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INTRODUCCION

purante mucho tiempo se consideréd a  Bacillus gereus sdlo
como un contaminante de los medios de cultive en los laboratorios
clinicoes, pero a partir de las ultimas dos décadas se¢ ha creado
un interds predominante con respectoc & la intoxicacién
alimentaria. Sin embargo, en los Wltimos diez aRas se han
reportado nuchos casos clinicos en los cuales este microorganismo
sea ha asocliado con condicienes clinicas no relacionadas a los
alimentos como son la panoftaimitis, endocarditis, neumonia, etc.

Para poder estudiar el wmecanismo de pategenicidad de este
microorganismo, es necesaric conocer sus caracteristicas
taxondmicas, sus condiciones de crecimiento vy ?ecesidades
nutricionales, asi{ como su fisiologia. Estos aspectos que se
tratardn en el primer capitulo de este trabajo, permitiran
comprender después su papel patdgenc.

La patogénesis de la infeccidén por este microorganismo estad
relacionada intimamente a su produccién de toxinas como la
necrética, emética, letal, etc.

Sa ha postulado que la combinacidn de enzizas especificas
elaboradas por R. cereus contribuya a su virulencia en los ojos,
aunjue exintan también algunos casos de infecciones
pleuropulmonares, osteomielitis, endocarditis y septicemia en
donde se encuentra implicado este microorganismo.

Teniendo en cuenta que este microorganismo se coansidera
oportunista, cabe sefslar gque los serios padecimientos

nencionados se presentan principalmente en pacientes



inounocomprometidos, asi como on personis que presentan factores
predisponentes como son: el abuso del alcchol, narcético-
dependencia, talasemia, cancer, insuficiencia renal, etc.

Se sabe que la infeccidén se disemina por via hematdégenza al
administrar medicaumentos o drogas por via intravenosa, o bien, se
adquiere por traumas directos, cirugia, etc.

Aprovechande la composicién antiqénica de la espora y la
produccién de toxinan, se han utilizado para su ldentificacién en
el laboratorio técnican inmunolégicas como la
inmunoelectroforesis y la inmunofluorescencia. Aunque sembrar en
medios de cultivo para observar aus caracteristicas wacroscédpicas
Y al tenerlo aislado realizar las pruebas biloquimicas que lo
caractorizan, no dejan de ser las pruebas de rutina para su
diagnéstico.

B, g¢ereus, en virtud de que produce beta lactamasas,
usualmente resiste a estos antibiséticos presentando
problemas en el tratamiento, debiéndose recurrir a otros a los
que si  sea sensible, como clindanicina, aminoglicdsidos,
taetraciclinas y cloranfenicel.

De este modo ge puede justificar su importarncia actual dentro
de la clinica 'y demostrar su interés por considerarlo un
microorganismo oportunista o patégeno sequn las condiciones del

paciente.



OBJETIVOS

1)

2)

3)

4)

5)

Estudiar las caracteristicas taxondmicas del microorganismo,
sus condiciones de crecimiento, necesidades nutricionales vy

figliologia para comprender su mecanismo de patogenicidad.

Conocer la influencia que tienen las toxinas producidas por

este microorganismo en su patogénesis.

Resaltar la importancia que tienc actualmente B. gereus
como microorganismo patdgeno en pacientes inmunocomprometidos

o bajo ciertos factores predisponentes.

Describir las caracteristicas de las infecciones que provoca

B. gerecug en el hombre,

Concientizar al personal cncargado de la salud publica, de
que B. cereys siempre que se aisle e identifique

en el laboratorio, deberd reportarse como tal.



1. GENBRALIDADES

Es comuin encontrar a Bagjllus gereus en suelo, agua, peolvo,
aire y muchos allmentos tanto manufacturados como no procesados.
Esto implica que resulta ficil de adquirir una infeccion por este
microorganismo (41).

Para poder estudiar su mecanismo de patogénesis es necesario
tener un amplic conocimiente acarca de sus caracteristicacs
taxondmicas, cus condiciones de crecimiento y necesidades
nutricionales, asi como su fislologia. Este ordenamiento de los
aspectos que gse tratardn en el presente capitulo, dard una idea
clara del comportamiento del microorganismo y, de esta forma,
pernitiréd comprender después su papel patdgeno.

La composicién de bases del ADN de B, ¢eoreuz muestra la
relacién taxonémica que puede tener eoste microorganismo con las
otras espacies del género Bacillus (59).

sus necesidades nutricionsles no son complejas, no requiere
de vitaminas, pero si de uno o varios aminoécidos.

Usualmente fermenta la glucosa preduciendo Acido sin gas. En
cambio, en la arabinosa, xilosa, manitol, indol, sorbitel, nc
producen fermentacidén.

Metaboliza compuestos aromidticos e hidroxiaromiticos gque han
empezado a surgir recientemente.

Puede crecer satisfactoriamente en agar nutritivo.

Su ciclo de vida presenta dos estadios: esporulacién y

germinacidén.



1.2 Norfologia y taxonomia

Bacillus gercus es un bacllo cilindrice, que mide de 1.0 a
1.2 micras de ancho y de longitud de 3.0 a 5.0 micras, se
encuentra aisladoe o formwande cadenas cortas y largas gue en
ocasiones forman embrolles. La reaccldn que presenta con tinecién
de Gram es positiva. Presenta wovilidad por medio de flagelos
peritricos (39,59).

Cuando se tife ligeramente se observa el protoplasma granular
© espumoso.

No presenta cédpsula.

Esta nicroorganismo es un bacllio formador de esporas con
pared delgads de forma elipsoidal y situadas en su parte central
sin deformar al esporangio. Miden de 1.0 a 1.5 micras y no toman
una tincion ordinaria (29,55,59).

Bagcillus gereus pertenece a la seccidén 13 del HManual de
Bacterlologia Sistematicz de Bergey 9a. edicién, la cual

corrsponde a los cocos Yy bocilos formadores de endosporas.

Orden: Eubagteriales
Familia I: Bagillaceae
Génaro I : Bacillus
Especia: Dacillus cereus

De acuerdo al tipe de espora, el género Bacillus se clasifica

en tres grupos:



Grupo l.- Bacilos formadores de esporas elipsoidales o
cilindricas, las cuales son centrales o terminales y no deforman
al esporangio. Esporas con pared delgada.

Grupo 1ll.~ Esporas elipsoldales, raramente cilindricas,
centrales o terminales con deformacién del asporanglo, esporas
con pared gruesa.

Grupo 1l1l1.- Esporas esfdricas, que deforman al
aesporangio (59).

La familia Bacillacene seé distingue por su unica
caracteristica taxondmica que es la formacidn de endosporas, perc
ésta es raramente confiable (59).

El género Bacillus distingue de otras bacterias formadoras
de endosporas, en que forma catalasa, ya sea en forma aerdbica o
facultativa (59).

ios primeros estudios sobre la taxonomia de las bacterias
acroblias formadoras de ecndosporas se hicieron coleccionando cepas
del género Bacillus disponibles en ese tiempo. Al aplicar un
restringido numero de pruebas se encontré que las especies
entonces reconocidas podrian distribuirse e¢n veinticinco
especies, las cuales demostraban que el género presentaba una
clasificacidn ldgica.

Los estudios recientes gue se han hecho sobre la composicién
de bases de ADN y su reasociacidn, wmostraron la gran variedad de
especies que hay dentro de este género, asi se sugiridé la
necesidad de dividirlo, pero las pruebas que se han hecho para
ello no han tenido éxito. A pesar de los poderosos instrumentos

moleculares ahora disponibles, la clasificacién de las cepas que



representan a los diferentes grupos del género no es util porque
sug caracteristicas son nmuy irregulares; désto es un obstaculo
para poder lograr una nueva taxonomia, la cua. debe tomar en
cuenta no solo la compon{cizﬁ;w de bages del ADN ¥y la homologia
del ADN, sino también la hibridizacién de ADN~XARN, lc cual
indica laz relaciones filogenéticas con otros géneros (59).

De acuerdo a los estudios taxondmicos numéricos que se han
realizado, se suglere que el género Bacillug se puede dividir en
otroe clnco © seis géneros, es decir, son tan variadas las
caracteristicas que presentan cada una de las especies de
Bacillus, que no es posible que todas ellas formen parte del
mismo género, sino que seria mejor distribuirlas en varios, donde
sus caracteristicas fueran mas afines {(59).

Se ha logrado la clasificacién de algunas especies dentro del
género, basada en los estudios de reasociacion ADH/ADHR (59).

Las relaciones taxondmicas que guardan las bacterias
formadoras de endosporas son generalmente inciertas. La evidencia
de rARN muestra que PBacilius y Clogtridium pertenecen a una rama
mayor de procariotes la cual tambi¢n contiene géneros tales cowo
Staphylococcug, Streptococeus, Lagtobacillus, Eubactexium,
Acetobacterium, Sarcina y probablemente los micoplasmas. Bacillus
' GClestridium son muy distintos tanto genctipica cono
gendmicamente.

Sperosarcina vy PElanggogcus estin estrechamnte relacionados
con Bacillus en cuanto al rARN 168 (59).

Los formadores de endosporas son una rama diferente de
bacterias, pero ésta también contiene géneros que no forman

endosporas. Es evidente que las agrupaciones genéricas comunes



ponen mucho énfasis en la esporulacién y la forma de la célula;
sl ésto no sae tomara en cuenta, las semejanzase entre algunas
especies en un género, tales como Bacillus, spereosarcina ¥
Blanococcus, o Bacillus,  Sporelactobacillus y  Lactobacillus
serian muy fuertes. Dependiendo de la formacién de esporas, es
probable que en el futuro, las sspecies del género Baglllus se
agrupen en otros géneros (59).

Conmposicién de la pared celular.~ Loa 4cidos teicoico y
teicurénico de la pared celular se han detectado en algunas
especies de Bacillug. Sus implicaciones taxondmicas aun no se han
establecido, como tampoco en el caso de log polisacédridos
ancontrados en la pared celular de las bacterias del género (1,

59).

Capsulas.~ Algunas especies de Bagillug producen cépsula de
carbohidratos;: las estructuras de levanas y dextranas son
conunes.

La produccidén de estas estructuras y su naturaleza quimica no
son de gran utilidad taxondmica (59).

Flagelos.- La mayor parte de las especles de Bacillug son
méviles por medio de flagelos peritricos, la flagelacidn no es un
caradcter da uso taxondmico en este género, aunque se ha hecho uso
de esta caracteristica por la falta de movilidad de algunas
especies. Baclllus cereus es normalmente mnévil, pero algunas
veces se han encontrado cepas no méviles, por ejemplo, Logan y
Berkeley encontraron 5 inmdviles de 149 estudiadas (59).

Esporas.~ La forma de la espora, su posicién en el

esporangio y 1la wedida relativa de este ultino, son



caracteristicas de uso taxondémico.

Las esporas de pBagillug wuestran una ultraestructura mnds
compleja qua la vista en las secciones de una célula vegetativa.
El protoplasto de la espora (centro de la espora) estd rodeado
por la pared de la célula garminativa, la cortera y después la
envoltura de la espora. Dependiendo de las especies podria estar
presente un exosporo (59).

De acuerdo a la organizacién y al nunero de cepas que rodean
al protoplasto es como pueden diferenciarse las especies de
Bacillus. Las implicaclones taxondmicas de estas diferenclas de
la ultraestructura no son muy claras (2,59).

Las cepas de Bacillus no forman endosporas bajo todas las
condiciones de cultive. Ento as nmas importante desde un punto de
vista taxondmico y especialmente en la identificacién de algunas
bacterias aimladas, ya que cepas de Bacillus no esporulados,
podrian identificarse como miembros de otro género.

La manera por 1la cual se abre la envoltura ez una
caracteristica de la cepa y generalmente no estd influenciada
fuertemente por factores ambientales, se puede abrir en forma
polar o ecuatorial, por desdoblaniento a lo large del eje
celular, por expansidn de la bacteria quedando las dos mitades de
la envoltura de la espora en ambos extremos de la célula
germinativa, o por lisis de la envoltura. B. gereus y Be
negaterium lisan frecusntemente sus envelturas (59).

El nodo de abrir la snvoltura ez un cardctar de valor

taxondmico que no estd bien establecido.



Genética,~-

a) Se ha revigado reclentemente el uso de bacteridéfagos para
tipificar a Bacillus cereus.

b) Estudio de la composicién de bases del ADN

Las especles pertenecientes a un género no deberian diferir
en la composicién de su ADN mds de 10 a 15 por ciento. El
porcentaje molar de G+C del ADN de cepas del génerc Bagillus
difiera por mas del 30 por ciento, indicando que es heterogéneo.
El valor mas bajo reportado (31.7% molar de G+C) es para una cepa
de Bagillus cersus, considerando el wvalor mas alto de 63 por
ciento molar que fue encontrade para B, thermocatenulatus.

Las cepas que pertenecen a una especie unica no deberian
diferir en la composicién de bases de su ADN mas que en dos por
ciento.

c) Estudio en la reasociacién de ADN

Estudios del ADN homéloq§ han contribuido a un concepto mis
satisfactoric de qud es una especie bacteriana y la técnica de
reasoclacién de ADN podria ser la base para el reconocimiento de
cepas de igual especie. En base a esta técnica se han hecho
progresos en la taxonomia del género Baglllus.

Aunque ostudios de reasociacién de ADN han mostrado la falta
de relacidén gendtica entre clertas especies de Bacilluz, ce ha
visto que Bagillus anthxacls, B. gereus y B. thuringlengis
tienen una alta homologia de ADN entre i, por )lo cual se podria
considerar como miembros de una sola especis (59).

d) Estudio de la hibridizacidén de ADN-rARN.- Catalogacidn de
oligonucleétidos comparativos de rARN-ADN.

El amplio rango de la composicidn de bases del ADH que es de

10



30 a 70 por clento molar de G+C, sugiere que las especles
comprendidas dentro del género Bacillus deberian clasificarsc
dentro de varios géneros. En base a los estudios de ADN-ADH
homdlogos se encontrd gque sBolamente unas especies de Ragillus
mantenian una estrecha relacioén gendtica, y que si este género se
llegara a separar en otros, no deberia hacerse tomando en cuenta
solamente los valores homélogos del ADN de sus especies.

Sa encontré que especlies vepresentativas de otros géneros,
cuyos ADN son homdlogos con espacles del géneroe Bagillus, estaban
cercanamente relacionados al aplicar estudioz filogendtices gque
se bagan en moldculan de rARN.

e} Electroforesis de enzimas

Las diferentes zonas electroforéticas que representan lasg
enzimas gue ce obtienen de extractos de cepas de Bagillus,
constituyen una técnica Gtil para el estudio de las relaciones
taxonémicas dentro del género.

Por ejemplo, cepas representantes de B alvel, Be
amyloliquefaciens,  B. cereus y B. subtilis exhibieron modelos

de migracién de once enzimas diferentes (59).

1.2 Mutricidn

Bacillus gereus es aerocbio, sin embargo pue&e desarrocllar
bajo condiciones anaerobias en presencia de glucosa o nitritos.
La temperatura, que es otro factor nuy IJlmportante en el
crecimiente de este microorganismo, fluctua entre los 16 y

Aa'c, con una dptima entre los 28 y 1s5'¢.

11



El pH al cual puede desarrollar este microorganisme es de 5.2
(28,78).

sus necesidades nutricionales no son complejas, no requiere
de vitaminas, pero si de uno o varios aminoAcidos. Esto lo
comprobaron Knight y Proom mediante un estudio comparativo que
realizaron sobre la nutricién y fislologia de las especies
mesofilicas del género Bagillus, a continuacién se presentaran
varios aspectos de este estudio (35).

Los microorganismos con los que trabajaron los obtuvieron de
cepas pertenecientes a una colececidén de laboratorio y también de
una muestra de suelo, a partir de la cual se siguié todo un
proceso de aislamiento de cepas de Bacillus.

Una vez identificadas cada una de las especles, déstas se
sometieron al estudio de sus principales requerimientos
nutricionales, los examinados fueron:

i) Fuentes de nitrdgeno.- Ién amonio, ciertas mezclas de
aminoAcidos e hidrolizado de caseina. De esta forma se pudo
observar la facilidad para utilizar, o bien el ién amonio, o el
hidrolizado de caseina. EBn algunos casos éste ultimo se
substituydé por una mezcla de aminodcidos conocidos,

ii; Metabolitos esenciales.- Principalmente del grupo de las
vitaminas B: aneurina, biotina, 4cido nicotinico, 4cido
pantoténico, piridoxina, é4cido félice o ribeflavina.

iil) Fuentes de carbono.- Glucosa al 3%, que se adicono a
todos los medios de cultive como unica fuente de carbono.

iv) sales y trazas de elementos.~ Este tipo de requerimientos

nutricionales no se analizd. Las sales m&s comunes y trazas

12



conocjidas de varios eclementos estuvieron presentes en los medios

de cultivo manteniéndose a una concentracidén constante (24).

Se utilizaron los siquientes medios de cultive (cuya

composicidn y preparacion se pueden ver en el Anexo):

a) Medio basal de amonio

b) Medioc basal de caseina

c) Medio 7 AA

a) Medio 14 AA

Todas las cepas del género Baciliusz se sembraron en los

medios de cultivo antes menclonados. Se obtuvieron diferentes
reultadeos de cada cepa de acuerdo a la especie de la cual se
tratara (35).

Al referirse a Bacillus gereus, se trabajeé con trece cepas,
de las cualez once se aislaron del suelo y dos se obtuvieron de
la coleccién del laboratorio.

Ninguna utilizé amonio como Unica fuente de nitrdgeno, Todas
crecieron en el medio de hidrolizado de caseina, el cual pudo
reemplazarse por cierta mezcla de aminoacides, donde
desarrollaron varias cepas. Ho hube evidencia de algun otro
requerimiente nutricional. Tres cepas crecieron en el medic 7 AA
y acho cepas crecieron en el medio 14 AA.

Los requerimientos de las cepas para un amincdcida en
especial) dentro de estas mezclas no se analizaron, sdlo se
observé la capacidad para crecer en 4stas, sin embarge, se
establecid que ni una sola de las cepas examinadas requiris
ninguna de las vitaminas del grupo B como metabolitos esenclales
{52).

Despuds de muchos aflos, White continué trabajando sobre la

13



nutricion de B, gereus, su objetivo principal era encontrar los
minimos requerimientos de amlnoAcidos, es decir, a partir de una
mezcla de ellos, determinar cuidl o cudles eran los més
importantes para el crecimiento de este microorganismo (79).

Para este trabajo, White utilizéd las cepas 6349, 7464 y 9373
de la Coleccién de la Industria Bacteriana Nacional (NCIB). Se
basd en un medio de cultivo al cual llamd medio A (Ver Anexo).

81 al medio de cultivo anterior le agregaba glicerocl, le
llamaba medio A;, y si le agregaba glucosa, le llamaba nmedio A;.

Para llevar a cabo las pruebas de los requerimientos
nutricionales, le¢ adiciond al medio A algunos factores
nutricionales como vitaminas, purinas, sales y aminodcidos (Ver
Anexo) .

En la determinacidn de los requerimientos individuales de
aminodcidos, el medio A se enriquecié con ellos (Ver Anexo).

cada una de las cepas se sembrd en los mnedios antes
mencionados.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se observd, cono
anteriormente ya lo habian especificado Knight y Proom, que
Bacillus cereus requiere de aminodcidos y no de vitaminas para su
crecimiento. Pero ademas, White, alcanzando su objetivo, confimmé
que este microorganismo requiere un minimo de dos aminoacidos,
glicina y metionina, como factores de crecimiento; después de
haberlo determinado, se intento desarrollar cubcepas
de B. cereus independientemente de aminoacidos (79).

Para llevar a cabo este experimento, los microorganismos de

las cepas 6349 y 9373 que se encontraban en un medlo de agar
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nutritivo inclinado, se resembraron en el medio Ay no enriquecido
con aminodcidos contenldc en caijas de Petri incubindose a 37'¢c
hasta aparecer un desarrolle confluente (5 dijzs}. Luege, un
indculo del wnicroorganismo de este medio se suspendid en agua
estéril hasta dar una ligera turbidez, volviendo a sembrarse en
el medic A, 86ljdo, al cabo de ocho resiembras seriadas en este
mismo medio se observé que los microorganismos de ambas cepas
desarrollaban a los dos dias. Cuando, a partir de este medio
s86lido A; no enriquecido con aminoicidos se tomé un indculo y se
resembré an un medio liguido A,, se obtuve muy poco crecimiento.
Sin embargo, despuds de tres resiembras seriadas en este nismo
medio, el crecimiento fue abundante.

Todavia se desconocen los mecanismos biloquimicos y gendéticos
que desarrollaron las dos cepas de B. cereug para que fueran
capaces de crecer en un medio no enrigquecido con aminodcidos.
Esta caracteristica aparecidé gradualmente durante resiembras
seriadas en el medio sélido y en el liquido. Probablemente estdn
implicades varios procesos mutacionales, pero las mutaciones no
son las que provocan el desarrolleo de nuevas regiones del genoma
capaces de inducir la formacién de las nuevags enzimas especificas
nacesarias para la sintesis de los aminoicidos. Presumiblemente
estas regiones se encontraban presentes en el genoma de las cepas
silvestres (exigentes), pero las enzimas no se manifestaron hasta
que alguncz ncecanismos de control sae alteraron por las mutaciones

(79} .
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1.3 risiologin

1.3.1 Espora

Bajo condiciones linmitadas de fuentes de carbono, nitrdégeno o
fésforo, BRacillus gereug tiena la capacidad de producir
endosporas, que normalmente no se expresan durante el crecimiento
de la cdlula vegetativa, ésto constituye un complejo proceso de
diferenciacioén, ¢l cual se inicia al final del crecimiento
exponencial y al principio de la fase estacionaria. El proceso
induce la sintesis dentro de laz células vegetativas, de un
nuevo tipe de célula completamente diferente en astructura,
composicién quimica y propledades fisiolégicas respecto de la
célula madre. Daespuész de separarse de déota, la endospora entra
normalmente a un largo perfiodo de 1latencla ain presentar un
metabolismo detectable y por muchos aflos puede conservar la
capacidad potencial de germinar. A este estado de latencia total
se le conoce como criptobiosis (62,80).

Las esporas bacterianas son mucho mas resistentes a las
condiciones desfavorables que las células vegetativas. Por esto
nismo es que su actividad metabdlica no es como la de las esporas
de los hongos, las cuales estan adaptadas para diseminacidn, las
esporas bacterianas est&n adaptadas particularmente para la
subsgistencie prolongada hajo condiclenas adversas (16,80} .

En el caso de la ospecie en estudio, la cspora s un poco nds
pequer'm' que el diimetro de la célula gque lx produce.

Las endosporas son altamente resistentes al calor, radiacidn
ultravioleta y iénica y muchas substanclas quinmicas téxicas. Su

resistencia al calor es aprovechable en el ailslamiento de
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bacterias forwadoras da esporas. Ademdg son impermeables, son
células altamente rafractables, gque no toman la vincion ordinaria

(1€).

1.3,1.1 Kecanigmo de esporulacién, estructura ¥ conpoalcidn
quimica

La asporulacién se produce mas facllmente en las células
vegatativas bien nutridas, aunque las condiclones de crecimiento
empaoran gradualmente por acumulacién de productos secundarios,
deplecién de nutrientes o alquna otra influencia no habitual. Se
ha observado que las cepas da B, gereus forman endosporas nas
facilmente cuando células sanas enfrentan la inanicidén en
presencia de oxigeno (28,80).

Se ha observado que todo el proceso de esporulacion se lleva
a cabo en 14 horas y se divide en seis etapas morfoldégicas (16).

Al final del crecimiento oxponenclal, cada célula contiene
dos cuerpos nucleares, los cuales se unen para formar un
filamento de cromatina axial (16, 80) ce supone que la vérdida de
cationes en el interior de la célula produce este arreglo
cromatinice (12,80). Este ¢s el primer paso definitiveo del inicio
de la esporulacién. En esta primera etapa también se desarrolla
un mesosoma esporal, éste Ge asocia aubsecuentement’c a la porcidn
del filamento axial que posteriormente pertenccerd = 1z unidad
citoplasmatica esporal (80). El mesosoma comprende a las dos
unidades de membrana concéntricas (62).

Después, en la etapa dos, al producirse un pliegue en la
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parte interns de la membrana citoplasmatica, se lleva a cabo la
formacién de un septo transverso cerca de un polo de la célula,
el cual separa al material nuclear en dos compartimientos,
llamandoseles célula madre y unidad citoplasmatica esporal (12).
Existen unas vesiculas en el &rea producida por el pliegue de 1la
membrana, y éstas comprenden a los mesosomas periesporales de la
célula. Las vaesiculas estan delimitadas por una doble membrana y
en muchos casos se presentan en el 4rea del septum de la espora
en el centre de la célula (24,28,62).

La etapa tres de la esporulazcidén se caracteriza por el
movimiento simulténeo de las vesiculas hacia el polo de la célula
Y por la proliferacidén del secptum de la espora en la mnisma
direccidén (24,28).

Por migracién de sus zonas periféricas de adherencia, hacia
el polo de la célula, el septum introduce al cromosoma dentro
del citoplasma de la célula madre, donde la membrana do désta
crece alrededor de aquél, formandose asi una forespora, como
consecuencia de este procesc se presentz la formacidén de una
doble menbranz de la forespora, la cual rodea completamente a la
cromatina de la espora.

En efecto, la forespora es un protoplasto rodeado por dos
grupos cencéntricos de unidades de nenbrana: su propia membrana
limite y la2 membrana de la célula wmadre, la cual ha creclde a su
alrededor. En este estado los procesos de desarrolle son
irreversibles. Por medio del nicroscopio de contraste de fases,
la forespora aparece como una mancha, un area no refractible,
libre de inclusiones granulosas. A partir de este momento las

vesiculas emplezan a desaparecer rapldamente (12,54).
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Por lo que respecta a la etapa cuatro, el material nuclear se
distribuye perfactamente por toda la forespora, oa~1i empieza a
aparecer al material cortical entre los componentes de la
membrana de la forespora. El final de esta etapa se identifica
por el primer estado de deserrollo de la corteza, la cual es una
capa denga que se desarrolla entre las dos membranags que rodean a
la forespora. Inmecdiatamente despuds se desarrollard una cepa
olectrénicamente mds densa, Que es la cublerta o enveltura de la
aspora. Esta se forma en ¢l exterior de ambas membranas de la
forespora rodeando ja corteza. Al final se forma una capa delgada
llamada exosporio, que constituye en la parte exterior, la
cublerta de la espora (24,54,62).

En la etapa cinco, la menbrana interna del septum de 1la
espora inicial, o5 ahora la que limita al centro de la espora y
se pueden observar algunas invaginacicnes extendidéndose dentro
del citoplasma de la espora (24,54,80). La capa electrénicamente
menos densa, que es la corteza, puede verse en posicidén adyacente
a la capa cortical mas densa. Ja unidad de membrana exterior de
la forespovra no puede ldentificarse después de ecsta etapa. Por
lo que respecta a la envoltura, consiste de dos capas densas, la
externa esté bien definida, mientras gque la interna lo estd
pobremente. El material citoplasmiético procedente del inicio de
la formacion de la espora, ahors se encuentra entre el exosporio
Y la parte externa de la envaltura de la espora (24,30).

El final del proceso de esporulacién se presenta en la etapa
seis, donde se lleva a cabo la 1lisis del esporangio con la

liberacién de la espora. Este proceso es muy lento (28,54,62,80).
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Fig. 1 Diagrama de representacidén de los cambios morfolégicos de
la esporulacién de gareus, asi como el tiempo de

duracidn de cada uno de ellos ({12,54).
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Composicién elemental de

Tabkla no. 1

las

asporas de B, cereus (56)

ELEMENTOS COMPOSICION
% peso seco mmol/kg

Elementos principales
carbono 40.1 33 389
Oxigeno 37.7 23 564
Nitrogeno 10.7 7 639
Hidfégeno 6,5 64 486

Elenmentos nminerales
Calcio 2.5 624
Fésforo 1.05 339
Potasio 0.86 220
sulfuro 0.58 181
¥anganeso 0.56 102
Hagnesio 0.39 160
Sodio 0.15 65
Zine 0.10 15
Flerro 0.08 14
Cobre 0.01 2
Silice Trazas -



Loxtaza

La corteza de la espora contiens muchas c¢apas de
peptidoglicanc con cantidades elevadas de acide Q{—-g*d‘lamino
pinélico, muchas se encuentran unidas entrecruzadamente, mis que
las de 1la célula vegetativa. El paeptidoglicano contiene tres
dimeros de N-acetilglucosamina y 4cido muramico los cuales se
diferencian con respecto a las substituciones en el &cido lactico
y 4cido nuramico, estas diferentes substlituciones son: una
subunidad lactamico-murdmico, sin estar unido ningun aminodcido:
una subunjidad de alanina, llevando solamente un residuo de L-
alanil; y una subunidad tetrapeptidica, 1llevando la secuencia L-
ala-D-glu-meso-DAP-D-ala. Estas subunidades representan
aproximadamente 55, 15 y 30 por clento respectivamente del total

(2,12,16,28,62).

