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INTRODUCCION GENERAL

BACILLUS UN POCO DE HISTORIA

Cohn realizé la primera descripcion del género Baciflus en el afio 1872
denominando asi a las bacterias que presentaban crecimiento filamentoso y
morfologia de bastén. En 1876 Cohn y Koch independientemente detectaron
en dos especies actualmente conocidas como Bacillus subtilis y Bacillus
anthracis la presencia de esporas resistentes al calor.

La capacidad de esporular fue utilizada por Bary en el afio 1884 como
Unica herramienta de clasificacion, mientras que otros microbidlogos de la
época continuaron utilizando el término Bacillus para agrupar a aquellas
bacterias que presentaban un crecimiento filamentoso y morfologia de
bastén. Recién a partir del afio 1923, el género fue aceptado como tal, luego
de la publicaciéon de la primera edicién del Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology.

En la ultima ediciéon del Bergey's Manual of Determinative Bacteriology
(2001) se define al género Bacillus como bacilos Gram (+) de bordes
redondeados, de 0,5 a 2,5 ym de ancho X 1,2 a 10,0 ym de largo y modviles
por flagelos peritricos con esporas de forma oval y en algunos casos
cilindricas. Presentan una Unica espora por célula vegetativa. La esporulacioén
no se reprime por la presencia de oxigeno; y las esporas son resistentes frente
a condiciones adversas como calor, pH y salinidad. Quimioorganétrofos con

metabolismo respiratorio o fermentativo y usualmente catalasa positivos. Las
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especies del género se encuentran en los mas variados nichos ecolégicos y
algunas son patégenas para vertebrados o invertebrados.

El avance de la biologia molecular con la implementacién de nuevas
metodologias como PCR (del término en inglés Polymerase Chain Reaction),
junto con las metodologias clasicas, incidieron en la creacion de nuevos
generos a partir del género original. En 1986 se describen 34 especies del
mismo, todas aerébicas o anaerdbicas facultativas, Gram positivas o Gram
variables con forma de bastén, formadores de endosporas resistentes frente a
condiciones adversas y la mayoria catalasa positivas (Claus and Berkeley,
1986; Claus and Frize, 1989, Slepecky and Hemphill, 1992). En 1992 el género
se subdividié en 7 nuevos géneros: Alicyclobacillus (4 especies), Paenibacillus
(27 especies), Brevibacillus (10 especies), Aneurinibacillus (3 especies),
Virgibacillus (2 especies), Gracilibacillus (2 especies) y Salibacillus (1 especie).

Ash y colaboradores, en el afio 1991, a través de estudios del gen 16S
rARN establecieron relaciones filogenéticas entre muchas de las especies del
género (Ash et al, 1991), el cual estd conformado actualmente por 75 especies.

Dentro del género, muchos autores (Vilas-Bdas et al, 2007), utilizan el
término no taxonémico’grupo cereus”, para incluir a seis especies relacionadas:
Bacillus cereus, Bacillus anthracis, Bacillus thuringiensis, Bacillus mycoides,
Bacillus pseudomycoides y Bacillus wehenstephanensis.

La diversidad génetica, dentro del “grupo cereus”, se ha estudiado por
diferentes métodos como: MEE (Multilocus Enzyme electrophoresis), PFGE
(Pulse-field gel electrophoresis), MLST (Multilocus sequence typing) (Helgason
et al.,, 2004) y RFLP (Restriction fragment length polymorphism) (Haque and
Russel, 2005). Estudios recientes de taxonomia polifasica (Daffonchio., et al,

2000; Helgason., et al, 2004) sugieren la inclusion de B cereus sensu stricto, B
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anthracis y B. thuringensis como miembros de una sola especie designada
como B cereus sensu lato. No obstante, otros autores han demostrado en
base a marcadores moleculares que B. cereus, B anthracis y B. thuringensis
son especies distintas (Vilas-Boas et al, 2007; Guerra Cantera and Raymundo,
2005). En la actualidad no existe consenso al respecto, de modo que en esta

tesis seran consideradas como especies independientes.

BACILLUS CEREUS Y SU IMPLICANCIA EN LAS INTOXICACIONES

ALIMENTARIAS

Bacillus cereus pertenece al Phylum Firmicutes; orden Bacillales, familia
Bacillaceae, es una bacteria aerobia o anaerobia facultativa obtiene energia
tanto por respiraciéon, en presencia de oxigeno, como por fermentacion en
ausencia de oxigeno, con esporas en posicién central, de forma elipsoidal, que
no engrosan el esporangio y altamente resistentes frente a condiciones

adversas. La temperatura de crecimiento varia entre los 10 y los 48 °C, con una

o6ptima de 30 °C. Est4d ampliamente distribuido en la naturaleza, siendo su
habitat natural el suelo. Es productor de enterotoxinas y ha sido implicado en
algunos procesos infecciosos humanos.

Bacillus cereus estéa clasificado como riesgo de Categoria 2 (European
Commission, 1997) considerandose que el consumo de alimentos
contaminados con mas de 1 X 10% esporas o células vegetativas bacterianas
por gramo resulta en una intoxicacién alimentaria. Se lo ha citado
contaminando frecuentemente leche, productos lacteos y sus derivados,
cereales, y otros alimentos. Esta especie produce varias toxinas (Granum,
1994, Pirttijarvi et al., 1999; int Veld et al., 2001), siendo las mas importantes:

la toxina emética y el complejo enterotdxico. La toxina emética (cereulida) es
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de naturaleza peptidica, estable al calor, resistente a tripsina y pepsina que
ocasiona nauseas y vomitos, y ocasionalmente diarrea y dolor abdominal; el
periodo de incubacion es de 1 a 5 hs. El complejo enterotoxico esta
conformado por tres enterotoxinas designadas: I) Hemolisina BL (HBL)
consistente de tres partes (B, L1, y Ly) todas necesarias para su actividad
biolégica, es estable a 45 °C y no se inactiva por la actividad de enzimas
proteoliticas; II) la enterotoxina- T que es un componente simple no inactivado
por enzimas proteoliticas; Ill) el complejo enterotéxico no-hemolitico, tripartito.
Los sintomas ocasionados por el complejo enterotéxico incluyen dolor
abdominal, diarrea acuosa, nduseas y vémitos y, ocasionalmente fiebre. El
tiempo de incubacién oscila entre 6 a 15 h y persiste durante 24 h.

