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1. INTRODUCCION

Bacillus cereus es un bacilo anaerdbico facultativo, formador de esporas y grampositivo, que es ubicuo
y se encuentra en el polvo, el suelo, la superficie de las plantas o la rizosfera. A partir del ambiente, las células
vegetativas y especialmente las esporas pueden entrar facilmente en la cadena alimentaria. Pueden
contaminar los alimentos crudos o cocidos y elaborados. Se multiplica entre 10 °C y 48 °C. Por lo tanto, si los
alimentos contaminados se mantienen a temperatura ambiente los microorganismos se pueden multiplicar
produciendo y liberando toxinas que ocasionan brotes de enfermedad alimentaria. La presentacién clinica de
la enfermedad por consumo de alimentos contaminados depende del tipo de toxina producida. El sindrome
emético es causado por una toxina preformada termoestable y el sindrome diarreico esta asociado a la

produccion in vivo de una enterotoxina termolabil.

2. TAXONOMIA

El grupo Bacillus cereus, también llamado Bacillus cereus sensu lato (s.l.), es un grupo de bacterias
filogenéticamente muy relacionadas que provienen de diversos ecosistemas. El grupo incluye especies no
patdgenas y patdgenas que pueden producir cuadros clinicos muy distintos como carbunco, enfermedad
invasiva (bacteriemia, meningitis, endocarditis, etc) o enfermedad diarreica y/o emética transmitida por
alimentos. El tipo de enfermedad dependera de la presencia y expresion de ciertos factores de virulencia.
Hasta el momento el grupo B. cereus comprende 21 especies con nombres validamente publicados: B. albus,
B. anthracis, B. cereus s.s., B. cytotoxicus, B. gaemokensis, B. fungorum, B. luti, B. manliponensis, B. mobilis, B.
mycoides, B. nitratireducens, B. pacificus, B. paramycoides, B. paranthracis, B. proteolyticus, B.
pseudomycoides, B. thuringiensis, B. toyonensis, B. tropicus, B. weihenstephanensis y B. wiedmannii *.

Antes de 1998, B. cereus s.l. agrupa cuatro especies, que fueron descubiertas por ser agentes
etioldgicos de una enfermedad, o debido a su morfologia distintiva de la colonia. A partir de 1998, fueron
definidas mas especies mediante hibridacién de DNA, comparacion de la composicidon de acidos grasos, y
similitud de 16S rADN. En el afio 2003 fueron secuenciados los primeros genomas de las especies B. anthracis
y B. cereus s.s. Con el crecimiento explosivo de la utilizacion de secuenciacion de genoma completo con fines
taxondmicos y de investigaciones poblacionales, el nimero de genomas disponibles en bases de datos
publicas, aumentd rapidamente y la descripcién de especies de B. cereus s.l. se triplicé entre 2017 y 2018 °.
(Figura 1).

Es importante conocer la creciente complejidad taxondmica de B. cereus s.l. y las especies

filogenéticamente muy relacionadas y fenotipicamente indistinguibles que conforman dicho grupo,



Manual de Procedimientos “Bacillus grupo cereus asociados a enfermedades transmitidas por alimentos”

principalmente si se implementan nuevas tecnologias de identificacion como la espectrometria de masas
MALDITOF-MS. Muchas de dichas especies estan representadas en la base de datos comerciales, y es
importante que el microbidlogo esté familiarizado con la taxonomia del grupo para reconocer que la
identificacion de alguna de esas especies, debe ser informada como Bacillus grupo cereus.

Las especies B. weihenstephanensis y B. wiedmannii son psicrotolerantes y pueden crecera 7 °C o
menos, a diferencia del resto de las especies del grupo, que no desarrollan a temperaturas inferiores a 10 °C.
Estas especies psicrotolerantes poseen genes de enterotoxina o toxina emética y pueden sobrevivir durante la

produccién, distribucién y almacenamiento de diversos alimentos refrigerados®.

Figura 1: Descripcion de especies de B. cereus s.l. en los ultimos 25 aios.

B. albus
B. luti
B. mobilis
B. nitratireducens
B. pacificus
B. paramycoides
) B. paranthracis
8. anthracis B. proteolyticus
B. cereus 5.5. o
B. mycoides 2
B. thuringiensis
B. pseudomycoides B. cytotoxicus
B. weihenstephanensis : _ B. toyonensis
B. manliponensis
B. gamokensis B. wiedmannii B. fungorum
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Los cromosomas de la mayoria de las cepas del grupo B. cereus miden entre 5.3 y 5,9 Mb aunque
algunos son considerablemente mas pequefios, como en la especie B. cytotoxicus con un cromosoma de solo
4,1 Mb. Los miembros del grupo B. cereus suelen tener uno o mas plasmidos (hasta 12) de tamafios de 2 a
600 kb. La relacién filogenética entre las bacterias se basa en genes ubicados en los cromosomas, donde
también se localizan la mayor parte de los factores de virulencia generales, mientras que genes importantes
para la virulencia de este grupo, como los genes de la toxina del antrax (B. anthracis) y los genes de sintesis de
la toxina cereulida o genes cry que codifican para productos Utiles actividad bioplaguicidas (B. thurigiensis) se

encuentran en plasmidos *.

