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Resumen

Bacillus cereus es un bacilo gram positivo esporulado capaz de provocar cuadros clinicos
de diarrea y vomito vinculados a alimentos, dichos cuadros se relacionan con la capacidad
de la bacteria para producir toxinas. Este microorganismo ha sido asociado, entre otros
alimentos, a productos deshidratados, lacteos y especias. En este trabajo se aislaron e
identificaron cepas de Bacillus cereus a partir de 12 leches deshidratadas, 12 quesos con
especias y 21 quesos crema con especias para ensayar su capacidad productora de toxinas
mediante la deteccion de los genes hblA y hblD, que codifican para la Hemolisina BL
(HBL), y los genes nheA y nheB, que codifican para la Enterotoxina no hemolitica (Nhe), y
ademas ensayar su perfil de sensibilidad a antibidticos. Se lograron aislar 16 cepas de la
bacteria a partir de estos productos, encontrandose con mayor frecuencia en quesos crema
con especias, luego en leche deshidratada y por ltimo en quesos con especias. Las cepas
aisladas presentaron resistencia a los [-lactimicos y sensibilidad a azitromicina,
eritromicina, vancomicina, tetraciclina, gentamicina y ciprofloxacina. Se logr6 detectar al
menos uno de los genes que codifica para la HBL o Nhe en las 16 cepas analizadas,
presentandose en 9 de estas el total de genes ensayados. Esto implica que las cepas
encontradas en productos lacteos pueden ser patdgenos potenciales importantes y evidencia
la necesidad de contar con buenas practicas de produccion, almacenamiento y manejo de

los productos lacteos.



Objetivos

Objetivo General
Determinar la presencia de genes toxigénicos en cepas de Bacillus cereus aisladas a
partir de alimentos de origen lacteo, deshidratados y con especias, identificadas mediante

pruebas fenotipicas y ensayar la susceptibilidad a antibidticos de estas cepas.

Objetivos especificos

1 Evaluar la presencia de Bacillus cereus en los quesos crema con especias y quesos
con especias disponibles en el comercio costarricense y en leches deshidratadas de
amplia distribucion nacional.

2 Identificar y confirmar como Bacillus cereus los aislamientos obtenidos mediante
las pruebas fenotipicas de morfologia colonial, tincion de Gram, catalasa, oxidasa,
fermentacion de glucosa, indol, movilidad, hidrodlisis de almidoén, hidrodlisis de
gelatina, utilizacion de nitratos, tincién de inclusiones parasporales cristalinas y la
bateria de pruebas API CH50B.

3 Ensayar la susceptibilidad a antibitticos de las cepas aisladas mediante la técnica de
difusion en disco.

4 Detectar los genes hblA y hblD, codificantes para la toxina Hemolisina BL, y los
genes nheA y nheB, codificantes para la Enterotoxina No Hemolitica, en las cepas

aisladas mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
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Justificacion

Bacillus cereus ha sido encontrado causando una gran variedad de cuadros clinicos,
tanto asociado a brotes alimenticios como a infecciones oportunistas (Mahon y Manuselis,
2000), los cuales al aumentar en frecuencia han provocado un aumento en el interés sobre
esta bacteria (Granum y Lund, 1997; Kotiranta et al., 2000; Granum, 2005). Dentro de los
cuadros intestinales que produce se tiene el cuadro diarreico, més frecuente en el hemisferio

oeste, y el emético, de mayor frecuencia en Japon (Granum, 2005).

Este agente se ha encontrado en una gran variedad de alimentos como arroz hervido,
arroz frito, vegetales, productos lacteos, especias, comidas desecadas, pastas, carne, pollo,
postres, sopas, ensaladas y vegetales (Kramer y Gilbert, 1989; Downes e Ito, 2000;
Granum, 2005). Ya que el aislamiento de esta bacteria en productos lacteos, incluyendo
leches deshidratadas, es frecuente (Wong et al., 1988; Kramer & Gilbert, 1989; Van Netten
et al., 1990; Becker et al., 1994; Crielly, 1994; Andersson et al., 1995; Larsen y Jorgensen,
1997; Lin et al., 1998, Granum, 2005), asi como lo es en especias (Seenappa y Kempton,
1981; Kamat et al., 1989; Little ef al., 2003; Banerjee y Sarkar, 2004) se analizaron en este
estudio alimentos lacteos con especias o deshidratados que eventualmente podrian presentar
las condiciones necesarias de humedad, nutrientes y temperatura para que se dé un
crecimiento potencialmente peligroso, igual o mayor a 10° UFC/g, de este microorganismo

(Granum y Lund, 1997; Granum, 2005).

Bacillus cereus posee una amplia distribucion en alimentos y en el ambiente (Vilain
et al., 2006; Stenfors Arnesen et al., 2008), y puede presentar resistencia a varios
antibioticos (Weber et al., 1988, Schlegelova et al., 2003, Turnbull et al., 2004) por lo que
existe la posibilidad de que pueda actuar como reservorio de genes de resistencia. En este
estudio se brinda una nocion del perfil de susceptibilidad a antibioticos de las cepas

encontradas en los productos analizados.
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La capacidad de causar patologias por parte del microorganismo en estudio se
encuentra estrechamente relacionada con su capacidad para producir toxinas, la cual
depende de la presencia del material genético codificante para estas (Ghelardi ef al., 2002).
La deteccion en este estudio del patrén toxigénico de las cepas aisladas funciona como
método de tamizaje para reflejar la posibilidad de que se encuentren cepas de B. cereus
capaces de producir toxinas bioldgicamente activas en productos lacteos con especies y

deshidratados vendidos en el mercado nacional.

Debido a la escasez de estudios a nivel regional sobre esta bacteria en productos
lacteos y la capacidad toxigénica de las cepas distribuidas en esta region, este estudio
pretende ilustrar levemente la situacion de esta bacteria en productos lacteos vendidos en
Costa Rica y sefalar la importancia de que se realicen estudios mas profundos sobre el

tema.
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Antecedentes

Introduccion

Los miembros del genero Bacillus son bacilos gram positivos formadores de
esporas con distribucién ubicuota en el ambiente, pueden crecer en condiciones de
aerobiosis 0 anaerobiosis y la mayoria son mesofilos, con la presencia de miembros
termofilos o psicrofilos capaces de crecer a temperaturas tan altas como 75°C o tan bajas

como 4°C respectivamente (Drobniewski, 1993).

Los miembros de este grupo pueden crecer saprofiticamente bajo condiciones de
riqueza de nutrientes casuales en el ambiente, encontrandose normalmente en suelo y
presentando diversas relaciones ecologicas con animales y plantas, entre ellas puede
encontrarse como flora intestinal de diferentes animales (Stenfors Arnesen et al., 2008).
Debido a la eventual ubicacion intestinal de especies de Bacillus se especula que podrian
presentar relaciones simbidticas con hospederos invertebrados apropiados y ocasionalmente

entrar a un ciclo de vida patogénico en un hospedero que lo permita (Jensen et al., 2003).

Dentro de este género es posible encontrar varias especies capaces de producir
enfermedad en el ser humano como lo son Bacillus anthracis, agente del antrax, asociado a
cuadros cutaneos, pulmonares y gastrointestinales; Bacillus subtilis 'y Bacillus
thuringiensis, asociados esporadicamente a cuadros gastrointestinales y Bacillus cereus, el
cual puede producir tanto cuadros intestinales como infecciones oportunistas (Jackson et
al., 1995; Mahon y Manuselis, 2000). Este ultimo es capaz de causar cuadros diarreicos y
eméticos principalmente, que estan adquiriendo importancia en el mundo industrializado,
debiéndose su patogenicidad a su capacidad de elaborar toxinas, incluyendo enterotoxinas y

la toxina emética (Granum, 2005).
B. cereus es aislado frecuentemente en una gran variedad de alimentos procesados o

crudos, la importancia de su presencia radica en que puede llegar a desarrollarse y provocar

cuadros y brotes gastrointestinales si se dan las condiciones adecuadas (Kotiranta et al.,
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2000; Downes ¢ Ito, 2001). Esto ha adquirido més importancia en la industria alimentaria
con el hallazgo de cepas psicrotroficas y toxigénicas de B. cereus capaces de crecer en

alimentos almacenados en refrigeraciéon (Downes e Ito, 2001).

Entre otros alimentos, este agente ha sido asociado a productos lacteos (Wong et al.,
1988; Crielly, 1994; Larsen y Jorgensen, 1997; Granum, 2005), productos deshidratados
(Blakey y Priest, 1980; Jaquette y Beuchat, 2006) y especias (Banerjee y Sarkar, 2004),
por lo que su prevalencia es estos alimentos es de suma importancia para estimar el riesgo

de que se den cuadros clinicos causados por este agente.

Es posible encontrar estudios sobre esta bacteria en lacteos provenientes de Estados
Unidos, Europa y Asia; sin embargo, a nivel latinoamericano es dificil encontrar este tipo
de trabajos y se desconocen datos de presencia de esta bacteria o la capacidad toxigénica de
las cepas distribuidas en esta region. Este estudio pretende dar una impresion de la
situacion de este agente en productos lacteos vendidos en Costa Rica y sefialar la

importancia de estudios mas extensos sobre el tema.

En este trabajo se realiz6 el aislamiento e identificacion de cepas de Bacillus cereus
en quesos con especias y quesos crema con especias disponibles en el mercado
costarricense, ademas de leches deshidratadas de amplia distribucion a nivel nacional, con
el objetivo de evaluar la capacidad de las cepas encontradas para producir las enterotoxinas
HLB y Nhe por medio de la deteccion de genes que codifican para éstas. Adicionalmente se

determind la susceptibilidad a antibioticos de estas cepas.

Biologia

B. cereus es frecuentemente aislado en suelo gracias a que tiene la capacidad de
germinar, crecer y esporular tomando como fuente de nutrientes la materia organica que se
encuentra en este nicho (Vilain et al., 2006), pudiéndose distribuir por contaminacién

cruzada, tanto de esporas como de células vegetativas, a alimentos y eventualmente causar
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patologias (Johnson, 1984; Gilbert y Kramer, 1986; Granum, 2005). Esta frecuencia en el
ambiente y alimentos es considerablemente mas alta que la observada en heces humanas de

adulto sano (Ghosh, 1978).

Se caracteriza por ser un bacilo gram positivo facultativo de 0,9 pm a 1,2 um de
diametro por 2,0 um a 4,0 um de largo, movil con esporas elipsoidales, centrales o
pericentrales, raramente distendiendo el esporangio; crece a temperaturas entre 5°C y 45°C,
presenta reaccion positiva para catalasa, produccion de acido en medio Voges — Proskauer,
utilizacion de yema de huevo, resistencia a la lisozima, crecimiento en 7 % de NaCl,
crecimiento a pH 5,7, produccion de acido a partir de glucosa, hidrolisis y uso de almidon
como unica fuente de carbono, reduccion de nitratos a nitritos, descomposicion de caseina 'y
tirosina; a su vez presenta reaccion negativa a la produccion de acido a partir de arabinosa,

xilosa y manitol (Gordon et al., 1973).