Enveoltura o cubiexts

Bsta capa se encuentra bajo el oxosporio, representa del 30
al 60 por ciento del peso seco de la espora, estia compuesta de
proteinas, conteniendo @l 80 por ciento del total de la espora.
Esta estructura le brinda su apariencia, generalmente esta
compuesta de tres capas que se sobreponen (2,62).

La capa externa se constituye de un material fibroso,
producto de la unién de fracciones laminares, cada una de las
cuales sgse forma por fibras yuxtapuecstas ordenadas linealmente.
Se compone de polipéptidos honogédness = los que se les incrustan
restos de cilsteina en diferentes posiciones.

La composicién de la capa intermedia se parece a la de la
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externa, pero =u estructura es diferente, pues no tiene
fracciones laminarss y presenta orificios, la diferencla de esta
conformacién se debe a la diferente cantidad de cisteina.

La capa interna es homogénca y muy delgada, a veces nc estd
presente, pero cuando lo estid se pueden confundir con las
estructuras de la corteza (28).

La incorporacién de la cisteina a los polipéptidos depende de
la estructura que se vaya a formar, cuando se trata de la capa
externs y la capa intermadia si hay incorporacién de cisteina,

cuando sa forma la interna no la hay (2,12).

Exesporic

Es una menbrana delgada y flexible, se forma s partir del
extremo no polar de la pre-espora y poco a peco va rodeando o la
espora sin asoclarse a las membranas esporales ni a las membranas
de la célula madre (2).

Esta estructura es dificil de distinguir en un micrcscopio de
luz o en uno de contraste de fases, pero en ¢l elactrénico se ha
podido observar més detalladamente (28).

El exosporio est4 constituide por dos capas, las cuales lo
hacan ver como un dobla exosporio, unz d2 ellas es la capa
superficial (&) con proyecciones (b) que surgen a partir de una
cubierta intermediaria (c) de.toma irregular; la otra es la capa
basal fundamental (d). Esta esté constituida por una nembrana
basal que presenta una perlodicidad hexagonal y comprende cuatro

pagquetes laminares (o). Sus dimensiones aproximadas son (28):
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a= 310°A°
b= 250 A°
c= 60 A

de 150 A"

a= 45 A’

Fig. 2 Diagrama de la fina estructura del exosporio (28).
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La composicidén quimica del exosporio es cualitativamente

similar a la de la pared celular de la célula vegetativa (24)'7.

Takla no. 2

Composicidén quimica del exocporio de
B. gexeus (12)

COMPONENTES CANTIDAD (mcg/ml)
15 aminoacidos 373
Glucosamina 113
Carbohidratos 104
Lipidos 174
Acidos teicoicoes 20
hcidos orgéanicos 21
Acido dipicolinico 2
Acidos nucleicos 12
No hidrclizables 180
Recuparacién total 987

1.3.1.2 cComposicién antigénica de la espora

Los antigenos de la espora poseen la mas alta especificidad
de la especie (43,63).

Los aglutindgenos se consideran componentes superficiales de

25



la célula, pero los antigenos precipitantes extraidos
quimicamente (casl haptenos de polisacarides on la forma extraida)
podrian ser componentes de la superficie o componentes internos
de la espora (43).

Con el nicroscopio de contraste de fases, se pueden ver las
reacciones antigeno-anticuerpo especificas alrededor de las
esporas suspendidas en su suero. Por medlic de las preparaciones
hechas con tinta India, se observd una capa de material viscoso
rodeando a las esporas de varias cepas de B, g¢ereus, esta capa
es el exosporio, al cual se asocian los antigenos responsables de
la reaccién de aglutinacién con los anticuerpos especificos,
existen autores que le llaman reacclidén especifica del exosporio
(43) .

El suero antiespora no siempre reacciona con las células
vegetativas.

Se probaron esporas de B. cereugs en diferentes grados de
germinacidén, contra sueros de esporas y de células vegetativas de
esta misma especia, observandose decremento de los aglutindgenos
de la espora y apareciendo antigenos bacilares (43).

con los métodos de difusidén en gel e inmunocelectroforesis se
muestran los camblos antigénicos durante la esporulacioén de
Bagillus cereus, pero los patrones de comportamiento son muy
complicados. Se ve claramente la desaparicién de antigenos
bacilares y la aparicidn sclmultines de los de la espora, cuando
se prueban tres sueros diferentes, el de las células vegetativas,
el de las células esporulando y el de la espora madura durante

diferentes estadios de la formacién de la espora madura (63).
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El antigeno de la esporz aparece primero en forma accesible,
pero se torna intratable conforme la espora asume su estado
maduro.,

Estd kien establecido que las endosporas barterianas poseen
ant{genos que no estan presentes en la fase de cracimiento
vegetativo; los aglutindgenos y precipitégenocs estables al calor,
se han demostrado como antigenos especificos de la espora (93).

Seguin los estudios realizados por Baillie y Norris se
muestra un complejo sistema de antigenos en B. gereus. Algunos
de estos se aintetizan solamente en ciertos estados del
crecimiento, mientras que otros aparecen an todos los estados
(43).

Se analizaron extractos de células de B. careus
provenlentes de diferentes estados de la formacidén de la espora
por inmunoelectroforesis con sueros preparados, detectandose en
extractos de c#lulas vegetativas jovenes slete antigenos
resistentes a 80 C durante 1€ min y cuando menos, ocho antigenos
termolabiles adicionales. Durante la formacidén de la espora
desaparecieron muchos de estos ultinos detectandose algunos
menos. Las esgporas maduras presantaron cuatro de los nmismos
antigennns resistentes al calor presentes en células vegetativas
jovenes y cinco antigenos adicionales también resistentes al
calor y solamente tres antigencs termolébiles (63}.

Norris revisd en 1962 las recientes investigaciones de los
antigenos de la espora y los preblemas encontrados en su uso.

Defalle en 1902, reconocid que si las esporas se usaban como
antigenos, podrian pasar a la vida vegetativa al inccularlas en

los animales de experimentacidn e inducian en el suero
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anticuerpos, tanto en contra de antigonos de las células
vegetativas ceomo de antigenos en contra de las esporas, esto fue
confirmado por ‘feale y Back en 1919.

Otro problema fue que los tiempos de incubacidn prolongados,
de las esporas con sus anticuerpos en la prueba de aglutinacién
normal, podrian promover también la germinacidn.

Debido a la superficie hidrofébica de las esporas, éstas
tienden a aglutinarse.

Para separar las suspensiones de esporas de la contaminacién
de desechos con células vegetativas se han usado dos métodos
principales: el primero es hacer crecer los nicroorganismos en
medios para preducir la esporulacidn completa; el segunde es la
remocién de los desechos por autolisis utilizando tiomersalato.

Ponlendo en autoclave las suspensicnes de esporss, tarbién
pueden usarse como antigenos que son resistentes al calor y
completamente independientes de los antigenos de las células
vegetativas. El tratamiente de las esporas con KOH también se ha
utilizado, pero esto altera sus propleadades seroldgicas.

A pesar de ésto, se pueden usar los antigenos de las esporas
con mucho éxito en investigaciones seroldgicas.

Los antigenos H se han usado en estudios scroléyicos de las
especies de Baglllus mas extensamente que los otros antigenos,
esto es porque dichoes antigenos proporcionan la uds alta
especificidad de cepa; en cambio, les antigenos de la espora
confieren la mids alta especificidad de especie. Tawmbién, por los
problemas que sae encontraron con los antigenos de la espora, se

ha promovido el uso de antigenos H.
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Taylor y Gilbert (1975} y Gilbert y Parry (1977) usaron
exitosamente estos antigenos, mispos gque se usan en el TFood
Hygiene Laboratory para las investigaciones de intoxicacion
alimentaria.

Los antigenos ¢ se han usado poco en la identificacion de

cepas de B, cerug (4,43).

1.3.1.3 Rosistencia de las espores

La resistencia al calor de las esporas de B. cereug varia
directamente con el contenido de &cido dipicolinico (DPA) ¥y la
aparicién de dicha resistencia durante la esporulacién, coincide
con la sintesis de Aacido diplcolinico (9).

Con respecto a un estudio realizado sobre la resistencia al
calor de las esporas de B. g¢ereus, probando los efectos en
presencia de varios metales divalentes como estroncio, bario,
niquel, zinc, cobalte y magnesio, se obtuvieron los siguientes
resultados:

Las esporas producidas en presencia de niveles de calclo
adecuados, prescntaron una resistencis normal al calor y
sintetizaron niveles aproximadamente normales de DPA.

A bajas concentraciones de estroncio (0.1 m¥) se estimuld la
sintesis de niveles intermedios de DPA presentando las esporas
una resistencia mayor al calor. En presencia de altos nivelesc de
estroncio, se impidié la produccien de esporas. Se debe hacer
notar que las esporas que contenian calcioc o estroncic, eran
idénticas en tamaho y refractibilidad.

Las soluciones de cloruroc de barie y cloruro de zinc, a una
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concentracién de 0.1 mM, no indujeron resistencia al calor ni
sintesis de 4cido dipicolinico sobre las esporas producidas. Sin
embargo, si se comprobé gue la solucién de cloruro de bario a una
concentracion 1.0 m¥ estimuld la rasistencia al calor pero no la
sintesis de DPA (34).

El manganeso induce una rapida estimulacioén de 1la
germinacién, por lo tanto, no confiere resistencia al calor ni
sintesis de DPA (34).

De acuerdo a estos resusltados se puede concluir que:

i) El1 calcio o su contraparte gquimica mds cercana, el
estroncio, sBe requiere especificamente para la sintesis o
acumulacidén de DPA.

ii) Los niveles altos de calclo y DPA son necesarios para la
resistencia optima al calor; en este nicroorganismo estéan
presentes en cantidades equivalentes.
1ii) El requerimiento de calcio no puede ser substituido por
ningun otro metal divalente (34).

B. gereus produce endosporas varias veces mds resistentes a
la radiacién U V que sus correspondientes células vegetativas.
Esta resistencia se desarrolla casi al npismo tiempo en que se
forma la corteza (24).

La presencia de grandes cantidades de acido dipicolinico
(arriba del 15% del peso weco} en las esporas, ha llevado a
considerar que juega un papel importante en la espora. Llas
poderosas propledades gquelantes del DPA y la presencia de
cantidades molares, aproximadamente iguales de ca?t y DPA, seo

combina en algun complejo molecular (36}.
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De acusrdo al anilisis de los espectros de absorcidn de luz
U Vv, soe opuglere que el DPA estd prasente como alquna forma de
quelato de cat en la espora intacta. Pero el DPA no tforma

2+ sino también con Mn?*

simplemente complejos guelante con Ca
b'd K14, aungue en porcentajes mucho mé&s bajes, come se muestra en

la siguienta tabla:

Tabla no.3
% Atn
{mmol/100 q)
DPA 6.93% 41.5
Ca 5.0 125.0
Hn 0.32 5.8
Mg 0.33 14.0
K Q.05 1.3

Se hizo una comparacién de la resistencia de clertas esporas
con diferentes concentraciones de DPA, frente a la incidencia de
radiaciones gamma y de luz U V, observindose que las esporas con
pequefio contenide de DPA {0.45% del peso seco) fueron las mas
sensibles a la radiacidén U V; por el contrario, las esporas con
un nivel dez 6.0% de peso scco de DPA fueron las mis resistentes.

Se postuld entonces, que el DPA podria conferir proteccién
por:

i} Una observacién especifica de fotones en el rango U V, donde
éste absorbe fuertenente,

ii) La creacién de una espora seca esencialmente en el interior,
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por deposicién de quelatos de DPA.
11i) La estabilizacion de biopolimeros de la espora por un enlace
divalente.

El mecanisnmo podria ser esencialmente importante en la
proteccién frente a la radiacién U Vv, tomando como base que el
DPA se concentra en la corteza, donde peodria formar una capa
protectora para las regiones internas de la espora, las cuales
contienen al ADN (24).

La muerte causada por la luz U V se relaciona con la
presencia de fotoproductos de timina en la espora, como son:
a)Diferentes dimeros de citosina-timina y timina-ciclobutirato
timina.
b)Otros similares a los fotoproductos obtenidos por irradiacién
del ADN (47, 58).

Existe una relacidn indirectamente proporcional entre el
contenido de DPA y la formacién de los fotoproductos de la
espora. Esto es porque al incidir los rayos de luz U V scbre la
espora, si ésta no cuenta con la proteccién del DPA, se fornan
los fotoproductos y la espora es dafkada, perc a medida que van
atmentando los niveles de DPA en la espora, los dafos sobre ésta
por los rayos U V disminuyen, a la par que la formacién de
fotoproductos (34).

Es pertinente mencionar aqui que, segun los estudios
realizados por Germaine y Murrell, muestran una conclusion
opuesta, ya que indican que el DPA de B. gereuys actua como un
sensibilizador a la luz U V dafiando a la espora mas bien que

protegiéndola. Esto se puede explicar en base a la diferente



distribucion del DPA dentro de la espora que varia de cepa a
cepa. El efecto sensibilizador del DPA se puede deber a la
proximidad de este compuesto con el ADN en las repas estudiadas,
por lo cual, la energia depositada por la radiacidon U V en el
DPA, podria ser transferida al ADN en virtud de su cercania.
Entonces, el efecto de proteccién del DPA se podria manifestar si
se localiza en la espora en sitlos como la corteza (se ha
mostrado que asi es), y que no tienen un contacto directo con el
ADN, pero protegerian parcialmente al ADN de la radiacién U V.
Considerando la susceptibilidad de las esporas a las
radiaciones gamma, el contenido de DPA no parece influir en la
supervivencia de las esporas de B.,. ¢ereus frente a las
radiaciones gamma. No se sabe si coste compuesto tenga algun
atribute gquimicc gue pueda tener una acclén protectora o

sensibilizadora de la radiacién gamma sobre el ADN (34).

1.3.1.4 Inhibicidn da 1a esporulacidn

El dcido ™ -picolinico inhibe la esporulacién sin inhibir el
crecimierito o germinacion. Se ha observado que en cultivos donde
se inhibe la esporulacién, la turbidez y el pH son bajos.

Se suponia que el efecto del dcido < -picolinico se podria
deber a la competencia con el acide nicotinico o a la quelacién
con algunos metales esenciales para la esporulacién, pero no para
el crecimiento.

Pero en bkase a gque el &cido isonicotinico no inhibe la
esperulacidn y que el &cido nicotinico no pueda hacer reversihle

la inhibicién de la esporulacion por el dcido X-picolinico
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sugirid que el afecto de éste no se podria deber a la competencia
con el Aacido nicotinico en el metabolismo de la célula. Entonces
se estudio la capacidad del 4cldo ™= -picelinico para quelar
metales y asi se postulo que este compuesto interfiere, por
quelacion, con alqgunos metales esenciales, con la formacion de un
sistema enzimidtico adaptativamente formado entre la fase de
crecimiento logaritmica y su fase restante (24).

De todos los 4acidos meno y dicarboxilicos de piridina
probados, solamente el dcido = -picolinico posee la capacidad de
inhibir 1la esporulacidén, 1los demds no tienen un efecto
detectable, ni siquiera a altas concentraciones, pues al
introducir un sequndo grupo carboxilo en el anillo del acido
~-picolinico sa reduciria la capacidad quelante
considerablemente.

El efectp del &cido®(-picolinico podria ser reversible por el
incremento de la concentracidén de Zn, Co y NHi. 38in embargo, cn
los mismos niveles, estos iones metdlicos inhibleron la
germinacién de las esporas en ausencia del 4dcido =< -picolinice
(24,34).

Es evidente que el &cido = -picolinico junto con cantidades
incrementadas de cada uno de los iones metalicos {(en forma
individual) inhiben la esporulacidén, sin embargo, los efectos
inhibitorios disminuyeron por la quelacién de los iones metdlicos
juntos.

Cuando la inhibicién de la esporulacion se hizo reversible,
el pH del cultivo aumentd notablemente (24).

El EDTA también inhibe la esporulacién (24). Hientras gue

el efecto inhibitoric del EDTA podria ser reversible adicionando
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solamente el doble de la cantidad de minerales que ndrmalmante se
encuentran en el medic. Para que el efecto inhibitorin del acide
~~picolinico sea reversible, es necesarjo adicionar hasta cuatro
veces mas la cantidad norwmal de los minerales.

La capacidad del fosfato para hacer reversible la inhibicidn
de la esporulacién por el dcido =€ -picolinico podria deberse
también a la competencia entre los dos por los metales esenciales
para la esporulacidn, pués el metal quelado con Aacido o< -
picolinico es una forma inasimilable. Diferentes compuestos
podrian variar en sus capacidades para guelar con un metal dado.
También el mismo compuesto podria variar su capacidad para quelar
con diferentes metales (34). ’

De acuerdo a resultados obtenidos, indican gue el metal
involucrado podria ser 2n, Co, Ni o algunas otras trazas de
metales guelantes menos fuertes con dcido *~picolinico gue estos
tres.

Por otre lado, el cfecto del extracto de levadura es
interesante, pues al incrementar su concentracidn en el medio de
cultivo, la inhibicién del acido ®¢ ~picolinico puede ser
reversible. La capacidad del extracto de levadura para hacer
reversible la Inhibicién puede que no se deba a su contenido
mineral. Una explicacién de este fendmeno es que el acido -
picolinico causa un bloqueo metabdlico en los cambios bioquimicos
que ocurren durante la esporulacidén por gquelacién con algunos
metales esenclalcﬁ..El extracto de levadura podria regresar la
inhibicidn proporcionande algunos intermediarios organicos mds

alld del bloqueo metabdlico y de esta forma permitir la secuencia



interrumpida de cambios bioquimicos para proceder al complemento.

Un estudio cuantitative de la demanda de oxigeno de un
cultiva activo de R. ¢ereus en varios estadios durante el
crecimiento vegetative y la asporulacion, revelan muchos cambios
interesantes.

Inicialmente hay un incremento en el consumo de oxigeno por
nililitro del cultivo debido a un incremento en 1la poblacidn
celular. Mas tarde hay un rdpido decremento en el consumo de
oxigeno del cultivo mientras la poblacién celular permanece
constante.

Inmediatamente después, la demanda de oxigeno del cultivo
aumenta ligeramente & un valor mas alto, mientras no hay un
incremento en la poblacidn celular. Después de permanecer por un
corto tiempo 2 este nivel alto, el consumo de oxigeno decreco
gradualmente conforme la esporulacisén va terminando.

Concomitantemente con estos cambios en la demanda de oxigeno
del cultivo, hubo cambios significantes en los valores del pH del
cultivo.

Inicialmente el pH del medio decrece gradualmente y luego se
incrementa rapidamente alcanzando un valor mids alto que el del
inicio del medio. El valle en la curva del pH ocurrid al wmismo
tiempo en que ocurrid el de la demanda de oxigeno y corresponde
con el maximo crecimiento y disminucién de la glucosa del redia,
La glucosa que se adhiere al medio de cultive en este punto
retarda conasiderablemente la esporulacidn.

El 4cido™-~picolinice inhibe la esporulacion sclamente cuando
se adiciona antes de que el pH del cultive empiece a aumentar,

no teniendo efecto sl se agrega después de que el pH del cultivo
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haya empezado a incrementarse.. El pH de un cultivo inhibido
permanece en un nivel bajo alcanzado durante el crecimiento
vegetativo y al ser reversible la inhibicién alcanza el nivel
nermal.

Sa concluye que hay un cambio en el patrén enzimitico de las
cé¢lulas durante la transicién del crecimiento vegetative a la

esporulacién de B. cereus (24).

1.2.2 Germinacidn

Es el proceso por el cual una espora se convierte en célula
vegotativa, perdiendo irreversiblemente sus propiedades. Este
proceso e5 mnucho més rapido que 1la esporulacidon (dura
aproximadamente 90 min). Durante la germinacidén pueden
distinguirse tres estados: activacidn, germinacldén proplamente
dicha y crecimiento (7,16,36,62,80).

- Activacidn. Reclentemente formadas las endosporas, pueden
permanecer largo tiempo latentes hasta que se encuentren en
condiciones Gptimas para la germinacidén.

Aungue algunas esporas bacterianas germinan espontancamente
en un medio favorable, otras se mantienen latentes, a =enos que
sean activadas por un agente traumitico, como el calor,
disminucién de pH o un compuestoc -SH. La activacién perjudica la
imparmeabilidad de la envoltura (24).

Quizd el mecanismo mds general para activar a las esporas es
el choque por calor, al ser expuestas durante varias horas a una

temperatura elevada, pero gque sea subletal (65.0).
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La activacion por calor no se acompana de ningun cambio
detectable en la apariencia de las esporas, simplemente les
permite germinar subsecuentemente cuando se encuentren en un
lugar favorable para este proceso. Ademas, la activacidon por
calor ea reversible, s5i las esporas se exponen a bajas
temperaturas por algunos dias, se inducira la declinacion de la
germinacidén. Se presenta una activacién mucho nds lenta durante
el almacenamiento de las esporas, a una temperatura baja (5°¢c) o

bajo condiciones de desecacidn, esta activacidn es irreversible

(16,62).
- Germinacién. Esta tiene lugar cuando las esporas
activadas se ponen bajo condiciones favorables. Este proceso

es muy rapldo y se expresa por una pérdida de refractibilidad,
una pérdida de resistencia al calor y otros agentes deteriorantes
¥y la manifestacién de la actividad metabdlica (36).

Para su germinacién, B.. gereus responde a varios
metabolitos o iones inorganicos, los cuales penetran a través de
la envoltura danada. La germinacién también pusde inducirse por
anAlogos no metabolizables, los cuales sugieren una accidn
alostérica en la membrana de la espora, resultando una activacion
de la enzima litica de la espora y la liberacion de dipicolinate
de calcio.

El resultado de la hidrdlisis del peptidoglicano cortical da
lugar a2 la germinacidén en minutos: se libera arriba del 20% del
peso seco de la célula y también fragmentos de peptidoglicano y
dipicolinato de calcio. Con el abatimiento de 1la barrera

cortical, la célula rapidamente absorbe agua, acompahada por kit
nt
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Yy ng* . Y entonces pierde su refractibilidad, su resistencia al
calor Yy a la tincién. La energia almacenada en el acide
fosfoglicérico se convierte en ATP en 5 nin y la proteina
almacenada se hidroliza en 10 min, proporcicnando aminodcidos y
ademas energia (16,62).

- Crecimiento. En un medio nutritivo, la germinacién induce
a una maduracién de la célula y a un envejecimiento inmediato.
Sin embargo, durante la inanicidn, con la presencia de un
innhibidor de 1la mintesis de proteina, la célula se rehildrata,
pero no puede convertirse en célula vegetativa.

En la postgerminacién hay una recuperacién gradual del
crecimiento vegetativo. La sintesis de proteinas se Iincrementa
progresivamente, comc su maquinaria reducida se extiende con 1la
sintesis de proteinas y sintesis de ARN, la pared de la célula se
vuelve nis gruesa, y después, alrededor de una hora, empleza 1la

sintesis del ADN y la célula duplica su volumen inicial (16).

1.3.2.3% Inhibicién de 1la germinacidn

El fosfato promueve la germinacién de las esporas, sin
embargo, a altas concentraciones, tanto el fosfato como el
cloruro, inhiben la germinacién.

La oxina, en una concentracidén de 2x1073 M (pH 7.3) inhibe
completamente la germinacidén de las esporas de Bacillus gereus.

Los jones de fierro, cobre, cromo y mercurio inhiben 1la
germinacién de las esporas de B. gereus. De estos metales, el

fierro es el inhibiddér mas débil, presenta poca capacidad para
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suprimir el crecimiento mientras se suprime la resplracion de las
esporas germinadas, lo cual se debe probablemente & la presencia
de fosfato, el mas fuerte promotor de la germinacion.

La inhibicidn de la germinacidén por iones de metales pesados
y la capacidad del glutatidn, tioglicolate o© agentes
secuestrantes de metales para hacer reversible la inhibicion,
sugiere 1la posibilidad de que los grupos -SH estdn involucrados
en el proceso de la germinacién (24).

El arsenito, arsenato o monoyodoacetato inhiben completamente
la respiracién y crecimiento de las esporas germinadas. El
cianurc y borate inhiben parcialmente ambos procesos.

Los lones de fierre, cobre, cromo © mercurio inhiben
fuertemente la respiracién u oxidacidén de la glucosa de las
esporas germinadas (24).

Dentro de las proteinas de la clara de huevo activadas
bioldgicamente, el quelante, la covotransferrina es probablemente
una de las nids importantes, porque depoja & los microorganismos
dal Fe3+, una propiedad que se acentula por 1a naturalera
alcalina {pH 9-10) de la clara de huevo. Dc esta forma sobreviene
la inhibicidn de la bacteria y el creacimiento por saturacién de
la ovotransferrina (67).

A través de la quelacidén del Fe por la ovotransferrina, la
clara de huevo influye an el engrosamiente o hinchazon de las
esporas germinadas y evita el crecimiento de las ceélulas
vegetativas normales.

La clara de hueve, en virtud de su contenide de
ovotransferrina es esncialmente un medic deficiente de fierro,

esta condicidn se acentua por su alta alcalinidad, por lo tanto,
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para que B, cereus pueda crecer en este medio, tiene que
competir con esta proteina por el flerro presente.

Se sugiere que los compuestos microbioldglcos transportadores
de filerro juegan un papel importante en la reversibilidad de la
accién bacteriostdtica de ovotransferrina y gque la sintesis de
estos compuestos se ve afectada por las altas temperaturas de
crecimiento (67).

En la clara de huevo, el volumen de las esporas continua
incrementandose, pero es muy poca o hula la formacién de células
vegetativas., Las que llegan a formarse aparecen estructuralmente
débiles y su tamafio y forma son muy irregulares. De esta forma
se observa que el crecimientc continua, pero el sobrecrecimiento
se inhibe.

Se ha mostrado gque dentro de los tres estados de desarrollo
principales de B, gereus : germinacidn, engrosamiento Y
sobrecrecinmiento, sé6lo los dos ultimos se ven afectados por la
clara de huevo. Como consecuencia de la inhibicioén del
sobrecrecimiento, la espora se incrementa en volumen.

Algunas veces se nota que ocurre un marcado engrosamiento
cuando el sobrecrecimiento se inhibe por otros agentes quelantes
tales como el picolinato de etiloc y los polifosfates.

En la misma forma que la saturacién de la ovotransferrina con
fierro muestra la inhibicién del crecimiento bacteriano en clara
de huevao, asi el fierro muestra la inhibicion gel
sobrecrecimiento vegetativo de las esporas de B, cereus, pero
solamente cuando el pH de la clara de huevo se disminuye de 9.0 a

7.9. Parece ser gque el pH alto de la clara de huevo y 1la
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deficiencia de fierro son responsables de la inhibicién del
sobrecrecimiento (76).

Algunas células vegetativas gue emergen de esporas en clara
de huevo (pH 7.6} suplenentada con L-alanina ¢ inesina, parecen
tener problemas tales como una divisién y crecimiento desigual,
¢ésto se supera adicionando fierro. Aunque el mecanismo exacto de
inhibicion se desconoce, ¢l flerro parece estar invelucrado en
algunos de los estados del scbrocrecimiento (76}.

Segun experimentos realizados por Blocher y colaboradores,
observaron que la germinacién de las esporas, la cual se inducia
por aminodcidos, se inhibia por sorbato. La inhibicidn ocurris
después de haber empezado a llevarse a cabo la germinacién.

Smoot y Pierson caracterizaron la inhibicioén del sorbato de
la germinacidén inducida por L-alanina y L-cisteina de las
esporas de B. gereus como reversible, llevéndose a cabo en los
estados iniciales de la germinacién, y como competitiva cuando
habia una disminucidén de la absorbancia o pérdida de 1la
refractilidad. Sugirieron que el sorbato competia directamente
con el germinante {substancia gque induce la germinacién) por un
sitio de enlace en la germinacidn dirigida al sitio receptor o
por un sitio activo con una enzima crucial de la germinacidn.