3. SIGNIFICACION CLINICA

Si bien algunos miembros del grupo B. cereus son capaces de causar antrax y enfermedades similares
al antrax, enfermedades gastrointestinales eméticas y / o diarreicas transmitidas por los alimentos,
infecciones no gastrointestinales graves y / o deterioro de alimentos, otros tienen usos importantes en la
agricultura y la industria (B. thurigiensis) 2.

Clinicamente, excepto B. anthracis, las especies del grupo B. cereus son patdgenos oportunistas asociados a
infecciones localizadas (por ejemplo, ojos, piel y heridas) y sistémicas (por ejemplo, bacteriemia, septicemia,
meningitis, peritonitis, endocarditis, infeccion del tracto respiratorio y urinario). Las esporas de B. cereus son
resistentes a muchos desinfectantes y fueron descriptas infecciones asociadas a cuidados de la salud fueron
asociadas a guantes, batas, ropa de cama, apoésitos, dispositivos médicos (por ejemplo, catéteres,
derivaciones e implantes, equipos de broncoscopia y ventiladores *.

Sin embargo, la mayoria de los aislamientos del grupo B. cereus estan asociados a enfermedad transmitida
por alimentos (ETA). Hay dos tipos de presentacion clinica de las enfermedades por B. cereus transmitidas por
los alimentos. En la primera, los alimentos contaminados (muchos tipos de alimentos, a menudo dejados a
temperatura ambiente) llegan al intestino delgado donde se libera la enterotoxina, en este caso, una proteina
de gran peso molecular. Esto puede provocar diarrea, calambres y, a veces, nauseas. Por lo general, los
vomitos no estan presentes en esta forma de enfermedad. La incubacion es de 6 a 15 horas después del
consumo del alimento contaminado y el cuadro clinico es similar al causado por Clostridium perfringens. En la
segunda presentacién clinica, los alimentos afectados, con mayor frecuencia alimentos con almiddn v,
cldsicamente, arroz, contienen un tipo diferente de toxina (toxina emética) de bajo peso molecular que es
estable al pH vy resistente al calor y a las proteasas. Esta toxina causa la enfermedad de tipo emético. El
periodo de incubacién para este tipo es de 30 minutos a 6 horas después del consumo del alimento

contaminado. El cuadro clinico es similar al causado por Staphylococcus aureus °.
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La dosis infectiva por gramo de alimento es de 10° a 10® UFC de células vegetativas o 10* a 10° UFC de
esporas. Se considera que todas las personas son susceptibles a la infeccidn por B. cereus. La mortalidad es
rara. Se ha descubierto que la enterotoxina emética estd asociada con algunos casos de insuficiencia hepatica

y muerte en personas inmunocompetentes °’.

4. FACTORES DE VIRULENCIA

La patogenicidad de B. cereus, ya sea dentro o fuera del tracto gastrointestinal, esta asociada con la
produccidon de exoenzimas. Entre las toxinas secretadas se encuentran cuatro hemolisinas, tres fosfolipasas
distintas, una toxina inductora de vomito (toxina emética) y tres enterotoxinas formadoras de poros:
hemolisina BL (HBL), enterotoxina no hemolitica (NHE) y citotoxina K. En el tracto gastrointestinal, las células
vegetativas, ingeridas como células viables o esporas, producen y secretan una enterotoxina proteica e
inducen un sindrome diarreico, mientras que la toxina emética (cereulida), un péptido ciclico sintetizado por
una enzima no ribosomal codificada por el operdn ces, situado en un plasmido de 208Kb similar al plasmido
de virulencia pXO1 de B. anthracis, se produce en productos alimenticios y se ingiere como una toxina
formada ®°.

