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l. RESUMEN

Las especies del grupo Bacillus cereus son un conjunto de microorganismos
esporulados ampliamente distribuidas en el ambiente, algunas de estas especies
han sido descritas como causantes de intoxicacion alimentaria de tipo emética y/o
diarreica en diferentes regiones del mundo. En México, la frecuencia de brotes de
intoxicacion alimentaria es elevada, sin embargo, la identificacion de los agentes
etiolégicos de dichos brotes es limitada, es por ello, que en el presente estudio se
determinéd la frecuencia y perfil toxigénico de cepas del grupo B. cereus en
alimentos comercializados en la Ciudad de Chilpancingo Guerrero, ubicada al
suroeste de México.

Se analizaron 400 muestras de 6 diferentes grupos de alimentos (Alimentos ricos
en almidén, alimentos listos para su consumo, Frutas y vegetales crudos,
Especias, Lacteos, Carnicos). El 21% (84/400) de los alimentos analizados
estaban contaminados con cepas del grupo B. cereus (en fase vegetativa y
esporas), en algunas muestras con mas de una especie de este grupo,
aislandose en total 92 cepas bacterianas.

En las 92 cepas aisladas se determind la presencia de genes codificantes de
toxinas diarreogénicas (Hbl, Nhe y CytK) y toxina emética (Cerulida). ElI 83%
(76/92) de las cepas presentaban genes codificantes de toxinas. Los genes de las
toxinas diarreogénicas Nhe, Hbl y CytK fueron mas prevalentes entre las cepas;
con un 63%, 51 y 24% respectivamente, en tanto que el gen de la toxina Cerulida
solo fue identificado en una de las cepas.

Estos resultados sugieren que el 83% de las cepas aisladas pueden
potencialmente expresar toxinas diarreogénicas, y de ser consumidas en inéculos

de tamafo considerables, causar intoxicacion alimentaria.
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II. ABSTRACT

Species of the Bacillus cereus group is a set of sporulated microorganisms widely
distributed in the environment, some of these species have been reported to cause
emetic type food poisoning and / or diarrhea in different world regions. In Mexico,
frequency of outbreaks of food poisoning is high, however, the identification of
etiologic agents of these outbreaks is limited. In this study the frequency and profile
toxigenic of B.cereus group strains was determined in food market in the city of
Chilpancingo, Guerrero, in southwestern Mexico.

We analyzed 400 samples of 6 different food groups (starchy foods, ready-to-eat
foods, raw fruits and vegetables, spices, dairy, meat) in 21% (84/400) of the food
samples were contaminated with B. cereus group strains (vegetative and spores)
in some samples with more than one species of this group, isolating total 92
bacterial strains.

In the 92 isolates the presence of genes encoding toxins diarrheagenic (Hbl, Nhe
and CytK) and emetic toxin (Cerulide) was determined. 83% (76/92) of the strains
had genes encoding toxins. The genes of diarrheagenic toxin Nhe, Hbl and CytK
were more prevalent among strains; with 63% 51 and 24% respectively, while the
toxin gene Cerulide was only identified in one strain.

These results suggest that 83% isolates can potentially express diarrheagenic

toxins, and to be consumed in substantial inoculum size cause food poisoning.
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[Il. INTRODUCCION.

El grupo Bacillus cereus esta formado por 6 especies bacterianas estrechamente
relacionadas entre si: Bacillus cereus sensu stricto, Bacillus anthracis, Bacillus
mycoides, Bacillus pseudomycoides, Bacillus thuringiensis y Bacillus
weihentephanensis (Vilas et al., 2007). Este grupo de bacilos Gram positivos
formadoras de esporas tiene una amplia distribucibn en el ambiente, materia
organica en descomposicion, cuerpos de agua dulce o salada, fomites y de manera
natural en el tracto intestinal de organismos invertebrados; de estos reservorios
pueden contaminarse los alimentos que al ser ingeridos colonizan el intestino

humano (Logan, 2011).

Algunas especies del grupo B. cereus pueden producir intoxicacién alimentaria por la
produccion de diferentes toxinas, la cerulida, es una toxina termo estable resistente
al pH &cido y a proteasas, constituida por cuatro aminoacidos y/o oxiacidos
[D-O-Leu-D-Ala-L-O-Val-L-Val] que forman un complejo ciclico (dodecadepsipeptido)
(Arnesen et al., 2008). Esta toxina causa la estimulacion del nervio vago aferente a
través de la union al receptor 5-HT3 de serotonina, originando el sindrome emético el
cual es caracterizado por nauseas y vomito. Los principales alimentos relacionados
son arroz, pastas y productos lacteos. La presencia de la toxina preformada en el
alimento es suficiente para causar la enfermedad (Delbrassinne et al., 2012; Dommel
et al., 2010).

En contraste, las toxinas diarreogénicas, como la hemolisina BL (Hbl), enterotoxina
no hemolitica (Nhe) y citotoxina K (CytK) son producidas durante el crecimiento
vegetativo de la bacteria en el intestino delgado (Ramarao et al., 2013). Las
enterotoxinas Hbl y Nhe estan constituidas por tres subunidades; L2, L1 B y NheA,
NheB, NheC respectivamente, en tanto que la citotoxina K (CytK) se constituye por
una sola proteina miembro de la familia de barriles  (Bottone, 2010). Las tres
toxinas tienen actividad litica contra enterocitos, el mecanismo se desconoce con
precision, sin embargo, se sugiere la formacion de poros en la membrana lipidica de

las células, lo que conduce a una lisis osmatica (Tsilia et al., 2012).
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Recientemente, se ha reportado una alta frecuencia de aislamiento de cepas
toxigénicas del grupo B. cereus en diferentes grupos de alimentos, incluidos
alimentos ricos en almidon (arroz y papa), vegetales crudos o minimamente cocidos,
lacteos, productos cérnicos y alimentos listos para su consumo (Samapundo et al.,
2011; Chon et al., 2012; Lee et al., 2012). Estos alimentos han adquirido gran interés
por parte de organizaciones encargados de procurar la inocuidad alimentaria, debido
al ndlo o débil procesamiento térmico a los cuales son sometidos, estos
procesamientos inactivan la flora bacteriana vegetativa, sin embargo, permiten la
sobrevivencia de esporas bacterianas (Guinebretiere et al., 2002). Estas esporas al
no existir flora competitiva pueden germinar y sintetizar toxinas diarreogénicas o
emeéticas en el alimento, a la par, las esporas pueden resistir la accion de las
proteasas y el pH acido del estbmago y llegar hasta el intestino delgado, donde
pueden germinar, crecer y producir enfermedades por la produccion de toxinas in situ
(Ceuppens et al., 2012).

