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Abstract

Foodborne diseases (FD) are considered a relevant issue in public health because of their negative
impact on the economic and social sphere. Among the agents of biological origin producing FD is B.
cereus capable of producing intoxications and toxoplasmosis by consumption of contaminated food.
The purpose of this document was to present a general overview of foodborne diseases specifically
those produced by Bacillus cereus, involving general microbiological characteristics, methods of
detection analysis, as well as measures to control and prevention of food contamination. Food that
does not cause damage to health requires the joint action of various sectors such as international
organizations, government authorities, academia and the food industry that have been developing,
recommended and implemented strategies and actions throughout the food chain as good hygienic
practices, analytical methods of detection, and educational programs for the general population on
the preparation and preservation of food in the household; in order to reduce the risk to health
derived from food to a society that is constantly growing and eager for healthy and nutritious food.
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Sobre Bacillus cereus y la inocuidad de los alimentos (una revision)

Resumen

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) son consideradas un tema de relevancia
en salud publica debido a su incidencia y las repercusiones negativas en el ambito economico
y social. Dentro de los agentes de origen bioldgico productores de ETA se encuentra B. cereus
capaz de producir intoxicaciones y toxiinfecciones por consumo de alimentos contaminados. El
presente documento, tuvo como finalidad mostrar una perspectiva general de las enfermedades
transmitidas por alimentos especificamente las producidas por Bacillus cereus, involucrando
caracteristicas microbiologicas generales, métodos analiticos de deteccion, asi como medidas
de control y prevenciéon de la contaminaciéon de alimentos. Alimentos que no generen un dafio
a la salud hace necesaria la accion conjunta de diversos sectores sociales como organizaciones
internacionales, autoridades gubernamentales, academia e industria alimentaria que a nivel global
han ido desarrollando, recomendado e implementado estrategias y acciones a lo largo de la cadena
alimentaria como las buenas practicas de higiene, métodos analiticos de deteccion y programas
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educativos a la poblacion general sobre la preparacion y conservacion de alimentos en el hogar;
afin de reducir el riesgo a la salud derivado de la alimentacion, a una sociedad que se encuentra en
constante crecimiento y avida de alimentos sanos y nutritivos.

Palabras clave: Bacillus cereus, inocuidad, alimentos, salud publica.

1 Introduccion

1.1 Los alimentos y su relacion con la salud

La alimentacioén es una necesidad imperante de los seres humanos. Sin embargo,
los alimentos pueden albergar diferentes peligros para la salud al contaminarse por
agentes fisicos, quimicos y biolégicos durante sus diferentes etapas de produccion,
almacenamiento, transporte y elaboracion previos a su consumo, generando enfermedades
que son consideradas como un serio problema y un reto para la salud publica alrededor del
mundo debido a las elevadas tasas de incidencia, mortalidad y repercusiones econémicas
negativas del sector productivo y de salud por el desarrollo y acciones de implementacion
de estrategias de control, vigilancia y prevencién en materia de salud publica, animal
e industria alimentaria (4. Para tales fines, en la produccion de alimentos nutritivos e
inocuos, se han utilizado nuevas tecnologias, buenas practicas agricolas, buenas practicas
pecuarias, buenas practicas de manufactura, control de calidad y medidas de higiene
y seguridad, asi como sistemas preventivos como la ejecucion del analisis de peligros
y puntos criticos de control (HACCP, por sus siglas en inglés) 9. La inocuidad es un
concepto atribuido a todo alimento que no ocasiona dafio ni enfermedad a la persona que
lo consume y que junto con las caracteristicas nutricionales, organolépticas y comerciales
constituye la calidad integral del mismo @y debe ser el factor comtn y prioritario a lo
largo de la cadena productiva.