El mecanismo de la inhibicién de la germinacidén de las
esporas de #. gereus por sorbato fue investigada aislando las
reacciones que dirigen a la germinacidn y las dltimas que se
llevan a cabo en ella, y también observando el efecto del sorbato

sobre ellas (5).
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1.3.3 Sistenma de transporte de elactronas

Durante la transicidn de una célula vegetativa a espora, hay
un incremento significativo en los niveles de enzimas asoclados
con la produccidn de energia por medio del sistema de transporte
de electrones. Los citocromos a, b y ¢ se detectan en ambos tipos
de céulas, manteniendo también el mismo orden, szin embargo, hay
un incremento marcado en los niveles de citocromos al final del
crecimiento vegetativo, es decir en el crecimiento estacionario,
manteniéndose estos niveles durante la esporulacisén (37,54).

El segmento del citocromo b del sistema de transporte de
electrones se requiaere para la aerotaxis (migracién de los
electrones hacia el oxigeno) en adicién al citocromo aay (oxidasa
terminal) (37). Esta citocromo oxidasa, en B. gereus, es la unica
de la fase exponencial tenprana (37). La tensién de oxigeno y
la naturaleza de la fuente de carbono en los medlios de cultivo
tienen efectos marcados en la expresidén del sistema de citocromos
de B, cereus (17,19).

Se han expresado altos niveles de citocrome b y ©
idependientemente de las condiciones del cultivo. Esto se hace en
base a un andlisis de sus espectros, en donde se encuentra que
sus longitudes de onda son 559 y 562 nm respectivamente.

Una baja de la tension de oxigenc en el cultivoe produjo una

" caida drastica en el contenido de los citocromos ¢ y aay (602

nm)}, encontrandose solo cantidades trazas. El citocromo b, con
una longitud de¢ 559 nm no se afecta significativamente por la
tensidén de oxigeno.

Los citocromos aa, (602 nm}, b (562 nm) y ¢ (632 nm) son
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indiferentes del sustrato usado para reducirlo.

Las células que crecen bajo aeracidén vigorosa en medio de
hidrolizado de caseina, contienen cltocromes en las mias altas
concentraciones. Bajando la tensidn de oxigene del cultive,
disminuyen las concentraciones de los citocromos aaj y ¢,
mientras que las concentraciones de los citocromos b, O y d se
incrementan significativamente (18).

Las esporas contienen una mayor cantidad de los componentes
do la cadena respiratoria que las células vegetativas. Esto es
porque para iuna ¢sperulacidn  normal se roguiers un sistega de
transporte de electrones funcional, mismo q\;e n“o es nacesario
para la germinacidn.

Aparte de los citocromes a, b y ¢, de 1a "fr:ﬁdprot;_fna
agsociada con 1la succinato deshidrogenasz y de la  NADH
deshidrogenasa, la quinona también es un componente de la cadena
respiratoria (17,19).

Los electrones de la succinato deshidregenasa pasan a un
componente de la quinona, probablemente un derivado de la
vitamina K, por medio de una flavina asociada a la succinato
deshidrogenasa. Los electrones se nueven a través de una cadena
de citocromos compuestos de citocromos b, ¢ ¥ a + a para reducir
daspués al O ; inclusive, los electrones de la NADH son llevados
a través de un sistema de tranaporte similar, siendo
intermediario una flavina asociada con la NADH-deshidrogenasa,
los electrones también pueden pasar al ¢ de la flavoproteina,
pasando por la quinona y la cadena de citocromos.

El sistema funcional de electrones asociado con las esgporas

de B, gereus, contiene una flavoproteina oxidasa soluble:;
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las cdlulas vegetativas tienen un sistema de citocromos tipico
(37).

Aunque las esporas muestran poca o ninguna actividad
respiratoria, se han demostrado enzimas de la espora que acarrean

a los electrones hacia el oxigeno (17,19).

1.3.4 Propiodades bloguinicas

Para la esporogénesis de B, cereug, se requiere la utilizacion
de acetato por una via de respiracién terminal, presuniblemente
una combinacidén de 1los ciclos del acido tricarboxilico y del
glioxalato.

La utiljizacién de acetato es aparentemente inducida por la
sintesis de las enzimas que faltan en el ciclo del &cide
tricarboxilico, solamente después de que la glucosa se agota en
el medio durante la transicién del estado filamentoso de
desarrollc, a la esporulacidn. Las células vegetativas que se
obtienen de esporas no tienen una via respiratoria terminal
completa inicialmente, aunque desarrollan una via operativa
potencialmente antes de la esporogénesis. Esto se confirma en
algunos estudios, donde se observa que las células vegetativas en
el estado temprano, después del desarrollo postgerminativo,
convierten muy poca glucosa en bidéxido de carbono. Pero en el
estado en donde las células definitivamente recalizan 1la
esporulacison, oxidan a la gluceosa al maximo.

Las células, en el estado mas temprano, después del

desarrollo postgerminativo, acumulan acetato en el medio mientras
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que se encuentran solamente pequeias cantidades suspendidas
tratandose en el medio de células vegetativas mas viejas.

B. cereyus acumula dcido acdtico y dcido piruvico durante
el crecimiento en un medio de glucosa, extracto de levadura y
sales con un pH bajo. Pero también se observa que ) acido
acético desaparece del medio durante 1la esporulgcidn con un
incremento del pH. Se puede concluir que la acumulacién de
acetato durante el crecimiento y su utilizacién durante la
esporulacién, son responsablas de los cambios de pH de estos
cultivoes.

Un sistema completo para la utilizacion de acetato no opera
durante ¢l desarrolls temprano de las células vegetativag de la
espora.

La formacldn de esporas estd intimarente reloclonada con los
fenémenos metabdlicos, y por eso es un sistema ldeal para
estudiar las actividades de las enzimas involucradas en 1la
formacidén de nuevas estructuras. Recientes investigaciones han
demostrado que B, ¢ereus y probablemente otros bacilos,
experimentan cambios metabdélicos relacionados a canmblos
morfolégicos durante el curso de la esporulacién. Principalmente
son importantes loz cambios en ol anabolismo y catabolismo del
4cido glutamico y otros aminodcidos.

Se ha reportado que el &cido glutadmico sirve como un donador
de grupos amino en células que se encuentran esporulando; como un
precursor de la biosintesis del Aacido dipicolinico y como un
sustrato de carbén y nitrdégeno para la sintesis de otros

aminodcidos durante la transicidn de una ceélula vegetativa a una
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espora,

Son variocs los aminoicidos que mantienen el crecimiento y
esporulacién de B. gereus, pero en especial el &cido glutamico.

La presencia de GOT y GPT en extractos de células sugiere gue
el metabolismo del &clide glutdmico podria llevarse a cabo por la
via de las transaminssas. Esto ya se ha demostrado experimantalmenta.

GOT y GPT son importantes para convertir el glutamatc en
otros aminodcidos necesarios para la sintesis de la proteina de
la espora.

Goldman y Blumenthal reportaron que la via de Embden-Meyerhof
es la principal ruta para el netabolismo de la ¢lucesa eon
B. gereus: 1la via de la hexosa monofosfato es activa
durante la germinacién de la especra y el ciclo del 4&cido
tricarboxilico es operativo después del crecimiento logaritmico.
La importancia del c¢iclo del &cido tricarboxilico en la
esporulacién, se reconoce aen base a la observacidn de un
incremento en la actividad enzimatica al final del crecimiento
por la condensacién de enzimas, succinico deshidregenasa y
aconitasa. Es posible que la energia formada durante la oxidacidn
de acetatc a didxide de carbono se almacene en alguna forma 2 se
emplee para convertir acetate a intermediarios que, al final, se
utilicen como una fuente de energia.

Las enzimas que intervienen en e} cicle del 4acido
tricarboxilico, se forman durante la transicién del crecimiento
vegetativo a la esporulacién.

La sintesis neta de polimeros celulares s¢ detiene al final
del crecimiento exponencial, sin embargo, e1 ARN y las proteinas

continuan transfiriéndose y se producen nuevos ARNm, proteinas y
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sustratos. Estos procescs, que eventualmente resultan de la
formacidn de esporas, reguieren energia (ATP).

También se ha detectade la presencia de NADH oxidasa, HADH
citocromo ¢ reductasa y citocrome ¢ succinjco reductasa en
células vegetativas,

La actividad de la enzima succinico oxidorreductasa es baja
en ccé¢lulas vegetativas y aumenta al final del crecimiento
exponencial. Un segundo incremento en la actividad se observa en
una célula cn proceso de esporulacion,

La actividad de 1la enzima citocrome ¢ succinico
oxidorreductasa se incrementa al final del crecimiento
exponencial, perc no nmuestra un incremento secundaric en la
esporulacidén de 1s eélula.

La actividad de la succinato oxidasa se mantiene a lo largo
del ciclo. Los incrementos en la actividad de la succinico
oxidorreductasa sin un camblo en la succinico oxidasa, pueden
indicar que un aceptor de electrones terwminal diferente estd
involucrado en la oxidacién del succinato.

La NADH oxidorreductasa permanece igual a lo largo del
crecimiento y en la fase estacionaria; la actividad de la enzima
s¢ incrementa después en las cdlulas que estdn esporulando. Los
niveles de NADH citocrome ¢ oxidorreductasa son bajus en las
células vegetativas y células de la fase estacionaria y aumenta
en las células que estan esporulando. La NADH oxidasa ligada a la
membrana sigue el mismo patrén que la reductasa.

Las actividades especificas de  NADY ¥ succinato

oxidorreductasas son ligeramente mnds altas en las células
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vegetativas que en las esporas.

Otra enzima importante es la peroxidasa y la deteccidn de su
actividad es dificil porque este microorganismo contiene una
cantidad relativamente grande de catalasa, la cual, al igual que
la peroxidasa, usa como sustrato perdxido de hidroégeno. La
actividad de la peroxidasa se incrementa con el tiempo de
cultivo, alcanzando su nivel maximo a las 18 h, después decrece
gradualmente. En lz fase estacionaria, cuando B, ¢ereys produce
endosporas, eppleza la acumulacién de &cido dipicolinico, éste se
incrementa rapldamente después de 20 h de cultivo, justamente
después de que el nivel miximo de la actividad de la peroxidasa
se ha alcanzado (32}.

La peroxidasa aparcce prominentemente en el transverso de las
menbranas y en las envolturas de la forespora, cerca de unc de
los polos de la célula (32}.

Se presume que el incremento de la actividad de la peroxidasa
en B, cgereus puede correlacionarse con la esporulacion,
probablemonte con la formacidn de la envoltura alrededor de la
forespora en el estado III (7).

Existe tamblén una actividad proteolitica asociada con las
esporas de B. ¢ereus. Esta es responsable del ataque de las
cadenas de la 4cido ribonucleico polimerasa. Se localiza
posiblemente en la superficie de la espora. Las proteasas de la
espora se sintetizan en las células vegetativas antes o durante
la esporulacién. Es bien sabldo fgue durante la esporulacion se
sintetizan una gran variedad de enzimas proteoliticas intra y
extracelulares.

Algo comin a todas las proteasas intracelulares especificas
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de la eaéorulacién de Bagillug Bp,., es que estas proteasas tienen
un requerimiento absolute de iones de ca?", tanta para su
estabilidad como para su actividad catalitica (7).

La proteasa responsable de la actividad proteolitica es
gensible a la desnaturalizacién por calor {90 nin a 65'(:) usada
para actlvar a2 las esporas, asi, éstas al germinar, contienen
una ARN-P intacta (7).

Por otra parte, para estudiar ¢l mecanismo de la glucosa y la
oxidacién de la hexvez fosfato de lac esporas de B. ¢ereus, se
utilizaron extractos de esporas libres de células, en los cuales
se demostré la presenclia de glucosa deshidrogenasa, un sistema
para la oxidacidn de glucenato a 2-ceto-gluconato, 2-ceto-
gluconato cinasn, 2-cato-D-glucorato-é-fosfato reductasa, un
sistema conpletec de hevosza nonofosfato, 2Z-ceto-3-~deoxi-D-
gluconato-6-fosfato aldolasa, y un sistema para la formacion de
piruvato a partir de D-gliceraldehido~3~fosfato. D-ribosa-5-
fosfato, cetopentofosfatos, sedoheptulosa-7-fosfato, D-fructesa-
6-fosfato y D-glucosa-6-fosfato se identifican como productos de
oxidacidén de D-gluconato-6-fosfato o D-ribosa~5-fosfato. Un
estudio cinético de la formacion de piruvato @ partir de 2~-ceto~
D-gluconato-6-fosfato y D-gluconato-é-fosofato, sugiridéd que podia
estar presente una via metabdlica alterna para el metabolismo de
2~-ceto-D-gluconato-6-fosfato, sin involucrar al D-gluconato-6-
fosfato como un intermediario.

La inosina es uno de los varios compuestos que conducen la
germinacién de B, cergus, Krask y Fulk reconocieron que las

esporas contienen fosforilasa nucledsido de purina, lo que les
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hace pensar que esta enzima participa en la germinacién inducida
por inosina (58,67}.

las fosforilasas nucledsidos de purina aisladas de esporas y
células vegetativas de B. gereus, tienen propiedades fisicas y
cataliticas similares. Esto suglere que la enzima de las esporas
y de una cdlula vegetativa son proteinas  idénticas. Se ha
obgaervado que el decremento en los niveles de la actividad
enzindtica de la célula vegetativa es paraleloc en la espora. Esto
hace pensar que para la sintesis de algunas anzimas, tanto la
célula vegetativa como la espora usen los mnismos genes
estructurales, o copias idéntjcas de los genes.

la fosforilasa nucledsido de purina, es inducible por su
sustrato que es la inosina.

En el caso de B, coreus, las esporas tratdndose con calor
germinan rapidamente en presencia de inosina mAs una sal sddica.
Esta especie contiene dos enzimas que pudieran estar implicadas
en la germinacidn estimulada por inosina: fosforilasa nuclessido
de purina y una ribonucleosidasa de purina. Se pilensa que la
enzima formada se localiza dentro de 1la espora, dado que se
libera en forma soluble por un rompimiento mecanico de la espora:
la ribonucleasz permanece unida en la fraccién insoluble
(cublerta) de la espora, cuando ésta se rompe. La ribonucleasa es
una enzima hidrolitica que rompe la inosina y adenosina, y se
activa en la espora intacta ain germiner, mientras la fosforilasa
nucledsido de purina se activa hasta que se rompe la espora.

Las esporas de 29 cepas mutantes de B. cereus con un 3% del
nivel de la actividad de la fosforilasa nucledsido de purina de

la espora de tipo silvestre, germinaron tan rapido vy
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completamente en respuesta a la inosina, como las esporas de tipo
silvestre. Esto suglere que la fosforilasa nucledsido Jde purina
no es un factor limitante en la ctapa de germinacidn inicial.

Es probable entonces, que la ribolucleasa sea el factor mas
importante para inducir el efecto de la inesina.

Tal vez la fosforilasa nucledsido de purina pudiera tener una
funcion critica en el ultimo estados de la germinacidn,
conduciendo al crecimiento.

La ribonucleasa de purina se encuentra solamente en las
esporas, si bien las cepas nutantes de B, gereus en las
que se encuentra deficlente esta enzima, germinan en respuesta a
la inosina, esto podria proporxcionar gran informacién sobre los

procesos de la germinacidén (S8).
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2. PATOGENESIS

2.1 Toxinas producidas por B, cexus

Se conoce una gran cantidad de metabolitos extracelulares
elaborados por B, gereus La wayoria de estos metabolitos ya
estidn bien estudiados y descritos en la actualidad, y se sabe
que, dada la influencia que tienen en sus actividades
patogénicas, se pueden considerar toxinas. Otros metabolitos,
talaes como la cereolisina y la fosfolipasa-C, aunque estan bien
carscterizados, oua no estd claro el papel gque tienen. Existen
otros metabolitos gque est&n pobremente definidos gquimicamente,
p2ro en base a los tvrabajos experimentales rcalizados, hay
evidencia de que son también responsables de la virulencia de
Bagillus gereus, uno de estos ejemplos es la toxina letal.

Recientementa se ha propuesto la existencia de dos
enterotoxinas distintas, en base a los dos tipos de intoxicacién
alimentaria producidas por B, g¢ereys: la de tipo diarreico o

necrético y la de tipo emético (69).
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Tabla no.

Algunos metabolitos extraceluares producidos por

B, gereus que se han reportado (69).

Antibidéticos (péptido)
biocerina
cerina
cerexinas A y B
tiocilinas I, II y IIX
B-anilasa
B~glucanasa
B-lactamasas
I penicilinasa
11 cefalosporinasas
Cereolisina (hemolisina I)
Colagenasa
Exo-enterotoxinasg
Gelatinasa
Hemolisinas
cereolisina
hemolisina IX
Histamina
Acido pulcherriminico

Tiramina
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Hidrolasa
20 8 ~cetorreductasa
Toxina letal
Factor inductor del
fluido del asa
Enzimas que coagulan la
leche (proteasas neutra-
les)
Nucleasas

ADNasa/ARNasa
Pectinasas
Fosfolipasas
Fosfatidasa
Proteasas
{incluyendo enzinmas
caseoliticas y forma-
doras de codgulo de
la leche)
Tromboplastina

Ureasa



2.%.1 Toxina letal

2.1.1.1 Propledades y caracteristicas

En 1949, Chu demostrd por primera vez la actividad letal en
un filtrado de céluias libres, y junte con McGaughey sugirid que
ia capacidad hemolitica, letal y de la fosfolipasa de los
filtrados del cultive de B, gureup, estdn on funclén de una misma
identidad molecular, llamada fosfolipasa~C., Pero a partir de
1960, &l iniciarse el gran interds en la actividad letal de B,
gereus, se sugirieron varios cxperimentos cuyos resultados
descartaron la idea de dicha entlidad molecular.

Ottolenghi mosuvro gue las acclones hemolitica y letal se
inactivaren rapidamente a 56'c, mientras gue la actividad de la
fosfolipasa-C permanecid inalterada. Sin embargo, a 45°C se
observé una inactivacion diferencial entre las actividades
hemolitica y letal.

Se ha mnostrado que la adicién de alcoholes de bajo peso
molecular al medio de cultive, inhibe la sintesis de fosfolipasa-
€. Las concentraciones de metanel entre 2 y 4% lnhiben 1la
eintesis de la fosfolipapsa-C, pero no inhiben apreciablemente la
sintesis de la toxina letal y de la hempolisina. La inhibicidén
completa y especifica de la sintesis de la fosfolipasa-C en
presencia de metanol, sugiridé que la enzima era distinta de 1lia
toxina letal y de la hemolisina. Por medio de este experimento
también sc pudieron diferenciar cada uno de los metabolitos
extracelulares de B, gereus.

Slei y Logan sometieron a 1la accién de la tripsina los
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filtrados de un cultivo de B. gcereus, observando que las
propiedades letales y hemoliticas se destruyeron completamente;
sin embargo, la actividad de la fosfolipasa-C no se alterd.

La diferencia en la estabilidad de los productos de B,
cerens bajo condiciones alcalinas y adcides tambien pusieron en
evidencia que las tres actividades no estan en funcidn de una
misma identidad molecular. No hubo un decremento observable de la
actividad hemolftica bajo condiciores 4&cidas, perc si hubo un 75%
de decremento en su actividad bajo condiciones alcalinas. El
titulo de la toxina letal disminuyé también tante en condiciones
4cidas como alcalinas, pero la sctividad de la fosfolipasa~-C no
se aprecid baije nunguna clrcunstancia.

En bage a todos aestos exporimentos anteriores se Jdemostro
convincentenente que las tres actividades extracelulares son
catalizadas por distintas proteinas.

Molnar, en 1962, por nedio de una precipitacion con sulfato
de amonio, de un tratamiento con etanol y de una cromatogratia en
gel de fosfato de calcio de los filtrados del cultive, logrod la
separacién de la toxina letal en dos subunidades: el factor letal
I y ol factor lotal II. La combinacidn de éstos formaron una
mezcla toéxica la cual fue letal para el ratén. La actividad de 1o
fosfolipasa se encontrd solamente en la muestra que contenia el
factor I.

El primer reporte gue se tiene acerca de una buena
purificacidn de la toxina letal libre de hemolisina y fosfolipasa
fue el de Ezepchuk y Fluer en 1973, quienes utilizaron una
cromatograria de columna Biogel, sejuida de una precipitacidén con

sulfato de amonio del filtrado de un cultivo de B. gereus. La
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pureza de la toxinas letal se hizo evidente en andlisls llevados a
cabo por sedimentacién  durante la precipitacidn  por
ultracentrifugacién y por electroforesis. Al hacer el andlisis de
la toxina purificada, se mostré que es una proteina libre de
acidos nucleicos con un coeficiente de sedimentacién de 4.65,
correspondiendo a un pesc molecular de 55 000-60 000. El analisis
de los aminoidcidos reveld que esta proteina esta constituida por
18 aminodcidos; no se encontraron cistina, cisteina y oxiprolina.
La toxina se inactiva con urea €M, 4cldo cilanhidrice y 0.8% de
formalina, sus propiedades se modifican con sulfato de fierro y
otras sales inespecificas de metales pesados y su toxicidad se
reduce por medio de un tratamiento con EDTA 0.01 y 0.05 M (69).

La toxina tuvo accién letal tante para conejos como para
ratones, pero aparentemente no fue &si para cobayos; al
inyectaries a los gatos una dosis de la toxina letal de 7-13
ng/Xg de peso por via intravenosa, a los 50-60 minutos se
presenté vomito violento, con nAusea, sofocamiento y debilidad.
En rezportes subsecuentes se vié que la dosis minima por via
intravenosa que provoca el vémito en gatos es de 70-80 ugr/kyg de
peso corporal, y la dosis ninima letal para el ratdén fue de 15
ng/kg.

Se observd una estrecha relacion entre la actividad letal y
la induccién del fluido en el asa ligada del conejo y las
actividades de prucbas cutaneas en conejos y cobayos (69).

Spira y Goepfert nctaron que en las pruebas del asa ligada
del {leon del conejo, los que la dieron positiva murieron a las

10 horas .
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En las fracciones gque se obtuvieron por cromatografia en
Sephadex G-75, ¢l sulfato de amonio precipité el filtrado de
células libres del concentrado, ¢stas posefan el factor active
del asa escncialmente libre de hemolisinas y fosfolipasa, también
poseian la capacidad de matar al ratén y alterar la permeabiidad
de los vasos sanguineos en la piel del conejo (69).

Turnbull, examinando los filtrados del cultivo libre de
células en 88 cepas de B, gereus, encontrd gue la acumulacidn
del fluido del asa y las alteraciones en la permeabilidad vascular
se podian correlacionar con la letalidad en el raton.

Al someter los filtrados del cultivo a electroenfoque se
separd el factor activo del asa y el de la piel a partir de la
cereolisina y la fosfolipasa-C (69).

‘Las fracclones activas asa/plel y cereolisina/fosfolipasa
fueron letales para el ratdn.

La actividad letal de un filtrado del cultivo de una cepa de
B. cexreug, es al resultado de las actividades combinadas de dos
toxinas separadas, que parece se elaboran independientemente.

Las cepas no letales son débilles productoras de cereolisina y
del factor activo asa/plel. La proteccidén en contra de la
letalidad se obtiene por medio de un suero que contiene
anticuerpos en contra de las actividades cutdnea y letal (Facter
letal I). Sin embargo, se encontrd gue el suero de un conejo
normal o el de una preinoculacidén, neutralizaron las actividades
letales de la fraccién de la cereolisina (Factor letal II). La
influencia de la cereolisina en la actividad letal de B, gereus
se neutraliza inespecificamente durante la incubacidén con el

suero. Esto hace pensar que la induccidén del fluido del asa, la
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alteracidn de la permeabilidad vascular (ambos acompanados de
necrosis) y la letalidad, son tres manifestaciones de un
metabolito singular.

La cerecilisina que Bernhelmer purificdé en 1867 poseia una
dosis nirima letal para el ratén de 1 ug de proteina.

Finalmente, Ezepchuk reportd en 1979 la purificacisén de la
toxina letal por medio de una cromatografia de intercambio idnico
en celulosa DE-32 a partir de un cultivo en caldo de hidrolizado
de caseina. El poso molecular de la toxina fue de 100 000; 1la
DIH50 (bosis minima letal) fue de 4-50 ug/ratén. La relacion de
este metabolito y el reportado en 1973 (PM 55 000 - 60 000) no se
describi¢ especificanmente. En efecto, ésta ultima, era una
proteina desconocida y no idéntica a ninguno de los polimeros
activos de B, gereus bioldégicamente conocideos. Se demostrd gue
alteraba la permeabilidad vascular en la piel del conejo después
de una inyeccién intracutanea y los pulmones deel ratén después
de una aplicacién intranasal, pero no estimulé la acumulacién del
fluido en el asa ligada del coneljo. Dos diferencias particulares
de las toxinas descritas previamente son la sensibilidad a 1la
tripsina y los resultados negatives en la inyeccién de 300 ug/kg
en gatos. En este caso, la respuesta fue solamente una Cfiebre
ligera. Asi se concluyd que esta toxina letal provocaba
permeabilidad vascular, pero no era una enterotoxina.
Probablenente porgue la naturaleza precisa de la actividad letal
de los filtrados del cultivo de B, cereus se desconoce,
sdlamente estdn disponibles los datos primitivos de sus

caracteristicas fisicas y quimicas (69).
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Bonventre encontrd que nientras la actividad letal era
estable a 45 C durante 2 h, se terminaba a 56 C durante 30 min.
La tripsina a una concentracién de 0.01 %, redujo la actividad
letal a cero a 4 min de mantenerlec a 37 C. La exposicion de leos
filtrados libres de células a pH do 2.2, 7.9 y 11.0 redujo la
actividad letal al 70%, O y 5%, respectivamente (69).

Ezepchuk notd que la actividad toéxica de los precipitados de
sulfato de amcnio de los cultivos en hidrolizado de caseina, fue
susceptible al rango de pH 5.0 - 10.0 con una estabilidad minima
a pH de 4, Tanbién se¢ destruyd por exposicidn a 60°C durante 20
nin y por la accién de la tripsina. Esto implica que, el peso
molecular elevade de la toxina lotal, no se ve afectado por
tripsina y tampoco por agentes reductores.

Balacescu, en 197%, reporté resultados gimilares a los de
Bonventre de acuerdo a la estabilidad de la toxina letal ante el
calor y pH (69).

La toxina en filtrados de¢ cultive crude parece tolerar el

congelanmiento y descongelamiento repetidas veces.

2.1.12.2 Produccidén 4o la towina lotal

Johnson en 1966 y DBonventre en 1970, notaron que 1la
produccisn de la actividad letal en caldo de infusidn de kovino a
37°¢C ocurre primeramente durante la fase transicional del
crecimiento, definido como ¢l lapsa entre la terminacion del
cracimiento vegetativo (marcado en ¢l punto en el cual el pH
disminuye y ee inicia 1la actividad del cicio del 4acide

tricarboxilico) y la iniciacidén de la esporulacién (69).
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Ivers ¥y Potter en 1977, encontraron que la produccion de asta
toxina a JO'C en caldo de carne de bovino y plarznos maduros
mezclados, es mas o nenos semejante a la curve de crecimiento
{69).

Bonvantre y Eckert en 1963, encontraron que ra persistencia
de la actividad letal en dicho calde dea infusién era corta y su
actividad habia declinado de una maxinma produccidén a las % horas
hasta ser indetectable a laz 21 haras. Bonventre menciond haber
obtenido un titule ndximo en el caldo fresco de infusion de carne
de bovino parmaneciendo estable durante 48 horas a 37°C. Ezepchuk
y Fluer obtuvieron un titulo méximo entre las 12 y 14 horas,
después de lo cual baid a un nivel menor al que permancecie f£ijo
por el resto de }as 24 horas del periodo de prucbs. Loc titulos
de la toxina obtenidos por Balacescu en un medio de cultivo de
infusién de extracto de carne mostraron un naximo entre las 12 y
18 horas, llegandoc a ser Indetectable a las 22 horas. En los dos
medios en los que Ivers y Potter obtuvieron un incremento de la
produccion de la toxina letal, el titulc mostrd un ndximo al
final del periodo de prueba de 24 horas (69).

Como se inflere, la toxina podria ser elaborada a JO'C, 32'c
3% 37°¢c. Bonventre y Johnson obtuvieron el titulo de letalidad
daspués de la incubacién a 37'C, aunque después de la incubacidn a
302 se obtuvo el mismo crecimiento. Segun Turnbull, la toxina
tampién puede producirse a 285 C.