La temperatura minima para el crecimiento de B. cereus puede variar desde 5 a
11°C, variando también con esta el valor Dgypoc de las esporas, el cual tiende a aumentar
entre mayor sea la temperatura minima de crecimiento, presentando cepas psicrotroficas
esporas con una resistencia menor al tratamiento térmico que cepas mesofilas (Dufrenne et
al., 1994), sin embargo, se han encontrado cepas psicrotroficas con esporas con un valor
Dygpec mayor a 100 minutos (Dufrenne ef al., 1995), lo que abre la posibilidad de que un
tratamiento térmico no sea suficiente para bajar la poblacion bacteriana a niveles seguros

dependiendo de la cantidad original de esporas.

Taxonomia

Debido a la inevitable similitud que se presenta entre las diferentes especies
pertenecientes al género Bacillus se han realizado varias clasificaciones. La clasificacion
mas tradicional se realiz6 de acuerdo a caracteristicas morfologicas, la cual fue

originalmente propuesta por Smith et al. en 1952 y posteriormente ampliada por Gordon y
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Smith en 1949 y Gordon et al. en 1973. Esta establece como parametros la forma de las
esporas, distension del esporangio a causa de la espora, didmetro del bacilo y apariencia
del protoplasma. Dentro de esta clasificacion B. cereus y las especies mas relacionadas a él

se ubican dentro del Grupo 1.

Actualmente B. cereus y estas especie estrechamente relacionadas se han clasificado
de acuerdo a sus caracteristicas fenotipicas y genémicas dentro del Grupo Bacillus cereus,
siendo este integrado por B. cereus, Bacillus thuringiensis, Bacillus weihenstephanensis,
Bacillus mycoides y Bacillus anthracis (Tourasse et al., 2006). A sus vez, este grupo se ha
subdividido de acuerdo a mayores grados de similitud entre las especies, ubicandose a B.
cereus, B. thuringiensis y B. anthracis dentro del subgrupo Bacillus cereus sensu lato

debido al alto grado de semejanza entre si (Rasko et al., 2005).

Estudios moleculares recientes, como electroforesis enzimatica multilocus (MEE),
tipificacion de secuencias multilocus, polimorfismo de fragmentos grandes amplificados y
estudios comparativos de subunidad ribosomal 23S, han permitido establecer las relaciones
filogenéticas entre las especies de Bacillus cereus sensu lato al caracterizarse
genotipicamente a Bacillus cereus (Cardazzo et al., 2008; Tourasse et al., 2006, Ghelardi et
al., 2002), detectar los genes que codifican para sus toxinas (Ghelardi et al., 2002; Hsieh et

al., 1999) y comparar su genotipo con las otras especies.

De acuerdo a estos estudios se ha podido establecer definitivamente que B. cereus y
B. anthracis son especies diferentes (Henderson et al., 1994), pero se encuentran
estrechamente relacionadas (Ash y Collins, 1992; Tourasse et al., 2006). Esta relacion
estrecha se evidencia al analizar los plasmidos de virulencia de estas bacterias, ya que B.
cereus posee plasmidos similares al plasmido pXO1 de B. anthracis que incluso poseen

genes toxigénicos codificados en el pXO1 (Rasko et al., 2007; Hoftmaster et al., 2006)
Las técnicas moleculares ya mencionadas, acompafiadas por electroforesis en gel de

campo pulsado y estudios de distribucion de genes de virulencia, han evidenciado que B.

cereus y B. thuringiensis son especies filogenéticamente intermezcladas y no pueden ser
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separadas genéticamente, por lo que constituyen, en esencia, la misma especie (Carlson et
al., 1994; Helgason et al., 1998; Tourasse et al., 2006; Zahner et al., 2005); esto explica
que B. thuringiensis presente genes toxigénicos iguales o semejantes a los que posee B.
cereus (Asano et al., 1997; Hansen y Hendriksen, 2001; Zahner et al., 2005) e incluso se

haya visto involucrado en brotes alimenticios (Jackson ef al., 1995).

B. cereus y B. thuringiensis tradicionalmente se han separado por la capacidad de
este ultimo de producir cristales proteicos intracelulares, de los cuales existen muchos tipos
(Gordon et al., 1973; Debro et al., 1986), y se encuentran codificados en genes llamados
cry dentro de plasmidos transmisibles (Hofte y Whiteley, 1989; Rasko et al., 2005). Sin
embargo, también se han encontrado cepas de B. cereus con estos genes (Carlson et al.,
1994), por lo que la division entre estas especies se encuentra en discusion y a la espera de
nuevos estudios. La deteccion de los plasmidos con los genes cry implica un procedimiento
de mayor complejidad y costo que la observacion de los cristales a través de microscopia de
luz (Debro et al., 1986; Rasko et al., 2005), por lo que no es normalmente usado en la

diferenciacion de estas bacterias.

Dentro de la especie B. cereus, estudios filogenéticos de tipeo de secuencia
multilocus (MLST) han clasificado las cepas de esta bacteria en tres lineas (I, II y III), y
han dado evidencia de que es posible la transferencia horizontal de genes entre estas
bacterias y que esto ha tenido un papel muy importante en la evolucion de los genes

codificadores de toxinas (Cardazzo et al., 2008).

Asociacion de B. cereus con productos lacteos y comida

deshidratada

Bacillus cereus puede ser aislado de una gran variedad de alimentos como arroz

hervido, arroz frito, vegetales, productos lacteos, especias, comidas desecadas, pastas,
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carne, pollo, postres, sopas, ensaladas y vegetales (Kramer y Gilbert, 1989; Downes e Ito,

2000; Granum, 2005).

La distribucion de esporas y formas vegetativas de esta bacteria puede darse por
contaminacion cruzada ya que al estar asociado a polvo entran en las zonas de
procesamiento de los alimentos por medio de la materia prima y dispositivos de la planta,
estableciéndose sobre el equipo de procesamiento del alimento y contaminando asi al
producto final (Johnson, 1984; Gilbert y Kramer, 1986). Las esporas tienen la capacidad de
adherirse a superficies y resistir procedimientos de lavado y desinfeccion normales, excepto
el hipoclorito y radiacion ultravioleta (Granum, 2005), lo que aumenta la probabilidad de

que se contamine el alimento en la planta de produccion.

Lacteos
B. cereus es un contaminante comun en productos lacteos y se ha encontrado una

relacion estacional con su prevalencia (Wong et al., 1988; Kramer & Gilbert, 1989; Van
Netten et al., 1990; Crielly, 1994; Andersson et al., 1995; Larsen y Jorgensen, 1997; Lin et
al., 1998, Granum, 2005). La contaminacion de lacteos se puede deber principalmente a la
contaminacion previa al procesamiento de la leche debido al empolvamiento de las ubres de
las vacas (Granum, 2005), al fendémeno de contaminacion cruzada descrito anteriormente y
la alta cantidad de esporas en los corrales, alimentos y heces del ganado (Magnusson ef al.,

2007).

La importancia de la contaminacion previa al procesamiento ha sido corroborada
por Lin et al., en 1998, ya que en sus estudios encontraron que el 10% de las leches crudas
analizadas presentaban formas vegetativas de la bacteria y el 80% presentaba esporas de la
misma; estas leches de forma posterior a la pasteurizacion presentaron un porcentaje de
positividad del 80% para células vegetativas, estas al estudiarse sus perfiles de acidos
grasos presentaron un alto grado de similitud con las esporas de la leche cruda,

concluyéndose que las esporas en la leche cruda constituyen la mayor fuente de B. cereus
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en la leche pasteurizada y que la contaminacion post-pasteurizacion es una fuente menor de

contaminacion (Lin et al., 1998).

Lo anterior manifiesta la importancia de las esporas en la leche cruda ya que al ser
mas resistentes a tratamientos térmicos que otras bacterias tienen poca competencia
bacteriana luego de ellos (Andersson et al., 1995), causando en algunos casos la pérdida de
estos productos mediante su accidn lecitinasa o de coagulacion, o pudiendo alcanzar dosis

infeciosas (Granum, 2005).

Se ha encontrado que esta bacteria es comunmente aislada en todas las etapas del
procesamiento de lacteos y que su nimero en el alimento aumenta al pre-incubar a
temperatura ambiente la leche cruda, pasteurizada y en polvo reconstituida, pudiendo

alcanzar niveles asociados con la produccidn de enterotoxinas (Crielly, 1994).

Se han descrito varios estudios de frecuencia de B. cereus en lacteos, entre cllos
Larsen y Jorgensen han descrito una prevalencia de un 56% en leche pasteurizada, ademas
encontraron cepas psicrotroficas de B. cereus en el 25% de las muestras de leche cruda
analizadas (Larsen y Jorgensen, 1997). Te Giffel y colaboradores encontraron una
prevalencia del 77% en leche pasteurizada (Te Giffel et al., 1997). Estudios de Wong y
colaboradores revelan una prevalencia de esta bacteria en el 52% de helados y 29% de
leches deshidratadas analizadas (Wong et al, 1988). Van Netten y colaboradores
encontraron que 25% de los lacteos que analizaron tenian cepas psicrotroficas de B. cereus

(Van Netten et al., 1990).

Se ha visto que las cepas psicrotroficas son capaces de crecer a menos de 8°C pero
se ven limitadas a 4°C, encontrandose ademas que la produccion de toxinas se ve
restringida a temperaturas menores de 8°C, aunque se podria dar si se agita constantemente
el producto para aumentar la oxigenacion del medio (Christiansson ef al., 1989; Van Netten
et al., 1990), por lo que en condiciones de almacenamiento normales, en donde no hay
agitacion, si el producto se mantiene a menos de 8°C no se da una produccion significativa

de toxinas.
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La refrigeracion es muy importante para mantener los numeros bajos de Bacillus
cereus, inclusive un incremento de 2°C, de 6 a 8°C, puede aumentar importantemente la
cantidad de bacterias, y aunque la refrigeracion a 4°C garantiza la buena calidad de la leche,
debido el costo energético temperaturas sobre 8°C son comunes (Granum, 2005). Esto es de
especial importancia en productos lacteos debido al alto porcentaje de cepas psicrotroficas

aisladas en ellos (Wijnands ef al., 2000).

Especias
Las especias son sustancias aromaticas que sirven de condimento (RAE, 2001).

