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I NTRODUCC I ON

Los al imentos pueden constituir el vehiculo de
transmision de dos grupos principales de microorganismos
patbgenos para el hombre: los que se adquieren por el
consuﬁo de productos procedentes de animales enfermos o
por tadores, o de los que causan infecciones e
intoxicaciones debido a la contaminacion exogena de

aquellos (1).

Las intoxicaciones de origen alimenticio se deben a las
toxinas producidas por los microorganismos en los
Al iventos, es deecir, ge ingiere la toxina preformada, la
cual es responsable de las manifestaciones clinicas. Por

otra parte, los microorganismos causantes de |as



infecciones gastrointestinales son capaces de
multiplicarse en el intestino y producir la entermedad
por var ios mecanismos, entre los Qque se encuentra la

produccion de toxinas (1).

Existen algunos organismos Qque causan gastroenteritis
por ambos mecanismos de accion. Entre éstos se encuentra

el Bacillus cereus, el cual debe estar presente en el

alimento en numero muy elevado (1@° o mas por gramo)
para que se produzcan los sintomas de la enfermedad,
excepto en el caso de nifios pequefios, en |os cuales se

produce con tan solo 12° por gramo (2).

Los miembros del género Bacillus son bacilos Gram

positivos, esporulados, que pueden medir hasta 10 pm de

longitud, y se presentan frecuentemente formando
cadenas. Algunas especies poseen capsulas Yy varias
producen un levano viscoso en medios que contienen
sacarosa. Las esporas pueden ser esféricas u ovales,

centrales o subterminales (3).

Varian los caracteres fisiolbgicos. Los hay aerobios
estrictos y especies que son anaerobias facultativas. Un

pequefio numero son terméfilos. Con excepcion de B.



cereus vy B. anthracis, la identificacion de otras

especies es dificil (4).

La clasificacion de este grupo de microorganismo es
complicada debido a que es un geéeneroc muy heterogeneoc vy
muchas de sus especies estan pobremente definidas.
Tienen requerimientos nutricionales muy var iados, la
composicion de sus paredes celulares es muy diversa, Yy
‘aun la variacion fenotipica es considerable dentro de

las mismas cepas (4).

Algunas especies del género producen un grupo de
antibioticos, denominadas en conjunto Polimixinas, que
tienen en comun muchas propiedades quimicas vy
biologicas, estos son efectivos para microorganismos

Gram negativos, actlan recubriendo |la membrana celular

de las bacterias e inhiben el transporte activo y su
funcidén como barrera de permeabilidad selectiva. Son .
bactericidas y se utilizan para infecciones refractarias
al tratamiento con otros antimicrobianos (5). Ademas,
otras especies de Bacillus son fuente importante de

reactivos bioquimicos y pesticidas naturales (4).

La cualidad de esporulacidén que tienen estos



microorganismos les permite ser mas termorresistentes
que otros bajo las mismas condiciones de temperatura.
Las esporas de algunas especies pueden |legar a soportar
hasta 46°C mas que sus respectivas celulas vegetativas.
Una vez que |a germinacion ha dado principio, las
esporas van perdiendo gradualmente su resistencia al
calor (6). El mecanismo por el cual se inicia aun no se
conoce, pero en general, se cree que se |leva a cabo en
etapas ordenadas. Esto se basa en los siguientes

hechos: la perdida de varias propiedades de l|la espora
durante la germinacion ocurre en forma secuencial y no
simul tanea, se conocen mutantes que son inhibidos en
algunos estados de |la germinacion y el proceso puede ser

interrumpido en var ios puntos por inhibidores (7).

Se han realizado investigaciones recientes sobre los
elementos que constituyen las esporas. Estos se han
estudiado, tanto dentro de la espora como fuera de ella
en forma de extractos, y se ha descubierto que, con
excepcion de las enzimas, no son particularmente
estables al calor cuando se extraen de las mismas, por
lo que |los mecanismos de proteccién deben operar dentro

de la espora (8).