Las enfermedades trasmitidas por alimentos (ETA) se definen como aquellas que son
producto del consumo de agua y/o alimentos que presentan agentes nocivos ya sea de
naturaleza fisica, quimica o bioldgica para la salud del consumidor. Los sintomas de estas
enfermedades son diversos, presentindose de manera general: nauseas, vomito, diarrea,
dolor abdominal y fiebre; en algunos casos presentan complicaciones severas como la
sepsis, meningitis, aborto, sindrome de Reiter o muerte . Existen diferentes ETA las
cuales se clasifican en: 1. intoxicaciones, derivadas del consumo de alimentos en los que
se encuentra una toxina o veneno formado en tejidos de plantas o animales o metabolito
derivado del crecimiento microbiano. II. infecciones originadas por la ingestion de alimentos
con microorganismos patdgenos vivos, generando la invasion, multiplicacion y alteracion
de los tejidos del huésped y III. toxiinfecciones que es la enfermedad que combina la
infeccion con la intoxicacion con cierta cantidad de microorganismos no invasivos capaces
de producir y/o liberar toxinas durante su desarrollo en el intestino del huésped &,

Se han reportado aproximadamente 250 agentes causales de ETA en los cuales se
encuentran bacterias, virus, hongos, parasitos, priones, toxinas y metales [(*9, De los cuales
los de mayor frecuencia asociados a estas enfermedades son contaminantes o agentes de
origen bioldgico; tal es el caso de bacterias como: Salmonella spp., Campylobacter jejuni,
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Listeria monocytogenes, Clostridium botulinum, Clostridium perfringes, E. coli, Shigella
spp., Yersinia spp., Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Vibrio spp., entre otros @719,

La dimension e impacto, alrededor del mundo, de las ETA es generalmente desconocida,
habiendo numerosos paises con so6lo estimaciones ©. La Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) estima a nivel global una incidencia de 1.500 millones de casos de diarrea
al afo, debido a la cual 3 millones de nifios por debajo de los 5 afios de edad fallecen 'V,
En los Estados Unidos, a través del Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades
(CDC por sus siglas en inglés) se reportaron para el 2013 un total de 19.056 infecciones
alimentarias, 4.200 hospitalizaciones y 80 defunciones ”. En Chile se registraron en el
2013 cerca de 1.164 brotes con 7.841 casos. En la Unidén Europea, se registraron 5.648
brotes en 2011, resultando en 69.553 casos, 7.125 hospitalizados y 93 decesos ©. Mientras
que, en Colombia en 2014, a través del Sistema Nacional de Vigilancia en Salud Publica
del Instituto Nacional de Salud, se reportaron 9.730 casos ' y en México en 2008, el
Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) brind6 2 millones 188 consultas médicas
por enfermedades gastrointestinales, siendo los estados de Chihuahua, Coahuila, Jalisco,
Michoacan, Guerrero y Oaxaca donde hubo mayor ocurrencia %,

Algunos de los factores que han contribuido a la aparicién de estas enfermedades son
la globalizacion del mercado, la aplicacion de nuevos procesos de fabricacion y de nuevos
productos, los cambios de habitos alimentarios en la sociedad, el consumo de alimentos
envasados, las comidas fuera del hogar, el expendio de comida preparada y de comida
rapida '*), Se prevé que el problema de salud publica se agudizara con estas enfermedades
debido a la aparicion de nuevas formas de transmision, al mayor nimero de grupos
poblacionales vulnerables y al aumento de la resistencia a compuestos antimicrobianos
por parte de los patogenos ©.

El presente documento tuvo como finalidad mostrar una perspectiva general de las
enfermedades transmitidas por alimentos y, especificamente, en el caso de las producidas
por un contaminante de origen bioldgico como lo es Bacillus cereus, involucrando aspectos
que van desde caracteristicas microbioldgicas generales, métodos analiticos enfocados en
el aislamiento y deteccion, hasta las medidas de control y prevencion de la contaminacion
por este patogeno en la produccion de alimentos y la proteccion de la salud publica.

2 Materiales y métodos

2.1 Bacillus cereus 'y generalidades

Las bacterias del género Bacillus spp., son microorganismos que se caracterizan por
generar esporas y localizarse en los suelos; algunas especies son de caracter patdgeno
para el ser humano como son: B. anthracis o Bacillus cereus. Sin embargo existen otras
especies que presentan beneficio para el ser humano, al ser utilizadas como indicadores
de desinfeccion y esterilizacion, son productoras de antibidticos, vitaminas, enzimas,
intervienen en la solubilizacion de fosfatos y fijacion bioldgica del nitrogeno !>!19). Asi
mismo, desde hace ya algunos afios se sabe que algunas especies son productoras de
metabolitos secundarios anfipaticos denominados biosurfactantes (BS) los cuales han
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presentado propiedades fisicoquimicas y biologicas de interés y uso potencial en diversas
areas industriales como la farmacéutica, alimentos, ambiental, petrdleo, entre otras (+'®).