Estas son un vector importante de B. cereus, causando la contaminacion de los alimentos a
los que son agregados (Banerjee y Sarkar, 2004). Aun conociéndose los efectos
antimicrobianos de las especias (Shelef, 1984), estas parecen no limitar la capacidad de
producir toxinas de esta bacteria (Banerjee y Sarkar, 2004). Segin estudios en especias,
esta bacteria muestra una alta contaminacion en este tipo de alimentos, detectandose como
el aerobio esporulado mas frecuente (Seenappa y Kempton, 1981) y presentando
prevalencias del 30% en especias de la India (Kamat et al., 1989) y del 19 % en especias

inglesas, con poblaciones inclusive mayores a 10* UFC por gramo (Little e al., 2003).

Productos deshidratados
Estos alimentos se caracterizan por presentar una actividad del agua -a(w)-

alrededor de 0.60 (Belitz et al., 2004). Bacillus cereus también se ha asociado a este tipo
de alimentos, encontrdndose una positividad de hasta el 56% en varios de estos productos

(Blakey y Priest, 1980) y a un 54% en leches deshidratadas (Becker et al., 1994).

Estudios de Jaquette y Beuchat en cereales desecados indican que la tasa de muerte
de las c¢lulas vegetativas de cepas psicrotroficas de B. cereus, al igual que la pérdida de
viabilidad de sus esporas, no se ve grandemente afectada por la disminucion en la a(w).
Ademas al reconstituir estos cereales con leche pasteurizada y mantenerlos a 8°C si se da el

crecimiento de la bacteria pero no la produccion de toxinas, hecho que si ocurre cuando se
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mantienen a temperatura ambiente (Jaquette y Beuchat, 2006), lo que su vez evidencia la
necesidad de refrigerar los alimentos reconstituidos si no se van a consumir

inmediatamente.

Se han utilizado muchos métodos para inhibir el crecimiento y la produccion de
toxinas por parte de B. cereus en los alimentos, como es el caso de la nisina (Beuchat et al.,
1997), sin embargo, las buenas practicas de manufactura y los puntos criticos de control
deben ser los elementos principales en la produccioén de alimentos con bajo riesgo por esta

bacteria (Notermans y Batt, 1998).

Aislamiento e Identificacion

Para el aislamiento de Bacillus cereus se han utilizado técnicas selectivas, que
inhiben la flora bacteriana encontrada en las muestras, y métodos diferenciales, para poder
identificar un aislamiento probable de esta bacteria, basados en su incapacidad para
producir acido a partir de manitol, su capacidad para degradar yema de huevo y su
resistencia a la polimixina B (Gordon et al. 1973). El agar MYP (Manitol-Yema de huevo-
Polimixina), el agar KG (Kim-Goepfert) y el agar PEMBA (Polimixina-Piruvato-Yema de
huevo-azul de bromotimol) son ejemplos de medios que utilizan estas caracteristicas para el
aislamiento de B. cereus y otras especies relacionadas (Shinagawa, 1990; Vanderzant y
Splittstoesser, 1992). También es comun el uso de medios de pre-enriquecimiento, como el
caldo tripticase soya con polimixina, para que las bacterias afectadas por tratamientos
reductores de carga microbiana en alimentos tengan las condiciones necesarias para que se
recuperen y puedan ser detectadas en los medios anteriormente mencionados (Downes e

Ito, 2001).

Las muestras en cuadros gastrointestinales son usualmente heces o voOmito,
idealmente con andlisis simultdneo del alimento sospechoso de haber producido el cuadro
(Drobniewski, 1993) para aumentar la posibilidad de aislamiento y correlacionar el cuadro
clinico que se presenta con la cantidad de B. cereus en el alimento. Dependiendo del tipo de

muestra a analizar se deben considerar los métodos a utilizar ya que algunas pueden
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contener un mayor nimero de esporas, lo que hace posible aprovechar sus propiedades de

resistencia al calor y a agentes quimicos en técnicas selectivas (Drobniewski, 1993).

Al analizar un alimento se debe considerar si ha sido procesado ya que esto
reduciria la cantidad de bacterias en ¢l y seria necesario incluir una fase de pre-
enriquecimiento para aumentar la posibilidad de aislamiento del microorganismo, a
diferencia de un alimento sin tratar, al cual se le puede realizar un recuento directo sin

pasos previos (Downes e Ito, 2001).

En el laboratorio la diferenciacion entre las especies de Bacillus pertenecientes al
grupo Bacillus cereus puede ser dificil y requerir el uso de pruebas fenotipicas diferenciales
para lograr una identificacion satisfactoria. Un listado de estas pruebas con los resultados

esperados se anota en el Cuadro 1.

Cuadro I. Caracteristicas fenotipicas distintivas entre especies del Grupo Bacillus cereus'y
su resultado esperado.

Prueba B. cereus B. thuringiensis B. anthracis B. mycoides
Cristales de
endotoxina
Movilidad + +
Hemolisis + + - -

J’_

- + - -

Hidrolisis de
gelatina
Hidrolisis de
tirosina
Utilizacion de
citrato
Crecimiento en 7%
NaCl
Susceptibilidad a
penicilina
Lisis por fago
gama
Virulencia en
ratones
Crecimiento
rizoide
Fuente: Gordon et al., 1973; Vanderzant y Splittstoesser, 1992; Drobniewsky, 1993; Mahon y Manuselis,

2000; Granum, 2005.

+ + - 50-84%

+ + 15-49% 50-84%

+ + + 50-84%

- - - +
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Bacillus cereus como agente patogeno

El interés en este agente como causante de enfermedades ha venido en aumento
debido al incremento de padecimientos relacionados con ¢él, especialmente en brotes
alimentarios (Granum y Lund, 1997; Kotiranta et al., 2000; Granum 2005), siendo también
capaz de producir infecciones oportunistas en hospederos susceptibles, como pacientes

inmunosupresos (Mahon y Manuselis, 2000).

Bacillus cereus cuenta con una cantidad importante de factores de virulencia como
los son las enterotoxinas, toxina emética (cereulida), hemolisinas, fosfolipasa C, proteasas,
colagenasas y la estructura de superficie llamada capa S (Kotiranta et al., 2000) lo que
contribuye a aumentar el rango de enfermedades que puede ocasionar, sin embargo, debido
a la ubicuidad de esta bacteria, su aislamiento en el ambiente no siempre permite
relacionarlo como agente etioldgico de muchas infecciones, por lo que es importante
verificar su capacidad toxigénica si se quiere asociar una cepa a un cuadro o brote

(Drobniewsky, 1993).

Estudios de Andersson et al. han encontrado un factor de virulencia adicional en
algunas cepas esta bacteria. Se trata de la habilidad de producir esporas capaces de
adherirse a células epiteliales, lo cual ha sido asociado a brotes con cuadros clinicos mas
severos y prolongados debido a que se da una mayor permanencia de la bacteria en el
intestino, lo que permite la germinacion y produccion de toxinas directamente sobre su sitio

blanco (Andersson et al., 1998).

La interpretacion de la presencia de esta bacteria en muestras clinicas es dificil, ya
es que frecuente encontrarlo en cultivos mixtos, lo cual introduce la incertidumbre de si es
el agente causal de la patologia o es un contaminante, sin embargo, siempre debe
sospecharse de ¢l como agente etiologico cuando se observa en este tipo de muestras

(Drobniewsky, 1993).
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Desde principios del siglo pasado y probablemente desde antes se han documentado
diferentes cuadros clinicos causados por B. cereus los cuales Drobniewski ha clasificado de

manera general en la Figura 1.

Cuadros clinicos producidos
por Bacillus cereus

Infecciones Infecciones
Extraintestinales Gastrointestinales
1 1 I ]
Cuadros Sistémicos Cuadros Locales Sindrome Sindrome
Septicemia, respiratorios, Heridas, quemaduras, Diarreico Emético
endocarditis, sistema abscesos, artritis,
nervioso central osteomielitis, oculares

Figura 1. Representacion esquematica de los cuadros clinicos producidos por Bacillus

cereus. Tomado de Drobniewski (1993).

Patogenicidad de Bacillus thuringiensis

Los cristales parasporales de Bacillus thuringiensis presentan propiedades toxicas
sobre lepidopteros y dipteros, por lo que se han utilizado ampliamente suspensiones de esta
bacteria como insecticidas (Aronson et al., 1986; Hofte y Whiteley, 1989), esto sumado al
descubrimiento de su estrecha relacion con B. cereus (Tourasse et al., 2006), la similitud
entre su perfil toxigénico (Hansen y Hendriksen, 2001), el aislamiento de cepas de B.
thuringiensis con capacidad enterotoxigénica a partir de insecticidas (Damgaard, 1995) y la
evidencia de que ha sido encontrado causando brotes (Jackson et al., 1995) provocd que
surgiera la preocupacién de que se incrementaran las patologias producidas por esta

bacteria.
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La posibilidad anterior se aclard gracias numerosos estudios que establecen que la
dosis infecciosa de B. thuringiensis es mayor de 10" UFC, siendo esta una dosis muy
dificil de alcanzar; la incidencia de diarrea, asma u otras enfermedades no se ha visto
afectada por campafias de fumigacion con la bacteria, y que suspensiones bacterianas
comerciales son incapaces de producir patologia en animales de laboratorio, por lo que los
insecticidas basados en B. thuringiensis presentan un amplio margen de seguridad (Siegel,

2001).

Cuadros clinicos extraintestinales

La incidencia de infecciones causadas por Bacillus cereus no asociadas al sistema
gastrointestinal ha tendido a aumentar debido al creciente reconocimiento de este
organismo como patdgeno fuera del intestino (Drobniewski, 1993). Este tipo de infecciones
se han dado principalmente en pacientes inmunocomprometidos (Akiyama et al., 1997,
Gaur et al., 2001) y neonatos (Van der Zwet et al., 2000; Hilliard et al., 2003; Gray et al.,
1999).

Dentro de los cuadros descritos se encuentran infecciones a nivel de piel, llegdndose
a producir fascitis necrotizante (Mori et al., 2002) y gangrena (Darbar et al., 2005). A nivel
ocular es posible encontrarlo como agente causante de endoftalmitis (David et al., 1994). A
nivel sistémico ha llegado a producir bacteremia (Hilliard et al., 2003; Gaur et al., 2001) y
septicemia (Akiyama et al., 1997; Tomiyama et al., 1994; Van der Zwet et al., 2000).
También se han documentado casos de infecciones en sistema nervioso central (Gaur ef al.,
2001, Mori et al., 2002) e infecciones respiratorias (Gray et al., 1999; Strauss et al., 2001),

inclusive neumonias fatales (Hoffmaster et al., 2006).

