + + + +  - + + + + + + 

FP4 + + + +  - + + + + + +   F8 + + + +  - + + - + - + 

FP5 + + + +  - + + + + + +   F9 + + + +  - + + - + - + 

FP6 + + + -  - + + - + - +   F10 + + + +  + + + - + - + 

FP7 + + + -  - + + + + - +   F11 + - - -  - + + - + + + 

FP8 + - + +  - + + + + - +   F12 - + - +  - + + + + - + 

FP9 + + + +  - + + - + + +   F13 + + + +  + + + - + - + 

FP10 + + - +  - + + + + + +   F14 + - + +  - + + + + - + 

FP11 + + + +  - + + + + + +   S1 + - + +  - + + - + + + 

FP12 + + + +  - + + + + + +   S2 + - + +  - + + - + + + 

FP13 + + + +  - + + - + - +   S3 + - + +  - + + - + + + 

FP14 + + + +  - + + + + + +   S4 + + + +  - + + + + + + 

FP15 + + + +  - + + - + + +   S5 + + + +  - + + + + - + 

FP16 + + + +  - + + + + - +   S6 + - + +  - + + + + + + 

FP17 + + + +  - + + + + + +   S7 - + + +  - + + - + - + 

FP18 + + + +  - + + - + + +   S8 - - + +  - + + + + + + 
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FP19 + + + +  - + + + + + +   S9 + - - +  - + + + + + + 

FP20 + + + +  - + + + + + +   S10 - + + +  - + + + + + + 

FP21 + + + +  - + + + + + +   S11 + + + +  - + + + + - + 

FP22 + + + +  - + + + + + +   S12 + + + +  - + + + + - + 

FP23 + + + +  - + + + + + +   S13 + + + +  - + + - + - + 

F1 + + + +  - + + + + - +   S14 + + + +  - + + + + + + 

F2 + + + +   - + + + + + +   S15 - + + +   - + + + + + + 

M: Motilidade; PL.: Produção de lecitinase; AH: Atividade hemolítica; PE.: Produção de enterotoxina; +: positivo para o caráter; -: negativo para 

o caráter;  atoxina emética cereulide; bregulador pleiotrópico PlcR e proteína PapR; centerotoxina NheA; denterotoxina bc-D-ENT; esubunidade B 

da DNA girase; fcitotoxina K-2; gfosfolipase C específica para fosfatidilcolina. 
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Tabela 3. Percentual de ocorrência das características fenotípicas e genéticas analisadas entre 

os isolados de B. cereus. 

 
Característica  Isolados FP Isolados F Isolados S 

Motilidade 100 85,7 80 
Atividade Hemolítica 95,7 85,7 93,3 
Produção de Lecitinase 95,7 85,7 60 
Produção de Enterotoxinas 91,3 21,4 100 
ces 0 14,3 0 
plcR-papR 100 100 100 
nheA 100 100 100 
bceT 73,9 57,1 66,7 
gyrB 100 100 100 
cytK-2 78,3 42,9 66,7 
plcA 100 100 100 

FP: isolados provenientes de alimentos envolvidos em surtos de DTA; F: 

isolados provenientes de alimentos não associados a surtos de DTA; S: 

isolados provenientes de amostras de solo 
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Tabela 4. Locos analisados, número de alelos identificados com as enzimas de restrição 

empregadas nas reações de RE-PCR, diversidade genética (h) e diversidade genética média 

(H) para cada loco e para cada grupo de isolados de B. cereus avaliados. 