Las enfermedades atribuidas a alimentos contaminados por especies del grupo
B. cereus generalmente ocurren cuando cepas toxigénicas se multiplican y alcanzan
alrededor de 10* a 10° unidades formadoras de colonias (UFC), sin embargo, debido
a la gran variabilidad de las dosis infectivas asi como a la produccion de toxinas y la
formacion de esporas, no es posible descartar el riesgo de inéculos de menor

tamafio (Logan, 2011).

En Estados Unidos de América, los Centros para el Control y Prevencion de
Enfermedades (CDC, siglas en inglés) calculan mas de 63 000 casos de intoxicacion
alimentaria causados por B. cereus anualmente (Scallan et al.,, 2011) a su vez, en
paises como Noruega, Finlandia, Hungria B. cereus ha sido descrito como causante
de enfermedades gastrointestinales (sindrome diarreico) en tanto que en paises
como China, Japén y Bélgica, es asociado al sindrome emético. (Granum et al.,
1997).
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En México, anualmente se reportan mas de 40 000 casos de intoxicacion alimentaria,
sin embargo, el agente etioldégico de estos casos no es identificado en la mayoria de
las veces (SSA-SINAVE, 2010).

Por ello, este trabajo contribuird conocer la frecuencia de contaminacion en los
alimentos analizados por cepas de B. cereus y a identificar las cepas toxigénicas de
B. cereus, las cuales, al ser consumidas podrian potencialmente ser causantes de

brotes de intoxicacion alimentaria.

El objetivo principal de este estudio fue determinar la frecuencia, diversidad genética
y potencial toxigénico de cepas de B. cereus presentes en diferentes tipos de
alimentos comunmente consumidos y comercializados en el Estado de Guerrero,

México.

IV. MATERIAL Y METODOS
Alimentos analizados.
Se analizaron 400 muestra de 6 diferentes grupos de alimentos para conocer la
presencia, replicacion y transmision de B. cereus y/o toxinas y que ademas no fuera
necesario someterlos a procesos de coccion; alimentos ricos en almidén (n=66),
frutas y vegetales crudos (n=66), especias (n=66), lacteos (n=66), carnicos (n=69),
alimentos listos para su consumo (n=67). Las muestras se incluyeron solo si se
encontraban dentro de su fecha de caducidad. Las muestras se colectaron en el
periodo de abril de 2013 a marzo de 2014 en diferentes puntos de venta de la Ciudad
de Chilpancingo, Guerrero.
Aislamiento de cepas del grupo B. cereus.
El aislamiento e identificacion de las cepas del grupo B. cereus se realizd por el
método de recuento de colonias a partir de lo establecido en la ISO 7932: 2004.
Se homogenizaron 10 g de la muestra a analizar con 90 ml de solucion salina 0.9%.
Se realizaron diluciones seriadas hasta dilucién 1°, de estas se seleccionaron 3
diluciones consecutivas, y se inocularon 100 pL en agar manitol yema de huevo y

polimixin (MYP) por estria masiva. Las placas se incubaran a 30 °C por 24 a 48 h.
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Las cepas presuntivas B. cereus se identificaron como colonias rosas opacas
(manitol negativo) rodeadas de un halo de precipitacion por la produccion de
lecitinasa. A estas cepas se les aplicara pruebas de hemdlisis en agar sangre de
carnero al 5% para confirmar identificacion. La diferenciacion entre B. cereus y
B. mycoides se realizé por discriminacion de morfologia colonial. La diferenciacion
entre B. cereus y B. thuringiensis se realizO mediante la deteccion del gen de la
toxina cristalizable (cry) por PCR de punto final, utilizando los iniciadores y
condiciones de reaccion descritas por Mendoza et al., (2012).

Los aislamientos fueron conservados en caldo BHI con 20% de glicerol por
congelacion directa con hielo seco y almacenados a -80 °C hasta su posterior
analisis.

Determinacion de esporas totales en alimentos.

La determinacion de la presencia de esporas se realizé a la par del procesamiento de
las muestras. De la dilucion inicial 10, se depositaron 4 mL en un tubo estéril, el cual
es puesto en bafio metabdlico a 80 °C por 10 minutos con la finalidad de inactivar la
flora vegetativa presente, posteriormente, se inoculan 100 uL de la dilucién por estria
masiva, en una placa de agar MYP y en una placa de agar soya tripticasa, se
incuban a 30 °C por 24 h para observar la morfologia colonial caracteristica de las
especies del grupo B. cereus.

Capacidad psicrofilica de especies del grupo B. cereus.

Las cepas del grupo B. cereus aisladas, se inocularon por separado en agar sangre
de carnero al 5%, y se incubaron a 7 °C durante 21 dias. El crecimiento visiblemente
identificable se tom6 como positivo a psicrofilia.

Deteccidn de genes de toxinas diarreogénicas y toxina emética.

Para la busqueda de los genes codificantes de las toxinas Nhe, Hbl, CytK, Ces, Cry,
se utilizé la PCR en punto final con los iniciadores y las condiciones de amplificacion
descritas en el cuadro 1. Como control positivo se utilizé la cepa ATCC 14579 de
B. cereus, la cual presenta los genes de las toxinas, Nhe, Hbl, Cytk y cerulida.

Los productos de PCR se analizaron por electroforesis en geles de agarosa 2% a
90V durante 45 min. Los geles se tifleron con bromuro de etidio y se visualizaron con
luz UV.
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Cuadro 1. Iniciadores utilizados para PCR de genes codificantes de toxinas de cepas del grupo
B. cereus.

Gen . Temp. Alin. o , Tamafio .
blanco Iniciador (C) Secuencia (5" 2 3) (bp) Referencias
Iniciadores para PCR
RNAr RNA16S f 55 AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGA 1514-1525 Walczak et
16S RNA16S r CGGCTACCTTGTTACGAC ) al., 2013.
cesf 55 TTGTTGGAATTGTCGCAGAG 405 Schulz et
ces cesr GTAAGCGAACCTGTCTGTAACAACA al., 2005.
cytK f GTAACTTTCATTGATGATCC Stenfors et
oytK cytKr 48 GAATACTAAATAATTGGTTTCC 505 al., 2001.
hblA f GTGCAGATGTTGATGCCGAT
hbIA hblA r 25 ATGCCACTGCGTGGACATAT 319
hbIC f AATGGTCATCGGAACTCTAT Ryan et al.,
hblC hbIC r 55 CTCGCTGTTCTGCTGTTAAT 749 1997.
hbiID f AATCAAGAGCTGTCACGAAT
hbiD hbID r 55 CACCAATTGACCATGCTAAT 429
nheA f TACGCTAAGGAGGGGCA
nheA nheAr 55 GTTTTTATTGCTTCATCGGCT 499
nheB f CTATCAGCACTTATGGCAG Granum et
nheB nheB r 55 ACTCCTAGCCGGTGTTCC 769 al., 1999.
nheC f CGGTAGTGATTGCTGGG
nheC nheCr 55 CAGCATTCGTACTTGCCAA 581
cry f GCGGTGAATGCTCTGTTT Mendoza et
cryl cryr 50 TTTATCTGCCGCATGAATC 990 al., 2012.
P1-cytK CAAAACTCA (T/C) CTATGCAATTATGCAT
Erginotor P2-cytK 55 AAAATGTTTAGCATTATCCGCTGT Ei'gg ggg ZYa'%i"g et
Y P3-cytK ACCAGTTGTATTAATAACGGCAATC . " :

Determinacion de la capacidad hemolitica.