En cuanto al tratamiento de estas infecciones es bien sabido la capacidad de B.
cereus de producir B-lactamasas (Lim et al., 1988; Carfi et al., 1995; Kotiranta et al.,
2000), por lo que es resistente a los antimicrobianos [-lactamicos, incluyendo

cefalosporinas de tercera generacion; no obstante es usualmente susceptible a vancomicina,
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clindamicina, tetraciclina, cloranfenicol, imipenem, gentamicina, -ciprofloxacina y
eritromicina (Weber ef al., 1988). La resistencia no intrinseca a antibidticos por parte de
esta bacteria es de importancia para evaluar la posibilidad de que funcione como reservorio
de genes de resistencia ya que es una bacteria de alta frecuencia en el ambiente y alimentos,
dandose asi la posibilidad de transmision a otras bacterias (Palva et al., 1990; Muhammad

et al., 1993; Licht et al., 1999; ECDC, 2002).

Cuadros clinicos asociados a alimentos

Aunque en Europa se tenia evidencia anecdotica de que B. cereus podia relacionarse
con brotes alimentarios, no fue hasta que Hauge en 1955, con sus controversiales
experimentos, estableciera definitivamente a esta bacteria como causante de enfermedades
gastrointestinales. Este investigador ingiri6 jarabe de vainilla que contenia 9,2 x 10’
organismos por mililitro y dentro de las siguientes 16 horas sufrio diarrea profusa

acompanada de dolor abdominal (Hauge, 1955).

En la actualidad Bacillus cereus es frecuentemente encontrado como agente causal
de enfermedades asociadas a alimentos provocando dos tipos de cuadros, el diarreico, mas
prevalerte en el hemisferio oeste, y el emético, con una alta prevalencia en Japon (Granum,

2005), descritos mas adelante.

Esta bacteria ha sido asociada a varios brotes de gastroenteritis (Slaten et al., 1992;
Raevuori et al., 1976; Madura et al., 1970), inclusive llegando a producir casos fatales
(Dierick et al., 2005) por la ingestion de alimentos mal preparados o almacenados de forma
ineficiente para inhibir el crecimiento y produccion de toxinas bacterianas. Entre las
comidas frecuentemente asociadas a brotes alimenticios se encuentran arroz hervido y frito,
pasta cocida, carne cocida, vegetales cocidos, sopas, ensaladas y vegetales. (Downes e Ito,

2000).

También se han descrito brotes en los cuales se ha encontrado como agentes

etiologicos a B. cereus y B. thuringiensis, encontrandose en las cepas aisladas de ambas
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especies efectos citotoxicos caracteristicos de la produccion de enterotoxina (Jackson et al.,
1995), sin embargo, esta asociacion de B. thuringiensis a brotes intestinales es una

excepcion.

Los brotes sospechosamente causados por B. cereus deben ser considerados en
contexto de su epidemiologia, incluyendo periodos de incubacidn, sintomas clinicos,
cantidad de bacterias en el alimento y produccion de toxinas por parte de las cepas
involucradas ya que debido a la gran frecuencia con que los alimentos se encuentran
contaminados naturalmente con esporas de B. cereus, es posible encontrar a la bacteria en
un alimento sin contar con la presencia de sintomas clinicos (Drobniewsky, 1993), por lo
que la valoracion en conjunto de los elementos anteriores determinara la posibilidad de que

el cuadro sea causado realmente por B. cereus.

En el caso de una intoxicacidon con toxina emética, la imposibilidad de aislar a B.
cereus a partir del alimento sospechoso no debe eliminar a esta bacteria como posible
agente causal ya que si se dio un tratamiento térmico del alimento después de la
contaminacion, el organismo pudo haber sido eliminado sin afectar a la toxina emética

termoestable (Drobniewsky, 1993).

Se ha encontrado que dosis de B. cereus iguales o mayores a 10* bacterias por
gramo son consideradas como peligrosas (Notermans y Batt, 1998), sin embargo, dosis de
10° bacterias por gramo no pueden ser consideradas como seguras (Granum y Lund, 1997),
pudiendo variar la dosis infecciosa con la capacidad toxigénica de la cepa, ya que el nivel
de expresion de los genes toxigénicos puede variar entre cepas, y el estado inmune del
hospedero, siendo mas propensas las personas inmunosupresas a presentar cuadros clinicos

(Granum, 2005).

La capacidad de B. cereus de sobrevivir, crecer y producir enterotoxinas en el
intestino, se ve afectada por el tipo de comida con que sea ingerido, por la tolerancia a la
bilis que presente la cepa y la concentracion de bilis que tenga el intestino (Clavel et al.,

2007). Otro factor que lo afecta es la acidez estomacal y si la forma que entra en el tracto
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gastrointestinal es la célula vegetativa o la espora, ya que esta ultima presenta mayor

tolerancia a la acidez estomacal (Clavel et al., 2004).

A continuacion se describiran los cuadros clinicos causados por B. cereus asociados

a la ingesta de alimentos contaminados.

Sindrome diarreico

Se debe a enterotoxinas, descritas mas adelante, que pueden estar preformadas en el
alimento o pueden ser producidas en el intestino (Drobniewsky, 1993). Es usualmente
asociado la ingestion de alimentos proteinicos, como carne roja o pollo, se caracteriza por
tener un periodo de incubacion de 8 a 16 horas, manifiestandose con dolor abdominal y
diarrea sin presencia de fiebre, puede verse acompafiado con vomitos en alrededor de 25 %
de los individuos, la duracién promedio del cuadro es de 24 horas y es indistinguible de la
diarrea causada por Clostridium perfringens (Mahon y Manuselis, 2000). Para este cuadro
no se aplica ningln tipo de terapia antimicrobiana y solo se aplica terapia de soporte en los

casos que se requiera (Drobniewsky, 1993).

Sindrome emético

Es producido por la toxina emética termoestable preformada en el alimento
(Stenfors Arnesen ef al., 2008), presenta un periodo de incubacion de 1 a 5 horas, luego del
cual se manifiesta predominantemente con vomito y calambres intestinales, puede presentar
diarrea en un tercio de los casos. Ha sido asociado a la ingestion de arroz frito,
especialmente al preparado en restaurantes orientales, y pastas, teniendo este cuadro una
duracion promedio de 9 horas (Mahon y Manuselis, 2000). La terapia de soporte es rara vez
necesaria y la terapia antimicrobiana no es requerida del todo ya que el sindrome es
autolimitante y similar al cuadro emético causado por Staphylococcus aureus en cuanto a

sintomatologia y periodo de incubacion (Drobniewsky, 1993).
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La asociacion B. cereus con el arroz frito obedece factores ecologicos, econdomicos
y culturales ya que este agentes es comun en suelos y contamina los granos de arroz en el
campo, estos son cocinados en grandes cantidades en los restaurantes y dejados a
temperatura ambiente, en donde se enfrian y almacenan hasta el dia siguiente para hacer
arroz frito, lo que permite la germinacion de esporas y el crecimiento de células vegetativas
capaces de producir la toxina a temperatura ambiente, dicha produccion de toxina se ve
favorecida al adicionarle proteina al arroz, como huevo y carne; la subsiguiente coccion es
demasiado corta para eliminar la toxina, por lo que estd se encuentra en su forma activa en

el arroz listo para ingerir (Drobniewsky, 1993).

Toxinas

Bacillus cereus es capaz de producir una gran cantidad de toxinas, entre ellas
varias enterotoxinas (HBL, Nhe y CytK), la toxina emética (Cereulida), fosfolipasas,
proteasas y hemolisinas (Drobniewski, 1993; Granum y Lund, 1997; Lund et al., 2000). A
continuacion se describen las toxinas encargadas de producir los cuadros clinicos asociados

a alimentos.

Toxina emética

También conocida como Cereulida, es un dodecadepsipeptido ciclico con masa
molecular de 1,2 kDa (Agata et al., 1995) altamente estable al calor, resiste mas de una
hora a 150°C (Rajkovic et al., 2008), y a la degradacion proteolitica (Granum, 2005). Su
produccion es minima por debajo de los 8°C o por encima de los 40°C (Héggblom et al.,
2002), con una temperatura 6ptima entre 25 y 30°C (Drobniewsky, 1993) y se da durante la
etapa tardia de la fase de crecimiento logaritmico independientemente de la esporulacion

(Haggblom et al., 2002).
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La estabilidad de esta toxina se ve influenciada por el pH, disminuyendo a pH
superiores a 10; concentracion de toxina, entre menos cantidad de toxina exista va a
presentar menor resistencia; y sustancias protectoras, como el aceite (Rajkovic et al., 2008).
Tiene la particularidad de resistir todos los tratamientos utilizados en la industria
alimenticia (Rajkovic et al., 2008) por lo que la seguridad de los alimentos en los que se

podria producir recae en la prevencion de la contaminacion y del crecimiento de B. cereus.

La codificacion de esta toxina se da en plasmidos (Hoton et al., 2005), llamados
plasmidos tipo pXOl, ya que presentan un alto grado similitud con la secuencia del
plasmido pXO1 que codifica para la produccion de toxina de Bacillus anthracis, sin
embargo carece de la isla de patogenicidad que si tiene el pXO1 (Rasko ef al., 2007). Estos
plasmidos codificantes para la toxina emética son frecuentemente encontrados en
aislamientos clinicos (Rasko ef al., 2007) lo que demuestra la asociacion entre su presencia

y la capacidad patdgena de la bacteria.

Para detectar y cuantificar esta toxina se han implementado varias técnicas como
pruebas de alimentacion de monos (Shinagawa et al., 1995), ensayos citotoxicos (Beattie y
Williams, 1999), bioensayos de inhibicion de la movilidad sobre espermatozoides
(Andersson et al., 1998; Andersson et al., 2004), cuantificacion mediante HPLC vy
espectrometria de masas (Héggblom et al., 2002) y recientemente se ha evaluado la utilidad

del PCR en tiempo real como método diagndstico (Fricker et al., 2007).

Enterotoxinas

Anteriormente se pensaba que era una sola toxina y fue conocida como toxina
diarreogénica, agente diarreico, factor de acumulacion de fluido, factor de permeabilidad
vascular, toxina dermonecroética y toxina intestinonecrética (Turnbull et al., 1983). En la
actualidad se ha relacionado la accidén diarreogénica de B. cereus con un complejo de

enterotoxinas compuesto por la enterotoxina T (BcET), la hemolisina BL (HBL), la
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enterotoxina no hemolitica (NHE) y la Citotoxina K (Cyt K) (Agata et al., 1995; Beecher et
al., 1995; Lund y Granum, 1996; Lund ef al., 2000).

La actividad de la enterotoxinas es susceptible a la degradacion proteolitica, es
termolabil, aunque reporta una mayor termoestabilidad en leche que en otras sustancias, y
se puede encontrar preformada en el alimento o puede ser producida por la bacteria dentro
del intestino delgado (Drobniewsky, 1993; Downes e Ito, 2001). Su produccion se puede
asociar a las condiciones de oxigeno presentes en el medio, aumentandose en condiciones

de anaerobiosis gracias a sistemas de transduccion de sefial Redox (Duport et al., 2006).

