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1. RESUMEN 1 

Actualmente el conteo de células sanguíneas en reptiles se realiza de forma manual, el 2 

objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto hemolítico del sobrenadante de Bacillus 3 

cereus sobre las células sanguíneas de Iguana iguana, para poder llevar a cabo un conteo 4 

automatizado de las células sanguíneas de Iguana iguana, se obtuvieron cepas de Bacillus 5 

cereus RCC7, RCC8, RCC9 del cepario de la UIMSA, estas fueron sembradas en agar sangre 6 

de Iguana iguana, sobre Caldo Soya Tripticaseína (CST) se les determinó el número de 7 

divisiones, tasa de crecimiento y tiempo de generación, posteriormente se seleccionó la cepa 8 

con mejor crecimiento, ésta cepa fue colocada en diferentes medios líquidos: CST, Caldo 9 

Nutritivo (CN), Caldo Brucella (CB), Caldo Todd Hewitt (CTH); los sobrenadantes se 10 

centrifugaron, se determinó la hemólisis en sangre de Gallus gallus para determinar el mejor 11 

sobrenadante. Se midió la cantidad de proteína y en una microplaca se determinó la hemólisis 12 

sobre sangre de Iguana iguana. A los mismos tiempos se tomó el sedimento se realizaron 13 

frotis que se tiñeron con Wright, se observaron al microscopio y se evalúo la proporción de 14 

glóbulos rojos, glóbulos blancos, el efecto sobre las células y la proporción de cada leucocito. 15 

Finalmente se realizó estadística descriptiva. Se concluyo que las 3 cepas de Bacillus cereus 16 

son variedades diferentes. La cepa RCC7 produjo 0.6 UH por 100 μg en CTH para los 17 

glóbulos rojos de Gallus gallus y 0.08 UH por 100 μg en CTH para los glóbulos rojos de 18 

Iguana iguana. El sobrenadante hemolítico de la cepa RCC7 tuvo efecto citolitico sobre 19 

leucocitos de Iguana iguana. Los resultados indican que los eritrocitos de las dos especies 20 

trabajados fueron lisados por hemolisinas diferentes, producidas en fases de crecimiento 21 

diferentes. El sobrenadante de la cepa RCC7 de Bacillus cereus produjo alteraciones en la 22 

membrana citoplasmática de eritrocitos.  23 

 24 

 25 

 26 

 27 

 28 

 29 

 30 
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2. INTRODUCCIÓN 1 

La biometría hemática es el estudio de las células sanguíneas de los animales vivos. En 2 

este estudio se considera a la cuenta de eritrocitos, leucocitos y plaquetas; no obstante, en el 3 

caso de los leucocitos se debe realizar la cuenta diferencial de los mismos (Branson et al., 4 

1994). 5 

En la actualidad las determinaciones pueden ser realizadas por métodos manuales o 6 

mediante aparatos electrónicos. En ambos métodos se requiere que los eritrocitos sean lisados 7 

para permitir el conteo de los leucocitos por lo que en el caso de los mamíferos que tienen 8 

eritrocitos sin núcleo este proceso es relativamente sencillo, sin embargo en el resto de las 9 

especies animales la lísis de eritrocitos no se puede llevar a cabo, por lo que se requieren 10 

acciones indirectas para poder calcular el número de leucocitos (Campbell y Ellis, 2007). 11 

Así por ejemplo, en los reptiles los métodos de conteo manual son los mismos que se 12 

utilizan en la hematología de las aves (Campbell y Ellis, 2007); el directo Natt y Herrick´s y el 13 

método indirecto que es mediante la tinción con  floxina B (Branson et al., 1994) El primer 14 

caso se usa preferentemente en especies de reptiles que normalmente tienen mayores números 15 

de linfocitos que de heterófilos circulantes, mientras que la floxina B se usa cuando de manera 16 

normal es mayor el número de heterófilos y eosinófilos (Campbell y Ellis, 2007).  17 

La principal desventaja del método directo es la difícil diferenciación entre linfocitos, 18 

trombocitos y eritrocitos inmaduros, mientras que en el método indirecto es que el método 19 

eosinófilo Unopette puede no ser apropiado para todas las especies de reptiles, especialmente 20 

en aquellas que normalmente tienen poca circulación de heterófilos y eosinófilos (Campbell y 21 

Ellis, 2007).  22 

Adicionalmente, los gránulos de heterofilos tienden a unirse con más rapidez lo que 23 

dificulta su evaluación (Campbell y Ellis, 2007). 24 

De esta forma tinciones como Wright´s y May-Grunwald-Giemsa son más útiles y 25 

proveen mejor diferenciación de leucocitos, trombocitos y eritrocitos inmaduros (Campbell y 26 

Ellis, 2007). 27 

Estos métodos manuales para la diferenciación de leucocitos, tienen un alto grado de 28 

variabilidad (Campbell y Ellis, 2007). 29 

 30 

 31 
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2.1Hematologia de reptiles 1 

Los eritrocitos en los vertebrados no mamíferos son más grandes (particularmente de 2 

los anfibios), además de que son biconvexos y nucleados. En su citoplasma hay algunos otros 3 

organelos como mitocondrias y un esqueleto de microtúbulos, dispuestos en espiral, que 4 

mantiene la forma celular (banda marginal) (Paniagua et al., 2000). 5 

                              6 

Figura 1. Eritrocitos de Iguana iguana teñidos con coloración Wright. (Novoa et al 2008) 7 