La toxina emética o cereulida es un polipéptido ciclico hidrofébico termoestable sintetizado al final de
la fase logaritmica de crecimiento, bajo condiciones aerdbicas o micro aerdbicas que actia como un ionéforo
de potasio afectando los gradientes de concentracidon de iones transmembrana necesarios para el buen
funcionamiento celular y asociado cominmente a sintomas de nausea y vomitos. Se ha demostrado que la
produccion de la toxina emética ocurre en la leche descremada en el rango de temperatura 12-37 °C, con
mayor producciéon a 12 - 15 °C. La toxina emética es altamente resistente a los factores ambientales.
Muestran estabilidad en pH 2-11 y resisten el calentamiento a 100 °C durante 150 minutos *°. Se ha detectado
la produccién de cereulida en la especie psicrofilica B. weihenstephanensis. Esto demuestra que el pldsmido
gue lleva la toxina emética puede sufrir una transferencia lateral, lo que confiere las mismas propiedades a
cepas que de otro modo no serian patégenas ™. La eficiencia de la produccidn de cereulida varia entre las
cepas eméticas con la distincién de productores nulos / bajos, medios y altos que producen, respectivamente,
<1-50 ng,> 50-500 ng y> 500-1600 ng / mg de masa bacteriana. En un estudio reciente, se demostré que
concentraciones de cereulida que oscilaban entre 2 y 6 ug / g de alimento provocaron vémitos profusos entre
los grupos de poblacidn de alto riesgo. Ademas, se ha demostrado que las dosis sub-eméticas de la toxina son
suficientes para alterar la actividad mitocondrial y afectar la salud. Sin embargo, las cepas que portan el gen
ces representan una minoria, generalmente el 1% o menos, de las cepas de los alimentos o del medio

ambiente °.
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Las enterotoxinas o toxinas ligadas a un cuadro diarreico, incluyen moléculas de naturaleza proteica
termolabiles como, (1) la hemolisina BL (HBL) codificada por los genes hblA, hbIC y hbID, (2) citotoxina K
codificada por el gen CytK y que guarda similitud a la B-toxina producida por C. perfringens y (3) la
enterotoxina no hemolitica (NHE) formada de tres diferentes genes codificantes como el nhe A, nhe By nhe C
incluidos en el operdén nhe, siendo la expresion de todos los genes un producto bioldgicamente activo. Otros
factores de virulencia son proteinas simples como la enterotoxina FM, enterotoxina bcET, fosfolipasa PI-PLC,
enterotoxina S, esfingomielinasa, cereolisina (Clo), InhA1, NprAy Hlyll >. Las enterotoxinas son generadas una
vez que se realiza la colonizacidn del intestino delgado, formandose asi poros en las membranas de las células
epiteliales, resultando en un desequilibrio osmdtico y promoviendo el proceso diarreico % Las enterotoxinas
diarreicas se pueden producir en el rango de temperatura de 10 a 43 °C, con un éptimo de 32 °C. La
produccion ocurre entre pH 5,5-10, con un pH éptimo de 8. Las enterotoxinas se inactivan a 56 °C durante 5
minutos °.

Hasta el 26% de las células vegetativas de B. cereus pueden sobrevivir a condiciones que simulan el
paso a través del estémago. La tasa de supervivencia de las células vegetativas depende de la cepa, tipo, fase
de crecimiento celular vegetativo y pH gastrico. Las enterotoxinas son inestables a pH bajo y son degradadas
por las enzimas digestivas, por lo cual, las enterotoxinas preformadas en los alimentos se destruirian durante
el paso por el estdmago y por lo tanto no causan enfermedades si se ingieren. Por el contrario, las esporas de
B. cereus pueden atravesar la barrera gastrica sin verse afectadas. Las esporas contienen receptores que
necesitan ser activados por ciertas sustancias de bajo peso molecular para comenzar la germinacion. Estos
inductores pueden estar presentes tanto en los alimentos como en las células epiteliales intestinales. En el

intestino delgado las esporas germinan, crecen y producen enterotoxinas .

Cuadro 1: Condiciones dptimas para el crecimiento de B. cereus y la produccion de toxinas

Produccion de toxina Produccion de
Crecimiento bacteriano

emética enterotoxina

OPTIMO RANGO OPTIMO RANGO OPTIMO RANGO
Temperatura
30-40 4-55 12-15 12-37 32 10-43
(°C)

PH 6.0-7.0 4.9-10.0 - - 8 5.5-10

5. EPIDEMIOLOGIA

La ETA relacionada con B. cereus no es una enfermedad de declaracién obligatoria en la mayoria de los

paises y, por lo tanto, los datos de incidencia son extremadamente limitados. Existe una subnotificacion
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significativa de la enfermedad por B. cereus debido a que los sintomas generalmente son leves, de corta
duracién y autolimitados. El paciente generalmente no busca atencién médica y la busqueda de B. cereus en
heces no es una practica rutinaria en el laboratorio de bacteriologia clinica. Por lo tanto, B. cereus s.l. se
diagnostica muy raramente en casos esporadicos, generalmente es pesquisado e informado cuando es
responsable de un brote.