Enterotoxina T (BcET)

Fue descrita como una toxina diarreica de B. cereus por Agata et al., ya que al
expresar su gen en una Escherichia coli recombinante presentaba citotoxicidad y actividad
en la permeabilidad vascular (Agata ef al., 1995), sin embargo en estudios posteriores,
Choma y Granum demuestran lo contrario ya que al realizar un ensayo similar en el cual
clonaron, secuenciaron y expresaron el gen bcel en otra E. coli recombinante, esta no
presento actividad citotoxica alguna, obteniendo el mismo resultado al tomar un extracto de
B. cereus toxigénico y neutralizar los demds componentes por medio de anticuerpos
monoclonales para que solo actuara la BcET, lo que evidencia que esta proteina tiene una
accion enterotoxica desconocida o no presenta ninguna accion del todo (Choma y Granum,

2002).

Hemolisina BL. (HBL)
Estd formada por tres componentes, B, L1 y L2, (Beecher y Macmillan, 1991) que

presentan una mayor actividad cuando se administran los tres juntos que cuando se
administran dos o uno (Beecher ef al, 1995). Posee actividad hemolitica, citotoxica,
dermonecrdtica, de permeabilidad vascular y su presencia se puede denunciar por un patrén
discontinuo de hemolisis en agar sangre (Beecher y Wong, 1994; Beecher et al., 1995).

Los genes codificantes para los componentes de esta enterotoxina se transcriben

como parte de un operdon (Ryan et al., 1997) y estan distribuidos entre las especies del
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grupo Bacillus cereus, pudiéndose producir parte de la toxina en algunas de ellas y la toxina

completa en otras (Priiss ef al., 1999).

Enterotoxina No Hemolitica (Nhe)

También interviene en el sindrome diarreico y es una enterotoxina compleja
formada por 3 componentes A, B y C (Lund y Granum, 1996), en los cuales el NheB
funciona como componente de enlace entre los componentes NheA y NheC (Lindback et
al., 2004). Los componentes se encuentran codificados por tres genes (nheA, nheB 'y nheC)
que se transcriben dentro de un operén (Granum et al., 1999; Lindback ef al., 2004). Las
cepas de B. cereus que poseen los genes nhe usualmente expresan el set completo de tres
componentes (Dietrich et al., 2005) y la expresion de todos los componentes es requerida

para que el complejo presente actividad bioldgica (Lindback et al., 2004).

La secuencia de los genes productores de HBL y Nhe no muestran similitud con
ninguna otra secuencia codificante para proteina conocida pero si muestran homologia
entre si, evidenciando que provienen de un gen comun (Stenfors Arnesen et al., 2008). Se
ha propuesto que los mecanismos de accion son similares para las dos toxinas e involucran
la formacidn de poros transmembrana a traves de un haz de hélices-a y una tnica horquilla-
B, sin embargo, no se tiene la certeza de que solo presenten este mecanismo (Beecher y

Wong, 1997; Fagerlund et al., 2008).

Citotoxina K (Cyt K)

Fue descrita por Lund et al. en el afio 2000 como una proteina de 34 kDa altamente
citotoxica capaz de producir necrosis y hemolisis sin efecto sinérgico aparente con las otras
toxinas. No presenta similitud con las otras enterotoxinas de Bacillus cereus pero si lo hace
con la hemolisina II de esta bacteria, ademas de la leucocidina y y-hemolisina de
Staphylococcus aureus y con la B-toxina de Clostridium perfringens, todas pertenecientes a
la familia de toxinas formadores de canales, lo que explicaria la semejanza entre los

cuadros diarreicos causados por C. perfringens y B. cereus (Lund et al., 2000).
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Hardy y colaboradores en el 2001 confirmaron que el mecanismo de acciéon de la
Cyt K es a través de la formacion de poros transmembrana y que presenta citotoxicidad en
células del epitelio intestinal (Hardy ef al., 2001). Se han descrito dos tipo de Cyt K, la Cyt
K-1 y Cyt K-2, siendo la primera alrededor de 5 veces mas toxica sobre células epiteliales
que la segunda, pero en eritrocitos se ha observado una actividad similar (Michelet et al.,

2006).

Métodos de Deteccion

Se han creado diferentes métodos para detectar las enterotoxinas de B. cereus, entre

ellos se puede enumerar:

Ensavyos biologicos

Dentro de estos se encuentran los tradicionales ensayos realizados en animales,
como la accidn sobre asas iliacas de conejo (Rabbit ileal loops -RIL-) (Spira y Goepfert,
1972) y ensayos de reaccion de permeabilidad vascular (VPR) (Glatz et al., 1974), en los
cuales se evalua la acumulacion de liquidos al administrar las enterotoxinas. Ademas se han
utilizado ensayos citotoxicos en lineas celulares CHO, Caco-2, Vero y McCoy (Beattie y

Williams, 1999; Fletcher y Logan, 1999; Fagerlund et al., 2004).

Ensayos inmunoldgicos

Comercialmente se pueden encontrar ensayos como la aglutinacion pasiva en latex
de enterotoxina reversa (BCET-RPLA de Oxoid), que detecta el componente L, de la
toxina HBL, y el inmunoensayo visual de enterotoxina diarreica (BDE-VIA de Tecra), el
cual detecta 2 proteinas aparentemente no toxicas con papel desconocido en la produccion
de patologia, lo cual refleja la necesidad de ser muy criticos y prudentes con el uso de estos

métodos (Beecher y Lee, 1994).

Técnicas moleculares

Estas han sido utilizadas para detectar los genes codificantes para enterotoxinas en
cepas bacterianas, lo que ha permitido comprobar que la presencia de estos genes en cepas

de B. cereus tiene una estrecha relacién con su patogenicidad, siendo capaces de producir
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factores de virulencia, cuadros clinicos y brotes (Ghelardi et al., 2002). En aislamientos
obtenidos de varios alimentos se han encontrado los genes de la toxina no hemolitica con
una frecuencia del 97 % y de HBL del 66% (Wijnands et al., 2006), lo que evidencia la
posibilidad de que estas bacterias provenientes de alimentos puedan producir cuadros
clinicos. La variacion en la frecuencia con que las cepas de B. cereus presentan los genes
toxigénicos se puede deber a que estas toxinas constituyeran una ventaja evolutiva
desarrollada por especies primitivas de esta bacteria para aumentar su superviviencia y al
darse el proceso de seleccion natural de estas cepas y la distribucidon de estos genes de
forma horizontal (Cardazzo et al., 2008), se llegd a la alta frecuencia con que se observan

en la actualidad.

La secuenciacion de los genes de los componentes enterotoxigénicos, el
componente B de la HBL (Heinrichs et al., 1993), los componentes L1 y L2 de la HBL
(Ryan et al., 1997) y los componentes NheA, NheB y NheC de la Nhe (Granum et al.,
1999), ha permitido la deduccion de los primers para su deteccion (Hansen y Hendriksen,

2001) y asi poder determinar el potencial toxigénico de cepas de B. cereus.

Se ha encontrado que los genes que codifican por los dos complejos de
enterotoxinas, HBL y NHE, tienen una asociacion significativa entre si, siendo frecuente
encontrarlos juntos, y a la vez no muestran una relacion significativa con los genes de la
BceeT (Hansen y Hendriksen, 2001), indicando que las bacterias toxigénicas van a tender a
presentar las dos toxinas con actividad bioldgica o por lo menos partes de estas, con lo que

aumenta su potencial patogeno.

Segun un estudio de los investigadores Hansen y Hendriksen, en el cual se
detectaron los genes codificantes para enterotoxinas en cepas de B. cereus y B.
thuringiensis, todas las cepas de esta ultima bacteria presentan los genes codificantes para
la HBL y la Nhe, encontrandose que el 58,5 % de las cepas presenta el set completo de 6
genes para estas toxinas y que los genes necesarios para producir al menos una enterotoxina
completa se dan en el 90,2 % de las cepas. Datos de este estudio revelan que para B. cereus

la presencia de los 6 genes se da en 36,4 % de las cepas estudiadas, siendo frecuente que si
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se da la ausencia de varios genes estos sean codificantes para componentes de la misma
toxina, por lo que 81,8 % de las cepas produce al menos una enterotoxina completa. Solo
una de las cepas de B. cereus presentd ausencia de los genes que codifican para HBL y
NHE (Hansen y Hendriksen, 2001). Este estudio es una muestra de la gran frecuencia con
que estas bacterias presentan capacidad toxigénica, por lo que es importante prevenir que se

den las condiciones para que se produzcan estas toxinas.

En la actualidad se han estado estudiando métodos de prevencioén de enfermedades
causadas por B. cereus y B. anthracis, como lo son estudios de proteémica para averiguar
cuales antigenos podrian funcionar como posible vacuna contra estas bacterias (Del
Vecchio et al., 2006). Con este tipo de estudio y con estudios sobre prevalencia y deteccion
de cepas patogenas de Bacillus cereus que ayuden a evidenciar la importancia de controlar
la contaminacién de los productos con esta bacteria, se esperaria en un futuro reducir al

minimo la incidencia de cuadros clinicos provocados por esta.
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Materiales y métodos

1. Muestreo

Las muestras a analizar fueron todas las marcas de quesos con especias y quesos
crema con especias encontrados en el mercado costarricense y las leches deshidratadas (en
polvo) de mayor distribucion nacional, vendidos entre Octubre y Noviembre del 2007, de
origen nacional e internacional. Dichos productos se obtuvieron en diferentes
supermercados y se llevaron al Laboratorio de Alimentos y Aguas de la Facultad de
Microbiologia para su andlisis. Cada producto se analizo6 por triplicado con diferentes lotes.
En total se analizaron 12 muestras de queso, 21 muestras de queso crema y 12 de leche

deshidratada. La lista con los productos se detalla en el Anexo I.

2. Aislamiento

Debido a que se analizaron alimentos procesados, el andlisis incluy6 un paso de pre-
enriquecimiento para recuperar a las bacterias deterioradas y aumentar la sensibilidad del
aislamiento. La metodologia utilizada se basa en la descrita por el Compendium de
M¢étodos para el Examen Microbioldgico de Alimentos (Downes e Ito, 2001) para el

aislamiento de Bacillus cereus.

