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1. INTRODUCCION

Los transtornos gastrointestinales son la causa principal
de morbilidad en gran diversidad de pafses, sobre todo eh aque—

llos gue, como México, se encuentran en vias de desarrollo.

Ta Secretarfia de Salubridad y Asistencia registra a Nivel
Nacional numerosos casos de gastroenteritis cada afio, siendo u-
na de las causas de esta enfermedad las toxiinfecciones de ori-
gen slimenticio debidas a bacterias. La incidencia real}l, sin em
bargo, puede ser mucho mds alta debido a gque muchas personas a-—
fectadas no buscan tratamient9 médico o, si lo hacen, puede pa~
‘recer que presentan transtornos esporéddicos, por lo que no se -
siguen investigaciones detalladas. Aunque la mortalidagd es u--

sualmente baja, los malestares entéricos contribuyen a una con-

siderable morbilidade

Se reconocen tres grupos principales de bacterias produesto
ras de intoxicaciones de origen alimenticio: el primer grupo re

quiere de la mvltiplicacién de los mieroorganismos em el tubo -

[

digestivo del huésped para provocar la infeccién; el segundo
grupo comprende &adquellas bacterias gue producen toxinas en el a
limento antes de ser consumido las cuales son la causa directa

de la enfermedad; por (ltimo, en el tercero se agrupan los mi——
croorganismos cuyo mecanismo de acciédn no es bien conocido, es

decir, no se sabe si actfian por sus toxinas o por su multiplica
cidén en el aparato digestivo. Existe una estrecha relacién enw%-

tre los dos ¥ltimos grunos, ya que ambos necesitan de 1la presen
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cia elevada de microorganismos en el alimento para que Se mani

fieste la enfermedad. Al tercer grupo mertenecen Stregtococcué

faecalis, Streptococcus faecium y Bacillus cereus (1,2),.

Bacillus cereus es una bacteria que es relacionada con in
toxicaciones alimentarias y transtornos gastroinwtestinales des .
de 1950 (3). Hasta la fecha se conocen dos tipos de intoxica--
ciones alimentarias causadas por Bacillusg céreus. El primer
tipo de intoxicacibn, se caracteriza por un perfiodo variable de
1. a 16 hs. entre la ingestibén del alimento y la aparicién de -
los sintomas, produccidn.de diarrea que va desde ligera hasta
profusa, dolores abdominales, nduseas.y, ocasionalmente vémi——
tos. Lios alimentos involucradbs son: earnes, sSopas, verduras,
salsas, postres, pescados, pastas, especias, cereales, hel@=s-

~dos, etc. (3,4,5).

El segundo tipc de intoxicacién tiene un perfodo de incu~
bacién méds corto, de 1 a 5 hs. Los sintomas que se presentan -
son nfuseas y vémitos. A diferencia del primer tipo.de intoxi-

cacidn el dnico alimento involucrado es el arroz (3,4,5).

En los Estados Unidos el nﬁmeroide reportes de intoxica--—-
cidénes alimentarias por Bacillus cereus es muy inferiér a los
detectados en Gran Bretzafia y en el Este de Europa. La escasa -
severidad de los sintomas puede contribuir a explicar el bajo
ntimero de reportes de este tipo de padecimientoé en muchas par

tes del mundo (647).



El objetivo de este trabajo es investigar: (1) que alimen
tos estan involucrados en intoxicaciones causadas por Bacillus
cereus; (2) las condiciones que favorecen -el desarrollo de Ba-

cillus cereud y (3), las caracteristicas de las toxinas produ-

cidas por el microorganismo en los alimentos.

-



2. ANTECEDENTES

En 1950 en Noruega se publica el primer informe completo

sobre intoxicaciones alimentarias asociadas con Bacillus cereus.

En la investigacién de 4 brotes que involucran a 600 personas a
fectadas, se encuentra que el alimento responsable es una salsa-
de vainilla la cual permanece a temperatura ambiente durante we
24 hse. Las muestras de salsa analizadas contienen de 25!106 8 -

110x10° de B. cereus por ml. El perfodo de incubacién en los pa

cientes es 10 a 12 hs., y los sintomas presentados son: délor ab.

dominal, diarrea, mfusea y ocasionalmente vémito (tabla No. 1 )

(4,5).

Entre los brotes comentados por Goepfert y Spira algunos
son mwy importantes (4). Uno de ellos, acontecido en Italia en
1952 se debe al consumo de dopa de pollo que al ser analizada -

contiene 60x109 de B. cereus por g. En 11 brotes citados por --

'Clarenburg Y Kampelmacher en Holanda, los alimentos involucram-—
dos son sopas, papas en puré, carne, arroz y budines con una ==
_concentracién del microorganismo de Sx’lo5 a 2x408 por g. (tabla

No. 1) (71).

Nikodemusz en 1958 describe un brote de intoxicacién (72).
De un total de 175 personas gue consumeﬁ el alimento 65 presen-—
tan los sintomas de intoxicacién mencionados anteriormente, El
glimentq iﬁvolucrado es una sopa de verduras que sirve como me-—
dio para el‘desarrollo del microorsganismo.(tabla No. 1)e. Baci--

llus cereus no se logra aislar de las heces de 1los pacienteses
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En 1962, Nikodemusz rerorta 51 brotes de intoxicacién en Hunwms
gria, de los cuales 35 son atribuidos a B, cereus y afectan a~
proximadamente a 800 personas (73). Los alimentos contaminados
son: salsas, sopa de verdura, carne Yy pastelitos con crema, La
cantidad de B. cereus en los alimentos varfa de 36x406 a 95:407
por ge El 2ndélisis de la muestra fecal revela 1a presencia de -

B, cereus en sélo 4 brotes (tabla No. 1) (4,5).

Los reportes de los investigadores hﬁngaros‘resultan nwy
singulares por la frecuencia con que;;;e pafis aparece afectado
por el microorganismo. Durante el periodo 1960-1966, ge_répdr—
tan 88 brotes (#.4% del total) con 3,560 personas afectadas —-
(11% del total), cifras que ascienden respectivamente a 8.,2% y
15.2% en el lapso de 1960-1968; 3 de cada 5 brotes son causados
por alimentos cédrnicos condimentados. Se especuia que las espe-
-eias utilizadas constituyen la fuente de contaminacién de B, ==
cereus; el microorganisme sobrevive al cocimiento. y despuéds pro
lifera'cuando el alimento se conserva'a temperaturas superiores
a la refrigeracifén, La concentracidén del microorganismo en el &

limento varfa de #5x10° a 9x10° por g. (tabla No. 1) (4). -

En 1968 Nikodemusz califica a B. cereus como el tercer a-
gente causante de intoxicacién alimentaria durante el periodo -

19601966 (74).

A partir de 1971 se conoce otro tipo de intoxicacién ali-
mentaria asociada Unicamente 2l consumo de arroz, La causa de

los incidentes se debe a B. cereus presente en cantidades ele-
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Tabla No. 1 Intoxicaciones alimentariss causadas

por B. cereus. (5).

Ato

(1950)
(1952)
(1957)

(1958)

(1962)

(1966)
(1972)

Pais

Noruega
Italia

Holanda

‘Hungria
Hungria

Hungria
Gran Bretafia

Tipo de alimento

Salia de vainille

Sopa de pollo

Sopas, puré de papa,

carne, arroz y budin
Sopa de verduras
Salsas, sopa de Ver~
duras y pasteles
Carne condimentada
Arroz )

cuenta/ g 6 ml.

25%108- 110x10°
60x10°
5x105- 2x408

No registrado
36x10°-95x107

45x103- 9x108
1x10°8

No. de personas
afectadas
600
No registrado

No registrado

65
800
3560

No registrado




vadas, sin embargo los sintomas no son los tipicos descritos -
anteriormente ya que éstos se caracterizan por vémitos, después

de un periodo corto de incubacién de 1 a 5 hs., ¥y sin didi-rga -

(8.

En Gran Bretafia en 1972 se reporta un brote debido al con-
Bumd de arroz que contiene ehtre 1—4x108 de B. cereus por g. -
En Estados Unidos a partir de 1969 se reportan algunos biotes,
involucrandose en ellos arroz frito, carne y un preparado con
fiutas y verduras como wvehfculo del microorganismo (tabla No. -
1) (a8). '

El ndmero de B. cereus presente en los alimentos involucra
dos en algunos brotes ademis éel caso citado por Hauge, ascien-
de a 1.3x106 por ge. en un postre (budin); 106/3 en una sopa de
pollos; 4x10§ bor Be en sazlchicha; 2.0x106 Por ge en cexrdo a la
~cacerola; 92&103/g‘en crema de vainillaj 10x10° a 1001106/3 en
carne cocida; ﬂos/g en salsa de vﬁinilla; 2.4x106/m1 en leche;
S.Ox103 a 3x108/g en pollo cocido, datos todos ellos recopila--
dos por Gilbert y Taylor entre 1950 ¥y 1974 en diferentes paises
(55.:De ia materia fec2l de los pacientes de estos brotes se re
cuperan cifras muy bajas‘del microorgaﬁismo (a8). ‘

. " ‘

Esta serie de reportes provocen estudios mfs profundos 56-"

bre B, cereus para tratar de exclarecer sus caracteriéticas Yy -

su relacién con-las intoxicaciones alimentarias.

=12



3. CLASIFICACION Y CARACTERTSTICAS GENERALES

DE BACILILUS CEREUS

LY

Las caracteristicas de la familia Bacillaceae, se encuen-—
tran en la parte No. 15 correspondiente a bacilos y cocos, for

" madores de esporas, del Bergey?¥s manual, 8 & ediciédn 1976 (9).
I células en forma de bastén

A. Aexrdbicos o faculﬁativos, usualmente producen catalasa

Género I Bacillus

.

B. Microéer&ffli&bs; no: producen catalasa
' Género II Sporolactobacillus

C. Anaérdbicos
l.~ No reducéﬁ.elfspifato a sulfito
‘ Género IIT Clostridium

2e= Reducen ei sulfato a sulfito
: ' Género IV Desulfotomaculum

_IT células esféricas, en paquete
Género V Sporosaxrcina

Existen 3 clasificaciones del @Género Bacillus en relacién
al tip& de esporae.

&
Grupo I: Bacilos formadores de esporas elipsoidae=-~

les o cilfndricas, las cuales son centra-

les o terminales que no deforman el espo-

~13=



fangio. Esporas con pared delgada. (en
este =rupo ée incluye a B. gercus)e.
Grupo II: Esporas elipsoidales, raramente cilfindri
: cas, centrales o terminales con deforma-
cidén del esporangio, esporas con pared -
_ Sruesde
.. Grupo III:Esporas esféricas, que degorman el espo-

LI rangice

CARACTERISTICAS DE B. CEREUS

B. gereus es un bacildé en forma de cilindro, que mide de

1.0 a 1.2 micras de diéﬁetro por 3.0 @ 540 micras de largo, =—--
Gram positivo, mévil por mediolde flagelos perftricos, forma—-
dor de esporas que miden de 1.0 a 1.5 micras las cuales se dee~’
sarrollan de 48.3 24 hs,, aerébico o anaerébico facultativo. -
E1 microorganismo.se desarrolla en caldo glucosa bajo condicig
nes anaerébias; se desarrolla a un pH de 5.2 y en rangos de —-
temperatura de 10 a 48°C:, con una temperatura éptima de 30°Ce.
También se encucntra ampliamente distribuido en tierra y polvo
¥y debido a ésto es comin en alimentos, provocéndo intoxiéaciGn

(9,10,11).

Las cepas de B. gcereus requieren de uno o varios aminoédci

dos. Las vitaminas no son requeridas.(9). El microerganismo hi
droliza el almidén y la caseina, produce acetil-metil-carbinol
(Voges~Proskauer), reduce los nitratos a nitritos, fermenta -

la glucosa, sacarosa y trehalosa, También se caracteriza como
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no fermentador de la xilosa, lactosa, sorbitol, inositol,.mani
tol, arabinosa, galactoéa, manosa y dulcitols no produce &cido
Vsulfhidrico ni indol, ¥y no se desarrolla en agar con sales de

amonioc como finica fuente de nitrégeno..(48).

