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1. RESUMEN

Actualmente el conteo de células sanguineas en reptiles se realiza de forma manual, el
objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto hemolitico del sobrenadante de Bacillus
cereus sobre las células sanguineas de Iguana iguana, para poder llevar a cabo un conteo
automatizado de las células sanguineas de Iguana iguana, se obtuvieron cepas de Bacillus
cereus RCC7, RCC8, RCC9 del cepario de la UIMSA, estas fueron sembradas en agar sangre
de Iguana iguana, sobre Caldo Soya Tripticaseina (CST) se les determind el nimero de
divisiones, tasa de crecimiento y tiempo de generacion, posteriormente se seleccioné la cepa
con mejor crecimiento, ésta cepa fue colocada en diferentes medios liquidos: CST, Caldo
Nutritivo (CN), Caldo Brucella (CB), Caldo Todd Hewitt (CTH); los sobrenadantes se
centrifugaron, se determind la hemdlisis en sangre de Gallus gallus para determinar el mejor
sobrenadante. Se midid la cantidad de proteina y en una microplaca se determin6 la hemdlisis
sobre sangre de Iguana iguana. A los mismos tiempos se tomé el sedimento se realizaron
frotis que se tifieron con Wright, se observaron al microscopio y se evallo la proporcion de
gldbulos rojos, glébulos blancos, el efecto sobre las células y la proporcion de cada leucocito.
Finalmente se realiz6 estadistica descriptiva. Se concluyo que las 3 cepas de Bacillus cereus
son variedades diferentes. La cepa RCC7 produjo 0.6 UH por 100 pg en CTH para los
glébulos rojos de Gallus gallus y 0.08 UH por 100 pug en CTH para los globulos rojos de
Iguana iguana. El sobrenadante hemolitico de la cepa RCC7 tuvo efecto citolitico sobre
leucocitos de lguana iguana. Los resultados indican que los eritrocitos de las dos especies
trabajados fueron lisados por hemolisinas diferentes, producidas en fases de crecimiento
diferentes. El sobrenadante de la cepa RCC7 de Bacillus cereus produjo alteraciones en la

membrana citoplasmatica de eritrocitos.



2. INTRODUCCION

La biometria hemaética es el estudio de las células sanguineas de los animales vivos. En
este estudio se considera a la cuenta de eritrocitos, leucocitos y plaquetas; no obstante, en el
caso de los leucocitos se debe realizar la cuenta diferencial de los mismos (Branson et al.,
1994).

En la actualidad las determinaciones pueden ser realizadas por métodos manuales o
mediante aparatos electronicos. En ambos métodos se requiere que los eritrocitos sean lisados
para permitir el conteo de los leucocitos por lo que en el caso de los mamiferos que tienen
eritrocitos sin nucleo este proceso es relativamente sencillo, sin embargo en el resto de las
especies animales la lisis de eritrocitos no se puede llevar a cabo, por lo que se requieren
acciones indirectas para poder calcular el nimero de leucocitos (Campbell y Ellis, 2007).

Asi por ejemplo, en los reptiles los métodos de conteo manual son los mismos que se
utilizan en la hematologia de las aves (Campbell y Ellis, 2007); el directo Natt y Herrick’s y el
método indirecto que es mediante la tincion con floxina B (Branson et al., 1994) El primer
caso se usa preferentemente en especies de reptiles que normalmente tienen mayores nimeros
de linfocitos que de heterofilos circulantes, mientras que la floxina B se usa cuando de manera
normal es mayor el nimero de heterofilos y eosinéfilos (Campbell y Ellis, 2007).

La principal desventaja del método directo es la dificil diferenciacion entre linfocitos,
trombocitos y eritrocitos inmaduros, mientras que en el método indirecto es que el método
eosinofilo Unopette puede no ser apropiado para todas las especies de reptiles, especialmente
en aquellas que normalmente tienen poca circulacion de heterdfilos y eosin6filos (Campbell y
Ellis, 2007).

Adicionalmente, los granulos de heterofilos tienden a unirse con mas rapidez lo que
dificulta su evaluacién (Campbell y Ellis, 2007).

De esta forma tinciones como Wright's y May-Grunwald-Giemsa son mas utiles y
proveen mejor diferenciacion de leucocitos, trombocitos y eritrocitos inmaduros (Campbell y
Ellis, 2007).

Estos métodos manuales para la diferenciacion de leucocitos, tienen un alto grado de
variabilidad (Campbell y Ellis, 2007).



2.1Hematologia de reptiles

Los eritrocitos en los vertebrados no mamiferos son mas grandes (particularmente de
los anfibios), ademas de que son biconvexos y nucleados. En su citoplasma hay algunos otros
organelos como mitocondrias y un esqueleto de microtdbulos, dispuestos en espiral, que
mantiene la forma celular (banda marginal) (Paniagua et al., 2000).