Se determind la capacidad hemolitica en las 92 cepas del grupo B. cereus aisladas,
mediante la incubacion de 1 mL de solucion eritrocitaria de carnero al 5% con 1 mL
de sobrenadante de cultivos bacterianos en fase logaritmica de cada una de las
cepas durante 10 minutos a 37 °C, posteriormente, se determind la liberacion de
hemoglobina en los sobrenadantes midiendo la absorbancia en un espectrofotometro
a una longitud de onda de 545 nm. Como control positivo se utiliz6 la cepa ATCC
14579 de B. cereus la cual presenta actividad hemolitica elevada.

Determinacion de la diversidad genética.

La determinacion de la relacion filogenética entre las cepas de B. cereus se realiz6
mediante la técnica de PCR de elementos repetitivos palindromicos (rep-PCR)
descrita por Lee et al, (2012). Utllizando iniciadores (GTG)s
(GTGGTGGTGGTGGTG) con la siguiente mezcla de reaccion; 10 mM Tris-HCI, 1.5
mM MgCl,, 0.2 mM de cada deoxinucleotido trifosfato, 25 nM de iniciador, 2 U de
DNA Taq polimerasa, 100 ng DNA molde en un volumen final de 20 uL.
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Programa de ciclaje; desnaturalizacion inicial a 95 °C por 2 minutos, 30 ciclos de
94 °C por 30 s, 40 °C por 1 min, 60° durante un minuto y para una extension final, 65
°C por 5 min. Se realizé electroforesis en geles de agarosa 2% a 90V durante 45 min.
Los geles se tifileron con bromuro de etidio y se visualizaron con luz UV. Para
establecer las distancias genéticas de los perfiles se calculé el coeficiente de
similitud de Dice. La matriz de distancias genéticas se analizé por el método UPGMA
(siglas en inglés de Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean). Se
elaboré un dendrograma con los datos analizados utilizando el paquete BioNumerics
7.1 (Applied Maths Inc, US).

Analisis estadistico.

Se utilizé el paquete estadistico SPSS 19.0 para la elaboracién de la base de datos y
andlisis estadistico. Para variables cualitativas nominales se reportaron frecuencias
simples y se analizaron con la prueba de Ji cuadrada de independencia.
Estableciendo relacion entre las variables tipo de alimento y contaminacion por cepas
del grupo B. cereus, hidrolisis de almidon y psicrofilia. Para determinar relacién entre
las variables porcentaje de hemodlisis y presencia de genes codificantes de toxinas,
se aplico la prueba de Correlacion de Pearson la cual es utilizada para determinar
relacion en variables cuantitativas.

Se consideré estadisticamente significativo un valor de p<0.05 en ambas pruebas.
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V. RESULTADOS.

Frecuencia de contaminacién por cepas del grupo B. cereus.

Se analizaron 400 muestras de diferentes grupos de alimentos, en el 21% (84/400)
de las muestras se detectd presencia de microorganismos del grupo B. cereus, en
algunas de las muestras se aislaron 2 especies diferentes del grupo B. cereus,
aislandose en total 92 cepas.

La mayor frecuencia de contaminacion se observo en las especias 41%, seguido por
las frutas y vegetales crudos y productos lacteos con un 29 y 23% respectivamente.
En los alimentos listos para su consumo y alimentos ricos en almidén la frecuencia
fue menor al 20%. En los productos carnicos Unicamente 2 muestras presentaron
contaminacion por cepas del grupo B. cereus (Cuadro 2).

En las 84 muestras positivas, se demostrd la presencia de esporas asi como de
células vegetativas, en un rango entre 10 a >10,000 UFC/g. El 33% (28/84) de las
muestras presentaron contaminacion con menos de 1000 UFC/g, 49% (41/84) de las
muestras dentro del rango de 1000 a 10,000 UFC/g y el 18% (15/84) de las muestras
restantes presentaron mas de 10,000 UFC/g de alimento (Cuadro 2).

Cuadro 2. Frecuencia de contaminacion de alimentos con cepas del grupo B. cereus.

Muestras Muestras Muestras con cepas del grupo B. cereus
Tipo de alimento analizadas | positivas p n (%)
n n (%) <1000 UFC g" | 1000- 10,000 UFCg" | >10,000 UFCg"
Ricos en almidén 66 10 (15) 2 (20) 6 (60) 2 (20)
Frutas y vegetales crudos 65 19 (29) 8 (42) 9 (47) 2(11)
Especias 66 27 (41) 0.025 12 (44) 14 (52) 1(4)
Lacteos 68 15 (23) ’ 4(27) 5(33) 6 (40)
Carnicos 69 2(3) 0 2 (100) 0
Listos para su consumo 66 11 (17) 2 (18) 5 (46) 4 (36)

Nota. p: Prueba de X°.

Tras la diferenciacion de las 92 cepas del grupo B. cereus, se identificaron 74 (80%)
cepas de la especie B. cereus sensu stricto, 6 (7%) cepas de B. thuringiensis y 12
(13%) cepas de B. mycoides. Al agrupar por alimento se encontré que las cepas de
B. tuhuringensis y B. mycoides solo se encontraron en alimentos ricos en almidon;

frutas y vegetales crudos y en especias (cuadro 3).
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Cuadro 3. Cepas del grupo B. cereus por tipo de alimento.

. . Cepas de Cepas de Cepas de
Tipo de alimento B. (F:)ereus B. mry)/coides B. thurr)ingiensis Total P
Ricos en almidon 9 4 1 14
Carnicos 2 0 0 2
Listos para su consumo 11 0 0 11
Lacteos 15 0 0 15 |0.114
Frutas y vegetales crudos 14 4 3 21
Especias 23 4 2 29
Total 74 12 6 92

Nota. p: Prueba de X°.

Capacidad psicrofilica e hidrélisis de almidén por cepas del grupo B. cereus.