B. cereus es resistente a 1la accién de 1a penicilina en -
funcién de su capacidad para generar penicilinasa. Produce tam
bién una fosfolipasa (lecitinasa C), dos hemolisinas ¥yuna to-

xina letal muy activa contra el ratén. (48)e

Una de las caracteristicas biolégicas més importantes de
Be. gereus, es la produccidn de dos enterotoxinas, responsables

de una alta incidencia de intoxicacién alimentaria.(9).

La tabla.No.2 presenta las caracteristicas de 3 especies

de Bacillus: B. anthracis, B. mepaterium y B. cereus (9).

. =15=




Tabla No. 2 Diferenciacién de Bacillus spp. (9)

CARACTERISTICAS Bs. cereus B, anthracis B, megateg
- rium ]

Células alargadas:

ancho micras ) ‘ T 1640142 1.0-1 2 T1e2=1e5
largo micras 3 L 3.5 2.5
Movilidad e d I B = da

S

Formacién de 4cido a partir"_&:e:'

®¥ilosa, arabinosa y manifoi RS : - ’ - a
Reduccién de NO a NOo3 .~ 4+ e a
Reaccién de lecitinasa . _ . + Vo + R

Desarrollo en:

Agar anaerdbico
Resistencia a lisozima al 0.00‘!%
Crecimiento en agar—citrato—sales"

Temperatura de desarrollo, °C

méxima ' v ‘3 S—45
minima : 10-20
Depradacién de tirosina @

* = positivo parz 90-100% de las cepas
- = negativo para 90-100% de las cepas

d = reaccién diferente, positivo para 11-80% de las cepas

Caracteristicas comunes: Gram positivos, catalasa posit:i;;-
-wa, desarrollo en: 7% de Naldl, caldo glucosa y en agar glucosas

hidrélisis de almidén y caseina (9).
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4, IMPORTANCIA DE B. CEREUS EN ALIMENTOS

_‘Uno de los riesgos importantes para la salud del hombre -
es la contaminacién microbiana asociada con los alimentos (19).
B. cereus causa dos distintas formas de intoxicacién alimenta--
ria (4,5,20). Las toxinas producidas por B. cereus en alimentos
son de importancia para la salud pﬁblica; ¥2 que la ineidencia
de intoxicacién alimentaria provocada por este microorganismo -

@s alta (#,5).

Be cereus se encuentra ampliamente distribuido en suelo y
polvo (4,5). Su presencia en 8limentos indica una contaminacién
por suelo a través del aire., En el primer tiﬁo de intoxicacién
causada por B. gcereus una gran'variedad de alimentos son involu
crados, por ejemplos picadillo, sopas, salsas, aves, productos
clrnicos, ver&uras, condimentos, arroz cocinado, postres, ﬁela-
dos, pastas, pescados, cereales, leche fresca, pasteurizada y -
en polvo. La diarrea es el principal sintoma (3,4,5). En el se-
gundo tipo de intoxicacién, el arroz es el dUnico alimento invo-
lucrado. E1 consumo de arroz contaminado con B. gcereus provoca

vémito principalmente (3,4,5).

La figura No. 1 presenta las incidencias de intoxicacién -

alimentaria causadas por B, cereus en distintos paises,

En los pafses Europeos las intoxicaciones alimentarias -
por B. gereus se reportan desde 1950, los diferentes alimentos

que estan involucrados en las intoxicazcionzss alimentarias se -«
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presentan en la tabla No. 2 (S5). Los sfintomas posteriores a la
intoxicacifn #Son: dolor abdorinal, mnédusea y principalmente dia

rrea (3,4,5).

Figura No. 1 Intoxicaciones alimentarias causadas por

B. cereus en diversos paises. (8)

Toxina que provaca diarrea

D' Toxina que provoca vémito

Incidencias

T T T

-
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B. cereus se desarroila frecuentemente en leche pastenri-‘
zade Yy en los alimentos infantiles reconstituidos com leche, -
Estos alimentos son el vehficulo para la transmisién de 185 en-
fermedades diarreicas, 1o cual provoecza un grave probiema para

la salud pliblica,

—18a=



Tabla No.2 Intoxicaciones alimentarias

causadas

por B. cereus. (5)

Pals Tipo de =z2limento cuenta/ g 6 ml.
Noruega salsa de wvainilla 2.5x107—ﬂ.1x108
. (4 brotes)
Dinamarca pudin de gelatina 1.3x1o7
Italia sopa de pollo 6.0x107
Holanda puré de papa, verduras, 5.0x105-2-0x108
carne picada, paté de -- (11 brotes)
hfgado, pudines de sopas
Hungrfa sopa de wverduras no registrada
embutido de salichicha 1x105
pasteles,soras 3.6x104—9.5x108
(35 brotes)
Suecia carne de cerdo 22407
: crema de vainilla 9.2x105
Rumania platillos a base de car—  4.0x10Z1x10°
’ ne de cerde.
Hungria leche, productos cérnicos, no registrada
‘ platillos a bdse de arroz,
picadille, verduras .
U.S.A. productos cérnicos . 71407
U.R.S.S. embutidos, sopa de verdu-— no registrada
ra, carne frita, verdura
frita, sardina .
Canada arroz frito 2.4x107
Inglaterra arroz frito y hervido 3.5x107-2x107
(17 brotes)
Australia arroz frito no registrada

El desarrollo de B. cereus en leche pasteurizada provoca -
un dafio que ocasionalmente se pPresenta, y se conoce como "cor—

-19-



tado de la leche" (21). El1 dafio de la leche debido a B. cereus
se estudia por Galesloot en 1953 (?5). (El investigador véria
las condicioneé de tiempo y temperatura de pasteurizaeién, pro -
vocando una estimulacidén o dafio de las esporas de B, cereus, =
dependiendo de la semveridad del tratamiento (21). La primera -
manifestacidn del dafio, es la formacidn de coajos en la super-
ficie de la leche pasteurizada que se almacena por varios dias
a temperaturas de refrigeracién (21,22). Ia causa del  "cortadg
de la leche” se debe a las esporas desarrolladas que sobrevi-—-

ven al tratamiento de pasteurizacién (21).

- En paises en vias de desarrollo, el consumo de la leche =~
comercial destinada para nifios es motivo de gran controversia

debido a la intoxicacién alimentaria que se provoca por este -
alimento (23). La importancia de conservar la calidad higiéni-
ca de la leche es una necesidad ya que forma parte del suple——
mento en los alimentos infantiles, pero existe poca informacién
en relacidén a la calidad microbiolégica de los alimentos para

nifios, debido a la falta de interés por parte de las autorida-—-

des de Salud Pdblica (23,24),

La alta incidencia de B. cereus en los alimentos para ni-
filos se observa en.la tabla Noe. 3 (24). Los estudios indican -
la falta de precayciones adecuadas durante la produccién y el
procesamiento de la leche bronca, en las subsecuentes manipula-

ciones o en la distrihueién del producto (24).

La presencia de B, cereus en pequefias cantidades en ali--

~20-



mentos deshidratados no constituye problema, debido a la hume-
dad relativa tean baja, que no permite su germinacién (25). Sin
embargo, en el cereal reconstituido con leche estas esporas pg
drfan germinar y en alsgunas horas multipliéarse significativa-

mente provocando una intoxicacidn (25).

Tabla Noe 3 Incidencia de diferentes tipos de microorga-

nismos en alimentos lécteos deshidratados pa-

ra nifios. (23).

No. de Cuenta total. Cuenta de S. Cuenta de B.
muestra de bacterias/g aureus/g cereus/g
1 5.0x103 2.0x103  0.5x103
2 9 .0x10> " 0.7x103 0.2x10>
3 3.0x10° 6.0x103 0.4x10>
4 6.0x10° menos de 1 menos de 1
5 6.0x10>  0.2x103 0.3x10>
6 7 «0x103 0.9x103 - « 0esx103
7 3 .0x103 3.0x10° 0.6x10>
8 8.0x10° 0.2x103 0.2x10>
9 2..0x10> 0.2x10> _2.0x103
10 3.0x103 0.5x10> 0.5x103

X=566.66 S5=554.5
Hasta la fecha no se conoce el nivel de B. cereus que cau
sa intoxicacién en nifios de corta edad (25). Sin embargo Go
epfert, indica 1la posibilidad de que éstos pueden ser mis a-—

fectados que los adultos. Los autores citan dos casos de into-

-



xicacién en los cusles son involucrados tanto nifios como adul-
tos, que consumen el mismo 2limento contaminado con B. cereuss
los adultos sufren sfntomas leves mientras que los nifios- (de S

a 9 afios) requieren hospitalizacidn por tres dfas (25).

El riesgo de intoxicncidn por el alimento destinado & ni-
fios aumenta debido 2 los simuientes factores: _
(1) Alimentos contaminados con B. cereus destinados a ni~
fioB pequefios (6 meses=2 afios).
(2) Utilizacidén de 1la leche contaminada en 1a preparacién
de alimentos.
(3) Mantener el alimento por tiempo prolongado a tempera;j

tura éptimas que favorecen la proliferacién de B. ———

cereus- (25),

A partir de 1971 B, cereus se aisla de platillos a base =
de arroz en sus diferentes formas de prevaracidn frito y hervi
do. E1 principal sintoma de intoxicacidn es el vémito (5,26, -

27)a

La inci&encia de intoxicacién por B. cereus & través de -
alimentos orientales es alta (27,28), En estos alimentos las -
poblaciones de B. cereus varian entre 40“ a 109/g. del alimén;
to mencionado (26,27,28), En cinco brotes reportados por ——-—
Schiemann los tiempos de incubacién en horas son: 725,3.5 a -
4,7y ¥ 7-10 hs., con diarrea en todos los casos, vémito en ==~
cuatro, niuseas en tres, Yy dolor abdominal en cuatro (tabla —
Noe 4)e Los alimentos implicados (comida china) se encuentran
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précticamente libres de coliformes, Clostridium nerfringens,

Y Salmonella 8p.

Tabla Noe.4# Caracteristicas sobresalientes en gcinco

brotes - de intoxicacidn zlimentaria por

B. coreus. u8)

Brote Incubacidn = - Sintomas
(hs.)
1 7.5 " Diarrea y vomito
2 5 . ;- Diarrea, vémito,

néusea y dolor -

xabdominal
3 4 . Vémito y diarrea
4 T Dolor abdominal

'y diarrea
5 7-10 - ° Dolor abdominal,

diarrea y nfusea

Alimento

involucrado

Chop suey
Chop suey de
pollo

" Arroz frito

con carne de

res

Arroz frito

Rollo de hue

"vo (comida —

china)

3310

cereus

DOY Fa

6

1x10%

3x10°

3x10

1.9x10%

Parza reducir la incidencia de intoxicacidn alimentaria -

provocada por B. cereus en arroz es necesario:

a) Conocer el desarrollo y potencial de contaminacidn -

de B.-cereus en arroze.

b) Investicgacidén de B. cereus en los alimentos iuvolu-—-
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crados en las intoxicaciones alimentarias.

Tomando en cuenta las consideraciones antes mencionadas,
el papel del arroz como vehfculo en las intoxicaciones. alimen
tarias causadas por B. cereus tendrf una mayor importanecia pz

la Salud PGblica.(28,29,30).

e



S. INCIDENCTA DE BACTLLUS CEREUS EN ALTIMENTOS

Los andAlisis microbiolégicos realizados en diferentes muég
tras de alimentos presentan una alta incidencia de B. cereus en
ellos. Fjellander y Wimren (13957) examinan 514 muestras de ali-
mentos y encuentran gue 26% de las muestras de carne, 77% de =
las muestras de leche, 517 de frutas, nueces y vegetales estan
contaminadas con B. cereus (76). Bn 1959 los autores reportan -
que 129 de 486 muestras de leche pastempizada, Yy 147 de 167 wme
muestras de ecrema contienen células viables de B. cereus (76).
En Hungria durante el periodo (1960-1966) B. cereus es.la teroe
ra causa de intoxicacién alimentaria, Este orggnismo es respon-
sable de 88 brotes en los cuales 3560 peréonas sufren sintomas

de intoxicacidén (31,53,58).