La presencia de oxigenc =n el medio de cultive as esencial y
la gasificacién con oxigeno puro mejora significativamente 1la

produccidn de la toxina letal (61).
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Esto contrasta con lon datos de que la cereolisina (Factor
letal II) se inactiva con oxigeno y de que la reaccién que
produce la toxina de la permeabilidad vascular (Factor letal T)
se produce optimamente bajo oxigenacién limitada (61)

Goepfert y sus colaboradores encontraron gque el medio de
eleccion mas gatisfactorio para la prueba de rutina que determina
la actividad letal, es el caldo de infusidn cerebre-corazon
(Difco) con 0.1% de glucosa extra (8HIG) (69)

Ho todas las cepas de B. gereus necesarliamente producen
toxina letal, ésto fue indicade primero por Spira (1975) y
despuds por Katsaras (1977), luego se mostré una gran variedad de
titulos entre nueve cepas probadas, aungue todaz mataron a los
ratones (69). Se realizaron pruebas repetidas exhaustivas
bajo condiciones de crecimiento cdiferente y sin estudiar el
efecto de concentracién, los resultados indicareon una marcada
diferencia en la calidad y grado de la produccidén de la toxina
letal de acuerdo & las cepas que producen la actividad letal bajo

condiciones estdndar (69).

2.1.3 MHodoe de rocidn ds los factoras letales

En general, 0.5 ml de un filtrado de cultivo de P, gersus que
posee el potencial letai, inyectado & un ratén o rata, actua
extremadamente ripido y puede producir la nuerte a los 30
sequndos, aunque generalmente lo hace dentro de los 2 minutos. Se
presenta una apariencia tipica con convulsiones terminales que se

caracterizan por pataleo violento de las patas posteriores. Otros
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autores han sugerido una dificultad respiratoria, y Torres-Anje
interpretd los movimientos convulsivos como palalisis (69).

Cuando BDonventre y Eckert realizaron las nocropsias, notaron
que los camblos patolégicos fueron solamante una congestiodn
masivae con trombina en los vasos Yy capilares de los pulmones; no
se vieron afectados otres érgancs. Estos descubrimientos los
corroboraron Balaceacu Yy Ezepchuck, quienez tambidn observaron
grandes Areac hemorradgicas en log pulmones, Turnbull reexaminé
és5to cuidadogamente encontrande que, mientrac hay congestidn en
1o pulmones, reflejada moderadamente an 1 higado, no hubo
evidencia de dano tisular o hemorragico. Observéd que, habia un
paro cardiaco inmediato y como congecuencia de ésto resultsd la
congestion pulmonar. La muerte resulta entoces  de 1s
cardiotoxicidaa.

La adninistracidn intranasal ds come resultado una letalidad
consistente, con dosis 5§ a 10 veces nds bajas que las que se
ugaron en las pruebas anterjorment2, y aparentemente podria ser
tan instantanea como la inoculacidnm.

Stamatin y Anghelesco propusiceron gque el producto que se
inoculd por la& ruta respiratoria parece cer la toxina bacteriana
de las mds potentes que se conocen. Se supons que se absorbe
ripidamente en la sangre de los capllares alveolares produciendo
la muerte.

La toxina también es letal cuando se administra por via
intraperitoneal o por via subcuténea, pero ia respuesta no es tan
consistente y el tiempo en que se presenta la nuerte es mucho mas

largo (1-24 horas).
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Las dosis aduinistradas al ratén orzl o intrarrectalmente no
causan la muerte.

Es légico creer que 1la naturaleza necrética de los dos
factores letales, el I (la toxina que altera la permeabilidad
vascular) y el II (la cereolisina), podrian jugar un papel en la

muerte aun sin ser obvias histolégicamente (69).

2.2 Hemoliminaz

Una de las caracteristicas principales de B, gereusg, v & la
vaez una prueba fundamental para distinguir a este microorganismo
de Bagillus anthracis, ea la hemélisis eon agar sangre. Esto
parece haber sido blen conocido desde 1930, en relacién a la
diferenciacién de pBaciliuz anthrax y DBaclllus pseudoanthrax,
estableciéndose especificamente para R, cereus por Clark en
1937 (20). Burdon en 1947, considerd que la virulencia de cepas
de B: gereus ge ralaciona con su actividad hemolitica.
Ottolenghi en 1961, propuso quce las actividades de dos de las
substancias producidaz, 1la hemolisina y la fosfollpasa, eran
diferentes.

Slein y Logan, en 1965 obtuvieron datos que sostienen 1la
falta de identidad entre hemolisinas y fosfolipasa. Fossum,
en 1963 observd dos picos midxinos de actividad hemolitica en sus

fracciones,
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2.3.2.3 ©Propiedadeas y caracteristicas de las homolisinas

El filtrado libre de células de un cultivoe on caldo semi-
minimo se precipité con sulfato de amonio, on seguida se
fracciond por electroforesis Yy la fraccidn obtenida se
reprecipité con sulfato de amonio. El precipitado redisuelto se
purificod por cromatografia en Sephadex G-100, y en base a la
electroforesis en un gel de acrilamina ae obtuve el agente
hemolitico, el cual es una proteina a la qgue nombraron
cereolisgina. Esta, en una forma substancialmente pura, estd libre
de actividad fosfolipolitica y en capaz de lisar a los
eritrocitos & una concentracidén de 1 ug/ml, se reconocié como
uno da los agentes hemoliticos més potentes conocldos fn vitrs
(69) .

La cereoligsina resulté altamente letal para ol ratén, la
actividad hemolitica fue inhibida por suverc humano y por
10 ug/ml de colesterol, esta concentracidn ez necesaria de 10 a
50 veces mas, en ¢l caso de otros cinco lipidos que se probaron,
para obtener una inhibicidn squivalente.

Spira y Goepfert, en 1975, por medio de una cromatografla en
Sephadex G-75, no obtuviaron el factor de permeabilidad vascular
enteramonte libre de hemollisinss, y observaron que los perfiles
de elucidén, suficientemente diferentes, pedrian indicar
entidades también diferentes.

Ezepchuk indicd haber separade exitosamente la hemolisinz 2c
ls toxina letal (69).

En 1963, Fossum observé cn un filtrado de cultivo de la cepa

NVH 322 de B. gexeus, dos plicos hemoliticos, a los cuales
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designd como ut Y ull por medio de una cromategrafia del
sobrenadante del cultivo precipitado con sulfato de amonio en
DEAE celulosa.

Un afio mas tarde, Fossum observd el efecto Arrhenius en las
actividades hemoliticas de las dos cepas y notd que la actividad
de la cepa NVH 322 fue significativamente mayor entre %0 y 100'¢C
que las cepas aisladas de mastitis bovina, que parecieron
producir ul . De ésto se podria deducir que ull fue el
componente rasponsabe del efecto Arrhenius (11).

Parker y Goepfert indicaron la posibilidad de que existieran
dos hemolisinas a las cuales identificaron come una estable al
calor (45.0 durante 30 min) y a la otra como l&bil en filtradoes
del cultivo de B, gereun. Ambas se¢ separaron de la fosfolipasa.
Se considerd que la hemolisina labll al calor es la cereclisina
(69).

Has tarde, en el nismo afo, Coolbaugh y Williams estudiaron
también las dos hemolisinas separandolas parcialmente vy
distinguiéndolas como dos picos distintos por cromatografia en
Sephadex G-100. Se rotularon las hemolisinas como H-I y H-II
(22).

Con sulfato de amonio al 40% se logrd precipitar solamente H-
I, a medida que aumentaba la concentracién de sulfato de amonio,
se incrementaba la precipitacién de H-IT.

A H-I se le puede caracterizar como una protélna de FY de
50 000-52 000, gue pierde su actividad después de 5 min a 40'c,
2 min a 50°¢C Yy 2 min a 60 C. Su actividad hemolitica fue inhibida

por colesterol y se cree que es la cereolisina.
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Bernheimer y Grushoff, en 1967 se interesaron en la posible
relacién que podria haber entre 1la cereolisina y 1la
estreptolisina-0; inicialmente concluyeren que no existia. Sin
embargo, mds tarde se encontrd que al usar suerc humano pudieron
manifestarse estas relaciones antigénicas, las globulinas de
anti-estreptolisina-0 en caballos hiperinmunes neutralizaron a la
cereolisina. Esto tue importante en el establecimiento de que la
cereolisina estaba relacionada cercanamente a las citollsinas
oxigano l3abil actlivadas por tiol. Un afo mas tarde, concluyeron a
partir dﬁ los resultados obtenidos, que la cereolisina era una
proteina homogénea con pl 6.5.

Barnheimer, en 1976 purificé la cerecolisina por medio de una
cromatografis en Sepharosa AH, de esta forma confirmd su relacidén
antigénica con la estreptolisina-0 y encontré que, en comin con
los mienbroz de las ceresolisinas activadas por tiol, exhibio
microheterogeneidad. La causa de ésta nc era clara, pero
investigando la posibilidad de que las toxinas activadas por tiol
existen en las ultimas dos formas, una activa reducida
requiriendo grupos sulfhidrilos libres para su actividad y otra
inactiva oxidada reversiblemente con los grupeos sulfhidrilo, se
demostrd entonces que la cereolisina existe en estas dos formas
separables, que son jdénticas en tamafno pero con diferentes
cargas, el pl para la forma oxidada estd entre 6.3 y 5.4, el pI
de la forma reducida estd entre 6.5 y 6.6, La forma activa
reducida, la cual tiene un PH aproximadamente de 55 £09, se
inhibid con grupos sulfhidrilo; esta inhibicién pudo ser
reversible por ditiotreite. Cowell, en 1976 considero que la

cereolisina purificada consistia en una cadena polipeptidica de
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518 arinodcidos,

Glatz y Goepfert en 1873 encontraron que la exposicidn de
tiitrados del cultivo libre de células, a 45 C por 30 minutos
produjo una reduccion del 90-97% de 1la actividad hemolitica
sin una alteracién significante en los resultados de la prueba
cutanea en conejos y cobayos o en actividades de la fosfolipasa.

La fraccién H-II tuvo un PH de 29 000-31 000, exhibié el
efecto Arrhenius, mostrando una sensibilidad incrementada a
temperaturas superiores de 60°¢C pero la sensibilidad decrecis a
temperaturas arriba de 70 y 100°C. A ostaz hemolisina no la
inhibié el colesterol y exhibidé un patrén diferente y la
hemélisis que presentd en los eritrocitos de conejo a 37°¢c fue
diastinta & la que presentdé la fraccien H-I. Las dos hemolisinas
fusron iqualmente sensibles al clorouformo, dter, pHs extremos,
tripsina y pronasa.

En base a las sensibilidades relativas a la temperatura
pudiera parecer posible que 1la Kt Y nll de Fossum
corresponden a la H~I y H-II descritas por Coolbaugh y Williams.

Las diferentes sensibilidades al calor se observaron a 50 C
durante 30 mnin, la hemolisina estable tuve un pI de 5 y la

hemélisis 1abil de 6.6 (11).

2.1.2,2 Produccién de laaz hemclisginas

La produccicén de las hemolisinas por B. gereus es un
fenomeno que realizan las células vegetativas y, generalmente, de

una manera primaria o secundaria, la produccién se ha llevado a
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cabo en cultivos en aireacién. No se ha alcanzado la cinética de
su produccidn.

A 36°C y por crecimiento en infusidon cerebro - corazén, la
hemolisina aparece al final cde 1la fase ecxponencial de
crecimiente, cerca o exactamente donde 9e encuentra el punto de
pH minimo. El incremento del titulo de la hemolisina estable
aparece un poco despudés que el de la cereolisina.

El enriquecimiento con 5% de sucro fetal de ternero pueden
acelerar ligeramente los ciclos de multiplicacién y la produccidn
de metabolitos y los valores de éstos pueden incrementarse, pero
no se obtienan resultados reproducibles.

Loa clclos de multiplicacldén en cultivos estaclonarios se
ratardaron por varias horas cuando se compard con cultivos en
agitacidn, aunque el valor de la nadxima produccién de hemolisina
total que finalmente se alcanzd, no cambid (69).

El crecimiento bacteriano fue bueno an calde nutritivo,
leche, sopa de cola de res y chicharos, pero no hubo 1la
disminucién del pH que se observe en cultives de BHIG (Caldo de
infusidén cerebro-corazdén + 0,1% do glucosa).

La produccidén de hemolisina es mejor en leche y chicharos gue
en el caldo nutritive y la sopa.

Una disminucién notable an los titulos de ambos tipos de
hemolisina ge observa entre las 10 y 24 horas a 16'cC Y 40'C, con
la excepcidn del cultivo en leche estéril.

' En cuante a su capacidad para elaborar hemolisinas, las
variaciones de las diferentes cepas de B. cereus se conocen
desde que se usa el agar sangre para el aislamiento y estudios de

este microorganismo.
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En loag titulos letalcs de hemolisinas detectados en filtrados
de célulag de 155 cepas, usando 0.5% de sangre humana, 10
tuvieron titulos de menos de 1:5 gue fue la dilucidn mis baja
probada, pero se duda que existan cepas de B, gereus
verdaderanante negativas.

Aungue loz resultados no se han analizado plenanmente, es
interesante notar en estos titulos, si no una relacién exclusiva,
sl marcados titulos altos de hemolisina y altas actividades de la
tfosfolipasa como se determind en agar de yema de hueve de acuerdo
& los métodos de Turnbull,

varios investigadores han uzado la sangre da un& gran
variedad de mamiferos y aves y ninguns ha nmantenido una
resistencia notable 2z la hermolisina de B, coreus. En pruebas
preliminares hechas =2 los titulos referidos, no s¢ pnotaron
diferencias significantes en las susceptibilidades entre la
sangre humana y de conejo.

Rowley y Hunter encontraren gque Jloz =ritrocites de conejo
fueron considerablemente menos sensibles a la hemolisina de B,
gereus que los eritrocitos de polle. Es razonable esperar gque la
cereolisina exhiba diferencias similares en las sensibilidades
12 hemolisina (69).

Ivers y Porter en 1977, estudiaron la produccisén de
hemolisina de B, gereus en nedios conercialcz de carne y
chicharog y en plitanos maduros pelados. HReportaron gue la
produccidén de la hemolisina a 30'¢c se realizé en las
preparaciones de carne de ternero y pavo, perc no en el platanc,

lo cual sugiere que ¢ste debe sor deficiente en algun nutriente
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acsncial o debe tener un pH bajo (5.0) (69).

14 producclién de hemolisinas en carne de ternsrc v chicharoes
siguié un patrén sobre un pericdo estudiade de 24 horas. A T,y
despusds de 48 horas, sc habis perdido aproximademente el 55 y 80%
de su actividad en las preparacionec de carne y chicharos,
respectivarente. En carne de terniero, solamente se perdid el So%
de la actividad hemolitica ante su exporicién a 6€5°C por 30 min y

70% después de 20 min.

2.1.2.3 Hodo de acoldn de lgs hemolisinas de P, gerous

Hunter, on 1949, encontré que les filtrados de los cultivos
de B, ¢ereuys on caldo peptona proteasa tuvieron solamente un
pequefic ofecto asobre la respiracion de los glébules rojos de
pollo. Al observar camblos en la tranamisidén de la luz a través
de suspenaiones de eritrocitos, se vid que se alterd £l volunen
de los glébulos rojos reflejando canmbios en la permeabilidad y
cfecto ocsmético, Hunter notd que los filtrados de B, geresus
tuvieron un efecto marcado en la condicidn osmética de los
eritrocitos de pollo y tiburdn. Rowley y Hunter, en 1951,
probaron la fragilidad de los glébulos rojos que se expusieron a
toxinas de P, cereus, observando hemdlisis subsecuente durante
su hinchamiento en solucién Rimgur 1.2%5 ¢ 2 Y. Al camparar los
resultados se observd gque una exposicidén de 2 1/2 horas produjo
glébkulos rojos de conejo requiriendo dec 4 1/2 a 7 horas y las
células de tiburdén requirieron mis tiempo.

Concluyeron que la exposicion a las toxinas de B. cereus
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debhilitd la superficle de los eritrocitos, conduciéndolos
eventualmente a la hamdlisls, pero no afectd los canales a través
de los cuales penetran pocos lipides Iinsolubles no electroliticos
{glicerol, etilenglicel, urea, tiourea y eritritol), se penso
que la fosfolipasa podria ser el principal factar en causar la
debilidad de la superficie de los eritrocitos.

Pendlaton, an 1972, examinéd los ofectos de la cereoclisina
sobre la membrana de los eritrocitos de conejo, por
eleactromicroscopiaz encontrd gque, aunque son més peguenos en
diidmetro o menos frecuantes, los hoyos y arcos caracteristicos o
estructurales en forma de anille, similares a los producldes por
la estreptolisina-0, también los produjercn por cereolisina.

Se mostrd que la unién de ambas lizinas ocurre en células que
contienen colestercl, pero no en laz membranas de las que estd
ausente.

El colesterol de la membrana es el sitio de unién de la
cereolisina y estreptolisina-o.

Cowell, en 1976, observando cercolisinas andlogas a las
citolisinas 1l&blles al oxigero, definié algunas de sus
propiedades y modos de accldn probables (13).

El sitio de unlon para estas toxinas en la membrana de los
eritrocitos, como ya se mencioné, es el colesterol, la
preincubacicn de la toxina con colesterol inhibe la hemélisis,
pero no afecta la reaccion una vez gue ha ocurrido la union. Se
reguieren varios cientos de moléculas de hemolisina para lisar a
un solo gldbulo rojo. El rangoc de hendlisls os proporcional a la
concentracién de la toxina y estd en funcidn de la temperatura,

aunque la unién inicial de la toxina a loz eritrecitos no depende
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de la temperatura. La hemélisis ocurre por medio de un
recanismo ccloideosmético en ¢l cual se producen los pequencs
orificics en la memhrana de los eritrocitos y se plerde la
capacidad para prevenir el intercambie libre de icnes atravesando
la menbrana.

El x}* intracelular escapa, pero el flujo de liones y el
agua deiitro de la célula causa la ruptura.

No hay evidencia de que estas toxinas alteran los componentes
de la menbrana aenzimAticamente, se¢ propone gue ¢8 un Secuestro
directo y una deplecién de colesterocl lo que conduce a los
orificios; cstas toxinas pueden causar cawmbios de perseabilidad
en un espectro amplio de tipos de célula gue contienen colesterol
en sus membrsnas, De lac dos forman de cereolisina, oxidada y
reducida, ez sparentemente la dltima la que ez hemoliticanmente
activa, la forma oxidada es incapaz de unirse a la menbrana de
los eritrocitos o su afinidad por ella es baja. Todavia tiene qua
estudiarse el modo de interaccién de la cereolisina con su
receptor de colesterol,

Coolbaugh y Willjams, en 1978, encontraron que la hemdlisis
implica dos estados: uno de¢ ataque y otro de lisis. El rango de
hemdlisis en el segundo estado se reduce progresivameﬁe por
enfriamiento a e'c; , atn cuando todavia puede ocurrir; &l numero
requerido de gldbulos rojos removieron toda la hemolisina de una
suspensidn estdndar en wenos de un minuto (11).

En efecto, la capacidad de los aritrocites para absorber
hemolisinas a 0'C sin lisis, se usd para gquitar hemolisinas del

filtrado del cultivo y para demostrar que son diferenciales la
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hemolisina y las pruebas cuténeas.

los rangos de las medidas de la reaccién hemolitica a 17°¢C se
presentarcn de la siguiente manera: la maxima hemolisis producida
por la H-I ({(cereolisina) se extendid en menos de un minuto a
todas las concentraciones probadas, mientras que la de la H-II se
alcanzé una mdxima hemdélisis después de 2-7 min. Se propuso que
podria presentarse una etapa intermedia en la hemélisis por H-IY
y se denmostré que es dependiente de la temperatura.

La cereolisina H~I fue inhibida por el colesterol, pero 1a H-
II no.

El efecto letal rapido de la cereoclisina purificada, al
inyectarse en el ratén, indica que la heomolisina es una toxina, y
a pesar de considerarse uno de los agentes hemeliticos
mas potentes in vitre <ueda lncierto cual es el papel gue juega
en las infecciones por PB. gereus.

La primera idea que se tuvo acerca de la patogenicidad de una
cepa de B, gexous se relaciond con su actividad hemolitica y ha
sido imposible encontrar alguna relacidn entre les titulos
hemoliticos in vitre de cepas infecclosas y la severidad
reportada de las respectivas infecciones.

Dade gue el suern normal impide la actividad hemolitica
rapidanmente, es probable gGue las hemolisinas de §. gereus tengan
poco significado in witre. La hemdlisis no es aparente en
secciones histoldgicas provenientes del ratdén, el cual sucumbe a
la actividad letal de la cereolisina. Las reacciener de
permeabilidad wascular alterada y necrosis producidas por 1la
careoclisina, sugieren que es un metabelito fuertemente activo,

y pudiera intervenir en heridas y otras infecciones donde no
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tiene la oportunidad de actuar el efecto inhibidor del suero
(69). Coolbaugh y Williams argumentaron que la ubicuidad de
las hemolisinas y el metabolismo de su produccion, sugieren que
deben tener una funcidén, pero con las hemolisinas de B. cereus
asi como con las de otros microorganismos, ésto sigue siendo un

misterio hasta ahora (11).

2.1.3 Fosfolipasa-C

2.1.3.1 Propiedados y caracteoristicas do la fosfolipasa-C

Las fosfolipasas son un grupo de enzimas cuyos sustratos son
fosfclipidos, los cuales se encuentran casi exclusivamente en
membranas bioldgicas. Hay dos clases de éstos:
glicerofosfolipidos y esfingelipidos.

Entre los mas impoertantes fosfolipidos de las menmbranas
celulares de maniferos estdn la fosfatidileolina (lecitina), un
glicerofosfolipido y esfingowmielina, un esfingolipido. Ademas, el
colesterol de las membranas citoplasmdticas estd asociado con los
fosfolipidos en la doble capa membranosa y al producirse la
hidrélisis de éstos por medio de las fosfoliipasas se afecta el
colesterol (69).

Oficialmente, la fosfolipasa~C es una fosfatidilcolina
colinefosfohidrolasa, pero parece gue coxprende un dgrupc de
enzimas que hidrolizan varios tipos de glicerofosfolipidos ¥y
esfingomielina.

Las fosfolipasas se designan de 1a A a la D y las C son las
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mis estudiadas, las producen una gran variedad de bacterias,
tanto Gram negativas, como Gram positivas,

La fosfolipasa-C de JB. gereus no posee actividad hemolitica
ni letal, es menos activa en fibroblastos humanos, no afecta &
protoplastos bacterianos ni la afectan los factores guelantes,
tiene un pI de 8.1 y un PM de 23 000 d.

Se ha reportado la produccion de fosfolipasa A
{acilhidrolasa} por B. ¢ersug, bajo clertas circunstancias, aungue
en otras investigaciones realizadas, se ha observado 1la
falta Qe produccién de las fosfolipasas A y D. La fosfolipasa-C
51 se encuentra presente, lo que hace pensar que las producidas
por B. cereus son exclusivamente del tipa € (65).

La titulacién de los productes finales gue resultan de la
hidrélisis de la lecitina de yewma de huevo, de alguna manera ha
sido una prueba bkésica para el ensayo de la actividad de la
fosfolipasa- C.

Sa han encontrado tres enzimas diferentes producidas por B.
cereus las cuales tienen actividad de fosfolipasa-C. Todas sge
consideran netabollitos del creclmiento vegetative. La més
ampliamente estudiada es la que hidroliza la fosfatidilcolina y
otros fesfolipidos naturales, y es a la que conunmente se
refieren como la fosfolipasa~C.

La segunda y la tercera enzimas tlenen especificidad para el
fosfatidilinositol y para la esfingomielina.

La fosfatidileoelina celinefosfohidrolasa, la primera de las
enzimas, se ha purificado y analizade extensamente. Es una
wataloenzima moncmérica de PM 23 000 con su maxima actividad a pH

7.2-7.5, contiene dos dtomos esenciales de zinc inmportantes en su
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estabilidad conformacional y no tiene puentes disulfurc. Su
actividad no estd influenciada por iones de ca?* . Se ha
mencionado la importancia de varios residuos de aminodcidos vy
grupos carboxilo en los enlaces y actividades cataliticas de la
enzima, su pI estd a discusiodn, mencionandose gue se encunetra
entre 6.5, 7.2 y 8.5, auqnue también se encontré que mediante el
corrimiento isoeléctrico, aparecen dos especies con puntos
isoeléctricos de 6.8 y 7.5 respectivamente (69).

Se ha aceptado que esta onzima no es hemolitica para
eritrocitos intactos, aungue Mollb cita dos reportes atestiguando
hemélisis en eritrocitos de cobayo, algunos otros mds se citaron
indicando la susceptibilidad de los glébulos rojos humanos
después de someterlos a detergentes Yy también de gldbulos
rojos de polle y de sapo, despuds de la deplesion de su ATP. Se
observa generalmente que no es letal, aungue se puede ver gue
tiene una LD g, de 1.6~1.7 mg/kg, lo cual estd aparentemente en
el limite gue se considera generalmente tdxico en una proteina
(LD 5o ppm}. La enzima no es dermonecrotica para conejos y
no causa incremento en la permeabilidad de fibroblastos hunanos
© en las membranas plasmaticas de la fibra muscular de las ratas
(32},

La fosfolipasa-C, gue hidroliza el fosfatidilinositol, es la
segunda fosfolipasa de 5, cereus, la encontraron desde 1963 y
fue purificada y caracterizada anos despueés, tiene un PM de
28 000 d, un pI de 5.4 y no depende de grupos sulfhidril
intactos o cationes divalentes. La enzima libera especificamente

fofatasa alealira de las nembranas celulares. Se ha notado que

77



los filtrados crudos - de B. gereys, B. anthracis y B.
ghugingien§i§ cuando se inyectaron a .conejos les produjeron
hiperfosfatasemia,

El suero en contra de la lecitinasa de B. anthracis inhibig
la fosfatasemia, pero no la actividad de la lecitinasa en
filtrados de B, cereus, los filtrados viejos tambieén fueron
fosfatasemia negativa, pero lecitinasa positiva, inicialmente se
pensé que el factor responsable de la fosfatasemia no era la
fosfolipasa-C. Sin embargo, después se demostrd gue B. ceresus
produjo una segunda fosfolipasa que pudo asoclarse con el
fendmeno por lo que recibié el nombre de factor de la fosfatasemia.
Subsecuentemente se mostrd que éste era la fosfollpasa-C que
hidrolizaba el fosfatidilinositol (31).

La tercera fosfolipasa-C de B, c¢erecus a8 la
esfingomielinasa, la cual fue detectada por Slein y Logan y
purificada por Ikezawa .

Los primeros autores no creian gue esta enzima tuviera
actividad hemolitica, pero de acuerdo a lkezawa, se trata de una
proteina de peso molecular de 24 000 d y pl 5.6 y aparentemente
es capaz de actuar sobre de la esfingomlelina de la parte externa
de 1la bicapa lipidica de gléhulos rojos de carnero, produciendo
la hemolisis.

Ikezawa, en 1980 (30), investigd esta accién hemolitica mas
detalladamente y encontrd gue hube una fuerte correlacién entre
el contenido de la esfingomielina de gldbulos roins v la
sensibilidad a las enzimas. Los globulos rojos de ucarnero, con
51% de esfingomieclina, fueron los wds sensibles entre los

glébulos rojos probados (los eritrocitos humanos contienen 26.9%,
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(BT TS o ‘ﬂﬁ?
los de conejo 19%, los de caballo 13.6% y los de ratas 12.38%).

El rompimiento de la esfingomielina precedi¢ a la hemolisis
por calor y 10 mM de ca?* inhibieron lo primero con la supresién
completa de la hidrolisis (30).

La hemdlisis por calentamiento y enfriamiento brusco empezd
inmediatamente después del contacto con la enzima, antes de la
pérdida apreciable de esfingomielina y se llevé a cabo con la
presencia de 10 nM de ca?t, S concluyd que, mientras la
hidrolisis por calor depende de la degradacidén enzimatica de la
esfingomielina, la hemolisis por calentamiento seguido de un
enfriamiento brusco, no. Anbos tipos de hemdlisis se estimulan por
la presencia de Mg?+ y especlalmente con ca?t presentae
también., A 37° C, con la presancia de 10 mM de MgCl, y 10 mM de
CaCl, se perdid el 40%1 y el 85% de esfingomielina a los 15 y 30
min, respectivamente; los gldbulos rojos se hacen esféricos
(esferocitos) en 30 min con un £6% de lisis aproximadamente.

Monlar (88) afirmd que la toxicidad de la toxina letal en
ratén fue distinta de 1la actividad de la fosfolipasa habiéndose
establecido gue las preparacicnes purificadas de la fosfolipasa
de B, cereus no eran letales ni hemoliticas (30)

Se notd que al inyectar fesfolipasa-C de B, cexeus purificado
en la piel del conejo, se produje una alteracién prominente pero
transitoria, de la permeabilidad vascular

Por medio de una serie de ©pruebas qguirvrgicas e
inmunolégicas, se determind gue el hueso es la fuente del exceso
sérico de la fosfatasa alcalina, la cual se produce en respuesta

a esta fosfolipasa~C.
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El hecho de que la fosfatasa alcalina se eleve, es un
indicador de dafo al higado o de una enfermedad en los huesos.
Esta actividad de la fosfolipasa-C nidrolizante del
fosfatidilinositol podria verse como una actividad téxica.