Se estima que B. cereus es responsable del 1,4% al 12% de todos los brotes de ETA en todo el mundo
4 En la Unidn Europea, las toxinas bacterianas (Clostridium, Staphylococcus y B. cereus) representaron el
17,7% (2016) y el 15,9% (2017) de todos los brotes registrados transmitidos por alimentos y agua, lo que los
clasificd en segundo lugar detras de Salmonella **. El Centro para el Control de Enfermedades (CDC) de los EE.
UU estima que hay mas de 63000 casos de enfermedad por B. cereus cada afio en ese pais, y que el 100% de

1

los casos son ETAs °. En el 2016, Colombia informé que B. cereus como uno de los principales agentes

patégenos asociados con los brotes de enfermedades transmitidas por alimentos, especialmente por el queso

y las verduras crudas en hogares y establecimientos educativos 2.

En Argentina, durante el periodo
2008-2013 ocurrieron 26 brotes asociados a B. cereus y 9 ocurrieron en 2011. En 2015, se informd un caso de
intoxicacién alimentaria grave en una mujer adulta sana asociada a una cepa hipervirulenta de B. cereus. Las
cepas aisladas de la paciente y del alimento involucrado (pollo cocido) fueron altamente citotdxicas, y fueron
positivas para los genes hblA, hbIB y hbIC del complejo HBL, bceT, entSy ces *’.

Si bien el aislamiento de B. cereus s.l. a partir de muestras de alimentos y clinicas es esencial para
vincularlas a un posible brote transmitido por los alimentos, se necesita mas informaciéon para demostrar
definitivamente que el brote fue causado por esta bacteria. La enfermedad emética causada por miembros
del grupo B. cereus se atribuye a la produccién de la toxina cereulida. Debido a que esta toxina se produce
dentro de la propia matriz del alimento antes del consumo, la mera presencia de cepas de B. cereus s.l. gen
ces positivas no puede probar definitivamente que un brote fue causado por un miembro de este grupo. La
presencia de cereulida en si misma es esencial para vincular con alta confianza muestras clinicas y de
alimentos con un brote. Sin embargo, no existe un método de referencia y de rutina para la deteccion de
cereulida. Por lo tanto, no hay pruebas definitivas para confirmar que un brote haya sido causado por B.
cereus emético y no por un patégeno similar transmitido por los alimentos (p. Ej., Enterotoxinas producidas
por S. aureus, que se manifiestan en sintomas similares a los asociados con la cereulida. En estos casos, serd
indispensable demostrar la relacion clonal de las cepas eméticas aisladas en muestras clinicas y en los
alimentos y también contar con datos epidemioldgicos sdélidos que respalden la relacién entre los
aislamientos analizados 2.

Una amplia variedad de alimentos, que incluyen carnes, leche, verduras y pescado, se han asociado

con la intoxicacién alimentaria de tipo diarreico. Los brotes de tipo emético generalmente se han asociado

10
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con productos de arroz; sin embargo, también se han implicado otros alimentos con almiddn, papas, pastay
productos de queso. Las mezclas de alimentos, como salsas, budines, sopas, guisos, pasteles y ensaladas, con

frecuencia se han relacionado con brotes de intoxicacién alimentaria asociada a B. cereus s.I. 1.

6. DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Debido a la amplia distribucién de B. cereus s.I. en los productos alimenticios, la bacteria se ingiere en
pequeias cantidades y se convierte en parte de la flora intestinal transitoria del ser humano. No esta claro si
la recuperacién de B. cereus en cultivos de muestras de heces es funcién de la germinacién de esporas o del
crecimiento de células vegetativas *°.

La confirmacién de B. cereus como agente etiolégico en un brote transmitido por alimentos requiere:

(1) aislamiento de cepas de B. cereus s.l. de los alimentos sospechosos y las heces o el vomito del
paciente y demostrar su relacion genética.

(2) aislamiento de recuento mayor a 10° UFC/ml de B. cereus s.l. de alimentos sospechosos y
determinacidn de su enterotoxigenicidad. El tiempo de inicio rdpido de los sintomas en la forma
emética de la enfermedad, junto con alguna evidencia alimentaria, a menudo es suficiente para
diagnosticar este tipo de intoxicacién alimentaria.

(3) aislamiento de reciente mayor a 10° UFC/ml de B. cereus s.l. de dos 0 mds personas enfermas y no

del grupo control.