En general los leucocitos de los reptiles pueden ser divididos en dos grupos: los 8 

granulocitos y los leucocitos mononucleares. Los granulocitos de los reptiles pueden ser 9 

clasificados en dos grupos acídofilos y basófilos, donde los primeros se pueden dividir en 10 

heterófilos y eosinófilos. (Campbell y Ellis, 2007) 11 

 12 

 13 

Figura 2. Leucocitos de Iguana iguana teñidos con coloración de Wright. A) Heterófilo, B) Eosinófilo. (Novoa et al 2008)  14 

 15 

Los basófilos en linfocitos y monocitos, estos son parecidos en estructura a los de 16 

mamíferos y aves. Sin embargo, existe un sexto tipo de célula denominado azurófilo que es 17 

frecuentemente descrito en la literatura y es considerado como un monocito con gránulos 18 

azurófilos (Campbell y Ellis, 2007). 19 

A 
B 
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 1 

         Figura 3. Leucocitos de Iguana iguana teñidos con coloración de Wright. A) Basófilo, B) Monocito, C) Linfocito. (Novoa et al 2008) 2 

 3 

2.2 Bacillus cereus 4 

Es una bacteria grampositiva que tiene la capacidad de esporular, también se considera 5 

un anaerobio facultativo, β hemolítico en agar sangre de carnero y cuya destrucción tisular 6 

esta mediada por enzimas citotóxicas como la Cereolisina y la fosfolipasa C (Murray et al., 7 

2006) 8 

Al respecto, las hemolisinas son proteínas que pueden alterar las membranas de las 9 

células del hospedero debido a un efecto enzimático o detergente causando la muerte celular 10 

mediante lisis. Esta actividad hemolítica se demuestra en el laboratorio por la hemólisis que 11 

tiene lugar alrededor de las colonias de bacterias cuando crecen en agar sangre. No obstante 12 

para los microorganismos es importante la capacidad de producir leucotoxinas para alterar la 13 

membrana citoplasmática de los fagocitos, comprometiendo así la acción de estas células 14 

(Struthers y Westran, 2003). 15 

Ésta bacteria es de fácil crecimiento, su temperatura óptima de crecimiento, su 16 

temperatura óptima es de 10 – 48 º C y su tiempo de generación en laboratorio a una 17 

temperatura de 30 ºC es de 18 a 27 minutos (Gilbert y Kramer, 1986).   18 

 19 
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3. Antecedentes 1 

En trabajos realizados anteriormente se han evaluado diferentes métodos de lisis 2 

selectiva en células sanguíneas de ave, para permitir la destrucción de eritrocitos sin afectar a 3 

los leucocitos ni trombocitos, en estos trabajos se uso ácido acético y cloruro de sodio, se 4 

aislaron y caracterizaron cepas bacterianas productoras de hemolisinas a partir de heces y 5 

cavidad oral de aves y se determinó la actividad específica de dichas toxinas. De las 9 cepas 6 

hemolíticas encontradas  se obtuvieron 4 diferentes géneros Bacillus cereus, Actinobacillus sp, 7 

Acitenobacter sp, Micrococcus spp, Bacillus cereus causó el efecto de hemólisis deseado, sin 8 

afectar a los leucocitos, logrando obtener un método distinto, para la cuantificación de 9 

leucocitos de aves, a partir de sus hemolisinas obtenidas (Cofas, 2011). 10 

Bacillus cereus produce varios factores de virulencia, entre los cuales se incluyen: La 11 

enterotoxina Nhe es sintetizada y liberada durante la fase de crecimiento logarítmico a una 12 

temperatura de 32º a 37º. (Spira y Goepfert, 1972), está compuesta de tres genes NheA, NheB 13 

y NheC, un incremento de la NheC  reduce la actividad toxica (Lindback et al., 2004), la 14 

actividad citotóxica de Nhe en células epiteliales a sido demostrada debido a una lisis 15 

osmótica coloidal seguida la formación de poros en la membrana plasmática (Fagerlud et al., 16 

2008).  17 

La hemolisina BL es un sistema lítico de membrana, compuesto de 3 proteínas 18 

antigénicamente distintas llamadas B, L1, L2  (35, 36, y 45 KDa, respectivamente) (Beecher y 19 

MacMillan 1991), estas tres proteínas son secretadas independientemente y las tres son 20 

necesarias para la máxima actividad biológica, se ligan a los eritrocitos independientemente y 21 

la asociación en la membrana de los componentes BL forman un complejo de ataque, que 22 

causa lisis por un mecanismo de coloide osmótico (Beecher y Wong; 1997), en donde el 23 

componente B se liga a la célula blanco permitiendo al componente L ligarse y aumentar la 24 

permeabilidad resultando en hemólisis (Beecher y Mac Millan; 1991). 25 

La Cereolisina O  (Hemolisina l) es una toxina formadora de poros largos, tiene la 26 

propiedad de adherirse selectivamente al colesterol en la membrana de las células eucariotas, 27 

consiste en formar una interacción como monómero, con las células blanco por su receptor  de 28 

colesterol, siguiendo una subsecuente oligomerización y la inserción en la membrana celular. 29 

Este proceso resulta en serios daños  a la membrana, con la formación de poros largos 30 

excediendo 150 A que hace a la membrana celular permeable a pequeños solutos y largas 31 
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macromoléculas, así conduce a la célula a una muerte rápida (Cossart et al., 2005), ésta 1 

emplea un amplia acción citolítica in vitro en células de mamífero, in vivo es hemolítica y con 2 

frecuencia tiene efectos subliticos importantes en leucocitos y en la función de los macrófagos 3 

(Drobniewski, 1993). 4 

Hemolisina ll (Toxina β-barril) es formadora de poros de la familia α –hemolisina de 5 

estafilococo, por lo general su actividad no es afectada por el colesterol (Coolbaugh y 6 