Las cepas de B. cereus también pueden producir 3 tipos distintos de
fosfolipasas C, que han sido consideradas junto con la hemolisina BL como
factores de virulencia para la produccién de endoftalmitis fulminante con
necrosis de la retina (Beecher et al., 2000).

Registros de diferentes paises sugieren que al menos la mitad de las
cepas de B. cereus que se aislan habitualmente son productoras de
enterotoxinas (Granum, 1994), sin embargo, sélo un pequerio nimero de las
mismas esta presente en los alimentos en cantidades suficientes para causar

enfermedades transmisibles por alimentos (ETA).

MICROBIOLOGIA DE LA MIEL

La miel es el producto generado por las abejas a partir del néctar de las
flores combinada con secreciones glandulares, esta basicamente compuesta

por agua (17.2%), fructosa (38.4%) y glucosa (30.3%); sacarosa (1.3%) otros
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carbohidratos (12%); minerales (0.169%) y proteinas (169 mg/100g); el pH

varia entre 3,4y 6,1.

hitp://www.senasa.gov.ar/oldweb/fiscalizacion/cod _alimentario x.pdf)

La miel posee propiedades antimicrobianas debidas a una serie de

factores, entre ellos:(Molan; 1992a; 1992b).

Acidez: el bajo pH de la miel, previene el crecimiento de muchas
especies bacterianas.

Alta presion osmética: La alta concentracién de azicares y la
baja actividad de agua impiden el desarrollo bacteriano y flingico.
Peréxido de hidrégeno (H:O):Representa el mayor agente
antibacteriano de la miel es genarado por el sistema enzimatico
glucosa oxidasa que transforma la glucosa de la miel en acido
glucénico

Viscosidad: limita la disolucion del oxigeno, impidiendo el
crecimiento de microorganismos aerobicos estrictos.

Presencia de agentes quimicos : lisozima, terpenos y acido
Fendlico, que lisan las paredes bacterianas, y actuan como

inhibidores del desarrollo bacteriano.

Los microorganismos presentes en la miel son aquellos capaces de

tolerar la alta concentracidbn de azicares, acidez y otras propiedades

antimicrobianas de la miel y pueden agruparse en 4 grandes categorias.

(Snowdon and Cliver, 1996):

Microorganismos que aparecen frecuentemente en la miel (levaduras
osmofilicas y bacterias esporuladas)
Microorganismos indicadores de la calidad comercial y sanitaria de la

miel (coliformes y levaduras)


http://www.senasa.Qov.ar/oldweb/fiscalizacion/cod_alimentario_x.pdf
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e Microorganismos que pueden causar enfermedades en humanos
(Bacillus anthracis, Clostridum botulinum, Clostridium perfringens,
Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescen; etc)

e Microorganismos que causan enfermedades en las abejas (Paenibacillus
larvae, Melisococcus plutonius, Ascophaera apis) (Bailey and Ball,
1991).

Si se cumplen las medidas de control en el procesamiento de la miel,
resulta un producto con niveles de contaminacién microbiana realtivamente
bajos. Las fuentes primarias de contaminacion microbiana en la miel son el
polen, los tractos digestivos de las abejas, el polvo ambiental, el aire, el suelo, y
las flores (Gilliam, 1979; Gilliam and Valentine, 1976). Las especies de Bacillus
se encuentran presentes en el aire y el polvo y también en la miel, sugiriendo
que el aire y el polvo serian fuentes primarias de contaminacién, favorecido por
la alta viscosidad de la miel que permite la adherencia de las esporas
bacterinas.

Los bacilos aerébicos formadores de esporas, la mayoria pertenecientes
a los géneros Bacillus, Paenibacillus y Brevibacillus, son las especies
bacterianas que se encuentran mas frecuentemente en las superficies
externas, intestinos, hemolinfa y traqueas de las abejas adultas y por
consiguiente son las que las abejas introducen con mayor frecuencia. Las
especies de Bacillus, Paenibacillus, Brevibacillus, Clostridium y Micrococcus
son comunes en ¢l aire y el polvo y también en la miel, sugiriendo que el aire y
el polvo serian fuentes primarias de contaminacién, mientras que el suelo y las
flores serian fuentes de contaminaciéon primaria de levaduras (Snowon and

Cliver 1996) (Tabla 1).
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Tabla 1. Microorganismos encontrados en miel (Snowdon and Cliver, 1996)

Bacterias levaduras Hongos filamentosos
Alcaligenes Ascopahera
Bacillus Debaryomycetes Aspergillus
Brevibacillus Hansenula Afichia
Brevibacterium Lipomycetes Bettsia
Citrobacter Nematospora Cephalosporium
Clostridium Oosporidium Chaetomium
Enterobacter Pichia Coniotechecium
Escherichia Rhodotorula Hormiscium
Flavobacterium Saccharomyces Penicillum
Klebsiella Shizosaccharomyces Pereynlia
Micrococcus Schwanniomycetes  Triposporium
Neisseria Trichosporan Uredianceae
Paenibacillus Torula Ustilaginaceae
Proteus Torulopsis

Pseudomonas Zigosaccharomyces

Virgibacillus

Xanthomonas

Son fuentes de contaminacién secundarias: el hombre, los equipos de
extraccion y manipuleo de los marcos de miel, el viento, el polvo ambiental,
insectos, animales y agua. Por otro lado las rutas secundarias de
contaminacién son aire del sitio de extraccion y envasado de la miel, los pisos,
paredes y techos de las instalaciones como reservorios de bacterias que entran
a la miel. Estas rutas secundarias pueden controlarse por medidas higiénicas
standard y buenas practicas de manufactura.

Las esporas de Bacillus, Paenibacillus, Brevibacillus y Clostridium
pueden mantenerse viables en la miel por largos periodos y germinar cuando
se presentan las condiciones adecuadas para su crecimiento. Los recuentos de
bacterias esporuladas aerdbicas en la miel oscilan entre 0 y 200 u.f.c. /g de
miel, habiendo grandes variaciones en cuanto al nimero de especies y
cantidad de acuerdo con la muestra de miel (Bonhevi and Jorda, 1993).