Figura 1. Eritrocitos de Iguana iguana tefiidos con coloracion Wright. (Novoa et al 2008)

En general los leucocitos de los reptiles pueden ser divididos en dos grupos: los
granulocitos y los leucocitos mononucleares. Los granulocitos de los reptiles pueden ser
clasificados en dos grupos acidofilos y baséfilos, donde los primeros se pueden dividir en

heterdfilos y eosinofilos. (Campbell y Ellis, 2007)

Figura 2. Leucocitos de Iguana iguana tefiidos con coloracion de Wright. A) Heteréfilo, B) Eosindfilo. (Novoa et al 2008)

Los basdfilos en linfocitos y monocitos, estos son parecidos en estructura a los de
mamiferos y aves. Sin embargo, existe un sexto tipo de célula denominado azuréfilo que es
frecuentemente descrito en la literatura y es considerado como un monocito con granulos
azurofilos (Campbell y Ellis, 2007).
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Figura 3. Leucocitos de Iguana iguana tefiidos con coloracién de Wright. A) Baséfilo, B) Monocito, C) Linfocito. (Novoa et al 2008)

2.2 Bacillus cereus

Es una bacteria grampositiva que tiene la capacidad de esporular, también se considera
un anaerobio facultativo, B hemolitico en agar sangre de carnero y cuya destruccion tisular
esta mediada por enzimas citotoxicas como la Cereolisina y la fosfolipasa C (Murray et al.,
2006)

Al respecto, las hemolisinas son proteinas que pueden alterar las membranas de las
células del hospedero debido a un efecto enzimatico o detergente causando la muerte celular
mediante lisis. Esta actividad hemolitica se demuestra en el laboratorio por la hemdlisis que
tiene lugar alrededor de las colonias de bacterias cuando crecen en agar sangre. No obstante
para los microorganismos es importante la capacidad de producir leucotoxinas para alterar la
membrana citoplasmatica de los fagocitos, comprometiendo asi la accion de estas células
(Struthers y Westran, 2003).

Esta bacteria es de facil crecimiento, su temperatura Optima de crecimiento, su
temperatura éptima es de 10 — 48 © C y su tiempo de generacion en laboratorio a una

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



3. Antecedentes

En trabajos realizados anteriormente se han evaluado diferentes métodos de lisis
selectiva en células sanguineas de ave, para permitir la destruccion de eritrocitos sin afectar a
los leucocitos ni trombocitos, en estos trabajos se uso acido acético y cloruro de sodio, se
aislaron y caracterizaron cepas bacterianas productoras de hemolisinas a partir de heces y
cavidad oral de aves y se determiné la actividad especifica de dichas toxinas. De las 9 cepas
hemoliticas encontradas se obtuvieron 4 diferentes géneros Bacillus cereus, Actinobacillus sp,
Acitenobacter sp, Micrococcus spp, Bacillus cereus causoé el efecto de hemdlisis deseado, sin
afectar a los leucocitos, logrando obtener un método distinto, para la cuantificacion de
leucocitos de aves, a partir de sus hemolisinas obtenidas (Cofas, 2011).

Bacillus cereus produce varios factores de virulencia, entre los cuales se incluyen: La
enterotoxina Nhe es sintetizada y liberada durante la fase de crecimiento logaritmico a una
temperatura de 32° a 37°. (Spira y Goepfert, 1972), esta compuesta de tres genes NheA, NheB
y NheC, un incremento de la NheC reduce la actividad toxica (Lindback et al., 2004), la
actividad citotoxica de Nhe en células epiteliales a sido demostrada debido a una lisis
osmotica coloidal seguida la formacion de poros en la membrana plasmatica (Fagerlud et al.,
2008).

La hemolisina BL es un sistema litico de membrana, compuesto de 3 proteinas
antigénicamente distintas Illamadas B, L, L, (35, 36, y 45 KDa, respectivamente) (Beecher y
MacMillan 1991), estas tres proteinas son secretadas independientemente y las tres son
necesarias para la maxima actividad bioldgica, se ligan a los eritrocitos independientemente y
la asociacion en la membrana de los componentes BL forman un complejo de ataque, que
causa lisis por un mecanismo de coloide osmotico (Beecher y Wong; 1997), en donde el
componente B se liga a la célula blanco permitiendo al componente L ligarse y aumentar la
permeabilidad resultando en hemdlisis (Beecher y Mac Millan; 1991).