Williams, 1978), interactúa con macromoléculas de liposomas para formar heptámeros 7 

ordenados uniéndose con un poro con un diámetro interior de 1.5 a 2 nm y un diámetro 8 

exterior de 6 a 8 nm. Esta hemolisina es dependiente de la temperatura y las estructuras que 9 

forman poros varían entre la temperatura de 4Cº y 37Cº. Los canales formados por Hemolisina 10 

ll son selectivos de aniones en bicapas de lípidos y muestran una creciente conductancia 11 

conforme la concentración de sal se incrementa. La primera interacción de la hemolisina ll con 12 

la membrana no depende de la temperatura, en el primer tiempo si hay una alta concentración 13 

de sal los poros de la hemolisina ll inducen un bajo voltaje y se observa un bajo potencial 14 

negativo (Andreeva et al., 2007). 15 

Hemolisina lll dependiente de la temperatura, se une y forma poros aunque también lisa 16 

eritrocitos (Baida y Kuzmin, 1996). 17 

Citotóxina K es una proteína citotóxica  de 34 kDa necrótica y hemolítica similar a la α-18 

hemolisina de Staphylococcus aureus (Lund et al., 2000). Esta citotoxina puede estar en 2 19 

formas la CytK 1 y  CytK 2 (Fagerlund et al 2004); Esfingomielinasa induce hemólisis en 20 

eritrocitos de oveja los cuales contienen grandes cantidades de esfingomielina (Odaa et al., 21 

2010). 22 

Cereolisina AB es un complejo citolítico de fosfatidilcolina hidrolasa y 23 

esfingomielinasa que actúan  juntos en la hemólisis (Gilmore et al., 1989), fosfatidilcolina y 24 

esfingomielinasa, rompen las porciones lipídicas que sirven para fijar las proteínas de la 25 

superficie celular, comprometiendo la integridad de la membrana celular y alteran las 26 

capacidades regenerativas de las células lesionadas (Allen et al., 2008); la acción cooperativa 27 

de la fosfatidilcolina y la esfingomielinasa son necesarias para la lisis de eritrocitos de cerdos 28 

y humanos (22-31% fosfatidilcolina y 28-25% esfingomielinasa). La Fosfatidilcolina aumenta 29 

el efecto hemolítico de BL solo en células que contienen una cantidad significativa de 30 

fosfatidilcolina (cerdos 22%; humanos 31%) (Douglas y Wong, 2000), la fosfatidilcolina 31 
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inhibe el efecto hemolitico de BL en eritrocitos de oveja (<2% fosfatidilcolina) y aumenta el 1 

modelo de hemólisis discontinuo que es característico de BL en agar sangre de carnero 2 

(Douglas et al., 2000); la Fosfolipasa es similar a la α-toxina de Clostridium perfringes. (El-3 

sayed y Roberts, 1983); Enterotoxina T tiene una actividad biológica similar a BL y a la NHE 4 

(Choma y Granum, 2002); Toxina emética su producción ocurre en la fase estacionaria. 5 

(Shaheen et al., 2006). Esta toxina actúa como un ionoporo catión, se va a la valinomicina, y 6 

después inhibe la actividad mitocondrial por inhibición de la oxidación acida de la grasa 7 

(Dierick et al., 2005). 8 

 9 

 10 

 11 
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 20 
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4. OBJETIVOS 1 

4.1 Objetivo general: 2 

Evaluar el efecto hemolítico del sobrenadante de Bacillus cereus sobre las células 3 

sanguíneas de Iguana iguana. 4 

 5 

4.2 Objetivos específicos: 6 

 Determinar el efecto hemolítico de las cepas de Bacillus cereus previamente aisladas, 7 

sobre agar sangre de iguana (2.5%) seleccionando las cepas con mayor efecto. 8 

 Evaluar sobre medios líquidos la cinética de crecimiento y de producción de 9 

hemolisina de las cepas más efectivas. 10 

 Comparar y determinar el mejor sustrato para la producción de hemolisinas con la cepa 11 

de mayor efecto hemolítico. 12 

  Evaluar las alteraciones morfológicas provocada por el sobrenadante de Bacillus 13 

cereus, sobre los eritrocitos, leucocitos y trombocitos de la sangre de Iguana iguana, 14 

 15 

5. HIPÓTESIS   16 

Si el sobrenadante de cultivo de Bacillus cereus es rico en hemolisinas, entonces este 17 

producirá hemólisis en eritrocitos de Iguana iguana sin afectar leucocitos ni trombocitos.  18 

 19 

 20 

 21 

 22 

 23 

 24 

 25 

 26 

 27 

 28 

 29 

 30 

 31 

8 



 

 

6. JUSTIFICACIÓN 1 

Las iguanas son un recurso útil para los seres humanos. En México han sido utilizadas 2 

como alimento por las comunidades rurales desde tiempos anteriores a la llegada de los 3 

españoles. Con la modernidad, las iguanas también se utilizan como mascotas, existiendo un 4 

mercado internacional para las crías. Debido a esto, es importante el estudio científico de estos 5 

reptiles, cuyos resultados permitirán el uso racional y sustentable de las iguanas en México 6 

(Reynoso 2008). 7 

El poder realizar un conteo de eritrocitos y de leucocitos proporcionan marcadores que 8 

favorecen diagnósticos específicos para determinar el estado de salud, aspectos del 9 

metabolismo y la fisiología de  Iguana iguana.  10 

Los métodos de conteo de las células sanguíneas en los mamíferos implican la lisis 11 

selectiva de los eritrocitos; en las aves, reptiles, peces y anfibios no es posible lisarlos debido a 12 

su característica nucleada. 13 

Las técnicas para el conteo de las células de la sangre en reptiles se realizan de forma 14 

manual, de tal manera que en la actualidad no hay forma de realizar el conteo de todas las 15 

células mediante aparatos automatizados. 16 

Solo se ha realizado un trabajo para lisar selectivamente a los eritrocitos de reptiles, 17 

utilizando agentes químicos, donde la conclusión indica que no fue de utilidad práctica, por lo 18 

que en el presente estudio se utilizará la bacteria Bacillus cereus que lisa eritrocitos de Gallus 19 

gallus sin afectar a leucocitos y al ser núcleado el eritrocito de Iguana iguana como el de 20 