La presencia de B. cereus en productos ldcticos se confir-
ma por un.estudio llevado a cabo en Rumanfa (1966), en el cual
en 72.4% de la leche bronca fresca, 86.7% de la leche pasteuri-
zada, 7 21 100% de las muestras de leche tomadas directamente
del pasteurizador, se encuentran que contienen B, cereus en can

tidades de 1x10 hasta 1x10“ org./ml, (4,51);

B

El estudio més imnortante acerca de la incidencia de B. ce
reus en z2limentos se lleva a cabo por Nigien en 1962 (76). E1 e
x8men de 3888 muestras confirman que 51.6% de las 1546 muestras
de especias, 43.8% de 1911 muestras de pndin y crema, y 52.2% -
de los 431 productos de carne Yy vegetales, son contaminados con
B. cereus. En la mayoria de los casos la cantidad es de 1%10°
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Kim y Goepfert (1971) identifican a B. cereus en 25.3% de
alimentos deshidratados (12). Akinov (1969) en un estudio rea-—
lizado en Rusia reporta, que en 13.6% de los alimentos enlata—
dos, 7.7% de los productos embutidos, 6.7% de los ingredientes
utilizados en confiterfa, se demuestra la presencia de B. ce=ne .

reus (4,77). .

En Gran Bretafia en 1971 se reportén 34 incidentes de into
xicacién alimentaria causadas por B. cereus. Fl arroz frito es

el vehfculo de contaminacidén (tabla No. 5) (13,31).

Tabla No. 5 Intoxicaciones alimentarias caugadas

por Be. cereus, (5)e

Afio Noe de incidentes Noe de casos .
reportados reportados

1971 . 6 15

1972 5 21

1973 23 79

En Suecia en 1971 después de examinar 3,888 muestras de
alimentos e ingredientes alimenticios Be cereus se 1dent1f1ca
en un 47.8%. La causa mds frecuente de intoxicacién alimenta-

ria es el arroz contaminado con B. cereus (27).

En Estados Unideos durante el periodo 1976-1978, se repore



tan 24 casos de intoxicacidn alimentaria. El1 8.8% de las persg
nas presentan sfntomas de intoxicacién por B. cereus. Se con--

firma que el arroz es el vehiculo de contaminacién.

Chbrpa Y col. reportan un 100% de incidencias de B. cg~——
reus en leche, carne y productos cfrnicos y un 75% de inciden-

cia en productos 14cteos (32).

Gilbert y Taylor (1975) demuestran la presencia de B. ce-
reus en 8.8% de los muestras de arroz frito (78)e

Las incidenciasg. de enfermedades alimenticias en Canada Yy
los Estados Unidos ﬁuestran, que los platillos orientales a ba
se de arroz son el vehfculo de intoxicacién cada afic. De ali--
mentos adquiridos en restaurantes que vpreparan comida china, -
el 15% de 165 muestras de 9 diferentes platillos contienen més
de 100 UFC de B. cereus/g.; de ellos el 71% corresponde al =-
arroz frito (55). En el 25% de diversos alimentos desecados —-—
(papas, ensaladas, almidones, leche, cremas, salsas) Kim y ——-
Goepfert cuentan B. gereus en cantidades variables de 100 a -~
3,000/g.

B. cereus se aisla de pure de jitomate enlatado. La tabla

Noe 6 ilustra los microorganismos ailados de 292 muestras ——-—

33.

Powers realiza un estudio microbioldsico en esvecias pro-

cesadas de 10 plantas procesadoras en Estados Unidos. Después
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de. analizar 110 muestras el 53% de ellas contienen 2. cereus

‘tabla No. 7 (34).

Tabla No.?7 B. cereug en especiss proecesadas, (34)

Especias No. de duenta % de cepa.enterotd-~
nuestras total xicas de B. cereus
Hoja de Laurel 11 50-275 82 (9/11)
Pimienta 18 . 50-3500 96  (2u/25)
Chile en Polvo 16 50=-500 100 Ca/u)
Canela 16 50-8500 83 (24/29)
Ajo en polvo 17 50=-1000 100 {(11/11)
Mostaza en polvo 14 <~ 100 100 (1/1)
Orégano 18 50-3800 83 (15/18):
Total 110 50-8500 84 (88/99)

En 1982 Baxter analiza 24 muestras de especias y aditives
para alimentos. Las muestras presentan contaminaciédn por vae—-—
rias espaecies de Bacillus, principalmente B, cereus (tabla -=

No. 8 )a

Existen numerosos microorganismos patégenos que son aisla
dos de las ostras. Normalmente el anfilisis microbiolégico de -
las ostras no incluye el aislamiento e identificacidn de Be —

cereus., En 1978 se reporta una intoxicacién causada por B. ce~-

reus, a travds de ostras (35). El estudio realizado demuestra

la presencia de B. cereus en cantidades de 100-500 org./g. de

alimento (tabla No. 9 ) (35).
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Tabla Noa 8 Especies de Bacillus aislados de
diferentes muestrase (34)
Muestra B. sub B. ce B. liche B. poly B. an~- B, coa-
tilis reus niformis myxa thracis gulans-
Soya 1
Mejorana 1
Cebolla
en polvo 1
Pimienta 1.
.Pimenton 1
Pimento Lo '
Total 1 .6 1 1 1

Pabla No. 9

Resultados de anélisis microbiolégicos

N de ostras, procedentes de distintas re
giones de Australiz. (35)

Cuenta No. de org./g. de ostra

total E. coli Salmonella B. cereus C, perfringens
1.7x10% 4.3 =) 475 30

1.3x10% 46,0 - © 490 15

6.5x10%  0.91 =) 190 7

1.0x10  0.36 =) 250 1s

9.0x10>  0.91 (=) 87 5

3.0x10%  0.36 =) 450 7

o




Blakey y Priest demuestran la presencia de B. cereus en
variedad de legzuminosas y cereales (36). En SE€F de las mueSies-
tras analizadas, B. cereus se aisla en cantidades de 102-6x10*

org./gf (tabla No, 10) (36).

Tabla Noe 10 Incidencia de B. cereus en alimentos. (36)e.

Producto org./f. de
alimento

Lenteja roja 1x10°- &,5x10*

Lenteja dorada 2x102

Chicharo amarillo - 2x102, 3;102

Chfcharo verde 3x10°

Fr?jol negro 6x404

Frijol - 4x103, s5x103

Frijol de Soya 1x102, 2x10°

Caldo escocés 2x102

" Arroz 1x102- 3x10°

Cebada : 5x102, 2x10%*

Harina - 1x10%- ex10*

La incidencia de Bacillus spp. en pasta, harina de trigo.
Y trigo se presenta en la tabla Noe 14.,. B. cereus se identi

fica en 30% de las muestras examinadas (37).

Después de analizar 133 muestras, de postre a base de nati

1la, se demuestra la presencia de S. aureus, E. coli.y Strepto-
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coccug faecalis en cantidades limitadas, sin embargo B. cereus

se encuentra en cantidades considerables (tabla No.12 ¥ .(31).

Tabla No. 11 Bacillus gpp aislado de pasta refrige--

rada, harina de trigo y trigo.(37)

Bacillus muestras Total
Spp pasta refri- Harina de Trigo
gerada Trigo
B. brevis 2 1 3
B,..cereus 17 2 3 22
- B, circulan 6 6
B. licheniformis 2 1 1 4
B. megaterium 1 1
B. pumilis 10 11 21
B, subtilis 24 10 34
Tabla Ro. 12 Microorganismos aislados de postre
' a base de natilia. (31)
Miceroorganismo Proporcién de muestras Incidencia
con cuenta meyor de 10° (®)
B. cereus 29/133 21.8
E. coli ?2/133 . 5.3
S. aureus 4./133 + 3.0
S. faecalis 1/133 0.75

e
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5.1 Aiglamiento e identificacidn de Bacillus cereus

en alimentos

Existen varios métodos para la identificacién y enumera—-
cién de B. cereus en alimentos. Estos procedimientos répidos y
sencillos aprovechan dos caracteristicas importantes del mi-—-—
croorganismo: 1) B. cereus produce en los medios de cultivo —-
con yema de huevo una enzima que propdrciona turbidez alrede——
dor de la colonia, Esta enzimz se denomina factor de yema de -
huevo, lecitinasa o fosfolipasa y 2) Este microorganismo es re

sistente a la polimixina B (10,11).

Los medios recomendados para el aislamiento de B. cexeus
son: Agar sangre, KG (Kim y Goepfert), MYP y PEMBA. las colom-
nias que aparecen en la superficie deben ser confirmadas por -
medio de pruebas biogquimicas como son: la fermentacidn de algu
nos azldcares, licuefacciédn de la gelatina, asf como las prue-——
bas de Voges Proskauer, reduccidn de nitratos, entre otras =—-

(10,12).
AGAR SANGRE

Tas colonias de B. cereus sobre agar sangre son grandes -
de 4 a 7 mm. de didmetro, planas, con una ligera coloracién -
verde después de una incubacidn de 35 a 37°C durante 48 hs. El
microorganismo es usualmente alfa-hemolf{tico, pero algunas ce-
pas producen beta-hemdlisis, En incubacidén anaerdbica las colg
nizas son pequenas, de 2 a 3 mm. de didmetro con borde u orilla
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irregular, rodeadas por una zona de beta-hemélisis. Cuando B.,
cereus se encuentra en el alimento en pequefias cantidades se -~
utilizz la técnica de preenriquecimiento en el caldo nutriti--
vo, incubado a 37°C durante 18 hs. con posterior sdbcultivo en

agar sangre (13,14).

AGAR IYP

Este medio contiene manitol, yema de huevo y rojo de fe<-
nol. Donovan recurre a la incorvoracién de la yema de huevo co
mo medio diferencial, Mossel y col. adicionan manitol con el -
fin de introducir otro compuesto diferencial y excluir los ba-
cilos Gram positivos fermentadores, como B. megaterium. B. ce-~
reus no fermenta el manitol por lo que no produce Ecido,*y por
ello, no muestra zonas rojas alrededor de las colonias produci
das en 2ste medio. Las zonas de precipitacién de yema de huevo
son grardes. Las colonias de B. cereus no son rizoides. El ro-
jo de fenol se incorpora al medio tnicamente para facilitar Ja
observacién de la zona de turbidez en el medio con yema de hue
vo. Este medio no es adecuado parz detectar B. gereus cuando -

se encuentra en pequefias cantidades en los alimentos (14,15, -

17). .
AGAR KG Kim- Goepfert %

Kim y Goepfert elaboram:otro tipo de medio de cultivo ——-—
también con yema de huevo que favorece la esporulacién en un -

periodo de incubacién de 24 hs. Las colonias de B. gereus en -
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agar KG son rizoides, mayores de 1 cme de difmetro, y la preci
pitacién de la yema de huevo es mucho mids débil que en otros =-

mediose (12,14).

En la técnica para el recuento de B. cereus en los alimen
tos, los medios de MYP y KG pueden ser empleados con éxito. Am
bos se inoculan por superficie a partir de las diluciones del
alimento, y a partir de las colonias desarrolladas es necesf--—
ria une confirmacién con pruebas bieqdfmicas (tabla No.13 ).
Ningﬁno de estos medios es téxico contra las formas vegetati--
vas del bacilo dafiados por el calor, a condicién de que el pH
de aquéllos se encuentre por encima de 6.3 y por debajo de —-—
7 e3e.Al comparar la eficiencié de los medios de MYP, KG y gelo
sa sangre, Schiemann concluye que ninguno ofrece Sobre los de-~
més ventajas en la identificacién de las colonias; en los tres
desarrollan una variedad de microorganismos que pueden asociar
se a B. gerczus en los alimentos, y en comsecuencia siempre es
necesario en cualquier caso purificar cada colonia antes de es

tudiarla en su comportamiento bicquinico. (48,40,50).