La Cereolisina O (Hemolisina ) es una toxina formadora de poros largos, tiene la
propiedad de adherirse selectivamente al colesterol en la membrana de las células eucariotas,
consiste en formar una interaccion como monoémero, con las células blanco por su receptor de
colesterol, siguiendo una subsecuente oligomerizacién y la insercion en la membrana celular.
Este proceso resulta en serios dafios a la membrana, con la formacion de poros largos

excediendo 150 A que hace a la membrana celular permeable a pequefios solutos y largas



macromoléculas, asi conduce a la célula a una muerte rapida (Cossart et al., 2005), ésta
emplea un amplia accién citolitica in vitro en células de mamifero, in vivo es hemolitica y con
frecuencia tiene efectos subliticos importantes en leucocitos y en la funcion de los macréfagos
(Drobniewski, 1993).

Hemolisina 11 (Toxina B-barril) es formadora de poros de la familia oo —hemolisina de
estafilococo, por lo general su actividad no es afectada por el colesterol (Coolbaugh y
Williams, 1978), interactia con macromoléculas de liposomas para formar heptameros
ordenados uniéndose con un poro con un didmetro interior de 1.5 a 2 nm y un didmetro
exterior de 6 a 8 nm. Esta hemolisina es dependiente de la temperatura y las estructuras que
forman poros varian entre la temperatura de 4C°y 37C°. Los canales formados por Hemolisina
Il son selectivos de aniones en bicapas de lipidos y muestran una creciente conductancia
conforme la concentracion de sal se incrementa. La primera interaccion de la hemolisina Il con
la membrana no depende de la temperatura, en el primer tiempo si hay una alta concentracion
de sal los poros de la hemolisina Il inducen un bajo voltaje y se observa un bajo potencial
negativo (Andreeva et al., 2007).

Hemolisina Il dependiente de la temperatura, se une y forma poros aunque también lisa
eritrocitos (Baida y Kuzmin, 1996).

Citotoxina K es una proteina citotoxica de 34 kDa necrotica y hemolitica similar a la a-
hemolisina de Staphylococcus aureus (Lund et al., 2000). Esta citotoxina puede estar en 2
formas la CytK 1y CytK 2 (Fagerlund et al 2004); Esfingomielinasa induce hemdlisis en
eritrocitos de oveja los cuales contienen grandes cantidades de esfingomielina (Odaa et al.,
2010).

Cereolisina  AB es un complejo citolitico de fosfatidilcolina hidrolasa vy
esfingomielinasa que actdan juntos en la hemdlisis (Gilmore et al., 1989), fosfatidilcolina y
esfingomielinasa, rompen las porciones lipidicas que sirven para fijar las proteinas de la
superficie celular, comprometiendo la integridad de la membrana celular y alteran las
capacidades regenerativas de las céelulas lesionadas (Allen et al., 2008); la accion cooperativa
de la fosfatidilcolina y la esfingomielinasa son necesarias para la lisis de eritrocitos de cerdos
y humanos (22-31% fosfatidilcolina y 28-25% esfingomielinasa). La Fosfatidilcolina aumenta
el efecto hemolitico de BL solo en células que contienen una cantidad significativa de
fosfatidilcolina (cerdos 22%; humanos 31%) (Douglas y Wong, 2000), la fosfatidilcolina



inhibe el efecto hemolitico de BL en eritrocitos de oveja (<2% fosfatidilcolina) y aumenta el
modelo de hemdlisis discontinuo que es caracteristico de BL en agar sangre de carnero
(Douglas et al., 2000); la Fosfolipasa es similar a la a-toxina de Clostridium perfringes. (El-
sayed y Roberts, 1983); Enterotoxina T tiene una actividad biologica similar a BL y a la NHE
(Choma y Granum, 2002); Toxina emética su produccion ocurre en la fase estacionaria.
(Shaheen et al., 2006). Esta toxina actia como un ionoporo cation, se va a la valinomicina, y
después inhibe la actividad mitocondrial por inhibicion de la oxidacion acida de la grasa
(Dierick et al., 2005).



4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general:
Evaluar el efecto hemolitico del sobrenadante de Bacillus cereus sobre las células

sanguineas de lguana iguana.

4.2 Objetivos especificos:

«+ Determinar el efecto hemolitico de las cepas de Bacillus cereus previamente aisladas,
sobre agar sangre de iguana (2.5%) seleccionando las cepas con mayor efecto.

¢ Evaluar sobre medios liquidos la cinética de crecimiento y de producciéon de
hemolisina de las cepas més efectivas.

+«+ Comparar y determinar el mejor sustrato para la produccion de hemolisinas con la cepa
de mayor efecto hemolitico.

% Evaluar las alteraciones morfol6gicas provocada por el sobrenadante de Bacillus
cereus, sobre los eritrocitos, leucocitos y trombocitos de la sangre de Iguana iguana,

5. HIPOTESIS
Si el sobrenadante de cultivo de Bacillus cereus es rico en hemolisinas, entonces este

producira hemdlisis en eritrocitos de Iguana iguana sin afectar leucocitos ni trombocitos.



