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1. INTRODUCCION 

Los transtornos gastrointestinales son la causa principal 

de morbilidad en gran diversidad de países, sobre todo en aque

llos que~ como Mtlixico, se encuentran en vías de desarro
0

llo. 

La Secretaría de Salubridad y Asistencia registra a Nivel 

Nacional numerosos casos de gastroenteritis cada año, siendo u

na de las causas de esta enfermedad las toxiinfecciones de ori

gen alimenticio debidas a bacterias. La inci~eneia rea1 9 sin e!! 

bargo, puede ser mucho más alta debido a que muchas personas a

fectadas no buscan tratamiento médico o, si lo hacen, puede pe

recer que· presentan transtornos esporádicos, por lo- que no se -

s~guen investigaéiones a.etalladas. Aunque la mortalidad es u-

sualmente baja, los malestares entéricos contribuyen a una con

siderable morbilidad. 

Se reconocen tres grupos principales de bacterias product.Q. 

ras de intoxicaciones de origen alimenticio: el primer grupo r.!!_ 

quiere de la mnltiplicaci6n de los microorganismos "en el tubo 

digestivo del huésped para provocar la infección; el segundo -

grupo comprende aquellas bacterias que producen toxinas en el !!. 

limento antes de ser consumido las cuales son la causa directa 

de la enfermedad; por último, en el tercero se agrupan los mi-

eroorganismos cuyo mecanismo de· acción no es bien conocido, es 

decir, no se sabe si actúan por sus toxinas o por su multiplic!!_ 

ción en el aparato di~estivo. Existe una ~strecha re1aci6n en~

tre los dos Últimos grupos, ya que ambos necesitan de la presen. 
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cia elevada de microorganismos en el alimento para que se man~ 

.f'ieste la en.f'ermedad. Al tercer grupo pertenecen Streptococcus 

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

Bacillus cereus es una bacteria que es relacionada con in. 

toxicaciones alimentarias y transtornos gastrointestinales de~ 

de ·1950 (3). Hasta la .f'echa se conocen dos tipos de intoxica-

cienes alimentarias causadas por Baci11us cereus. El primer 

tipo de intoxicaci6n, se caracteriza por un período variable de 

1 a 16 hs. entre la insesti6n del alimento y la aparici6n de 

los síntomas, producción-de diarrea que va desde ligera hasta 

profusa, dolores abdominales, náuseas y, ocasionalmente vÓmi-

tos. Los alimentos involucrados son: carnes, sopas, verduras, 

salsas, postres, pescados, pastas, especias, cereales, hela~~-

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

El segundo tipo de intoxicación tiene .an per!·odo de incu-· 

baci6n más corto, de 1 a 5 hs. Los síntomas que se presentan -

son náuseas y v6mitos. A diferencia del primer tipo.de intoxi

cación el único alimento involucrado es el arroz (3,4,5). 

En los Estados Unidos el número de reportes de intoxica-

ciónes alimentarias por Bacillus cereus es muy inferior a los 

detectados en Gr~n Bretaña y en el Este de Europa. La escasa -

severidad. de los síntomas puede contribuir a explicar el bajo 

número de reportes de este tipo de padecimientos en muchas Pª!: 

tes del mundo (6,?). 
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El objetivo de este trabajo es investigar: (1) que alime~ 

top astan involucrados en intoxicaciones causadas por Bacillua 

cereus; (2) las condiciones que ravorecen ·el desarrollo de .!2_

cillus cereus y (3), las caracteristicas de las toxinas produ

cidas por el microorganismo en los alimentos. 
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2. ANTECEDENTES 

En 1950 en Noruega se publica el primer informe comp1eto 

sobre intoxicaciones alimentarias asociadas con Bacillus cereus. 

En la investigaci6n de 4 brotes-que involucran a 600 personas~ 

rectadas, se encuentra que el alimento responsable es una salsa· 

de vainilla 1a cual permanece a temperatura ambiente durante ~ 

24 hs. Las muestras de salsa analizadas contienen de 25:rl06 a -

110x106 de -ª.• cereus por ml. El. período de incubaci6n en 1os p~ 
cientes es 10 a 12 hs. y los síntomas presentados son: dolor aJ!.. 
domina1, diarrea, náusea y ocasionalmente v6mito (tabla No. 1 ) 

(4,5). 

Entre los brotes comentados por Goepfert y Spira algunos 

son muy importantes (4). Uno de ellos, acontecido en Italia en 

1952 se debe al consumo de sopa de pollo que al ser analizada -

contiene 60x109 de li• cereus por B• En 11 brotes citados por -

Clarenburg y Kampelmacher en Kolanda, los alimentos involucra-

dos sori sopas, papas en puré, carne, arroz y budines con una -

concentraci6n del microorganismo de 5x105 a 2x:lo8 por g. (tabla 

No. 1) (71). 

Nikodemusz en 1958 describe un brote de intoxicaci6n (72). 

De un total de 175 personas que consumen el alimento 65 presen

tan los síntomas de intoxicac1&n mencionados anteriormente. El 

aliment~ involucrado es una sopa de verduras que sirve como me

dio para el desarrollo ~el microor5anismo"(tabla No. 1). ~-

llus cereus no se lo~a aislar de las hPces de los pacientes. 
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En 1962, Nikodemusz reporta 51 brotes de intoxicaci6n ~n Hun~~ 

gría, de los cuales 35 son atribuidos a &• cereus y afectan a

proximadamente a 800 p0rsonas (73). Los alimentos contaminados 

son: salsas, sopa de verdura, carne y pastelitos con crema. La 

cantidad de ~. cereus en los alimentos varía de 36x106 a 95x107 

por g. E1 andlisis de la muestra fecal revela 1a presencia de -

!!,. cereus en s6lo 4 brotes (tabla No. 1) (4,5). 

Los reportes de los investi~adores húngaros -resultan mu;r 

-----singulares por la frecuencia con que ese país aparece afectado 

por el microorganismo. Durante el período 1960-1966, se repor

tan 88 brotes (4.4~ 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 cárnicos condimentados. Se especula que las espe

cias utilizadas constituyen la fuente .de contaminaci6n de !!• .
cereus; el microorganismo sobrevive al cocimiento_-y despu~s pr2 

lifera cuando el alimento se conserva a temperaturas superiores 

a la refrigeraci6n. La concentraci6n del microorganismo en el ~ 

1imento varía de 45x103 a 9x108 por g. (tabla No. 1) (4). 

En 1968 Nikodemusz califica a ~. cereus como el tercer a. 

gente causante de intoxicaci6n alimentaria durante el periodo -

1960-1966 (74). 

A partir de 1971 s~ conoce otro tipo de intoxic~ci6n ali

mentaria asociada únicamente al consumo de arroz. La causa de 

los incidentes se debe a li• cereus presente en cantidades ele-
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Tabla No. 1 :rntoxioaciones alimentarias·cauaadaa 

por l!• cereus. (5) .. 

Año País Tipo de alimento cuenta/ g 6 ml. No. de personas 

arectadas 

(1950) Noruega Salsa de vainilla 25x106 - 110x1o6 600 
"' 

(1952) Italia Sopa de pollo 60x109 No registrado 

(1957) Holanda Sopas, puré de papa, 5x1o5- 2x108 No registrado 

~ carne, arroz -:¡ bud:Ín 
...... 
1 (1958) Hun~ía Sopa de verduras No rep;istrado 65 

(1962) Hungría Salsas, sopa de ver- 36x106 -95x1o7 800 

duras y pasteles 

(1966) Hungría Carne condimentada 4-5x103- 9x108 3560 

(1972) Gran Bretaña Arroz 1x108 No registrado 



vadas, ·sin embargo los síntomas no son los típicos descri. toe -

anteriormente ya.que éstos se caracterizan por v6mitos, después 

de un periodo corto de incubaci6n de 1 a 5 hs., y sin dia~rea -

En Gran Bretaña en 1972 se reportn un brote debido al. con

sumo de arroz que contiene entre 1-1x108 de !!• cereus por g. -

En Estados Unidos a partir de 1969 se reportan algunos brotes, 

involucrandose en ellos arroz frit_o, carne y un preparado con 

frutas y verduras como vehículo del microor~anismo (tabla No. 

1) (48). 

El ndmero de 11· cereus presente en los alimentos involucr!!_ 

dos en algutjos brotes además del caso citado por Hauge, ascien

de a 1.3x106 por g. en un postre (bumín); 106 /g en una sopa de 

pollo; 1x105 por g. en salchicha; 2.0x106 por g. en cerdo a la 

cacerola; 92~103/g en crem~ de vainilla; 10x106 a 100x106/g en 

carne cocida; 106 /g en salsa de vainilla; 2.1x106/ml en leche; 

6.0x103 a 3x108 /g en pollo cocido, datos todos ellos recopila-

dos por Gilbert y Taylor entre 1950 y 1974 en d.i~erentes países 

(5). De la materia fecal de los pacientes de estos brotes se r.!!, 

cuperan cirras muy bajas del microorganismo (48). 

.. 
Esta serie de reportes provocan estudios l:!As profundos so

bre 11• cereus para tratar de exclarecer sus características y -

su re1aci6n con-las ~ntoxi.caciones alimentarias. 
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3 •. CLASIFICACION X CARACTERISTICAS GENERALES 

~ BACILLUS CEREUS 

Las caracterís"ticas de 1.a f"amj_lic. Bacil1aceae, se encuen

tran en la parte No. 15 correspondiente a bacilos y cocos, f"o.;: 

madores de esporas, del Bergey4s manual., S ~ edici6n 1976 (9). 

I c6lu1as en forma de bast6n 

A. Aeróbicos o f"acul.tativos, usualmente producen cata1asa 

Género I Bacil.lus 

B. 1'1icroaerói':!li.cos; no. producen ca tal.asa 

_Género II Sporo1actobacil.1u_s 

c. Anaér6bicos 

l.- No reducen el sulf'ato a su1f'ito 

Género III Clostridium 

2.- Reducen el. sul.f"ato a su1.t·ito 

Gánero IV Desu1fotomaculum 

_ .II células esi'éricas, en paquete 

Género V Sporosarcina 

Existen 3 cl.asificaciones del Género Bacil1us en relaci6n 

al. tipo de espora • 

• 
Grupo I: Baci1os formadores de esporas e1ipsoida--

1es o cil.!ndricas, 1as cuales son centra

l.es o terminales que no def"orman el espo-
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rangio. Esporas con pared delgada. (en 

este (';I'upo se incluye a~· cereus). 

Grupo II: Esporas elipsoidales, raramente cilíndr.!, 

cas, centrales o terminales con deforma

ción del esporangio, esporas con pared -· 

~ruesa. 

Grupo III:Esporas esféricas, que deforman e1 espo

rangio. 

CARACTE:<ISTICAS ~ li•.CEREUS 

~· cereus es un baciló en forma de cilindro, que mide de 

1.0 a 1.2 micras de diámetro por 3.0 a 5.0 micras de 1argo 1 -

Gram positivo, móvil por medio de flagelos per!tricos, forma-

dor de esporas que miden de 1.0 a 1.5 micras las cuales se de-· 

sarrollan de 18,a 24 hs., aeróbico o anaeróbico facultativo. -

El. microorganismo se desarrolla en caldo glucosa bajo condici_2 

nes anaer6bias; se desarrolla a un pH de 5.2 y en rangos de -

temperatura de 10 a 48°C '• con una temperatura 6ptima de 3oºc•~ 

Tambi~n se encuentra ampliamente distribuido en tierra y po1vo 

y debido a ésto es común en alimentos, provocando intoxicaci~n 

(9,10,11). 

Las cepas de li• cereus requieren de uno o varios aminoác.!, 

dos. Las vitaminas no son requeridas.(9). El microorganismo h.!, 

droliza 'el almidón y la caseína, produce aceti1-meti1-carbino1 

(Voges-Proskauer), reduce los nitratos a nitritos, fermenta -

1a glucosa, sacarosa y trehalosa. También se caracteriza como 
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no :fermentador de la xilosa, lactosa, sorbitol, inosito1 1 . ..mlll1,;i,, 

to1, arabinosa, galactosa, manosa y du1cito1; no produce ácido 

su1:fhídrico ni indol, y no se desarrolla en agar con sales de 

amonio como ~ica :fuente de nitr6geno .. (48). 

:!!• cereus es resistente a la acción de 1a penicilina en -· 

:función de su capacidad para generar penici1inasa. Produce ta!!!. 

bián una :fos:folipasa (lecitinasa e), dos bemo1isinas ;ynuna to

xina 1etal muy activa contra e1 l7at6n. (48). 