Para el recnento del microorganismo a partir de la mateiw
ria fecal se utiliza con éxito la inoculaciédn en superficie de
placas de gelosa sangre, Tratédndose de casos humanos dentro de
un brote, el desarrollo de las colonias caracteristicas de B.

cereus (hemoliticas, secas, planas y borde irregular o rizoiw

de) constituye un hallazgo presuntivo muy interesante el cual,
ﬁésde luego, debe -ser confirmado. También Gilbexrt y Taylor en
Inglaterra, afirman que el empleo de gelosa sangre de caballo
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incubada aerSbicamente a 35-37°C durante 48 hs. es adecuado pa

ra el recuento de B. gcereus a partir de muestras de materia fe

cal y de alimentos muy contaminadose. Cifras por encima de ===
100,000/g. en el alimento sospechoso sugieren un diagnéstico -

por B. cereus en el brote-(48).
AGAR PEMBA

El medio PEMBA contiene, polimixina, piruvato, yema de -
huevo, manitol, azul de bromotimole. ILa polimixina es un anti--
biotico especifico contra bacterias Gram negativas. las colo--

nias de B. cereus en el medio mencionado son filamentosas has-

ta ligeramente rizoides, de 2 a 5 mm. de didmetro de color 8=-
zul turqueza a azul con brillo intenso, después de un periodo

de incubacién de 24 hs. a temperatura ambiente. Algunas cepas

desarrollan centros grises. Las zonas de precipitacién de yema
de huevo son grandes (5 mm. alrededor de cada colonia). Este -
medio es suficientemente selectivo para poder detectar peque—
flas cantidades de B. gereus y sus esporas en la presencia de -

grandes cantidades de otros microorganismos (15).

Pruebas bioquimicas utilizadas para la identificacidn de
B. cereuss
- Fermentacién de la glucosza.- Se inocula el microorganig
mo, Se incuba anaerdbicamente durante 24 hs. a 35°C, u-
tilizando el sistema Gas-Pak. Fl vire de color rojo a a
marillo indica la produccidn de &cido 2 partir de la =

glucosa en condiciones anazerébicas (16).
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~ Reduccidén de MNitratos.- Se inocula el nicroorganismo en
caldo nitrato, se incuba dursnte 24 hs. a 35°C. Para ob
servar la presencia de nitrito se adicionan 0425 ml. de
alfa-naftol y 0,25 ml., de 4c. sulfanflico, La aparicién
de color rojo en 10 min. indica la presencia de nitri—
tos (16) e

- Prueba de Voges-Proskauer .— El microorganismo se inocu
l1a en el medio MR«VP se incuba durénte 28 hs. a 35°C. -
Se transfiere 1 ml de cultivo en un tubo, se adicionan
0.2 ml de KOH al 40% y 046.ml de alfa-naftol al 5%; la
aparicién de coloraéién roja indica una prueba positiw— -
va (18) .

- Utilizacién de tirosina.- El microorgenismo se inocula
en la superficie del agar nutritivo con tirosina se .in-—
cuba durante 48 hs. a 35°C., Posteriormente se observa —
el desarrollo sobre la superficie del medio, el cual in
diga la utilizacién de la tirosina, Si loé tubos no pre
sentan crecimiento en la superficie incubar 24 hs. més
y descartar (16). k

- Crecimiento en caldo nutritivo con lisozima., El microor
ganismo se inocula en el medio mencionado se incuba a -
35°C durante 24-48 hs., posteriormente se observa el -—

crecimiento (16).

Ia tabla No. 13 presenta las caracteristicas bioqufmicas

de B. cereuns (18).
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Tabla No. 13 Caracterfsticas biogqufmicas de B. cereus .

PRUEBA RESULTADOS
Indol P -
Voges-Proskauer : +
Utilizacién de citrato +
Reduccién de nitrato +
Ureasa : -
Licuefaccién de gelatina B
Hidrdlisis de caseina B
Hidrélisis de almidén oo +
Desarrollo anaerdbico en 1% de glucosajjz +
Actividad de lecitinasa : e
Movilidad +-
Actividad fermentativa sobre :
carbohidratos: : .
Glucosa S S e
Manitol » e -
Lactosa o -
Glicerina . o - s
Salicina : ‘ v,
Xilosa N -
Arabinosa : ) -

+ = positivo en 80-100% de las cepas probadas
negativo en 80-100% de las cepas probadas
v = reaccidn variable
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6, TOXINAS PRODUCIDAS POR BACILLUS CEREUS

Las intoxicaciomes alimentarias son causadas cominmente -
por la ingestién de productos metab8licos (toxinas) producidas
por algunas bacterias. Los principales microorganismos produce—
tores de toxinas en alimentos son Staphylococcus aureus, Clos-
tridium perfringens, C. botulinum (18). Las toxinas producidas
por B. cereus, adquieren mayor importancia filtimamente, pero -
las investigaciones realizadas aéerca de su comnosicién ¥y meca
nismo de acciédn no son muy definidas afin, por lo tanto existe

gran controversia acerca de su naturaleza (8,18).

B. cereus sintetiza un gran nlimerq de productos metabdli-
cos extraceiulares. Algunos de ellos por ejemplo: La toxina Leg
tal, Hemolisinas, Fosfolipasa C, y mds recientemente dos diSe—
tintas enterotoxinas. ILas enterotoxinas se relacionan con dos
distintos tipos de intoxicaciém alimentaria: La intoxicacién -
con produccidn de diarrea y la intoxicacidn con producciédn de
vémitos (8,38).

. B

Toxicidad

Chu en 1949 encuentra gue los productos extracelulares de
E. cereus presentan actividad lipolftica en emulsién de yema de
huevo, provocan lisis a glébulos rojos, son dermonécréticoscuag'

do se inyectan a ratones (79). El investigador establece la pri

mera evidencia acerca de la naturaleza téxica de B. cereus. Se
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sospecha inicialmente que &stas propiedades son funcidén de un

sélo producto, sin embarso, los resultados de las investigacigo
nes demuestran que la fosfolipasa, la toxina hemolftica y la -
toxina letal son tres distintos productos extracelulares. En -
21 caso de la alfa-toxina de C. perfringens existe una marcada
diferencia, ya que presenta los mismos productos extracelulawm-—

res, pero catalizados por una séla entidad protefica (8,38).
PRODUCTOS EXTRACELULARES:

HEMOLISINARS

B. cereus es capaz de producir dos hemolisinas. Una de --
ellas bien definida con un peso molecular de 55,500 y se deno-
mina cereolisina. I sesunda menos definida, con un peso mole-
cular de 30,000 es mas estable 2 la temperatura., Ambag hemoli-
sinas son sensibles al cloroformo, eter, pHs extremos, tripsi-

na y pronasa. La cereolisina es letal cuando se inyecta a rato

nes (39).

TOYMITA LETAL
Ezepchulkr ¥y ecol. en 1973 logran purificar 1=a toxina letal

de B. cereus con un peso molecular de 50,000-60;000, sensible

a la tripsina, produce vémito en gatos con una désiF de 300 mi
crogramos por Kg. ¥y es letal.para ratones en concentracién de

300 microgramos por ratdn. En 1979 los mismos investipadores -
purifican una serunda toxina l2tal, con un peso molecular de -
10,000 resistente a la tripsina con una MLD5O= 40--50 microgra

mog por ratdén. Una dbésis de 300 microgramos por Kr. produce =—
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una reaccién febril poco severa en gatos (80).

-

FOSFOLIPASAS
Slein y Logan en 1963 encuentran que B. cereus produce -—-—

tres diferentes fosfolipasas, que son metabolitos del desarro-
llo vemgetativo. Sélo la fosfatidil colina (lecitinasa) colin--—
fosfohidrolasa se estudia ampliamente, Los investigadores en-—
cuentran que se trata de una fosfolipasa de tipo C, ya que 1li-
bera fosforilcolina y un diglicerido a partir de un sustratof—
de lecitina (como se observa en la fige No.2 )e En B. cereus
no son encontradas hasta la fecha fosfolipasas de tipo A, B &
D (81).

M811by en 1978 estudis més ampliamente la fosfolipasa de
tipo C y encuentra oue tiene un neso molecular de 23,000 con -
una actividad méxima a un pH de 7.2-7.5. El valor de LD50 dev.

1a fosfolipasa es 1.6-1.7 mg./Kg. (82).

La tabla No. 14 nresenta las caractéristicas de las toxi-

nas producidas por B. gereus (8).

Algunas consideraciones que demuestran que la toxina lee-

tal, la hemolisina y la fosfolipasa son de naturaleza diferen-~

te, se describen a continuacién:

~ Reaccionan en forma diferente cuando se les somete a va

rios tratamientos:
Inhibicién completa de 1la fosfolipasa C por alcoholes de

bajo peso molecular. En tznto, la toxina letal y la hemolisina

O



Figura No. 2 Representa esquemdticamente la formacidn

de_diglicéridos ¥ fosforilcolina como pro

ductos de la interaccibdn enzimdtica entre

12 lecitina y 1s enzima de B. cereus. (18)

CHé—OOCR

¢a -0ocz L .
CH : co ")L'

3 . : H i

Diglicerido

'

. CHj

+ 3
Colina HO - GHé - CH2 - N —'CH3

CH.

,FOSfdyllcoliné,””

3

Eosfolipasa

(Enzima de B. cereus)

-

Fige 2 Productos obtenidos de 1la degraqé¢i6d de la

lecitina en presencia de fosfolipasa Ce.
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Tabla No., 14 Caracteristicas de las toxinas producidess por B. cereus, (8)

Toxina

Toxina Letal (1973)

Toxina Letal (1979)

Cereolisina o Hemp
lisina primaria

Hemolisina secundg

ria
Fosfolipasa C

Toxina que produce
diarrea

Toxina que produce
vémito

Caracteristicas.

Protefna termoldbil, P.M, 57,000, Se inactiva a 60°C por 20 min.
Letal para ratones y conejos. Inyeccidn intravenosa induce vémi-
to en gatos, puede relacionarse con la toxina que produce vémito

P,M, de 100,000. Resistente a la tripsina. Letal para ratones; -
inyeccién en gatos produce poca fiebre pero no vémito. La acumu-—
lacién de flufdo en asas ligadas es negativa, pero altera la per
meabilidad de la piel.

Proteina termolébil, con P.M. 49,000-59,000. PI 6.3=6.7¢ Inacti-
vada por colesterol, Es letal para ratones,

Protefna termolébil, con P.M. 29,000-34,000, PI 4,92. Suscepti-=
ble a pronasa, pepsina.y tripsina. La toxicidad in vivo todavia
no esta establecida,

P.M. 23,000, no es dermonecrética en conejos y no causa permeabi
lidad vascular actividad méxima a un pH 7.2-7.5.

Proteina enterotoxigénica, inestable, P.M. 50,000, PI 4,85, sen=
sible a tripsina y pronasa. Antigénica,.

P.,M. menor de 50,000, enterotoxina estable bajo condiciones de -
126°C por 1.5 hs., pH extremos 8 la tripsina y pepsina. Puede -
ser relacionada con la esporulacién y con productos de 8rroz,




se ven afectadas parcialmente,
Total inactivacidn de la hemolisina y de la toxina letal
por acecidén de la tripsina, a diferencia de la fosfolipasa C.
La fosfolipasa C es relativamente resistente a los efec—
tos de temperatura elevada, A 4500 1la hemolisina es totalmen-
te inactivada.

: — Las actividades de la toxina letal, l1a hemolisina y la
fosfolipasa C aparecen simulténeamente en el medio de crecim-
miento, pero la cinética de sintesis es diferente para cada -
una de ellas. v '

-~ Se demuestra por Cromatograffa en sephadek G-75 que el
peso molecular de la hemolisina, toxina letal y fosfolipasa -

C, decrece en el orden mencionado (8).

_ Estudios realizados por Bonventre y Johnson en 1970 indi
-c&n que la hemolisina y la fosfolipasa no son requeridas para
una respuesta patolégica en varias especiés animales, Los au-
tores las proponen como factores auxiliares de virulencia ==
'(83). Sin embargo se desconoce la contribucién de la toxina -
letal, de 1la hemolis@na ¥y de la fosfolipasa C a la accién le-
tal o a la patogenia de la enfermedad. La induccidén experimen
tal de intoxicacidn de origen alimenticio por B. cereus.en hu
manosy presentan resultados variables adn cugndo gran nimero
de microorganismos son administrados en el alimento a volunta
rios; lo gue indica que las condiciones para la produccién ¥y
estabilidad de los productos extracelulares de B. gcereus son

problemiticos. Estudios experimentales demuestran la produ-—-
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ccién en ciertos niveles de la toxina letal, hemolisina y fos-
folipasa C en diferentes alimentos; pero la estabilidad de es-
tas toxinas ocacionan diferentes respuéstés por los tratamien-
tos dados & los alimentos como son: calentamiento, regrifera—-
cién y congelado, a diferentes tiempos de exposicién destruyen
do parte de su actividad y en algunas ocasiones totalmente ===

(40,56) .