7. MUESTRAS CLINICAS

7.1 Tipo y toma de muestra
Heces: Las muestras de materias fecales deben recogerse por defecacién espontanea y tan pronto
como sea posible, durante la fase activa de diarrea previa al tratamiento antibidtico. Se recogen en
un frasco estéril, de boca ancha y con tapa de rosca. Para cultivo de rutina 1-2 g de heces es
suficiente. Si se toma mas de una muestra por paciente el mismo dia, las mismas deben unificadas
en un pool. Para aislamiento de B. cereus no son aptos los hisopados.

Vémitos: Debe recogerse en un frasco estéril, de boca ancha y con tapa de rosca

7.2 Transporte

La muestra debe enviarse de inmediato, refrigerada y rotulada al laboratorio de microbiologia.
Debe procesarse rapidamente, de lo contrario se debe mantener a 4 °C y estudiarse dentro de las

48 horas de recogida. Se puede conservar a -20 °C para la busqueda posterior de antigenos o

11
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toxinas bacterianas por técnicas inmunoldgicas o de cultivos celulares y también para la deteccién
de sectores de genoma bacteriano por técnicas de biologia molecular.

NOTA: Es importante enviar a los laboratorios de referencia correspondientes las muestras clinicas
junto con el aislamiento o la muestra del alimento sospechoso. En Argentina, en caso de recibirse
muestra de alimento, derivar al laboratorio de bromatologia regional o al Instituto Nacional de

Alimentos.

7.3 Procesamiento de la muestra

Caracteristicas fisicas: Registrar siempre si el espécimen es liquido, semisélido, sdlido, con o sin

mucus, con o sin sangre. Condiciones de bioseguridad: Nivel Il

7.4 Pre-tratamiento de la muestra
Preparar una dilucion 1:5 de las heces en PBS estéril o solucidn fisioldgica estéril (minimo 0.1g de
heces en 0.5mL de PBS).
- Agregar igual volumen de etanol 95% v/v en agua destilada y agitar (se obtiene una dilucién final
1/10).

- Incubar por 30 minutos a temperatura ambiente.

7.5 Recuento de viables B. cereus

- De esta dilucidn realizar dos diluciones seriadas 1/10.

- Tomar 0.5 mly agregar 4.5 ml de PBS (dilucién 1/100).

- De la dilucién 1/100 tomar 0.5 ml y agregar 4.5 ml de PBS (dilucién 1/1000).

- Sembrar 0.1 ml de las diluciones 1/100 y 1/1000 en agar MOSSEL preparado no mas de 48 h antes.
- Incubar en aerobiosis a 35 °C por 18-24 h.

- Contar colonias sospechosas.

Colonia sospechosa: El diagndstico primario y presuntivo de B.cereus s.l., se basa en

la morfologia y color de la colonia, en la precipitacidn de la lecitina hidrolizada y en

la no fermentacién de manitol. (Figura 2)

12
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Figura 2: Desarrollo de B. cereus en agar selectivo segiin MOSSEL

B.cereus s.l. presenta colonias de
tamafio aproximado de 5 mm,
rojas, rugosas y secas, con un halo
de precipitacion de la yema de
huevo sobre fondo rosa-purpura.

7.6 Informe de resultados
Si desarrollan mas de 10 colonias en la dilucion 1/1000 informar:

Recuento >10° UFC/g

8. PREPARACION DEL MEDIO SELECTIVO PARA AISLAMIENTO DE B. CEREUS SEGUN
MOSSEL

Medio Base
Peptona de carne 10g
Extracto de carne lg
Manitol 10¢g
Cloruro de sodio 10¢g
Solucién de Rojo de fenol 2.5ml
Agar 15g
Agua destilada 900 ml

- Disolver los ingredientes y calentar agitando frecuentemente en bafio maria.
- Ajustar el pH a 7.2 + 0.2 si fuera necesario.
- Fraccionar 225 ml de medio base en frascos de 500 ml.

- Autoclavar 121 °C por 15 minutos.
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- Pueden utilizarse formulaciones comerciales

Solucion de Rojo de fenol
Rojo de fenol lg

Etanol 95% 100 ml

Solucidn de polimixina B

Polimixina B 500000 U

Agua destilada 50 ml

- Esterilizar por filtracién. Almacenar a 4 °C en oscuridad.

Emulsion de yema de huevo al 50%

Utilizar huevos frescos de gallina. Lavar los huevos con un cepillo rigido y
escurrir. Remojar los huevos 1 hora en etanol al 70%. Escurrir el etanol.
Romper los huevos asépticamente y desechar las claras. Retirar las yemas
de huevo con una jeringa estéril o una pipeta de boca ancha. Colocar las
yemas en un recipiente estéril y mezclar asépticamente con un volumen
igual de solucidn salina estéril al 0,85%. Conservar a 4 °C hasta su uso. La

emulsion de yema de huevo (50%) esta disponible comercialmente.