El método consistio en pesar 25 g del alimento analizado y se mezclarlos con 225
mL de Agua Peptonada Estéril (APE) 0,1% mediante un ciclo del homogenizador
Stomacher, de esta suspension se hicieron diluciones decimales hasta 10°. De cada dilucion
se inoculd 1 mL en 3 tubos de Caldo Tripticase Soya (CTS) con Polimixina, los cuales se
incubaron a 35 + 1°C por 24 + 2h. Los tubos que presentaron turbidez se platearon en
placas de agar Manitol — Yema de huevo — Polimixina (MYP), las cuales se incubaron a 35

+ 1°C por 24 + 2h.
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3. Identificacion

A las colonias que presentaron la morfologia caracteristica de Bacillus cereus en
agar MYP (colonias grandes, planas, secas, rosadas, rodeadas de halo de precipitacion por
la degradacion de la yema de huevo) se les realizo tincion de Gram, pruebas de catalasa,
oxidasa, fermentacion de glucosa, indol, movilidad, hidrolisis de almiddn, hidrolisis de
gelatina y utilizacion de nitratos como se describe en el Compendium de Métodos para el
Examen Microbiologico de Alimentos (Downes e Ito, 2001) con el fin de hacer la

identificacion presuntiva de B. cereus.

A manera de criterio confirmatorio se ensayaron con la bateria de utilizacion de
carbohidratos API CH50 de la casa Biomeriux. Para el analisis de los resultados se utilizo
el software de identificacion APILAB, segun el cual se clasificaron los grados de similitud
con Bacillus cereus en excelente (perfil con igual o mas de 99,9% de similitud), muy bueno
(entre 99.0 y 99.8%), bueno (entre 90.0 y 98.9%), aceptable (entre 80.0 y 89.9%) y dudoso
(entre 65y 79.9%).

Se realiz6 una prueba de identificacion diferencial de Bacillus thuringiensis
mediante la observacion de inclusiones parasporales cristalinas en microscopia de luz a
100X de frotis de las bacterias, previamente incubadas durante 5 dias a 37°C, tefiidos con
azul de Coomasie (azul de coomasie al 3,75% en 1:1 de acido acético y etanol). Esto debido
a que B. cereus y B. thuringiensis presentan los mismos resultados para las demas pruebas

realizadas.

4. Prueba de sensibilidad a antibidticos (PSA)

Se realizd mediante una prueba de difusion de disco segun esta descrita por el
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008). Los antibioticos evaluados
fueron amoxicilina — 4cido clavulanico, azitromicina, cefotaxime, eritromicina,
gentamicina, vancomicina, tetraciclina, penicilina y ciprofloxacina ya que estos son los

usualmente ensayados, segin la literatura, para esta bacteria (Weber et al, 1988;

Mohammed et al., 2002; Turnbull et al., 2004).
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Cada aislamiento a evaluar se cultivd en agar sangre por 24 horas a 37°C, con el
crecimiento correspondiente se realizd una suspension al 0,5 MacFarland y se ray6
confluentemente en agar Miieller-Hinton, posteriormente se colocaron los discos de
antibioticos, se incubaron las placas por 24 horas a 37°C y se determinaron los halos de
inhibicion. Debido a la ausencia de puntos de corte en la prueba de difusion de disco para
especies de Bacillus se utilizaron los puntos de corte de Staphylococcus aureus como
referencia para clasificar la susceptibilidad a antibidticos de los aislamientos, de igual
forma a lo realizado en estudios anteriores (Coker et al., 2002; Mohammed et al., 2002;
Turnbull ef al., 2004), ya que para la mayoria de antibidticos ensayados estas dos bacterias
presentan concentraciones minimas inhibitorias similares (CLSI, 2008). Se utilizaron como

cepas control a Staphylococcus aureus ATCC 29213 y Escherichia coli ATCC 25922.

5. Deteccion de los genes productores de enterotoxinas
Se detectaron los genes productores de enterotoxinas debido a que en nuestro
hemisferio son mas frecuentes y de mayor importancia los cuadros diarreicos provocados

por B. cereus asociados a este tipo de toxinas que los cuadros eméticos (Granum, 2005).

a) Extraccion de ADN

La extraccion se realizé mediante choque térmico para lo cual las cepas bacterianas
se cultivaron a 35 = 1°C por 24 + 2h en agar MYP, tomando posteriormente una colonia y
realizando una suspension con 500 puL de PBS. Esta suspension se incubd durante 20
minutos a 95°C, para lisar las células vegetativas, y posteriormente se centrifugé a 5000
rpm durante 10 minutos en una centrifuga refigerada a 4°C, para sedimentar los detritos
celulares. Del sobrenadante, que contenia el ADN extraido, se almacenaron 300 pL para ser

utilizados como ADN base para la amplificacion.

b) Primers

Se utilizaron primers para detectar 2 de los 3 genes que codifican para las
enterotoxinas HBL y Nhe, estos son los genes hblA, hblD, nheA y nheB que codifican para
los componentes B y L; de la hemolisina BL (HBL) y los componentes A y B de la
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enterotoxina no hemolitica (Nhe) respectivamente. Estos primers fueron escogidos de los
deducidos por Hansen y Hendriksen para detectar los genes que codifican para los tres
componentes de la HBL y los tres componentes de la Nhe (Hansen y Hendriksen, 2001) y
son descritos en el Cuadro II.

Cuadro II. Secuencia de nucleotidos y posicion de los primers utilizados para la deteccion de genes
codificantes para toxinas HBL y Nhe, asi como el tamaifio de los productos esperados.

Nombre y secuencia (5’—3”) Posicion Pzggrue(;t(é:igesz()lo
Componente B (gen 4b/4) de HBL
HBLAI1: GTGCAGATGTTGATGCCGAT 671-690 — 300
HBLA2: ATGCCACTGCGTGGACATAT 990-971 «—
Componente L, (gen #bID) de HBL
L1A: AATCAAGAGCTGTCACGAAT 2854-2873 — 410
L1B: CACCAATTGACCATGCTAAT 3283-3264 «—
Componente A (gen nheA) de Nhe
nheA 344 S: TACGCTAAGGAGGGGCA 344-360 — 479
nheA 843 A: GTTTTTATTGCTTCATCGGCT 843-823 «
Componente B (gen nheB) de Nhe
nheB 1500 S: CTATCAGCACTTATGGCAG 1500-1518 — 753
nheB 2269 A: ACTCCTAGCGGTGTTCC 2269-2253 «

¢) Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Para hacer la amplificacion de los genes toxigénicos se estandarizd6 el PCR
partiendo de un duplex PCR con los genes nhed y hbl4 y otro diplex PCR con los genes
nheB y hblD, luego se mezclaron los 4 juegos de primers para obtener un cuadruplex PCR.
Las muestras fueron analizadas utilizando este cuadruplex PCR. Se utiliz6 como control
positivo a la cepa Bacillus thuringiensis var. aizawai HD 137, la cual presenta todos los
genes para las toxinas HBL y Nhe, y como control negativo a Eschericha coli ATCC
25922.

La mezcla para la amplificacion se hizo utilizando 1 pL de cada primer a 100 uM, 5
pL del ADN extraido, 25 pL de Mastermix 2X y 17 puL de agua libre de nucleasas
(Fermentas ®) para llegar a un volumen final de 50 puL. Esta mezcla se amplific6 mediante
30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 15 segundos, alineacion a 55°C por 45 segundos

y extension a 72°C por 2 minutos.

d) Electroforesis en gel de los productos de la PCR
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La electroforesis de los productos amplificados se realizé en gel de agarosa al 2%
con bromuro de etidio a una concentracion de 0,0005 mg/mL. El gel se carg6 con 10 pL de
mezcla de carga (10 pL. de las muestras amplificadas con 1 pL de buffer de carga) y se
corrio a 120 V durante 1 hora. Se utiliz6 un marcador de peso molecular de 50 pares de

bases (Fermentas ®).
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Resultados

1. Aislamiento e identificacion

De las 48 muestras analizadas se lograron obtener 21 aislamientos con la morfologia

esperada en agar MYP para Bacillus cereus. Al realizar las pruebas fenotipicas todos los

aislamientos resultaron catalasa positivos, oxidasa negativos, indol negativo, movilidad

positivo y fermentadores de glucosa. En el Cuadro III se detalla el resultado de las pruebas

bioquimicas que dieron de forma variable durante la identificacion.

Cuadro III. Pruebas fenotipicas con resultado variable realizadas a colonias sospechosas por

Bacillus cereus aisladas en productos lacteos.

Aislamiento Gram Hidr(i)lisis Hidrél.isis Utillizaci(')n Similitud con B. cereus Identificacion
Almidén | Gelatina Nitratos API CH50B (%) API CH50B
LDI BG+Esporulado - + + 89.2 Aceptable
LD2 BG+ Esporulado - + + 87.4 Aceptable
LD3 BG+ Esporulado - + + 81.7 Aceptable
LD4 BG+ Esporulado + + + 82.2 Aceptable
LD5 BG+ Esporulado - + + 87.3 Aceptable
LD6* BG+ No Esporulado - - + No ensayado No ensayado
LD7* BG+ Esporulado 4 i NR B. stearothermophilus | B. stearothermophilus
LD8* BG+ Esporulado + + NR No aceptable No aceptable
Q1 BG+ Esporulado + + + 86.3 Aceptable
Q2 BG+ Esporulado + + + 86.3 Aceptable
Q3* BG+ Esporulado + + + B. coagulans B. coagulans
QC1 BG+ Esporulado - + + 84.6 Aceptable
QC2 BG+ Esporulado - + + 85.2 Aceptable
QC3 BG+ Esporulado + + + 80.2 Aceptable
QcC4 BG+ Esporulado + + + 89.2 Aceptable
QCs BG+ Esporulado - + + 82.3 Aceptable
QCo6 BG+ Esporulado + + 87.3 Aceptable
QC7 BG+ Esporulado - + + 85.2 Aceptable
QC8 BG+ Esporulado - + + 83.5 Aceptable
QC9 BG+ Esporulado + + NR 81.5 Aceptable
QC10* BG+ Esporulado + + NR B. mycoides B. mycoides

* Aislamientos descartados como Bacillus cereus.
LD: Leche deshidratada. Q: Queso. QC: Queso crema. NR: No reductor.
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A excepcion de uno de los aislamientos que no presentd esporas y no hidrolizéd
gelatina (LD6), todos fueron bacilos gram positivos esporulados y si hidrolizaron la
gelatina. El aislamiento mencionado no se ensay6 con el sistema API CH50B. Ademas de
este aislamiento se descartaron cuatro mas, LD7, LD8, Q3 y QC10, como posibles cepas de
B. cereus al ser identificados como B. stearothermophilus, perfil no aceptable, B. coagulans

y B. mycoides, respectivamente con el sistema de identificacion API CH50B.

La prueba de hidrdlisis de almidon dio resultados variables, siendo positiva en 10 de
los 21 aislamientos sospechosos sin presentar ningun patréon asociado a las cepas
descartadas. La prueba de reduccion de nitratos fue negativa en 4 aislamientos y si presentod
relacion con el descarte de las cepas ya que de estas cuatro, 3 presentaron un perfil de

identificacion incompatible con B. cereus segin el API CH50B.