Aungue no hay pruebas que lndiquen confiablemente que 1la
esfingomielinasa pueda considerarse como la tercera fosfolipasa-C
de B, cereus y de que pueda ser o no una toxina jin viveo.

En 1978 (69), se vié gue no era probable que la fosfolipasa-
Cc de B, gereus pudiera tener un significado patoldgice, sin
embargo, la accesibilidad de esta enzima a sus substratos
(fosfolipidos) en las membranas de las células del huésped,
podria prevenirse bajo circunstancias normales jn vivo. Puede
haber ocasiones donde actue secundariamente después de la
exposicién de los fofolipidos a algun otrs factor. Un ejemplo
podria ser el efecto sinergistico entre la esfingomielinasa de S,
aureus y la fosfolipasa de B, gereus en la hemdlisis de los
eritrocitos.

En 1970, sc propuso gue la fosfolipasa podria ser, como

las hemolisinag, factor auxiliar de virulencia.

2.4 Toxina necrdtica

Entre los anos 1350 y 1960 se establecido gque B, cerxeus era
un agente capaz de causar diarreé, es decir, se sugirié su
mecanismo posible de patogénesis. La primera sugerencia
concerniente a su modo de accién la hizo Nygren en 1962, quien

postuld que la foastolipasa de B. gereus podria ser la toxina

80



responsable de la intoxicacidén alimentaria, pero ésto nunca fue
apoyado.

No obstante, en 1970, Bonventre y Johnson fueron capaces de
establecer que no era posible identificar el o los productos
toxicos responsables de la intoxicacién alimentaria por B,
gereus (tipo diarreico} y que podria ser la toxina letal, la
fosfolipasa, o una combinacién de las dos (75).

La primera indicacidén clave de la posible existencia de una
enterotoxina se encuentra reportada en los escritos de Goepfert,
cuando en 1972 extrajo el fluido acumulado en el asa intestinal
del ileon ligado del conejo. Un ano mds tarde, Spira y Goepfert
dieron mis detalle sobre ésto, de acuerdo a las respuestas
positivas de la acumulacién del fluido, e hicieron varias
observaciones importantes.

1) Bajo condiciones optimas de crecimiento del microorganismo
diferentes cepas de }, cereus produjeron distintos grados de
acunulacidén del fluido, en asa ligada de conejo,

2) Aungque se probaron varios tipos de medios, el BHI produjo
gran respuesta del asa; en cambio, los cultivos en caldo
nutritivo fueron consistentemente negativos.

3) La respuesta del asa no mostrd diferencia 2ntre las cepas de
B. cereus aisladas en distintas etapas de la intoxicacidn
alimentaria.

4) L2 respuesta Llue pobre ¢ lnconsictonte on conejos adultos,
pero consistente en conejos jévencs.

5) La respuesta no se afecté significativawvente por la posicidn
del asa a lo largo del intestino.

6) Cuando una o mas de las asas mestraba reaccidn fuertemente
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positiva los animales estaban expuestos a morir dentro de
las diez horas siquilentes.

7) Los cultives introducidos directamente en el ileon no ligado
por catéter, no preodujeron diarrea.

8) La acumulacién del fluido se azocia significativamente con
el incremento de dos a tres veces mas el numero de bacterias
dentro del asa ligada, en el caso en el que haya una
disminucién en ©l npumero bacteriano, ne habra acuwulacisn
del fluido.

9) Grandes cantidades de células vegetativas (B X 109
células/ml) provocaron acumulacidn del fluido en el asa.

10) Los sobrenadantes de les cultives de 12 horas en BHI

produjeron fuertes respuestas positivas.

De los resultados se concluyd qus los incrementos en el
numero celular tueron mas bien una consecuencia de la acumulacioén
del fluido gue una causa de ella; la multipliicacidn
intraluminal del microorganisme, wne  estuvo  involucrada con la
acumulacién del fluido; y la diarrea inducida por R, gereus
probablemente fue el resultado de la intoxicacidn, mis gque de 1=
infeccidén por el micreoorganisme.

En base a la capacidad de este producto para inducir 1la
acumulaciorn del fluide en el asa le llamaron una enterotoxina,

factor diarreagénico, Toxine dlarreics o toxina necrsdtd

1

a (por lo

que ads adelante se mostrevd su actividad necrotica).
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2.2.4.1 Yropiedadas y caracteristicas ds la toxina naecrética

La enterotoxina diarreica es una proteina antigéniéa de  un
peso molecular de 50 000 4 (22,53,69). ‘

bado que no ha sido posible someterla a una completa
purificacién, el rendimiento obtenido ha sido del 70 al $0% (22).

ES una toxina termolabil, mantiene su maxima actividagd a 32°¢
de 4~-15 hrs después de la inoculacién, sufriendo una disminucién
de su actividad a las 24 h y ya no se detecta a las 48 horas. Se
inactiva a 56 € durante 30 nin pero no a 45'¢c durante 30 min
(22,53,69).

Spira y Goeptert (65,6%) encontraron que este factor es
inestable a 25°¢C Yy e, por los estudios realizados a 4c se

menciona lo siquiente: (22,69,74)

1} La estabilidad de la enterotoxina estd estrechamente
relacionada a la Ffuerza ionica Jde la solucidn amortiguadoera guc
la transporta. La fuerza idnica de 0.3 otcorga una maxima
estabilidad a la toxina, 2 medida gquc decgrece, se presenta una
pérdida mayor de la actividad. L2 sensibilidad de la toxina es
proporcional a su pureza. Utilizando NaCl, CaCl,, NH,; HCOy o
soluciones amortiguadoras de fosfatos de sodlo y potasio a pH 7.2
G 7.9 se proporcicna el medio idnico apropiade y se demuestra que
los iones particulares inveolucrados son irrelevanbes, 2on deacics,
la naturaleza de las especies idnicas tiene poco ofesto on la
estabilidad Qe la enterotoxina., Las preparaciones concentradas
son mas sensibles a la pérdida de la actividad.

2) La toxina necrética de los filtrados del cuitive d2 B, gereus

en BHIG pierde actividad en foyma significativa durante 7 dias a
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4'C 0 en varias semanas a -20°C

3) La alquilacién con mercaptoetancl mnds lodoacetamida o
acrilonitrito la protegieron parclalmente contra la pérdida de
actividad, pués ésta se puede atribulr parcialmente a la
formacién de enlaces disulfure, conduciendo a la agregacidén
molecular.

4) La estabilidad de la toxina es wmaxima a pH entre 5-10,
decreciendo en forma aguda fuera de este rango.

La toxina es sensible a la tripasina y pronasa, perc
resistente al EDTA y a la glucuronidasa (22,69).

La estabilidad ¢s minima a pH 4, el cual estad en la vecindad
del pI de la toxina cuyo valor estéd entre 4.9 -~ 5.3 (22,69). La
toxina permanece inaltarada por enfriamiento y descongelamiento
(69).

Turnpbull (69) determiné que permanecia una actividad del
100% en un filtrado libre de células despuds de 14 dias a i'cy
una hora a 36'C; 53% y 213 después de una hora a 50 ¢ Yy 55°¢C
respectivamente, 6% después de S5 min a 30 ¢ y 0% después de 20
min a 55°C © 10 min a 80 C (65,69,74,75).

No se llevaron a cabe pruebas de astabilidad en preparaciones
purificadas por electroenfoque.

No estan disponibles los reportes sobre estudios detallados
acerca de la capacidad de laz cepas para mantener su toxicidad,
pero segun la experiencia de quienes han estudiado el factor
necrético, los subcultivos frecuentes de una cepa fuertemente
toxigénica en agar inclinado, conducen a una pérdida solo

parcial, de la toxigenicidad. No se conoce la naturaleza de este
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fendmeno. (22).

La eétabilidad de la toxina es notablemente nds pequena en
los ‘cultivos en fermentacién con una caida muy rdpida en la
actividad en 2~4 horas. Las limitaciones de oxigeno en cicrto
modo reducen la  inestabilidad. La aparicion de proteasas se
presentd en la fase estacionaria tardia, mucho después de que
hubiera ocurride la pérdida de la toxina. Por lo anterior se
puede ver que la inestabilidad no se atribuye a la proteasa,
sino al factor que degradé a la toxina, que fue una enzima
inducible relacionada transitoriamente a la esporulacidn, la
inestabilidad se relaciond a una etapa temprana de la
esporulacidn (69).

La enterotoxina diarrelca eos un metabolito distinto de 1la
fosfolipasa-C y de las dos hemolisinas de B, gereus y constituye
uno de los dos factores letales producides por este
microorganismo (22).

La teoxina necrética produce acumulacion del fluido en asas
del ileon del conejo, altera la permeabilidad vascular en la piel
del mismo y mata a log ratones infantes cuando se les inyecta en
forma intravenosa:; también puede provocar diarrea a mnonos
(22,69,75).

Hay evidencia de guc esta eatercboxinae es responsable del
sindrome diarreico de la enfermedad y gque las propiedades
dermcnecroéticas y necrosantes sobre las paredes intestinales, son
relevantes en la patogénesis de las infecciones por B, cereus

(22,75).
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2.1.4.2 Producoidén de 1la toxina nocrdtica

La toxina es un metabolito producto del crecimiento
vegetativo activo, se sintetiza y se libera durante la fase de
crecimiento logaritmico tardio de B, gereys a una temperatura
6ptima de 32-37°C. En el laboratorio se han encontradc las
condiciones de cracimiento que dan lugar a la produccion de altos
rendimientos de la toxina (69,74).

Durante los estados tempranos del crecimiento, ocurre un
decremento caracteristico del pH cemo el que ocurre durante la
glicdélisis, alcanzando un minimo que coincide con la nmaxima
actividad de la enterotoxina alrededor da 5 horas (61).

Una deplecién de la glucosa disponible y la desaminacidn,
causan un incremento progresivo en el pH del medio, mientras gue
l1a actividad de la enterotoxina decrece rapidamente, posiblewrente
como resultado de la deqradacidn proteolitica. Junto con la
aparicidén de la enterotoxina, se pueden detectar las actividades
hemoliticas y fosfolipoliticas (22,61,69).

Noc hay incremento apreciable de la toxina durante la fase
eatacionaria.

La enterotoxina no la forman las cé¢lulas en crecimliento
dentro del intestino en el asa del 1ileon, se inglere en un estado
preformado (69).

Ciertas cepas de B, goygus pueden elaborar una toxina capaz
de provocar un daho severo en la pared intestinal. Se observéd gue
un filtrado concentrado libre de células, reparado fresce a
partir del abscese del cerebro de un inlanie, era capaz de

producir este efecto (75).
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Las cepas que producen la toxina necrdética lo hacen en
diferentes grades, de acuerdo 2 las condiciones dadas, perc los
resultados de los cultivos en arroz y BHIG, indican que 1la
oportunidad para una multiplicacién adecuada del microorganismo
es un prerrequisito para la produccién de la toxina y que
produzca dafo tisular.

Al determinar las condiciones de produccion dptima de la
toxina, se estudié su produccidn en cultives con crecimiento
fermentativo en caldo base scmidefinido de 4cidos casaminicos,
consiquiende asi varios descubrimientos:

1) Un indculo de 14 horas de la fase estacionaria y uno de 3
horas de la fase exponaencial dié igual rendimiento.

2) 0.1% y 13 de inéculo dieron buenos rendimientos, peroc un
inéculo de 10% dié como resultado un hajo rendimiento de 1la
toxina.

3) Los rendimientos éptimos se obtuvieron cuando se incorporé
un 0.5-1% de glucosa al medio.

4) El control del pH entre 7-8 tuvo un efecto dramatico en el
incremento del rendimiento, couparado con un pH no controlado o
sl se lleva un control a otros valores de pH.

5) Ia produccidén ocurrid en todas las temperaturas entre 20 y
40'(:, perc una produccisén marcada fue a s2"c.

6) La maxima agitacién, sin generar espuma, did los mds altos
rendimientos.

7) El rendimiento bajo las condiciones ¢ptimas dadas fue 50
veces mds grande que por los métodos de produccidn comerciales.

8) El tiempo de cosecha fue de 5 horas.

Hubo alqunos desacuerdos en cuanto a los niveles de oxigeno
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disuelto en los cultives an crecimiento. Se encontraron los
niveles dptimos entre 0-1%, encontrande que del 10% o mas, el
rendimiento de la toxina decrecio progresivawmente, aunque
finalmente la poblacidén celular se incremento (74,75).

Los valores en atmésferas del oxigeno disuelto, mostraron asi
que el mejor rendimiento de ia toxina era en valores menores a
0.002 atmédsferas, aunque el crecimlento celular wm&s grande s2
obtuve a una tensién de oxigeno de 0.1 atmésferas. Tamblén
observaron que en la fase post-exponancial, la pérdida de actividad
téxica coincidié con un rdépido incremento en la demanda del
oxigeno celular. La produccién significante de la toxina
se obtuvo anaerdbicamente (61).

En 1975, se observéd gue 1la produccidn de enterotoxina se
incrementa a bajos niveles de oxigeno disuelto, lo cual refleja
el intento del microorganismo para vencer la restriccién de
oxigeno y para disponer de electrones bajo la limitacidn de
oxigeno y la regulacidn del balance de energia.

La pérdida observable de la actividad de la toxina necrética
ocurre en el punto en el cual el cultiveo celular parece estar en
transicién a la fase de esporulacidn. lio se sabe, sin embargo, si
la deygradacién de la actividad téxica ocurre anctes de <$sto 2 5i
ocurre solamente despudés de gue s2 ha establecido un nuevo cambio
celular fisioldgico en este punto de transicion.

La pérdida de la actividad de la toxina necrética en la fase
post-exponencial ceincide con un incremento en la damanda del
oxigeno celular, y ésto podria prevenirse restringiendo =1

suministro de oxigeno en este punto. El incremento de ia
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actividad respiratoria estd relacionado intimamente con 1la
pérdida de la actividad toxica. Félix y Lundgren han observado un
incremento progresivo en las enzimas del transporte de electrones
vy los citocromos de la membrana de B. gersus cuyos cultivos se
encuentran en la fase exponencial, pero antes de la transicién a
la esporulacidén. Es sabido gque el procesc de esporulacién
coincide con un rapido incremento en la actividad del transporte
de electrones y una alta demanda de oxigeno celular,

Con la intencién de purificar la toxina, se utilizaron, por
un lado, caldo BHI para un crecimiento ¢ptimo del microorganiswmo vy,
por otro, la produccién de la enterotoxina en medios de cultivo
cuyos congtituyentes no fueran de gran paso molecular, los cuales
fueran indeseables en la subsecuente purificacién. Se observd que
el rendimiento de la toxina RPV se incrementaba hasta 10 veces con
agitacion y sBe propuso gque el método ofrecia una alternativa nas
barata y mas simple gue las fernentaciones para preparaciones
destinadas a purificacisn. El rendimiento de la toxina fue mucho
mas alto cuande los medios de cultivo se sometieron a

agitacidn (69).

2.1.4.3 Hodo do accidén de la toxina noecrética

No es mucho lo que se conoce sobre su nedo de accion, primerc
porgue esta toxina se  produce  antre una profusidn de otros
metabolitos de los cuales no e separa realmente; fegundo, por su
labilidad y tercero, por las dificultades de encontrar
condiciones confiables para su produccién y purificacidn.

Turnbull (74,75) intents determinar la acumulacién del
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fluido en el asa del 1leon, evento gue fue mediado por AMPc. Je
midieron las actividades de la adenilato ciclasa (ACA) obtenida
de células epiteliales de las mucosas homogenizadas, a partir de
asas de 1leon extraidas después de una exposicion jp vitro a
filtrados de cultivoes libres de células durante 3 a 4 1/2 horas.
Los resultados de miltiples pruebas indican que la acumulacion
del fluido podria asociarse con el incremento del ACA (69).

La intoxicacidén alimentaria por B, gereyg, tiene un
comienzo tardfo, de 8-16 horas, se caracteriza por el sindrome
diarreico, doler abdominal vy tenesmos rectales, que se
resuelven usualmente a las 24 horas (77).

La enterotoxina de B, gereus tiene efecto transitorio sobre
la permeabilidad del ileon de conejo. Aparentemente, no tiene la
capacidad do alterar en forma prolongada la permeabilidad, ni una
gran capacidad de unirse firmemente a su receptor, tampoco actua
en algun sitio fuera del intestino para causar algun otro
sindrome enterotdxico.

La naturaleza transitoria del efecto enterctoxigénico, al
igual que su sensibilidad al caler y a la tripsina, podrfan
explicar porgue no estd fuertemente involucrada como causa de
intoxicacién alimentaria (22).

Cuando una cepa aislada de un brote diarreico crece en varios
medios de cultivo produce diarrea, pero no vomite,

Se ha mencicnado una amplia variedad de alimentos cono
responsables, incluyende carne y sopa de vegetales, carne guisada
y aves, varduras cccidas, pudines y cnsaladas (77).

Se sigue estudiando la asociacién de la alta produceién de
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esta toxina con la gran variedad de enfermedades no
gastrointestinales severas que se pueden presentar.
En la salud humana, es mis importante en relacidn a estas

enfermedades que a las diarreicas (69).

2.3.5 Toxlna emética

De acuerdo a resultados seroldglcos, se sostiene la teoria de
que B, gereus podria causar dos formas distintas de intoxicacién
alimentaria. De esta evidencla se inflere que algunas cepas de
B, gereus podrian elaborar una enterotoxina dlarrelca: wmientras
que otras podrian preducir una onterotoxina emdética; también
pedria existlr una tercera no toxigénica (69).

El saindrome de tipo emético se ha asacladao casi
exclusivanente con el consumo de arroz cocide, usualmente frito,
sobre todo de restaurantes chinos, puesto qus gran nimers de los
microorganismos se han ailslado de residuos de arroz guisade.

La presencia de esta toxina se ha puesto de nmanifiesto de

acuerdo a los resultados de pruebas preliminares en monos (128}).

2.1.5.1 Propiedades y caracteristiczs J¢ is toxina smdtica

La toxina emética producida por B, gereus s ha purificade
solo parcialmente (22,66).

Se usaron monos gue por ser susceptibles se podian estudiar
en elleos la toxina, con lo cual se establecliercon un gran nudnero

de descubrimientos:
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1) El sobrenadante de un cultivo de arroz, filtrado por una
membrana de 0.45u poseyé actividad emética, con 1o cual, aunque
solamente tuvo una décima de potencia (DE gp ) de todo el
cultivo, proporcions la primera evidencia definitiva de 1la

participacién de una toxina en el sindrome.

2) los cultivos en caldo y agar de triptona-soya, de casi la

nitad de los alimentos, produjeron emesis.

3}) El factor fue altamonte estable y resistio a las
temperaturas del autoclave, pH extremos y expoesicidén a la

tripsina y pronasa.

4} No desarrolié resistencia aparente en cuatro monos,
indicando pobre antigenicidad (22,74).

En base a estas observaciones concluyeron qgue, en contraste
con la toxina necrética con su gran peso molecular y labilidad
general, la toxina emética fue un compuesto de un peso molecular
menor de 5 000, resistente a la pepsina, tripsina y pronasa.

Esta toxina es un polipéptido no antigénico que posee
estapilidad a 126 C durante 90 minutos, estable a pi‘s extrenos
(2~11) (22,74).

Los filtrados del cultivo de una cepa extraida de pacientes
con unrn brote de intoxicacidén que provocaba vémito, no causo
acumulacion de fluido en las asas ligadas del ileon del conejo

(22).
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2.5.2 Produccildn de la toxina emética

Los estudios sobre el crecimiento y la produccisén de toxina
no son faciles de desempefiar. En vista de la exclusiva relacion
entre el tipo emético de la intoxicacidén alimentaria por B.
gereug y la ingestidn de platilles de arroz guisado, parece
razonable sospechar que la produccién de la toxina podria estar
relacionada con la esporulacidén. Melling y Capel llevaron a cabo
dos estudios, uno de crecimiento y el otro de produccion, con 1la
inclusidn de la cuenta de esporas. Parece que en el primer ensayo
aparecié la emesis en la fase exponencial tardia del crecimiento
vegetativo y antes de gue los niveles de la espora se hubieran
detectado; en el segunde ensayo, la actividad emética no fue
aparente hasta varias horas después de que se¢ habia alcanzado la
fase estacionaria y la cuenta de las esporas hubiera alcanzado su
nivel mdximo (22,69).

No se ha confirmado o refutado la relacién entre 1la
esporulacidén y la produccidn de la toxina emética; si existiera
tal relacién, un simple cultivo de la cepa en un umedio de
esporulacidén artificial conteniendo de 48-98% de esporas,
produciria emesis en mones.

Los incidentes de intoxicacion alimentaria no involucran
solamente al arroz, sino también tortilla, leche deshidratada,
crema pasteurizada, pasta y platillos vegetales los gue se han
implicado en pequciio pumero (22,69).

En 1978, se determino que la temperatura déptima para la

produccion de la toxina en un cultivo de arroz, en 24 horas es
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de 30°cC,

Entre 35 a 45'c, o a temperaturas mayores, se han obtenido
cantidades equivalentes o cantidades mas altas de esporas y
células vegetativas, pero la respuesta emeética fue menor gue
cuando se cultivé a 30 C. Dentro de las diferentes cepas de .
gereus, cada una la produce en distinto grado.

La prueba del asa del ileon de conejo y la actividad de la
adenilato ciclasa no tienen valor para detectar y medir la toxina
emética producida por B. cereus (69).

Lo que deberia hacerse es mejorar los métodos de purificacioén
de la toxina y poder realizar técnicas inmunoldgicas de rutina
para su deteccién en especimenes clinicos y en alimentos.

El sindrome emético tiene un tiempo de incubacidén de 1 a §
horas, los sintomas predominantes son nauseas y vémito y algunas

veces diarrea (77).
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2.2 Padecimientos causados por B, gereus

2.2.1 Intoxicacién alimentaria

Desde principios de este siglo se ha asociado a Bacjillus
cereus con episodios de intoxicacion alimentaria en Europa,
observandose un gran incremento en los ultimos afos . Incidentes
reportados por Lubenau, en 1906 y Brekenfeld, en 1926, son citados
por Hauge en Noruega, quien proporcioné la primera descripcion
clasica de la gastroenteritis en 1950 (23,53).

Actualmente también se ha visto en muchos paises americanos.

Se han reportado en Gran Bretada desde 1971, treinta
incidentes de intoxicacién alimentaria asociados con el arroz
guisado (usualmente frito), generalmente en restaurantes chinos
A partir de esta fecha se reportaron en otros doce restaurantes
con un total de 18 casos (23,64).

Igualmente se ha descrito como un agente de intoxicacién
alimentaria en otras partes de Europa, como Escandinavia.

En contraste con la experiencia europea, los brotes de

enfermedades originadas por la comida, atribuidos a B. goreus, sc

han reportado raramente en Estados Unidos (64).

Las diferentes vracticas en el procesamiento y =lmacenamiento
de los ingredientes de l1os alimentes pedrian explicar la relativa
rareza de los brotes de intoxicacidén reportados en Estados Unidos
comparados con Inglaterra y el este de Curopa.

El primer brote bien documentado de enfermedad

gastrointestinal causada por B, gereus aparecid en Estados Unido
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hasta 1971 (64).'

Esta intoxicacién se debe a la contaminacidn por B. gereus de
un amplio rango de productos alimentarios, lo cual lo han establecido
muchos -investigadores.

Se reportd que B. cereus fue el tercer causante mds comin de
intoxicacidn alimentaria en Hungria entre 1960 y 1968, estableciendo
que los platillos de carne, vegetales, leche y cocoa fuercn los
invelucrados mas comunmente. En otros casos se encontrd que las papas,
masa,. carne dessmenuzada, paté, platillos de arroz, pudines y sopas
fueron los alimentos mas implicados en la intoxicacidn alimentaria.
Hay otros estudios en los que se examinaron productos alimenticios

secos encontrando que B, fue un contaminante conun de

condimentos (55%), especias (40%), papas secas (40%), leche en polvo
(37.5%) y platilleos de spaguettdi (37.5%) (41,77).

Se ha demostrado que B, gereus es o2l agente etioldgico de dos
tipes de sindromes: uno similar al que preduce Zlostridium
perfringens al cual se le ha denominado sindrome diarreico,

provocado por la toxina necroéotica, que s@ caracteriza por

sintonas del tracto intestinal inferive; y el otro semejante al

causado por Staphylococcus anre qua se¢ ha denominado sindrome

emético , provocado por la toxina emética, presentando sintomas
predominantemante del tvacto intestinal supericor. El primexro se
ha encontrado asociado a la Ingestidén de una gran variedad de
aliwmentos contaminados, peruv el segundo se ha asociado rcasi
exclusivamente a la lingestién de arroz frito contaminado
(41,64).

Parece ser que muchos restaurantes chinos acostumbran cocer

grandes cantidades de arroz y después someterlo a sccado en un
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cuarto caliente o a temperatura ambiente durante un periocdo
indeterminade (entre doce horas y tres dias, pero generalmente
durante la noche). Después, el arroz es recalentado o
qeneralmenﬁe frito con huevo batido y una pegueia cantidad de
aceite por un tiempo muy corto (aproximadamente un minuto) antes
de servirse. El hueve batido no siempre se prepara al momento y
podria ser que estuviera altamente contawminado ¢on una gran
variedad de bacterias. A los chinos no les sc practico almacenar
el arroz cocido en ¢l refrigerador, pues dicen que los granos
del arroz cocido se pegan entre si y les es dificil sacudirlo en
el huevo batido para freirlo. En iiltima instancia el arroz frito
lo almacenan a tempratura amblente y sc frie de nueve antes de
servirse.

La sitwacion es todavia peor al preparar grandes cantidades
de arroz, las cuales toman nucho tiempo para enfriarse, hay
reportes que sefalan la practica de afadir porciones frescas de
arroz cocido al volumen residual del arron viejo, el cual guedd
del dia anterier. Si el arroz cocldo se dejs sccar por varios
periodos a toemperatura awmbiente o a temperaturas tibias, las
condiciones podrian ser ideales para la geyminacion y cracimiente
de las esporas que han sobrevivido a los procesos de cocimjento.

Para prevenir los brotes de intoxicacidn alimentaria por esta

causar; se senhalan las sigulentes medidas:

lodes menores en varias

a} £l arreoz pedria ser cocideo en caud
ocasiones durante el dia, reduciendo el tiempo de
almacenamicnto antes de freirlo,

b) Después de cocerlo, el arroz podriz mantenerse caliente a
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no menos de 63 C o enfriarse rapidazente y transferirse a
un refrigerador dentro de las dos horas sigulentes al
enfriamiento. Este enfriamiento, especialmente de grandes
volumenes de arroz cocido, se debe apresurar dividiendo el
producto en porciones separadas o por propagacién del
volumen en recipientes limpios y poco profundos.

c) El arroz cocide © frito no debe almacenarse bajo
condiciones tibias y nunca a temperaturas entre 15 y 50 ¢.
Por lo tanto, bajo ninguna circunstancia debe guisarse el
arroz cuande se dej¢ enfriar a tenmperatura ambiente
por mnads de dos horas.

d) El huevo batido que se usa para la preparacioén del arroz

frito deberia ser preparado &l momento (23).

De acuerdo a pruebas realizadas para ensayar la resistencia
de las esporas de B, gereus en el arroz cocido, se observd gue el
crecimiento del microorganismo se mantuve a temperaturas entre
los limites de 4 a 55 C.

L.a temperatura minima para el crecimiento de células
vegetativas es entre 10 y 15 C.

Después de 24 horas de almacenamiento se presenta un alto
numero de B. cereus en el arroz cocide y por medio de una
observacidn bajo el microscopio se mnuestra que muchas de las
células vegetativas contenian esporas. Al freir rapidamente el
arroz se redujo el numerc de microorganismos, pero los que
sobrevivieron, presumiblemente las esporas resistentes al calor,
fueron capaces de germinar y crecer.

B. cereus se ha aislado de restos de arroz guisado, de
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especimenes de materia fecal o de ambos.

La ausencia de otros patégenos en los alimentos, la
demostracién de altos numeros de B, cereus en la comida y la
respuesta positiva de los microorganismos aislados en la prueba
para la enterotoxigenicidad, sostienen fuertemente gque B, cereus
es el causante de esta intoxicacidn.

Debido a que este bacilo no se encuentra en nuimero apreciable
en las heces de las personas afectadas y que su determinacioén en
los productos alimenticios involucrados no es un procedimiento de
rutina, no es sorprendente que muchos de los casos de
intoxicacidén pasen desapercibidos, por lo gue se encomienda
investigar los brotes de enfermedad gastrointestinal que

presenten como antecedentes la ingestidén de arroz chino (23).