Gallus gallus nos lleva a pensar  que el efecto será el mismo para eritrocitos de Iguana iguana. 21 

 22 

 23 

 24 

 25 

 26 

 27 

 28 

 29 

 30 

 31 
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7. MATERIALES Y MÉTODOS 1 

El presente trabajo se realizó en el laboratorio 3 de la Unidad de Investigación 2 

Multidisciplinaria en Salud Animal (UIMSA) de la Facultad de Estudios Superiores 3 

Cuautitlán, UNAM, Carretera Teoloyucan Km. 2.5 Colonia San Sebastian Xhala, Cuautitlán 4 

Izcalli. Ésta zona se orienta geográficamente a 19° 40’ 50’’ latitud norte y a los 99° 12’ 25’’ 5 

longitud oeste, su altura sobre el nivel del mar es de 2252 m. La temperatura promedio anual 6 

en esta área es de 16º C y cuenta con 600 mm de precipitación pluvial. 7 

Material biológico. 8 

Cepas de Bacillus cereus RCC7, RCC8 y RCC9. 9 

Agar Soya Tripticaseina (AST) BBL
®

. 10 

Caldo Soya Tripticaseína (CST) BBL
®

 11 

Caldo Nutritivo (CN) BBL
®

. 12 

Caldo Brucella (CB) BBL
®

. 13 

Caldo Todd Hewitt (CTH) BBL
®

. 14 

Caldo Soya Tripticaseina (CST) BBL
®
. 15 

PBS 16 

Sangre de Gallus gallus 17 

Sangre de Iguana iguana 18 

Agar sangre de Iguana iguana (AST y sangre de Iguana iguana al 2.5%) 19 

Agar blando (CST y Agar Bacteriológico marca BBL
®

) 20 

Medio especial (5% bactopeptona y 1.5 % de agar bacteriológico)  21 

Material no biológico. 22 

Autoclave Kitlab
® 

23 

Estufa bacteriológica BG
® 

24 

Fotocolorímetro Klett Summerson
® 

25 

          Congelador General Electric
® 

26 

Tubos Eppendorf de 5ml 27 

           Centrifuga Eppendorf centrifuge 5403 
® 

28 

Matraz nefelométrico 29 

           Microplaca de fondo en U.  30 

Cajas de Petrí. 31 
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METODOLOGÍA DE INVESTIGACIÓN. 1 

Las cepas de Bacillus cereus  RCC7, RCC8, RCC9, fueron obtenidas del cepario de la 2 

UIMSA aisladas de heces y cavidad oral de aves, estas cepas se encontraban en viales de 3 

medio especial de mantenimiento, fueron resembradas en medio sólido AST preparado de 4 

acuerdo a las especificaciones del fabricante, (por asada); a estas cepas se les determinó la 5 

pureza y las características bioquímicas por medio de pruebas primarias y secundarias (Cofas, 6 

2011). 7 

Estas cepas fueron sembradas en agar sangre de reptil, el cual fue preparado con AST, 8 

posteriormente se agregó sangre a razón del 2.5%. Una vez solidificado éste, se sembraron las 9 

cepas RCC7, RCC8 y RCC9 de Bacillus cereus en línea sobre el agar y se incubó a 37º C 10 

durante 18 horas y posteriormente se evaluó la hemólisis de acuerdo a Brown (García y 11 

Zamudio., 1998). 12 

El CST se preparó, de acuerdo a las especificaciones del fabricante, una asada de la 13 

cepa RCC7 de Bacillus cereus  fue colocada en un tubo de ensaye que contenía 3 ml del CST, 14 

se incubo en una estufa bacteriológica por 24 h a 37 ºC. Transcurrido el tiempo, los 3 ml 15 

fueron colocados en 47 ml de CST en un matráz nefelométrico, éste se incubó a 37 ºC, cada 16 

hora se tomó lectura de la turbidez utilizando un fotocolorímetro, utilizando un filtro número 17 

54 color verde, con un espectro aproximado de 500-570 nm esta lectura se tomó hasta que los 18 

valores se repetían, a los mismos tiempos se tomaron 3 ml de este cultivo, estos fueron 19 

colocados en tubos de ensaye y puestos en un congelador a -22 ºC. 20 

El procedimiento anterior se repitió con las cepas RCC8 y RCC9. 21 

Se descongelaron los 3 ml de las cepas de Bacillus cereus y se realizaron diluciones  22 

(10
-1

, 10
-3

, 10
-5

, 10
-7

), posteriormente 0.1 ml de cada dilución fue colocado en 3 ml de agar 23 

blando que fue preparado con CST y agar bacteriológico al 0.75%, el volumen final fue 24 

agitado en Vortex y vaciado en una caja de Petri que contenía agar blando, esta fue incubada a 25 