Segun el tipo de producto, se identificaron satisfactoriamente como Bacillus cereus
2 aislamientos provenientes de los 12 quesos con especias (17%), 9 de los 21 quesos crema
con especias (43%) y 5 de las 12 muestras de leche deshidratada (42%); encontrandose un

total de 16 cepas a partir de los productos analizados (33.3%).

La tincion de Azul de Coomasie para observar las inclusiones cristalinas
parasporales no detectd la presencia de estas en ninguno de los aislamientos, por lo que no

fue posible identificar a ninguno de ellos como Bacillus thuringiensis.

2. Prueba de Sensibilidad a Antibidticos

Los aislamientos estudiados resultaron ser sensibles a azitromicina, eritromicina,
gentamicina, vancomicina, tetraciclina, ciprofloxacina y resistentes a los [B-lactdmicos
ensayados, como se esperaba. Una excpecion a lo anterior fue el aislamiento QC3, el cual
resultd sensible a amoxicilina - &cido clavuldnico y penicilina, e intermedio a cefotaxime.
Los resultados de los antibiodticos para los cuales no se esperaba resistencia intrinseca se

presentan en el Cuadro IV.
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Cuadro IV. Resultados de la prueba de sensibilidad a antibidticos de los

aislamientos obtenidos de productos lacteos estudiados.

Aislamiento | Azitromicina | Eritromicina | Gentamicina | Vancomicina | Tetraciclina | Ciprofloxacina
LD1 S S S S S S
LD2 S S S S S S
LD3 S S S S 1 S
LD4 S S S S S S
LD5 S S S S S S

Q1 S S S S S S
Q2 S S S S S S
QCl1 S 1 S S S S
QC2 S S S S S S
*QC3 S S S S S S
QC4 S S S S S S
QCs5 S S S S S S
QC6 S 1 S S S S
QC7 S S S S S S
QC8 S S S S S S
S S S S

QC9 S S
_. I: Intermedio. S: Sensible.

*Sensible a Amoxicilina — 4cido clavulanico y pencilinia, intermedio para cefotaxime.

3. Deteccion de genes codificadores de toxinas

La amplificacion de los genes toxigénicos con el cuadruplex PCR vy la electroforesis

de los productos de amplificacion de la cepa toxigénica Bacillus thuringiensis var. aizawai
HD 137 correspondientes a los genes 4bl4 (300 pb), hblD (410 pb), nheA (479 pb) y nheB
(753 pb), se presenta en la Figura 2.
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Figura 2. Gel demostrativo con bandas obtenidas a partir de amplificacion de los genes hblA, hblD,
nhed, y nheB de Bacillus thuringiensis var. aizawai HD 137. Carril 1 - Marcador de peso
molecular, Carril 2 - Control Negativo E. coli ATCC 25922, Carriles 3 y 4 - Genes nheA y hblA,
Carriles 5y 6 — Genes nheB y hblD, Carriles 7'y 8 - Genes nheA, nheB, hblA'y hbID.

En el Cuadro V se resumen los resultados obtenidos al detectar la presencia de los

genes toxigénicos en estudio dentro de las cepas aisladas.

Cuadro V. Presencia de genes toxigénicos en los aislamientos analizados.

Aislamiento nheB nheA hblD hblA
LD2 P P P P
LD3 P P P P
LD5 P P P P
QCl P P P P
QC2 P P P P
QC5 P P P P
QC6 P P P P
QC7 P P P P
QCS8 P P P P
LD4 P P A A

Q1 P P A A
Q2 P P A A
QC4 P P A A
QC9 P A A A
LD1 A P A A
QC3 A P A P

P: Presente. A: Ausente.
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Estos resultados indican que los 16 aislamientos poseen al menos un gen toxigénico,
9 de estos presentan los 4 genes evaluados, 13 presentan los dos genes estudiados de la Nhe
y 9 presentan los dos evaluados de la HBL. Al analizar la frecuencia con que se presentan
simultaneamente los dos genes que codifican para una misma toxina se encuentra que esto

sucede en un 84,6% de los casos.
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Discusion

Al analizar la cantidad de aislamientos segun tipo de productos se puede observar
que es mas frecuente el aislamiento de B. cereus en queso cremas con especias (43%) y

leches deshidratadas (42%) que en quesos con especias (17%).

En el caso de los quesos cremas con especias, esta frecuencia alta se puede deber al
mayor contenido de agua en ellos, lo que es favorable para la eventual germinacion de
esporas y aumenta la posibilidad de deteccion (Granum, 2005); a su vez, estos productos
presentan un alto contenido de grasa, lo que confiere un mayor grado de proteccion a las
bacterias frente a los tratamientos reductores de la carga microbiana (Schlegelova et al.,
2003;; Rajkovic et al., 2008). Estos factores parecen tener mas peso que la refrigeracion
aplicada a los productos para mantener bajo el numero de bacterias, aunque existe la
posibilidad de que estos contengan cepas psicrotroficas (Van Netten et al., 1990; Larsen y

Jorgensen, 1997; Wijnands et al., 2006).

La frecuencia de B. cereus en los productos lacteos deshidratados puede verse
afectada por la calidad de la materia prima utilizada en su fabricacion y por la capacidad de
las esporas de soportar tratamientos térmicos fuertes, ya que aunque el alimento contenga
una baja actividad del agua, las esporas no se ven afectadas por esto y se encuentran en

latencia a la espera de condiciones favorables (Granum, 2005).

La baja positividad observada en los quesos con especias se puede deber a que
presentan un menor contenido de agua que los quesos crema y aunque es mayor al presente
en las leches deshidratadas, la combinacién del almacenamiento en frio con la menor
disponibilidad de agua puede lograr controlar el crecimiento bacteriano. Es importante
sefalar que al igual que en los casos anteriores existe la posibilidad de encontrar cepas
psicrotroficas de B. cereus en estos productos (Van Netten et al., 1990; Larsen y Jorgensen,
1997; Wijnands et al., 2006), lo que presenta la posibilidad de encontrar una positividad

significativa.
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Cabe destacar la posibilidad de que no se detecten cepas de la bacteria debido a la
presencia de formas viables no cultivables en el alimento. Este es un estado adaptativo a
bajas condiciones nutricionales, como una baja actividad del agua en el caso de leches
deshidratadas, en el cual la bacteria puede llevar a cabo funciones fisioldgicas pero no es
capaz de crecer en un medio de cultivo (Morita, 1985). Debido a esta posibilidad no es
factible decir que los productos de los cuales no se logro aislar la bacteria en realidad
carecian de esta. Esta limitacion en la deteccion de la bacteria se puede dominar al utilizar
técnicas moleculares que no requieren cultivo del microorganismo y que detecten

directamente el material genético de la bacteria.

Existe una gran cantidad de variables, como la estacionalidad, contenido de grasa,
contenido de especias y condiciones heterogéneas de almacenamiento, dentro de las
muestras seleccionadas; para las cuales se hace necesario realizar estudios mas profundos
que logren determinar como se afecta B. cereus por estas variables. El estudio de estas
variables permitiria establecer el riesgo potencial que puedan conferir y haga posible tomar
medidas adecuadas, como tratamientos mas fuertes o condiciones de almacenamiento mas

estrictas, para prevenir eventuales cuadros clinicos debido a esta bacteria.

Con respecto al procedimiento de identificacion utilizado se observd una
caracterizacion satisfactoria para Bacillus cereus de acuerdo a las pruebas fenotipicas
realizadas en 16 de los 21 aislamientos con morfologia colonial similar a esta bacteria. En
este procedimiento se tomd como criterio excluyente la no formacion de esporas por parte
de la bacteria, ya que esta especie es definida como un bacilo gram positivo formador de
esporas (Gordon et al., 1973; Granum, 2005), por lo tanto el aislamiento LD6, no
esporulado, se descartd como B. cereus y no fue analizado con el sistema API CH50B. Este

aislamiento, a su vez, fue el unico en presentar la prueba de hidroélisis de gelatina negativa.

En los resultados del sistema de identificacion API CH50B se observa que presenta
la capacidad para diferenciar a B. cereus de otras especies del grupo como B. mycoides y de
especies menos relacionadas como B. coagulans y B. stearothermophilus. Tambien se

observa que las cepas identificadas como B. cereus provienen de poblaciones heterogéneas,
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ya que en muy pocos casos se encuentran los mismos porcentajes de similitud a B. cereus,
lo que concuerda con su origen, ya que provienen de tipos de alimentos, industrias y lotes

diferentes.

Las pruebas de catalasa, oxidasa, fermentaciéon de glucosa, indol y movilidad no
brindaron gran informacion diferencial entre los bacilos aislados, ya que todos presentaron
el mismo resultado. La prueba de reduccion de nitratos a nitritos, esperada como positiva
para B. cereus en un 95,5% de los casos (Gordon et al., 1973), funcion6 como criterio
preeliminar de exclusion ya que 3 de los 4 aislamientos que la presentaron negativa fueron
descartados definitivamente por el sistema de identificacion API CH50B, encontrandose
una positividad para la prueba del 93,8% entre las cepas confirmadas como B. cereus, muy
similar a los descrito en la literatura. La hidrolisis de almidon presentd una alta variabilidad
en los aislamientos sin mostrar una relacién importante con las cepas identificadas como B.
cereus o las pertenecientes a otras especies, por lo que no ofrece una gran confiabilidad

como prueba identificadora del agente en estudio.

En estudios previos de B. cereus en lacteos no se ha descrito la presencia de B.
thuringiensis ya que en la mayoria de ellos no se han hecho pruebas diferenciales entre las
2 bacterias, asumiendo que todos los aislamientos encontrados e identificados como B.
cereus por pruebas fenotipicas, incluyendo sistemas de identificacion API CH50B, en
realidad pertenecen a esta especie, por lo que se desconoce con exactitud la prevalencia de
B. thuringiensis en este tipo de productos. (Wong et al., 1988; Becker et al., 1994; Larsen y
Jorgensen, 1997; Te Giffel et al., 1997; Schlegelova et al., 2003). Ya que es posible
encontrar a B. thuringiensis compartiendo los mismos nichos que B. cereus (Stenfors
Arnesen et al., 2008), es necesario realizar pruebas, como la observacion de inclusiones
parasporales cristalinas (Gordon et al., 1973; Debro et al., 1986), para lograr identificar a
cepas de la primera dentro de los aislamientos encontrados. De acuerdo a los resultados
obtenidos en el presente estudio no fue posible identificar a ninguna cepa aislada como B.
thuringiensis, existiendo, sin embargo, la posibilidad de que algunas de ellas pertenezcan

en realidad a esta especie.
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Conforme a los resultados anteriores se encontré que la combinacion de pruebas de
identificacion fenotipicas mas confiable para detectar a Bacillus cereus debe contener las
pruebas de tincién de Gram, hidrdlisis de gelatina, utilizacion de nitratos, observacion de
inclusiones parasporales cristalinas y el sistema de identificacion API CH 50B. Sin
embargo como ya se conoce, una identificacion definitiva de Bacillus cereus es muy dificil
de realizar con este tipo de pruebas debido al alto grado de similitud entre esta especie y
otras estrechamente relacionadas, siendo los estudios genotipicos necesarios para un mayor
grado de identificacion (Rasko et al, 2005; Tourasse et al., 2006), presentando la

desventaja de aumentar los costos al requerir equipo y personal especializado.