Entre las especies patogenas para‘ el hombre de este

género se encuentra el Bacil lus cereus, que es un
bacilo Gram positivo formador de esporas, Mévil \Y
anaerobio facultativo. Sus colonias son grandes, de 4 a
6 mm, planas, de bordes irregulares, cuando crece en

agar dextrosa triptona, muestra produccion de acido. La
temperatura minima de crecimiento es de 19 a 20°C, la
optima de 30 a 35°C y la maxima de 35 a 45°C. Crece en
un rango de pH de 4.9 a 9.3 y en wuna actividad de agua

(aw) minima de @.95 (11).

Los tipos de toxinas producidas por Bacillus cereus que

han sido aisladas y estudiadas son hemolisina,
citotoxina, toxina emética vy enterotoxinas (9). Estas
toxinas son sintetizadas durante el crecimiento

exponencial del bacilo (1@).

Este microorganismo esta ampl iamente distribuido
en |la naturaleza, se encuentra en el suelo y en el polvo
Yy aquellos al imentos que se pongan en contacto con éestos

pueden contenerlo (11).

Bacillus cereus se ha aislado de frutas, verduras,

cereales, harinas, almidones, productos para pasteleria,



sopas, especias; leche cruda vy pasteurizada, cremas,
budines, papas y salsas, entre otros. Crece en los
productos carnicos curados y enlatados, dando lugar
a la formacion de gas en condiciones esenciaimente

anaerobicas (11).

Tylor y Gilbert comprobaron que hay dos tipos de
enfermedad causada por B. cereus. El primer tipo se
caracteriza por sintomas relativamente leves: diarrea vy
dolor abdominal que se presentan en 8-12 horas después

de la ingestion de los al imentos y duran alrededor de 12

horas. Esta forma de enfermedad es |lamada del tipo
diarreico. La variedad de al imentos involucrados es muy
amplia, incluye: papas deshidratadas reconstituidas,
soya y esencia de vainilla (12).

El segundo tipo, |lamado forma emética, es diferente. En

éste, el sintoma principal es el vémito, aparece en 1-5
horas después de la ingestién del al imento y es severo,
en algunos casos puede presentarse diarrea (12). Se ha
descubierto que las cepas eméticas estan relacionadas
casi exclusivamente con el consumo de arroz, aunque no

se conoce la razén exacta de este hecho (13).



Ambos tipos de enfermedad se producen por la actividad
de la toxina, la de tipo emetico es preformada en los
alimentos y |la del diarreico en el intestino del huésped

(14). Por medio de la coccion del arroz se elimina a las

formas vegetativas pero .no a las esporas por ser
termorresistentes, vy cuando estan presentes pueden
multiplicarse si la temperatura es adecuada (14).

Las condiciones para que el numero de estos
microorganismos viables se incremente se ven favorecidas
en lugares donde se preparan alimentos en grandes
cantidades, tales como hospitales, guarder ias Y

restoranes, ya que se cocinan en recipientes muy grandes

que dificultan la refrigeracién del producto o los

al imentos se calientan y recalientan varias veces (11),

Se ha encontrado que en productos lacteos fermentados con
bacterias acidolacticas y contaminados con B. cereus, el
numero de microorganismos viables de este Ultimo,

disminuye considerablemente. Esto se debe a que |a acidez

de la leche aumenta significativamente (pH 5) y a este
nivel la multiplicacién vy germinacién de las esporas,
cesan. La contaminacion por B. cereus puede ocurrir

durante el proceso de fermentacion y en el periodo de



almacenamiento (9).

Otro agente inhibidor de B. cereus es el nmitrito, pero
éste no tiene accion como tal por si mismo, sino Qque la
adquiere. hasta que participa en ciertas reacciones

quimicas que dan como resultado la produccién de un agente
bacteriostatico que es capaz de inhibir la germinacion de

las esporas (19).

Sin embargo, la medida de control mas importante para
evitar el desarrollo de B. cereus es una adecuada
preservacion de los alimentos por arriba de 55°C o por

abajo de 12°C (11).