Se determind la capacidad psicrofilica y la hidrdlisis de almidon en 92 cepas del
grupo B. cereus aisladas previamente. El 87% (80 de 92) de las cepas presentaron
capacidad psicrofilica, ademas, las cepas aisladas de alimentos ricos en almidén,
frutas y vegetales crudo y especias presentaron capacidad de hidrolisis de almidon

en un 79%, 100% y 90% respectivamente (cuadro 4)

Cuadro 4. Capacidad psicrofilica y amilolitica de cepas del grupo B. cereus por grupo de alimento.

Crecimiento 7°C Hidrolisis de almidon
Tipo de alimento No.y porcente}]g de p No. y porcentaje de p
muestras positivas muestras positivas N (%)
N (%)

Ricos en almidén 14 (100) 11 (79)

Carnicos 2 (100) 0

Listos para su consumo 9(82) 3(27)

| Lacteos 14 (93) 0.076 2 (13) >0.001

Frutas y vegetales crudos 20 (95) 21 (100)

Especias 21 (72) 26 (90)

Total 80 (87) 63 (68)

Nota. p: Prueba de X°.

Perfil toxigénico de cepas del grupo B. cereus.

Se agruparon las 92 cepas por presencia o ausencia de los genes codificantes del
complejo Hbl, Nhe, Citotoxina K, Cerulida y toxina Cristalizable. Esta clasificacion
permitié la identificacion de las cepas de B. thuringiensis. El 17% (16/92) de las
cepas no presentd ninguno de los gene analizados, en tanto que el 10% (9/92) de las
cepas presentaron todos los genes codificantes de las toxinas diarreogénicas

(cuadro 5)
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Cuadro 5. Perfiles toxigénicos de cepas del grupo B. cereus aisladas de alimentos.

Complejo Hbl Complejo Nhe Gen de la
Perfil Cepas No. de pel pel Cytk toxina Cry
cepas emética
hblA | hbIC | hbID nheA nheB nheC ces

016BC, 050BC, 072BC,

074BC, 082BC, 102BC,
1 104BC, 127BC, 139BC, 16 * ) ) i ) i i i )

158BC, 162BC, 170BC,

176BC, 194BM, 271BC,

300BC.

2 100BC, 116BC, 118BC. 3 - - - + +° - - - i,
3 114BC, 179BC, 307BC. 3 - - - - - + R R R
4 115BC, 178BC. 2 - - - - + - - - -
5 119BC, 122BC. 2 - - - + + + + - -
6 124BC, 290BC. 2 - - - + - + - _

126BC, 128BC, 129BC,
7 130BC, 136BC, 137BC, 10 ) ) ) + ) i i i )

147BC, 272BC, 302BC,

384BC.

144BC, 184BC, 194BC,
8 206BC, 321BC, 323BC, 9 + + + + + + + - _

392BM, 287BC, 316BC.
9 180BC 1 - + + + + + - - -
10 186BC 1 + - + + + + R ;
11 186BM 1 - + + + + - - -

188BM, 240BC, 240BM,
12 244BC, 274BC 5 M * * + + - - -
13 191BM, 274 BM, 295BC 3 + - + - - - - -
14 196BC 1 + + + + + - - - -
15 196BM, 221BC 2 + + - + - + - - -
16 199BT 1 - - - + + + + ) +
17 200BT, 203BT 2 + + + + + + + - +
18 205BT 1 + + + + + - + - +
19 220BC, 293BC, 292BC 3 + - + + + - - - -
20 226BC, 257BC 2 + - - + - + - - -
21 249BC, 283BC, 315BC 3 + - + + + - - -
22 254BC 1 + - - - - + _ _ _
23 255BC 1 + - + + - - - -
24 260BT 1 + - - + - + + R +
25 260BM 1 + ¥ . . + + ) ) i
26 265BT 1 + + + - + + + - +
27 266BC 1 + - + + + + + - N
28 297BC 1 + + + + + R R .
29 301BC 1 + - - - - - - - -
30 301BM 1 - - + + - - - -
31 309BC 1 - + - + + R .
32 313BC 1 + - + - + R R .
33 317BM 1 + - + - - + - - N
34 318BC 1 + - + + - + + _ R
35 320BC 1 - - + - - - - R -
36 324BC 1 + + + + - - + - -
37 350BC 1 - - + + + + - - -
38 352BC 1 + - + - + - - - -
39 353BM 1 + + - - - - - + _
40 396BC 1 + + - + - + + .

Nota. *: Ausencia de amplicdn, °: Presencia de amplicon.

El 17% de las cepas analizadas presentaban los 3 genes codificantes de las
subunidades de la toxina Hbl en tanto que el 40% de estas cepas fue negativo para
estos genes, el 60% de las cepas presentaron uno o dos genes. La prevalencia de

los genes codificantes de las subunidades de la toxina Nhe fue mayor, el 29% de las
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cepas presentaban los 3 genes del complejo Nhe, en tanto que el 80% de las cepas
presentaban uno o dos genes de dicho complejo (cuadro 6).

Cuadro 6. Frecuencia de genes de las enterotoxinas hbl y nhe en B. cereus, B. mycoides y
B. thuringiensis

Frecuencia de genes hbl
n (%)
Aislamientos hblA hbiC hblD hhthAch hhbtlll?; hhbtlfD"' thAhBrDb IC+ Negativos
B. cereus 33(36) | 24 (26) | 24 (26) | 20 (22) | 22 (24) | 15 (16) 11 (12) 37 (40)
B. thuringensis 5(5) 4.(4) 4 (4) 4(4) 4 (4) 3(3) 1(2) 1(1)
B. mycoides 9 (10) 6 (7) 8(9) 6(7) 4(4) 44 4(4) 1(1)
Frecuencia de genes nhe
n (%)
Aislamientos nheA nheB nheC EEZéJr Eﬂz?; EEZCB; nnhheeﬁ; nheB+ Negativos
B. cereus 47 (51) | 33(36) | 35(38) | 27 (29) | 26 (28) | 22 (24) 20 (22) 18 (20)
B. thuringensis 5(5) 5(5) 5(5) 4 (4) 3(3) 4 (4) 3(3) 0
B. mycoides 6(7) 5(5) 7(8 44 5(5) 5(5 4(4) 44

Unicamente una cepa fue portadora del gen codificante de la toxina emética. El 24%
(22 de 92) de las cepas fueron portadoras del gen cytk. La frecuencia de genes de
las toxinas NHE, HBL, Citotoxina K y cerulida por especie bacteriana se muestran en

el cuadro 7.