Se han efectuado numerosos estudios para determinar la incidencia y

caracterizar las poblaciones de Paenibacillus larvae y de otras especies
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patégenas de abejas (Alippi et al., 2004; Genersch and Otten, 2003) aisladas
de la miel, pero en relacion al genero Bacillus los estudios se han limitado a
determinar su presencia. El primer analisis cualitativo de Bacillus cereus en
miel data del afio 1970 (Tysset, 1970), y en el afio 1995 se describe su
presencia en muestras de mieles de Argentina (Alippi 1985).

Entre ofras especies se ha encontrado Bacillus megaterium junto con
B. cereus y B. coagulans como especies predominantes de las muestras de
mieles (Kobubo et al 1984). Un relevamiento de mieles argentinas (n= 394)
realizado durante los afios 1999 y 2001 mostré una alta frecuencia de Bacillus
cereus (28 %) y Bacillus megatenium (14 %) y en menor proporcion (6%) a
Brevibacillus laterosporus, Bacillus thuringiensis, Bacillus sphaericus, Bacillus
mycoides, Bacillus subtilis, Bacillus circulans, y Bacillus pumilus (Alippi et al,

2004)

MIEL Y SU IMPORTANCIA PARA LA REPUBLICA ARGENTINA

La Republica Argentina es el tercer productor internacional de miel. Se
exporta alrededor del 98% lo que representa un ingreso aproximado de 110
millones de délares y como pais exportador, se ubica en el primer lugar, con un
volumen de 69.000 t por afio. En el pais existen aproximadamente 2.800.000
colmenas estimandose que en nuestras areas agricolas se podria mantener un
stock de hasta 4.5000.00 (http://www.alimentosargentinos.gov.ar/2007). La
Provincia de Buenos Aires concentra alrededor del 60% de la produccién de
miel y registra los mayores rendimientos por colmena.

Nuestro pais se ha caracterizado por exportar miel a granel, de calidad

reconocida por los principales fraccionadores de paises tan exigentes como


http://www.alimentosaraentinos.qov.ar/2007
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Japén, Alemania o EE.UU. El mercado mundial se distingue en el nuevo
milenio, como un mercado firme con tendencia creciente de los precios. La miel
argentina es muy cotizada por su color claro pero estad compitiendo en la franja
de menores precios al venderse como materia prima a granel, sin tipificacion ni
control de calidad. Para explotar convenientemente los mercados de las mieles
ecolégicas, monoflorales o artesanales se requiere el ajuste de tecnologia, la
organizacién de un control de calidad y la correcta adecuacion a las normativas
vigentes de los paises compradores, razén por la cual la tipificacion de
especies bacterianas comunmente presentes adquiere una mayor

trascendencia.

DIVERSIDAD MICROBIANA, IMPORTANCIA DE SU ESTUDIO,

MECANISMOS QUE GENERAN DIVERSIDAD

Biodiversidad (neologismo del ingles Biodiversity, a su vez del griego
Bio-, vida, y del latin diversitas,-atis, variedad), también llamada diversidad
biolégica, es el término por el cual se hace referencia a la amplia variedad de
seres vivos sobre la tierra y los patrones naturales que conforma; que es el
resultado de miles de millones de afos de evoluciéon segun procesos naturales

y una influencia creciente de las actividades del ser humano

(www.cbd.int/doc/legal/cbd-es.pdf)

A principios del siglo XX, los ecélogos Jaccard y Glesson propusieron en
distintas publicaciones los primeros indices estadisticos destinados a comparar
la diversidad interna de los ecosistemas. A mediados del siglo XX, el creciente
interés cientifico incluyo el desarrolio del concepto que describe la complejidad

y organizacion, hasta que en 1980, Thomas Lovejoy propuso ia expresion


http://www.cbd.int/doc/legal/cbd-es.pdf
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“diversidad biolégica® (Lovejoy, 1980). Crisci y Lépez definieron a la
diversidad bioldgica como la variedad y variabilidad de los seres vivos y de los
complejos ecolégicos que ellos integran. La misma abarca los distintos
ecosistemas, especies y genes y su abundancia relativa (Crisci and Lépez.,
1993). Se desconoce el rol de la diversidad microbiana de la naturaleza,
conociéndose Unicamente entre el 1 y 5 % del protoplasma microbiano
estimado en un 50 % del total del planeta (Rosado et al. 1997). Puesto que solo
es posible aislar el 20 % de los microorganismos en cultivo puro debido al
desconocimiento de las condiciones de cultivo (Muyzer, 1999), la clasificacion
en base a caracteristicas fisiolégicas y bioguimicas es muy poco probable. Por
lo tanto, para un mejor entendendimiento de la diversidad microbiana y su rol
en el ecosistema es necesario utilizar otro tipo de técnicas en las que el
cultivo del microorganismo, no es indispensable, tales como las desarrolladas
en base a técnicas moleculares. Los ecologistas han desarrollado diferentes
herramientas para medir la biodiversidad y describir mediante parametros
estadisticos a una comunidad de individuos (Bomeman et al., 1996; Eichner et
al., 1999).

La ecologia microbiana molecular, estudia a los microorganismos
cultivados y los no cultivados mediante marcadores moleculares, que se
caracterizan por conservarse en los distintos niveles jerdrquicos de la
clasificacion: Familia, género, especie, subespecie y cepa, y mantenerse
neutros frente al ambiente.

La diversidad de una comunidad biolégica es un conéepto clave en
ecologia puesto que permite la caracterizacion de la misma y su cuantificacion.
El analisis de los fenémenos tales como, la sucesion, colonizacion, respuesta a

cambios ambientales y competencia entre microorganismos.
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El desarrollo de la biologia molecular, ha pemitido incorporar criterios
clasificatorios basados en el analisis genémico como por ejemplo, presencia o
ausencia de un gen; variabilidad de una determinada secuencia; expresién de
una proteina determinada; etc. En muchos casos la caracterizacién fenotipica
no alcanza para la clasificacion de un determinado grupo o conduce a
agrupamientos groseros, mientras que la diversidad genotipica revelada puede
resultar tan grande que dificulte su identificacién y clasificaciéon. A raiz de esta
dualidad, en los ultimos afos surgi®é la necesidad de combinar estudios
fenotipicos y genotipicos a través de una taxonomia polifasica para lograr la
caracterizacién de una poblacién (Graham et al, 1991).