Una de 1as caracter!sticaa biol6gicas m~s importantes de 

:!!• cereus, es la producción de dos enterotoxinas, responsables 

de una alta incidencia de intoxicación a1imentaria_(9). 

J:,a tab1a:<No. 2 presenta las características de 3 especies 

de Bacillus: !!_. anthracis, :!!• megaterium y 1!• cereus (9) • 

. -15-



Tab1a No. 2 Dii'erenciaci6n ~ Bacil1us .§llI?.• (9) 

CARACTERISTICAS B. cereus B. anthracis B. megate 
rium 

Cé1u1as a1argadas: 

ancho micras 

largo micras 

l'!lovi1ida.d 

Formación de ácido a partir'de: 

xi1osa, arabinosa y manitol. 

Reducci6n de N03 a N02 

Reacci6n de 1ecitinasa 

Desarro11o en: 

Agar anaer6bico 

1.0-1.2 

3-5 

d 

+ 

+ 

Resistencia a 1isozima a1 0.001%.::~t 
~~~"~-

Crecimiento en agar-citrato-sa1es··,\+. 

Temperatura de de·sarro1lo, 0 c 

máxima 

mínima 

De[µ'adaci6n de tirosina 

'3~-4-5 

10-20 

+ positivo para 90-10095 de las cepas 

= nee;ativo para 90-100% de las cepas 

1.0-1.2 

3-5 

+ 

+ 

+ 

d 

40 

15-20 

d 

2-5 
d 

d 

d 

+ 

35-45 

3-20 

d 

d reacción dii'erente, positivo para 11-89% de las cepas 

Características conunes: Gram positivo~, cata1asa positi

va, desarrollo en: 7% de Na<ll, caldo ¡;1ucosa y en agar glucosa 

hidr61isis de a1mid6n y caseína (9). 
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4. IMPORTANCIA M .!!• CEREUS fil! ALIMENTOS 

Uno de los riesgos importantes para la salud del hombre -

es la contaminación microbiana asociada con los alimentos (19). 

!!_. cereus causa dos distintas formas de intoxicaci6n a1imenta-

ria (4,5,20). Las toxinas producidas por.!!• cereus en alimentos 

son de importancia para la salud pública, ya que la incidencia 

de intoxicaci6n alimentaria provocada por este microorganismo -

es alta (4,5). 

!!.• cereus se encuentra ampliamente distribuido en suelo y 

polvo (4,5). Su presencia en alimentos indica una contaminación 

por suelo a través del aire. En el primer tipo de intoxicaci6n 

causada por~· cereus una gran.variedad de alimentos son invol~ 

erados, por ejemplo~ picadillo, sopas, salsas. aves, productos 

cárnicos, verduras, condimentos, arroz cocinado, postres, he1a

dos, pastas, pescados, cereales, leche fresca, pasteurizada y -

en polvo. La diarrea es el principal síntoma (3,4,5). En el se

gundo tipo de intoxicación, el arroz es el dnico alimento invo

lucrado. E1 consumo de arroz contaminado con !!.·· cereus provoca 

v6mito principalmente (3,4,5). 

Le. figura No. 1 presenta las incidencias de intoxicaci6n -

alimentaria causadas por !!.• cereus en distintos países. 

En los países Europeos las intoxicaciones alimentarias . ...

por !!_. cereus se reportan desde 1950- Los diferentes alimentos 

.que estan :involucrados en las intoxicaciom3s alimentarias se --

-17-



presentan en la tabla No. 2 (5). Los síntomas posteriores a la 

intoxicaci6n aon: dolor abdo~inal, náusea y principalmente di~ 

rrea (3,4,5). 

11) 

"' .... 
j .... 
<> 
~ 

Figura No. ~ Intoxicaciones alimAntarias causadas por 

1!• ccreus ~ diversos naíses. (8) 

H ~ ·c.. 
;::I o ~ 0'1 ~ 

• ...... "' o 
ID ;::I ;::I 
<f" g-<1> 

~ 
ID 

> 
i: 
m 
~ . ... > m . .... 
~ 
ill 

. 

m Toxina que provoca diarrea 

(]Toxina que provoca vómito 

P.AJ:S 

> O> . Cn . 
1!• cereus se desarrolla rrecuentemente en leche pasteuri

zad.a y en los alimentos infantiles reconstituidos con leche~ -

Estos alimentos son el vehículo para la transmisión de las en

rermedades diarreicas, lo cual provoca un ~ave problema para 

la salud pública. 
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Tab1a No.2 Intoxicaciones a1imentarias causadas 

País 

Noruega 

Dinamárca 
Italia 
Ho1anda 

Hungría 

Suecia 

Rumania 

.E2!: ;!!. cereus. (5) 

Tipo de a1imento 

sa1sa de vainilla 

pudín de gelatina 
sopa de pollo 
puré de papa, verduras, 
carne picada, paté de -
hígado, pudines de sopas 
sopa de verduras 
embutido de salchicha 
pastel.es,sopas 

carne de cerdo 
crema de vainilla 
platillos a base de car
ne de cerdo. 

Hungría leche, productos cárnicos, 
platillos a base de arroz, 
picadi1lo, verduras 

U.S.A. productos cárnicos 
U.R.S.S. embutidos, sopa de verdu

ra, carne frita, verdura 
frita, sardina 

Canada arroz frito 
Inglaterra arroz frito y hervido 

Australia arroz :trito 

cuenta/ g 6 ml. 

2.5x107-1.1x108 

(4 brotes) 
1.3:x107 
6.ox107 

5.0x105-2.0x108 

(1_1 brotes) 

no registrada 
1x10~ 
3.6x104 -9.5x108 

(35 brotes) 
2x107 

9.2x105 
1 .ox10Z1x108 

no registrada 

7x107 

no registrada 

2.4x107 

3.5x105-2x109 

('l7 brotes) 
no registrada 

El desarrollo de ~· cereus en leche pasteurizada provoca -

un daño que ocasionalmente se presenta, y se conoce como "cor-
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tacto de la leche" (21). EJ. daño de la leche debido a ~- cereus 

se estudia por Galesloot en 1953 (75). (El investigador varia 

las condiciones de tiempo y temperatura de pasteurizaci6n, prQ 

vocando una estimulaci6n o daño de las esporas de ~- cereus, 

dependiendo de la severidad del tratamiento (21). La primera 

manifestaci6n del daño, es la formaci6n de coajos en la super

ficie de la leche pasteurizada que s~ almacena por varios días 

a temperaturas de refrigeraci6n (21,22). La causa del "cortadQ 

de la leche" se debe a las ·esporas desarrolladas que sobrevi-

ven al tratamiento de pasteurizaci6n (21). 

En paises en vías de desarrollo, el consumo de la leche -

cómercial destinada para niños es motivo de gran controversia 

debido a la intoxicaci6n alimentaria que se provoca por este -

alimento (23). La importancia de conservar la calidad higi~ni

ca de la leche es una necesidad ya que forma parte del suple-

mento en los alimentos infantiles, pero existe poca informaci6n 

en relación a la calidad microbiol6gica de los alimentos para 

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

des de Salud P6.blica (23,24). 

La alta incidencia de li• cereus en los alimentos para ni

ños se observa en la tabla No. 3 (24-). Los estudios indican -

la falta de precauciones adecuadas durante la producci6n y el 

procesamiento de la leche bronca, en las subsecuentes manipula

ciones o en la dis.trihuci6n del producto (24). 

La presencia de ;!!. ~ en pequeñas cantidades en ali-
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mentos deshidratados no constituye problema, debido a la hume

dad relativa tan baja, que no permite su germinaci6n (25). Sin 

embarBo, en el cereal reconstituido con leche estas esporas p~ 

dr!an germinar y en algunasº horas multiplicarse significativa

mente provocando una intoxicación (25). 

Tabla No. 3 Incidencia ~ diferentes tipos ~ microorga

nismos ~ alimentos lácteos deshidratados ~

!:!!. ~- (2~). 

No. de Cuenta total Cuenta de s. Cuenta de B. 

muestra de bacterias/g aureus/g cereus/g 

1 5.0~03 2.0x103 o."5x103 

2 9.0x103 0.7x103 o.2x103, 

3 3 .Ox1o3 6.0x103 0.4x103 

4 6.0x103 menos de 1 menos de 1 

5 6.0x1o3 o.2x103 o.3x103 

6 7.ox103 o.9x103 o.4:x1o3 

? 3.ox103 3.ox103 o.Gx1o3 

8 a.ox1o3 0.2x103 o.2x103 

9 2.ox103 o.2x103 2.0x103 

· 10 3.0x1o3 o.5x103 o.5x103 

Hasta 1a fecha no se conoce el nivel de ~· cereus que ca~ 

sa intoxicación en niños de corta edad (25). Sin .embargo ~ 

epfert, indica la posibilidad de que éstos pueden ser más a

fectados que los adultos. Los autores citan dos casos de into-
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xicaci6n en los cu~les son involucrados tanto niños como adul-

tos, que consumen el mismo aljmento contaminado con ~. cereus; 

los adultos sufren síntomas leves mientras que los niños· (de 5 

a 9 años) requieren hospitalizaci6n por tres d{as (25). 

E1 riesgo de intoxic~ci6n por el alimento destinado a ni

ños aumenta debido a los sir!;uientes factores: 

(1) Alimentos contaminados con ~- cereus destinados a ni

ños pequeños (6 meses-2 años). 

(2) Utilizaci6n de la leche contaminada en la preparaci6n 

de alimentos. 

(3) Mantener el alimento por tiempo prolongado a tempera-

tura 6ptimas que favorecen la proliferaci6n de ~- ~

cereus. ( 25). 

A partir de 1971 ~. cereus se aisla de platillos a base -· 

de arroz en sus diferentes formas de preparaci6n frito y herv~ 

do. El principal síntoma de intoxicaci6n es el v6mito (5 1 26, 

27). 

La incidencia de intoxicación por ::!!• cereus a través de 

alimentos orientales es alta (27,2R). En estos alimentos las 

poblaciones de B. cereus varían entre 104 a 109/g. del alimen

to mencionado (261 27,28). En cinco brotes reportados por 

Schiemann los tiempos de incubaci6n en horas son: 7.5 1 3.5 a -

4.7 1 y 7-10 hs., con diarrea en todos los casos, v6mito en -

cuatro, náuseas en tres, y dolor abdominal en cuatro (tabla -

No. 4). Los alimentos implicados (comida china) se encuentran 
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pr~cticamente libres de coliforrnes, Clostridium nerfringens, 

y Salmonella !!E• 

Tabl.a No.4 Características sobresalientes fil:!. ~ 

brotes ~ intoxicación alimentaria por 

~- cereus. (48) 

Brote Incubación Síntomas Alimento B. cereus 

(hs.) invo1uorado por g. 

1 7.5 Diarrea y vomito Chop su e y 3x106 

2 5 Diarrea, vómito, Chop suey de 

náusea y dolor pollo 1x106 

abdominal 

3 4 Vómito y diarrea Arroz frito 3x106 

con carne de 

res 

7 Dolor abdominal. Arroz fr:i.to 3x106 

y diarrea 

5 7-10 Dolor abdominal, Rol.lo de hu~ 1.9x104 

diarrea y náusea vo (com±da 

china) 

Para reducir la incidencia de intoxicación al.imentaria 

provocada por~ cereus en arroz es necesario: 

a) Conocer el desarrollo y potencial. de contami~ción 

de ~.·ce~eus en arroz. 

b) Investi~áción de Jl.. ~ en los alimentos involu--
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erados en las intoxicaciones alimentarias. 

Tomando en cuenta las consideraciones antes mencionadas, 

el papel del arroz como veh~culo en las intoxicaciones. alime.Q. 

tarias causadas por !!• cereus tendrii una mayor importancia P!!. 

la Salud Pública .. (28,29,30). 



5. INCID:SNCIA DE l3ACILLUS CEREUS EN ALIMENTOS 

Los anál.isis microbiológicos real.izarl.os en diferentes mue§_ 

tras de al.imentos presentan una nl.ta incidencia de~. cereus en 

e11os. Kjel.lander :; iün;ren (195'.7) examinan 514 muestras de al.i

mentos y encuentran que 26% de lar; mnestras de carne, 77% de -

l.as muestras de l.eche, 51::-·; de :f'rutas, nueces y vegeta1es estan 

contaminadas con ~· cereus (76). En 1959 l.os autores reportan -

que 129 de 486 muestras de l.eche pasten~izada, y 147 de 161 ,..... 

muestras de crema contienen cél.ulas viab1es de ~- cereus (76). 

En HunGJ:"Ía durante el periodo (1960-1966) ~- cereus es la tero~ 

ra causa de intoxicaci6n alimentaria. Este or!J,ª·nismo es respon

sabl.e de 88 brotes en l.os cuales 3560 personas sufren síntomas 

de intoxicaci6n (31,53,54). 

La presencia de &· cereus en productos lácticos se con.fir

ma por un.estudio llevado a cabo en Rumanía (1966), en el cual 