Cuadro 7. Frecuencia de genes de enterotoxinas en B. cereus, B. mycoides and B. thuringiensis

Total
n (%) de cepas de n (%) de cepas de n (%) de cepas de

Gen blanco B. cereus (n=74) B. thuringiensis (n=6) B. mycoides (n=12) (2_(?2))
nheA 47 (64) 5(83) 6 (50) 58 (63)
nheB 33 (45) 5(83) 5(42) 43 (47)
nheC 35 (47) 5(83) 7 (58) 47 (51)
hblA 33 (45) 5(83) 9 (75) 47 (51)
hblC 24 (32) 4 (67) 6 (50) 34 (37)
hbID 24 (32) 4(67) 8 (67) 36 (39)
cytK 15 (20) 6 (100) 1(8) 22 (24)

ces 0 0 1(8) 1(1)

Se determind la actividad hemolitica en las 92 cepas del grupo B. cereus aisladas
previamente. El 100% (92/92) de las cepas lisan eritrocitos humanos y el 75%
(69/92) presentd actividad hemolitica detectable contra eritrocitos de carnero. La
produccion de hemdlisis fue mayor en aquellas cepas portadoras de genes de
toxinas diarreogénicas, (Figura la), de éstas, las portadoras de genes de las toxinas
Hbl y Citotoxina K, produjeron mayor porcentaje de hemolisis comparadas con las
portadoras de genes de la toxina Nhe (Figura 1b, 1c, 1d).

La produccién de hemodlisis entre las cepas portadoras del gen de la Citotoxina K fue

mayor en las que presentaban el sitio de unidén para el factor transcripcional PLCR
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(Figura 1e). La produccion de hemdlisis en las cepas de B. thuringiensis fue de un
alto grado, seguido por las cepas de B. mycoides que mostraron niveles medios a

altos, en tanto que las cepas de B. cereus arrojaron principalmente niveles no
detectables a bajos de hemdlisis (Figura 1f).

007 a) p=0.005 0l py & p=0.620 o ) . p=0.003
801 il ° 80 '
0] S o Z o
4am 401 40
207 201 20
o § y

M .l-"- Pa -’\K Negativa Pasitivo Negativo Positivo
Genes codificantes de toxinas diarreogénicas Genes codificantes de la toxina Nhe

Hemélisis (%)
Hemalisis (%)
Hemélisis (%)

Genes codificantes de la toxina Hbl

o 100 =<0.001 | Secuencia )0
007 gy p=0.032 ol e g & union Y h

de uni : ]
PLCR 8
1 | Nagativo 80
50 50 °
u Mrositivo
0 q 60
. < o :
407 r T 0
40
= 201
201
201
I o
o
o

T r
l Bacillus Bacilius Ba Jlm.s
cereus mycoides thuringiensis

p=<0.001

Hemalisis (%)
Hemélisis (%)

Hemolisis (%)

Gen l:ndm:ante dela cltamxlna K p“'m_.o

Gen cytK

Figura 1. Produccién de hemdlisis por cepas del grupo B. cereus. a) cepas portadoras de
genes codificantes de toxinas diarreogénicas, b) cepas portadoras de genes de la toxina Nhe,
c) cepas portadoras de genes de la toxina Hbl, d) cepas portadoras del gen cytK, e), cepas

portadoras del sitio de unién a PLCR del gen cytK, f) produccién de hemdlisis por especie
bacteriana.

Perfil filogenético de cepas del grupo B. cereus.

Mediante la técnica de rep-PCR se determiné el perfil rep de 83 cepas del grupo B.
cereus aisladas de muestras de alimentos, asi como de la cepa ATCC 14579 B.
cereus, el corrimiento electroforético mostr6 un ndmero entre 2 a 8 bandas de
tamafios de 150pb a 1500pb. Tras el andlisis de los patrones electroforéticos y
obtencién de un dendograma, todas las cepas analizadas fueron clasificadas dentro
de 55 perfiles rep, 17 de estos con mas del 85% de similitud (etiguetados Bc1-Bc55.).
(Figura 1I). Los perfiles Bc21 y Bc24 agruparon 5 cepas, en tanto que los perfiles
Bc22, Bc28, Bc34, Bc4l, Bc46, Bec54 agruparon 3 cepas, los perfiles Bc7, Bcll,
Bcl15, Bcl9, Bc26, Bc27, Bc29, Bc38, Bc42 agruparon 2 cepas, el resto de los
perfiles incluyo solo una cepa.
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ID Alimento
BC144 Lacteos
BC102 Lacteos
BC126 ALPC
BC184 FvVC
BC114 Lacteos
BC130 Cérnicos
BC324 FVC
BC309 Especias
BC321 ALPC
BC196 FvC
BC176 FvVC
BC274 Especias
BC050 Lécteos
BT199 Especias
BC118 Lacteos
BC137 ARA
BC254 Especias
BC240 ARA
BM396 ARA
BC178 FvVC
BC396 ARA
BC320 ALPC
BT205 FvC
BM240 ARA
BT265 Especias
BC316 ARA
BC206 FvC
BC072 Lécteos
BM353 Especias
BC244 Especias
BC283 Especias
BM274 Especias
BC128 ALPC
BC119 Lécteos
BC221 ARA
BT200 FvC
BC136 Lécteos
ATCC B. cereus 14579
BT260 ARA
BC350 Especias
BC104 Lécteos
BC139 Lécteos
BC147 ALPC
BC186 FvC
BC255 Especias
BC220 ARA
BC158 Especias
BC292 FvC
BM301 Especias
BC301 Especias
BC271 Especias
BC257 Especias
BM194 ARA
BCO082 Lécteos
BT203 FvC
BC180 FvC
BM186 FVC
BC100 Lacteos
BC162 FVC
BM317 Especias
BC179 FVC
BC297 Especias
BC287 ARA
BM260 ARA
BC272 Especias
BC194 ARA
BC313 Especies
BC266 Especias
BM188 FvC
BC300 Especias
BC249 Especias
BC302 Especias
BC352 Especias
BC315 Especias
BC307 Especias
BC116 ALPC
BC124 Lacteos
BC290 FvVC
BC179 FvVC
BC170 FvVC
BC127 ALPC
BC074 Lécteos
BC122 Lécteos
BC295 Especias

Origen

Comercial M
Mercado BRLM
OXXO UPG
Ambulante centro
Mercado BRLM
OXXO UNG
Superla
Mercado BRLM
OXXO CcuU
Superla

Superla

Tierra caliente
Mercado BRLM
Superla

Mercado BRLM
Mercado BRLM
Centro

Superla
Ambulante centro
Superla
Ambulante centro
OXXO Ccu
Superla

Superla

Centro

Mercado BRLM
Ambulante centro
Mercado BRLM
Mercado BRLM
Superla

Cd. Altamirano
Cd. Altamirano
OXXO UPG
Mercado BRLM
Centro
Ambulante centro
Comercial M