2.2.2 Diversas enfermadades debidas = B. gereus

En 1952, Bacillus spp. se consideraba como contaminante de
laboratorio, pero en 1957 Breed y colaboradores citaron a B,
anthracis como la especie mds patdégena para el hombre. Sin
embargo, hay reportes bien documentados de enfermedades

producidas al hombre por otras especies del géneroc Bac us

Stopler, en 1964 describid un caso en ¢l cual B, gereus se
aislo de cultivos de sangre anti-mortem y del corazén, pulmén y
bazo post-mortem de un paciente con bronconeomonia quien tuvo un
curso radpido y fatal (14).

Dentro del género Bacillus que contiene aproximadamente 25
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especies, B, cereus es, después de B, anthracis, la especie mas
patogena, pues se encuentra con mas frecuencia originando
infecciones diseminadas, siendo mortales en algunos casos. Esto
se presenta en pacientes inmunccomprometidos y/o situaciones en
las gque la puerta de entrada del microorganismo es artificial
como el uso de catéteres, transfusiones, Intervencion quirurgica,
etc. (14).

Excluyendo los casos de intoxicacién alimentaria, las
infecciones por B. g¢ereus ocurren en pacientes con enfermedad
debilitante marcada o heridas post-traumaticas (infecciones
locales). Dentro de las enfermedades asociadas con la infeccién
por B. gereus, se encuentra la leucemia (en asociacién a la
gquimioterapia), asma (donde se administran esteroides por largo
tiempo), enfermedad renal crénica gque conlleva a la hemodidlisis
e hidrocéfalo.

Seqgun los casos revisados por Peavson. afirma que las
infecciones por B. cerews se presentan en pacientes
predispuestos por alguna enfermedad como cancer, diabetes,
enfermedad renal c¢rénica, obstruccidén crénica del pulmén,
cirrosis, insuficiencia respiratoria e hiperbilirrubinemia en el
recién nacido. B, cereus puede ser una amenaza real para el
paciente granulocitopénico (27). Este microorganismo se ha
implicade como agente etiolégicc en neumonia, pleuritis
purulenta, bLacteremia como una complicacion de hemodialisis,
septicenia, osteomielitis, endocarditis, meningitis, etc.
(38) .

Dado que las caracteristicas clinicas son comunes en los

pacientes de guienes se aisla B, gereus, la atencidn deberia ser
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dirigida a este microorganismo como un agente etioldgico de
infecciones en pacientes con las enfermedades antes mencionadas,
ejemplo, cdncer con neumonia progresiva o sepsis.

La puerta de entrada podria ser el tracto respiratorio, una
lesidén de la plel o una herida traumidtica.

El numero de reportes de enfermedades causadas por B, gereus
continda incrementdndose. Comprenden un amplio rango de

condiciones clinicas, con frecuencia severas y ocasionalmente

fatales.
Bagillus spp. se encuentran comunmente en cultivos en los

laboratorios clinicos y tienden a considerarse como contaminantes
ambientales. Por esto mismo, se consideré necesario un estudio
estadistico, para observar la frecuencia con gue se cncuentra B,
gereus en casos de enfermedades no gastrointestinales.

En base a 137 casos en los gue se aislé a B, cereus, se
encontréd su participacidén en un amplio espectro: heridas
traumdticas (post-operativas o casuales), panoftalmitis,
septicemias heridas o infecciones del sistema nervioso central,
abscesos y pustulas, peritonitis o ascitis, enfermedades del
tracto respiratorio, guemaduras, infecciones del sistema nervioso

central, ombligo infectado en nines, ulceras, etc.

lLos detalles especificos que se consideran importantes para
considerar la relevancia o el grado de patogenicidad que juega B,
gereus en una infeccidén, se tomaron a partir de clinicos y
microbidlogos, quienes estuvieron directamente involucrados en

cada caso.
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Tabla No. 6 Criterios usados para considerar la relevancia de B.
cereus en una infeccién (73).

1.~ Aislamiento de B, gereus - En qué magnitud se encuentra
presente (+ a ++++) .
~ 5i el cultive que se obtiene
es puro o forma parte de una
mozcla de microoganismos.
- 81 se encuentra en una o més
ocaslones.
2.~ pislamiento de otros micro~
organisnos. - Identidades y tipos (sl se
conocenj .

-~ Proporciones relativas (%)

3.~ Naturaleza y condicidn del sitio de infeccion.

4.~ Respuesta del paclente { por ejemple: pirexia, reaccidn
toxica,etc).

5.~ Factores predisponentes a la infeccidn.

6.~ Quimioterapia que se aplica.

Las investigaciones sobre la relacién entre la actividad
nemolitica de una cepa aislada y la severidad de la infeccisdn,
sugieren que la produccidn de la hemolisina esta involucrada
también en la pategenicidad de H. gereus: sin embargo, se ha
mostrada que ésta se neutraliza jin vitro con suero normal.

Los resultadvs también indican qgue la fosfolipasa-C no tiene

probablemente un significade patoldgico directo en las

102



enfermedades por B, cereus. Esto sugiere que podria Jjugar un
papel patogeno auxiliar abatiendo los fosfclipidos de la membrana
de la celula huésped, expuestos por la accion de otras enzimas o
toxinas.

Los casos analizadoes en este estudio muestran gque queda la
duda cuando se aisla B. cereus de si podria ser un contaminante
casual o realmente considerarlo como el agente etioldgico de

dicha infeccién (73).

Les padecimientos producidos por B, gexeus, generalmente caen

dentro de una o dos categorias:

a) Locales (por infecciones en heridas, gquemaduras, ectc.) con
una fuente de inoculacién reconocida.

b) Diseminades en pacientes inmunocomprometidos (9).

2.2.2.,3 Panoftalmitis

Es una inflamacidn supurativa de 1la uvea {tercera tunica del
ojo), en la cual el globo ocular se llena de pus, se extiende a
todas las estructuras del ojo, y finaliza con la destrucciédn
completa del organo, debido a la infeccieén.

La patogenicidad de los baclilos Gram positivos aerobios hacia
los ojos, se reconocidé primero en la literatura europea al
principio de este siglo y fue enfatizada por Frangois en 1934
(46).

Sin cmbargo, con las dificultades en la taxonomia de las

especies, se reportaron infecclones que se atribuyeron en general
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al género PBacillus , sin identificar con precisidén a
la especie. En 1952, Davenport y Swmith, en base a un caso
reportado, atrajeron su atenciodn hacia la naturaleza destructiva
de la enfermedad por B. gereus (46). Desde entonces ha habido
reportes esporddicos de varias infecciones oculares atribuidas a
Bacillus sp., pero el curso destructivo de la panoftalmitis por
B. gereus, separa a este microorganismo de los otros niembros del
género Bacillus. Se postuld que una combinacién de enzimas
especificas de B, gereus contribuye a la virulencia de este

microorganismo en el ojo (45,46).

Caracterjsticas clinjcas

Las infecciones oculares pueden llevarse a cabo por via
exégena ¢ endogena (8,44,46,81).

La mayoria de las debidas a B, cereus, han ocurrido como
resultado de la diseminacién hematédgena, generalmente en
personas adictas a drogas intravenosas (57,76) (cocaina,
heroina, opio, etc.). Sin embargo, en 1952 se reportd el caso de
un trauma agudo con un cuerpo extrano metadlico. Otros casos
reportados han ocurrids en un medio ambiente sucioc <como puede
ser en establecimientos agricolas o rurales, una granja, un pajar
o un taller mecadnico, en estas situacicnes ¢l cuorpo extrano se
generd al golpear metal con metal. La baja velocidad cen que los
proyectiles metalicos entraron a los ojos en el Jimbus o exclera
anterior, caus¢ prolapso del vitreo en el saco de la conjuntiva
(44,46,81).

El hecho de que estos pacientes perdieran la vista y/o las
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ojos a las 72 horas de haber sufrido el dafe, a pesar de la

terapia médica wvigorosa y/o quirurgica, enfatiza el curso

fulminante de este problema (76).

El examen de los casos analizados revelan una uniformidad

relevante de las caracteristicas clinicas (46).
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bajo grade de

Tabla No. 7

exdgena por B. cereus

- Lesién aguda en

la envoltura del

humor vitreo.

Baja velocidad
del cuerpo extra-

fio metalico.

Posibilidad de
contaminacidn del

suelo.

En forma caracteristica, los

tumefaccién periorbital

polimorfonuclear moderada.

ficbre

18-24 HORAS
-Dolor severo

~Quimosis (edema
inflamatorio de
la conjuntiva
ocular)
jEdema  perior-
bital.
+Proptosis
+Fiebre
+Leucocitosis
polimorfonu-
clear.
*Edema
perifé-
rico

corneal

y proptosis

que
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dolores severos

extrema.

Caracteristicas clinicas de lal panoftalmitis

(46) .
48 HORAS J2=HORAS
Abscesos en
el anille
corneal.
Rapida pér- Ceguera
dida visual. Evisce~
racién.

se desarrollan

dentro de las 24 horas del dano, sequido rapidamente de quimosis,

Luego, ocurre un

se acompana de una leucocitosis

Invariablemente se forma un anillo de



edema en la cérnea periférica por el rapido desarfoll&' de- un--
absceso de la cdrnea circunferencial. Este procesb no. esta
relacionado al sitio del dano (46).

Estos signos parecen ser de significado clinico desde que
coinciden con la pérdida irreversible de la vista.

Aunque el curso de la infeccién endégena por PB. cereus no se
ha podido determinar con el mismo grado de precisidén en todos los
casos, las manifestaciones son idénticas a las observadas en la
forma exoégena (46).

Hay situacliones en las cuales se debe sospechar la infeccidn
por B. gereus. Es muy importante la historia de un dafio agudo con
un cuerpo extrafo metdlico, aungue la contaminacion con suelo
es otra posibilidad. En tales circunstancias, fiebre y
leucocitosis se asocian con la evidencia de una panoftalmitis
rdpidamente progresiva con signos neiastos de infeccidn por B.
cereus (46).

La infeccidén intraocular causada por otros microorganismos no
produce signos sistémicos. En base a la experiencia, sc observa

que Clostridium perfringens es el oitro microorganismo capaz de

causar fiebre y leucocitosis en asociacidn con panoftalnitis.

El anillo del abscesc de la cérnea es un descubrimiento en la

infeccién ocular. Su ocurrencia es una indicacién de 1la

naturaleza devastadora de la vreacecién inflamatoria vy

generalmente tiene un grave pronodstico para los ojos (97).
Aungue se han mencionado una gran variedad de

microorganismos, incluyendo Pseudomonas aeruginosa y Proteus sp..

como responsables de abscesos en anillo, Bagillus gp. se ha
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.aislado mas frecuentemente. Sin embargo, la experiencia de los
autores tiende a sostener que la formacidn del absceso de la
cérnea es una caracteristica sobresaliente de la panoftalmitis
por B. gereus (46).

El examen del ojo enucleado muestra gran desorganizacidn de
los contenidos oculares. La cérnea, la camara anterior, el iris,
el cuerpo ciliar, el vitreo, la esclera y el nervio optico se
encuentran todos infiltrados con leucocitos polimorfonucleares.
La retina se presenta como un fragmento desorganizado desprendido
Y la cérnea se ve reemplazada con una banda circunferencial larga
de hemorragia (8).

Para identificar la otra posible fuente del microorganismo se
cultivaron 59 muestras de heroina e inyeccién de parafernalia. En
20 cultivos hubo crecimiento de microorganismos con predominaﬁcia
de Pacjillus sp, vy, dentro de ¢stos, el 38% se identificaron como
B, g¢ereus. Asi, 1las infecciones causadas por Bagillus sp. en
adictos a las drogas pueden asociarse probablemente con el abuso
de la droga intravenosa, dado que la mezcla de heroina y de
parafernalia se contaminan frecuentemente con este microorganismo
(26,57).

Dentro del género Bacillus, B. cereus y B. subtilis se

han reconocido como patdgenos en adictos a las drogas Yy en
pacientes inmunocomprometidos. También se han reportado casos en
los que los pacientes a qulenes se administran en forma
intravenosa medicamentos, o reciben una transfusidn, han
manifestado Jos sintomas de la panoftalmitis por B. gereus. Este
microoorganismo se ha aislado del aspirado vitreo de los

pacientes y también de la jeringa utilizada, entonces, el

108 -



material inyectado podria ser la fuente del microorganismo. En
adictos a las drogas, la infeccidn enddégena probablemente sigue
a bacteremias transitorias como resultado de una inyeccion
directa de heroina y/u otras drogas contaminadas con el
microorganismo. En efecto, dentro de los casos descritos en la
literatura, los pacientes han mostrade cultivos positivos en
sangre. Esta teoria est& de acuerdo con la hipétesis de
Kerkenezov, guien indica que ocurre la infeccidén ocular cuando un
émbolo diminuto se aloja en un vaso oftalmico (la arteria retinal
o ciliar o 1las arteriolas retinales): por una posible
predileccién por el tejido ocular, la bacteria contenida en el
embolo causa panoftalmitis (8).

Las infecciones exdgenas con perforacién o penetracidn de los
ojos, probablemente ocurren como resultado de una combinacidn de
factores (destruccidén del obstdculo anatémico secundario al dafo
e introduccidén de un indculo masivo de microorganismos en los
ojos). Se confirmé el papel del uUltimo factor al inyectar 0.1 ml
de un indculo conteniends 10 B, gereus/ml en la cdmara del ojo
de un conejo, ya que una quimosis severa e iritis siguieron a esta
inoculacidn. Ia panoftalmitis hemorriagica se desarrolld 18
horas después de la inyeccidn del mismo indculo en el humor
vitreo (57).

Microbidlogos clinicos y de laboratorio deben establecer el
papel patégeno que juega B. cereus, porque ahora y, probablemente
en el futuro, va a ser mas frecuentemente implicado en
infecciones enddgenas y exogenas.

El efecto de un microorganismo especifice en una infeccién,
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depende de varios factores (46):

1) El sitioc de la infeccidn (desafortunadamente el humor vitreo

del ojo permite el crecimiento de muchos microorganismos).

2) La virulenclia del microorganismo mismo (lo cual

frecuentemente se relaciona a su produccién de toxina).

3) La capacidad del huésped para contrarrestar la infeccidén { la

cual es relativamente pobre en el vitreo no vascular).

B, gereus produce una toxicidad dramatica coﬁ proptsis,
quimosis, tumefaccién orbital, absceso corneal y bajo grade de
fiebre. Se sugiere gque el efecto ss relaciona probablemente con
una toxina especifica.

Probablemente la toxina necrética es la responsable de los
efectos citotéxicos, trombéticos y necréticos en panoftalmitis.
Los trabajos se han dirigido hacla la determinacioén de las cepas
gue secretan esta toxina en altas concentraciones; 1la
concentracisén de la toxina se relaciona directamente con 1la
severidad de la infeccién.

La notable falta de +éxito en el tratamiento de 1la
panoftalmitis por B, cereus, puede deberse propablemente no solo
al diagnéstico tardado, sino también a la falta de un antibiético
efectivo. Desatortunadamaents, la severidad de la inflamacién y la
velocidad con la cual ocurren los cambios irreversibles una ves
que se establece la infeccidn, dan muy poco tiempo para salvar los

ojos; ademds de que en los paclentes, la tardanza entre el dafo vy
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el reconocimiento de un proceso de infeccién, tarda un promedio

de 29 horas, con un rango entre 17 horas a dos dias (46).

2.2.2.2 Endoftalmitis

Esta enfermedad, también conoclida como uveitis purulenta,
generalmente involucra todo el tracto uveal.

Poco frecuente, el proceso se limita a la cérnea (coroiditis
supurativa), el exudado purulento llena el humor vitreo (absceso
del humor vitreo), sin una inflamacién evidente en forma externa,
pero siempre con la pérdida de la vision. Se obtiene un reflejo
amarillento o amarillo grisiaceco del interior del ojo; la wpasa
purulenta degenera, se contrae y forma una membrana, la vretina se
desprende, el globo ocular se ablanda y el procesc finaliza con
una atrofia del globo ocular.

Con mds frecuencia, el exudado purulento llena el interior y
envuelve el tracts uveal entero constituyendo la endoftalmitis
séptica. Los sintomas son como los de una iridociclitis aguda y
muy severos: mucho dolor, congestidn conjuntival, quimosis,
inflamacién de parpados, la coérnea se torna turbia, pus en el
humor acuoso come en el humor vitreo, destruccidn constitucional
y pérdida de la vista; finalmente, permanece el dlobo ocular

degenerado, contraids y sin vista (atroefia del globo ocular).

Etiologia

La endoftalmitis por B, gereus, aunque no es muy comin, es

particularmente devastadora por su virulencia (40).
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Aunque la patogenicidad de .M sp. fue observada primero
por Frangois en 1934, la primera identificacién bacterioldgica
positiva de B. cereys como causante de endoftalmitis fue
publicada por Davenport y Smith en 1952 (40,55).

Exlsten dos formas en las cuales se puede adquirir esta
infeccidén: una es por la ruta ecndégena, por difusién hematdgena
del microorganisme al ojo, a partir de una fuente de bacteremia,
tal como podria ser la transfusidén de productos de sangre
contaminada © uso de drogas por via intravenosa y la ruta
exdgena, por una infecciodn post-traumitica como la que sigue a la
penetracién al ojo danado. En ambos casos la rapidez con la que
la infeccién cubre la envoltura vitreal, el dafo retinal y la

pérdida visual se presentan en forma similar (15).

curseg glinico

El curso clinico de la endoftalmitis per P, cereys es unico
cuando se compara con alguna otra también de origen bacteriano.
Se presenta dolor, quimosis, fiebre y edema corneal periférico
predominantemente en 1las primeras 24-36 horas después del dafio.
Durante esta fase hay una destruccién vitrea causada por la
toxina liberada. Las toxinas de egte nicroorganismeo causan una
marcada respuesta inflamatoria, resultando una necrosis retinal
extensa. Consecuentemente, la visidén rapidamente se deteriora.
Durante las siguientes 48 horas se produce un anillo de absceso
corneal. En este estado Se presenta una leucocitosis. Dentro de
las 72 horas siguientes se presenta una ceguera irreversible,

secundaria a una rapida panoftalmitis destructiva. Otras causas
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de infecciones de endoftalmitis no exhiben tales manifestaciones
sistémicas ni curso clinico fulminante (40).

El prondstico de la endoftalmitis por H. gcereus es malo
(40,55} .

El microorganismo se multiplica rapidamente liberando 1la
toxina y causando necrosis vitrea mientras el diagndstico aun no
se considera.

B. c¢erxreus es uno de los mas agresivos y devastadores
microorganismos para causar endoftalmitis post-traumatica (107).

Parece probable que pudieran existir algunas condiciones
predisponentes por las cuales se favorece el crecimiento de este
microorganismo cuando se introduce al ojo después de haber side
éste dahado. Parece haber una fuerte relacidén entre la presencia
de un cuerpo extraho intraocular y el desarrollo de una infeccion
debida a Bacillus sp., En una serie de cinco pacientes con
infeccidn post-traumitica invelucrando estas especies, todos los
individuos desarrollan endoftalmitis en presencia de un cuerpo
extrafo intraocular. Es importante hacer notar que en este
estudio el rango de endoftalmitis post-traumatica debido a B.
¢cereus fue aproximadamente dos veces mayor gque la provocada por
cualquier otro microorganismo diferente del género Bacillus
cuando el trauma ocular ocurrié en asociacién con un cuerpo
extrane o aun sin retencion de el.

En forma similar, se han reportado tres casos de infeccién
con Bacillus sp. gque estuvieron ligados a 1la presencia de un
cuerpo extrano intraccular, igualmente se reportarcn otros seis

casos. Otro caso que se mencionoe también involucrd una infeccién
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sequida de la retencidn de un cuerpo extraﬂé, ‘aunque,'enfes‘t‘e casa
el paciente removi¢ el agente irrltanté antes de buscar atencién
médica (15).

Tan importante como la introduccidn de un cuerpe extrafio en
el ojo, son las circunstancias bajo las cuales tienen lugar los
dafios. En general, la mayoria de las infecciones post-traumdticas
con este wmicroorganismo han ocurrido probablemente por 1la
contaminacién del ojo y/o cuerpo extraho, o ambos, con suele vy
polvo. Las circunstancias por las cuales el microorganisme puede
entrar al ojo son poco claras. Parece haber un numero
sorprendente de danos por metal o proyectiles de netal,
generalmente producidos por el chogue de un objeto metalico con

otro, gue prcduce fragmentos. Cuatrc de los eis casos

23

presentados por O‘Day cayeron en esta categoria. Esta observacidn
parece sugerir que los fragmentes generados, légicamante
esteériles, podrian ser suficientes para causar la infeccién
€15) .

otra hipdtesis alterna es que la contaminacidn del cuerpo
extrano ocurre al penetrar al gloke. Bajo estas circunstancias la
endoftalmitis podria ocurrir 2l haber una colonizacidn
transitoria de la supertficie cotnesl o de la =asclera por el
microorganismo, come «onsecuencia de la exposicidn del huésped a
un medio ambiente apropiado. La infeccidén podria ocurrir cuando
un objeto agudy, inocula la fleora superficial del oje hacia el
intericr de las estructuras profundas {(15).

Se ha demostrode gque la endoftalmitis enddgena por B, gersus,
podria estar relaciunada estrechamente a la contanminacidn de

equipo intravenscsao, al administrar medicamento, vitaminas,
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dregas, etc. (55).

Se ha descrito la infeccién por B. cereus como la mas
rapida, en comparacidén con el curso de. alguna infeccidn similar
erncontrada {15).

Una caracteristica de la infeccidén por este microorganismo es
su frecuente asociacidn con signos sistémicos, tales como fiebre
y leucocitosis. En la endoftalmitis bacteriana causada por otros
microorganismos patégenos, el paciente usualmente no manifiesta
signos aparentes de enfermedad sistémica pesar de que podria
presentarse una severa infeccion localizada. De acuerdoc a la
experiencia de algunos investigadores, c¢reyeron gue Clostridium
perfringens, un potente productor de toxinas, fue la otra especie
bacteriana capaz de producir tales manifestaciones sistémicas en
el sitio de la infeccién cecular localizada.

Mientras no puede considerarse patogneménico de la infeccién
con este microorganismo la presencia de deterioere corneal
progresive, la formacién del anilleo del absceso podria ser una
complicacidén casi esperada de la panoftalmitis causada por B.
cereus (ocasionalmente se encuentra en infocciocnes debidas a
_ Pseudomopas sp. Yy otros bacilos Gram negativos). Este fendmenc
ocurre a pesar de la administracisn usual de antibidticos toépicos
y perioculares. Fl anillo 2ol abzoesc usualiaelite apafece dentro
de las 48 horas después de la infeccion, frecuentumente siguiendo
al desarrollo temprano del edema periorbital, proptosis e

intlamacion corneal periférica. Este patydn parece presentarse en

infecciones clinicas en humancs y on los wmodelos animales

desarrcllados por O‘'Day, quién se basa en una inyeccién
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intravitreal de B, gareus en conejos. Sigue rapldamente 1la
pérdida visual como se pone en evidencia en paclentes afectados.
La retencién del globe, pero no con percepcién de la luz
detectable, permanece ccmo ¢l rosultado mas exitoso hasta ahora.
Frecuentemente hay una extensién de la infeccidn vitrea
envolviendo directamente la retina (15,55).

A pesar de conocer el problema de la infeccién ocular por B,
cergus tan mencionada en 1la reciente literatura médica, la
expariencia médica comun de endoftalmitis bacteriana,
generalmente permanece limitada los patégenos oculares, como
Staphylococgus vy Streptocogeus. Este prejuicio podria deberse a
la familiaridad con las formas mds prevalentes de endoftalmitis,
sefialadamente las que son de¢ origen endédgeno o post-quirurgice.

En un estudio reciente de infeccién post-traumidtica, B.
gereuys fue el seqgundo mis comin en causar infecciones

intraoculares.

Mecanismo patogénice

A pesar del extenso estudio de las propiedades bioquimicas
del microorganismo, aun permanece poco clarce el mecanismo de
virulencia de B, cereug en la infeccidn ocular. Afios atras se
daba mucho énfasis a la elaboracidn de lecitinasa vy
fosfolipasa~C por el microorganismo para explicar su notable
patogenicidad en el tejido ocular; recientemente, en 1982, se
postulé que la actividad de la {osfolipacz-C 21 era la
responsable de esta patogenicidad.

El papel preciso que juega la toxina en la infeccién ocular,
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se investiga a la par que sus funciones tanto en la endoftalmitis
como en otras infecciones no gastrointestinales.

La virulencia particular de B, gereus en la infeccidn de los
ajos se presenta come una compleja ipteraccidn entre las toxinas
alaboradas, las caracteristicas as creciolento de la cepa y el

microambiente uUnico en el que se encuentra (15).

2.2.2.2 Bndocarditis

Se ha visto que Bacillus gereus es causante de un amplio
rango de problemas infecciosos, generalmente en paclientes cuyas
defensas antibacterianas estan comprometidas, o en personas gue
son adictas a la droga o son sometidas a procedimientos
quirdrgicos {6).

Se describid en 1567 un ejenple do endocarditis por prétesis
debido a pBacillus sp. 5in embargo, la especie del
nicroorganismo infectante no se determiné y los criterios del
diagndstico no se establecieron claramente, por lo tanto, 1a
atiolegia de la infeccién era desconocida.

A partir da un reporte publicado por Block, en 1978, =e
describe el caso de una paclente gue se gsometiéd a un
procedimiento quirurgico colocéndole una prétesis de la valvula
mitral, sin haber evidencia de una endocarditis infecciosa. Sin
embargo, 17 dias despuds de la operacién la paciente presentd
anemia, ictericia, esplenomegalia y hemorragias del esfinter.
Cuatro Qias mads tarde desarrolld una heniplegla izquierda.

Se hizo un diagnéstico clinico de endocarditis infecciosa y
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de ios 15 cultivos de sangre que se le tomaron en este periodo,
en diaz de ellos se obtuvieron bacilos Gram positives
identificados como B. cereus (5)

De acuerdo a la necropsia llevada a cabo, el corazon se
encontrd dilatado, posiblemente el nmicroorganismo podria haber
sido implantado directamente al tiempo de la cirugia {13).

Otra paciente, adicta a las drogas, ingresé al hospital cecn
indicios de piguetes con agujas. Se presentaron toda una serie Jde
datos de dafic cardiaco y pulmonar, asi como una elevacién de
leucocitos.

En los cultivos de sangre que se efectuaron el dia que
ingresd y en los siguientes cuatro dias, se identifico B. cereus.
Este microorganismo se aisldé cinco veces de esta paciente. HNo
hubo crecimiento de ninguin otro wmicroorganismo en este tiempo. Se
sospecha que la endocarditls infecciosa por B. gereus se indujo
durante la autoadministracién de drogas (26).

B. cereys podria ser el microorganismo wmiAs patégeno del
género Bagillug (aparte de B, anthracls) por la produccioén de la
toxina 1letal que mata a ratas por la produccién masiva de
trombina en los vasos pulmonares (69).

Los infiltrados pulmonares transitorios en los pacientes

podrian haber sido causados por esta toxina.

2.2.2.4 Osteomielitia

De acuerdoc a un caso verificado de osteomielitis por B.

gereus con ancmia talasémica con eritrocitos en forma de hoz, la
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observacidén de bacilos Gram positivos en varios frotis de meédula
osea y el subsecuentc aislamiento de B, cereus en nedios de
cultivo, no deja duda en este caso, de que el microorganismo haya
sido el agente etiolégico de la osteomielitis (60).

El paciente manifesté inicialmente fiebre, dolor en 1la
espalda y un infiltrado en el lébulo inferior derecho del pulmén.
En su historial clinico incluia antecedentes de abusar del
alcohol, hepatitis y nmultiples embolias pulmonares. Percibio un
acentuado dolor en la espina lumbar que se incrementd con el
movimiento de las extremidades inferiores. Su cuenta leucocitaria
fue normal. Los multiples cultivos de sangre y expectoracien
fueron normales. Un aspirado de la médula d¢sea de la cresta
ilfaca posterior derecha mostraron debridamicnto necrético
purulento conteniendo acumulos de bacilos Gram positivos que en el
cultivo se identificaron como B, gereus. Se le aplicéd el
tratamiento antimicrobiano adecuado y el paciente se recuperd.

La puerta de entrada para este nicroorganisme ubicuo
permanece incierta. Pero, dado que el paciente mantenia el uso
intravenoso de narcétices, se cree gue este microorganismo podria
haber sido introducido de esta manera. El infiltrado en el lébulo
inferior derecho del pulmén dGe este paciente, sin presencia de
sintomas pulmonares, probablemente no fue el sitio original de 1la
infeccién, es probable que haya sido por la toxina extracelular
elaborada por este microorganismo. Esta toxina ha sido implicada
experimentalmente con la produccion de trombina en los casos
pulmonares.