en 72.4% de la leche bronca .fresca, 86.7% de la leche pasteuri

zada, ~ el 100% de las Muestras de leche tomadas directamente 

del pasteurizador, se encuentran que contienen ~. cereus en ca!! 

tidades de 1x10 hasta 1x104 org./m1. (4,51). 

E1 estudio m~s im~ortante acerca rl.e l.a incidencia de Ji• ~ 

~en alimentos se lleva a cabo por Nif'.;Z'en en 1962 (76). E1 ~ 

xilmen de 3888 muestras con.firman que 51 .6% de las 1546 muestras 

de especias, 43.8% de 1911 muestras de pu.d:!n y crema,· y 52.2% -

de l.os 431 productos de carne y vegetales, son contaminados con 

~. cereus. En la ma~oría de los casos la cantidad es de 1x102 
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org./g. (4). 

Kim y Goepfnrt (1971) identifican a ~. cereus en 25.3% de 

alimentos deshidratados (12). Akimov (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 in~edientes 

utilizados en confitería, se demuestra la presencia de .:!!• ~-~ •. 

~ (4,77). 

En Gran Bretaña en 1971 se reportan 34 incidentes de j_nt.Q. 

xicaci6n alimentaria causadas por ]!. cereus. El. arroz frito es 

el vehículo de contaminación (tabla No. 5) (13 1 31). 

Tabla Ho. 5 Intoxicaciones alimentarias causadas 

por .!!• cereus. (5). 

Año No. de incidentes No. de casos, 

reportados reportados 

1971 6 15 

19?2 5 21 

1973 23 79 

En Suecia en 1971 despu~s de examinar 3,888 muestras de 

alimentos e in~edientes alimenticios .!!• cereus se identifica 

en un 47.8%. La causa m~s frecuente de into:xicaci6n alimenta

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

En Estados Unidos durante el :neriodo 1976-1978 1 se repor-
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tan 24 casos de intoxicaci6n alimentaria. El 8.8% de las pers2 

nas presentan síntomas de intoxicaci6n por .!!• cereus. Se con-

firma que el arroz es el vehículo de contaminaci6n. 

Chorpa y col. reporr.an un 100% de incidencias de .!!• ·~--
~ en leche, carne y productos cárnicos y un 75~ de inciden

cia en productos lácteos (32). 

Gilbert y Taylor (1975) demuestran la presencia de ~- .!<.!!

~en a.a~ de las.muestras de arroz frito (78). 
;ti', ·. 

¡~ 
Las incidencias .. de enfermedades alimenticias en Ganada y 

los ~atados Unidos muestran, que los platillos orientales a b~ 

se de arroz son el vehículo de intoxicaci6n cada año. De ali--

mentos adquiridos en restaurantes gue preparan comida china, -

el 15% de 165 muestras de 9 diferentes platillos contienen más 

de 100 UFC de B. cereus/g.; de ellos el 71~ corresponde al 

arroz frito (55). En el ?.5% de diversos alimentos desecados -

(papas, ensaladas, almidones, leche, cremas, salsas) Kim y --

Goepfert cuentan ~· cereus en cantidades variables de 100 a --

4-1000/g. 

1!• cereus se aisla de pura de jitomate enlatado. La tabla 

No. 6 ilustra los microorganismos ailados de 292 muestras ---

(33). 

Powers realiza un estudio microbio16:c;ico en especias pro

cesadas de 10 plantas procesadoras en Estados Unidos. Despu~s 
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de analizar 110 muestras el 53% de ellas contienen ~· cereus 

·tabla No. ? (3t~). 

Tabla No.? ,!!. cereus ~ especias procesadas (34) 

Especias No. de Cuenta ~de cepa.enterotcS-

muestras total xi e as de B. cereus 

Hoja de Laurel 11 50-275 82 (9/11) 

Pimienta 18 50-3500 96 (24/25) 

Chile en Polvo 16 50-500 100 (4/4) 

Canela 16 50-8500 83 (24/29) 

Ajo en polvo 1? 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 aditivos 

para alimentos. Las muestras presentan contaminaci6n par va--

rias especies de Bacillus, principalmentelf~ cereus (tabla -

No. 8 ). 

Existen numerosos microorganismos pat6genos que son aisl~ 

dos de las ostras. Normalmente el análisis microbiol6gico de -

las ostras no incluye el aislamiento e identificaci6n de li• -
cereus. En 1978 se reporta una intoxícaci6n causada por ~· ~

.!'.2,!!!!9 a través de ostras (35). El estudio realizado demuestra 

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

alimento (tabla No. 9 ) (35). 
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Tabla Noa 

Muestra B. su~ 

tilis 

Soya 1 

Mejorana 

Cebolla 
en polvo 

Pimienta 

.Pimenton 

Pimento 

Total 1 

Tabla No. 9 
• 

Cuenta 

total E. coli 

1.7r104 4.3 

1.3x104 46.0 

6.5r104 0.91 

1.0x10 0.36 

9.0x103 0.91 

3.0x104 0.36 

8 Especies sk Bacillus aislados ~ 

diferentes muestras. (34) 

B. C!?_ B.; lich.2, B. polz B. an- B~ coa-

reus nif"ormis myxa thracis gulans· 

1 

1 

1 1 1 

1 2 1. 

1 1 1 

1 __ 

6 4 1 1 1 

Resultados .5!g_ an~l·ísis microbiol6gicos 

~ ostras, procedentes ~ distintas ~ 

giones ~ Australia. (35) 

No. de org./g. de ostra 

Salmonella B. cereus c. per.f'ringens 

(-) 475 30 

(-) 490 15 

(-) 190 7 

(-) 250 15 

(-) . 87 5 

(-) 450 7 
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Blakey y Priest demuestran la presencia de B. cereus en 

variedad de leguminosas y cereales (36). En 56~ de las mues.._

tras analizadas, ~- ccreus se aisla en cantidades de 102 -6x104 

org./g. (tabla No. 10) (36). 

Tabla No. 10 Incidencia 9&. ~- cereus fil!. a1imentos.(36). 

Producto 

Lenteja roja 

Lenteja dorada 

Chícharo amarillo 

Chícharo .verde 

Frijol negro 

Frijol 

Frijol de soya 

Caldo escocés 

Arroz 

Cebada 

Harina 

org./e. de 

alil!lento 

2x102 , 3:i;c'I02 

3x103 

6x104 

1x103 • 5x103 

1x102 , 2x102 

2x102 

1x102 - 3x103 

5x102 ~ 2x104 

1x102 - 6x104 

La incidencia de Bacillus spp. en pasta, harina de trigo 

y trigo se presenta en la tabla No. 11.. !!• cereus se ident~ 

rica en 30% de las muestras examinanas (37). 

Después de analizar 133 muestras.de postre a base de nat~ 

lla, se demuestra la presencia de §_. aureus, ~- ~ ,~ Strepto-:-
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coccus f'aecalis en cantidades limitadas, sin embargo :!!• cereus 

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

Tabla No. 11 Baci11us .!llm. ais1ado de pasta ref'rige-· 

~. harina. de trigo z trigo. (37) 

Baci11us muestras Total 

Spp pasta refri- Harina de Trigo 

~eracta Trigo 

B. brevis 2 1 3 
B •. cereus 17 2 3 22 
B. circul.an 6 6 
B. 1iéheniformis 2 1 1 4 

B. megaterium 1 1 
B. pumilis 10 11 21 
B. subtil.is 24 10 34 

Tabl.a No. 12 Microorganismos aislados J!2, postre 

!!. ~ ~ nati11a. (31) 

Microorganismo 

B. cereus 

E. coli 

s. aureus 

s. f'aecalis 

Proporción de m~estras 

con cuenta mayor de 103 

'. ,, 

29/133 

7/133 

4/133 

1/133 

-31-
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5.1 Ais1amiento .!!!. identif'icaci6n de Bacillus cereus 

~alimentos 

Existen varios m~todos para la identif'icaci6n y enumera-

ci6n de ~- cereus en alimentos. Estos procedimientos rápidos y 

sencillos aprovechan dos características importantes del mi--

croorganismo: 1) ;!!. cereus produce en los medios de cultivo -

con yema de huevo una enzima que proporciona turbidez alrede-

dor de la colonia. Esta enzim~ se denomina factor de yema de -

huevo, lecitinasa o f'osfolipasa y 2) Este microorganismo es ~ 

sistente a la po1imixina B {10 9 11). 

Los medios recomendados para el aislamiento de ~- cereus 

son: Agar sangre, KG (Kim y Goepf'ert), MYP y PEMBA. Las colo-

nias que aparecen en la superficie deben ser confirmadas por -

medio de pruebas bioquímicas como son: la fermentaci6n de algy, 

nos azúcares, 1icuefacci6n de la gelatina, as~ como las prue-

bas de Voges Proskauer, reducci6n de nitratos, entre otras --- • 

(10,12). 

ABAR SANGRE 

Las colonias de ~- cereus sobre agar sang~e son grandes 

de 4 a 7 mm. de diámetro, planas, con una ligera coloración 

verde despu~s de.una incubación de 35 a 37ºc durante 48 hs. El 

microorganismo es usualmente alfa-hemolítico, pero algunas ce

pas producen beta-hemólisis. En incubaci6n anaer6bica las col~ 

nías son pequeñas, de· 2 a 3 mm. d<? diár.ietro con borde u orilla 
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irregular, rodeadas por una zona de beta-hem6lisis. Cuarido 1!•. 

cereus se encuentra en el alimento en pequeñas cantidades se -

utiliza la técnica de preenriquecimiento en el caldo nutriti-

vo, incubado a 37°c durante 18 hs. con posterior subcultivo en 

agar sangre (13,14). 

Este medio contiene manitol, yema de huevo y rojo de !:'e·•

nol. Donovan recurre a la incorpornci6n de la yema de huevo c.Q_ 

mo medio dii:'erencial. Hossel y col. ·adicionan manitol con e1 -

!:'in de introducir otro compuesto di!:'erencial y excluir los ba

cilos Gram positivos i:'ermentadores, como :12,. rnegaterium. ]1. ~

~ no fermenta el manitol por lo que no produce ácido, ··y por 

ello, no muestra zonas rojas alrededor de las colonias produci, 

das en este medio. Las zonas de precipitaci6n de yema de huevo 

son gra~des. Las colonias de ~- cereus no son rizoides. El. ro

jo de i:'enol se incorpora al medio únicamente para .t'ac.ilitar 1a 

observaci6n de la zona de turbidez en el medio con yema de hu~ 

vo. Este medio no es adecuado para detectar ~- cereus cuando 

se encuentra en pequeñas cantidades en los alimentos (14,15, 

17). 

~ !Q:. Kim- Goepi:'ert 

Kim y Goepi:'ert elaboran; otro tipo de medio de cultivo --

tambi~n con yema de huevo que !:'avorece la esporulaci6n en un 

periodo de incubaci6n de 24 hs. Las colonias de ~· cereus en 
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agar .KG son rizoides, mayores de 1 cm. de diámetro, y 1a precj._ 

pitaci6n de la yema de huevo es mucho más débi1 que en otros -

medios. (12~14). 

En la técnica para el recuento de li• cereus en los aiime!l 

tos, los medios de MYP y KG pueden ser emp1eados con éxito. A!!!. 

bos se inoculan por superficie a partir de 1as diluciones del 

a1imento, y a partir de 1as colonias desarrolladas es necesa-

ria una confirmaci6n con pruebas bioqtjímicas (tab1a No.13 ). 

Ninguno de estos medios es t6xico contra 1as formas vegetati-

vas de1 baci1o dafiados por el calor, a condici6n de que e1 pH 

de aquéllos se encuentre por encima de 6.3 y por debajo de --

7 .3 •• Al comparar 1o eficiencia de los medios de MYF, KG y gel.Q. 

sa sangre, Schiemann concluye que nin~no ofrece sobre los de

más ventajas en la identificaci6n de las colonias; en 1os tres 

desarrollan una variedad de microorganismos que pueden asocia~ 

se a li• cerGus en los alimentos, y en consecuencia siempre es 

necesario en cualquier caso purificar cada colonia antes de e!!, 

tudiarla en su ~omportamiento bioqu!mico.(48,49;~0). 

Para el recuento de1 microorganismo a partir de 1a mate;.;... 

ria feca1 se utiliza con éxito la inocu1aci6n en superficie de 

p1acas de ~elosa sancre. Tratándose de casos humanos dentro de 

un brote, e1 desarrollo de las colonias características de ~. 

cereus (hemolíticas, secas, p1anas y borde irregular o rizoi•· 

de) constituye un hallaz~o presuntivo muy interesant.e e1 cua1, 

desde 1uego, debe ser confirmado. También Gilbert y Tay1or en 

Ini>;laterra, afirman que el empleo de geJ.osa san~e de caba1lo 