Entre los mecanismos que introducen variabilidad genética por
transferencia horizontal de genes podemos mencionar: a la transformacion,
transduccién y conjugacién. En la transformacién el ADN libre se incorpora,
integra y mantiene estable durante la herencia; en la traduccién la informacién
genética se trasmite desde una célula dadora a una receptora por un proceso
mediado por bacteriéfagos, en la conjugacion es necesario contacto célula-

célula para poder transferir los elementos méviles.

HIPOTESIS DE TRABAJO.

En base a lo expuesto anteriormente se plantearon las siguientes hipétesis:

e Las poblaciones de Bacillus cereus y Bacillus megaterium presentes en las
mieles argentinas son heterogéneas.

e En la miel se encuentran cepas productoras de enterotoxinas que pasan
inadvertidas porque las técnicas de deteccién existentes no son aptas para

un diagnéstico rapido y de certeza.
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OBJETIVO GENERAL

Estudiar la biodiversidad de cepas de Bacillus cereus y Bacillus megaterium

aisladas de mieles.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Conformar un cepario con aislamientos de Bacillus cereus y Bacillus
megaterium aisladas de miel y cepas de referencia provenientes de
colecciones internacionales.

¢ Investigar la diversidad fisiol6gica y quimiotaxonémica en la poblacion de B.
cereus y especies relacionadas contaminantes de miel.

e Evaluar el grado de diversidad de las poblaciones de B. cereus y B.
megaterium investigadas mediante fingerprints de ADN generados por rep-
PCR usando primers BOX-, REP-y ERIC.

¢ |dentificar las diferentes toxinas provenientes de los aislamientos de las
poblaciones de B. cereus 'y B. megaterium.

e Desarrollar un método de diagndstico rapido de cepas de B. cereus

productoras de enterotoxinas mediante marcadores moleculares.
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CAPITULO|

INTRODUCCION

En la naturaleza, las poblaciones microbianas son muy heterogéneas,
por lo tanto para estudiar a los microorganismos y sus propiedades es

conviente cultivarlos en forma pura.

Los cultivos puros se obtienen utilizando un conjunto de procedimientos
y técnicas desarrolladas, entre otros, por Robert Koch durante el siglo XIX
como es el uso de medios sélidos utilizando como solidificante el agar y
como ambiente de cultivo las placas de Petri, permitiendo separar las
colonias sobre la superficie de los medios, siendo el aspecto de las colonias

una de las caracteristicas para diferenciar distintas especies microbianas.

El estudio y anélisis de las caracteristicas de los cultivos de
microorganismos permite conocer algunas de las propiedades fenotipicas
propias de cada grupo. Para realizar el estudio de la morfologia bacteriana,
se utilizan dos tipos de tinciones: Tincion diferencial que permite distinguir
tipos de microorganismos en funcién de diferencias en su estructura y
composicién quimica basadas en las propiedades de la pared celular
bacteriana y tincién estructural, que se emplea para diferenciar estructuras
que pueden estar presentes en los microorganismos, como por ejemplo
capsulas, endosporas, flagelos, inclusiones, etc. La tincion de Gram es un
tipo de tincién diferencial empleada en Microbiologia para separar a las

bacterias en dos grandes grupos: Gram positivas y Gram negativas de
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acuerdo con su reaccién a la tincion. Esta tincién tiene gran importancia en
taxonomia bacteriana ya que indica diferencias fundamentales en la pared
celular de las distintas bacterias. Mientras que las bacterias Gram negativas
son constantes en su reaccion, los microorganismos Gram positivos pueden
presentar respuestas variables en ciertas condiciones (son Gram labiles).
Por ejemplo, los cultivos viejos de algunas bacterias Gam positivas pierden
la propiedad de retener el cristal violeta, y en consecuencia, se tifien por la
safranina apareciendo como Gram negativas. Para explicar el mecanismo de
la tincion de Gram se han propuesto varias hipétesis fundadas en la

naturaleza quimica de las paredes celulares.

Las inclusiones lipidicas se enconiraron en varias especies de
Mycobacterium, Bacillus, Azotobacter, Spinllum, Pseudomonas y otros
géneros. Un lipido hallado habitualmente como material de reserva es el
polimero del acido poli-B-hidroxi-butirico, el cual se pone de manifiesto
utilizando colorantes liposolubles, como los colorantes de Sudan (Gordon et

al., 1973).

Algunos géneros de bacterias Gram-positivas, como Clostridium,
Bacillus y Paenibacillus producen formas de resistencia llamadas esporas,
que debido a su ubicacién en el interior de la célula bacteriana toman el
nombre de endosporas. Las mismas resisten a condiciones de estrés como
temperaturas exiremas, falta de agua y exposicién a muchos compuestos
téxicos y radiaciones. El diametro de la endospora puede ser el mismo, mas
pequero o mayor que el de la célula vegetativa y su localizacion terminal
(en un extremo), subterminal (cerca de un extremo) o central. Las esporas
de Bacillus cereus son centrales y no engrosan esporangio midiendo en

promedio entre 1.0 um de ancho x 1.5 uym de largo, en cambio, el tamario
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promedio de las esporas de Bacillus megaterium es de 1.2 ym de ancho x

2.0 ym de largo.

Las bacterias formadoras de esporas constituyen un problema en la
industria alimentaria porque tienen posibilidad de sobrevivir en caso de
cualquier defecto en el tratamiento térmico y porque al germinar algunas
especies producen toxinas que ocasionan enfermedades. Corrientemente se
utiliza la tincién de Schaeffer-Fulton para diferenciar endosporas de células

vegetativa.

Para el aislamiento y recuento de Bacillus cereus a partir de alimentos
se utiliza un medio de diagnéstico semi selectivo Agar BEMBA, de la sigla en
inglés: Polymyxin / egg Yolk / mannitol / B T blue agar (Holbrook and
Anderson, 1980). El bromotimol del medio se emplea como indicador de pH,
para confirmar si el organismo utiliza manitol como fuente carbonada,

acidificando el medio y virando al color amarillo del indicador.

El agregado de Polimixina B, antibiético que no inhibe el desarrolio de B
cereus, que habitualmente lo sintetiza, inhibe el desarrollo de un gran

namero de grupos bacterianos mayoritariamente Gram (-).