6. JUSTIFICACION

Las iguanas son un recurso util para los seres humanos. En México han sido utilizadas
como alimento por las comunidades rurales desde tiempos anteriores a la llegada de los
espafoles. Con la modernidad, las iguanas también se utilizan como mascotas, existiendo un
mercado internacional para las crias. Debido a esto, es importante el estudio cientifico de estos
reptiles, cuyos resultados permitiran el uso racional y sustentable de las iguanas en México
(Reynoso 2008).

El poder realizar un conteo de eritrocitos y de leucocitos proporcionan marcadores que
favorecen diagnosticos especificos para determinar el estado de salud, aspectos del
metabolismo y la fisiologia de Iguana iguana.

Los métodos de conteo de las células sanguineas en los mamiferos implican la lisis
selectiva de los eritrocitos; en las aves, reptiles, peces y anfibios no es posible lisarlos debido a
su caracteristica nucleada.

Las técnicas para el conteo de las células de la sangre en reptiles se realizan de forma
manual, de tal manera que en la actualidad no hay forma de realizar el conteo de todas las
células mediante aparatos automatizados.

Solo se ha realizado un trabajo para lisar selectivamente a los eritrocitos de reptiles,
utilizando agentes quimicos, donde la conclusion indica que no fue de utilidad practica, por lo
que en el presente estudio se utilizara la bacteria Bacillus cereus que lisa eritrocitos de Gallus
gallus sin afectar a leucocitos y al ser nucleado el eritrocito de Iguana iguana como el de

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



7. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realizd en el laboratorio 3 de la Unidad de Investigacion
Multidisciplinaria en Salud Animal (UIMSA) de la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan, UNAM, Carretera Teoloyucan Km. 2.5 Colonia San Sebastian Xhala, Cuautitlan
Izcalli. Esta zona se orienta geograficamente a 19° 40’ 50°” latitud norte y a los 99° 12° 25”’
longitud oeste, su altura sobre el nivel del mar es de 2252 m. La temperatura promedio anual
en esta area es de 16° C y cuenta con 600 mm de precipitacion pluvial.
Material biologico.

Cepas de Bacillus cereus RCC7, RCC8 y RCCO.

Agar Soya Tripticaseina (AST) BBL®.

Caldo Soya Tripticaseina (CST) BBL®

Caldo Nutritivo (CN) BBL®.

Caldo Brucella (CB) BBL®.

Caldo Todd Hewitt (CTH) BBL®.

Caldo Soya Tripticaseina (CST) BBL®.

PBS

Sangre de Gallus gallus

Sangre de lguana iguana

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

Agar blando (CST y Agar Bacterioldgico marca BBL®)

Medio especial (5% bactopeptona y 1.5 % de agar bacteriol6gico)
Material no bioldgico.

Autoclave Kitlab®

Estufa bacteriolégica BG®

Fotocolorimetro Klett Summerson®

Congelador General Electric®

Tubos Eppendorf de 5ml

Centrifuga Eppendorf centrifuge 5403 ®

Matraz nefelométrico

Microplaca de fondo en U.

Cajas de Petri.
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METODOLOGIA DE INVESTIGACION.

Las cepas de Bacillus cereus RCC7, RCC8, RCC9, fueron obtenidas del cepario de la
UIMSA aisladas de heces y cavidad oral de aves, estas cepas se encontraban en viales de
medio especial de mantenimiento, fueron resembradas en medio solido AST preparado de
acuerdo a las especificaciones del fabricante, (por asada); a estas cepas se les determind la
pureza y las caracteristicas bioquimicas por medio de pruebas primarias y secundarias (Cofas,
2011).

Estas cepas fueron sembradas en agar sangre de reptil, el cual fue preparado con AST,
posteriormente se agrego sangre a razon del 2.5%. Una vez solidificado éste, se sembraron las
cepas RCC7, RCC8 y RCC9 de Bacillus cereus en linea sobre el agar y se incubé a 37° C
durante 18 horas y posteriormente se evalué la hemdlisis de acuerdo a Brown (Garcia y
Zamudio., 1998).

El CST se prepard, de acuerdo a las especificaciones del fabricante, una asada de la
cepa RCC7 de Bacillus cereus fue colocada en un tubo de ensaye que contenia 3 ml del CST,
se incubo en una estufa bacteriologica por 24 h a 37 °C. Transcurrido el tiempo, los 3 ml
fueron colocados en 47 ml de CST en un matraz nefelométrico, éste se incub6 a 37 °C, cada
hora se tomo lectura de la turbidez utilizando un fotocolorimetro, utilizando un filtro nimero
54 color verde, con un espectro aproximado de 500-570 nm esta lectura se tomé hasta que los
valores se repetian, a los mismos tiempos se tomaron 3 ml de este cultivo, estos fueron
colocados en tubos de ensaye y puestos en un congelador a -22 °C.