37 ºC por 24 horas, transcurrido el tiempo se realizó el conteo de colonias. Con los resultados 26 

obtenidos se realizaron gráficos y se calculó la tasa de crecimiento d/Ut, número de divisiones 27 

logR2 - logR1/log 2 y tiempo de generación 1 ut/d. 28 

Una vez seleccionada la cepa con mayor número de divisiones, mayor tasa de 29 

crecimiento y menor tiempo de generación. Se realizó una cinética de crecimiento con 30 

diferentes medios de cultivo, una asada de la cepa seleccionada de Bacillus cereus  fue 31 
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colocada en un tubo de ensaye que contenía 3 ml del medio, se incubó por 24 h a 37 ºC, los 3 1 

ml fueron colocados en 47 ml del mismo medio en un matráz nefelométrico, éste se incubó a 2 

37 ºC  y cada hora se tomaron lecturas de la turbidez utilizando un fotocolorímetro Klett esta 3 

lectura se tomó hasta que ya no hubo variación entre 2 valores, a los mismos tiempos se 4 

tomaron 3 ml, fueron centrifugados a 3,000 rpm durante 10 minutos y se separó el 5 

sobrenadante del sedimento de acuerdo a Cofas (2011); éste sobrenadante fue colocado en 6 

tubos cónicos de polietileno de 2 ml y puestos en un congelador a -22 ª C. 7 

El procedimiento anterior se realizó con el CST, CN, CB, CTH. 8 

Debido a que es más fácil obtener sangre de ave se decidió primero trabajar con ella 9 

para estandarizar las técnicas y después compararla con la sangre de Iguana iguana para 10 

posteriormente llevar a cabo el presente experimento. 11 

En el laboratorio DIVET
®
 se realizó la toma de muestras sanguíneas de Gallus gallus  12 

que eran remitidas para algún diagnostico, se obtuvieron 0.5 ml de sangre completa de la vena 13 

radial utilizando heparina como anticoagulante a razón de 25 UI/ml de sangre en una jeringa 14 

insulínica. 15 

En una microplaca de 96 pozos con fondo en U se colocaron 100 µl de PBS en cada 16 

pozo y posteriormente 100 µl del sobrenadante de cultivo de Bacillus cereus previamente 17 

centrifugado (CST, CTH, CB, CN) en el primer pozo y se realizaron diluciones dobles 18 

seriadas, agregándose 100 µl a cada pozo de una solución de sangre al 2% de acuerdo con 19 

Fagerlund et al., (2008). Ésta placa se incubó por 2 horas a 37 º C y se realizó una lectura 20 

visual de la placa cada hora, tomando en cuenta únicamente las diluciones donde había 21 

hemólisis total. 22 

Una vez determinado el mejor sustrato, a los sobrenadantes  se les determinó la cantidad 23 

de proteínas totales por el método de Bradford
 
(Bradford et al., 1976). 24 

En el laboratorio DIVET
®
 se realizó la toma de muestras sanguíneas de reptiles (Iguana 25 

iguana) que eran remitidos para algún diagnóstico y se obtuvieron 0.4 ml  de sangre completa 26 

de la vena yugular, utilizando heparina como anticoagulante a razón de 25 UI/ml de sangre en 27 

una jeringa insulínica. 28 

En una microplaca de 96 pozos con fondo en U se colocaron 100 µl de PBS en cada 29 

pozo y posteriormente 100 µl del sobrenadante de cultivo de Bacillus cereus centrifugado 30 

previamente al primer pozo y se realizaron diluciones dobles seriadas, agregándose 100 µl a 31 

12 



 

 

cada pozo de una solución de sangre al 2% de acuerdo con Fagerlund et al., (2008). Ésta placa 1 

se incubó por 2 horas a 37 º C y se realizó una lectura visual de la placa cada hora, tomando en 2 

cuenta únicamente las diluciones donde había hemólisis total, paralelamente  se tomaron 20 µl 3 

del sedimento con los cuales se realizaron frotis que se tiñeron con la técnica de Wright
  

de 4 

acuerdo con Corrons (2006). Se observaron al microscopio y se evalúo la proporción de 5 

glóbulos rojos, glóbulos blancos, el efecto sobre las células y la cantidad de cada leucocito. 6 

De cada experimento se realizaron 3 repeticiones y posteriormente se calculó un 7 

promedio y se realizó estadística descriptiva. 8 

 9 

 10 

 11 

 12 

 13 

 14 

 15 

 16 

 17 

 18 

 19 

 20 

 21 

 22 

 23 

 24 

 25 

 26 

 27 

 28 

 29 

 30 

 31 
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8. RESULTADOS 1 

La evaluación de la β hemólisis sobre agar sangre se observó una zona clara incolora 2 

alrededor de la línea de crecimiento de las cepas RCC7, RCC8, RCC9 que de acuerdo a la 3 

clasificación de Brown (García y Zamudio 1998 ) correspondía a una β hemólisis sobre agar 4 

sangre de Iguana iguana. 5 

En la cinética de crecimiento se observó que la cepa RCC7 de Bacillus cereus alcanzó 6 

la fase estacionaria a las 5 horas de incubación, la cepa RCC8 de Bacillus cereus alcanzó la 7 

fase estacionaria a las 8 horas de incubación, mientras que la cepa RCC9 de Bacillus cereus 8 

alcanzó la fase estacionaria a las 9 horas de incubación (Figura 4). 9 

En las curvas de crecimiento de las cepas RCC7, RCC8, RCC9 de Bacillus cereus se 10 

observa que hay una mayor cantidad de colonias viables de la cepa RCC9, mientras que en las 11 

cepas RCC7 y RCC8 la cantidad de colonias viables fue muy similar entre ellas (Figura 2) 12 