La constitucion del medio descripto hace inferir que los microorganismos
que desarrollan en el comparten un perfil metabélico que incluye organismos
aerdbicos con sistemas de proteccion a las especies reactivas del oxigeno
como las peroxidasas; que en condiciones de anoxia pueden respirar
anaerébicamente (anaerobios facultativos); con ciclos anapleuréticos que les
permite desarrollar cuando la fuente de energia es el piruvato; que
comparten la via fermentativa con acetoina como intermediario y como

producto final el 2,3 butanodiol; que excretan enzimas como las o amilasas
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que degradan el almidén atacando los enlaces 1,4 a-glicosidicos y las
lipasas que hidrolizan los lipidos liberando como resultado de ello glicerol y
acidos graso y que tienen tienen actividad proteolitica por la accion de

exopeptidasas.
La presencia de manitol en el medio semiselectivo permite diferenciar a
B. cereus de los microorganismos que tiene la capacidad de fermentar el

manitol como Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis y Bacillus megaterium.
Las colonias tipicas de B. cereus aparecen crenadas, filamentosas de
aproximadamente 5 mm de diametro a las 24 horas de incubacion, y de color
turquesa (peacock blue), rodeadas por un precipitado opaco de Aacidos
grasos, por la actividad de las lipasas (lecitinasas). A las 48 horas de
incubacién presentan el mismo color con un centro grisaceo (Harwood,
1989). Estas caracteristicas no diferencian B. cereus del resto de las
especies del “grupo cereus” (Bacillus thuringiensis, Bacillus anthracis,
Bacillius mycoides y Bacillus weihenstephanensis), en estos casos es

necesario efectuar pruebas adicionales para su identificacién.

Otros microorganismos que pueden desarrollan en este medio son:
Staphylococcus aureus, Serratia marcescens y Proteus vulgarns, los cuales se
diferencian de los anteriores por producir una reaccién combinada de lip6lisis-
protedlisis de las lipoproteinas presentes en la yema de huevo, lo cual se
observa como un aclaramiento alrededor de la colonia (cleanng) (Hopton,

1961).

En base a lo dicho anteriormente Los aislamientos se caracterizan por
un conjunto de reacciones que permiten diferenciar a los microorganismos en

base a su metabolismo. Entre otros aspectos, se analiza la accién de la
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bacteria sobre los hidratos de carbono (qué fuente de carbono utiliza, en qué
condiciones, como la utiliza, qué productos se obtienen), la liberacién de

exoenzimas, metabolitos y toxinas al medio de cultivo, etc.

La identificacién debe hacerse a partir de un cultivo puro (18-24 horas). Para
realizar las caracterizaciones es necesario efectuar las pruebas en condiciones
estandarizadas (en cuanto al inéculo, los reactivos, las condiciones de

incubacién y el tiempo de lectura) y utilizar mas de una prueba en cada caso.

Por todo lo expuesto anteriormente, el conjunto el conjunto de pruebas
utilizadas para la caracterizacion fenotipica de los grupos bacterianos
estudiados en la presente tesis fueron: Tincion de Gram,; tincién de inclusiones
lipidicas, tincion de esporas; coloraciéon de inclusiones cristalinas, produccion
de catalasas, lecitinasas, gelatinasas, tirosinasas;a amilasas; hemolisinas,

lipasas; utilizacién de arabinosa y manitol.

HIPOTESIS. En la miel existen poblaciones del género Bacillus con

caracteriticas metabdlicas atipicas.
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MATERIALES Y METODOS

1.10BTENCION Y SELECCION DE LOS AISLAMIENTOS

Los aislamientos del “grupo cereus” y Bacillus megaterium se obtuvieron a
partir de muestras de mieles provenientes de diferentes partidos de la
provincia de Buenos Aires (n=433) y de ofros paises: EEUU, ltalia, Brasil,
México, Canada, Chile, Francia y Esparia (n=18), para realizarios se empled

la técnica de Alippi (Alippi, 1995), con las siguientes modificaciones:

Las mieles se homogenizaron en un bafio Maria a 40°C— 45°C durante 15
minutos. Cada muestra se diluyé al 50 % con buffer fosfato 0,01M pH 7.2
(Anexo 1) y, se centrifugd a 35009 durante 40 minutos, descartando el
sobrenadante y dejando 3 ml del fluido, junto con el sedimento. Con el
propésito de inducir la germinacién de las esporas presentes en la miel y
eliminar las celulas vegetativas de bacterias, hongos y levaduras, los tubos se
sometieron a un shock térmico a 80 °C en Bafio Maria, durante 10 minutos
previa agitacién en vortex. Luego se plaqueron 10 ul del fluido en placas de
agar PEMBA (Holbrook and Anderson, 1980) (Anexo I) y se incubaron a 37°C
en condiciones aerdbicas, seleccionandose las colonias que desarroliaron

entre las 48 h. y las 96 hs (Lancette and Harmon., 1980).

Se realizé6 stock de los aislamientos en caldo triptona soya (TS)
(Anexo 1) con glicerol al 20% V/V a -80°C, hasta el momento de ser usadas y

en el corto plazo se mantuvieron en estrias de triptona soya a 4 °C.
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1.2. CARACTERIZACION E IDENTIFICACION DE LOS AISLAMIENTOS

1.2.1 TECNICAS DE COLORACION

1.2.1.1 TINCION DE GRAM

Se realizé la tincién de Gram segun técnica de Hucker (1921). Sobre un
portaobjetos, se preparé un film bacteriano en agua destilada, se dej6 secar al
aire y fij6 por dos pasajes a la llama. Se agreg6 la solucién de cristal violeta
dejandola actuar un minuto y se lavé con agua corriente durante unos
segundos. Posteriormente se agregd soluciéon de lugol, dejandolo actuar por 1
minuto. Se decoloré con alcohol etilico de 96 ° durante unos 10 segundos, se
enjuagdé y se volvié a colorear durante 30 segundos con safranina, por ultimo
se lavé levemente, se secd el preparado con papel secante y se observé al
microscopio 6ptico utilizando objetivo de inmersién (Anexo 1l) Observacion:
Los organismos Gram (+) se tifien de color azul- violeta, los organismos Gram

(-) aparecen de color rojo — rosado.

1.2.1.2. TINCION DE INCLUSIONES LIPIDICAS

Para detectar las inclusiones lipidicas se empleé la metodologia de

Harmon et al (1991).