El género Bacillus presenta 51 especies dividido en tres grupos (1-3) los cuales estdn
basados en la morfologia de las esporas y los esporangios. El grupo 1 esta subdividido
en 1A y 1B en relacion al tamafio de la célula y la presencia de poli-B-hidroxibutirato
en el citoplasma, los microorganismos que pertenecen al Grupo 1A (o también llamado
grupo B. cereus) el cual estd conformado por: B. cereus, B. anthracis, B. thuringiensis,
B. mycoides, B. pseudomycoides, y B. weihenstephanensis. La mayoria de los miembros
de este grupo producen enterotoxina y se relacionan con la induccion de Bacillus hacia la
generacion de enfermedad 9.

B. cereus, ademas, segun estudios fenotipicos y gendmicos (16S rRNA) presenta una
analogia conotras especies como B. anthracis. Estabacteria presentauna amplia distribucion
por distintos ambientes naturales como lo es el tracto intestinal de invertebrados, suelo,
agua, vegetacion y aire; pudiendo existir ya sea en forma de esporas o células vegetativas,
siendo estas ultimas capaces de colonizar el cuerpo humano @2, Este microorganismo se
caracteriza por presentar forma de baston alargado de 1.0-1.2 pm en el didmetrox 3.0a 5.0
um de largo, Gram positivo, movil, esporulado (cuando las condiciones de crecimiento no
son favorables), anaerobio facultativo, tiene un intervalo de temperaturas de crecimiento
que va de 4° C a 48° C donde sus esporas son capaces de tolerar hasta 95° C, pH de 4.3 a
9.3 y de actividad del agua de 0.912 a 0.95, asi mismo, es capaz sobrevivir a condiciones
salinas de hasta una concentracion del 7 % 0222,

Cuando uno de los miembros del grupo 1A del género Bacillus es aislado, pero no
completamente identificado, se le denomina B. cereus sensu lato (s.l.). Mientras que a
los aislamientos completamente identificados obtenidos de este microorganismo se le
denomina Bacillus cereus sensu estricto (s.s.) formando parte del grupo 1A. Las diferentes
especies se pueden identificar a través de varios test en el laboratorio donde se evaluan
caracteristicas fenotipicas que involucran la capacidad para metabolizar distintos sustratos
como son: azucares, alcoholes, polisacaridos entre otras ** (Tabla 1).

Tabla 1.- Caracteristicas fenotipicas de identificacion entre especies del género Bacillus spp., en
el laboratorio. Phenotypic characteristics of identification of species of the genus Bacillus spp.,
In the laboratory (121229,

Analisis B. B. B. B.
cereus anthracis thuringiensis mycoides
Crecimiento Ligeramente Gris-blanco a Ligeramente Colonias
colonial en agar verdes blanco verdes rizoides con
sangre menor que B. parte
cereus posterior
marcada
Movilidad + - + -
Catalasa i + +
Hidrolisis urea A" - + v
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Reduccion nitratos 1 + + +
Hemolisis + - + +
Hidrolisis almidon + + + +
Arginina di A% - + Vv
hidrolasa
Generacion de acido
a partir de:

Manitol - - - -
Trehalosa 1 + + +
Arabinosa - - - -

Glicerol = + n I

(+) Reaccion positiva, (-) reaccion negativa, (V): reaccion variable.