Medio completo

Medio base 90 ml
1 ml

Solucién de Polimixina B

Emulsién de yema de huevo 10 mi

Fundir el agar base y enfriar en bafio de agua a 45 - 50 °C. y agregar los otros ingredientes agitando

continuamente.

- Preparacién de las placas de Petri: Transferir 15 - 20 ml del medio completo en placas de Petri y

solidificar.

- Las placas pueden guardarse a 3 °C £ 2 °C hasta 4 dias. Antes de ser usadas, secar las placas en estufa

entre 25 °C y 50 °C, preferentemente sin la tapa y con la superficie del agar hacia abajo hasta que la

misma esté seca.
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Control de Calidad

ATCC 6538 o0 equivalente

COLOR PRECIPITADO
DESARROLLO
MICROORGANISMO COLONIA (lecitinasa)
Bacillus cereus + rojo +
ATCC 10876 o equivalente
Bacillus subtilis + amarillo -
ATCC 6633 o equivalente
Staphylococcus aureus + amarillo +

Escherichia coli
ATCC 8739 o equivalente

W s.qureus, Serratia marcescens y Proteus vulgaris pueden desarrollar en el medio de cultivo, pero se diferencian de
B. cereus por la forma y el color de la colonia, y porque producen una reaccion de aclaramiento sobre la yema de
huevo, a diferencia del precipitado que produce B. cereus.

9. IDENTIFICACION

Seleccionar las colonias rojas con halo de precipitado y sub-cultivar en agar sangre para

observar hemolisis. Realizar un extendido para coloracién de gram. Bacilos positivos grandes, (puede o

no observarse esporulacidon) que producen lecitinasa, son criterios suficientes para la identificacidon

presuntiva como Bacillus grupo cereus. MALDITOF-MS identifica correctamente el grupo B. cereus,

pero no discrimina entre las especies. En estos casos, informar B. grupo cereus. Es probable obtener

identificacion como B. anthracis, en estos casos, recordar que esta especie no es hemolitica, es

inmovil y sensible a la penicilina.

10. AISLAMIENTO A PARTIR DEL ALIMENTO

El analisis de B. cereus en muestras de alimentos se realiza por medio de la técnica de recuento en

placa segln el procedimiento descripto en la norma ISO 7932:2004. El procedimiento detallado estd

disponible en el Manual de Procedimientos de la Red Nacional de Laboratorios Oficiales de Analisis de

Alimentos (ReNaLOA) coordinada por el Instituto Nacional de Alimentos, INAL-ANMA. Disponible en:

http://www.anmat.gov.ar/renaloa/docs/Analisis microbiologico de los alimentos vol Il.pdf

11. SUBTIPIFICACION

Cuando sea necesario caracterizar aislamientos epidemiolégicamente relacionados, es importante

investigar el perfil toxigénico.
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A continuacién, se describen ensayos de PCR para la deteccion de las toxinas diarreigénicas.

11.1. PCR para deteccion de enterotoxina HBL

El HBL estd formado por tres subunidades proteicas L1, L2 y B codificadas cada una por un gen (hbIC, hblD
y hbiIB respectivamente). A continuacién, se describe un protocolo de PCR duplex para detectar las
subunidades L1 y L2 y una PCR simple para la subunidad B. Ambas tienen el mismo programa de
ciclado. Los productos de amplificacidn se analizan en u n gel de agarosa al 1.5%. Los amplicones
esperados se muestran en la figura 3. Los tres genes deben estar presentes para que la enterotoxina

sea activa. Los aislamientos informados HBL positivos, amplifican las tres subunidades.

Cebadores
Concentracion solucion
Cebadores Secuencia ¥
de trabajo
11 5 ATA TTC ACC TTA ATC AAG AGC TGT CAG
a
G3
Lib 5'CCA GTA AAT CTG TAT AAT TTG CGC CC 3’
10
L2a 5°TAT CAA TAC TCT CGC AAC ACC AAT CG 3’
picomoles/microli
5°GTT TCT CTA AAT CAT CTA AAT ATG CTC
L2b tro
GC3
B1f 5'ACG AAC AAT GGA GAT ACG GC 3’
B2r 5'TTG GTA GAC CCA AAATAG CACC 3’
Wwijnands et al.(2002) RIVM report 250912002/2002
https://www.rivm.nl/bibliotheek/rapporten/250912002.pdf