Los frotis bacterianos se cubrieron durante 10 minutos con solucién de
Sudan Black B, se aclararon con unas gotas de xilol, se secaron con papel
secante y se cubrieron con safranina, luego de 30 segundos de exposicién se

enjuagaron, se secaron y se observaron al microscopio bajo objetivo de
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inmersién. (Anexo Il). Observacién: Las células vegetativas se tifien de color

rojo y las inclusiones de color negro.

1.2.1.3 TINCION DE ESPORAS DE SCHAEFFER- FULTON

Para determinar la presencia, tamafio, forma vy disposicién de las
esporas dentro del esporangio se utilizé la tincién de Schaeffer- Fulton (Clark,
1981).

Los frotis bacterianos se secaron al aire y se fijaron a la llama por tres
pasajes. Cada uno de los preparados se cubrié con un rectangulo de papel de
filtro y saturé con la solucién de verde de malaquita. Asi fueron colocados en
Bario Maria a 100 °C durante 5 minutos, y luego de enfriarlos, se lavaron con
agua corriente durante 30 segundos, para ser cubiertos con la solucion al 5 %
de safranina durante 30 segundos. Los preparados se lavaron muy
ligeramente y secaron con papel secante. Se observaron al microscopio éptico
bajo objetivo de inmersion. (Anexo II). Observacioén: Las esporas se tifien de

color verde y las células vegetativas de color rojo. (Figura 1.2)

Se determiné el tamario promedio de las esporas y células vegetativas.
El promedio y la desviaciéon Standard fueron calculados en base a medidas
tomadas en 10 campos diferentes en un total de 50 repeticiones. (Tablas 1.3 y

1.4).

1.2.1.4. TINCION TRIPLE

Para observar simultaneamente esporas, inclusiones lipidicas y células

vegetativas, se utilizé una técnica de coloracién triple (Holbrook and

Andersson, 1980)
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Los frotis bacterianos se cubrieron con un rectangulo de papel de filtro y
se saturaron con verde de malaquita. Asi fueron colocados en Baro Maria a
100°C durante 4 minutos, se llevaron a temperatura ambiente y se lavaron con
agua corriente durante 30 segundos. Se cubrieron con Sudan Black durante 5§
minutos y se aclararon con xilol por 5 segundos. Luego se secaron con papel
secante, tifieron con solucién al 5 % de safranina durante 30 segundos, se
lavaron muy ligeramente y secaron con papel secante para ser examinados
al microscopio 6ptico bajo objetivo de inmersion. (Anexo 1l). Observacién: Las
esporas se tifien de color verde, las células vegetativas de color rosa y las

inclusiones lipidicas de color negro.

1.2.1.4 COLORACION DE INCLUSIONES CRISTALINAS

Se utiliza para poner de manifiesto la excrecibn de endotoxinas
entomotoxicas, que se forman durante la esporulacién para diferenciar a B.

thuringensis del resto “grupo cereus” y de B. megaterium.

Se realizé una tincion de inclusiones cristalinas empleando la
metodologia de Hannay (1953). Los aislamientos se desarrollaron en agar
nutritivo e incubaron a 30°C durante 24 h. Luego fueron llevados a temperatura
ambiente por 3 dias. Los frotis en agua destilada, se secaron al aire y fijaron a
la llama, posteriormente se cubrieron con metanol durante 30 segundos, se
secaron al aire y cubrieron nuevamente con solucién de fucsina fenicada y se
expusieron a la llama hasta observar desprendimiento de vapor, se enjuagaron,
secaron y examinaron en €l microscopio optico bajo objetivo de inmersion.

(Anexo Il).Observacién: Cristales de color morado con forma piramidal,
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romboidal, cuboidal o amorfos, fuera o en el interior de la célula bacteriana

como inclusiones parasporales. (Figura 1.3).

1.2.2. CARACTERIZACION DE LOS AISLAMIENTOS MEDIANTE PRUEBAS

BIOQUIMICAS, BASADAS EN REACCIONES METABOLICAS

Todos los aislamientos que presentaron inclusiones lipidicas y esporas
que no engrosaron el esporangio, se evaluaron por una seleccion de pruebas
bioquimicas, de acuerdo con protocolos estandarizados (Gordon et al., 1973;
Lancette and Hammon, 1980; Pirttijarvi et al., 1999) que se detallan a

continuacion.

1.2.2.1. REACCION DE CATALASA

La catalasa es una enzima que descompone el peréxido de hidrégeno
en agua y oxigeno. Se encuentra presente en la mayoria de los
microorganismos aerobios y anaerobios facultativos que contienen citrocromo.

Se tomaron entre una o dos colonias bacterianas de un cultivo de 24h
con un palillo estéril, se transfirieron a un portaobjetos y sobre ellas se agregé
unas gotas de H20- de 30V. Observacidén: Presencia de burbujas, en el caso

de reaccion positiva que indican la presencia de oxigeno.

1.2.2.2. PRODUCCION DE LECITINASA

Las lecitinasas son lipasas que actian sobre la lecitina de la yema de
huevo, produciendo un precipitado de acidos grasos, que se visualiza como

halos 6pacos alrededor de las colonias.
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Se preparé el medio basal de agar nutritivo y luego de enfriarlo a 45 °C
se le adiciond una solucion de yema de huevo estéril al 5 %, se agité
vigorosamente y se plaqued en cajas de Petri. Una vez sélido, los aislamientos
se sembraron en posicion central e incubaron a 30C°. Se evalio la formacion
de halos luego de 2, 4 y 7 dias de incubacion (Anexo |). Observacién de
Reaccién positiva: Presencia de un precipitado de acidos grasos alrededor de

las colonias (Figura 1.4 a)
1.2.2.3HIDROLISIS DE ALMIDON

El almidéon es un biopolimero que esta compuesto por dos glucanos
amilosa y amilopectina, por lo cual su transporte al interior de la célula es
dificultoso. Los microorganismos que excretan amilasas hidrolizan esos
polimeros hasta oligo 0 monosacaridos que son las fuentes de energia para su
desarrollo. La hidrélisis de almidon puede determinarse en medios sdlidos
conteniendo almidén. Se empledé agar nutritivo suplementado con 0.2 % de
almidén soluble. Las placas sembradas se incubaron a 30 °C durante 7 dias, al
cabo de los cuales se cubrieron con Lugol. (Anexo ll). Observacién: Reaccién
positiva de forrnacién de halos transparentes sobre fondo de color violeta-

purpura (Figura 4d)