’

6.1 Toxinas producidas por B. cereus en alimentos

Existen otros productos extracelulares producidos por B.
cereus, diferentes a la fosfolipasa C, hemolisina y toxina le-~
tal (8). Estos productos extracelulafes son reconocidos como -
la toxina que causa la diarrea y la toxina que provoca el vémi

to, ¥ son la causa de las intoxicaciones alimentarias (8).

TOXINA QUE PRODUCE DIARREA

La toxina de B. cereus que se aisla de pacientes con dia-
rrea produce diversos efectos biolégicos.talés como :

- Acumulacién de flufdo en asas ligadas en el intestino -
delgado de conejo.

- Reaccién necrética en la piel de cobayos

- Incremento en la permeabilidad vascular

A

Los efectos biolégicos antes mencionados son establecidos
por diversas bacterias patégenas entéricas y confirman la pro-
duccién de cepas enterotoxigénicas (40). Ia tabla Noe 15 pro--—

senta la produccién de los tres efectos bioldmicos de 1la toxi-

.



na de B. cereus y de otras especies de Bacillus (41,42,43),

Tabla Noe. 15 Produccidn de log tres efectos biold-

gicos en cultivos filtrados estériles
8e B. cereus y de otras especies de -
Bacillus. (41,42)

Especie - Produccién Reaccién Permeabili-
# de Acums #  necrftica ¥ dad vaécu—-
de flufdo - positiva lar positiva
. Be cereus 22 .19 24 21 .10
B. thurien- 4 - .1 .. M 11 .5 5.
giensis R S e hEL T
B. subtilis 1 - 0 4 -
B; megate~ 1 o {t
rium. B :
‘B. lickeni- 1 O ca
formis ’

# = No. de cepas examinadas.

Los resultados presentados en la tabla No. 15 demuestran '
la correlacidn entre los tres factores bioldgicos, debido a -
que las cepas de B. cereus que prodﬁcen acumulacidén de fluido
en asas ligadas en el intestino de conejo, también provocan =
una reaccidn necrética positiva en la piel de cobayos y mani-—
fiestan una permeabilidad vascular alterada. Sin embargo has—~
ta que la Purificacidn de la toxina, gue produce diarrea se' —
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realize totalmente, no se puede afirmar que los tres factores
bipl6gicos son producidos por una sola sustancia (la entercto-

xica), o por mds de una (57, 58).

~ Acumulacién de flufdo en asas ligadas en el intestino

de conejo

Ia prueba del asa ligada en el intestino delgado de cone~
joy se utiliza para el estudio de varias bacterias enteropato~
génicag (41). ILa inyeceidn de cultives celulares de bacterias
enteropatogénicas, provoca la dilatacién del asa debido & la -
acumulacién de flufdo. Esta té&cnica se usa para estudiar la —-—
enteropatogenicidad de g. coli, Salmon&lla, Shigella, Pseudomo
nag aeruginosa, Clostridium perfringené ¥ posteriormente Vie-

brio parahaemoliticﬁs ¥ Vibrio alcaligsenes (41).

Spira y Goepfert en 1972 inician investigaciones para eva
luar 1la adaptabilidad de 1a prueba del asa ligada de conefjo pza

ra el estudio de Be. cereus. Encuentran que B. gcereus produce =

acum. de f;uido en el asa ligada de conejo. Los cultivos file—-
trados (son cultives de B. cereusicentrifugados, el sobrenadan
te se esteriliza por medio de un filtro membrana cuyo tamafio

de porb es de 0.2/gm. El filtrado estéril se almacena a una ——
temperatura de 4°¢ Y se usa a 1las 48 hsy)e Los cultivos filtra
dos de varias bacterias patégenas entéricas, son inyectados —-
en forma subcutdnea a los animales en prueba y muestran conte-
ner una sustancia que vproduce la acumulacidn de flufdo en el -

asa ligada de conejo.(42). Spira y Goepfert en 1972 estudian =
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la adaptabilidad de la prueba del asa ligada de conejo, 8i——~
guiendo la técnica utilizada por De y Chatterje, (4953)7(84).

METODO PARA LA DETERMINACION DB ACUM. DE FLUIDO, (41)
Para la prueba se emplean comnejos blancos de raza Nueva -

Zelandia, Se verifica la edad del comejo (conejos de corta ew=
dad deatetados, pesando 800-1500 g). Los conejos se dejan sin
comer durante 4S hs. antes de realizar la prueba y 24 hs. 8ne—-
tes,xno se les proporciona agua, Se liga el fleon de cada cong
”do bajo condiciones de anestecia. Las secciones de f{leon son -
aproximadamente de 10~12 cm. de largo,oseparadas POr uUn esSple-
cio de 2-4 em. de la siguiente asa ligada. E1 ndmero de asas -
ligadas en un mismo énimal es de cinco y no m&s de seis porque
' se pierde la confiabilidad de la prueba, Se inyectan dos ml. -

de in6culo (cultivo de Be cereus) dentro de cada asa. En cada

cdnejo,‘una asa se inyecta con medio estéril como un control.
" Después el intestino se acomoda en la cavidad abdominal Yy la

ineisién es cerrada. Una vez que el conejo se recupera de la

anesteéia, s6lo se le suministra agua. Posteriomente se obser-

va el aumento en volumen del asa en prueba.(41).

Para compensar laé variaciones en laklongitud del asa en
prueba se emplea 1la relacién de acumulacién de flufdo con la -
longitud del asa (V/L). Cuando esta relacién es mayor de 0.3
ée considera como evidencia de que hay acumulacién de flufdo -

neto dentro del asa y se considera como prueba positiva (40).

Para enumerar a B. gereus, el contenido de cada asa se -~
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transfiere a un tubo de pruedba y el volidmen se ajusta a 10 nl.
agregando O.1% de agua peptonada estérile Si el volimen de -

flufdo es mayor de 10 ml no se agrega agua peptonada., La mer--
cla se agita en un mezclador por 1.5 mine La cuenta de c¢élulas
viables en estas muestras se determinan sembrando por duplica-
do en agar nutritivo. La cuenta de esporas se obtiene calentan
do 1las muestré; por 15 min. a 75°C antes de sembrarlas en ~-
agar nutritivo. Ias cajas se incuban a 32° por 24 hs. antes

de enumerar las colonias (#1),
= Reaccién necrdStica en la piel de cobayos

Los cultivos filtrados de B. cereus, cuando se inyectan -
en forma subcutdnea en animales producen una reaccidn necrdti-
ca en la piel de c¢cobayos., Craig en 1965 demuestra gue los cul-

.tivos filtrados de Vibrio cholerae, incrementan la permeabili-
dad capilar en el 4rea donde se aplica la inyeccidén (85). Nii-

lo en 1962, demuestra una actividad similar en extractos de -

células. de Clostridium perfrinsens (42).

METODO PARA LA DETERMINACION DE LA REACCION NECROTICA (42)

La inyeccidn intradermal de 0.05 ml. de cultivo filtrade
estéril del microorganismo provoca como consecuencia una rea~-—
ccién en la piel de cobayos. La reaccidn se caracteriza por un
ébscurecimiento en el lugar de inoculdcién, desarrollada a los
5 min. ¥ 6 hs. mds tarde, dependiendo de la concentracién del
principio activo, se produce una idlcera necrética identificada

por una zona de color verde-gris (de #4-10 mm. de difmetro); ——

A B
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¥ otra.de color rojo obscuro (de 2-7 mm. de didmetro). Las zo-—
nas centrales son rodeadas por inflamacién que en algunos cav—
sos mide hasta 20 mm. de difmetro. & las 24 he., la inflama—--
¢ién desaparece ¥y la zona central es completamente de color —
verde o cubierta por una costra. La reaccidn persiste durznte

? dfas. El1 pelo se inhibe en esta 4rea (42).
= Incremento de la permeabilidad vascular en conejose

METODO PARA DETERMINAR LA PERMEABILIDAD VASCULAR (43)

Para esta prueba se emplean conejos blancos de raza Bueva
Zelandia con un peso de 2 a 3 Kge. Los conejos se rasuran, depi
lan y se marcaén de 25‘é 36 cpadros, La inyeccién intradermal -
de muestras (0,05 ml.) de cultivos filtrados de Be. cereus se -
suministran dentro de cada cuadroe Posteriormente a las. 3 Bse
el colorante azul de Evans se inyecta en la vena de la oredjza -
del conejo, en una ddsis.de 1 mle, por Kge de peso de conejo de
una sol. preparada al 10%¥ de colorante en sol. salina fisioclé-
gicae Los animales se observan 60 mine. después de la adminis-—
tracién del colorante. La piél del conejo cambialligeramente a
un color gris-azule A los 10 min.; las reacciones positivas aw-
. parecen como freas de color azul obscuro alrededor de 1los #i—w
‘tios de inoculacidn. A los 20 min. la coloracién es méxima tan
to en intensidad de color como en extensién y es estable po™ -
1 h. El 4rea de color azul se toma como una indicacién de 1z -
liberacién del colorante dentro del tejido dermal, como rezwl-

+tado de una permeabilidad vascular =zlterada (43).
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En 1975 se logra obtener una enterotoxina altamente puri-
ficada (sin actividad de lecitinasa ni hemolitica) que permite
obtener un antisuero de buen titulo Y con ello .desarrollar una
prueba de hemoaglutinacidn especial para descubrir la toxina -
en medios de cultivo y alimentos.en cantidades de 0.004 meg./
mle (59). Se consifuen buenos rendimientos de esta sustancia,
utilizaeién la técnica de didlisis con celdo cerebro corazén Yy
evaluando su actividad en términos de permeabilidad capilar .

(60). ILa temperatura éptima para la formacidén de la enteroto==—

xina es de 32° (8).

6.2 Carscteristicas de la toxina. gue produce diarrea

La induccidén de acumulacidn de fluido con el asa intesti--
nal de conejo, la reaccidn necrdtica en la piel de cobayo y -
el incremento de la permeabilidad vascuiar en la piel de cone-
jo, son cuestiones afdn debatibles en cuanto a su posible ori--—
gen por una sola sustancia (enterotoxina), o por mds de una. -
Sin embargo en 1972;1975 se determinan algunas caracteristicas

comines de la toxina o toxinas que producen los tres factores

biol6gicos (41,43,44),

1.~ La toxina o toxinas reaccionan en forma similar cuan-—
dd se someten a varios tratamientos:

1.1 Son sensibles a temp. de 56°C por 5 min. Y no se alte
ran cuando se someten a temp. de 45%¢ por 30 min.

1.2 Se precipitan por adicidén de sulfato de amonio entre

40~60% de saturacidn.
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1.3 Se inactivan por tripsina y pronasa

2.- La toxina o toxinas son sintetizadas'simulténeamente

durante la fase de desarrollo exponencial.

. 643 Toxina gque produce vémitos

Melling en 1976 propone la presencia én el arroz de una -
segunda enterotoxina distinta = la que provoca la diarrea (45).

Estsa praposici&n se basa en los estudios sobre la alimentacién
" de monos ¥y la produccidén de acunm. dé fluido en agas ligadas en
el jntestino de conejo, usande cépas de B. gereug aisladas de

diarreas y vémitos (45).