PCRL11L2
Reactivo Volumen para 1 reaccion (ul)
Buffer Tag 10X 2.5
MgCl, 50mM 0.85
Cebador L1a (10pm/ul) 0.5
Cebador L1b (10pm/ul) 0.5
Cebador L2a (10pm/ul) 0.25
Cebador L2b (10pm/ul) 0.25
dNTPs 2.5 mM 2
Taq 5U/ul 0.52
Agua 16.63
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ADN templado 1
Volumen final 25
PCRB
Reactivo Volumen para 1 reaccion (pl)
Buffer Taq 10X 2.5
MgCl, 50mM 0.85
Cebador B1 f (10pm/ul) 0.75
Cebador B2 r (10pm/ul) 0.75
dNTPs 2.5 mM 2
Taq 5U/ul 0.52
Agua 16.63
ADN templado 1
Volumen final 25

PROGRAMA DE CICLADO

94 °C 3 minutos 1 ciclo

94 °C 1 minuto

64 °C 1 minuto 2 ciclos
72°C 3 minutos

94 °C 1 minuto

62 °C 1 minuto 2 ciclos
72°C 3 minutos

94 °C 1 minuto

60 °C 1 minuto 2 ciclos
72°C 3 minutos

94 °C 1 minuto

58 °C 1 minuto 2 ciclos
72°C 3 minutos

94 °C 1 minuto

56 °C 1 minuto 2 ciclos
72°C 3 minutos

94 °C 1 minuto

54 °C 1 minuto 30 ciclos
72°C 1 minuto

72°C 10 minutos 1 ciclo
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Figura 3: Tamano de los productos de amplificacién esperados para un aislamiento HBL positivo

Marker

1,200 bp

1,000 bp
900 bp
800 bp

700 bp
600 bp

500 bp

400 bp
300 bp

200 bp

100 bp

11.2. PCR para deteccion de enterotoxina NHE

L2 (976 pb)
L1 (809 pb)

B (600 pb)

El NHE esta formado por tres subunidades proteicas: A, By C cada una codificada por un gen (nheA, nheB

y nheC respectivamente) Los tres genes deben estar presentes para que la enterotoxina NHE sea

activa. Se realiza una PCR doble para detectar los genes que codifican las subunidades Ay By una PCR

simple para la subunidad C. Los aislamientos informados positivos amplificaron las tres subunidades.

Los amplicones esperados se muestran en la figura 4.

Cebadores
Concentracion
Cebado
Secuencia ¥ solucién de
res
trabajo
Af 5'GCT CTA TGA ACT AGC AGG AAAC 3’
Ar 5'GCT ATT TACTTG ATCTTC AACG 3’
10
Bf 5°CGG TTC ATC TGT TGC GAC AGC 3’
picomoles/micro
Br 5'GAT CCC ATT GTG TAC CAT TGG 3’ it
itro
Ccf 5°CCT TAT AAA GAG AAT AGG TG 3’
Cr 5°CGA CTT CTG CTT GTG CTC CTG 3’
WWijnands et al.(2002) RIVM report 250912002/2002
https://www.rivm.nl/bibliotheek/rapporten/250912002.pdf
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PCR BC

Reactivo Volumen para 1 reaccion (ul)
Buffer Tag 10X 5
MgCl, 50mM 15
Cebador B f (10pm/ul) 1.5
Cebador Br (10pm/ul) 1.5
Cebador Cf (10pm/ul) 1.5
Cebador Cr (10pm/ul) 1.5
dNTPs 2.5 mM 4
Taq 5U/ul 0.5
Agua 31
ADN templado 2
Volumen final 50

PCRA

Reactivo Volumen para 1 reaccion (pl)
Buffer Taq 10X 5
MgCl, 50mM 1.5
Cebador B1 f (10pm/ul) 3
Cebador B2 r (10pm/ul) 3
dNTPs 2.5 mM 4
Taq 5U/ul 0.5
Agua 31
ADN templado 2
Volumen final 50

PROGRAMA DE CICLADO

94 °C 3 minutos 1 ciclo
94 °C 1 minuto

48 °C 1 minuto 30 ciclos
72°C 1 minuto

72°C 5 minutos 1 ciclo
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Figura 4: Tamano de los productos de amplificacién esperados para un aislamiento NHE positivo

Marker

1,200 bp

1,000 bp
900 bp
800 bp
700 bp
600 bp

C (840 pb)

A (540 pb)
500 bp

400 bp
300 bp B (312 pb)
200 bp

100 bp

Existen equipos de inmunoensayos comerciales que pueden detectar complejos NHE y HBL en el
sobrenadante del cultivo de B. cereus: inmunoensayo visual de enterotoxina diarreica de Bacillus (BDE
VIATM) (3M Tecra), test de aglutinacion pasiva de latex reversa de enterotoxina de B. cereus
(BCET-RPLA) (Oxoid) y el equipo Duopath® Cereus (Merck).