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incubada aer6bicamente a 35-37ºC durante 48 hs. es adecuado P!! 

ra el recuento de e- cereus a partir de muestras de materia r~ 

cal y de alimentos muy contaminados. Cifras por encima de 

100,000/g. en el alimento sospechoso sugieren un diagn6stico -

por ~· cereue en el brote- (48) •· 

E1 medio PEMBA contiene, polimixina, piruvato, yema de ;..

huevo, manitol, azul de bromotimol. La polimixina es un anti-

biotico específico contra bacterias Gram negativas. Las colo-

nias de ~· cereus en el medio mencionado son filamentosas has

ta ligeramente rizoides, de 2 a 5 mm. de diámetro de color a-

zul turqueza a azul con brillo intenso, despu~s de un periodo 

de incubación de 24- hs. a temperatnra ambiente. Algunas cepas 

desarrollan centros grises. Las zonas de precipitación de yema 

de huevo son grandes (5 mm. alrededor de cada colonia). Este -

medio es suficientemente selectivo para poder detectar peque-

ñas cantidades de !!• cereus y sus esporas en la presencia de -

grandes cantidades de otros microorganismos (15). 

Ppuebas bioquímicas utilizadas para la identificación de 

l!· cereusi 

Fermentación de la glucosa.- Se inocula el microorgani~ 

mo, se incuba anaeróbicamente durnnte 24 hs. a 35°c, u

tilizando el sistema Gns~Pak. E1 vire de color rojo a ~ 

marillo indica 1a producción de ácido a partir de la -

glucosa en condiciones anaer6bicas (16). 

-35-



Reducci6n de ~~itratos.- Se inocula el nicroorganismo en 

caldo nitrato, se incuba durnnte 24 hs. a 35°c. Para o~ 

servar la presencia de nitrito se adicionan 0.25 ml. de 

alfa-naftol y 0.25 ml. de ác. sulfan!lico. La aparici6n 

de c~lor rojo en 10 min •. indica la presencia de nitri~ 

tos (16). 

Prueba de Voges-Proskauer .- El microorganismo se inoc~ 

la en e1 medio MR-VP se incuba durante 4-8 hs. a 35ºc. -

Se transfiere 1 ml de cultivo en un tubo, se adicionan 

0.2 ml de KOH a1 40% y 0.6.m1 de alra-na.i:tol a1 5~; la 

aparici6n de coloraci6n roja indica una prueba positi:....-

va (16). 

Utilizaci6n de tirosina.- El microorganismo se inocula 

en la superficie del agar nutritivo con tirosina se.in

cuba du~ante 48 hs. a 35°c. Posteriormente se observa -

el desarrollo sobre la superficie del medio, e1 cual i!l_ 

dica la utilizaci6n de la tirosina. Sí loe tubos no pr.2_ 

sentan crecimiento en la superficie incubar 24 .hs. más 

y descartar (16). 

Crecimiento en caldo nutritivo con .lisozima. El. microo!: 

ganismo se inocula en el medio mencionado se incuba a -

35°c durante 24-48 hs., posteriormente se observa el ~ 

crecimiento (16). 

La tabla No. 13 presenta las características bioouímicas 

de 1!• cereus (18). 
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Tabla No. 13 Características biogi.t:Cmicas ~ .!!• cereus • 

PRUEBA 

Indol 
Voges-Proskauer 
Utilización de citrato 
Reducción de nitrato 
U re asa 

RESULTADOS 

+ 
+ 
+ 

Licuefacción de gelatina + 

Hidrólisis de caseína + 
Hidrólisis de almidón + 

Desarrollo anaer6bico en 1% de glucosa + 
Actividad de lecitinasa + 

Movilidad + 

Actividad fermentativa sobre 
carbohidratos: 
Glucosa 
Manitol. 
Lactosa 
Glicerina 
Salicina 
Xilosa 
Arabinosa 

+ 

+ 
v, 

+ positivo en 80-100% de las cepas probadas 
ne~ativo en 80-100% de las cepas probadas 

v reacción variable 
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6. TOXINAS PRODUCIDAS EQ.R BACILLUS CEREOS 

Las intoxicaciones alimentarias són causadas comúnmente 

por la ingesti6n de productos metab61icos (toxinas) producidas 

por algunas bacterias. Los principales microorganismos produc

tores de toxinas en alimentos son Staph,ylococcus aureus, Q!.Q!!.

tridium perfringens, Q. botu1inum (18). Las toxinas producidas 

por ~. cereus, adquieren mayor importancia Últimamente, pero -

1as investigaciones realizadas acerca de su composici6n y mee.!!, 

nismo de acci6n no son muy definidas aún, por lo tanto existe 

gran controversia acerca de su naturaleza (8 1 18). 

;!!. cereus sintetiza un gran númerq de productos metabóii

cos extracelulares. Algunos de ellos por ejemplo: La toxina Lg_ 

tal, Iremolisinas, Fosfolipasa e, y m~s recientemente dos dis-

tintas enterotoxinas. Las enterotoxinas se relacionan con dos 

distintos tipos de intoxicaci6n alimentaria: La intoxicaci6n -

con producci6n de diarrea y la intoxicación con producci6n de 

v6mitos (8 1 38). 

•· 
Toxicidad 

Chu en 1949 encuentra que los productos extrace1u1ares de 

!!,. cereus presentan actividad lipol!tica en emulsi6n de yema de 

huevo, provocan lisis a glóbulos rojos, son dermonécr6ticos cua~ 

do se inyectan a ratones (79). El investigador establece la pr!, 

mera evidencia acerca de la naturaleza tóxica de 1!• cereus. Se 
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sospecha inicial~ente que éstas propiedades son funci6n de un 

s6lo producto, sin embar~o, los resultados de las investiGaCi,2 

nes demuestran que la fosfolipasa, la toxina hemolítica y la 

toxina letal son tres distintos nroduotos extracelulares. En 

el caso de la alfa-toxina de c. perfrinBens existe una marcada 

diferencia, ya que presenta los mismos productos extracelula-

res, pero catolizados por una s6la entidad proteica (8,38). 

PRODUCTOS EXTRACELTILARBS: 

HEMOLISilE,'l 

11· cereus es capaz de producir dos hemolisinas. Una de -

ellas bien definida con un peso molecular de 55,500 y se deno-

minn cereoli·sina. L13 sel";unrl.a menos definida, con un peso mole

cular de 30,000 es más estable a la temperatura. Ambas hemoli

sinas son sensibles al cloroformo, eter, pHs extremos, tripsi

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

nes (39). 

TOXIHA I,ETAL 

Ezepchuk y col. en 1973 loGran purificar la toxina letal 

de ~· cereus con un peso molecular de 50,000-60,000, sensible 

a la tripsina, prod.uce v6mito en gatos con una d6sis de 300 mi 

crogramos por Ke;. y es letal..para ratones en ooncentraci6n de 

300 microe;ramos por rntón. En 1979 los mismos investi~adores 

p=ifican una ser;tmda toxina l-?tal, con un peso molecular de 

100,000 resistente a la tripsina con un~ MLn50= 40-50 microe;r~ 

mos por rat6n. Una d6sis de 300 micror-;ramos por K~. produce --
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una reacción febril poco severa en (';D.tos (80). 

FOSFOLIPASAS 

Slein y Logan en 1963 encuentran que ~- cereus produce -

tres diferenteR fosfolipasos, que son metabolitos del desarro

llo vegetativo. Sólo la fosfatidil.colina (lecitinasa) colin-

fosfohidrolasa se estudia ampliamente. Los investigadores en-

cuentran que se trata de una fosfolipasa de tipo e, ya que li

bera fosforilcolina y un dir;licerido a partir de un sustrato 

de lecitina (como se observa en la fig. No.2 ). En &• cereus 

no son encontradas hasta la fecha fosfolipasas de tipo A, B 6 

D (81 ). 

Mollby en 1978 estudia más ampliamente la fosfolinasa de 

tipo e y encuentra oue tiene un peso molecular de 23,000 con 

una actividad máxima a un pH de 7.2-7.5. El valor de LD50 de 

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

La tabla No. 14 nresenta las caractérísticas de las toxi

nas producidas por ~- *er~us (8). 

Algunas consideraciones que demuestran que la toxina le-

tal, la hemolisina y la fosfolipasa son de naturaleza diferen

te, se describen a continuación: 

- Reaccion~n en forma diferente cuando se ·1es somete a V!!. 

rios tratamientos: 

Inhibici6n completa de la fos~olipasa e por alcoholes de 

bajo peso molecular. En tE:nto, la to:i:ina letal y la hemolisina 
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Fie;ura No. 2 

Sustrato de 

CH2 -00CR 
1 
CH -OOC!? 
1 
CH3 

Diglicerido. 

Representa esquemáticamente 1a .f'ormaci6n 

de di~lic~rictos y .f'os.f'orilcolina como pr.Q. 

duetos de la interacci6n enzimática entre 

la lecitinn y la enzima de ~- cereus. (18) 

Fos.f'olipasa 

(Enzima de B. cereus) 

l 
+ HO-P03 - CoÜna 

Fosfórilco1ina 

+ 
Colina HO - C~ - CH2 - N - CH3 

Fig. 2 Productos obtenidos de la degradaci6n de la 

lecitina en presencia de .f'os.f'olipasa c. 



~ 
1 

Tab1a N~. 14 Caracteristioas ~ !..!!.§. toxinas producid.ns por li• oereus. (8) 

Toxina 

Toxina Leta1 (19?3) 

Toxina Leta1 (19?9) 

Cereolisina o Hem~ 
lisina primaria 

Hemolisina secund~ 
ria 

Fosfolipasa C 

Toxina que produce 
diarrea 

Toxina que produce 
vómito 

Características. 

Proteína termolábi1, P.M. 57,000. Se inactiva a 60°C por 20 min. 
Letal para ratones y conejos. Inyección intravenosa induce vómi
to en ~atos, puede relacionarse con 1a toxina que produce vómito 

P.M. de 100,000. Resistente a la tripsina. Letal para ratones; -
inyección en gatos produce poca Eiebre pero no vómito. La acumu
lación de fluido en asas ligadas es negativa, pero altera la pe!: 
meabilid.ad de la piel. 

Proteína termolábil, con P.M. 49,000-59,000. PI 6.3,..6.?. Inacti
vada por colesterol. Es leta1 para ratones. 

Proteína termo1ábi1, con P.M. 29,000-34,000, PI 4.92. Suscepti-
ble a pronasa, pepsina y tripsina. La toxicidad in vivo todavía 
no esta estab1ecida. 

P.M. 23,000, no es dermonecr6tica en conejos y no causa permeab!, 
lidad vascular actividad máxima a un pH ?.2-?.5. 

Proteína enterotoxig~nica, inestable, P.M. 50,000, PI 4.85, sen
sible a tripsina y pronasa. Antig~nica. 

P.M. menor de 50 9 000 9 enterotoxina estable bajo condioiones de -
126ºc por 1.5 hs., pH e~emos a la tripsina y pepsina. Puede 
ser relacionada con la esporu1aci6n • con nroductos de árroz-



se ven a.rectadas parcialmente. 

Total inactivaci6n de la hemolisina y de la toxina letal 

por acci6n de la tripsina, a dif'erencia .de la f'osf'olipasa c. 
La .fosf'olipasa C es relativam~nte resistente a los efec

tos de temperatura elevada. A 45º0 1a hemolisina es totalmen

te inactivada. 

- Las actividades de la toxina letal, 1a hemolisina y la 

.fosfolipasa C aparecen simultáneamente en el medio de creci~ 

miento, pero la cin~tica de síntesis es diferente para cada -

una de ellas. 

Se demuestra por Cromatografía en sephadex G-75 que el 

peso molecular de la hemolisina, toxina retal y f'os.folipasa -

e, decrece en el orden mencionado (8). 

Estudios realizados por Bonventre y Johnson en 1970 in~ 

can que 1a hemolisina y la f'osf'olipasa no son requeridas para 

una respuesta patol6gica en varias especies animales. Los au

tores las proponen como factores auxil..inres de virulencia 

(83). Sin embargo se desconoce la contribuci6n de la toxina -

1etal, de 1a hemolisina y de la f'osf'olipasa C a la acci6n le

tal o a la patogenia de la enfermedad. La inducción experimen 

tal de intoxicaci6n de origen alimenticio por~- cereus.en hE 

manos'9· presentan -r.esul ta dos variables aún cuando gran námero 
" 

de microorganismos son admihistrados en el alimento a volunt!!_ 

ríos; lo que indica que las condiciones para la producci6n y 

estabilidad de los productos extracelulares de ~· cereus son 