La mayoria de los pacientes en quienes se reporta una



infeccion sistémica por B, gereus estuvieron en algupna forma
inmunocomprometidos.

Se postula gque la combinacioén de la anemia talasemica con
eritrocitos en forma de hoz, el abuss del alcohel, y 1la
dependencia narcoética fueron los factores predisponentes a la

infeccidén (16,60).

2.2.2.5 Bepticemia

Las puertas de entrada de un microorganismo al cuerpo son muy
diversas, pero sabiendo que B. cereus se encuentra en el suelo,
polvo, agua, etc, se considera un contaminante, y tratandose de
un paciente con pocas defensas inmunes, puede presentarse como
oportunista (25).

Los avances modernos en las técnicas quirurgicas y meédicas
como la hemodidlisis, 1las sondas urinarias, etc, crean
situaciones en las cuales el microorganisme podria ser
introducido en el tejido de paclientes con enfermedad inter-
recurrente debilitante (68).

Al dia siguiente en que una persona sufrid un politraumatismo
en el que le ligaron la vena yugular y le suturaron la Yena
subleavia, el paciente presentd un cvadro de fiebre intermitente.

Dieciseis cultivos de sangre fueron posizivos para B,

pero la fuente de infeccion no se pudo establecer (25).
Hay muchas hipotesis para determinar los focos de infeccién y
el punto de partids de la septicemia. Para explicar ésto y la

rapidez cen la que se presentd, se suglere que el microorgarismo
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se introdujo probablemente a través de las venas e inmediatamente
tomé su rumbo por toda la sangre del paciente cuyos mecanismos de
defensa estaban disminuidos por los miltiples dahos y problemas
circulatorios (25).

Por otra parte, se conoce la aparicién de una septicemia por
B, cereus en un enfermo con un cateter venoso central, en
especial con las enfermedades relacionadas a una afeccion
maligna. Este tipo de complicacién no se habia descrito, en
relacién a un material totalmente irplantable por perforacion
venosa, ya que es arriesgado por las complicaciones infecciosas
locales o generales. Esto pone en evidencia el riesgo de llevar a
una septicemia por microorganisucs opertunistas. La demora entre
la implantacién quirirgica de los artefactos de perfusidén y la
aparicion de la septicenia, excluye la posibilidad de una
inoculacidn preoperatcria (14).

En 1967, Curtics y colaboradores reportaron una septicemia por
B. cereus como complicacion de la hemodialisis intermitente en §
pacientes. En uno de estos pacientes, los cultives de sangre

demostraron el crecimiento continue de B. ¢ = durante

un periodo de 10 semanas, con leucocitcsis, [iebre y escalofrios
durante y entre la didlisis. Estas ancrmalidades se aminoraron
con una terapia antimicrobkiana. En el resto de los pacientes B,
cereus se aislo en una © dos ocasiones durantc las reacciones
febriles que se presentaron a lo largo de la Aldalisis, Se
demostraron los protoplastos de B, g¢ereus en una muestra de

nefrectomia de unc de estos pacientes guien también habia side

ry

tratado con una droga antimicrobiana. La uente de 1las
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septicemias fue a través de la contaminacidn del dializador de
Kiil coincidiendo con el uso de 4cido acétice, en lugar de
formalina come agente esterillizante (70).

Chastel presento otro caso en 1977, en donde a un paciente se
le aplicé una sonda urinaria, 31 dias después presenté fiebre,
acompanada de escalofrios, de acuerdo a los 8 hemocultivos hechos
durante 5 horas, se reporté la presencia de B, cereus en 7 de
ellos. Este nicroorganisme penetrd facilmente por la sonda y
después a la vena (1l4).

Cuando un paciente sufre de una enfermedad maligna, cuyo
tratamiento consiste en quimioterapia, gque debilita al paciente
disminuyendo sus defensas, la hipétesis més probable es que la
inoculaciéon de B, g¢ereus por via transcutanea en el nomento de
administrarle la quimioterapia pudo haber side favorecida
por dos factores: un defecto en la asepcia de la piel o el estado
inmunodeprimido del pacilente.

Cuando el paciente se somete a quimioterapia, ésta provoca
una leucopenia, lo cual sin duda deja al paciente expuesto a la
infeccidn, el curso de ésta se presenta con fiebre y los
hemocultivos llevados a cabo resultan positivos para B. cereus.
El restablecimiento del paciente se ve favorecido al utilizar un
antimicrobiano adecuado lo cual se refleja en el retorno a los

numeros adecuados de granulocitocs (25,66).
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2,2.2.6 Infecciones pulmonares

Las especies de Bacillus estén distribuldas en la naturaleza
Yy se consideran saprofitas o contaminantes del laboratorioc
cuando se aislan de humanos. Sin embargo, clertas cspecies de
este género, principalmente P, gereus, se han implicado como
responsables de neumonia fatal en pacientes inmunoconmprometidos.

La patogénesis de las infecclones pulmonares por P, cereus
senala gue se deben a unas infeccion del parénquima pulmonar
causado por aspiracién oral mas que por rutas hematdégenas o
enbodlicas, pues no se han reportado este tipo de infeccionaes,

Estadisticamente, de ocho casos reportados de infecciones
pulmonares por B, gereus, cuatro d= los paclentes tuvieron como

asentande anemia v

enfermedad asociada la leucemia, prae by
leucocitosis, al someterse a quimioterapia, decrecid la cuenta
leucocitaria. Se presenta gensralmente fisbkbre, tos, escalofrios

¥ dolor en el pecho. En las tinciones al Gram del aspiradoe
transtraqueal se observan algunos leucocitos y baciles Gram
positivos. De 1los cultivos de sangre, expectoracidén y liquido
pleural, se aisld B, cereus (3,38,70).

De los tres casos gue fueron fatales, crecid B, cereus en los

cultivos post-morten del pulmdn, baza e higado.

Perlino reportd en 1979 un caso de un paciente que presentd
pulmonia con antecedentes de hepatitis crénica activa y cirrosis.
Desarrolld un cuadro de fliebre, disnca y deler del pecho,
hemoptisis e infiltrados en ambos lobulos inferjiores del pulmon.
Los cultivos del liquido pleural fueron positivos para B. eus

(47).
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Se presentaron dos casos de pacientes gue tuvieron asociado

el abuso del alcohol, Ambos pacientes desarrollaron
complicaciones de pneunonia con B. cereus, incluyendo
hemoptisis wmasiva, insuficiencia repiratoria aguda, empiema;

presentaron un cuadro de fiebre, tos, dolor del pecho vy disnea.
Presentaron leucocitosis. Las tincicnes al Gram de los cultivos
de la expectoracidén, de la sangre y del liguide pleural
revelaron bacilos Gram positivos, que después se identificaron
como B, cgereus. Los pacientes se recuperaron después de un

tratamiento antimicrobiano muy acertado (3,33).

En 1985 se reportd el ultimo  caso. Se trata de un
paciente con cardiomiopatia isquénica. Presenté dolor pelural del
lado derecho, sin fiebre nl signos anormales, no tuve evidencia
de infarto al miocardio, su cuenta leucocitaria fue normal. La
tincién al Gram del 1liquido pleural mostrd bacilos Gran
positivos. Los cultives del 1liquido pleural produjeron un
crecimiento puro de B, cereus (9).

Su funcidén renal se deteriord, lo cual se demostré por una
azotemia pre-renal progresiva, ésto se debid a una pobre funcidén

ventricular izguierda. El paciente muris (9).

2.2.2.7 Infeccion similar a la gangrenz gaseosa

Se reporta el caso de una infeccidén similar a la gangrena

gaseosa en la mano de un paciente con linfoma histiocitico
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recibiendo quimiocterapia y aislandose B, gereus.

Al sufrir una penetracién accldental por una pieza de netal
dentro de su mano, a pccas horas de ¢ésto mostré signos de
infeccioén desarrollando fiebre. La mano presenté inflamacion con
una coloracién purpurca de los dedos y de las superficies dorsal
y palmar. En el dorso le aparecieron ampollas con ligero drenaje
del fluido sercsanguineo. Hubo inflamacién de los ganglios
axilares. Al hacer una aspiracién del fluide del tejido
edematoso, Yy en la tincion al Gram se observaron bacilos Gram
positivos, los cuales se identificaron mnis tarde como B. gereus
(70,71)

El paciente fue uscmetido a una incisisdn y drenaje. Un cultivoe
hecho de la herida guirtrgica mestrdé crecimiento de B, cereus.

El paciente con un linfoma histiocitico 4ifuso con
quinioterapia indujo la depresidn de la médula dsea mostrando una
reaccion poco comin a la infeccién accidental con B, cereus.

Se asume quec la recuperacién de la médula osea con una cuenta
leucocitaria 14 dias después del inicio de su infeccidn, contribuyé
grandemente a limitar el proceso de infeccidn. '

Este caso demuestra que en pacientes recibiendo guimioterapia
que les produce granuleocitopenia, las infecciones son comunmente
causadas por patégenos bien conocidos u oportunistas.

E} caso reportade enfatiza la necesidad de una
identificacidén de laboratorio acertada y una interpretacion
rigurosa de tales encuentros. Ademas, este caso denmuestra la
tfrecuencia de infecciones accidentales en pacientes con

resistencia disminuida (70,71).

125



2.2.2.8 Heningitis

£n el caso de un paciente bajo tratamiento citostatico en
altas dosis, como 1lo es la gquimioterapia para la leucemia
mielomonocitica aguda, la cuenta granulocitica fue de
cero en la sangre periférica, dos meses después de mantenerse
este valor el paciente present6é fiebre y bacilos Gram positivos
de un cultivo de sangre. Después de habérsele administrado un
tratamiento antimicrobiano, el paciente sucumbié a la sepsis
fulminante con invasién meningea. B. gereus se alsle del liguide
cefalorraquideo.

Asi se observa que durante la fase de pancitopenia después de
una duimiotecrapia intensiva para la leucemia aguda u otros
procesos malignos, las defensas del paciente quedan disminuidas y
por consiguiente expuesto a cualgquier infeccidn, por lo mismo
se recomiendan ciertas medidas para prevenirlos, como son cuartos
con flujo de aire laminar y sus cuidados deben ser en forma

aislada y con esterilizacidén completa (10).
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3. DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

3.1 Aislamiento e identificacidn de B. gereus

Se han descritc varios medios selectivos para el aislamiento
de B, gereus a partir de alimentos y muestras clinicas. Existen
dos pruebas gque lo caracterizan como son la reaccilon en agar yema
de huevo y la incapacidad de B. cereus para fermentar el
manitol. La polimixina B se utiliza como un agente selectivo en
el medio MYP de Mossel y en el medio KG (Kim y Goepfert). Dado
que no todas las cepas de 1, cereus precipitan la yema de huevo,
Holbrook y Anderson ingeniaron un nueve medic, PEMBA, 1 cual
puede detectar las cepas que la precipitan y las que no, por las
distintas apariencias de las colonias. Gilbert y Taylor
encontraron"é;e ciertas cepas que producen intoxicacion
alimentaria dan una reaccidén muy deébil en la yema de huevo, pero
forman colonias caracteristicas en el agar sangre {29,42).

Para el aislamiento directo de B. cereus a partir de muestras
de alimentos y clinicas, se emplean cajas de Petri con agar sangre
de caballo al 5% y se incuban en condiciones aerobias a 35-37"¢C

durante 48 horas (72). las cepas de P, cereus producen colonias

randes (4-7 mm de diametro), lisas, mate, c¢on una coloracién
grisacea. Los microorganismos asilados producen generalmente
hemolisis parcial, pero algunas cepas la prcducen total. Este

nétodo ha tenido éxito para realizar cuenta colonial en muestras
fecales y alimentos altamente contaminades (72).
Donovan en 1958, describidé un medio de agar con yema de huevo,

extracto de carne de vaca-peptona, el cual contiene cloruro de

127



extracto de carne de vaca-peptona, el cual contiene cloruro de
litjio y polimixina B como agentes selectivos para el aislamilento
de B. gereus (29).

Mocse, Koopman y Jongerius usaron manitol rojo de fenol en un
medio yema de huevo-polimixina para mejorar la diferenciacidén de

los microorganismos aislados de nuestras de aliwmentos.

Kim y Goepfert describieron un medio de yema de huevo-
polimixina, el cual contiene bajas concentraciones de peptona Yy
extracto de levadura c¢on 1.8% de agar, para mejorar 1la

esporulacién para estudios seroldgicos (42).

Los medios de cultivo antes mencionados aprovechan dos

caracteristicas importantes del microorganismo:

a) ¥roducir una enzima gque se denonina lecitinasa o
fosfolipasa.

b} Resistir a la polimixina b.

El microorganismo tiende a formar colonias, su estabilidad
determina su forma, la cual varia grandemente en diferentes
cepas. En un extremo de la colonia tiene una apariencia de vidrio
esmerilado y un margen ondulado a partir del cual no hay
desarrollo. Del otro extremo de la colonia se extiende el
crecimiento ampliamente sobre la superficie del ager.

El pigmento rojo de las cclonias lo producen slgunas cepas en
medios de almiddn conteniendo suficlente filerro. Algunas cepas
producen un pigmento fluorescents anarillo-verdoso en varios
medios. En agar nutritivo algunaa cepas lo obscurecen ligeramente

y otras producen un pigmento difusible rosa-cafd.
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El crecimiento anaerobio ocurre en medios complejos, eso se
presenta con glucesa o nitrato.

Las esporas se desarrollan de 18 a 24 horas, en cendiciones
aerobias o anaerobias.

El microorganismo se desarrolla en caldeo glucosado en
condiciones anaerobias a un pH 5.2 y en rangos de temperatura de

10 a 48'0, con una temperatura 6ptima de 30'c (20).
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Identificacidén do B. coreusn

(4,20,33,39,42,59)

Caracteristicas bioguimicas

- Formacién de acetilmetilcarbinol
{Reaccién de Voges-Proskauer)
- PReducecidn de nitratos a nitritos
- Catalasa
- Utilizacioén de citrato
- Formacién de ureasa
- Anaerobiosis. Gas a partir de nitratos
- Anaerobiosis. Crecimiento en caldo glucosado
~ Actividad de la lecitinasa en yema de huevo
- Degradacién de tiresina
- Formacién de Indol

- Reduccién del azul de metileno

Hidrélisis

~ Almidén
- Caseina
- Gelatina
~ Lecitina

- Esculina
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Reaccidén de utilizacidén de garbohidratos

Monosacaridos

Arabinosa

- Ramnosa
- Xilosa
=~ Glucosa

- Fructosa

Disacarides

~ Lactosa
~ Sacarosa

- Maltosa

Polisacaridos

- Rafinosa

- 1Inulina

Alcoholes y polialcoholes

- Glicerol
~ Manitol

- Sorbitol

Glucédsidos

- Salicina
- 1Inolina

- Dextrina
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No produce acido.
No produce 4&cido.
No produce acido.
Produce aclido, pero no gas.

Produce 4acido, pero no gas.

Generalmente no produce gas.
Produce acido, pero no gas.

Produce acido, pero no gas.

No produce acido.

Produce dcide, pero no gas.

Produce acide, pero no gas.
No produce acido.

No produce acildo.

Generalmente produce acido.
No produce Acido.

Produce acido, pero no gas.



Reaccidn de lecitinasa

- Resistencia a la lisosima +
- Desarrollo en 7% de NaCl +
- Produce B-hemdlisis en agar sangre de carnero +

3.2 Identificacidén inmunocldégica

3.2.1 Localizacidén de antigenos de B. gersus por la técnica de

anticuerpos marcados con fluorasceina

El marcaje fluorescente de anticuerpos fue introducido por
Coons y colaboradores en 1941. Ellos nmosotraron gque 1los
fluorocromos (substancias que emiten luz en la regidn visible del
espectro cuando se irradian con 1luz ultravioleta} podrian
acoplarse a anticuerpos sin pérdida de especificidad
inmunolégica, $i tal anticuerpo marcado se hacia reaccionar con
una preparacién que contenia los antigenos homdlegos, el sitio
de reaccidn se localizaba por la emisién de fluorescencia,
cuando la preparacidén se ilumina con 1luz ultravicleta. EI1
método lo emplearon posteriormente Coons y Kaplan (21}.

La técnica puede aplicarse por medic de dos métodos: el

directo y el indirecto {43,49,50,51).

- Método directo.- Los antlcuerpes especificos marcados se
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combinan con los sitios de los receptores especificos en las
paredes celulares de B, gereus (bacterias homodlogas) ¥ su
combinacién no se ve afectada con el lavado, solamente son
eliminados los anticuerpos marcados gue se encuentran en exceso.
En el casoc de una bacteria heteréloga, los anticuerpos marcados
no se combinan en el sitio receptor del antigeno en la pared
celular de la bacteria, y durante el lavado todos los anticuerpos
marcados se eliminan. S1 la preparacién es irradiada después con
luz ultravioleta, solamente B. cereus gque se combind con sus
respectivos anticuerpos mnarcados especificamente, produce

fluorescencia (49,50,51).

- Método indirecto.~ Los antigenos de B, zereus se hacen
reaccionar con sus anticuerpocs ospecifices no marcados, esta
combinacién no se afecta por el lavado. El complejo antigeno-
anticuerpe anterior se hace reacclonar con un anticuerpo
especifico para la especie de la cual se produjo la primera
globulina especifica (si los anticuerpos especificos en contra de
B. cereug fueron preparados en conejos, entonces los segundos
anticuerpos se preparan en contra de las globulinas del conejo en
carnero), estos anticuerpos se warcan previamente con
fluoresceina. Después de ésto, el complejo obtenido se¢ somete a
un lavado, donde se arrastra el exceso de anticuerpos marcados.

Con microorganismos heterdlogos, os decir, diferentes a B,
gereus, no ocurrird tal combinacién, dado que e¢n la primera etapa
no hay reaccién antigeno-anticuerpo.

Despu¢s del lavado, la preparacioen se examina con un

microscopio fluorescente el cual contiene una fuente de 1luz
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ultravioleta. Solamente los microorganismos homélogos, los cuales
reacclonaron cen locs anticuerpos marcados pueden verse
fluorescentes.

La ventaja de la técnica directa es su simplicidad, pero de
acuerdo a su aplicacion, cada suero antiespecie debe marcarse con
el fluorocromo. La técnica indirecta tiene la ventaja de que un
suero especifico de especie marcado, puede utilizarse con varics
anticuerpos diferentes; la especificidad de la tincién so
determina en la primera etapa. Sin embargo, este métode involucra
un paso adicional con la posibilidad de que se incremente la
tincidn no especifica debido a la doble aplicacién del suero en
la preparacion.

El fluorocromo ideal debe combinarse con los anticuerpos
presentes en el suero para formar un conjugado estable sin
afectar su especificidad o fuerza de combinacisn y debe emitir
luz de intensidad y color apropliados en la irradiacien. varios
fluorocromos llenan estos requerimientos, y de éstos, el
isotioclanato, el cual tiene una fluorescencia verde, y 1la
rodamina B200. la cual da una fluorescencia roja, son los mas
usados {43,48).

Los anticuerpos marcados gue sSe preparan en contra de las
células sensibles al calor se combinan con el antigeno en la
pared celular, la cual emite fluorescenciz con mucho brille. En
el caso da B, gereus, ol cual es un microorganismo mévil, el
suero preparado en contra de ¢l, también podria contener
pequenas cantidades de anticuerpos flagelares, y ¢ésto puede
provocar la tincidn del flagelo (48).

Loe suercs especificos para B. gereus se prepararon en
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contra de esporas y células vegetativas. La conjugacion de los
anticuerpos en contra de las esporas se hace con isotiocianato de
fluoresceina y la de los anticuerpos en contra de las células
vagetativas sensibles al calor, se hace con rodamina B200, es
posible observar en esta forma los cambios antigénicos que se
llevan a cabo durante la germinacién y esporulacién por medio de
la tincidén con la mezcla de estos anticuerpos en contra del
microorganismo en sus varios estadios (43).

La cubierta de la espora de B. g¢ereus permanece intacta
hasta que aparece la célula vegetativa después de que la célula
se ha dividido varias veces. Estas diferencias son claramente
ilustradas por los cambios de coler, del verde {sitios del
antigeno de la cublerta de la espora) a rojo (sitios antigdnicos
de la pared de la cdélula vegetativa).

Con el uso de anticuerpos marcados con fluoresceina se pueden
obtensr varios tipos de informacion, aszi, se puede decir que,
desde el punto de vista diagnéstico, losz anticuerpoes caen en dos
categorias: los especificos con un awplio espectro de especies y
los especificos de estrecho espectro de cepas (aunque hay
categorjias intermedias). Los primeros son utiles para la
identificacidn de nicroorganismes dentre de tejidos en
condiciones patoldgicas o en cultivos. log segundos, auhgue mencs
comunes en el diagnéstico, son atn wtiles en estudies
epidemioldégicos., Al utilizar los anticuwipos marcados, o5 posible
seguir la distribucién y transmisidn de una capa particular

dentro de una poblacidén (43).
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3.2.2 Iocalizacién de antigenos de B, gorgus por la técnica de

anticuerpos marcados con ferritina

E]l uso de antlicuerpos marcados con ferritina lo describio
primero Singer (1959), esta técnica ha permitido identificar
4reas del antigeno especifico en estudios ultraestructurales por
medio del microscoplo electrénice. El valor de la técnica del
marcaje con ferritina radica en la alta fuerza de dispersidn
electrdnica de esta molécula.

La ferritina es una proteina que contiene fierro y esta
presente en muchos tejidos del cuerpo, pero principalmente se
produce en el bazo, se dice que ¢l flerro se encueatra on  233%
del peso de este drgano, en la forma de una micela de Fe(OH),
dentroc de la molécula de ferritina. Bajo el microscopic
electrdnico, esta nicela se muestra claramente como un sitio
opaco con 120 A  de didmetro.

Se han utilizado dos tipos de ferritina con igual &xito para
los anticuerpos marcados. Ambos se han derivado del bazo de
caballos normales entre 6 y 12 ahos de edad gue n§ se hayan
sometido a ninguna inmunizacidn, se determinaron uno por el
método de Granick y el otro por el método de van Heyninger

descrito por Florey (43).
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3.2.3 Inmuncelectroforesis

En este método se utilizan como antigenos tanto las células
vegetativas como las esporas de B. cereus las cuales se
desintegran por irradiacidén ultrasdnica para aprovechar el
antigeno. Los antlcuerpos se obtienen a partir de suero de conejo
previamente inmunizado con inyecciones de cdélulas vegetativas y
esporas desintegradas.

En el agar se hace un surco, el cual se  1llena con el
anticuerpo, a@n forma paralela a €1 se hacen pequeios pozos, en
donde se colocan los distintos antigenos. Esto se sonete a
una diferencia de potencial entre los dos electrodes y las
moléculas se muaven a través del agar a la direccién y al gradoe
determinado por el cardcter y medida de las cargas residuales en
sus moléculas y por los efectos de endosmosis,. Despues de un
determinade tiempo de difusidn en el campo eléctriceo se tine la
placa, con 1lo cual aparecen arcos de precipltacieén en donda se
enpcuetra el antigeno en el agar y el anticuerpo correspondiente
en el suero; los antigenos se identifican por la posicidn de los
arcos c¢orrespondientes en el gel. El use de diferentes sueres
podria proporcionar informacién extra. Este métode solamente es
cualitative, pero bay otros métodos gue pueden ser mas sensibles
y rendir resultadeos cuantitativos en donde el diimetro de 1lzo
circulos de precipitacién es proporcional a la concentracion dal
antigeno, previniendo gue la concentracion del anticuerpo sea
mayor que la del antigeno.

Otro método de electroforesis en forma cuantitativa es el de
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Laurell; en éste, el agar contiene el suero y se va a aplicar el
antigeno, es decir la substancia que se va a someter a la
electroforesis, los arcos de precipitacién parecen trayectorias
de cohetes. Si en el agar solamente estan incluidos anticuerpos
en contra de un solo conmponente de la mezcla de antigenos de la
substancia de prueba, el arco que se forme corresponderad a este
componente, la concentracién de éste ultimo puede determinarse
por comparacién con los arcos producidos en la nisma placa con

las concentraciones estdndares del conponente puro (43).
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4. TRATAHIENTO

Las pruebas jpn yitro para determinar la susceptibilidad al
antibidtico indican que P, cereus, en virtud de su produccidn de
penicilinasa y cefalosporinasa, es generalmente resistente a las
penicilinas naturales, a sus formas senmisintéticas y a las
cefalosporinas (39,57); aun a concentraciones elevadas, los halos
de inhibicién son muy pequehos

Se observa también que este microorganismo es sensible a los
aminoglucédsidos (estreptomicina, gentamicina, Xanamicina,
tobramicina y amikacina), al cloramfenicol, clindamicina,
tetraciclina, eritromicina, vancemicina, pristinamicina y

rifampicina (3,21,27,47,60,68,70).
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NICROGPAIYS POE MILILITIO lv

MICROGRANOS POR IMILILITHO ‘V

ZONA DE INHIBICION (Didmetrc en milimetros)

Flgura no. 6-y 7. Relacion del diametro dei halo de inhibiciédn
(por al netodo Kirby-Bauar) con la concentracién minima
inhibitoria de la meticilina y cafalotina respactivamente
llevada a cabo en 314 cepas de B, geraus (), 12 cepas de
B. subtilis (@) y 7 cepas de B, pumilis (A).
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MICROGRAMOS POR MILILITRO

HICROGRAMOS TOR MILILITRO
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Susceptibilidad de

Penicilina
Meticilina
Ampicilina
cefaleotina
Gentamicina
Kanamicina
Eritromicia
Cloranfenicol
clindamicina
Tetraciclina

Vanconicina

MIC* .~ Concentracidn

MBC! .- Concentracién

H

Tabla no.8

HICH
(ug/nl)

6.7
16.0

8.0

inhibitoria minima.

bactericida minima.

145

B. gereus a los antibidticos (46)

MBC!

{ug/ml}

6.7
16.0
10.0

16.0

0.38
6.67

0.79



Respecto a las infecclones oculares, el prondstico en las
edoftalmitis y panoftalmitis por B. cereus es muy pobre (40).
Sin embargo, la terapia antibiética empirica temprana dirigida
contra B. csoreus podria ser exitosa en la prevencion de la
vision (40,46,81).

Aunque B. cereus es sensible a la gentamicina, varios
estudios indican que por si nisma es inadecuada para erradicar la
infeccidén y dado que este microorganismo es también sensible a la
clindamicina, la terapia combinada de ésta con gentaricina parece
ofrecer el mejor aprovechamiento(57). Estos son dos agentes a los
cuales B, gereus es susceptible y cuya toxicidad hacia la retina
parece ser minima. La c¢lindamicina parece ser especialmeante
exitosa por su baja HMIC para B, cgereus, es de facil
penetracidén en el ojo aplicéndose sistémica Yy
periocularmente (15). En 1981, O0‘day estudid un modelo
experimental en conejo, en el cual enmpled una combinacién de
gentamicina v clindamicina sistémica, periocular e
itraocularmente, asi encontré que, empledndolc tempranamente en
el curso de la infeccidn, proporeciond la mejor erradicacicn del
microorganismo del globo ocular, pero la visidén ne se pudo
recuperar. Tanbién presentd datous demcstrande que el tratamiento
con la combinacion de gentamicina y clindamicina ocular fue
sinergistica y mas efectiva en el control de infecciones por este
microorganisme gque con ningun antibidtico utilizado solo
(40,55,76). Enfatizod igualmente la importancia de la iniciacion

temprana de la terapia intraocular c¢on gantamicina vy
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clindamicina, en los casos en que se sospecha la infeccién por
este microorgnismo (55).

Brinton sugirio el tratamiento con <clindamicina en
combinacidén con gentamicina intraocular, periocular y sistémica
en todos los casos confirmados de endoftalmitis por 8, cgexeus
(55) .

Hientras algunos autores abogan por el tratamiento con
gentanicina y clindamicina intraccular para todos los cascs de
aendoftalmitis, incluyendo casos post-traumiticos, otros
recomlendan esta combinacién solo cuando existen cultivoes
demostrados de B, cereuys o cuando hay un alto indice de sospecha
de su presencia (55).

A veces es dificil selecclenar los casos de endoftalmitis
post-traumdtica debidos a B. g¢ereus. Cuando se describe una
panoftalmitis en asociacidn con un infiltrado del anillic corneal,
leucocitosis y fiebre, ésta wltima podria estar ausente en el

curso temprano de la enfermedad, cuando la es efactiva

(55) .