B. cereus es considerado un microorganismo con la capacidad de producir diferentes
infecciones en el ser humano a nivel sistémico y local como la bacteriemia, meningitis
y abscesos cerebrales, endoftalmitis, neumonia e infecciones cutdneas. Asi mismo,
genera afectaciones en el sistema gastrointestinal a través de los alimentos como son
intoxicaciones y toxiinfecciones ©*2123272%  Entre los mecanismos que presenta B.
cereus a fin de generar enfermedad en el huésped se encuentran la produccion durante
su crecimiento de tres fosfolipasas, una proteasa y dos tipos de enterotoxinas (emética y
diarreica). Estas tultimas, al ser consumidas en alimentos contaminados con un crecimiento
estimado de 10° a 10® UFC/g pueden generar vomitos, nauseas y/o cuadros diarreicos
(20232521 Entre los alimentos frecuentemente involucrados en brotes de enfermedades se

encuentran las harinas, salsas, sopas, carnes, ensaladas, verduras, pescado, leche, arroz y
derivados ©@12327-2%)

Las toxinas de esta bacteria patdgena son responsables de los principales sintomas por
enfermedad alimentaria, las cuales consisten en: 1, la enterotoxina emética o cereulida que
es un polipéptido ciclico hidrofobico termoestable sintetizado al final de la fase logaritmica
de crecimiento, bajo condiciones aerdbicas o micro aerdbicas que actiia como un ion6foro
de potasio afectando los gradientes de concentracion de iones transmembrana necesarios
para el buen funcionamiento celular y asociado comunmente a sintomas de nausea y
vomitos y 2, las enterotoxinas o toxinas ligadas a un cuadro diarreico, que incluyen
moléculas de naturaleza proteica termolabiles como: la hemolisina BL codificada por los
genes hblA, hblC y hbID, citotoxina K codificada por el gen CytK y que guarda similitud
a la B-toxina producida por Clostridium perfringens, la enterotoxina no hemolitica (Nhe)
formada de tres diferentes genes codificantes como el nhe A, nhe B'y nhe C incluidos en
el operon nhe, siendo la expresion de todos los genes un producto biologicamente activo
y finalmente se encuentra la enterotoxina FM, la cual es de caracter citotoxica en lineas
celulares Vero. Las enterotoxinas son generadas una vez que se realiza la colonizacion del
intestino delgado por el patdogeno; formandose asi poros en las membranas de las células

epiteliales, resultando en un desequilibrio osmoético y promoviendo el proceso diarreico
(21,23,27,29)
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2.2 Enfermedades transmitidas por alimentos, control y prevencion.

B. cereus es uno de los diferentes agentes bioldgicos causales de enfermedades
transmitidas por alimentos alrededor del mundo *'2%. En paises como los Estados Unidos
de América, a través de un programa de vigilancia mantenido por el centro de control de
enfermedades (CDC, por sus siglas en inglés), se colecta informacion referente al nimero
de ETA, hospitalizaciones, defunciones, agentes etioldgicos, alimentos implicados,
factores contribuyentes, ajustes de preparacion y consumo de alimentos asociados a fin
de minimizar la incidencia ®°, En este pais se estima una incidencia de 9.4 millones de
ETA al afio causadas por diversos patogenos, de los cuales el 14 % son originados por
microorganismos como Bacillus cereus, Staphylococcus aureus o Clostridium perfringens.
Tan solo en un estudio realizado en el periodo comprendido entre los afios 1998 y 2008,
se registraron 13.405 brotes de enfermedades, de las cuales 1.229 fueron causadas, en un
44 %, por C. perfringens, 37 % por S. aureus y 19 % por B. cereus, teniendo importantes
secuelas econdmico-sociales negativas ¢V,

B. cereus al encontrarse ampliamente extendido en la naturaleza puede contaminar
facilmente diferentes ambientes y productos como el caso de los alimentos, pudiendo
ocurrir este fendmeno en cualquier fase de la cadena alimentaria; ademas, la resistencia a
los antimicrobianos y la capacidad de formar esporas resistentes a diferentes condiciones
adversas como los tratamientos térmicos, secado, congelacion, acidez, desinfectantes y
radiacion usados en la eliminacion de microrganismos, en la produccion de alimentos,
hace que se considere como un patdégeno de mayor importancia en la industria alimentaria
y en la salud publica ?°-2%32),