problemáticos. Estudios experimentales demuestran la produ---
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cci6n en ciertos nive1es de 1a toxina 1eta1, hemo1isina y fos

fo1ipasa C en diferentes a1imentos; pero 1a estabilidad de es

tas toxinas ocaoionan diferentes respuestas por 1os tratamien

tos dados a los a1imentos como son: calentamiento, regrifera-

ci6n y congelado, a diferentes tiempos de exposici6n destruyen_ 

do parte de su actividad y en algunas ocasiones tota1mente ---

(40,56). 

,. 
Toxinas producid.as por ~- eereus .!:!!!. alimentos 

Existen otros productos extracelulares producidos por ~

cereus, diferentes a 1a fosfo1ipasa e, hemolisina y toxina le

tal (8). Estos productos extracelulares son reconocidos como -

la toxina que causa 1a diarrea y la toxina que provoca e1 v6m~ 

to, y son la causa de 1as intoxieaeione·s a>1il!!entarias (8) • 

TOXINA QUE PRODUCE DIARREA 

La toxina de ~· cereus que se aisla de pacientes con dia

rrea produce diversos efectos biol6gicos tal.es como: 

- Acumulaci6n de f1u!do en asas ligadas en e1 intestino 

delgado de conejo. 

Reaeci6n necr6tica en 1a pie1 de cobayos 

Incremento en la permeabi1idad vascu1ar 

Los efectos bio16gicos antes mencionados son estab1ecidos 

por diversas bacterias pat6genas entéricas y confirman 1a pro

ducci6n de cepas enterotoxie;énicas (40). r,a tab1a No .• 15 prc-

senta la producci6n de los tres efectos bio16~icos de la toxi-
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na de~- cereus y de otras especies de Bacillus (41,L~2,43). 

Tabla No. 15 Producci6n ~ los tres efectos biol6-

gicos ~ cultivos .filtrados estériles 

~ J!. cereus ;:r ~ ~ especies ~ 

Bacillus. (41,42) 

Especie Producci6n Reacción Permeabili-

# de Acum;. # necr6tica ·# dad vascu--

de .:fluído positiva lar positiva 

B. cereus 22 19 24 21 10 9 

B. tburien- 4 1 11 11 5 5 

giensis 

B. subtilis 1 o 4 o ,,·~ ··. o 
··. 

B. mega te- 1 o 1 o .. 1 o 
rium. 

B. 1icheni- 1 o 1 o 1. o 
f"ormis 

# - No. de cepas ezaminadas. 

Los resultados presentados en la tabla No. 15 demuestrnn 

la correlación entre los tres .factores bio16gicos, debido a ·

que las cepas de J!. cereus que producen acumulación de .fluído 

en asas ligadas en el intestino de conejo, también provocan -

una reacción necr6tica positiva en la piel de cobayos y mani

fiestan una permeabilidad vascular alterada. Sin embarrro has

ta que 1a puri•.ficación de 1a toxina, que produce diarrea se' -



realize totalmente, no se puede afirmar que los tres factores 

bi~l6gicos son producidos por una sola sustancia (la enteroto

xica), o por más de una (57, 58). 

Acumuiaci6n de fluido en asas ligadas en el intestino 

de· conejo 

La prueba del asa ligada en el intestino deleado de cone

jo, se utiliza para el estudio de varias bacterias enteropato

g6nicas (41). La inyecci6n de cultivos celulares de bacterias 

enteropatog6ni~as, provoca la dilataci6n del asa debido a la -

acumulaci6n de flu!do. Esta t~cnica se usa para· estudiar 1a -

enteropatogenicidad de ll:• .Q..Q.!,;h, Salmon~'ila, Shigella, Pseudomo 

~ ae:ruginosa, Clostridium perfringens y posteriormente ~-

~ parahaemoliticus y Vibrio alcali5enes (41). 

Spira y Goepfert en 1972 inician investigaciones para e~ 

luar la adaptabilidad de la prueba del asa ligad.a de conejo p~ 

ra el estudio de ~· cereus. Encuentran que !!,. cereus produce -

acum. de fluido en el asa ligada de conejo. Los cultivos fil-

trados (son cultivos de ;§.. cereus. centrifugados, el sobrenada!!. 

.te se esteriliza por medio tle un filtro membrana cuyo tamaño 

de poro es de o.2.)&m• El filtrado est~ril se almacena a una -

temperatura de 4°0 y se usa a las 48 hs;;). Los cultivos filtr~ 

dos de varias bacterias pat6genas ent~ricas, son inyectados -

en forma subcutánea a los animales en prueba y muestran conte

ner una sustancia que produce la acumulaci6n de ~luído en el 

asa li~ada de conejo.(42). Spira y Goepfert en 1972 estudian 
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1a ada:ptabi1idád de 1a prueba del asa 1ia;ada de conejo, si:::--

f;t.tiendo 1a t~cnica utilizada po~ De y Chatterje, (1953) (84). 

METODO PARA LA DETERMINACJ:ON DB AOUM. Jm li'LUJ:DO. (41) 

Para la prueba se emplean conejos blancos de raza Nueva 

Zelandia. Se verifica la edad del conejo (conejos de corta e-

dad destetados, pesando 800-1500 g). Los conejos se dejan sin 

comer durante 48 hs. antes de realizar la prueba y 24 ha. an-

tes, no se les proporciona agua. Se liga el í1eon de cada con~ 

jo bajo condiciones de anestecia. Las secciones de íleon son -

aproximadamente de 10-12 cm. de 1argo; separadas por un espa~ 

cio de 2-'J. cm. de la siguiente asa ligada. E1 mime ro de asas -
ligadas en un mismo animal es de cinco y no más de seis porque 

se pierde la coni'iabilidad de la prueba. Se inyectan dos ml. -
dé in6culo (cultivo de~- cereus) dentro de cada asa. En cada 

conejo, una asa se inyecta con medio est~ril como un contro1. 

Despu~s el intestino se acomoda en la cavidad abdominal y la 

incisi6n es cerrada. Una vez que el conejo se recupera de la 

anestecia, s6lo se le suministra agua. Posteriomente se obser

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

Para compensar las variaciones en la.lon8itud del asa en 

prueba se emplea la relaci6n de acumulaci6n de fluido con la 

longitud del asa (V/L). Cuando esta relaci6n es mayor de 0.3 

se considera como evidencia de que hay acumulaci6n de fluido 

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

Para enumerar a 11· cereus, el contenido de cada asa se -



transfiere a un tubo de prueba y el volúmen se ajusta a 10 ml. 

agregando 0.1~ de agua peptonada estéril. Si el volúmen de 

fluído es mayor de 10 ml no se ae;re~a agua peptonada. La me?.-

cla se agita en un mezcladór por 1.5 min. La cuenta de células 

viables en estas muestras se determinan sembrando por duplica

do en agar nutritivo. La cuenta de esporas se obtiene calentan_ 

do 1as muestras ~or 15 min. a 75ºc antes de sembrarlas en -

agar nutritivo. Las cajas se incuban a 32°c por 24 hs. antes 

de enumerar las colonias (41). 

- Reacci6n necr6tica en la piel de cobayos 

Los cultivos filtrados de li· cereus, cuando ·se inyectan 

en forma subcutánea en animales producen una reacci6n necr6ti

ca en la piel de cobayos. Craig en 1965 demuestra que los cul

tivos filtrados de Vibrio cholerae, incrementan 1a permeabili

dad capilar en el área donde se aplica 1a inyecci6n (85). Nii-

1o en 1962, demuestra una actividad similar en extractos de -

c~lulas. de Clostridium perfringens (42). 

METODO PARA LA DETERMINACION DE LA REACCION NECROTICA (42) 

La inyección intradermal de 0.05 ml. de cultivo filtrado 

estéril del microorganismo provoca como consecuencia una rea-

cci6n en la piel de cobayos. La reacci6n se caracteriza por un 

obscurecimiento en el lugar de inocu1aci6n, desarrollada a los 

5 min. y 6 hs. más tarde, dependiendo de la concentración del 

principio activo, se produce una úlcera necr6tica identificada 

por una zona de color verde-¡;ris (de 4-10 mm. de diámetro); --

• 



J otra de color rojo obscuro (de 2-7 mm. de di~metro). Las zo

nas centrales son rodeadas por in.f1amaci6n que en algunos ca~

sos mide hasta 20 mm. de diámetro. A las 24 hs., la in.f1ana--

ci6n desaparece y la zona centra1 es completamente de color -

verde o cubierta por una costra. La reacci6n persiste durante 

7 d!as. El pelo se inhibe en esta área (42). 

- Incremento de la permeabilidad vascular en conejos •. 

METODO PARA DETERMINAR LA PERMEABILIDAD VASCULAR (43) 

Para esta .prueba se emplean conejos blancos de raza Nueva 

Zelandia con un peso de 2 a 3 Kg. Los conejos se rasuran, dep~ 

lan y se marcán dj't 25·a 36 cuadros. La i~ecci6nintrade:rma.l. 

de muestras (0.05 m1.) de cultivos .filtrados de B. cereus se 

sllI!linistran dentro de cada cuadro. Posteriormente a las. 3 hs. 

el colorante azu~ de Evans se inyecta en la vena de la oreja -

del conejo, en una dósis-de 1 ml. por Kg. de peso de conezo de 

una sol. preparada al 10% de colorante en sol. salina .fisiol6-

gica. Los animales se observan 60 min. despu~s de la admin;s

traci6n de1 colorante. La piel del conejo cambia li~eramen.te a 

un color gris-azu1. A los 10 min.; las reacciones positivas a

parecen como áreas de color azul obscuro alrededor de los s:t-

tios de inoculaci6n. A los 20 min. la coloraci6n es máxima ta~ 

to en intensidad de color como en extensión y es estable por.:-

1 h. E1 área de.color azul se to~a como una indicaci6n de la 

liberación del colorante dentro del t~j1do derma1 9 como resc::l

·tado de una permeabilidad vascular alterada (43). 
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En 19?5 se logra obtener una en·terotoxina altamente puri

ficada (sin actividad de lecitinasa ni hemolítica) que permite 

obtener un antisuero de buen título y con ello .desarrollar una 

prueba de hemoaglutinación especial para descubrir la toxina -

en medios de cultivo y alimentos en _cantidades de 0.004- me~-/ 

ml. (59). Se consirruen buenos rendimientos de esta sustancia, 

utilizaci6n la t~cnica de diálisis con caldo cerebro coraz6n y 

evaluando su actividad en t~rminos de permeabilidad capilar -

(60). La temperatura 6ptima para la .:formaci6n de la enteroto-

xina es de 32°c (8). 

6.2 Características gg, ~ toxina que nroduce diarrea 

La inducción de acumulaci6n de :fluído 0n ol asa intesti-

nal de conejo, la reacción necr6tica en la piel de cobayo y -

el incremento de lR. permeabilidad vasculR.r en la piel de cone

jo, son cuestiones aún debatibles en cunnto a sn posible orí-

gen por una sola sustancia (enterotoxina), o por m~s de una. -

Sin embargo en 19?2-19?5 se determinan algunas características 

comúnes de la toxina o toxinas que producen los tres :factores 

biol6BiCOS (41 9 43 9 44). 

1.- La toxina o toxinas reaccionan en forma similar cuan

do se someten a varios tratamientos: 

1.1 Son sensibles a temp. de 56°C por 5 min. Y no se alt!t 

ran cuando se someten a temp. de 45°C por 30 min. 

1.2 Se precipitan por adición de sulfato de amonio entre 

40-60% de saturaci6n. 
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1.3 Se inactivan por tripsina y pronasa 

2.- La toxina o toxinas son sintetizadas 'simultáneamente 

durante la fase de desarrollo exponencial • 

. 6.3 Toxina gue produce v6mi tos 

Me11ing en 19?6 propone la presencia en el arroz de una -

segunda enterotoxina distinta a la que provoca la diarrea (45). 

Esta proposiei6n se basa en los estudios sobre 1a alimentaci6n 

de monos y la producci6n de acum. de fluido eu asas ligadas en 

el intestino de conejo, usando cepas de ]!. cereus aisladas de 

diarreas y vómitos (45)• 

METODO PARA DETERJl!INAR LA TOXINA QUE PRODUCE VOMITO (45) 

Preparación del medio de cultivo: 

100 g de arroz de cocina se remojan en 400 ml de 0.95% de 