 
Locos 

 
Enzimas de restrição 

utilizadas 

 
Alelos 

identificados 

h 

Isolados de B. cereus 

FP            F             S  

 

H /locos 

plcR-papR SspI, FokI, HinfI 36 0,9111 0,8681 0,9286 0,9026 

nheA ApoI, AseI 5 0,7983 0,5056 0,0000 0,4346 

bceT ApoI, SspI, FokI, HaeIII 5 0,6619 0,4507 0,4059 0,5062 

gyrB ApoI, SspI, FokI, HinfI 21 0,8676 0,7294 0,7575 0,7848 

cytk-2 HaeIII, HindI, HinfI, HhaI 12 0,8911 0,5879 0,7674 0,7488 

plcA FokI, SspI, SphI, DraI 13 0,7648 0,3187 0,7095 0,5977 

H / grupo   0,8158 0,5767 0,5948 0,6625 

FP: isolados provenientes de alimentos associados a surtos de DTA; F: isolados provenientes 

de alimentos não associados a surtos de DTA; S: isolados provenientes de amostras de solo. 
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Tabela 5. Valores de FST, distância genética (D) e identidade genética (I) entre os três grupos 

de isolados de B. cereus analisados par a par. FP: isolados provenientes de alimentos 

associados a surtos de DTA; F: isolados provenientes de alimentos não associados a surtos de 

DTA; S: isolados provenientes de amostras de solo. 

 

Grupos FST D I 

FP × F 0,09844 0,2275 0,7965 

FP × S 0,02470 0,1104 0,8955 

F × S 0,13035 0,3149 0,7299 
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Figura 1. Produtos de amplificação obtidos por meio da PCR realizada com as linhagens de B. 

cereus, para a detecção dos genes codificadores para fatores de virulência. PM: marcador de peso 

molecular (100 pb ladder, Invitrogen); 1: positivo para o gene plcR-papR (902pb); 2: positivo para 

o gene nheA (755pb); 3: positivo para o gene bceT (662pb); 4: positivo para o gene gyrB (644pb); 5: 

positivo para o gene cytK-2 (585pb); 6: positivo para o gene plcA (405bp). 
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Figura 2. (a) Ensaio por PCR para a detecção específica do amplicon de 1271 bp, do gene ces 

que codifica a toxina emética de B. cereus, (b) juntamente com teste controle da reação de 

PCR, utilizando as mesmas amostras de DNA para amplificação do gene gyrB. PM: marcador 

de peso molecular (100 pb ladder, Invitrogen); 1: linhagens F10 cereulide produtora; 2: 

linhagem F13 cereulide produtora; 3: linhagem ATCC 10987 e 4: linhagem ATCC 14579 não 

cereulide produtora. 

 

 



56 
 

4. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

• Os fatores de virulência investigados, ou seja, a capacidade de motilidade, atividade 

hemolítica e produção de lecitinase e de enterotoxina, assim como os sete genes 

investigados neste estudo foram amplamente distribuídos entre os isolados de B. 

cereus provenientes de alimentos envolvidos em surtos de DTA, obtidos de 

alimentos não associados a intoxicação alimentar e isolados provenientes de 

diferentes amostras de solo. 

• Os resultados da Análise de Variância Molecular (AMOVA) demostram maior 

variação genética dentro dos grupos de isolados de B. cereus (92,22%), sendo baixa 

a variação genética entre os grupos. 

• A comparação par a par entre os grupos de isolados mostra baixa e moderada 

diferenciação genética entre os grupos com valores de identidade genética variando 

de 0,8955 a 0,7299. 

• O loco plcR-papR e o grupos de isolados provenientes de alimentos envolvidos com 

DTA apresentaram, respectivamente, maior diversidade genética média por loco e 

maior diversidade genética média por grupo de isolado. 

• Linhagens de B. cereus potencialmente causadoras de surtos de DTA não 

apresentam um perfil genético específico. Eventos que geram intoxicação alimentar 

dependem de um conjunto de fatores, tais como as condições ambientais. 
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Anexo 1 – Blast sequenciamento do produto de amplificação por PCR do gene plcR-papR 
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Anexo 2 – Blast sequenciamento do produto de amplificação por PCR do gene gyrB 
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Anexo 3 – Blast sequenciamento do produto de amplificação por PCR do gene ces 
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