Los resultados del crecimiento de las cepas se graficaron como cinética de crecimiento, 13 

así mismo se realizaron los cálculos de crecimiento para cada cepa, Figura 5. 14 

En el medio CTH y CB la cepa RCC7 presentó 2 fases estacionarias, la primera  fase 15 

estacionaria se observó a la hora 1 de incubación, mientras que la segunda fase estacionaria se 16 

presentó a las 5 horas de incubación, en CN y CST la cepa RCC7 de Bacillus cereus solo 17 

presentó una fase estacionaria. (Figura 6) 18 

La cantidad de hemólisis, medida como unidades hemolíticas sobre sangre de Gallus 19 

gallus y sangre de Iguana iguana se muestran en el Cuadro 2. 20 

La actividad lítica de los sobrenadantes de la cepa RCC7 de Bacillus cereus crecida en 21 

CTH se observan en la Fig. 4. 22 

Para la actividad específica del sobrenadante sobre sangre de Gallus gallus se observa 23 

que fue mayor a las 6 horas de incubación, mientras que en sangre de Iguana iguana la mayor 24 

actividad específica fue a las 5 horas (Cuadro 3, Fig. 5, Fig. 5) 25 

La identificación de las células sanguíneas de Iguana iguana se realizó comparando las 26 

fotografías mostradas por Campbell (2007), en los glóbulos rojos se observó que la mayor 27 

parte de alteraciones fueron en la membrana citoplasmática, núcleos agrandados, sin embargo 28 

casi no se observaron núcleos sueltos, disminución del color de la cromatina, mientras que los 29 

leucocitos hubo disminución en la cantidad de células, alguno leucocitos eran difíciles de 30 

distinguir ya que estaban deformados como se muestra en la figura 10, únicamente se 31 
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muestran las fotografías de aquellas diluciones donde se  observaron diferencias importantes 1 

(Figura. 10, 11, Cuadro 4 y 5).  2 

 3 

 4 

 5 

 6 

 7 
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 9 

 10 

 11 
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 14 
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 18 
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 21 

 22 

 23 
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 1 

 2 

Figura 4. 

Curva de crecimiento de las cepas RCC7, RCC8, RCC9 de Bacillus cereus en CST. 
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Figura 5. 

Curva de crecimiento de la cepa RCC7, RCC8, RCC9 de Bacillus cereus sobre CST. 
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Cuadro 1. 1 

Algunas características de crecimiento sobre CST de Bacillus cereus de las cepas RCC7, 2 

RCC8 y RCC9. 3 

 4 

 Cepas de Bacillus cereus 

RCC7  RCC8 RCC9 

Nº de divisiones 15.43 12.32 6.47 

Tasa de crecimiento * 3.85 2.46 1.07 

Tiempo de generación 
+
 15.55 24.34 55.6 

 5 
* Generaciones por hora. 6 
+ Minutos por generación.  7 
 8 

Los cálculos se realizaron: el N º de divisiones log R2 – log R1 , la  tasa de crecimiento  d     y  el tiempo de generación  1 ut/d. 9 

                                                                                    log 2                                                                             Ut 10 

 11 

 12 

 13 

 14 

 15 

 16 

 17 

 18 

 19 

 20 

 21 

 22 

 23 

 24 

 25 

 26 

 27 

 28 

 29 

 30 

Figura 6. 
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Cinética de crecimiento de las cepas RCC7 de Bacillus cereus en diferentes 

medios líquidos. 

 

UK Unidades Klett, h Hora, CTH Caldo Todd Hewitt, CN Caldo nutritivo, CB Caldo Brucella, CST Caldo Soya 

Tripticaseína. 

 

Se utilizó un aparato Klett Summerson utilizando un filtro verde (500-570 nm)  midiendo la turbidez en UK a diferentes 

tiempos, utilizando diferentes medios líquidos. Empleando un preinoculo de Bacillus cereus  cepa RCC7 utilizando el 

mismo medio. 
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Cuadro 2 1 

Hemólisis sobre sangre de Iguana iguana y Gallus gallus a las 2 horas de incubación de la 2 

cepa RCC7 de Bacillus cereus. 3 

 4 

Tiempo de 

crecimiento. 

(h) 

Hemólisis sobre sangre de Gallus 

gallus UH/ml. 

Hemólisis sobre 

sangre de Iguana 

iguana UH/ml. 

CB CST CN CTH CTH 

1 0 40 40 0 0 

2 0 40 40 0 0 

3 0 40 40 0 0 

4 0 40 40 80 0 

5 20 40 40 160 40 

6 20 40 40 320 20 

 5 

CB = Caldo Brucella 6 

CST = Caldo Soya Tripticaseina 7 

CN = Caldo Nutritivo 8 

CTH = Caldo Todd Hewitt 9 

La lisis se observó en una placa de fondo en U a las 2 horas de incubación con los sobrenadantes de las cepas RCC7 de Bacillus cereus 10 

crecidos en CB, CST, CN,CTH sobre sangre de ave al 2% mientras que sobre sangre de Iguana iguana al 2 %  se utilizaron los sobrenadantes 11 

de cepa RCC7 de Bacillus cereus crecida en CTH. 12 

 13 

 14 

 15 

 16 

 17 

 18 

 19 

 20 

 21 

 22 

 23 

 24 

 25 

 26 
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Figura 7. 1 

Fotografía de la microplaca de los sobrenadantes de la cepa RCC7 de Bacillus cereus crecida 2 

en Caldo Todd Hewitt en sangre completa de Iguana iguana. 3 

 4 

 5 

 6 

 7 

La lisis se observó en una placa de fondo en U a las 2 horas de incubación con los sobrenadantes de las cepas RCC7 de Bacillus cereus 8 

crecida en CTH sobre sangre de Iguana iguana al 2 %. 9 

 10 

 11 

 12 

 13 

 14 

 15 

 16 

 17 

 18 

 19 

Hora 1 

Hora 2 

Hora 3 

Hora 4 

Hora 5 

Hora 6 

Control 

1:2 1:4 1:8 1:16 1:64 1:32 1:128 

S 

O 

B 

R 

E 

N 

A 

D 

A 

N 

T 

E 

S 

20 



 