El procedimiento anterior se repitié con las cepas RCC8 y RCC9.

Se descongelaron los 3 ml de las cepas de Bacillus cereus y se realizaron diluciones
(10, 103, 10, 107), posteriormente 0.1 ml de cada dilucién fue colocado en 3 ml de agar
blando que fue preparado con CST y agar bacteriologico al 0.75%, el volumen final fue
agitado en Vortex y vaciado en una caja de Petri que contenia agar blando, esta fue incubada a
37 °C por 24 horas, transcurrido el tiempo se realiz6 el conteo de colonias. Con los resultados
obtenidos se realizaron graficos y se calculd la tasa de crecimiento d/Ut, numero de divisiones
logR; - logR1/log , y tiempo de generacion 1 ut/d.

Una vez seleccionada la cepa con mayor nimero de divisiones, mayor tasa de
crecimiento y menor tiempo de generacion. Se realizd una cinética de crecimiento con

diferentes medios de cultivo, una asada de la cepa seleccionada de Bacillus cereus fue
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colocada en un tubo de ensaye que contenia 3 ml del medio, se incubd por 24 h a 37 °C, los 3
ml fueron colocados en 47 ml del mismo medio en un matraz nefelométrico, éste se incubd a
37 °C y cada hora se tomaron lecturas de la turbidez utilizando un fotocolorimetro Klett esta
lectura se tomo hasta que ya no hubo variacion entre 2 valores, a los mismos tiempos se
tomaron 3 ml, fueron centrifugados a 3,000 rpm durante 10 minutos y se separd el
sobrenadante del sedimento de acuerdo a Cofas (2011); éste sobrenadante fue colocado en
tubos conicos de polietileno de 2 ml y puestos en un congelador a -22 @ C.

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

Debido a que es més facil obtener sangre de ave se decidié primero trabajar con ella
para estandarizar las técnicas y despues compararla con la sangre de lguana iguana para
posteriormente llevar a cabo el presente experimento.

En el laboratorio DIVET® se realizé la toma de muestras sanguineas de Gallus gallus
que eran remitidas para algun diagnostico, se obtuvieron 0.5 ml de sangre completa de la vena
radial utilizando heparina como anticoagulante a razén de 25 Ul/ml de sangre en una jeringa
insulinica.

En una microplaca de 96 pozos con fondo en U se colocaron 100 ul de PBS en cada
pozo y posteriormente 100 pl del sobrenadante de cultivo de Bacillus cereus previamente
centrifugado (CST, CTH, CB, CN) en el primer pozo y se realizaron diluciones dobles
seriadas, agregandose 100 ul a cada pozo de una solucion de sangre al 2% de acuerdo con
Fagerlund et al., (2008). Esta placa se incubd por 2 horas a 37 © C y se realizé una lectura
visual de la placa cada hora, tomando en cuenta Unicamente las diluciones donde habia
hemdlisis total.

Una vez determinado el mejor sustrato, a los sobrenadantes se les determiné la cantidad
de proteinas totales por el método de Bradford (Bradford et al., 1976).

En el laboratorio DIVET® se realiz6 la toma de muestras sanguineas de reptiles (Iguana
iguana) que eran remitidos para algun diagndstico y se obtuvieron 0.4 ml de sangre completa
de la vena yugular, utilizando heparina como anticoagulante a razon de 25 Ul/ml de sangre en
una jeringa insulinica.

En una microplaca de 96 pozos con fondo en U se colocaron 100 pl de PBS en cada
pozo y posteriormente 100 pl del sobrenadante de cultivo de Bacillus cereus centrifugado

previamente al primer pozo y se realizaron diluciones dobles seriadas, agregandose 100 pl a
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cada pozo de una solucion de sangre al 2% de acuerdo con Fagerlund et al., (2008). Esta placa
se incubd por 2 horas a 37 ° C y se realiz6 una lectura visual de la placa cada hora, tomando en
cuenta unicamente las diluciones donde habia hemolisis total, paralelamente se tomaron 20 pl
del sedimento con los cuales se realizaron frotis que se tifieron con la técnica de Wright de
acuerdo con Corrons (2006). Se observaron al microscopio y se evalto la proporcion de
glébulos rojos, globulos blancos, el efecto sobre las células y la cantidad de cada leucocito.

De cada experimento se realizaron 3 repeticiones y posteriormente se calculé un

promedio y se realizo estadistica descriptiva.
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8. RESULTADOS

La evaluacion de la B hemolisis sobre agar sangre se observo una zona clara incolora
alrededor de la linea de crecimiento de las cepas RCC7, RCC8, RCC9 que de acuerdo a la
clasificacion de Brown (Garcia y Zamudio 1998 ) correspondia a una 3 hemolisis sobre agar
sangre de Iguana iguana.