METODO FARA DETERMINAR LA TOXINA QUE PRODUCE VOMITO (#5)

Preparacidén del medio de cultivo: ‘

100 g de arroz de cocina se remojan en 400 ml de 0.95% de
sol, salina y se esteriliia_durante 15 min a 115°C. E1 arroz =

se inocula con 30 ml de cultivo de B. cereus desarrollado pre-

viamente en caldo tripticasa soya por 8 hs., se incuba a 30°C
por 18 a 20 hs. Posteriormente el cultivo de arroz se homogeni
za con'30 ml. de 0.5% de diastasa en buffer acetato pH 5.0 pa-
ra producir el licor el cual se dializa con 10% de carbowax a
4°C por 24 hs. EI concentrado se utiliza para la -alimentacién
en monos en experimentacidn., Los cultivos 1fquidos se desarro
1lan en medios gue coﬁtienen protefna hidrolizada al 3%, amie=
nodcidos y almidén al 5% (el almidén nuede no ser adicionado
'en-élgunos cagos para observar como influye en los animales -

en prueba) (45).
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La produceién de vémito en los monos alimentados con' cul-
tivos de B, cereus se produce dnicamente con 1la cepa 4810 que
originalmente se aisla de un paciente con v6mito. La toxina ==
que provoca el vémito se desarrolla ezclusivamer.nte en un medio

a 'base de arroz (tabla No.16) (45).

Tabla Noe. 16 Produccidén de vémito en monos. despuds

de la administracién oral de cultivos

de Be cereus. (45)

Medio _‘ Monos ‘que vomitaron/ lonos alimentados
de . . Ceglé de B, cereus Medio no ino-
;vCultivo : 4810 4@33 2532B culado con B. cereus
arroz 10/24 O/10 0/8 ) . o/8
J4 P.H.+aa 0/8 O/4 o/n o/4
‘ P.H +am+a o/4 O/% o/4 o/4

P.H. = proteina hidrolizada
aa = saminofcidos
a = almidén

‘La produccién de diarrea en los monos en prueba se provo-
ca principalmente con la c'epa 4133 de B. cereus que se aisla -

previamente de un paciente con diarrea (tabla Noe 17) (45).

Las cepas de B. cereus que provocan diarrea, también pro-
ducen acumulacién de fluido en asas ligadas de conejo (cepa --
4433), Por-el contrario 1a produccién de aecum. de fluido en cs

vas de B. cereus que provocan el vémito (cepa 4810) es minima,
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La produccién de acum. de flufdo en las cepas 4433 y 4810 con-
firma una vez mds que B. cereus estd relacionado con dos dig—-

tintos tipos de intoxicacién alimentaria (tabla No.18 ) (45).

Tabla No. 17 Produccidén de diarrea en monosS 2l1i-

Medio Monos con diarrea/ Monos alimentados
de Cepas de B. cereus Medio no inocu-—
Cultivo 4810 4433 2532B lado con B. cereus
arroz 1/24 /10 0/8 0/8
P.H.+aa o/8 1/4 O/4 o/4
P.H.+aa+a O/4 2/4 0O/4 o/4

P.H. = proteina hidrolizada
aa aminodcidos
almidén

a

Tabla No. 18 Produccidn de acumulacién de flufdo en
asas ligadas del intestinc de conejo -

en dos cepas de B. gereus. (45)

Cepa de No. de Produccidn Acum. de flufdo
B. cereus pruebas (Mo. de asas positivas)
4810 13 - 2
: +
84433 : 15 12 .
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Existen problemas précticos en el desarrollo de otro ti-
po de pruebas para el estudio de las condiciones favorables

de la produccibdn de la toxina causante de vémitos. Hasta ahora

la toxina s8lo Se produce en platillos a base de arroz (8).

Melling y col. en 1978, proponeﬁ que la produccidn de la
toxina puede estar relacionada con la esporulacién (8). Se 1llg
van a cabo dos estudios sobfe el desarrollo y produceién de -

la toxina de 2,-cereﬁé (tabla Ro. 19) (8). -

Pabla No.. 19 Produccién de la toxina de B. cereus

causante de vémito, en relacién a

las células vegetatfﬁas ¥ cuenta de

esporas en cultivos de arroz. (8)

Tiempo Experimento 1 ’ Experimento 2 '

B IOV - ICE RV IV LCE RV
o 6.3 -1 0/3 1.8 -1 -
6 8.2 -1 . 3/3 64 3.3 -

14 8.5 7.8 2/2 7.8 4.5 -

" a8 B.4  B.2 2/2 7.9 6.6 o/u
24 8.6 8. . 3/3 8.1 7.2 o/
30 n 8.0 7.1 1/4
36 n 8.3 74 3/
82 n 8.5 7.8 3/4
ICV = Log. de células vegetativas/ml

ILCE

Log. de esporas/ml
No experimentado

~Sh
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RV = Respuesta de vémito ( No. de monos que
vomitaron / No. de monos alimentados).

En el ppimer experimento, la toxina aparece en la fase de
desarrollo :;ponencialvantes de que la produccién de esporas -~
se determine; en el segundo experimento la toxina no se presen
ta hasta varias horas después de que la fase de desarrollo es-
tacionaria se presenta, y también se produce la esporulacién.
Por los resultados de los dos experimentoé los autores no pue-
den confirmar ni rechazar la relacién que puede existir entre
la produccidén de la toxina de B. gereug causante de vémitos Yy

la esporulaciéﬁ (8,46,61).

Existe la posibilidad de que el factor téxico puede ser -
un producto del rompimiento o desdoblamiento de los componen~—
tes del arroz, llevado a cabo por una accidn bacteriana indefi

nida de B. gereus (46,61).

6,4 Caracteristicas de la toxina gque provoca el vémito

Ia temperatura 6ptima para la prodﬁcci6n de - la toxina de

B. cercus causante de vémito es de 30°C (tabla No. 20) (8).

Ta cuenta de células vegetativas, asf como la cuenta de -
esporas son mayores a temperaturas de 35—4500.,“sin4embargo la

la respueéta al vémito es mayor a 30%.

- La toxina presente en los cultivos de arroz muestra su eg
tabilidad en varias condiciones, los resultados se presentan -
en la.tabla No. 21 (a47).
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Pabla No. 20 Efecto de la temperatura sobre la -
actividad de la toxina de B. cereus

en cultivos de arroz de 24 hs. (8)

Temperatura C&lulas vegetativas Zsporas Respuesta
Sc cuenta/ml . cuenta/ml  al vémito
22 ox10? 1.0x10° 2/4
25 © 5.5x107 2.0x10° 3/4
30 : 340x108 . 1.0x10° 4/4
35 - 9.0x108 " 8.0x107 14
40 3.0x108 5.0x107 1/4
45 : 3.0x108 1.5x107 o/
50 3.0x10% . 8.ox10* o/a

Respuesta al vémitoe No. de monos que presentan vémito/
Nod de monos alimentados

Tabla No. 21 Estabilidad de la toxina produeida por
B. gepeug causante de yémito. (47)

Tratamiento Toxina (actividad)

]

45°C 30 min.
80°C. 10 min.
126°C 90 min.
49c 7 dfas
4°C 2 peses
‘pH= 4 - 2hs.
pH= 11 2hs.
Tripsina
Pepsina

bbbt o+

+

+, no disminuye s\ actividad
NE, No experimentada
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Los resultados indican que la toxina prdducida por B. -

cereus es muy estable adn cuando las condiciones son varia-—-

bles, Por su estabilidad al calor ﬂ26°c durante 90 min. es una
de las enterotoxinas mis estables y de ahf que la produccién -
de intoxiecaciones alimentarias son é través de arroz que es al
macenado inadecuadamente y recalentado sin tener las precausip

nes debidas (47).
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6.5  Acqién de toxinas producidas por B. cereus.

En 1ps aflos 1950'S y 1960'S se trata de establecer y cla-
sificar a B. cereus como un microorganismo capaz de causar dia
rrea a través de intoxicacién alimenfaria (8). La primera indi
cacién clara de la posible existencia de una enterotoxina pro-
ducida por B. cereus, se menciona por Goepfert em 1972 (41), -~
ya‘que logra en el laboratorio la acumulacién de flufdo en a-~
sas ligadas en el intestino de conejo, después da haber inyec

tado a &stos con cultivos de células de B. cereus (8)e

Raynaud y Alouf en 1972 establecen variar criterios para -
~definir que la toxina producida por B. cereus es una exotoxina.
- Se sintetiza por células en desarrolloc zctivo
- No hay aumento apreciable de la toxina Jdurante la fase
egtacionaria.
- Lia concentracién intracelular es muy peczuefia durante'el

desarrollo de las células.

Parece no haber duda de que la patogenicidad de B. cereus
al hombre en el tracto digestivo se identifica zejor con una
intoxicacién que con una infeccién y que la idea de una ente——
rotoxina ligada a las células y liberada por lisis celular es
compatible con ciertos hechos, como son la necesidad de un —--—
gran nimero de células para causar una respuestz clinica, un -~
rédpido establecimiento de la enfermedad, su coxta duracién, la
ausencia de fiebre y el fracaso en el aislamiento dél microor-

ganismo a partir de la materia fecal de los pacientes en algu-—
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nos casos (48).

Los estudios que se realizan hasta la fecha acerca de la
reaccién necrética en 1la piel de cobayos, la reaccién de per—-—
meabilidad vascular y la acumulacién de flufdo en asas ligadas
en el intestino de comejo sdn enfocados para:

- Determinar su relacién con el tipo de intoxicacidén ali-

mentaria que causa diarresa.

= Demostrar su mo identidad con la hemolisina y 1la fosfo-

‘lipaea c

- Su purificacién.

Las razones por las cuales se desconoce el mecanismo de -~

accién de la toxina que produce diarrea son:

- Ia toxina que produce diarrea se produce Jjunto con va-=
rios metabolitos de los cuales no es completamente sepz
rable0

- Su labilidad

- Las dificultades para encontrar las condiciones éptimas

pars le produccién en gran escala (8).
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e
7. EFECTO DE AGENTES FISICOS Y QUIMICOS EN LA
ESPORULACION DE BACILLUS CEREUS

Durante el ciclo de vida de las bacterias formadoras de -
esporas hay dos estadios impdrtantes, esporulacién y germinal-
cién. En la esporulacién las c&lulas bacterianas se encusntran
en un estado latente conocido .como endoespora. Lias endoesporas
son refractiles; rgsistentes a la temperatura y a otros azgene—
tes quimicos. Bajo condiciomes favoraﬁles se altera el estado.-
latente y conduce a la formacién del desarrollo de c¢élulas ve-
getativas, que son gensibles a la temperatura. Este proceso se
'conoce como germinacién de esporas. La gefmiﬁacién se menifieg
ta bor la liberacidn de dcido dipiconilico, incremento en la -
resisteﬁcia a la luz ultravioleta o por disminucién en la.dep
sidad §ptica. la germinacién de las esporas se presenta en-dos
fases. Pérdida de &cido dipiconflico (DPA) y estabilided al ca
lor -de las esporas formadas en la primera fase de germinaci&n.b
Durante l2 segunda fase se presents la sintesis macromolecu—m—

’181‘ (62) - ) ) -

Efecto de la temperatura:

Las esporas son extremadamente resistentes a la temperatyu
ra, Esta resistencia es probablgmente producida por 1=z deshif- :
dratacién del protoplasto durante la formacién de la espora'--A
(63). Cuando las esporas son expuestas a altas temperaturas —-
pierden su caracteristica de estado inactivcryvposteriormente '
germinan, E%Fe tratamiento de activacién por temperaturz, pfo—
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voca marcados cambios en las caracteristicas de las esporas, -—
favoreciendo el inicio de la germinaciéne. Curran y Evans (86)
en 1947 reportan que la activacidn de las esvporas por tempera-—
tura es reversible a su estado inactivo, 51 las esporas son al
macenadas en ausencia de sustancias que inducen la germinacién;
Existen varias hip6tesis que son propuestas para explicar el me
canismo de activacién de las esporas pof temperatura. Algunas -
de estas hip6&tesis relacionan la activacién por témperatura“a -
los cambios en la permeabilidad de lz espora, liberacién de:sug
tancias que inducen la éerminacién, o inactivacién. de alpunas -
sustancias inhibidoras de la germinacién. Keynan y Halvorson .~
(87) proponen que la activacidén de la espora por la temperatura
cambia la estructura terciaiia de algunas macromoléculas, proba
blemente las proteinas de la cubierta de la esporz con enlaces
S-S, responsables de mantener el estado inactive. La estructura
terciaria puede ser responsable del sitio activo euziméticé ne-—
cesarios para la germinacién, facilitendo la permeabilidad de
sustancias estimulantes para la germinaci6ﬁ, o por la libera——"-

cifn de algunas sustancias inhibidoras de la germinacién (64).