 

Cuadro 3. 1 

Actividad específica del sobrenadante de Bacillus cereus crecido en medio de Todd Hewitt 2 

sobre diferentes sustratos. 3 

 4 

 5 

 6 

 7 

 8 

 9 

 10 

 11 

 12 

 13 

 14 

La Actividad especifica se calculo: UH/100 µg Proteína. 15 

 16 

Figura 8. 17 

Curva de crecimiento y producción de hemolisina de Bacillus cereus de la cepa RCC7 sobre 18 

sangre de Gallus gallus al 2 %.  19 
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Actividad específica y densidad óptica sobre sangre de Gallus gallus. 21 

 22 

 23 

 24 

 25 

 26 

Tiempo de 
crecimiento 

(h) 

Proteína 
  µg/ml 

UH/100 µl 
en sangre 
de Gallus 
gallus.. 

UH/100 µl en 
sangre de 

Iguana 
iguana 

Actividad 
especifica en 

sangre de 
Gallus gallus 

(μg). 

Actividad 
especifica en 

sangre de Iguana 
iguana (μg). 

1 33,9 0 0 0 0 

2 36,9 0 0 0 0 

3 38,3 0 0 0 0 

4 38,8 8 0 0,206 0 

5 45,7 16 4 0,350 0,087 

6 54,5 32 2 0,587 0,036 

21 



 

 

 1 

Figura 9. 2 

Curva de crecimiento y producción de hemolisina de Bacillus cereus de la cepa RCC7 sobre 3 

sangre de Iguana iguana al 2 %.  4 
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 6 

Actividad especifica y densidad óptica sobre sangre de Iguana iguana.  7 

 8 

Cuadro 4 9 

Efectos de los sobrenadantes sobre glóbulos rojos de Iguana iguana. 10 

 11 

 12 

 13 

 14 

 15 

 16 

 17 

MCA = Membrana citoplasmática amorfa  18 

Se realizaron frotis de las diluciones, se tiñeron con Wright, se observaron al microscopio. 19 

    20 

 21 

 22 

 23 

 24 

Tiempo de 
crecimiento. 

(h) 

UH/100 µl en 
sangre de Iguana 

iguana 

Glóbulos rojos por 
campo (40 x) 

Observaciones 

5 4 8 MCA 

6 2 9 MCA. 

22 



 

 

 1 

Cuadro 5. 2 

Efectos de los sobrenadantes sobre glóbulos blancos de Iguana iguana. 3 

 4 

 5 
 6 

Se realizaron frotis de las diluciones, se tiñeron con Wright, se observaron al microscopio, y se calculo el número de glóbulos blancos en base 7 

al porcentaje. 8 

 9 

Figura 10. 10 

Morfología de las células observadas en los frotis sanguíneos de la dilución 1:4 sobre sangre 11 

de Iguana iguana al 2% a las 2 horas de incubación. 12 

 13 

 14 
 15 

  16 

 17 

 18 

 19 

 20 

 21 

 22 

Tiempo de 
crecimiento 

(h) 

UH/100 µl en 
sangre de Iguana 

iguana 
Basófilos Heterofilos Linfocitos Monocitos 

Total de 
glóbulos 
blancos 

5 4 1 2 3 0 6 

6 2 1 0 4 0 5 

Eritrocito 

Eritrocito 

Leucocito 

Leucocito 

23 



 

 

Figura 11. 1 

Morfología de las células observadas en los frotis sanguíneos de la dilución 1:2 sobre sangre 2 

de Iguana iguana al 2% a las 2 horas de incubación. 3 
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9. DISCUSIÓN 1 

Como se observa en la Figura 4; las 3 cepas de Bacillus cereus tuvieron cinéticas de 2 

crecimiento diferentes, esto se debe a que de acuerdo con Kramer et al., (1982) hay diferentes 3 

variedades de Bacillus cereus y cada variedad tiene diferentes requerimientos, para su 4 

crecimiento, por lo tanto tienen diferentes nùmeros de divisiones, tasas de crecimiento y 5 

diferente tiempo de generación, así por ejemplo la cepa RCC7 al alcanzar la fase estacionaria 6 

primero que las cepas RCC8 y RCC9 de Bacillus cereus tiene mayor número de divisiones, 7 

por tanto la tasa de crecimiento es superior y el tiempo de generación es más corto en 8 

comparación con las otras cepas (Cuadro 1). 9 

La cinética de crecimiento de Bacillus cereus de la cepa RCC7, tuvo un 10 

comportamiento diferente en diferentes medios de cultivo evaluados, se observó un 11 

comportamiento digauxico en CTH y CB dicho efecto se observó posiblemente a la presencia 12 

de los bacteriófagos, se han reportado hasta 12 diferentes fagos, 10 de estos son Myoviridae y 13 

2 Sapoviridaes (Ahmed et al., 1995). Al respecto, una bacteria cuando es lisogénica por un 14 

bacteriófago, puede por diversas causas (por ejemplo daño al DNA) entrar en el ciclo lítico y 15 

lisa a la bacteria con la consiguiente disminución del crecimiento o densidad óptica (Allen et 16 

al., 2008). 17 

Otra posibilidad del comportamiento digauxico es que los medios en los que se presenta 18 

el comportamiento digauxico tengan algún nutriente limitante; por lo que la bacteria detiene su 19 

crecimiento momentáneamente hasta que se adapta al uso de otro requerimiento (Tórtora 20 