Aurrera sur
Aurrera sur
Mercado BRLM
Comercial M
OXXO centro
Superla
Aurrera sur
Mercado BRLM
Superla

Tixtla

Mercado BRLM
Mercado BRLM
Centro

Centro

Superla
Mercado BRLM
Superla
Superla
Superla
Mercado BRLM
Superla
Mercado BRLM
Superla
Mercado BRLM
Mercado SF
Aurrera sur
Cd. Altamirano
Superla
Mercado BRLM
Aurrera sur
Superla
Mercado BRLM
Superla
Mercado BRLM
Mercado BRLM
Mercado BRLM
Mercado BRLM
OXXO0 CuU
Mercado BRLM
Mercado SF
Superla
Superla

OXXO UPG
Mercado BRLM
Mercado BRLM
Mercado BRLM

Perfil rep

Bcl

Bc2

Bc3

Bc4

Bcs

Bc6

Bc7

Bc7

Bcs

Bc9

Bcl0
Bcll
Bcll
Bc12
Bc13
Bcl4
Bc15
Bc15
Bcl6
Bcl7
Bcl8
Bc19
Bc19
Bc20
Bc21
Bc21
Bc21
Bc21
Bc21
Bc22
Bc22
Bc22
Bc23
Bc24
Bc24
Bc24
Bc24
Bc24
Bc25
Bc26
Bc26
Bc27
Bc27
Bc28
Bc28
Bc28
Bc29
Bc29
Bc30
Bc31
Bc32
Bc33
Bc34
Bc34
Bc34
Bc35
Bc36
Bc37
Bc38
Bc38
Bc39
Bc40
Bc4l
Bc4l
Bc4l
Bc42
Bc42
Bc43
Bcad
Bc45
Bc46
Bc46
Bc46
Bca7
Bc48
Bc49
Bc50
Bc51
Bc52
Bc53
Bc54
Bc54
Bc54
Bc55

Perfil toxigénico

Figura Il. Dendograma de cepas del grupo B. cereus mediante rep-PCR. La linea vertical azul delimita
al 85% de similitud, los triangulos rojos agrupan perfiles rep con mas de una cepa.
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V1. DISCUSION.

B. cereus es un microorganismo esporulado descrito como patégeno humano y
causante de intoxicacion alimentaria de tipo emético y diarreico. En este estudio, se
logré demostrar la presencia de cepas toxigénicas del grupo B. cereus en diferentes
muestras de alimentos comercializadas al sur de México.

Existen varios estudios que demuestran una alta frecuencia de contaminacién por
cepas toxigénicas del grupo B. cereus en diferentes tipos de alimentos (Lee et al.,
2012, Rosenquit et al., 2005). Samapundo et al., 2011, reportaron un frecuencia de
contaminacion de alimentos con cepas del grupo B. cereus del 56.3% (324 de 575)
en pastas, salsas, arroz crudo, vegetales frescos y especias comercializadas en
Bélgica. En el presente estudio la frecuencia de contaminacién por cepas del grupo
B. cereus fue del 21% (84 de 400) analizando productos ricos en almidon, frutas y
vegetales crudos, especias, lacteos, productos carnicos y alimentos listos para su
consumo. La diferencia puede estar relacionada con la utilizacion de un pre
enriguecimiento de las muestras durante el procesamiento, lo que podria elevar la
recuperacion y frecuencia de contaminacién en los resultados de Samapundo et al.,
(2011). Ademaés, el limite de deteccion de este estudio fue de 100 UFC/g de muestra,
por lo cual todas aquellas muestras con menos de 100 UFC/g fueron identificadas
como negativas. Por otra parte en el presente estudio el 86% de las muestras
mostraron menos de 10° UFC/g, el 10% de las muestras en un rango de 10° a 10*
UFC/g y el 4% de los alimentos arroj6 conteos mayores a 10* UFC/g, en este
aspecto, Rosenquit et al., en el 2005, analizaron 48,900 muestras de diferentes
alimentos listos para su consumo comercializados en Dinamarca, encontraron que el
98.7% de los productos, tenian cuentas menores a 10° UFC/g. La obtencién de una
mayor frecuencia de contaminacion en este estudio, pudo deberse a la metodologia
de recuperacion de esporas planteada y desarrollada en este estudio, ya que la
utilizacion de un medio nutritivo (agar soya tripticasa) favorece el recuento de

esporas, comparado con el agar MYP, el cual es un agar selectivo y diferencial.
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Tanto la Administracién de Alimentos y Medicamentos Coreana (KFDA) como la
Administracion de Alimentos y Medicamentos Belga (BFDA) limitan la presencia de
organismos del grupo B. cereus a menos de 10° UFC/g, si estos limites se aplicaran
en México, se demostraria que el 14% de los productos analizados no cumple con
los limites propuestos por estos organismos reguladores, sin embargo, al tratarse de
bacterias esporuladas y potencialmente productoras de toxinas, no se puede
descartar indculos menores a 10° UFC/g. En este aspecto, se ha descrito que la
dosis infectiva para causar enfermedad se encuentra entre 10* UFC y 10° UFC
(Arnesen et al., 2008). En este estudio, fueron pocas las muestras que alcanzaban la
dosis infectiva descrita, sin embargo, se debe considerar la cantidad de alimento que
se ingiere, ya que podria llegar a ser un indculo de tamafio considerable. Por lo tanto,
para las normas existentes como para las futuras, no solo se debe considerar el
in6culo presente en el alimento, ya que puede haber variacién con la cantidad de
alimento que se consuma, ademas se debe considerar la presencia de genes
codificantes de toxinas, pues son estas, las causantes de los sindromes asociados a

B. cereus.

La presencia de amilasa en los microorganismos es importante debido a que les
permite contaminar determinado grupo de alimentos y causar el deterioro y pérdida
de las caracteristicas organolépticas de los mismos. En el presente estudio, el 68%
(63 de 92) de cepas aisladas presentaron capacidad de hidrolizar almidon y se
observé que en las cepas aisladas de alimentos ricos en almidon, frutas y vegetales
crudo y especias presentaron frecuencias altas de capacidad amilolitica; 79%, 100%
y 90% respectivamente, en tanto que en los alimentos listos para su consumo,
productos lacteos y productos céarnicos las frecuencias fueron bajas; 27%, 13% y 0%
respectivamente, con lo cual se confirma que la presencia de la amilasa en los
microorganismos predispone la contaminacion de cierto grupo de alimentos.