La cubierta de la espora consiste principalmente de protei
nas con enlaces S=-S. Maeda y Koga (88), encuentran que las pro=--
tefnas que forman la cubierta de la espora de B. cereus proba=—-.

blemente se desnaturalizan a una temperatura de 56°C (64).

Efecto de Calcio y Acido dipiconflico (Ca-~DPA)

los iones juepan un papel muy importante en la germinf—-——
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cidn de -las esporas. Varios cationes bivalentes, especialmente

.calcio y magnesio, son requeridos para la germinacidn (62). =-
Rode y Foster afirman que existen compuestos secundarios en el
proceso de germinacién como son glucosa, L-alanina e inosina -~
los cuales no provocan la germipacién en la ausencia de iones.
Parece que el Ca se almacena en las esnoras formando un comple
jo con el DPA y durante la germinacién, 1a liberacién en el —-
medio de Ca y DPA demuestra que la concentracién del compleﬁo

Ca-DPA se mantiene durante 1a liberacién (62).

Las esporas de B. cereus contienen considerables concen--—
traciones de iones metflicos y &cido dipiconflico comparados -
con las células vegetativas. FE1 complejo CA-DPA en las esporas
de B. cereus provoca la resistencia de las esporas al calor -

(e2).

Efecto de Agentes Quimicos

Las esporas son aproxs. 10000 veces més resistentes a los
agentes quimicos que las células vegetativas,., El1 mecanismo —-—
puede ser debido a la deshidratacién del protoplasto durante -
la formacién de las esporas o también la resistencia de las eg
poras puede explicarse por la presencia de puentes disulfuro -

en las protefinas de la cubierta de la espora (63).

Waites y Bayliss realizan un estudio acerca de la resis—-—

tencia de las esporas de B. cereus a los agentes qufmicos.
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Los resultados obtenidos incrementan la destruccidén de las es-
poras por los agentes quimicos probablemente por la oxidacién
de los puentes disulfito de las proteinas que se encuentran -

en la corteza de la espora.(63).

El tratamiento de las esporas de B. cereus con urea-mer-—
capto-etanol permiten a .la lisozima inducir .Ia germinacién en
un 99%, debido~a que la proteina que se encuentra en la corte

za de la espora se desnaturaliza (63).

E1l cloro como hipoclorito se usa ampliamente como bacte-
ricida, oxidando las protefnas. El tratamiento de las esporas
con urea-mercapto etanol también incrementa la destruccidn de
las egporas por el cloro. Los resultados demumestran que sin -
el tratamiento con urea-mercapto etanol la corteza de la espg
ra>se‘encuentra intacta y esto permite la resistencia de la -

espora a la lisozima y al cloro (63).

Existen otros agentes'quimicps como son: perdxido de Hi-
drégeno, Hidrdéxido de sodio los cuales son capaces de destruir
la espora alin cuando su corteza esté intacta o reciba algin -

tratamiento e¢on urea-mercapto etanol (63).

En los estados ffsicos del protoplasto de las esporas de
diferentes especies se encuentran diferehcias, 1las cuales se
reflejan en el incremento de la susceptibilidad a8l dafio de =

las esporas especialmente si 1la resistencia se debe a las pro

63—



piedades de la cubierta de las esporas (63).

Efecto del sorbato de potasio

Ias sales de 4cido sérbico y potasio son usados como agen

tes fungicidas en la industria de alimentos (65).

En 1979 se reconoce que las sales de sorbato inhiben el -

botulismo, particularmente en el curado de la carne (65,66)a

Los investigadores Smoot y Pierson encuentran gue el sor-
bato -fle potasio inhibe la germinacién de las esporas de B. ce-

reus T ¥ Ql. botulinum 62 A. E1 mecanismo por medioc del cual -

el sorbato de potasio inhibe la germinacién de las esporasase-

desconoce (65,67).

{

La efectividad del sorbato de potasio disminuye cuando el
pH del medio se incrementa de 5.5 a 647+ E1 so;béto de potasio
inhibe la germinacién de la espora a una concentracién de ——'

3,900 ng/ml a un pH de 5.7.(65,67).

La inhibicién de la germinacién de las esporas de B. ce—-
reus por el sorbato de potasio es reversible cuando las.espo--
ras se resuspenden en un medio de germinacién sin sorbato de -
pdtasio. Estd indica que la inhibicidn por el sorbato de pota=-
sio mo provoca alteracién permanente en la germinacién de las

esporas (65,67),.



.

Efecto del Ac. Etilendiamintetraacético (FDTA)

Las bacterias Gram nemativas son sensibles a EDTA. En par-
ticular las del Género Pseudomonas presentan una alta sensibilj.
dad. Los estﬁdios llevados a cabo sobre el efecto de EDTA en —-
bacterias Gram positivas son muy :educidos. La concentracidn de
%;5 mM de EDTA inhibe la germinacién de las esporas de C. botu-

linum y 50 ppm de EDTA inhibe el desarrollo de Staphylococcus -

aureus en un medio de cultive (89).

El EDTA puede inhibir el desarrolleo bacteriano mediante dos
efectos: Secuestrando cationes esenciales Yy haciendo al alimen-
to nutricionalmente deficiente, o por rﬁptura de la membrana ex
terior-la cual afectar la permeabilidad y estabilidad de 1la cé-

lula.(89).

Los resultados obtenidos del efecto de EDTA sobre el desa-
¥rollo de las esporas de B;.cereus son los siguientes:

a) A una conc. menor de 300 ppm de EDTA, se reduce el desa’
rrollo de B, cereus.

b) A una cone. de 300 a 1000 ppm de EDTA, se inhibe el de-
sarrollo de B. cereus aungue en algunas ocasiones se presenta -
%oéo desérrollo. . .

' a) Colonias pequefias no caracteristicas de Bs cereus Y un

lento desarrollo de las colonias sobre ager en placa, se obser-
va cuando se incrementa la conc. de EDTA en caldo infusién de -
cerebro corazdn,

. d) Cuando la conc. es de 1000 ppm de EDTA no tiene efecto

sobre el norcentaje de germinacidén de las esporas de B. cereus
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e) El desarrcllo de 3. cereus se inhibe & una conce de ~—-
EDTA de 500 ppm y a pH 5 2 9, y a pH 7 se observa la mayor ree-

sigtencia de las esgnoras.
f) La inhibicién de desarrollo de las esporas de B. gereus

por el EDTA es reversible cuando se adiciona al medio de desa—-

rrollo Fe, Zn 7 Ca .(89).

Efecto de Pioxido de Cioro

Los compuestos con cloro (ac. hipoclorito, ac. hipocloro-

so y cloro) son los desinfectantes m&s wtilizados en tratamien~
tos de agua, ¥ btambién son usados cominmente para desinfectar -
los alimentos. El dioxido de clorc (ClO,) es un desinfectante -
igual o m&s efectivo que el cloro.(90). El1 Cl10, se usa en la ~-
Industria alimentaria en aplicaciones como: tratamiento a vege-
tales y agua, inactiva badtez'ias, virus ¥y algas., Ia informacidn

sobre la actividad en las espcoras es limitada (90).

cereus:

Prinecipales efectos de 0102 sobre las esporas de B.
a) Las esporas (de una sola cepa) de B. csrezig- desarrolla~
das en un medio de esporulacidn simple son mds susceptibles al

GZ!.O2 que las esporas desarrollzdas en un medio més complejo
cereus T se incre

b) La inactivacidn de las esporas de B.
menta cuando la conce. d.e'Clo2 se aumenta de 20, 50 ¥y 80 ng -——

0102/1.
a) La inactivacifn de las esporas de B. cereus T con €10,

no fueron afectadas por el pH
d) Cuando la cubierta de la espora de B. cereus se encuen

tra intacta proteje a la espora del efecto de L‘J'.LO2
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e) La eliminacién de la cubierta de la espora no afecta la
viabilidad de 1ls espora pero es &és susceptible a los agentes -

quimicos (peréxide de hipgrdgmeno, hipoclorito, germinacién con ~ R
lisozima, C10,) (90). ’

Efecto del Cloruro de Amonio
Ia aceidn del cloruro de amonio en la germinacidn de lag -~
esporas de B. cerous son presentados a continvacién. .
a) La adicién de cloruro de amonio a una mezcla de germim
nantes (T~alanina e inosina) estimulan la germinacidn de las -

esporas desactivadas de B. cexreus en i

maales proporciones que
cuando se utiliza la activacidn de las de las esporas POr Coe~-
lentamiento sin cloruro de amonio-

b) La D-alanina tiene poro efecto sobre la germinaci&n de
esporas activadas con calor, e inhibe la germinacidn de espofas
inactivadas en la presencia de ¢loruro de amonio

¢c) El cloruro de amonio no reemplaza las necesidades de -
L-alanina o inosina, Los tres compuestos se requieren para una
rfpida germinQéién

‘@) En comparacién de varias cepas de B. gcercus, la estimu

lacién de germinacién por cloruro de amonio se presenta en to-

dos los casos, sin embargo lz mayorfia de las esnoras que se -

aislan del suelo germinan més ripidsmente.que las esporas de =

B. gereus T en ausencia de cloruro de amonio (91).
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8. UTILIZACION DE AGENTES QUIMICOS PARA EL

CONTROL A BACILLUS CEREUS

Los estudios acerca de la utilizacién de agentes qufmicos
para el control de' las células vemetativas de B. cerens son -

muy esgcasos.

Para evalusr 1la seguridad microbiolégica de un alimento -
en particular, es importante conocer el porcentaje de células
inoculadas capaces de iniciar el crecimiento bacteriano en el
alimento (68)--E1 uso de los diferentes métodos de preserva—=-
cidén, permite disminuir la poblacién bacteriana para mantener-
la dentro de ciertos limites estandarizados, para diferentes -
tipos de alimentos y poder considerar los alimentos como Segu-~
ros para el consumo (68). Existen numerosos estudios sobre el
efecto de la temperatura en la disminucién bacteriana., El ca—-—
lentamiento altera la menbrana citoplésmica, se pierden varias
sustancias y se incrementa la sensibilidad a varios inbibido—-
res selectivos como son: cloruro de sodio, polimixina y c0lo-=
rantes como el azul de metileno. Altera tgmbién en alsunos ca-~
sos el RNA ribosomal y el DNA (69). Tos eétudios sobre el efegc
to de la temperatura en B. cereus son limitados. En 1978 Rappa
port y Goepfert realizan un estudio y encuentran que después
de un calentamiento a 47°C durante 5 mine. en buffer pH 6.0 las
células no son susceptibles a sulfato de polimixina B y rojo -
de fenol & concentraciones en las cuales estas sustancias es—-—
tan presentes en los medios usados para enumerar a B. cereus,.
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Efecto de NaCl y pH

La informacién relacionada & efectos de concentracién de
NaCl ¥y pH sobre el desarrollo de B. cereus es limitada. ponl ran
go de pH permitido para el desarroilo de B. cereus es pH 4.9 a

9.3+ En relaciédn con el desarrollo de B. cereus en alimentos -

con diferente acidez el pH varia de 4.5 a 5,15. E1l microorfga—-
nisﬁo se puede desarrollar a una concentracién de NaCl al 7% -
pero ée inhibe a una concentracién de 10% (68). En meneral los
resultados obtenidos pueden ser aesumidos:

a) Los efectos de pH y NaCl sobre el desarrocllo de B. ce-
reus varfan coﬁ la cepa y el medio de cultivo usado.

b) La adicién de NaCl de O~10% al medio de cultivo causa
una reduccidn en el desarrollo de B. cereus.

¢) En el caso cuando-se incrementan las concentraciones -
de NaCl, sé debe utilizar mayor concentracién de indculo de B.
cereus para asegurar su desarrollo. .

‘d) Concentraciones elevadas de NaCl y valores extremos de
pH inhiben el desarrollo dé B. cereus:

e) Aﬁn‘a bajas concentraciones de NaCl el microorgznismo

se inhibe cuzndo los valores de pH son lejanos del 6ptimo.