La deteccion de enterotoxinas NHE y HBL proporciona un indicador de la toxicidad de una cepa, pero
no es suficiente para discriminar totalmente entre cepas potencialmente patdgenas y no patdgenas.
De hecho, varios estudios han demostrado que la produccién de NHE por cepas patégenas es variable

y que las cepas no patdgenas también pueden producirlo en grandes cantidades .

11.3. Deteccion de toxina emética o cereulida

Se han descripto PCR para el tamizaje de cepas portadoras del gen ces, pero una amplificacién positiva
no confirma la presencia de toxina. También se realizan ensayos de citotoxicidad en células Hep-2, sin
embargo, la calibracién del ensayo es compleja. No existe un método de rutina para la deteccién de
cereulida en el laboratorio de microbiologia clinica. Por lo tanto, para confirmar que un brote haya
sido causado por B. cereus emético serd indispensable demostrar la relacion clonal de las cepas
eméticas aisladas en muestras clinicas y en los alimentos y también contar con datos epidemioldgicos
solidos que respalden la relacidn entre los aislamientos analizados.

En el afio 2017, se publicé la norma EN-ISO 18465 que describe el analisis cuantitativo de la toxina

emética cereulida en productos destinados para el consumo humano, mediante el uso de
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cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) o cromatografia liquida de ultra-alto rendimiento
(UHPLC) conectadas en tandem a un espectrémetro de masas (LC-MS/MS). Sin embargo, esta

metodologia es compleja y estd disponible principalmente en laboratorios analiticos especializados.

11.4. Subtipificacion molecular

La técnica RAPD-PCR es una herramienta valiosa y ampliamente utilizada para la tipificacion molecular
de Bacillus spp. Sin embargo, a diferencia de otros métodos de tipificacion molecular, como la
tipificaciéon de secuencia multilocus (MLST), la reproducibilidad de los datos entre laboratorios causa
dificultades, por lo cual, el MLST gradualmente se convirtio en el "estandar de oro" durante los ultimos
afos.

La macro-restriccion de ADN vy electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) se utiliza como uno de
los métodos de tipificacion mas importantes para un amplio campo de patégenos transmitidos por los
alimentos, especialmente para estudios epidemioldgicos en situaciones de brotes. PFGE se puede
utilizar para la tipificacion de B. cereus, sin embargo, la red PulseNet International, una red para
rastrear infecciones transmitidas por alimentos en todo el mundo, no proporciona un protocolo

estandarizado para la tipificacidon molecular de B. cereus hasta el momento 2,

12. Resistencia a los antibioticos
Las enfermedades transmitidas por los alimentos asociadas con cepas del grupo de B. cereus rara vez
necesitan ser tratadas con antibiéticos. Sin embargo, no se ha investigado bien en qué grado las cepas
del grupo B. cereus pueden servir como fuente de genes transferibles de resistencia a antibiéticos en
la cadena alimentaria.

Las especies del grupo de B. cereus muestran resistencia a varios antibiéticos. La resistencia mas comun es
contra antibidticos b-lactdmicos debido a la presencia de b-lactamasas en casi todas las cepas de todas
las especies del grupo, con la notable excepcidn de B. anthracis. Aunque esta especie porta genes de
b-lactamasa blal y bla2, su expresidon estd reprimida, lo que resulta en su susceptibilidad a los
b-lactdmicos. La mayoria de los miembros del grupo B. cereus son resistentes al co-trimoxazol aunque
con niveles variables dependiendo de las cepas. De manera similar, la resistencia a la fosfomicina esta
muy extendida. Hasta el 60% de las cepas del grupo B. cereus presentan resistencia a clindamicina,
10/30% a tetraciclina y aproximadamente un 10% es resistente a levofloxacina. La resistencia a la
vancomicina y a la eritromicina son infrecuentes. Estas bacterias son generalmente susceptibles a

tetraciclina, cloranfenicol, gentamicina, ciprofloxacina e imipenem. La concentracidon inhibitoria
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minima (CIM) a los antibidticos debe investigarse por el método de microdilucién en caldo. Los puntos

de corte para ampicilina, cefotaxima, ceftazidima, imipenem, vancomicina, amicacina, gentamicina,

eritromicina, levofloxacina, clindamicina, cloranfenicol y rifampicina se detallan en el documento

MA45A2E del CLSI. Para otros antibidticos, se utilizan los puntos de corte para S. aureus del documento

M 100-S22 del CLSI.
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