La psicrofilia es la capacidad de los microorganismos de crecer a temperaturas bajas
(menores a 10°C). Para poder crecer a temperaturas bajas, B. cereus cambia la
conformacion de la membrana lipidica celular, alterando la fluidez de la misma, asi

como por la sobre expresién de proteinas choque frio, entre ellas CspA (Haque et al.,
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2004). Esta proteina evita la formacién de estructuras secundarias en el ARN en
bajas temperaturas (Mayr et al., 1996).

Se conoce que la sintesis de las toxinas Hbl, Nhe y Citotoxina K de B. cereus es
regulada por un mecanismo regido por la densidad microbiana (Quorum sensing)
(Grenha et al., 2013), sin embargo, para que estas toxinas ejerzan su funcion es
necesario que sean sintetizadas directamente en el intestino humano.

De manera contraria, la toxina emética es sintetizada directamente en el alimento,
pues se ha demostrado que la sintesis de esta toxina es restringida a temperaturas
entre 10 a 15 °C (Thorsen et al., 2009), lo que convierte a la temperatura en un factor
clave asociado a la intoxicacion alimentaria. Debido a esto, se determind la
capacidad psicrofilica en las 92 cepas aisladas, el 87% (80 de 92) fue capaz de
crecer a temperaturas restrictivas (7 °C). Estos resultados indican que un alto
porcentaje (87%) de cepas aisladas pueden replicarse a bajas temperaturas y entre
mas dias crezcan en refrigeracion, pueden alcanzar in6culos de tamafio considerable
para causar intoxicacion, dependiendo de la combinacion de toxinas que sean
portadoras.

B. cereus sensu stricto es reconocido como causante de intoxicacion alimentaria,
causando tanto sindrome diarreico como emético, dependiendo de la combinacion de
toxinas que sintetice. Recientemente, otras especies del grupo B. cereus como
B. thuringiensis y B. mycoides, se ha demostrado la presencia de genes codificantes
de toxinas y la produccion de estas (Kim et al 2012).

La determinacion del perfil toxigénico de las cepas del grupo B. cereus aisladas,
mostro que el 83% (76 de 92) de las cepas portaba al menos un gen codificante de
toxinas diarreogénicas, 12% (11 de 92) de las cepas portaban todos los genes
codificantes de las toxinas HBL (hblA, hbIC, hbID), NHE (nheA, nheB, nheC) y
Citotoxina K (cytK). El 91% (10 de 11) de cepas de B. mycoides mostré presencia de
genes codificantes de toxinas diarreogénicas, y una de estas cepas (353BM) era
también portadora del gen codificante de la toxina emética y ademas psicotolerante,
lo cual indica que potencialmente puede sintetizar la toxina y por tanto producir

sindrome emético.
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Las 6 cepas aisladas de B. thuringiensis presentaron todos los genes de las toxinas
diarreogénicas HBL, NHE y Citotoxina K, en tanto que el 80% (59 de 74) de las
cepas de B. cereus sensu stricto mostro presencia de alguno de los genes
codificantes de toxinas diarreogénicas.

B. thuringiensis es un patdgeno de insectos ampliamente conocido, ciertas
preparaciones de estas cepas son utilizadas como bioinsecticida para el control de
plagas (Logan, 2011). Cepas de B. thuringiensis has sido identificadas como
portadoras de genes codificantes de las toxinas NHE, HBL y Citotoxina K asi como
productoras de las mismas (Kim et al., 2014), sin embargo existen pocos reportes de
caso de gastroenteritis atribuidos a este microorganismo (Mcintyre et al. 2008), esto
puede deberse en parte a la incapacidad de esta especie para expresar las toxinas.
En este estudio se demostréo la presencia del gen cytK en las 6 cepas de
B. thuringiensis aisladas, sin embargo al realizar el analisis del promotor de este gen,
se observd que el 50% de las cepas no tiene el sitio de unién para el factor de
transcripcion PIcR, por lo que la expresion de este gen no podria realizarse, y
también, a que cepas de B. thuringiensis al perder el pldsmido portador del gen de la
toxina cry son clasificados como cepas de la especie B. cereus.

B. mycoides es un miembro del grupo B. cereus encontrado en el ambiente,
actualmente, no se ha descrito como patdégeno humano (Logan, 2011), sin embargo,
Walczak y colaboradores (2013), describieron la presencia del gen codificante de la
citotoxina K en cepas de B. mycoides aisladas de muestras de alimentos,
concordando con los resultados obtenidos en este estudio, lo cual sugiere que no
solo las cepas de B. cereus sensu stricto son potencialmente causantes de sindrome
diarreico, ya que las cepas de B. thuringiensis y B. mycoides identificadas son
portadoras de genes codificantes de toxinas diarreogénicas.

Las toxinas Nhe y Hbl estan constituidas por 3 subunidades, nheA, nheB, nheC y B,
L1, L, respectivamente. Esta descrito que para la total funcionalidad biol6gica de
estas toxinas son necesarias las 3 subunidades que las conforma (Beecher et al.,
1991, Lindback et al., 2004). Sin embargo, unicamente una de las subunidades de
cada toxina, es la que interactua directamente con la membrana lipidica de la célula,

NheB y L; pertenecientes a las toxinas Nhe y Hbl respectivamente (Arnesen et al.,
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2008). En este aspecto, Lindbéack y colaboradores (2010) describen actividad
citotdxica contra células vero en cepas que Unicamente eran portadoras de los genes
codificantes de las subunidades A y B de la toxina Nhe, por lo cual en el presente
estudio, no se puede descartar el potencial de causar enfermedad de aquellas cepas
portadoras de la combinacion de 2 genes codificantes de alguna de las subunidades
de las toxinas o incluso de un solo gen de las subunidades de las toxinas Hbl o Nhe.
La Citotoxina K es uno de los factores de virulencia de mayor importancia entre las
cepas del grupo B. cereus, debido a que esta asociada directamente al sindrome
diarreico (Lund et al., 2000). La sintesis de esta toxina (al igual que las toxinas Hbl y
Nhe) esté bajo el control del regulador transcripcional PIcR, este regulador se une a
una secuencia de ADN especifica, denominada caja-PIcR la cual se localiza rio
arriba entre la posicion -35 y el inicio de la transcripcion del gen (Brillard et al., 2004).
Por otra parte, en el presente estudio, se identificé la presencia del gen de la
Citotoxina K en su region codificante en 22 de las 92 cepas analizadas. Conociendo
el mecanismo de regulacion de expresion de este gen, se buscé la presencia de la
denominada caja-PcIR en el gen de la Citotoxina K en las 22 cepas. Unicamente 14
de estas cepas presentaron esta region en el promotor del gen de la Citotoxina K.
Esto indica que las 14 cepas portadoras del gen cytK y que contiene el sitio de union
para el factor de transcripcion PIcR, son aptas para expresar dicho gen, esto se pudo
observar de manera evidente al determinar la produccion de hemdlisis en las cepas
portadoras del gen cytK y que presentaban el sitio de unién para el factor de
transcripcion PLCR (Figura le: cepas positivas a PLCR: IQR de 25%-93%, cepas
negativas a PLCR: IQR 14%-43%).