Para investigar el papel real o potencial de B. cereus, en
casos de intoxicacion alimenticia se realiza el recuento

de este microorganismo (1).

El Bacillus cereus se enumera en medio solido selectivo
que contiene manitol, yema de huevo, sal comun, rojo ds
fenol, vy polimixina B. En este medio, las colonias de

este bacilo aparecen rodeadas de un halo de precipitado,
debido a la produccion de lecitinasa, sobre
un fondo rojo, por su incapacidad para fermentar el

manito!l (11,17).



El interes sanitario por este microorganismo se ha
manifestado hasta hace muy pocos afios en Ameérica, el
primer caso confirmado de enfermedad por B. cereus fue en
1950 por Hauge (15), aunque en Europa y en Hungria es uno
de los microorganismos reconocidos como causantes de
gastroenteritis; en Estados Unidos se han reportado pocos
brotes y en nuestro pais se carece de datos en cuanto a la
frecuencia con que se aisla de los alimentos asi como de
los casos aislados o brotes epidémicos ya que la alta
endemicidad de otras enfermedades entéricas ha opacado la

importancia de! estudio de B. cereus (11,18).

Por otra parte, la contaminacion de los al imentos, ya sea
por B. cereus o por cualquier otro microorganismo
patégeno, trae consigo serias implicaciones econémicas,
ademas de l|as de tipo clinico. Cuando en el mercado
aparecen productos contaminados, |la empresa debe enfrentar
gastos importantes por asistencia médica, de defuncion,
gastos por litigio en caso de demanada, puede haber
ademas, pérdida de negocios, devolucién de productos vy
embargo. Todo esto merma las util idades de |a

industria y puede |legar a afectar la productividad (25).



Por los puntos antes mencionados el objetivo de! presente

trabajo es identificar y enumerar al Bacillus cereus que

se encuentra en |los alimentos por contaminacion exogena

usando como muestra arroz frito o cocido.



MATERIALES Y METODOS

Para el desarrollo del presente trabajo se recolectaron
18 muestras de arroz cocido o frito. Se seleccionaron 19
establecimientos donde se prepara comida para |levar, 5 de
los cuales correspondieroﬁ a tiendas de autoservicio,
localizados en los municipios de Monterrey, San Pedro

Garza Garcia y Santa Catarina, N.L.

Las muestras fueron analizadas en el Laboratorio de
Microbiologia de la Divisién de Ingenieria y Ciencias
Naturales y Exactas de |la Universidad de Monterrey, éstas
fueron transportadas a temperatura ambiente y de cada una

se aisld e identificd Bacillus cereus con el objeto de

efectuar el recuento.



TECNICA PARA EL AISLAMIENTO DE LA CEPA

1.- Pesar 10 g de la muestra, colocarios en un matraz
Erlenmeyer esteril, agregar 99 mi! de regulador de
fosfatos (R-1), dar tratamiento térmico 78°C por 15

min y homogenizar (dilucion 1:10}.

2.- Hacer diluciones decimales hasta la dilucion
1:1@ @@ en tubos conteniendo 9 mi de regulador de

fosfatos.

3.- lnocular @.1 ml| de cada dilucion sobre la superficie
de las placas con medio selectivo (R-2) para Bacillus
cereus y extender con varilla de vidrio.

4.- Incubar a 390-35°C por 48 hrs.

6.- Seleccionar para la identificacion las placas que

contengan un numero de colonias que permita observar
con claridad los halos turbios caracteristicos de

este microorganismo.

TECNICA PARA LA IDENTIFICACION DE LA CEPA
1.- Transferir de 5 a 19 colonias sospechosas de la placa

seleccionada a un tubo de agar nutritivo (R-3).



2.- Preparar un frotis vy tefiirio por la tecnica de Gram y

observar i{a pureza del cultivo.

3.- Preparar una suspension del germen en solucion salina

al ©.85% y observar al microscopio para determinar su

movil idad.