Se estima que la mayoria de las enfermedades generadas por este patdogeno son debidas
a las malas practicas en tratamientos térmicos y condiciones de almacenamiento a las
que son sometidos los alimentos ©%. El control y prevencion de enfermedades por B.
cereus involucra la atencion prioritaria de diferentes factores que pueden promover la
contaminacion en diferentes fases de la cadena de produccion; como son temperaturas de
coccion (sin garantia de inocuidad el uso de altas temperaturas por ser microorganismo
generador de esporas), condiciones higiénicas de almacenamiento, transporte, equipos,
lugar y personal involucrado en el procesamiento y preparacion de alimentos ©-2331:33-39),

Considerando la gran capacidad de este patdgeno y sus esporas de tolerar diferentes
condiciones fisicoquimicas, con la finalidad de reducir el riesgo de ETA, alrededor del
mundo se han investigado, propuesto e implementado diferentes procesos de elaboracion
y preservacion de alimentos que involucran: 1) Agentes quimicos como conservadores
quimicos (benzoatos, acetatos, nitratos, nitritos, anhidrido sulfuroso, entre otros).
IT) Agentes fisicos mediante la aplicacion de diferentes condiciones de calor, presion,
radiacidn ionizante, campos eléctricos, sonicacion, entre otros y III) Agentes bioldgicos a
través del uso de microorganismos como son las bacterias acido lacticas y/o metabolitos,
polimeros (quitosano u oleorresinas), compuestos fenolicos presentes en extractos y aceites
esenciales de origen vegetal. Asi mismo, a nivel global se han desarrollado, implementado
y reconocido por diferentes organizaciones como el Codex Alimentarius, la Organizacion
Mundial para la Salud Animal (OIE por siglas en inglés), la Organizacion Internacional
de Normalizacion (ISO por siglas en inglés), la Iniciativa Global para la Seguridad
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Alimentaria (GFSI por siglas en inglés), entre otros, codigos, directrices, esquemas
normativos y de certificacion en la produccion y comercializacion de alimentos como el
British Retail Consortium (BRC), Safety Quality Food (SFQ), Global G.A.P, ISO 22000
y mas, que involucran las buenas practicas agricolas, ganaderas, pesqueras y acuicolas,
buenas practicas de higiene y de preparacion, sistemas en el analisis de peligros y puntos
criticos de control (HACCP), criterios microbiologicos de materias primas y producto
final, asi como métodos de deteccion rapidos y confiables a fin de controlar y minimizar
la presencia y contaminacion de patdgenos para garantizar la calidad e inocuidad de los
alimentos (*23:33-40),

Entre las normas de regulacion sanitaria implementadas por diversos paises en América
Latina como México, para controlar y reducir los riesgos de ETA, se encuentra la norma
oficial NOM-251-SSA1-2009 ©Y, 1a cual solicita y expresa las practicas de higiene para el
proceso de alimentos, bebidas o suplementos alimenticios, siendo de caracter obligatorio
para productores y procesadores de alimentos. Asi mismo, esta norma establece las
directrices para establecer un sistema HACCP. Por otra parte, en América del Sur, en
paises como el Peri, a través de la Resolucion Ministerial No. 591-2008/MINSA 2,
se establecieron limites microbioldgicos para B. cereus en productos alimenticios
deshidratados de 100 UFC/g de alimento. Mientras que en la Comunidad Europea, a través
del reglamento (CE, 2005), no 2073/2005 de la comision del 15 de noviembre de 2005,
se establecio el criterio microbiologico de 50 UFC/g para preparados deshidratados para
lactantes y alimentos dietéticos deshidratados destinados a usos médicos especiales para
lactantes menores de seis meses en el proceso final de fabricacion, ademas de la inclusion
del método analitico de aislamiento y cuantificacion a implementar y las acciones en caso
de criterio insatisfactorio como la mejora en la higiene de la produccion, prevencion de la
re contaminacion y la seleccion de las materias primas “).

2.3 Analisis e identificacion en los alimentos

Hoy en dia los procesos de aislamiento e identificacion de bacterias se realizan a
través de los métodos convencionales o tradicionales, los cuales tienen fundamento en
las caracteristicas fenotipicas, es decir, aquellas observables como la morfologia, las
propiedades bioquimicas y metabodlicas. Su costo de implementacion es accesible, ademas
de que el cultivo, siempre que sea viable, es considerado el método de analisis de eleccion,
permitiendo el aislamiento e identificacion del microorganismo implicado, el estudio de
sensibilidad a los antimicrobianos y los marcadores epidemiologicos 9.