1.2.2.4. PRODUCCION DE ACETOINA MEDIANTE LA REACCION DE
VOGUES—-PROSKAUER (V-P) Y DETERMINCION DE PH EN CALDO V-P.

Consiste en comprobar si el microorganismo estudiado fermenta la
glucosa siguiendo la via butilén glicdlica detectando un producto intermedio de

la reaccion que es el acetil-metil-carbinol o acetoina.
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Los aislamientos se desarrollaron durante 7 dias a 30 °C en caldo TS
adicionado con 0.5% de glucosa. Pasado el tiempo de incubacién se tomaron
dos alicuotas de 1 ml del cultivo, a una de ellas se le adicion6 3 gotas de
reactivo A + 3 gotas del reactivo B y se evalué a los 15 y 30 min, a la segunda
alicuota se le midi6 el pH con peachimetro (Anexo Il). Observacién: Reaccién
(+): coloracién rojo-rosada, que indica la presencia de acetoina, en la parte

superior del tubo (en contacto con el aire).

1.2.2.5. REDUCCION DE NITRATOS.

Esta prueba permite determinar la capacidad de un microorganismo de
reducir el nitrato a nitrito o a nitrégeno libre por utilizacién del nitrato como

aceptor final de electrones en la respiracion.

Se desarrollaron los aislamientos en caldo nitrato y luego de 3 y 7 dias
de incubacion a 30 °C, se trasvas6 1 ml del cultivo a un tubo y se adicionaron
tres gotas de la solucién A + 3 gotas de la solucién B del Reactivo de Griess.
(Anexo Il).Observacién: una coloracién rojiza indica reaccién positiva (NO3).
Una reaccién negativa (coloracién amarilla) puede deberse a la produccion de
nitrogeno (eventualmente senalado por la presencia de micro-burbujas) en el
segundo caso se agregan 2 o0 3 mg de Zn. Luego de 5 minutos, si la coloracion
continua amarilla, indica reaccion positiva (N2), en cambio se observa cambio
de color al rojo, la reaccioén es negativa, ya que los nitratos presentes en el tubo

han sido reducidos a nitritos por el Zn.

1.2.2.6. UTILIZACION DE ARABINOSA Y MANITOL.
Analiza el metabolismo de los hidratos de carbono, confirmando cuando el
organismo utiliza manitol o arabinosa como fuente carbonada, que se observa

como un cambio de color en el medio por acidificacién del mismo.
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Los aislamientos se sembraron en forma de estrias, en tubos tapa con
rosca, con el carbohidrato a probar y azul de bromotimol como indicador de pH.
Luego de incubarios a 30 °C se observaron cada 7 dias hasta cumplidos los 28
dias, registrando los cambios de color. (Anexo |). Observacién. Una coloracién
amarilla indica que ese aislamiento ha utilizado el hidrato de carbono ensayado,

por acidificacién del medio y viraje del indicador de pH.

1.2.2.7. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD TIROSINASA
El pardeamiento enzimatico es una reaccion de oxidaciéon en la que
interviene como sustrato el oxigeno molecular, catalizada por un grupo de

enzimas entre ellas la tirosinasa.

Los aislamientos se sembraron como una estria Gnica en posicion
central, en placas de agar nutritivo suplementado con L-Tirosina al 0,5%, se
incubaron a 30°C y se observaron a los 7 dias. Observaciéon: Reaccién
positiva: formacién de un precipitado marrén rodeando y por debajo de la estria

que indica la produccién de melanina. (Figura 4g)
12.2.8 DETERMINACION DE LA LIQUEFACCION DE LA GELATINA

Esta prueba indica si los microorganismos sintetizan enzimas

proteoliticas que licuan la gelatina (gelatinasas)

Se prepard agar nutritivo adicionado con gelatina al 4 % P/V, en tubos
tapa con rosca mantenidos en heladera. Los aislamientos se sembraron en
profundidad, y se incubaron a 30 °C durante 7 dias, utilizando un control
negativo. Para realizar la lectura, previamente se colocaron los tubos a 4 °C
durante 30 minutos. (Anexo I) Observacién: En el caso de una reaccién

positiva, se observa una licuefacciéon del medio contrastado con el testigo.
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1.2.2.9. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD B-HEMOLITICA Y PATRON

HEMOLITICO DISCONTINUO

La hemoglobina es una heteroproteina de la sangre que transporta
oxigeno desde los érganos respiratorios hasta los tejidos en mamiferos,
oviparos y otros animales. La forman cuatro cadenas polipeptidicas (globinas)
a cada una de las cuales se une un grupo hemo, cuyo atomo de hierro es

capaz de unirse de forma reversible al oxigeno. El grupo hemo se forma por:

1. Unién de la Succinil CoA (formado en ciclo de Krebs o ciclo del acido
citrico) a un aminoacido glicina formando un grupo pirrol.

2. Cuatro grupos pirrol se unen formando la Protoporfirina IX.

3. La protoporfirina IX se une a una molécula de hierro ferroso (Fe?*)

formando el grupo hemo.

Las hemolisinas son enzimas que lisan los hematies. Las
bacterias que producen estas enzimas lisan los gldbulos rojos, esto se observa
en forma de halos transparentes alrededor de las colonias bacterianas cuando
se cultivan en medios con sangre. Actuaimente hay descriptas 5 hemolisinas:
alfa, beta, gamma, delta y delta-variante que producen los diferentes tipos de

hemodlisis que se detallan a continuacién.

Alfa hemdlisis. Parcial destruccion de los glébulos rojos cerca de la colonia,

acompanado de una coloracién verde marrén del medio, dado que el grupo

heme de la hemoglobina es oxidado a biliverdina.

Beta hemélisis. Una zona clara, incolora alrededor de la colonia por

destruccion completa de los glébulos rojos.
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Hemdlisis beta discontinua. Pequerio halo de células parcialmente lisadas
adyacente a la colonia bacteriana, rodeada por una zona de hemélisis completa

Gamma hemélisis. Se produce cuando la hemodlisis es incompleta que se
observa como una decoloraciéon en la superficie de las colonias, pero no hay

formacion de biliverdina.
Alfa-beta hemélisis. Colonias que presentan alfa hemdlisis primaria, que es
una hemodlisis alfa que se extiende de la colonia hacia abajo con beta hemdlisis

Los aislamientos se sembraron en agar nutritivo suplementado con
0,15M de CINa + 5% de sangre ovina (Anexo |) y se incubaron a 30 °C. Las

placas fueron evaluadas alos 24,48y 72 h.