sol. salina y se esteriliza durante 15 min a 115°c. El arroz -

se inocu1a con 30 ml de cultivo de ~· cereus desarrollado pre

viamente en caldo tripticasa soya por 8 hs., se incuba a 30°c 

por 18 a 20 ha. Posteriormente el cultivo de arroz se homogen.!, 

za con 30 ml. de 0.5% de diastasa en buffer acetato pH 5.0 pa

ra producir el licor el cual se dia·liza con 10% de carbowax a 

4°C por 24 hs. El concentrado se utiliza para la ·alimentaci6n 

en monos en experimentaci6n. Los cultivos líquidos se desarr2 

llan en medios que contienen proteína hidrolizada al )%, ami

noácidos y almid6n al 5% (el almidón puede no ser adicionado 

· en al.gunos casos para observar como inf'luye en los animal.es -

en prueba) (~5). 
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La producci6n de v6mito en los monos alimentados con· cul

tivos de li• cereus se produce únicamente con la cepa 4R10 que 

origi11almente se aisla de un paciente con v6rnito. La toxina -

que provoca el v6mito se desarrolla exclusivamente en un medio 

a base de ar.roz (tabla No.16) (45). 

Tabla No. 16 Producci6n ~ vómito .!:!.!! !!l.Q!!E.!:!• despu~s 

~ ~ administración ~ ~ cultivos 

~ !h. cereus. (45) 

Meclio Monos ·que vomitaron/ rtonos alimentados 

Cepa de B, cereus Medio no ino---- ..-- --· de 

Cultivo 4810 4433 2532B culado con B. cereus 

arroz 

P.H.+aa 

P.H.+aa+a 

10/24 0/10 

0/8 0/4 

0/4 0/4 

0/8 

0/4 

0/4 

P.H. proteína hidrolizada 
aa aminoácidos 
a • almid6n 

0/8 

0/4 

0/4 

La producci6n de diarrea en los monos en prueba se provo

ca principalmente con la c
0

epa 4433 de ~. cereus que se aisla 

previamente de un paciente con diarrea (tabla No. ·J?) (45). 

Las cepas de li• cereus que provocan diarrea, tambi~n pro

ducen acumu1aci6n de r1uído en asas lir,adas de conejo (cepa 

4433). Poréel contrario le producci6n de acum. de r1uíño en c~ 

T>ª.s de !!• cereus que provocan P.l v6mi°!:o (cepa 4810) es mínima •. 
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La producción de acum. de .tJ.uído en 1as cepas 4433 y 4810 con

~i.'rmá una vez más que ,!!. cereus está relacionado con dos dis-

tintos tipos de intoxicaci6n alimentaria (tabla No.18) (45). 

Tabla ?lo. 17 Producción~ diarrea fil}.~~

mentados ~ cultivos de'_!!. cereus. (45) 

Medio Monos con diarrea/ Monos alimentados 

de Cepas ~ ,li. ~ t1w1iJ2 Jl.2. i no cu-

Cultivo 4810 4433 2532B lado con :B. cereus 

arroz 1/24 6/10 0/8 0/8 

P.H.+aa 0/8 1/4 0/4 0/4 

P~H.+aa+a 0/4 2/4 0/4 0/4 

P.R. proteína hidrolizada 

ªª aminoácidos '' 

a almidón 

Tabla No. 18 Producción ~ acurnulaci6n ~ fluido .fil!. 

~ ligadas ~ intestino ~ conejo 

~ .!!2..§. cepas ~ ;!!. cereus. (45) 

Cepa de 

B. cereus 

4810 

4433 

No. de 

pruebas 

13. 
15 

ProduCci6n Acum. de fluido 

(No. de asas positivas) 
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Existen problemas prácticos en el desarrollo de otro t~

po de pruebas para el estudio de las condiciones favorables 

de la producci6n de la toxina causante de v6mitos. Hasta ahora 

la toxina s6lo se· produce en platillos a base de arroz (8). 

~e11ing ~ col. en 1978, proponen que 1a producci6n de la 

toxina puede estar relacionada con la esporulaci6n (8). Se 11~ 

van a cabo dos estudios so~re el desarrollo y producci6n de -

la toxina de ]!. eere~~ (tabla No. 19) (8). 

Tabla No.. 19 Producci6n ~ l.!!. toxina ~ 12,. cereus 

causante ~ v6mito, .2!l re1aci6n !!. 

~ células vegetatÍvas :!: cuenta ~ 

esporas .2!l cultivos ~ ~· (8) 

Tiempo Experimento 1 Experimento 2 

br LOV LOE RV LOV LOE RV 

o 6.3 1 0/3 1.8 - 1 

6 8.2 1 3/3 6.4 3.3 

14 8.5 ?.8 2/2 ?.8 4 •. 5 

18 B.4 8.2 2/2 ?.9 6.6 0/4 

24 B.6 8.4 3/3 8.1 ?.2 0/4 

30 n a.o ?.1 1/4 

36 n 8.3 ?.4 3/4 

42 n 0.5 ?.8 3/4 

LOV Log. de c~lulas vegetativas/ml 
LOE Lag. de esporas/ml 

n No experimentado 
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RV s Respuesta de v6mito ( No. de monos que 
vomitaron / No. de monos alimentados). 

Eri el primer experimento, la toxina aparece en la fase de .... 
desarrollo exponencial :·antes de que l.a producci6n 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 esporulaci6n. 

Por los resultados de los dos experimentos los autores no pue

den confirmar ni rechazar la relaci6n que puede existir entre 

la producci6n de la toxina de ~. cereus causante de vómitos y 

la esporulaci6n (8,469 61). 

Existe la posibilidad de que el factor t6xico puede ser -

un producto del rompimiento o desdoblamiento de los componen~

tes del arroz, llevado a cabo por una acci6n bacteriana índef~ 

nida de ~. cereus (46,61). 

6.~ Caract·e:!!'Ísticas ~ M!, toxina que provoca & v6mito 

La temperatura 6ptima para la producci6n de· la toxina de 

1a· cereus causante de v6mito es de 30º0 (tabla No. 20) (8). 

La cuenta de células vegetativas, así como la cuenta de 

esporas son ma;yo:res a temperaturas de 35....1¡.5ºc.,"a1.n,embargo ia 

la respuesta al v6mito es mayor ~ 30°c. 

La toxina presente en los cultivos de arroz muestra su e~ 

tabilidad en varias condiciones, los resultados se presentan -

en la.tabla No. 21 (47). 
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Tabla No. 20 E:f'ecto .!!!! il temperatura sobre il 

actividad ~ !!! toxina ~ ~. cereus 

fil! cultivos ~ ~ ~ g!!; .!!§!. (8) 

Temperatura Células vegetativas =:sporas Respuesta 

ºe cuenta/ml cuenta/ml al v6mito 

22 9x107 1.0x105 2/4 
25 5.,5x107 2.ox105 3/4 
30 

. 8 
3:..0x10. 1.ox106 4/4 

35 9.0x108 a.ox1o? 1/4 
40 3.0x108 5.ox107 1/4 
45 3.0x108 1.5x107 0/4 
50 3.0x104 8~0x104 0/4 

Respuesta al vómito .. No. de monos que presentan v6mito/ 
No·.1. de monos alimentados 

Tabla No. 21 Estabilidad l!2. ~toxina producida por 

»-• .-'?ereus .causante ~ y6mito. (47) 

Tratamiento 

45°C 30 ·min. 
aoºc 10 min. 

126°C 90 min. 
4°c 7 días 
4°C 2 meses 

pH• 4 2bs. 
pH"' 11 2hs. 
Tripsina 
Pepsina 

Toxina (actividad) 

NE 
+ 

+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+, no disminuye su actividad 
NE, No e~erimentada 
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Los resultados indicán que la toxina producida por ~. "

cereus es muy ~atable aún cuando las condiciones son varia--~ 

bles. Por su estabilidad al calor 126°0 durante 90 min. es una 

de las enterotoxinas más estables y de ahí que la producci6n -

de intoxicaciones alimentarias son a trav~s de arroz que es ªl 
macenado inadecuadamente y recalentado sin tener las precausi~ 

nes debidas (4?). 
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6.5 Acoi6n da.~~ producidas .iuu: _a. cereus 

En lps años 1950'8 y 1960'8 se trata de establecer y cla

sificar a !!• cereus como un microorganismo capaz de causar di~ 

rrea a tr~v~s.' de intoxicaci6n alimentaria (8). La primera indá, 

caci6n cla~a de la posible existencia de una enterotoxina pro

ducida por ~· cereus, se menciona por Goepfert en 1972 (41), -

ya que 1ogra en el laboratorio la acumulaci6n de fluido en a

sas ligadas en el intestino de conejo, después da haber inye.s:_ 

t~do a ~stos con cultivos de célu1as de B. ce:::"E!us (8). 

Raynaud y Alouf en 1972 establecen varia:s criterios para 

definir que la toxina producida por ~- cereus es una exotoxina. 

Se sintetiza por células en desarrollo activo 

No hay aumento apreciable de la toxina durante la fase 

estacionaria. 

La concentraci6n intracelular es muy pequeña durante el 

desarrollo de las células. 

Parece no haber duda de que la patogenicidad de ~- cereus 

al hombre en el tracto digestivo se identifica ~ejor corr una 

intoxicaci6n que con una infecci6n y que la idea de una ente-

rotoxina ligada a las células y liberada por 1.i.sis -0elular es 

compatib1e con ciertos hechos, como son la necesidad de un 

gran n~mero de células para causar una respuesta clínica, un -

rápido establecimiento de la enfermedad, su corta duraci6n, la 

ausencia de fiebre y el fracaso en el aislamiento del microor

ganismo a partir de la materia fecal de los pacientes en algu-



nos casos (48). 

Los estudios que se realizan hasta la fecha acerca de la 

reacci6n necr6tica en la piel de cobayos, 1a reacción de per-

meabi1idad vascu1ar y la acumulaci6n de flu~do en asas ligadas 

en e1 intestino de conejo son enfocados para: 

Determinar su re1aci6n con e1 tipo de intoxicaci6n ali

mentaria que causa diarrea, 

Demostrar su no identidad con la hemo1isina y 1a fosfo

lipasa e 

Su purificación. 

Las razones por las cuales se desconoce e1 mecanismo de -

acci6n de 1a toxina que produce diarrea son: 

La toxina que produce diarrea se produce junto con va-

ríos metabolitos de los cuales no es completamente sep!!_ 

rab1e~ 

Su 1abilidad 

Las difieul.tades para encontrar 1as condiciones Óptimas 

pars 1e producción -en gran eeea1a (8). 
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7 • EFECTO M._ AGENTES FISICOS !, QUIMICOS :fil'! !:l!. 

ESPORULACION ~ BACILLUS CEREUS 

Durante el cic1o de vidá de las bacterias formadoras de -

esporas hay dos estadios importantes, esporulaci6n y gerl!!ina~

ci6n. En 1a esporulaci6n las c~lulas bacterianas se encuentran 

en un·estado latente conocido .como endoespora. Las endoesporas 

son refracti1es, resistentes a la temperatura y a otros agen-

tes químicos. Bajo condiciones favorables se altera el estado. 

latente 7 conduce a la formaci6n del desarrollo de célu1as ve

getativas, que' son sensibles a la temperatura. Este proceso se 

conoce como germinaci6n de esporas. La germinaci6n se manifie~ 

ta por la liberaci6n de ácido dipiconílico, incremento en la -

resistencia a la luz ultravioleta o por disminuci6n en la .. deB, 

sidad 6ptica. La germinaci6n de las esporas se presenta en· dos 

fases. P~rdida de ácido dipiconílico (DPA) y estabilidad al c~ 

lor·de las esporas formadas en la primera fase de germinaci6n. 

Durante la segunda fase se presenta la síntesis macromolecu~

lar (62). 

Efecto .!:!f!..l!!. temperatura: 

Las esporas son extremadamente resistentes a la ter.;perat:!! 

ra. Esta resistencia es probabl~mente producida por la deshi-

drataci6n de1 protoplasto durante la formaci6n de la espora 

(63). Cuando las esporas son expuestas a altas temperaturas 

pierden su característica de estado inactiva y posteriormente 

germinan. Este tratamiento de activaci6n por temperatura, pro-



voca marcados cambios en las características de ias esporas, ~ 

ravoreciendo el inicio de la germinaci6n. Curran y Evans (86) 

en 1947 reportan que la activáción de las esporas por tempera

tura es reversible a su estado inactivo, s! las esporas son a,! 

macenadas en ausencia de sustancias que inducen la germinaci6n. 

Existen varias hip6tesis que son propuestas para explicar el m~ 

canismo de activaci6n de las esporas por temperatura. Algunas 

de estas hip6teais relacionan la activaci6n por temperatura,.a 

los cambios en la permeabilidad de la espora, 1iberaci6n de.: su!!_ 

tancias que inducen la germinación, o inactivaci6n de ali;unas -