Ademas, se debe considerar la presencia de 2 isoformas de esta toxina; CytK1l y
CytK2, estas isoformas difieren en los niveles de expresion, pues se ha demostrado
que CytK1 en las mismas condiciones, se expresa 5 veces mas comparada con la
CytK2 (Fagerlund et al., 2004).

Para determinar indirectamente la produccion y funcionalidad de toxinas, se analizo
la actividad hemolitica en las 92 cepas del grupo B. cereus aisladas. En las cepas
portadoras de genes codificantes de toxinas diarreogénicas el porcentaje de

hemolisis fue mayor que en las no portadoras (Figura la), y de estas cepas, las que
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presentaban genes de las toxinas HBL y Citotoxina K fueron mas hemoliticas que las
portadoras de genes de la toxina NHE. En este aspecto, se conoce que de las
enterotoxinas de B. cereus asociadas al sindrome diarreico, Unicamente la toxina
HBL y la Citotoxina K producen hemodlisis en sangre de carnero (Arnesen et al.,
2008), lo cual explica los resultados obtenidos en este estudio, sin embargo, se debe
considerar que ademas de las enterotoxinas HBL y Citotoxina K, B.cereus es
productor de una serie de enzimas; fosfolipasas, colagenasas y hemolisinas como
H1yl, H1yll, H1ylll y H1ylV (Ramarao et al., 2013), las cuales podrian ser causantes
de la hemodlisis en aquellas cepas que no presentan genes codificantes de toxinas
diarreogénicas, sin embargo al no estar demostrada su participacion en el sindrome
diarreico no fueron determinadas en este estudio.

La tipificacibn molecular de microorganismos es una herramienta epidemioldgica
utilizada para identificar la via de transmisidbn y/o contaminacion en brotes
hospitalarios o en intoxicaciones alimentarias. Una rapida tipificacion puede reducir
significativamente los costos asociados al tratamiento, contencién y erradicacion del
brote (Zaidi et al., 2003).

Uno de los métodos de tipificacion molecular es la PCR de Elementos Palindromicos
Repetitivos (rep-PCR), esta Ultima basada en el disefio de iniciadores que flanquean
secuencias repetitivas intercaladas a lo largo del genoma bacteriano y permite la
clasificacion y delimitacion de especies y subespecies bacterianas (Versalovic et al.,
1994). Debido a esto, en el presente estudio se utilizé la técnica de rep-PCR para
determinar la relacion clonal de 83 de los aislamientos. Se obtuvo un total de 55
perfiles rep, de estos, 38 estaban integrados por una sola cepa, lo que indica un alto
grado de diversidad genética entre estas cepas, correspondiente a menos de 30% de
similitud. 17 perfiles rep agruparon a 45 aislamientos, estos perfiles se integraron por
2, 3 0 5 cepas. Siguiendo los criterios de Tenover y colaboradores (1995), se pudo
identificar si las cepas de un mismo grupo eran genéticamente iguales o relacionadas
genéticamente, por la presencia o ausencia de igual nimero de bandas con igual
peso molecular.

Hacemos notar que no se encontraron cepas tipo, pues se observdé una gran

diversidad entre las cepas, incluso, algunos perfiles clonales mostraron subgrupos,
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como fue en los perfiles Bc21, Bc22, Bc24, Bc28, Bc34, Bc4l, Bc46 y Be54. Si bien
no se logro asociar un perfil clonal con un grupo de alimento en particular, se observo
que en los perfiles rep Bc21 y Bc22 (75% de similitud), 5 de las 8 cepas tipificadas
dentro de estos perfiles fueron aisladas de especias, ademas se identifico que las 8
cepas tenian capacidad psicrofilica y 7 hidrolizaban el almidén. Esto nos indica que
estos perfiles rep, clasificaron dentro de un grupo con alto porcentaje de similitud a
cepas con caracteristicas metabdlicas (hidrélisis de almidon) y de crecimiento en
condiciones de estrés (psicrofilia).

En el estudio de incluyeron cepas provenientes de ciudades diferentes a
Chilpancingo (Tixtla y Cd. Altamirano), las cuales mostraron ser genéticamente
relacionadas o incluso genéticamente iguales, la literatura refiere que B. cereus es un
microorganismo ampliamente distribuido en el ambiente, en este punto Castiaux y
colaboradores (2014) describe relacion genética entre cepas de B. cereus aisladas
de pacientes y de alimentos en diferentes paises. Ademés, los producto
comercializados en la ciudad de Chilpancingo, son provenientes de otras partes del
estado o incluso de estados vecinos.

Por otro lado, no se logr6 demostrar asociacion de perfiles rep con perfiles
toxigénicos de las cepas estudiadas (cepas con mismos perfiles toxigénicos
mostraban diferentes perfiles rep), a pesar de que los genes codificantes de las
toxinas se encuentran en el cromosoma bacteriano. Resultados similares observaron
Lee y colaboradores (2011), atribuyendo esto a que la presencia de genes
codificantes de toxinas no se relaciona al fondo genético, sin embargo Castiaux y
colaboradores (2014), demostré relacién entre pulsotipos y perfiles toxigénicos de
cepas de B. cereus aisladas de alimentos y pacientes por la técnica de PFGE. Por lo
cual, se considerd que no encontrar relacion entre perfiles rep y perfiles toxigénicos
se debié a una limitante propia de la técnica de rep-PCR, ya que a diferencia de la
PFGE que se basa en la macro-restriccion del genoma completo del microrganismo,
la rep-PCR solo detecta los fragmentos de ADN que se encuentran entre 2
secuencias rep y estas pueden ser generadas y/o modificadas en su longitud por

mecanismos de transferencia horizontal de material genético.
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VII. CONCLUSIONES

e En alimentos comercializados en el Estado de Guerrero existe una frecuencia
del 21% de contaminacion con cepas del grupo B. cereus.

e El 83% de las cepas del grupo B. cereus aisladas, mostraron presencia de
genes codificantes de toxinas diarreogénicas identificAndose como
potencialmente toxigénicas.

e Las cepas de B. thuringiensis y B. mycoides aisladas, presentan un alto
potencial toxigénico, al ser portadoras de genes codificantes de toxinas
diarreogénicas.

e En los alimentos analizados no existe presencia de cepas tipo, pues se

evidencié amplia diversidad con més de 50 perfiles rep.
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