Se han reportado diferentes metodologias para el andlisis de B. cereus en alimentos
basadas en caracteristicas fenotipicas como es el método reportado por Tallent et al. ),
que aparece en el manual de analisis bacteriologico (BAM por sus siglas en ingles) de la
Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos de Norteamérica (FDA por
sus siglas en inglés); basado en la enumeracion por el método de nimero mas probable
(NMP), empleando series de tubos con caldos selectivos (caldo soya tripticasa-polimixina)
y el cual se sugiere en la vigilancia microbioldgica comin de alimentos en los que se
estima se determinen pequeias poblaciones de B. cereus; asi como en aquellos alimentos
sometidos a procesos de deshidratacion o que puedan contener una elevada contaminacion
de otras especies microbianas competidoras (Figura 1). Asi mismo, involucra el aislamiento
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y confirmacion de cepas que se realiza mediante el uso de medios de cultivo diferenciales
y selectivos como el Manitol-Yema de huevo-Polimixina (MYP) agar en el cual las
colonias son de color rosa brillante con una zona de precipitacion de yema de huevo y el
agar cromo génico Bacara, donde el crecimiento corresponde a colonias de color rosa-
naranja rodeadas de un halo opaco, realizando asi, posteriormente, pruebas bioquimicas
de confirmacion como la hemolisis, movilidad, catalasa, tincion Gram, metabolismo de
manitol, metabolismo de glucosa, entre otras (Tabla 1). Otro de los métodos comtinmente
utilizados y normalizados para el andlisis de alimentos, en la busqueda y deteccion de B.
cereus, son los propuestos por la Organizacion Internacional de Normalizacion (ISO por
su siglas en inglés) “9, para el aislamiento y recuento en placa (Figura 2) e ISO 7, para
la deteccion y la enumeracion del presunto B. cereus, viable en bajas proporciones por
la técnica de nimero mas probable (NMP); esto mediante el uso de medios de cultivos
selectivos como el agar MYP y pruebas bioquimicas de hemolisis.

Inocular series de NMP de 3 tubos en caldo Incubar los tubos a30 +2°C/48 +2 h.
soya tripticasa -polimixina, con 1 mL de ». Un crecimiento turbio es tipico de B.
inoculo de diluciones 10-1, 10-2 y 10-3 de cereus.
la muestra para 3 tubos en cada dilucion.

. 4

De tubos con turbiedad sembrar sobre placas de agar Bacara
y MYP por separado e incubar a 30 ° C/ 18 h a 24 h.

Seleccionar una o mas colonias de color
rosa-naranja (Bacara) y rosa (MYP) *
positivas a lecitinasa de cada placa de agar.

Confirmacion bioquimica

Gram (+)

Reduccion de nitrato (+)

Transferir a BHI Descomposicion de tirosina (+)
0.1 % de gl . .
con /0 de glucosa Rojo de fenol (+)

Voges-Proskauer (+)

Analisis de enterotoxinas .\
Agar nutritivo

(acorde al protocolo del ara

capitulo 15 enterotoxinas p

de Bacillus/BAM/FDA) || conservacion. ‘

Resistencia a lisozima (+)

Calcular NMP de células de B. cereus / g de muestra basado en el niimero de tubos en
cada dilucién en el que se confirmé la presencia de B. cereus acorde al apéndice 2 de
NMP de diluciones seriales del BAM/FDA.

Ampliar las pruebas bioquimicas para definir a nivel de especie. Las enterotoxinas
pueden ser transportadas por Bacillus spp., diferentes a B. cereus.

NMP: Numero Mas Probable. MYP: Agar Manitol-Yema de huevo-Polimixina. BHI:
Caldo infusion cerebro corazéon. BAM: Manual Analitico de Bacteriologia, FDA:
Administracion de drogas y alimentos de los Estados Unidos de Norteamérica. h:
horas, (+) reaccion positiva para B. cereus.