En la cinética de crecimiento se observé que la cepa RCC7 de Bacillus cereus alcanzé
la fase estacionaria a las 5 horas de incubacion, la cepa RCC8 de Bacillus cereus alcanzo la
fase estacionaria a las 8 horas de incubacién, mientras que la cepa RCC9 de Bacillus cereus
alcanz¢ la fase estacionaria a las 9 horas de incubacion (Figura 4).

En las curvas de crecimiento de las cepas RCC7, RCC8, RCC9 de Bacillus cereus se
observa que hay una mayor cantidad de colonias viables de la cepa RCC9, mientras que en las
cepas RCC7 y RCC8 la cantidad de colonias viables fue muy similar entre ellas (Figura 2)

Los resultados del crecimiento de las cepas se graficaron como cinética de crecimiento,
asi mismo se realizaron los célculos de crecimiento para cada cepa, Figura 5.

En el medio CTH y CB la cepa RCC7 presentd 2 fases estacionarias, la primera fase
estacionaria se observo a la hora 1 de incubacion, mientras que la segunda fase estacionaria se
presentd a las 5 horas de incubacion, en CN y CST la cepa RCC7 de Bacillus cereus solo
presentd una fase estacionaria. (Figura 6)

La cantidad de hemolisis, medida como unidades hemoliticas sobre sangre de Gallus
gallus y sangre de lguana iguana se muestran en el Cuadro 2.

La actividad litica de los sobrenadantes de la cepa RCC7 de Bacillus cereus crecida en
CTH se observan en la Fig. 4.

Para la actividad especifica del sobrenadante sobre sangre de Gallus gallus se observa
que fue mayor a las 6 horas de incubacién, mientras que en sangre de Iguana iguana la mayor
actividad especifica fue a las 5 horas (Cuadro 3, Fig. 5, Fig. 5)

La identificacion de las células sanguineas de Iguana iguana se realizo comparando las
fotografias mostradas por Campbell (2007), en los glébulos rojos se observd que la mayor
parte de alteraciones fueron en la membrana citoplasmatica, nucleos agrandados, sin embargo
casi no se observaron nucleos sueltos, disminucion del color de la cromatina, mientras que los
leucocitos hubo disminucion en la cantidad de células, alguno leucocitos eran dificiles de

distinguir ya que estaban deformados como se muestra en la figura 10, Unicamente se
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muestran las fotografias de aquellas diluciones donde se observaron diferencias importantes
(Figura. 10, 11, Cuadro 4 y 5).
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Figura 4.
Curva de crecimiento de las cepas RCC7, RCC8, RCC9 de Bacillus cereus en CST.
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UK Unidades Klett, h Hora, CST Caldo Soya Tripticaseina. F. E. Fase estacionaria.
Se utilizé un aparato Klett summerson utilizando un filtro verde (500-570 nm) midiendo la turbidez en UK a diferentes

tiempos. Empleando un preinoculo de Bacillus cereus cepa RCC7 en Caldo Soya Tripticaseina.
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Figura 5.
Curva de crecimiento de la cepa RCC7, RCC8, RCC9 de Bacillus cereus sobre CST.
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Se realiz6 el conteo de UFC/ ml por el método de vaciado en placa.
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Cuadro 1.
Algunas caracteristicas de crecimiento sobre CST de Bacillus cereus de las cepas RCC7,
RCC8y RCCO.

Cepas de Bacillus cereus
RCC7 RCC8 RCC9
N° de divisiones 15.43 12.32 6.47
Tasa de crecimiento * 3.85 2.46 1.07
Tiempo de generacion * 15.55 24.34 55.6

* Generaciones por hora.
+ Minutos por generacion.

Los célculos se realizaron: el N ° de divisiones log R, — log R; , la tasa de crecimiento d y el tiempo de generacién 1 ut/d.
log » Ut

Figura 6.

Cinética de crecimiento de las cepas RCC7 de Bacillus cereus en diferentes

medios liquidos.
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Tripticaseina.

Se utiliz6 un aparato Klett Summerson utilizando un filtro verde (500-570 nm) midiendo la turbidez en UK a diferentes
tiempos, utilizando diferentes medios liquidos. Empleando un preinoculo de Bacillus cereus cepa RCC7 utilizando el
mismo medio.
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Cuadro 2
Hemolisis sobre sangre de Iguana iguana y Gallus gallus a las 2 horas de incubacion de la

cepa RCC7 de Bacillus cereus.

Tiempo de Hemodlisis sobre sangre de Gallus Slgr?mél(ijsisl sobre
gre de Iguana

crecimiento. gallus UH/ml. iguana UH/ml.