sustancias inh~bidoras de la germinación. Ke;ynan y Hnlvorson .~ 

(87) proponen que la acpivación de la espora por la temperatura 

cambia la estructura terciaria de algunas macromol~culas, prob~ 

blemente 1as proteínas de la cubierta de la espora con enlaces 

S-S, responsables de mantener el estado inactivo. La estructura 

terciaria puede ser responsable del sitio activo enzimático ne

cesarios para 1a germinaci6n, racilitando la permeabilidad de 

sustancias estimulantes para 1a germinación, o por la libera-·~. 

ci6n de algunas sustancias inhibidoras de ln germinaci6n (64-). 

La cubierta de la espora consiste principalmente de proteí 

nas con enlaces S-S. Maeda y Koga (88) 1 encuentra~ que las pro-· 

te!nas que rorman 1a cubierta de 1a espora de ~· cerP.US proba-

blemente se desnaturalizan a una t~mperatura de 56°C (64). 

E~ecto ~ Calcio ~ ~ dipicon!lico (Ca-DPA) 

Los iones juegan un papel mu;y importante en la Bermina--
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ci6n de .1as esporas. Varios cationes bivalentes, especialmente 

. calcio y ma~esio, son requeridos para la eerminaci6n (62). 

Rode y Foster arirman que existen compuestos secundarios en el 

P.roceso de germinaci6n como son glucosa, L-alanina e inosina -

los cuales no provocan la germinaci6n en la ausencia de iones. 

Parece que el Ca se almacena en las esporas rormando un compl~ 

j·o con el DPA y durante la germinaci6n, la 1iberaci6n en el -

medio de Ca y DPA demuestra que la concentraci6n del complejo 

Ca-DPA se mantiene durante 1~ liberación (62). 

Las esporas de ,!!. cereus contienen considerables concen-

traciones de iones metálicos y ácido dipiconílico comparados -

con las cálulas vegetativas. El. complejo CA-DPA en las esporas 

de ,!!. cereus provoca la resistencia de las esporas al calor -

(62). 

Erecto ~ Agentes Químicos 

Las esporas son aprox. 10000 veces más resistentes a los 

agentes químicos que las c&lulas vegetativas. E1 mecanismo 

puede ser debido a le deshidrataci6n del protop1asto durante -

la rormaci6n de las esporas o tambi~n ia resistencia de las e~ 

paras puede explicarse por 1a ~resencia de puentes disu1.t'Uro -

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

Wa~tes y Bayliss realizan un estudio acerca de la resis-

tencia de las esporas de ~- cereus a los aeentes químicos. 

-62-



Los resultados obtenidos incrementan la dP.strucción de las es

poras por los agentes químicos probablemente por la oxidaci6n 

de los puentes disulfito de las proteínas que se encuentran -

en la corteza de la espora.(63). 

El tratamiento de las esporas de ,!!. cereus con urea-rner

capto· etanol permiten·a.la· lisozi11a inducir.:la germinaci6n en 

un 99~, debido a que :ta proteína que se encuentra en la cort!!_ 

za de la espora se desnaturaliza (63). 

E1 cloro ·como hipoclorito se usa ampliamente·como bacte

ricida, oxidando las proteínas. El tratamiento de las esporas 

con urea-mercapto etanol también incrementa la destrucci6n de 

las esporas por el cloro. Los resultados .demuestran que sin -

el tratamiento con urea-mercapto etanol la corteza de la esp2 

ra se encuentra intacta y esto permite la resistencia de la -

espora a la lisozima y al cloro (63). 

Existen otros agentes químic~s como son: per6xido de Hi

drógeno, Hidróxido de sodio los cuales son capaces de destruir 

la espora aún cuando su corteza esté intacta o reciba algún -

tratamiento con urea-mercapto etanol (63). 

En los estados físicos del protoplasto de las esporas de 

diferentes especies se encuentran diferencias, las cuales se 

reflejan en el incremento de la susceptibilidad al daño de -

las esporas especialmente sí la resistencia se debe a las pr~ 
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piedades de 1a cubierta de 1as esporas (63). 

Efecto ~ sorbato ~ potasio 

Las sa1es de ~cido s6rbico y potasio son usados como age!l 

tes fungicidas en 1a industria de alimentos (65). 

En 19?9 se reconoce que 1as sales de sorbato inhiben e1 

botu1ismo, particularmente en el curado de la carne (65,66). 

Los investigadores Smoot y Pierso~ encuentran que el sor

bato ·ti.e potasio inhibe 1a germinaci6n de las esporas de li• ~

~ !, y Cl. botulinum ~- El mecanismo por medio de1 cual -

el sorbato de potasio inhibe la germinaci6n de las e;Bporas se-. 

desconoce (65,67). 

La efectividad del sorbato de potasio disminuye cuando el 

pH del medio se incrementa de 5.7 a 6.7. El sorbato de potasio 

inhibe la germinaci6n de la espora a una concentraci6n de ~' 

3,900 ag/ml a un pH de 5.7.(65,6?). 

La inhibici6n de la germinaci6n de las esporas de .!!• ~-

reus por el sorbato de potasio es reversible cuando las.espo~

ras se resuspenden en un medio de germinaci6n sin sorbato de -

potasio. Esto indica que la inhibicidn por el sorbato de pota

sio no provoca alteraci6n permanente en la germinación de las 

esporas (65,67). 
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E~ecto .2!!1, ~ Etilendiamintetraac~tico (EDTA) 

Las bacterias Gram ne~at~vas son sensibles a EDTA. En par

ticular las del G~nero Pseudomonas presentan una alta sensibili 

dad. Los estudios llevados a cabo sobre el efecto d~ EDTA en 

bacterias Gram positivas son muy reducidos. La concentraci6n de 

2;5 mM de EDTA inhibe la germinaci6n de las esporas de Q. botu-

1i:!!.!!!!!. y 50 ppm de EDTA inhibe el desarrollo de Btanhylococcus 

aureus en un medio de cultivo (89). 

El EDTA puede inhibir el desarrollo bactP.riano mediante dos 

efectos: Secuestrando cationes esenciales y haciendo al alimen

to nutricionalmente deficiente, o por ruptura de la membrana e~ 

terior la cual afectar la permeabilidad y estabilidad de la cé-

lula,(89). 

Los resultados obtenidos del efecto de EDTA sobre el desa-

rrollo de las esporas de B. cereus son los sifl:Uientes: . 
a) A una conc. menor de 300 ppm de EDTA, se reduc.e el des.!!_ 

rrollo de .Ji• cereus. 

b) A una conc. de 300 a 1000 ppm de EDTA, se inhibe el de-

sarrollo de ~. cereus aunque en algunas ocasiones se presenta 
t•) 

poco desarrollo. 

o) Colonias pequeñas no características de ;!!. cereus y un 

lento desarrollo de las colonias sobre agar en placa, se obser

va cuando se incrementa la cono. de EDTA en caldo infusi6n de -

cerebro corazón. 

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

sobre el norcentaje de germinación de las esporas de li• cereus 
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e) El. desarrollo de 2· cereus se inhibe a una cene. de -

.EDTA de 500 ppm y a pH 5 a 9, y a pH ? se observa la mn;ror re

sistencia de las esporas, 

t:) La inhibici6n de desarrollo de la.s esporas de g. cereus 

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

rroll o Fe, Zn y Ca.(89). 

Et:ecto ~ Dioxido E¿ Cloro 

Los compuestos con clo:ro (ac. hipoclorito, ac. hipocloro

so y cloro) son los desinfectantes más utilizados en tratamien

tos de agua, y tambi~n son usados conmnmente para desint:ectar 

los alimentos. El dio~ido de cloro (c102 ) es un desinfectante 

igua1 o más et:ectivo que el cloro,(90). El c102 se use en la -

Industria alimentaria en aplicaciones como: tratamiento a VAge

tales :r agua, inactiva bacterias, virus y aleas. La int:ormaci6n 

s.obre la ·actividad en las esporas es licitada (90). 

Principales e~ectos de c102 sobre las esporas de ~. cereus: 

a) Las esporas (de una sola cepa) de &· cereú§ desarrolla

das en un medio de esporÚ1aci6n simple son más susceptibles al 

c102 que las esporas desarrolladas en un medio más complejo 

b) ·La inactivaci6n de 1~s esporas de ~- cereus T se ~ncr~ 

menta cuando la conc. de·c102 se aumenta de 20, 50 y 80 ng --

c102/1. 

a) La inactivaci6n de las esporas de ~- cereus T con c102 

no fueron afectadas por el pH 

d) Cuando la cubierta de la espora de ~· cereus se encue~ 

tra intacta proteje a la espora del efecto de Cl02 
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e) La e1iminaci6n de la cubi~rta de la espora no afecta ln 

viabilidad de lo. espora pero es iñ:ás susceptible a los ac;entes 

químicos (per6xido de hir;r6r;eno, hipoclorito, cerminaci6n con 

lisozima, 0102 ) (90). 

Efecto ~ Cloruro ~ Amonio 

La acci6n del cJ.oruro de amonio en la r;e:rminaci6n de le.s -

esporas de :g. cer"!us son presentados a continuaci6n .. 

a) La adici6n de cloruro de amonio a una mezcla de germi .. 

nantes (L-alanina e inosina) estimulan la r;erminaci6n de las -

esporas desactivadas de ,!! •. cereus en ic;uales proporciones que 

·cuando se utiliza la activnci6n de lande las esporas por ca--

1entamiento sin clo~ro de amonio-

b) La D-a1anina tiene poco e:fP.cto sobre la germinaci6n de 

esporas activadas con calor, e inhibe la germinaci6n de esporas 

inactivadas en la presencia de cloruro de amonio 

c) El cloruro de amonio no reemplaza las necesidades de -

L-alanina o inosina• Los tres compuestos se requieren para una 

rápida. r;erminación 

· d) En compa1:'aci6n de varias cepas de ]?.. cereus, la estim:g_ 

1aci6n de germinaci6n por c1oruro de amonio se ~resenta en to

dos los casos, sin el!lbargo 1s ma:roría de lo.s esrioras que se 

aislan del suelo germinan m~s r6:pidar.iente. que 1as esporas de 

;ia. cereus T en e.usen cía de cloruro de amonio ( ':11 ) • 
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B. UTILIZACION ~ AGENTES QUIMICOS EAE!. EL 

CONTROL ~ BACILLUS CEREUS . 

Los estudios acerca de la utilizaci6n de a~entes químicos 

:pera el control de' las célulaa ve¡z;etatives_ de ,!!. ~ son -

mu;y escasos. 

Para evaluar ln seguridad microbiol6~ica de un alimento -

en particular, es importante conocer el porcentaje de células 

inoculadas capaces de iniciar el crecimiento bacteriano en el 

alimento (68). El uso de los diferentes métodos de preserva--

ci6n, permite disminuir la poblaci6n bacteriana para mantener

la dentro de ciertos límites 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 disminuci6n bacteriana. El ca-

lentamiento altera la menbrana citoplásmica, se pierden varias 

sustancias y se incrementa la sensibilidad a varios inhibido-

res selectivos como son: cloruro de sodio, polimixina ;y colo-

rentes como el azul de metileno. Altera t~bién en algunos ca

sos el RNA ribosomal ;y el DNA (69). r.os estudios sobre el efeQ_ 

to cae la temperatura en .!!• cereus son limitados. En 1978 Rapp~ 

port y Goepfert realizan un estudio y encuentran que después 

de un calentamiento a 47ºC durante 5 min. en buffer pH 6.0 las 

células no son suscepti.bles a sulfato de polimixina B y rojo -

de fenol a concentraciones en las cuales estas sustancias es-

tan nresentes en los medios usados para enumerar a ~· cereus. 
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Erecto .!!!! !!!!Q1 ~ lill 

La informnci6n relacionada a erectos de concentraci6n de 

NaCl y pH sobre el desarrollo de ~- cereus es limitada. El ran 

go de pH permitido para el desarrollo de .!!_. cereus es pH 4.9 a 