2007). 21 

Una unidad hemolítica fue definida como la cantidad de proteína que causó un 50% de 22 

lisis a los eritrocitos después de una incubación a 37 ºC por 2 horas (Yadav et al., 2008). En 23 

nuestra investigación una unidad hemolítica para glóbulos rojos de Iguana iguana es 24 

representada como la cantidad de hemolisina que causa lisis del 100% total de los eritrocitos 25 

expuestos al sobrenadante de Bacillus cereus cepa RCC7, ya que en esta investigación en 26 

algunos pozos había una hemólisis al 50%. Sin embargo, los frotis de estas diluciones no 27 

presentaban cambios significativos. 28 

 La fosfatidilcolina y la esfingomielinasa trabajan por cooperación y sinergismo para 29 

poder lisar a los eritrocitos y ésta depende de la composición de los eritrocitos (Douglas et al., 30 

2000), la esfingomielinasa induce hemólisis en eritrocitos con alta cantidad de esfingomielina 31 

25 



 

 

(Odda et al., 2010), por lo tanto la morfología de los glóbulos rojos núcleados en las diferentes 1 

especies que los portan tienen la misma estructura. Sin embargo la composición química de su 2 

membrana puede variar y con ello expresa diferentes receptores para la toxina, lo que explica 3 

el diferente efecto en los glóbulos rojos de ave y reptil producidos por la cepa de Bacillus 4 

cereus RCC7 (Cuadro 2 y Figura 7). 5 

Por consiguiente la mayor actividad hemolítica sobre sangre de Iguana iguana y sangre 6 

de Gallus gallus se observa a las 2 horas de incubación en placa. Sin embargo, en sangre de 7 

Iguana iguana la mayor actividad hemolítica  se presentó con los sobrenadantes utilizados en 8 

la fase de crecimiento logarítmica, mientras que para la sangre de Gallus gallus se presentó 9 

con los sobrenadantes de la fase estacionaria. La variación en la actividad hemolítica puede 10 

deberse a las concentraciones variables de colesterol presentes en la sangre, y a la diferente 11 

composición de la membrana de los eritrocitos (Gradinski-Verbanak et al., 2002) al respecto 12 

Gallus gallus tiene de 125-200 mg de colesterol por  cada 100 ml en suero, mientras que en 13 

Iguana iguana es de 110-341 mg de colesterol por cada 100 ml en suero (Campbell y Ellis, 14 

2007) lo que indica que la sangre de Iguana iguana por tener más colesterol, es posible que la 15 

hemolisina que actúa sobre eritrocitos de Iguana iguana es dependiente de la concentración 16 

del mismo.  17 

La hemolisina que probablemente actuó contra eritrocitos de Iguana iguana fue la BL, 18 

ya que de acuerdo con Spira, (1972), ésta se produce en la fase franca de crecimiento 19 

logarítmico; mientras que para los eritrocitos de Gallus gallus  la mayor actividad hemolítica 20 

se observó en la fase estacionaria y de acuerdo con Lindback et al., (1999), esta hemolisina no 21 

contribuye significativamente a la actividad hemolítica sobre eritrocitos de ave, en 22 

consecuencia la actividad especifica es diferente para los dos tipos de sangre. En el presente 23 

estudio la citotoxina que probablemente afectó a los glóbulos rojos de ave es la toxina emética 24 

producida durante la fase estacionaria (Shaheen et al., 2006). 25 

Se obtuvo una mayor concentración de proteína en el sobrenadante de cultivo de 26 

Bacillus cereus a las 6 horas de incubación. Sin embargo, esto no fue un indicativo que todas 27 

las proteínas sean hemolisinas. 28 

El sobrenadante de cultivo de la bacteria, produjo una disminución de los leucocitos 29 

sangre de Iguana iguana en ensayos in vitro, esto probablemente debido a la Cereolisina, ya 30 

que de acuerdo con Drobniewski, (1993) tiene una acción citolitica amplía  en condiciones in 31 
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vitro sobre células de mamífero. En condiciones  in vivo es hemolítica y con frecuencia tiene 1 

efectos sublíticos importantes en leucocitos y en la función de macrófagos. 2 

 3 

 4 

 5 

 6 

 7 

 8 

 9 

 10 

 11 

 12 

 13 

 14 

 15 

 16 

 17 

 18 

 19 

 20 

 21 
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 24 

 25 
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 27 

 28 

 29 

 30 

 31 
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10. CONCLUSIONES 1 

 Las 3 cepas de Bacillus cereus son variedades diferentes. 2 

 La cepa RCC7 alcanzo la fase estacionaria en menor tiempo, tiene mayor 3 

número de divisiones, mayor tasa de crecimiento y menor tiempo de generación. 4 

 La cepa RCC7 tuvo un crecimiento diagauxico en Caldo Todd Hewitt  y en 5 

Caldo Brucella. 6 

 La cepa RCC7 mostró la mejor cinética de crecimiento sobre Caldo Todd 7 

Hewitt. 8 

 La cepa RCC7 produjo 0.6 UH por 100 μg en Caldo Todd Hewitt sobre los 9 

eritrocitos de Gallus gallus. 10 

 La cepa RCC7 produjo 0.08 UH por 100 μg en Caldo Todd Hewitt sobre los 11 

eritrocitos de Iguana iguana. 12 

 El sobrenadante hemolítico de la cepa RCC7 tuvo efecto citolitico sobre 13 

leucocitos de Iguana iguana.  14 

 Los eritrocitos de las dos especies son lisados por hemolisinas diferentes, 15 

producidas en fases de crecimiento diferentes de la cepa empleada.  16 

 El sobrenadante de la cepa RCC7 de Bacillus cereus produjo alteraciones en la 17 

membrana citoplasmática de eritrocitos.  18 
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