Figura 1.- Flujograma de deteccion de B. cereus en alimentos por numero mas probable (NMP).
Flowchart for detection of B. cereus in food by most probable number (MPN) *>.
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L . o, Inoculacién
Preparacion y dilucién de la muestra Transferir por duplicado 0.1 mL de L

de alimento (1/10) o realizar las =P |as diluciones preparadas y distribuir
diluciones necesarias para obtener en agar MYP

un recuento apropiado*

Resultados

¢ Incubacion
30°C+0.5°C/18ha48h -
en aerobiosis

Prueba de hemdlisis en agar sangre de
oveja a 5 colonias purificadas. \1,

Estriar en agar sangre e incubar a 30°C/ Recuento y seleccién
24 h £ 2 h, cada colonia envuelta de un Seleccionar las placas con

area clara se considera hemdlisis positiva crecimiento de 10 a 150 colonias
caracteristicas. Si no hay colonias

visibles, incubar 24 h mas. Las
colonias de Bacillus cereus son
grandes planas, irregulares y rosas
(metabolismo negativo de manitol)
rodeado por un halo precipitado

Confirmacién opaco; en su caso contar como
Seleccién y purificacién de colonias <= presunt.o Bacillus cereus.
para confirmacién en agar MYP e Seleccionar 5 colonias

incubar a30°C/ 18 ha 24 h. caracteristicas.

* Acorde a la norma 1SO @.
Agar manitol yema de huevo polimixina (MYP).

Figura 2.-Flujograma para el aislamiento e identificacion de Bacillus cereus en placa presente
en alimentos. Flowchart for the isolation and identification of Bacillus cereus in plaque present in
Jfoods @),

Otros métodos fenotipicos utilizados también son los ensayos inmuno enzimaticos
basados en la reaccion antigeno-anticuerpo para la deteccion de B. cereus. Estos se realizan
con base en la busqueda de subunidades de enterotoxinas producidas, encontrandose
disponibles comercialmente diferentes test que detectan subunidades de enterotoxinas
HBL y NHE como es el inmunoensayo visual BDE-VIA de Tecra® y el método de la
aglutinacion reversa pasiva (BCET-RPLA) de Oxo0id®. Sin embargo, la mayoria de estas
pruebas presentan desventajas ya que, al solo detectar una toxina especifica, pueden
producir falsos negativos para B. cereus que expresen mas de una enterotoxina y no
determinan la bioactividad de la toxina al detectar solo una subunidad de las tres presentes
en cada una de las enterotoxinas HBL y NHE debido a que las tres subunidades que
constituyen estas toxinas son requeridas para mostrar actividad biologica .

En ocasiones la identificacion de microorganismos en el laboratorio puede presentar
una falta de concordancia entre las caracteristicas fenotipicas del aislamiento en estudio

Volumen 22 No. 1, enero-junio 2018 101



Revista de Ciencias Cortés-Sanchez AJ, Diaz-Ramirez M, Guzman-Medina CA.

y las cepas control o se es requerida una mayor rapidez en la obtencion de resultados,
generando asi que los métodos fenotipicos realicen la identificacion mas factible pero no
definitiva. Para soslayar estos inconvenientes se han desarrollado y propuesto métodos
basados en caracteristicas genomicas en el andlisis de los genes ARNr 16S, 16S-23S
ARNr, ARNr 23S, rpo B (subunidad 3 de la ARN polimerasa), y gyr B (subunidad B
de la ADN girasa), también se encuentran los métodos basados en la protedmica como
las electroforesis y espectrometria de masas como el Matrix-Assisted Laser Desorption/
Ionization (desorcion/ionizacion por laser asistida por matriz) y el analizador Time of
Flight (TOF) (tiempo de vuelo) (MALDI-TOF por sus siglas en inglés) los cuales pueden
ser usados para la identificaciéon microbiana en cardcter complementario o alternativo
4459 Entre los métodos de analisis gendmico de patogenos de transmision alimentaria
se encuentra la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), la cual presenta una rapidez
de obtencion de resultados, buen limite de deteccion, especificidad y sensibilidad, facil
automatizacion y capacidad de procesamiento de grandes cantidades de muestras ©. Para
el caso de B. cereus se han desarrollado métodos de deteccion en alimentos mediante el
uso de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) en variantes
de PCR simple, multiple o tiempo real cuyos blancos genéticos son el gyr B, 16S rRNA
y genes de toxicigenicidad que codifican para enterotoxinas y sus diferentes componentes
como la enterotoxina no hemolitica NHE con genes nheA, nheB'y nheC'y hemolisina HBL
(hblA, hbID y hbIC), enterotoxina T (entFM) y citotoxina K (cytK) #7319, Mientras que a
través de técnicas protedmicas basadas en el estudio de perfil proteinas o huella peptidica
como es la electroforesis y MALDI-TOF/MS 539 ya se ha reportado la deteccion de B.
cereus y sus enterotoxinas como la citotoxina K1 (CytK1) y enterotoxina no hemolitica
(NHE) . De igual forma la técnica de PCR se ha combinado para la deteccion y tipificacion
en estudios epidemiologicos siendo el método mas usado y con mejores resultados el del
ADN polimorfico amplificado aleatoriamente (Random Amplified Polymorphic DNA-
RAPD) obteniendo huellas genéticas para identificacion y diferenciacion entre B. cereus 'y
otras especies en alimentos (232657:3%),