(h) 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

CB = Caldo Brucella

CST = Caldo Soya Tripticaseina

CN = Caldo Nutritivo

CTH = Caldo Todd Hewitt

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

de cepa RCC7 de Bacillus cereus crecida en CTH.
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Figura 7.
Fotografia de la microplaca de los sobrenadantes de la cepa RCC7 de Bacillus cereus crecida

en Caldo Todd Hewitt en sangre completa de Iguana iguana.
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La lisis se observo en una placa de fondo en U a las 2 horas de incubacién con los sobrenadantes de las cepas RCC7 de Bacillus cereus

crecida en CTH sobre sangre de Iguana iguana al 2 %.
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Cuadro 3.
Actividad especifica del sobrenadante de Bacillus cereus crecido en medio de Todd Hewitt

sobre diferentes sustratos.

. UH/100 ul | UH/100 pl en | Actividad Actividad
Tiempo de . especifica en o
crecimiento Proteina | en sangre sangre de sanare de especifica en

pg/ml | de Gallus Iguana 9 sangre de Iguana
(h) . Gallus gallus :
gallus.. iguana (L) iguana (ug).

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

La Actividad especifica se calculo: UH/100 pg Proteina.

Figura 8.
Curva de crecimiento y produccion de hemolisina de Bacillus cereus de la cepa RCC7 sobre

sangre de Gallus gallus al 2 %.
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Actividad especifica y densidad 6ptica sobre sangre de Gallus gallus.
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Curva de crecimiento y produccion de hemolisina de Bacillus cereus de la cepa RCC7 sobre

sangre de Iguana iguana al 2 %.

Figura 9.
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Actividad especifica y densidad 6ptica sobre sangre de Iguana iguana.

Cuadro 4

Efectos de los sobrenadantes sobre glébulos rojos de Iguana iguana.

Tiempo de UH/100 pl en . .
o Globulos rojos por .
crecimiento. | sangre de Iguana Observaciones
. campo (40 x)
(h) iguana
5 4 8 MCA
6 2 9 MCA.

MCA = Membrana citoplasmatica amorfa

Se realizaron frotis de las diluciones, se tifieron con Wright, se observaron al microscopio.
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Cuadro 5.
Efectos de los sobrenadantes sobre glébulos blancos de Iguana iguana.

Tiempo de UH/100 pl en Total de
crecimiento | sangre de Iguana | Basofilos | Heterofilos | Linfocitos | Monocitos | globulos
(h) iguana blancos
5 4 1 2 3 0 6
6 2 1 0 4 0 5

Se realizaron frotis de las diluciones, se tifieron con Wright, se observaron al microscopio, y se calculo el nimero de glébulos blancos en base
al porcentaje.

Figura 10.
Morfologia de las células observadas en los frotis sanguineos de la dilucion 1:4 sobre sangre

de Iguana iguana al 2% a las 2 horas de incubacion.
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Figura 11.
Morfologia de las células observadas en los frotis sanguineos de la dilucién 1:2 sobre sangre

de lguana iguana al 2% a las 2 horas de incubacién.
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9. DISCUSION

Como se observa en la Figura 4; las 3 cepas de Bacillus cereus tuvieron cinéticas de
crecimiento diferentes, esto se debe a que de acuerdo con Kramer et al., (1982) hay diferentes
variedades de Bacillus cereus y cada variedad tiene diferentes requerimientos, para su
crecimiento, por lo tanto tienen diferentes numeros de divisiones, tasas de crecimiento y
diferente tiempo de generacién, asi por ejemplo la cepa RCC?7 al alcanzar la fase estacionaria
primero que las cepas RCC8 y RCC9 de Bacillus cereus tiene mayor numero de divisiones,
por tanto la tasa de crecimiento es superior y el tiempo de generacion es mas corto en
comparacion con las otras cepas (Cuadro 1).

La cinética de crecimiento de Bacillus cereus de la cepa RCC7, tuvo un
comportamiento diferente en diferentes medios de cultivo evaluados, se observd un
comportamiento digauxico en CTH y CB dicho efecto se observo posiblemente a la presencia
de los bacteriéfagos, se han reportado hasta 12 diferentes fagos, 10 de estos son Myoviridae y
2 Sapoviridaes (Ahmed et al., 1995). Al respecto, una bacteria cuando es lisogénica por un
bacteriofago, puede por diversas causas (por ejemplo dafio al DNA) entrar en el ciclo litico y
lisa a la bacteria con la consiguiente disminucion del crecimiento o densidad éptica (Allen et
al., 2008).

Otra posibilidad del comportamiento digauxico es que los medios en los que se presenta
el comportamiento digauxico tengan algin nutriente limitante; por lo que la bacteria detiene su
crecimiento momentaneamente hasta que se adapta al uso de otro requerimiento (Tértora
2007).