Al sumar a estos problemas de identificacion definitiva la diferencia laxa entre las
cepas de B. cereus y B. thuringiensis (Carlson et al., 1994; Helgason et al., 1998; Tourasse
et al., 2006, Zahner et al., 2005) se hace necesario el desarrollo de nuevos métodos de
diferenciacion que sean faciles de implementar para los casos en que se quiera alcanzar un

alto grado de identificacion.

En cuanto a la prueba de susceptibilidad a antibioticos, la carencia de puntos de
corte para Bacillus cereus al utilizar el método de difusion de disco hace necesario recurrir
a los puntos de corte de Staphylococcus aureus, medida tomada en trabajos anteriores
(Coker et al., 2002; Mohammed et al., 2002; Turnbull et al., 2004), que si bien posee
concentraciones minimas inhibitorias similares para algunos antibidticos (CLSI, 2008), no
esta relacionada con el género Bacillus. Esto demuestra la necesidad de establecer estos
puntos de corte y asi determinar de manera mas facil la susceptibilidad a antibiéticos de las

especies de este género.

Dada la capacidad de B. cereus de producir B-lactamasas (Lim et al., 1988; Carfi et
al., 1995; Kotiranta et al., 2000) la resistencia a cefalosporinas y penicilinas, tal y como se
observd en el estudio, era esperada. Esta resistencia es efectiva incluso contra
cefalosporinas de tercera generacidon, como cefotaxime, y no se ve inhibida por el acido

clavulanico, inhibidor de B-lactamasas efectivo contra otros tipos (Weber et al., 1988).
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El hallazgo de que un aislamiento (QC3) resultd sensible a la penicilina y
amoxicilina - dcido clavuldnico, e intermedio para cefotaxime lleva a pensar que se pudo
dar alglin defecto en la expresion del gen de las B-lactamasas, como una inactivacion por

mutacion (Klug y Cummings, 1999).

Estudios anteriores han descrito que aislamientos de B. cereus presentan
sensibilidad a azitromicina, eritromicina, vancomicina, tetraciclina, gentamicina y
ciprofloxacina (Weber et al., 1988, Schlegelova et al., 2003, Turnbull ef al., 2004), lo cual
coincide con los hallazgos de la presente investigacion, ya que se encontrd que a excepcion
de 2 cepas intermedias para eritromicina y una intermedia para tetraciclina, todos los
aislamientos resultaron sensibles los antimicrobianos anteriores. La importancia de la
resistencia a antibioticos de esta bacteria recae en que al ser una bacteria de amplia
distribucion en el ambiente y alimentos puede funcionar como eventual reservorio de
resistencia para los antibidticos que no presenta resistencia intrinseca (Palva et al., 1990;

Muhammad et al., 1993; Licht et al., 1999; ECDC, 2002).

En cuanto a el andlisis toxigénico de las cepas de B. cereus aisladas de productos
lacteos con especias y deshidratados, este indica que de los 16 aislamientos analizados
todos poseen al menos uno de los genes en estudio, 13 contienen dos de los genes
necesarios para codificar la toxina Nhe y, entre estos 13 aislamientos, 9 ademas contienen

dos de los genes necesarios para producir la HBL.

Al ser la Nhe una toxina que requiere la expresion de todos sus genes para que se
genere un producto con actividad biologica (Lindback et al., 2004) es posible observar que
en al menos 3 aislamientos (LD1, QC3 y QC9) probablemente no va a presentar una
actividad importante ya que carece de uno de los genes ensayados. En los aislamientos que
si se encontraron los genes nhed y nheB, la actividad biologica de la toxina queda sujeta a

la presencia del tercer gen no ensayado (nheC).

En el caso de la HBL el producto de uno solo de los genes que la componen si tiene

actividad biologica, sin embargo esta se ve aumentada al incrementarse el nimero de
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componentes expresados (Beecher et al., 1995), esto lleva a pensar que las 9 cepas que
presentaron los dos genes de la HBL ensayados (hbl/4A y hblD) probablemente presenten
mayor actividad biologica que la que presentd solo uno de los genes o las que no
presentaron ninguno y cuya actividad dependeria de la presencia del tercer gen no ensayado
(hbIC). En este caso, la maxima expresion de la actividad bioldgica de la toxina estaria

sujeta a la presencia del gen no evaluado en las cepas que contienen los genes hblA y hblD.

Esta variacion en la toxigenicidad de las cepas de B. cereus explica que se logren
encontrar cepas mas patdgenas que otras, que incluso se pueden asociar a brotes (Jackson et
al., 1995; Granum y Lund, 1997; Kotiranta et al., 2000; Granum, 2005), aunque también
debe considerarse la correcta expresion de estos genes ya que si la bacteria posee la
informacioén genética pero esta no se expresa de forma adecuada, no se va a desarrollar la
actividad toxica. A su vez, la variacion en el contenido de los genes de virulencia
concuerda con los diferentes origenes de las cepas y la variacion esperada de una

caracteristica evolutiva transmisible de forma horizontal (Cardazzo et al., 2008).

Dado que los grupos de genes codificantes para las enterotoxinas HBL y Nhe se
transcriben cada uno dentro de sus respectivo operdn con asociaciones de presencia
simultanea entre los genes del mismo (Ryan ef al., 1997; Granum et al., 1999; Lindback et
al., 2004; Dietrich et al., 2005) la posibilidad de que las cepas que presentan los 2 genes
ensayados de cada toxina contengan ademas el tercer gen es alta, con lo se conseguiria
alcanzar una capacidad toxigénica importante. En este estudio se da esta posibilidad en 9

aislamientos, ya que presentan los 4 genes evaluados.

Se ha descrito que existe una relacién de presencia simultanea entre los operones
codificantes para la HBL y la Nhe, estando asociada la presencia de uno con la presencia
del otro (Hansen y Hendriksen, 2001). Es posible observar este evento en los resultados del
presente estudio ya que en 9 de los 16 aislamientos cuando se da la presencia de los genes

ensayados para la toxina HBL tambien se logran observar los genes ensayados para la Nhe.
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La ausencia de deteccion de un gen toxigénico en algin aislamiento no puede
considerarse de forma definitiva como la ausencia de dicho gen en esa cepa bacteriana ya
que en algunas cepas de Bacillus cereus se ha encontrado polimorfismo en las secuencias
de los genes toxigénicos (Méntynen y Linstrom, 1998; Priiss ef al., 1999), lo cual hace que
los primers utilizados sean incapaces de reconocer esas secuencias de nucleotidos
codificantes para toxinas. Estos polimorfismos son posibles estudiarlos in silico mediante el
uso de programas de computacion que permitan el analisis de las secuencias gendmicas de
la bacteria para detectarlos, de esta forma en el futuro no serd necesario realizar
procedimientos experimentales complejos para conocer las caracteristicas de las toxinas de

esta bacteria.

El método utilizado en este estudio no es suficientemente concluyente sobre la
toxigenicidad de las cepas de B. cereus analizadas debido a la ausencia de la deteccion del
tercer gen para cada toxina, sin embargo, puede funcionar como método de tamizaje para
hacer un estudio preliminar sobre la capacidad toxigénica de las cepas aisladas de
diferentes alimentos, dando paso a un estudio toxigénico exhaustivo sobre las cepas que
presenten todos los genes evaluados en el primer estudio. Gracias a este estudio tamiz es
posible observar que en las cepas de Bacillus cereus encontradas en Costa Rica se da la
presencia de genes toxigénicos, lo que deja el campo abierto a futuras investigaciones sobre

la prevalencia y capacidad patdgena de estas cepas.
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Conclusiones

Entre los productos lacteos analizados es mas frecuente el aislamiento de Bacillus
cereus en quesos crema con especias y leches deshidratadas que en quesos con
especias. Esto se puede ver influenciado por la cantidad de agua, grasa, la calidad de
la materia prima con la que se elabore y la temperatura de almacenamiento del

producto.

Es posible que no se detecten cepas de B. cereus en los productos analizados debido
a la presencia de formas viables no cultivables de la bacteria. Esta limitacion se

puede corregir en el futuro utilizando métodos moleculares.

Los ensayos de tincion de Gram, hidrdlisis de gelatina, utilizacion de nitratos,
observacion de inclusiones parasporales cristalinas y el sistema de identificacion
API CH50B son pruebas fenotipicas confiables para una buena identificacion de B.
cereus. A su vez las primeras pruebas mencionadas presentan una buena correlacion
con los resultados obtenidos con el API CHS50B por lo que se recomienda su

inclusion en esquemas de identificacion para esta bacteria.

La identificacion definitiva de B. cereus requiere de pruebas genotipicas,
presentando la desventaja de aumentar los costos al requerir equipo y personal

especializado.

La introduccion de pruebas diferenciales para identificar a Bacillus thuringiensis en
analisis de productos lacteos es necesaria para estudiar la frecuencia de esta bacteria

en este tipo de alimentos.
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Las cepas de Bacillus cereus aisladas de productos lacteos no presentan resistencia a
azitromicina, eritromicina, gentamicina, vancomicina, tetraciclina y ciprofloxacina,
por lo que no se evidencia que presenten un papel importante en la transmision de

resistencia a estos antibioticos.

Es necesario establecer los puntos de corte de la técnica de difusion de disco para
las especies del género Bacillus y asi poder ensayar su sensibilidad a antibidticos de

forma mas préctica y exacta.

La técnica de deteccion de los genes nhed, nheB, hblA y hblD puede funcionar

como prueba tamiz para detectar cepas de B. cereus toxigénicas.

Es posible encontrar en productos lacteos cepas de Bacillus cereus que contienen

genes que codifican para enterotoxinas, siendo frecuente la asociacion de genes.

Es importante el manejo adecuado de lacteos con especias y deshidratados ya que
pueden presentar cepas con potencial patogeno de Bacillus cereus, implicando un
riesgo si se le brindan las condiciones apropiadas para que alcancen un nimero

capaz de producir un cuadro clinico.
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