9.3. En relaci6n con el desarrollo de .!!_. cereus en alimentos 

con diferente acidez el pH varía de 4.5 a 5.15. El microor~a-

nismo se puede desarrollar a una concentración de NaCl al 7% -

pero se inhibe a una concentraci6n de 10% (68). En general los 

resultados obtenidos pueden ser resumidos: 
~ 

a) Los erectos de pH y NaCl sobre el desarrollo de .!!_. ~

~varían con la cepa y el medio de cultivo usado. 

b) La adición de NaCl de 0-10% al medio de cuJ.tivo causa 

una reducción en el desarrollo de &• cereus. 

c) En el caso cuando· se incrementan las concentraciones -

de NaCl, se debe utilizar ma;yor concentraci6n de inóculo de ~. 

cereus para asee;urar su desarrollo. 

·d) Concentraciones elevadas de NaCl y valores extremos de 

pH inhiben el desarrollo de ~. cereus: 

e) Aán a bajas concentraciones de NaCl el microor~anismo 

se inhibe cuando los valores de pH son lej~nos del óptimo. 

Erecto~!!! 

Las bacterias que provocan intoxicación en alimentos gen~ 

rnlmente se desarrollan a un ran~o de-Aw 0.83 a 0.99. El valor 

de Aw mínimo permitido para el desarrollo de ~- cereus es 0.95 

(68). 
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Erecto ~ ~· s6rbico 

El. ácido s6rbico y sus sales son usados comunmente para -

prevenir la cont!Uti.naci6n en alimentos. Este aditivo inhibe el 

desarrollo de hongos y levaduras cuando se usa en bajas conce~ 

traciones y también tiene un erecto antibacteriano, especial-

mente sobre bacterias como ~- cereus y~· subtilis (70). A va

lores de pH bajos se incrementa la cantidad de ácido no diso-

ciado en el medio. El ácido libre entra en la c~lula h~cteria

na e inhibe varios sistemas enzimáticos. fil erecto sobre ~···

cereus puede ser obtenido sí el pH del substrato es menor de -

6.3. A este pH~ las sales de potasio son tambi~n bidrolizadas 

a ácido libre. 

La cantidad de ácido s6rbico necesaria para prevenir el 

desarrollo de ~. ~ es entre 0.1 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 la fecha en la epidemiología de 

la intoxicaci6n alimentaria por ~- cereus, permite establecer 

algunas conclusiones: 

- se requiere la ingesti6n de mi11ones de microorganismos 

para causar intoxicaci6n. 

- el microorganismo se desarrolla en una gran variedad de 

alimentos (los cuales funcionan como vehículo de 1a bacteria) 

especialmente en aquellos que estan en contacto con el polvo o 

bien en otros alimentos cocinados o procesados, en los cuales 

el tratamiento antibacteriano aplicado (fumigaci6n con 6xido -• de etileno o de propileno, o el ca1or) no es bastante para de.§. 

truir al germen presente en los ingredientes utilizados; se i!!l 

plica por tanto, una deficiente conservaci6n del alimento. 

- los síntomas del padeci~iento suelen ser leves, con in

cubaci6n corta, y pronta recuperaci6n. 

el alimento que contiene elevado número de células de !l.• 

cereus no muestra·signos de alteraci6n. 

La escasa severidad de 1os síntomas puede contribuir a ex

plicar el bajo número de reportes de este tipo de padecimi~ntos 

en muchas partes del mundo, por lo que la incidencia real del -

padecimiento es dificii 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 m~s conciencia entre 

los epidemi6logos. En Hun~ría por ejem~lo, durante el periodo -
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1968-1969 se presenta como l~ tercera causa de intoxicación a

limentaria. En nuestro país la al.ta endemicidad de las in:fe----· 

cciones entéricas dificulta el estudio del problema, desde el 

punto de vista epidemiológico, pues a las l.imitaciones de or-

den técnico en la notificación de los casos, en los estudios -

de campo y en l.os recursos de labora torio, habrá gue e.dicionar 

las d:l:1'ic'11l. tades para· descubrir: casos de una sintomatolog!a .. r~ 

lativamente benigna, dentro de una población que regularmente· 

sufre la invasión ;y actividad de a~entes pe.tógenos en su trac

to digestivo, afrontando la situación (con verdaderas exce;p~i2 
..... ~' 

nes) como algo· cotidiano. que no merece mayor atención. Convie-

ne sin embargo, mantener conciencia del problema sobre todo en 

el caso de instituciones (guarderias, hospitales,-centros de ,... 

·trabajo) en· donde se atiende la .nlimP.ntnc.ión de. e;t'Up9s .grandes 

de .individuos. 

Existen propiedades de las toxinas de~. cereus que limi

tan el proBJ:"eso en las investigaciones por lo cual no se defi

.ne su naturaleza como son: 

la inestabilidad de l.as toxinas 

su sensibilidad a varias enzimas 

la capacidad de las cepas para perder parcialmente su -

patogenicidad 

- ;y los problemas para separarla de otros metabolitos de 

~- cereus con similar peso molecular. 

Este trabajo trata de la incidencia de ~· cereus en una -
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gran cantidad de alimentos y de las toxinas pror'lucida.s por el 

microorganismo. Sin embargo, sería muy útil e interesante que 

se realizara un estudio más específico del comportamiento y -

desarrollo d.e !!· cereus en una variedad de alimentos bajo va

rias condiciones como: temperatura, pH y la presencia o ause!!_ 

cia de otros microori:;anismos, el desarrollo de un método ade

cu~do para 1a purificaci6n de las enterotoxinas y poder cono-

cer más acerca de su naturaleza. 

Este trabajo cumple con los objetivos anteriormente seña

lados en la introducción. Dentro de las condiciones favorables 

para el desarrollo de !!· cereus podemos mencionar: 

las malas condiciones de almacenamiento 

el poco cuidado durante e1 manejo del alimento provoca

do por la falta de higiene personal 

la preparación de los alimentos dejandolos expuestos 

varias horas a temp. ambiente con posterior calentamiento a 

temperatura inadecuada. 

Existe una gran variedad de alimentos que sirven como ve

hículo para el desarrollo de 1!· ~ como son: productos 14~ 

teos, jamones, frutas, verduras, sopa de pasta, especias proc~ 

sadas (ajo en ~olvo, chile, mostaza, oré~ano, pimienta ~te.), 

productos cárnicos, postres etc. Por Último, !!• cereus produce 

principalmente dos enterotoxinas relacionadas con los alimen-

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

vómito. 
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PREPARACION ~ MEDIOS :!lli, CULTIVO 

Medio 't:lasa1: 

peptona 0.1% 
extracto de levadura 
rojo de .f."enol 
agar 
pH del medio 

0.1% 
0.05% 
0.0025~ 

1.8~ 

6.8 

El medio basal se esteriliza a una temperatura de 121°c -

durante 20 min·. Se enf'ría a 50°c, se adicionan 100 m1. de emu1, 

si6n de yema de huevo concentrado est&ril y suf'iciente sulf'ato 

de polimixina B a una concentraci6n f'inal de 10 microg. por ml. 

se adicionan a 900 m1 del medio basal. El medio se vierte en -

cajas petri, se deja solidif'icar. Y puede ser almacenado-por -

una ·setTiana a 4°C. El almacP.namiento p7.'n1.one;ado no es recomend!!_ 

ble (12). 

Agar manitol-yema de huevo-po1imixina 

Extracto de carne 

peptona 
D-manitol· 
Nacl 

Rojo de .f."enol 

Agar 

~o 

1.0 g. 

10.0 g. 
10.0 g. 
10.0 g. 

0.025 g. 
15.0 g. 
900 ml ajustar el pH a 7.2!: ·0.1 · 



,., 
Mezc1ar todos 1os ingredientes y ca1entar a diso1ver, se 

dispersa en porciones de 225 m1. en matraces de 500 m1. Se es-

1eri1iza 15 min. a 121°0. Se deja enfriar a 50°c en agua y se 

adicionan 12.j m1. de emulsi6n de yema de huevo 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 basal: 

peptona 
D-manitol 
Mgso4 •7 H2 0 
Nac1 

Na2Hl'04 

Irnc!P04 
Azul de bromotimol 
Agar 

~o 

1.0 g. 
10.0 g. 
0.1 g. 
2.0 g. 
2.5 g. 
0.25.g. 
0.12 g. 

18.0 g. 
1000 m1. 

Se mezclan 1os ingredientes y se calienta a disolver se -

ajusta a pH ?.4. E1 medio se dispersa en cantidades de 90 m1. 

y se esteriliza a 121°c durante 15 min. (pH fina1 ?.2). Poste

riormente 1as siguientes soluciones est~rilos se adicionan al 

medio basal fundido y enfriado a 48-50°0. 

Piruvato de sodio 20% P/V 

Polimixina 
Emulsi6n de yema de huevo 

5 m1 

10 microg./m1 · 

5 m1 

E1 medio se vierte en cajas petri y se deja por 24 ha. a 
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Mezc1ar 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.; ml. de emu1si6n de yema de huevo 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 basal: 

peptona 
D-manitol 
MgSOq.•? H20 
Na.el 

Na2Hl?04 

~P04 
Azul de bromotimol 
Agar 

ff:20 

1.0 g. 
10.0 g. 

0.1 g. 
2.0 g. 
2.5 g. 
0.25.g. 
0.12 g. 

18.0 g. 
1000 ml. 

Se mezclan los ingredientes y se calienta a disolver se -

ajusta a pH ?.4. El. medio se dispersa en cantidades de 90 ml. 

y se esteriliza a 121°0 durante 15 min. {pH final 7.2). Poste

riormente las siguientes soluciones est6rilos se adicionan al 

medio basal fundido y enfriado a 4-B-5oºc. 

Piruvato de sodio 20% P/V 
Polimixina 
.Emulsi6n de yema de huevo 

5 ml 
10 microg ./m:t · 

5 m1 

El medio se vierte en cajas petri y se deja por 24 hs. a 



temperatura ambiente ambiente antes de usar (15). 

REACTIVOS 

CALDO NITRATO 

Extracto de carne 
Peptona 
KN03 
~o 

3.0 g. 
5.0 g. 
1.0 g. 

1000 mi. 

Ajustar e1 p!fa ?.O! 0.1 y vaciar porciones de 5 m1 en -

tubos (125X16 mm.). Esteri1izar 15 min. a 121°0. 

Reactivos de la prueba para la reduc.ci6n de ni tri tos: 

Reactivo A.- Diso1ver 8 g. de ác. sulfanílico en 1· 1itro 

de ác. acético 5N (2+5) 

Reactivo B.- Diso1ver 2.5 g de a1f'a-na1"to1 en 1 litro de. 

ác. acético 5N 

VOGES-PROS:UUER 

a1f'a-naf'to1 5~ .- Diso1 vel." 5.0 g. de a1fa-nafto1 en :--

100 m1. de a1coho1. 

Hidroxido de potaaio.a1 40% .- Disolver ~O g. en KOH en 

100 ml. de agua• 

AGAR NUTRITINO CON L-TIROSINA: 

Agar nutritivo 

Extracto de carne 
~eptona 
Agar 

3.0 g 

5.0 g. 
15.0 g. 
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82º 1000 ml. 

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 baño de agua y adicionar 0.5 g. de L-tirosina es

téril disuelta en 10 ml. de agua en cada 100 ml de medio. Mez

clar vigorosamente y vaciar asépticamente 3.5 ml. del medio en 

tubos (100X13 mm.). Inclinar y enfriar rápidamente para preve

nir la separaci6n de la tirosina. Para preparar L-tirosina adi 

cionar 0.5 g. en 10 ml. de H2 o y vaciar en tubos de 1?0X20 mm. 

Esterilizar 15·min. a 121°c (16). 

GALDO NUTRITIVO CON LISOZIMA 

Extracto de carne 
Peptona 

H20 

3.0 g. 
5.0 g. 
1000 ml. 

Vaciar en porciones de 99 ml. en botellas y esterilizar -

15 min. a 121°c. pH final 6.a! 0.1. Mezclar 1.0 ml. de 0.1% s,g 

luci6n de lisozima con 99 ml. de caldo y vaciar asépticamente 

2.5 m1 de medio en tubos de 100X13 mm. Para hacer la soluci6n 

de lisozima, disolver 0.1.g. de lisozima en 65 ml de HC1 0.01N 

estéril, hervir por 20 min., y diluir a 100 ml. con HCl o.01N 

estéril. Al mismo tiempo, disolver 0.1 g. de clorhidrato de l! 

sozima en 100 ml de H2o y esterilizar en filtro de menbrana 

con un tamaño de poro de 0.45 milimicras (16). 
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