Una unidad hemolitica fue definida como la cantidad de proteina que caus6 un 50% de
lisis a los eritrocitos después de una incubacion a 37 °C por 2 horas (Yadav et al., 2008). En
nuestra investigacion una unidad hemolitica para glébulos rojos de Iguana iguana es
representada como la cantidad de hemolisina que causa lisis del 100% total de los eritrocitos
expuestos al sobrenadante de Bacillus cereus cepa RCC7, ya que en esta investigacion en
algunos pozos habia una hemdlisis al 50%. Sin embargo, los frotis de estas diluciones no
presentaban cambios significativos.

La fosfatidilcolina y la esfingomielinasa trabajan por cooperacién y sinergismo para
poder lisar a los eritrocitos y ésta depende de la composicion de los eritrocitos (Douglas et al.,

2000), la esfingomielinasa induce hemolisis en eritrocitos con alta cantidad de esfingomielina
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(Odda et al., 2010), por lo tanto la morfologia de los glébulos rojos nlcleados en las diferentes
especies que los portan tienen la misma estructura. Sin embargo la composicién quimica de su
membrana puede variar y con ello expresa diferentes receptores para la toxina, lo que explica
el diferente efecto en los globulos rojos de ave y reptil producidos por la cepa de Bacillus
cereus RCC7 (Cuadro 2y Figura 7).

Por consiguiente la mayor actividad hemolitica sobre sangre de Iguana iguana y sangre
de Gallus gallus se observa a las 2 horas de incubacion en placa. Sin embargo, en sangre de
Iguana iguana la mayor actividad hemolitica se presentd con los sobrenadantes utilizados en
la fase de crecimiento logaritmica, mientras que para la sangre de Gallus gallus se present6
con los sobrenadantes de la fase estacionaria. La variacion en la actividad hemolitica puede
deberse a las concentraciones variables de colesterol presentes en la sangre, y a la diferente
composicion de la membrana de los eritrocitos (Gradinski-Verbanak et al., 2002) al respecto
Gallus gallus tiene de 125-200 mg de colesterol por cada 100 ml en suero, mientras que en
Iguana iguana es de 110-341 mg de colesterol por cada 100 ml en suero (Campbell y Ellis,
2007) lo que indica que la sangre de Iguana iguana por tener mas colesterol, es posible que la
hemolisina que actla sobre eritrocitos de Iguana iguana es dependiente de la concentracion
del mismo.

La hemolisina que probablemente actud contra eritrocitos de Iguana iguana fue la BL,
ya que de acuerdo con Spira, (1972), ésta se produce en la fase franca de crecimiento
logaritmico; mientras que para los eritrocitos de Gallus gallus la mayor actividad hemolitica
se observd en la fase estacionaria y de acuerdo con Lindback et al., (1999), esta hemolisina no
contribuye significativamente a la actividad hemolitica sobre eritrocitos de ave, en
consecuencia la actividad especifica es diferente para los dos tipos de sangre. En el presente
estudio la citotoxina que probablemente afect6 a los gldbulos rojos de ave es la toxina emética
producida durante la fase estacionaria (Shaheen et al., 2006).

Se obtuvo una mayor concentracion de proteina en el sobrenadante de cultivo de
Bacillus cereus a las 6 horas de incubacion. Sin embargo, esto no fue un indicativo que todas
las proteinas sean hemolisinas.

El sobrenadante de cultivo de la bacteria, produjo una disminucién de los leucocitos
sangre de Iguana iguana en ensayos in vitro, esto probablemente debido a la Cereolisina, ya
que de acuerdo con Drobniewski, (1993) tiene una accion citolitica amplia en condiciones in
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vitro sobre células de mamifero. En condiciones in vivo es hemolitica y con frecuencia tiene

efectos subliticos importantes en leucocitos y en la funcién de macrofagos.
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10. CONCLUSIONES
» Las 3 cepas de Bacillus cereus son variedades diferentes.
» La cepa RCC7 alcanzo la fase estacionaria en menor tiempo, tiene mayor
numero de divisiones, mayor tasa de crecimiento y menor tiempo de generacion.
» La cepa RCC7 tuvo un crecimiento diagauxico en Caldo Todd Hewitt y en
Caldo Brucella.
» La cepa RCC7 mostré la mejor cinética de crecimiento sobre Caldo Todd
Hewiitt.
» La cepa RCC7 produjo 0.6 UH por 100 pg en Caldo Todd Hewitt sobre los
eritrocitos de Gallus gallus.
» La cepa RCC7 produjo 0.08 UH por 100 pg en Caldo Todd Hewitt sobre los
eritrocitos de Iguana iguana.
» EIl sobrenadante hemolitico de la cepa RCC7 tuvo efecto citolitico sobre
leucocitos de Iguana iguana.
» Los eritrocitos de las dos especies son lisados por hemolisinas diferentes,
producidas en fases de crecimiento diferentes de la cepa empleada.
» El sobrenadante de la cepa RCC7 de Bacillus cereus produjo alteraciones en la

membrana citoplasmatica de eritrocitos.
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