Las diferencias en los hallazgos dificultan la aplicacién de
terapia antibidtica precisa. Las enfermedadas intraoculares post-
traumdticas por B. c¢ereus podriar tratarse con exito,
preservando la vista, si el dano ocular que se presente alrededor
no es irreparable y si el tratamiento se empieza en un estado
tempranoc de 1z inflomacldn con la combinacidn de gentamicina y
clindamicina intraocular, periocular y sisteéemica (55).

En contraste, loz pacientes que presentan panoftalmitis o una

inflamacién intraocular extensa, no pudieron ser tratados con
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éxito a pesar de utlizar la terapia‘aprobiada, ésto, debldo a que
la farmacocinética de la clindamicina en un ojo normal es
diferente a la de un ojo inflamado. Otros factores, tales como
las variaciones en la sensibilidad a los antibidéticos y las
interacciones huésped-nicroorganismo podrian afectar también el
resultado (55).

Dada la alta frecuencia y pobre pronéstico de las infecciones
por Bagillus sp. al presentarse el trauma, se cree que el
tratamiento con clindamicina intraocular, junto con 1la
gentanicina intravitreal, se Jjustifica en todos los casos de
sospecha de endoftalmitis post-traumdtica (55).

Se utilizan las siguientes dosis intravitreales recomendadas

por Peyman, como no téxicas para la retina:

Gentamicina 200 ug

Clindamicina 450 ug

lLa terapia periocular subjuntiva consiste de:
40 ug. de gentamicina

35 ug. de clindamicina

La terapia sistémica incluye gentamicina y clindamicina
administradas por via intravenosa, con una dosis de 3 a 5 mg’kg/d
Y 25 a 40 mg/kf/d, respectivamente (55)

La relacidén para el uso de la clindamicina subconjuntival e
intravenosa se basa en el trabajo de Tabbara y ©’Connor, g:ienes
demostraron que los niveles vitreos gque podrian ser terapéuticos
en el tratamiento de las infecclones por B, gereus, podrian

obtenerse con inyecciones subconjunctivales e intramusculares.
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Rl efecto adverso mas serio de la terapia con clindamicina
sistémica es la colitis pseudomendbrancosa, la cual, en varios
estudios se muestra con una incidencia que fluctuya entre 0.02% y
10%. La colitis pseudomembranosa, se puede presentar con otro
tipo de tratamiento antimicrobiano gque altera la flora
intestinal como por ejemplo, la ampicilina; este es como
resultado de una citotoxina producida por un scobrecreciniento de
Clepstridium difficile en el intestino. En este caso se puede
suspender la terapia sistémica con clindamicina eligiéndose cono
alternativa a la vancomicina en forma oral.

Trabajos recientes de Pflugfelder con vancomicina intraocular
en conejos han demostrado gque este antiblético es no téxico a la
retina on una dosis intravitreal de 2 ng o menos. ‘lambién
demostrd gue Bacjllus sp. fue sensible a este antibidtico in
vitro v que existld algun sinergismo cuando la vancomicina se usé
con gentamicina.

Investigaciones recientes pudieron probar que la combinacioén
de gentamicina y vancomicina intrascular es también una terapia
efectiva en la endoftalmitis pest-traumatica causada por
Bagilius sp.

Nuevos agentes antinicrobianos como el imipenam parecen tener
buena penetracién intraccular cuandu zc dan sistémicapente en
animales mcdelo, pero la experiencia c¢linica publicada con estas
drogas en casco de endoftalmitis es limitada. xisten
reconendaciones especificac que mencionan la posibilidad de
estos nuevos agentes en el tratamiento de infeccidn con B.

gereus u otros patdgenos virulentos (15).
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Similarmente, 1la administracién intravitreal de uno de los
248 nuevos aminoglucésidos, la netilmicina, se recomlenda en vez
de otros aminoglucdsidos como parte de la combinacién terapéutica
para las infecciones documentadas debidas a B, gereus (15).

Adicionalmente, la cirugia vitrea podria ser una ayuda para
salvar la visién, pero desarortunadamente, en casos avanzados, la
vitrectomia da poca ayuda cuando la destruccidén retinal ya ha

ocurrido (46).
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DIBCUBION

Bacillus g¢ereus es un microorganismo ubicuo, ya gque se
encuentra en el aire, agqua, suelo y muchos alimentos.

Este microorganismo pertenece al género Bacillus: como todas
las especies incluidas en &1, se caracteriza por ser un bacilc
recto que presenta positiva la reaccidn a la tincidén de Gram y
por formar esporas, muy resistentes a las condiciones adversas.

Sequn el tamafno de B. gereus, se considera una de las
especies mds grandes dentro del género, siendo una caracteristica
afin para todas el hecho de gue las células pueden encontrarse
en forma individual o formando grandes cadenas. La mayoria de las
especies de este género presentan movilidad en base a flagelos
peritricos, dentro de éstas estd R. cereus, cabe hacer notar que
la formacién de cépsulas también es muy comun; sin embargo, B.
gereus no cuenta con esta caracteristica.

Las esporas que originan las diferentes especies del género
Bacillus pueden presentar varias formas como son elipsoidal,
cilindrica, oval o redonda; pueden situarse en diferente posicidn
dentro de la célula madre, localizdndose en la parte central,
subterminal, terminal o lateral dentro del esporangic vy
deformandolo o no.

En el caso de B, c¢ereus, éste forma una espora elipsoidal
que se situa en la parte central del esporangio sin daeformarlo,
tales caracteristicas lo sitian en el grupo I del género
Bagillus (bacilos gue forman esporas elipsoidales o cilindricas,

centrales o terminales y no deforman al esporangio). Esteas
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esporas tienen pared delgada.

Actualmente el género Pacillus cuenta con mds de veinticinco
especies, cuyas caracteristicas son muy variadas. Esto hace
pensar que deberfan someterse a una clasificacion mas profunda lo
cual daria lugar a que este género se dividiera en otros cinco o
seis donde las especies comprendidas en ellos tuvieran
caracteristicas mas afines.

Lo anterior se basa en estudios realizados sobre la
composicién de bases del ADN (% G+C), donde las especies que
pertenecen a un mismo género no deben diferir por mas del 10 al
15 %, sin embargo, en el caso del género Bacillus, las especies
difieren en mas del 30%, por cojemplo, B. cereus tiene un valor
de 31.7% molar de G+C y Bagillug thermogcatenu us de 69%. Estos
valores indican la gran hetevogenicidagd gue hay dentro del
género.

Cuando las cepas pertenecen a una nisma especie, el valor
molar de G+C del ADN no debe diferir en mas del 2%.

Pero, asi como se nuestra gran falta de relacion genética
entre las especies del género Pacillus, en base a =sstudios de
reasociacién de ADN, se ha observado que B. cereus, B.
anthracis y Bacillus thuringiensis podrian considerarse miembros
de una misma especie por la gran homologia del ADN que tienen

entre si.

Se han hecho muchos intentos para llevar a cabo una buena
clasificacion taxondémica de este génro, pero las caracteristicas
tan irregulares gue nmuestran las especies han sido un gran

obstdculo para ello. Sin embargo, estudios realizados de la
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composicién de bases del ADN, de la reasociacién de ADN y de la
hibridizacién del ADN-rARN, han apoyado la idea de recomensar una
nueva clasificacién taxondmica.

Como se mencioné anteriormente, el género Bacillus se
clasifica morfolégicamente en tres grupos: cuando las especics
tienen necesidades nutriclonales simples o relativamente simples
es el grupo I; las especies del grupo II necesitan requerinmientos
mds complejos como amonio, aminocé4cides, aneurina y biotina; y los
requerimientos nutricionales del grupo III son todavia aun mds
complejos.

B, gereus como miembro del grupo I, no es un microorganismo
exigente, para su crecimiento necesita solamente una mezcla de
aminoacidos, que puede substituirse con hidrolizado de caseina,
pero no necasita vitaminas; aunque pueden desarrollarse cepas gue
sean idependicntes de los aminodcidos. Esto se realiza en base a
resiembras seriadas de este microorganismo en un medio no
enriquecide con amincacidos, obteniéndese asi busn desarrollo.

Aun se desconocen los mecam';smos bioquimicos y genéticos que
hacen posible el crecimiento de B. cereus en medics no
enriquecidos con aminoacidos, pero se cree que estan involucrados
procesos wutacionales; no obstante, estas mutaciones no scn las
que provocan en si el desarrollo de nuevas regiones del genoma
capaces de inducir la formacidn de las nucvas enzimas especificas
que se hecesitan para la sintesis de los aminodcidos. S piensa
gue esuas regiones se wncontraban presentes en el genoma de las
cepas silvestres, pero las enzimas ce manifiestan hasta que los
mecanismos de control se alteran por las mutacionas.

Todas las especies del género Bagillus se caracterizan por
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formar esporas bajo condiciones adversas, es decir, cuando las
condiciones de fuente de carbono, nitrégeno o foésforo son
limitadas, esto se presenta por lo general al final del
creciniento exponencial y al principio de la fase estacionaria,
cuande todos los nutrientes estan en decremento. las esporas se
forman dentro de la celula vegetativa, adquiriendo un perioedo de
latencia por largo tiempo ¥ nanteniendo una estructura,
composicién quimica y propiledades fisiolégicas diferentes a los
de la célula vegetativa.

Debe considerarse que lags esporas de las bacterias son
diferentes a las de los hongos, las bacterianas sirven como
subsistencia prolongada bajo las condiciones adversas y las de
los hongos sirven para que se diseminen.

Las endosporas son capaces de roesistir al calor, las
radiaciones ultravioleta y idénica y muchas substancias quimicas
toxicas.

El proceso de esporulacién de B. cereus, al igual que las
demas especies del género Bacillus, se lleva a cabo en seis
etapas a lo largo de las cuales se realiza el ordenamiento
del ADN en un filameto axial, se separan los cronosomas hacia los
polos de la célula y se presenta la proliferacién del septun de
la espora, de esta forma se inicla ia formaclidn de la corteza, en

seguida se presenta la sintesis de las capas de la espora. De

=

acuerdo a la organizacion y al numero de capas que rodean al
protoplasto es como se pueden diferenciar ilas especies del género
Bacillus. Despuéds se 1leva a cabo la lisis del esporangio y la
liberacidn de la espora. La forma en la cual se abre la envoltura
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para liberar a la espora es una caracteristica de cada cep2,
puaden abrirse en forma polar o ecuatorial, por expansién de la
bacteria quedando las dos mitades de la envoltura de la ¢spora o

por 1lisis de la envoltura, B, cereus y B, megaterium lisan suvs

envolturas con frecuencia.

Las esporas del génerc Bacillus tienen una ultraestructura
muy compleja, por ejemplo, la espora de . zereus ostd tormaca
por la corteza, la envoltura o cubierta y el exosporio. La
primera contiene muchas capas de peptidoglicano con &cide
diamino pimélice, las cuales se unen en forma entrecruzada. La
envoltura o cublerta esta constituida por tres capas que se
sobreponen; la capa externa y la intermedia presentan
incorporacién de cisteina, la capa interna no la tiene, por eso
es delgada y homogénea.

Finalmente, el exosporio esta constituido por dos capas: 1la
superficial y la basal fundamental.

Dentro de este patrén estructural, las demds especies del
género pueden diferir en la medida del espesor de las capas o en
su diferente composicion proteica.

De acuerdc a la composicién antigénica de la espora, sus
antigerics son los que poseen la mds alta especificidad de la
especie, por lo misio es gue se utilizan con mucha frecuencia en
las técnicas de inpuncelectroforesis e inmunotlucrescenclia pacda
fines de diagnéstico.

En el exosporio es donde se asocian los aglutindgenos y los
antigenos precipitantes, que son componentes internos de la
espora o también podrian ser de la superticie.

En cada etapa de germinacién de una espora se presentan
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“diferentes antigenos, pues conforme van desapareciendo los
antigenos superficiales de la espora (aglutindgenos) y van
apareciendo los de la célula germipativa, los gue Se van
presentando tienen diferentes caracteristicas o propiedades. Esto
debe tenerse bhien en cuenta para filnes da diagnostico, pues si
se esta tratando con esporas o células vegetativas en métodos
inmunolégicos, debe trabajarse con anticuerpos especifices para
cada estadio o fase de crecimiento de la bacteria.

La resistencia que muestran las esporas hacia el calor =se
debe al contenido de 4cido dipicolinice, siendo directamente
proporcional el contenido de &éste, a la aparicién de la
resistencia durante la esporulacidn y al tiempo en que se forma
la corteza. Asi como el &cido dipicolinico confiere resistencia a
la espora hacia el calor, también lo hace hacia las radiaciones
ultravioleta. Esta proteccidn se debe a que el &cido dipicolinico
se concentra en la corteza de la espora fermandc una capa
protectora para el ADN que se encuentra en la regién interna. Sin
embargo, no se sabe si el dcido dipicolinico juegue un papel
sensibilizador o dafino frente a las radlaclones gamma sobre el
ADN.

Se ha mostrado qus dentre de los 4cides mono Y
dicarboxilicos, solamente el &cide ~picolinice es capaz de
inhibir la esporulacidn al igual que el Verseno, su accldn
inhibitoria se debe a la aceidn quelante gque nuestran sobre los
metales esenciales gue se encuentran en ¢l medic. Para poder
hacer reversible esta accidén se suglere que se itripliquen o

cuadrupliquen las cantidades de los metales esenciales o ponerlos
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a competir con otro compuesto quelante que sea asimilable.

Hay que hacer notar gue la accién inhibitoria del Aacido -
picolinico se presenta antes de gue el pH del medio aumente, =i
se agrega dJdespudés, no surte ningun efecto.

El cicle de vida de B. cereus consta de dos estadios: la
esporulaciodon y la germinacidén. E1 primero se considera mnuy
importante debido a la capacidad gque tiene la espora para la
subsistencia prolengada del microorganismo cuando las condiciones
no le son favorabes, en esta forma su capacidad de germinar en un
momente dade se mantiene latente durante mucho tiempo, hasta que
las condiciones del medio sean propicias para que se pueda llevar
a cabo la germinacién y el crecimiento d2l microorganismo.

La gerninacién comprende tres etapas:

1) La activacién, por medio de la cual la espora pierde 1la
refractibilidad y la permeabilidad, se hidrata v de esta forma, al
encontrarse en condiciones favorables, puede empezar a germinar.

Hay muchos métodos posibles de aplicar para la activacidn de
la espora, pere un procedimiento efective plenamente, aun no sa
conoce. El que generalmente se emplea es el tratamiento por calor
durante 30 min, a una temperatura apropiada, #ésto seqin ia

especie del

nero Bacillus gue se trate, #n el caso de B

cereus se considera a 65 C comop la temperatura subletal.

2) La germinacion propiamente dicha es ¢l cambio de una
espora activada gue pasa del estade de latencla, a un estado de
actividad metabélica, €i las condicionss en las que =e lleva a
cabo este camblo son favorables, la germinacion se lleva a cabo

en unos minutos. Entre las condiclones dptimas para gue se
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propicie la germinacién estan la temperatura, valores de pH,
fuerza iénica ~del medio, valores gue dependen mnucho del

microorganismo que se trate.

3} El crecimiento incluye la maduracién de la célula y el
envejecimiento inmediato. Esto se va a llevar a cabo en un medio
apropiado para realizar el crecimlento celular. Después de que se
prsente la germinacidn emergen las células vegetativas jévenes,
se elongan y se dividen.

Se dice que las caracteristicas fislolégicas de la espora son
diferentes a las de la célula vegetativa por muchos motivos,
entre ellos, se ha observado gue pawva una esporulacién normal se
requiere un sistema funcional de transporte de electrones, mismo
gque no se necesita para la germinacidn, tan es asi, que las
esporas tienen mayor cantidad de los componentes de la cadena
respiratoria gque las células vegetativas. También se ha observado
gue las esporas muestran muy poca o casi nlnguna actividad
respiratoria, al contrario de las celulas germinativaes que si la
mantienen.

Por otra parte, las enzimas que intervienen en =21 ciclo del
acido tricarboxilico se forman en la fase de transicidn entre las
células vegetativas y 1la esporulacion, o sea que después del
crecimiento logaritmice se lleva a cabo el ciclo del a&cido
tricarboxilico, pues el ARH y las proteinas que se sintetlizan en
la fase exponencial se siguen transfiriende vy se sintetizan
nuevos mARN, actividades que requieren energia.

Una caracteristica muy importante de B. gereus es la

produccion de metabolitos extracelulares, entre los cuales
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algunos se consideran toxinas por la gran actividad patogena  que
mantienen ‘sobre el hombre y algunos animales superiores, tal es
el caso de la toxina letal, la toxina diarreica o necrotica y la
toxina emética.

Existen otros metabolites como las hemolisinas, cereolisinas,
etc, que aungque no ejercen gran influencia sobre 1la
patogenicidad de B, gereus ( sobre humanos Yy animales
superiores) se ha considerado muy importante su actividad para
fines de identificacién del microorganismo en el laboratorio. B.
anthracjs no tiene la capacidad de producir hemolisinas, entonces
esto puede ser criterio para diferenciarlo de B, gexeus. Por
otro 1lado, B:. thuringiensis, especie con una gran cercania
taxonémica a B. cereus, produce dos henolisinas, una con un
PM de 47 000 d y una segunda con un PM dc 29 000 d, las cuales
parecen ser andlogas a las producidas por . cereus.

Entre las otras especles gque e han reportado como
productoras de actividades hemoliticas estan B, alvei, B.
laterosporus, B. llcheniformis y B. subtilis, pero claro, los
pesos moleculares de sus hemolisinas gpon diferentes a los de las
de B, cereus, caracteristicas gque pueden warcar la diferencia
en un momento dado.

Cuando se reporté la existencla del factor de acumulacidn
del fluido en B, cereus, se notd que una cepa de B.
thuringiensis también lo producia, por lo tante se considerd que
la especie también era capaz de producirlo. Fero uo asi otrac
especie del génere como B, mnegateriun, B. subiilis, B.
licheniformis, etc.
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curiosamente, el filtrado de B thuringiensis fue

neutralizado por el suerc con antlcuerpos en contra del filtrado

de - B, cereus.

No se conoce con exactitud si otras especies del género

Bacillus son capaces de producir la toxina emética; sin embargo,
se piensa que esta caracteristica no esta restringida a B.
sereus.

De acuerdo a la patogenicidad de B. cereus se considera de
gran importancia la produccién de intoxicacion alimentaria, en la
cual estdn involucuradas dos tipos de toxinas, la emética y 1la
diarreica o necrética. De acuerdo a una gran variedad de
investigaciones llevadas a cabo, se encontro que la primera
toxina estd muy relacionada con las intoxicaciones que sufren las
personas que de alguna forma ingieren arroz coclido en
restaurantes chinos. La explicacién que se da es que en estos
locales, dado el alto consume de arroz, éste se cuece en altas
cantidades desde un dia anterior, entonces tarda muchoc tiempo en
enfriarse, por lo tanto se mantiene durante largo tiempo a una
temperatura optima para gque se desarrolle el microorganismo y
libere la toxina. Fsta mala costumbre de los restaurantes debe
ponerse a juicio de los asistentes de la Salud Publica a fin de
que pueda corregirse en alguna forma, ya que los casos reportados
al respecto estan aumentando considerablemente. Se ha encontrado
tanbicén que las intoxicaclones alimentarlas por la toxina
diarreica o rnecrética provocan el sindrome diarreico, &l cual se
asocia a la ingestidn de muchos otros alimentos contaminados con
B. cexreus.

Los sindromes diarreico y emético cesan después de haberse

160



eliminado por completo las toxinas del organismo, por lo nismo,
es gue no es necesario someter a la persona a ningun tratamlento
médico.

Por otra parte, B. cereus ha cvobrado aun mas importancia
al verse involucrado en enfernedades no gastrointestinales. Hasta
hace algunas décadas ce consideraba a este microorganismo, al
igual que a las otras especies del género Bacillus, como un
simple contaninante de laboratorio, al contrario de B, anthracis,
unica especie patdégena de este género.

Sin embargo, a lo largo de los ultimos diez afos se han
reportado muchos casos de enfermedades como endoftalmitis,
septicemias, osteomielitis, endocarditis, meningitis, neumonia,
etc. Los casos reportados muestran que se presentaron en forma
severa o potencialmente severa, en muchos de los casos provocando
la muerte.

La toxina responsable de la naturaleza necrética y purulenta
en las enfermedades causadas por B, ¢ersus, parece ser la
toxina responsable del sindrome de tipo diarreico asociado con
este microorganismo, ésta es un factor determinante de la
virulencia.

Las enfermedades causadas por este microorganismo pucden ser
locales o diseminadas y aunque se considera un microorganismo
oportunista, por lo mismo es que puede ser Una grave amenaza en
pacientes inmunocomprometidos, como aguélles que presentan
enfermedades predisponentes cono leucenia, alcoheolisme, cirrosis,
0 en personas gue acostumbran adninistrarse drogas por via

intravenosa. Si la infeccién no se detecta a tiempo al igual que
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el agente ctiolégico, la enfermedad puede presentar un curso de
mal prondstico. Por lo mismo es que se hace mucho hincapié, en el
hecho de que sl en el laboratoric se llega a aislar a B,
gereus, no por considerarse un microorganismo oportunista se le
ignore, al contrario, si el paciente presenta enfermedades
debilitantes comne las mencionadas anteriormente, el
microorganismo podria reportarse como el agente etioldgico. Asi
pues, de un buen y rapido disgnéstico, depende el tratamiento
m&s acertado.

De acuerdo al tratamiento, é¢ste resulta un poco complicado,
pues dada la capacidad que tiene B. gerecus de sintetizar
beta lactamasas, la alternativa a seguir es utilizar algun otro
antibiético diferente a los B-lactamicos y al queo si sea sensible
el microorganismo, para ello es wuy recomendable due el
laboratorio realice el antiblograma, para asl dar el tratamiendo
adecuado.

Como se pucde observar, el trabajo gua se realice en el
laboratorio es basico. Aprovechando la produccién de esporas y
toxinas, se han utilizado métodos inmunoldgicos como 1la
electroforesis para su identificacién igualmente la
inmunofluorescencia, tanto para las esporas como para las células
vegetativas. Esto, independientemente del aislamiento del
microorganismo en los wmedics de cultivo aproplados y con sus

pruebas bioquimicas caracteristicas.

162



CONCLUBIONEB

1.-

B. sereus ha cobradoe gran interés en el campo clinico, ya
que aunque se considere un microorganismo oportunista, 1los
cuadros infecciosos que produce en pacientes

inmunocomprometidos se consideran de mal prondstico.

Los factores predisponentes gque exponen al paciente a
sucunbir a una cnfermedad por B, cereug son:
enfermedades malignas (en asoclacidén a la quimioterapia),
diabetes (como enfermedad debilitante), enfermedades renales
crénicas (que conllevan a la hemodialisis), alcoholismo,
cirrosis, narcético~dependencia, asma (donde se administran

por largo tiempo esteroides).

Dado que las caracteristicas clinicas son comunes en los
pacientes en guienes se aisla B. gereus, la atencion
deberia dirigirse & este microorganismo como un agente

etioldgico potencial.

Los mecanismos de patcgenicidad de B, gereus se basan
en la produccién de varios metabolitos extracelulares
por este microorganismo, entre ellos los mds estudiados
son las hemolisinas, enzimas como ia fosfelipasa-C,
toxinas como 1la letal, emética y la necrotica o diarreica
que es la que se ha considerade mnas importanta por verse
involucrada en las enfermedades que produce este

microorganisme, aparte de los otroa metabolitos.
P
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Entre las enfermedades producidas por este microorganismo
se encuentran la intoxicacién alimentaria, en la cual estan
involucradas 1la toxina emética y la diarreica solamente;
muy comunes son las infecciones oculares como la panoftalmitis
y la esndoftalmitis, y también se han presgsentado casos de

septicemia, meningitis, osteomieclitis, endocarditis e

infecciones pleuropulmonaras.

B. cereus es productor de beta lactapasas, por 1lo
cual resulta resistente a los correspondientes antibidticos.
Este problema obliga a tomar otras alternativas para el
tratamiento, como aon los aminoglucésidos, cloranfenicol,
clindamicina, tetraciclina, eritromicina, vanconicina,

pristinamicina y rifampicina.

Este microorganismo ha dejado de considerarse como un
simple contanminante en el laboratorioe, dada la importancia
patogena que ha mostrado tener, sobre todo en la
dltima década. Siempre que se aisle en el laboratorio

debe considerarse como un posible agente etioldégico.
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APENDICE

Mediog de cultive

1.~ Medio basal de anmonio

Composicién: XH,PO,

{NH,) 2HPO,

Hg50,
cacl,
MnSo,

Feso,

Holibdato de amonio

.

TH0
21,0
4H,0

THL0

0.040
0.0025

0.002

Estas sales se disuelvenn en un litro de agua destilada y se

ajustan a un pH de 7.0. La solucidén se somete a ebullicién,

filtra y se esteriliza en autoclave durante 20 min 1157¢.

2.- Medlo basal de caseina

se

Composicidn: Se hace a partir de un hidrolizado de caseina

en polvo libre de vitaminas, al cual se le agrega:

Triptofano

Cistina
KoHPO,

Hacl
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Estos componentes se disuelven en un litro de agua destilada,

se ajusta a un pH 7.0,

se somete a ebullicidn,

esteriliza en autoclave durante 10 min a 110 C.

3.~ Medio 7 AA

Es el mismo medio basal de amonio,

los siguientes siete aminoécidos:

4.-Medio 14 AA

L-asparagina
L-prolina
L-leucina
DL-alanina
L-acido glutdmico
DL-aerina

DL-metionina

se filtra y se

el cual se enriquece con

0.04
1.0
1.5
0.35
G.5
0.2

0.1

nmg/ml

"

El medio basal de amonio se enriguece con los sigulentes

catorce aminoidcidos:

DL-alanina
DL-acido aspartico
L-arginina
L-cisteina
L-acido glutamico
Glicina
L~histidina
L-leucina

DL-metionina
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0.08

0.10

.25
0.50

0.08
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bDL-fenilalanina 0.20 "

DL~serina 0,08 "
DL~triptofano 0.08 "
L-tirosina 0.14 "
DL~valina 0.32 "
5.~ Medioc A
Composicién: Na, HPO, . 12H20 11.2 g
KH, PO, 2.4 .
(NHg), 2.0 "
MgSO, . 7H, 0.050 "
MnClz . 4H20 0.004 "
FeSO4 . 7H20 2.0028 hd

Los componentes anteriores se disuslven en un litro de agua
deptilada y se ajusta a un pH de 7.2.

Si al medio anterior se le agregan 10 gramos de glicercl, se
le 1llama medic Ay, sl se le agregan 10 gramos de glucosa, ss le
llama medio A;.

El medio A, sin las sales de ng*, Hn?* Y re?* y sin las
fuentes de carbono, se esterilizan en autoclave 121°C. Estas sales
se disuelven en H;S0, 0.01 N y se esterilizan en autoclave; con
respecto a las fuentes de carbono, se prepara una solucion acucsa
al 25%; estas soluciones, 20 ml de sales y 40 nl de fuentes de

carbone se preparan para un litro de nedio completo, pero se
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mezclan'después de haberse esterilizado en autoclave y enfriado;
con respecto a las fuentes de cnrbono, se prepara una solucidn
acuosa al 25%; estas soluciones, 20 ml de sales y 40 ml de
fuentes de carbono se preparan para un litro de medio completo,
pero se mezclan después de haberse esterilizado y enfriado.

Factores nutricionales adicionados al medle A:

Vitaminas
Piridoxina 2.0 mng/ml
Piridoxal 2.0 "
Piridoxamina 2.0 -
Rivoflavina i.0 n
Tianina 1.0 "
Pantotenato de sodio 1.0 "
Acido nicotinice 1.0 "
Biotina 0.013 "
Tetrahidropteroil-
glutamato de calcio
5 formil 0.01 "
Purinas
Sulfato de adinina 10.0 "
Guanina 10.0 "
Sales
cacl, 1.0 "
CoS0; . 7H,0 1.0 "
ZnS0; . THO 1.0 "
Cuso, . SHy0 0.1 "
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Aminoacidos

Para determinar los reguerinientos

aminodcidos, el medio A se enriquece con:

- HyBO,

HayMo0, . 2H,0

Hidrolizado de caseina 4 900

L~cisteina

DL-triptofanc

DL-&cido aspértico
DL-acido glutémico

DL-prolina
DL-metionina
L-~arginina
Glicina
DL~serina
DL-alanina
DL~fenilalanina
DL-triptofano
DlL-tirosina
DL-histidina
L-isoleucina
L~leucina
DL-treonina
DL~valina
L-cisteina

L-licina
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100
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60
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60

30

70

30
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30

30

10

50

40

40

40
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