3 Comentarios finales

En los alimentos, aspectos como los nutricionales y de inocuidad son considerados de
vital importancia para la salud y la calidad de vida de la sociedad; la alimentacion es una
necesidad prioritaria de los seres humanos y el acceso y disponibilidad a los alimentos, un
derecho universal.

A lo largo de la cadena alimentaria, los alimentos, debido a sus caracteristicas
fisicoquimicas, favorecen el crecimiento microbiano patéogeno o del deterioro. Segliin sus
condiciones de produccion, los alimentos estan expuestos a la contaminacion de multiples
peligros de origen fisico, quimico y/o bioldgico; estos ultimos han sido méas frecuentemente
relacionados con brotes de enfermedades (principalmente bacterias) convirtiéndolos asi
en un vehiculo de riesgo para la salud del consumidor, generando diferentes enfermedades
catalogadas como un importante problema de salud publica alrededor del mundo,
principalmente en paises en vias de desarrollo, debido a su alta incidencia, mortalidad y
repercusiones negativas para los sectores econémico y productivo.
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B. cereus es considerada una bacteria patdégena de incidencia importante alrededor
del mundo en enfermedades a través del consumo de alimentos contaminados con sus
formas vegetativas o esporas, afectando principalmente el sistema gastrointestinal. Estos
microorganismos y sus esporas al encontrarse de manera ubicua en la naturaleza y ser
capaces de tolerar diferentes condiciones fisicoquimicas para su crecimiento genera
una elevada probabilidad de contaminar los alimentos en cualquier fase de la cadena
alimentaria, es decir, desde la produccion primaria hasta la manipulacion, conservacion y
preparacion previa a su consumo, comprometiendo la salud de los consumidores.

A fin de minimizar y controlar la presencia de los diferentes agentes productores de
enfermedades a través de los alimentos, incluyendo B. cereus y que éstos se constituyan en
un riesgo para la salud del consumidor, se hace necesario el trabajo conjunto de diferentes
entidades sociales que involucren a organizaciones internacionales, autoridades sanitarias
gubernamentales, la academia, productores primarios e industria alimentaria, los cuales
han propuesto y desarrollado de manera global diferentes estrategias y acciones en materia
de higiene a lo largo de la cadena alimentaria como son las buenas practicas agricolas,
pecuarias, pesca y acuicolas, buenas practicas de manufactura, asi como sistemas de
analisis de peligros y puntos criticos de control, analisis y evaluacion de riesgos, ademas
del desarrollo de métodos analiticos alternativos rapidos y robustos en la deteccion en
alimentos, criterios microbioldgicos rigurosos en los alimentos mas frecuente relacionados
con la contaminacion y brotes de enfermedades y finalmente programas educativos
dirigidos a la poblacion general de un enfoque higiénico-sanitario acerca de la preparacion
y conservacion de alimentos en el hogar afin de asegurar la disponibilidad de alimentos
seguros de calidad nutricional e inocuos en todas las fases de la cadena alimentaria.
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