Efecto de Aw

Las bacterias que provocan intoxicacién en alimentos geneg
ralmente se desarrollan a un rango de- Aw 0.83 a 0.99, E1 valor
de Aw mfnimo permitido para el desarrollo de B. cereus es 0.95

(68).
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Efecto del ac. sérbico

El 4cido sérbico y sus sales son usados comunmente para -—
prevenir la contacinacién en alimentos, Este aditivo inhibe el
desarrollo de hongos y levaduras cuando se usa en bajas concen
traciones y tambidn tiene un efecto antibacteriano, especiale-
mente sobre bacterias como B. gereus y B. subtilig (70). A va-
lores de pH bajos se incrementa la cantidad de feido no diso——
ciado en el medio. EI #cido libre entra en la célula bceteria-
na e inhibe varics sistemas enzimfticos. Il efecto sobre Be =
cereus puede ser obtenido sf el pH del substrato es menor de —
6.3 A este pH; lzs sales de potasio son también hidrolizadas

a &cido libre.

La cantidad de &cido sérbico necesaria para prevenir ei -
desarrollo de B. cereus es entre O.1 a 0.2% a un pH de 5.5 a —

6.3.(68).
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9. COMENTARIOS Y CONCLUSIONES

La experiencia obtenida a 1la fecha en la epidemiologia de
la intoxicacién alimentaria por B, cereus, permite establecer,

algunas conclusiones:

- se requiere la ingestidén de millones de microorganismos

para causar intoxicacidn.

-~ el microorganismo se desarrolla en una gran variedad de
alimentos (los cuales funcionan como vehiculo de 1a bacteria)
especialmente en agquellos que estan en contacto con el polvo o
bien en otros alimentos cocinados o procesados, en los cuales
el tratamiento antibacteriano aplicado (fumigacidn con dxido -
de etilemo o de propileno, o el calor) no es bastante pagg deg
truir al germen presente en los ingredientes utilizados; se im

plica por tanto, una deficiente conservacién del alimento.

- los sintomas del padecitiento suelen ser leves, con ine~

cubacién corta, Yy pronta recuperacién.

"= 21 alimento que contiene elevado nimero de células de B.

cereus no muestra ‘signos de alteracibn. *

La escasa severidad de los sintomas puede contribuir a ex-
plicar el bajo nimero de reportes de este tipo de padecimirntos
en muchas partes del mundo, por lo que la incidencia real del -~
padecimiento es diffcil de precisar, pero son de esperar cifras
altas tomando en cuenta la frecuencia cada vez mayor con la que
se describen los brotes, conforme se tiene m8s conciencia entre

f

los epidemibdlogos. En Hungria por ejemrlo, durante el periodo -
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1968-1969 se presenta como la tercera causa de intoxicacién a=
limentaria. En nuestro pafis la alta endemicidad de las infe-—-
ccioneé entdricas dificulta el estudio del problema, desde el

punto de vista epidemioldgico, pues a las limitaciones de or—-—
den técnico en la notificacién de los casos, en los estudios -
de campo Yy en los recursos de laboratorio, habrd gue edicionar
las dificultades para‘descubrir.casos de una sintomstologfa re
lativamente bhenigna, dentro de una poblacidn gque regularmente-
sufre la invasién y actividad de agentes pztdgenos en su trac-
to dipgestivo, afrontando la situacién (con verdaderas exdg Eig
nes) como algo cotidiano.que no merece mayor atencidn, Coﬁvze-
" npe sin embargo, mantener conciencié del ﬁroblema sobre todo en
el caso de instituciones (guarderias, hospitaleé,ncentros de ~

'trabado) en-donde se atiende 1a ~limentacién de. grupos grandes

de .individuos.

Existen propiedades de las toxinas de B. gereus que limi-

tan el progreso en las investigaciones por lo cual no se defi-
.ne su naturaleza como son:

- la inestabilidad de las toxinas

- su sensibilidad a varias enzimas

- la capacidad de las cepas para perder parcialmente su -

patogenicidad
- ¥ los problemas para separarla de otros metabolitos de

B. cereus con similar peso molecular.

Este trabajo trata de la incidencia de B. éereus en una -

-2



gran cantidad de alimentos y de las toxinss pnroducidas por el
microorganismo. Sin embargo, serfis mny dtil e interesante que
se realizara un estudio mis especifico del comportamiento y -
desarrollo de B. cercus eh una variedad de alimentos bajo va-
rias condiciones como: temperatura, pH y la presencia o ausen
cia de of;os microorsanismos, el desarrollo de un método ade-

. .
cuado para la purificacién de las enterotoxinas y poder cono--

cer mis acerca de su unaturaleza,

Este trabajo cumple con los objetivos anteriormente sefia-
lados en la introducecidén. Dentro de las condiciones favorables

para el desarrollo de B. cereus podemos mencionar:

-~ las malas condicioﬁes de almacenamiento

- el poco cuidado durante el manejo del alimento provoca-
do por la falta de higiene personal

~ la prevaracidn de los alimentos dejandolos expuestos ~-~
varias horas a temp. ambiente con posterior calentamiento a --
éemperatura inadecuada.,

Existe una gran variedad de alimentos que sirven como ve-
hiculo para el desarrollo de B, cereus como son: productos 1éc
teos, jaméneé, frutas, verduras, sopa de pasta, especias procg
sadas (ajo en vpolvo, chile, mostasza, ofégano, pimienta étc.),
prodﬁcéos cérnicos, postres ete. Por (iltimo, B. cereus produce
principalmente dos enterotoxinas relacionadas con los alimen—-

tos, la toxina que provoca diarrea y 1la toxina que provoca el

vémito.
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PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

MEDIO KG

Medio basal:

peptona 0.1%
extracto de levadura
rojo de fenol

agar

pH del medio

0.1%
0.05%
0.0025%
1.8%
6.8

El medioc basal se esteriliza a una temperatura de 121%¢ -

durante 20 min. Se enfrfa a 50°C, se adicionan 100 ml. de emul

sién de yema de huevo concentrado estéril y suficiente sulfato

de polimixina B a una concentracién firal de 10 microg. por ml.

se adicionan a 900 ml del medio basal. El medio se vierte en =~

cajas petri, se deja solidificar. Y puede ser almacenado por -

una ‘semana a 4°C. El almacenamiento prnlongado mo es recomenda

ble (12). .
MEDIO MYP

Agar manitol-yema de ﬁuevo-polimixina

Extracto de carne
peptona
Demanitol -

Nael

RoJo de fenol
Agar )

H,0

140 Be
10,0 Be

1040 ge

10.0 Ze

0.025 g.

15.0 g ’ :

900 ml ajustar el pH a 7.2%¥-0.1"
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Mezclar todos los ingredientes y calentar a disolver, se

dispersa en porciones de 225 ml. en matraces de 500 ml. Se es-
leriliza 15 min. a 121°C. Se deja enfriar a 50°C en agua y se

adicionan 12.5 ml. de emulsién de yema de huevé y'2.5 ml, de -
sol. de polimixina B, a cada 225 ml de medio. Mezclar bien y -~
vaciar en cajas petri., Dejar las placas 24 hs. a temperatura -

ambiente antes de usar (16).

MEDIO PEMBA

Medio basal:

peptona 1.0 g.

D=manitol 10.0 8.

Mgso4'7 HEO Oal &»

Nacl 2.0 B« E
Naeﬂrou 2.5 Be

KH'2P04 0.25. ga

Azul de bromotimol 0.12 g

Agar 18.0 g.

H20 1000 ml.

Se mezclan los ingredientes y se calienta a disolver se -
ajusta a pH 7.4. El1 medio se dispersa en cantidades de 90 mil,
¥y s8e esteriliza a 121°C durante 15 min. (pH final 7.2). Poste=
riormente las sipuientes soluciones estériles se adicionan al

medio basal fundido y enfriado a 48-50°C.

Piruvato de sodio 20% P/V 5 ml

Polimixina 10 microg./ml’
Emulsién de yema de huevo 5 ml

El medio se vierte en cajas petri y se deja por 24 hs, a
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¢ Mezclar todos los ingredientes ¥y calentar a disolver, se
dispersa en porciones de 225 ml, en matraces de 500 ml. Se es-

leriliza 15 min. a 121°C. Se deja enfriar a 50°C en agua ¥y se
- adicionan 12.5 ml. de emulsidén de yema de huev; Y 2.5 mle. de ~
80l. de polimixina B, a cada 225 ml de medio. Mezclar bien y -~

vaciar en cajas petri., Dejar las placas 24 hs., 8 temperatura -
ambiente antes de usar (16).

MEDIQO PEMBA
Medio basal:

peptona 1.0

e

D-manitol 10,0 e

MgSO0, =7 H,0 ‘Ot Re

Nacl 2.0 Ee ;
Naaﬁl’ou 2e5 Se

K32P04 0.25. G

Azul de bromotimol 012 g.

Agar 18.0 g.

H,0 1000 ml.

Se mezclan los ingredientes y se caliéntg 8 disolver se -~
ajusta a pH 7.4. El medio se dispersa en cantidades de 90 mi.
y se esteriliza a 121°C durente 15 min. (pH final 7.2). FPoste~

riormente las siguientes soluciones estériles se adicionan al

medio bagal fundido y enfriado a 48—50°0.

Piruvato de sodio 20% P/V

5 ml
Polimixina 10 microg./ml’
Emulsidén de yema de huevo 5 mi

El medio se vierte en cajas petri ¥y se deja por 24 hs., a
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temperatura ambiente ambiente antes de usar (15).
REACTIVOS

CALDO NITRATO

Extracto de carne Ai 3.0 g;

Peptona " 5.0 g.
xno3 R 1.0 g.
E,0 1000 ml.

Ajustar el pH a 7.0 L 0a1 ¥y vaciar porciones de 5 ml en -
tubos (125X16 mm.). Esterilizar 15 min. a 1121°C.

Reactivos de la prueba para la reduccién de nitritos:

Reactivo A.- Disolver 8 g, de &c, sulfanilico em 4 litro
de 4c. acdtico 5N (2+5)
Reactivo Be.- Disolver 2.5 g de alfa-naftol en 1 litro de

4c, acético 5N

VOGES-PROSKAUER

alfa~naftol 5% .- Disolver 5.0 g. de alfa-naftol en . —=——
) 100 mle. de alcohol.
Hidroxido de potasio.al 40% .~ Disolver 40 ge en KOH en -
100 mle de aguag

AGAR NUTRTTINO CON L~TTROSINA:

Agar nutritivo

Extracto de carme 3.0 g

Peptona 5.0 g.

Agar 15.0 g.
=76



Béo 1000 mla

Calentar a disolver los ingredientes y vaciar en porcio--
nes de 100 ml en frascos, Esterilizar 15 min. a 121°C. Enfriar
a 45°C en un bafio de agua y adicionar 0,5 g. de L-tirosina es-
téril disuelta en 10 ml. de agua en cada 100 ml de medioce Mez-
clar vigorosamente y vaciar asépticamente 3.5 ml. del medio en
tubos (100X13 mm.). Inclinar y enfriar rédpidamente para preve-—
nir la separacién de la tirosina. Para preparar L-tirosina adi
cionar 0.5 g. en 10 ml. de H20 ¥ vaciar en tubos de 150X20 mm.
Egterilizar 15 min. a 121°C (16).

CALDO NUTRITIVO CON LISOZIMA

Extracto de carne 3¢0 Be
Peptona 5.0 g
Héo 1000 ml.

Vaciar en porciones de 99 ml. en botellas ¥ esterilizar -
15 min, a 121°C. pH final 6.8% 0.1. Mezclar 1.0 ml. de 0.1% sQ
lucién de lisozima con 99 ml. de caldo ¥y vaciar asépticamente
2.5 ml de medio en tubos de 100X13 mm, Para hacer la solucién
de lisozima, disolver 0.1.g. de lisozima en 65 ml de HC1l 0.01N
estéril, hervir por 20 min., ¥ diluir 2 100 ml. con HC1 O0.01N
estéril. Al mismo tiempo, disolver 0.1 g. de clorhidrato de 1i

sozima en 100 ml de H,0 ¥ esterilizar en filtro de menbrana —-

con un tamafio de poro de O.45 milimicras (16).
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