4.- Si el cultivo esta puro vy es moévil continuar con el
estudio.

.- Realizar las siguientes pruebas:

FERMENTACION DE MANITOL Y PRODUCCION DE LECITINASA

Observar el medio selectivo para Bacillus cereus. Si las

colonias tienen wun halo de precipitado y son de color
rosa, esto indica la produccion de lecitinasa pero no de

fermentacidén de manitol.

PRUEBA DE LA CATALASA
En un portacbjetos colocar una colonia sospechosa, agregar
dos gotas de peroxido de hidrogeno y si hay efervescencia,

la prueba es positiva.



FERMENTACION ANAEROBICA DE LA GLUCOSA

Inocular dos tubos de medio O-F con glucosa (R-4) con el

cuitivo de B. cereus. A uno de los tubos se |e agrega
aceite mineral. Ilncubar a 39-35°C/24 hrs. EI! tubo
anaerobio debe cambiar a amarillo debido a Ila produccién
de acido.

REDUCCION DE NITRATOS

Adicionar al caldo nitrato, previamente inoculado e
incubado a 39-35°C/24 hrs, 9.5 ml de acido sulfanilico (R-
5) y 8.5 ml de alfa naftol (R-6), agitar y observar la

presencia de una coloracion roja (prueba positiva).

PRUEBA DE VOGUES-PROSKAUER

lnocutar e incubar el medio V-P a 39-35°C/48  hrs.
Determinar l|la presencia de acetilmetilcarbinol por adicién
de .6 m| de alfa naftol y 8.2 ml de KOH al 4% (R-7) a 1
ml del cultivo en el tubo de la prueba. Se observa un
color rojo después de 20 minutos de agregados |los

reactivos (prueba positiva).

TECNICA PARA EL RECUENTO DE COLONIAS

1.- Contar las colonias tipicas de B. cereus, las cuales
son circulares, planas, translucidas, rodeadas por un
halo denso de precipitado sobre el fondo del medio.

- 14 -



A partir del porcentaje de colonias confirmadas de B8.

cereus calcular el numero de gérmenes por gramo de
muestra, tomando - en cuenta la dilucion vy el vo lumen

inoculado.

Al realizar las pruebas bioquimicas para la
identificacion, se incluydo como control positivo una cepa
de referencia de Bacillus cereus, cuyas respuesta a |as

pruebas se resumen en la Tabila No. 1.



TABLA No.

1

CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE Bacil lus cereus.

Prueba

Comportamiento

Tincion al Gram +
Movil idad +
Reaccion yema de huevo +
Fermentacion de manitol =
Catalasa +
Reduccion de nitritos +
Vogues-Proskauer +

+

Fermentacion de glucosa




REACT I VOS

REGULADOR DE FOSFATOS

Disolver en 500 ml de agua destilada, 34 g de
KzHPO, , aforar a un litro y esterilizar en
autoclave a 121°C/15 min. Conservar en

refrigeracion.

AGAR MANITA SAL COMUN ROJO DE FENOL

Rehidratar segun indicaciones del medio y
esterilizar en autoclave a 121°C/15 min. Enfriar a
45°C, agregar solucion de yema de huevo (50 ml de
agua y completar a 100 ml con yema de huevo) vy

©.91 g/| de polimixina B.

AGAR NUTRITIVO
Rehidratar segln indicaciones del medio vertir en
tubos y esterilizar en autoclave a 121°C/15min.

Inclinar y esperar a que solidifique. Conservar en



refrigeracion.

MEDIO O-F i
Rehidratar segun indicaciones del medio, agregar
glucosa al 1%, vertir en tubos y esterilizar en
autoclave a 118°C/1® min. Enfriar y conservar en

refrigeracion.

ACIDO SULFANILICO
Disolver 8 g de acido sulfanilico en 1 | de acido

acetico 5 M. Conservar en refrigeracion.

ALFA NAFTOL

Disolver 6 g de alfa naftol en 1 | de acido

acetico 5 M. Conservar en refrigeracion.

HIDROXIDO DE POTASIO
Disolver 490 g de KOH en 5@ m| de agua destilada y
despues aforar a 102 mi. Conservar en

refrigeracion.



RESULTADOS

En base a las <caracteristicas morfoldgicas y a las
reacciones bioquimicas realizadas, se identificaron vy
aislaron 8 cepas de Bacillus cereus de las 199 muestras

anal izadas.

Respecto al recuento de microorganismos se pudo observar
que en promedic una muestra procedente de cada
establecimiento presenté contaminacioén por Bacil lus
cereus, pero el numero de <colonias obtenidas no fue
estadisticamente significativo. Estos resul tados se

presentan en |la Tabla No. 2.
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DI SCUS I ON Y CONCLUSIONES

Para la realizacion de este estudio se tomaron muestras de
arroz frito o cocido las cuales se transportaron en su
empaque original y sin refrigeracion, esto se hizo con el
fin de que | as condicionas' de manejo fueran lo mas
semejante posible a la manera en que el consumidor

manipula el producto cuando lo adquiere.

En relacion a la metodologia se realizaron algunos cambios
para lograr un mejor resultado. Inicialmente se prepararon
5 diluciones de cada muestra y el periodo de incubacion
era de 24 horas. Posteriormente se suprimio la UGltima
dilucion al observarse que con 4 diluciones era suficiente

por el bajo grado de contaminacion de las muestras. A la



primera dilucién se le proporciono un tratamiento térmico
de 199°C por & segundos para estimular |a germinacion de
las esporas y determinar el numero de células viables.

Mas tarde se modifico el tratamiento térmico a 70°C por 15
min por ser mas favorables para la germinacién (22).

El periodo de incubacién se prolongé a 48 horas, porque se
observo que con 24, el crecimiento era muy escaso y en la

mayor ia de los casos, nulo.

Para incrementar |a selectividad del medio, agar manita-
sal comun- rojo de fenol, se le affladio @.81 g/!| de
polimixina B. Respecto a esta caracteristica cabe

mencionar que se detecto |la presencia de Staphylococcus

aureus aproximadamente en el 89% de |las muestras
anal izadas. Esto es muy importante debido a que algunas

cepas de este microorganismo son capaces de producir

intoxicacidén alimenticia.

En base a los resultados obtenidos puede mencionarse que
la contaminacion por B. cereus en las muestras de arroz
analizadas no fue significativa. Dado que se requiere
190°'000 ©PV® de bacterias por gramo de alimento para
producir la enfermedad se puede determinar que a este

nivel no hay peligro de intoxicacion.

BIBLIOTECY . 387 5T HONTERREY



Estos resultados fueron semejantes a los obtenidos en

Taiwan en 1986 por K.T, Chung Y H.L. Sun, quienes

real izaron el recuento usando como medio selectiva
piruvato de polimixina-yema de huevo-manitol- azulde
bromotimol . En este. estudio el 8% de las muestras

presentaron contaminacién, pero no fue significativa (15).

Es muy dificil evitar la contaminacion por Bacillus cereus

en el arroz, vya que este microorganismo se encuentra
ampl iamente distribuido en la naturaleza y ademas resiste
el cocinado por lo cual es necesario manejar y conservar
en forma adecuada los alimentos, asi como evitar el

calentamiento continuo.



RESUMEN

Se determino la presencia de Bacillus cereus en 109

muestras de arroz cocido, las cuales se obtuvieron en

diferentes local idades de Monterrey y su area
metropolitana, transpor tandose sin refrigeracion Yy

anal izandolas el mismo dia de su colecta.

Para el aislamiento del microorganismo se utilizo medio
selectivo, agar manita-sal comun-rojo de fenol-polimixina
B, v su identificacion se basd en pruebas biogquimicas

convencionales.

En B8 de las muestras anal izadas se detectd la presencia
del bacilo, pero el numero de microorganismos no fue

significativo.
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