Todos los medios de cultivo y soluciones utilizadas se detallan en los

ANEXOS 1Yl

RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvieron 132 aislamientos de B cereus, 53 de B. megaterium, 7 de
B. mycoides y 5 B. thuringensis, los cuales se identificaron en base a
caracteristicas morfolégicas, color de las colonias en agar PEMBA vy técnicas
de coloracién. En la figura 1.1 se observan los tres tipos de morfologia de
colonia obtenidos en agar PEMBA.En el Apéndice (Tablas 1A y 2A) se detalla
el origen de los aislamientos y se incluyen tres cepas de colecciones

internacionales de referencia.
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Figura 1.1 Colonias de los aislamientos de muestras de mieles en agar PEMBA. A.
Colonias crenadas y de color turquesa de Bacillus cereus sobre fondo verde manzana.
B. Desarrolio rizoidal color turquesa de Bacillus mycoides. C. Colonias de Bacillus
megaterium color amarillas con clearing del medio.

A

Todos los aislamientos resultaron Gram (+), presentaron inclusiones
lipidicas que se tifien de color negro dentro de las células vegetativas que se

tifen de rojo (Figura 1.2) y esporas centrales que no engrosaron el esporangio.
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Para los Bacillus del “grupo cereus” el tamario promedio de las esporas fue de
0,5 um de ancho x 1,2 um de largo, en cambio para Bacillus megaterium fue de

0,75 um de ancho x 1,4 pm de largo.

Con respecto a las células vegetativas las del “grupo cereus”
presentaron un tamaiio promedio de 1,1um de ancho x 3 um de largo en

cambio para Bacillus megaterium fue de 1,2 um de ancho, x 3,5 pm de largo

Figura 1.2 Observacion simultidnea de esporas (verdes), inclusiones lipidicas

(negras) y células vegetativas (rojas) mediante la técnica de coloracién triple en
Bacillus cereus (A) y Bacilus megatenium (B)

La tincion de cristales entomotéxicos, pemmitié diferenciar a B.
thuringensis del resto de las especies del "grupo cereus”y de B megaterim. Se
observaron cristales de color morado fuera o en el interior del cuerpo
bacteriano como inclusiones parasporales en 5 de los aisl.amientos (2%).

(Figura 1.3).
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R,
Figura 1.3 Cristales entomotdxicos de Bacillus thuringensis. La flecha indica los

cristales tefiidos de color morado intenso.

Los resultados de las caracteristicas morfolégicas y las reacciones de
tincion, como la presencia de inclusiones lipidicas, el tamario y posicién central
de las esporas bacterianas de los aislamientos de B. cereus y B. megaterium,

resultaron acordes con datos bibliograficos (Harmon et al. 1991).

Todos los aislamientos de B. cereus presentaron el mismo perfil
metabdlico doénde se incluyen organismos con sistemas de proteccién a las
especies reactivas al oxigeno (peroxidasas); actividad proteolitica (gelatinasas)
y ausencia de fermentacién de arabinosa. Dentro de las diferencias
metabdlicas tipicas de la especie (Gordon et al, 1973; ISO, 1993), los
resultados mostraron que el 71 % de los aislamientos fermenté la glucosa
siguiendo la via butilén glicélica; el 94 % de los mismos sintetitizaron lipasas
(Figura 1.a); un 84 % degradé el almidén a través de las o amilasas (Figura
1.c). El 86 % utilizd el nitrato como aceptor final en la cadena de electrones y
un 64 % presentd una reaccion de oxidacion en la que interviene como

sustrato el oxigeno molecular (actividad tirosinasa) (Figura 1.e); el 91% de los
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aislamientos lisé los globulos rojos por intermedio de beta hemolisinas, y un 11

% de ellos presenté un patrén discontinuo dep hemdlisis. (Figura 1.d).

Durante el trabajo fueron encontradas algunas cepas de B. cereus con
caracteristicas metabdlicas atipicas representadas por aislamientos sin la
capacidad de hidrolizar los lipidos mediante las lecitinasas (4%); sin la
capacidad de utilizar el manitol como fuente de carbono (14 %) y sin la
capacidad de lisar los glébulos rojos (5 %). Estas caracteristicas diferenciales
fueron observadas por otros autores cuando analizaron aislamientos de B.
cereus provenientes de muestras ambientales y de la industria lactea (Pirttijarvi
et al., 1998 y 1999), lo que indicararia que B. cereus podria desarrollar en
otros nichos ecoldgicos. Asimismo, la ausencia de lecitinasas y falta de
actividad hemolitica podrian estar correlacionadas con la falta de toxicidad de

esos aislamientos.

Con respecto a B megaterium, todos los aislamientos presentaron un
mismo perfil metabdlico en el que se incluyen organismos con sistemas de
proteccion a las especies reactivas del oxigeno (peroxidasas); actividad
proteolitica (gelatinasas) y fermentacién de la arabinosa. Dentro de las
diferencias metabdlicas (Gordon et al, 1973; 1SO, 1993), los resultados
mostraron que el 31 % de los aislamientos fermenté la glucosa siguiendo la via
butilén glicdlica; un 84 % degradé el almidon a traves de las o amilasas, el 86
% utilizé el nitrato como aceptor final en la cadena de electrones y un 21 %
presenté una reaccion de oxidacion en la que interviene como sustrato el
oxigeno molecular. No obstante, se encontraron algunas cepas de B.
megatenum con caracteristicas metabélicas no citadas, previamente que

estarian representadas por aislamientos con la capacidad de hidrolizar los
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lipidos por medio de las lecitinasas (4%); un 13% no fermenté el manitol y un

75 % presenté actividad hemolitica a través de p hemolisinas.

La produccion de beta hemolisinas representa el primer registro a nivel
mundial de actividad hemolitica en aislamientos de B. megaterium y podria
estar correlacionada con la produccién de toxinas como ha sido citado en B.

cereus.

Es importante destacar que tanto en B. cereus (19%) como en B
megaterium (72%), se observd una reaccion de clarificacion (Clearing) en agar
nutritivo suplementado con yema de huevo, la cual nunca habia sido
determinada en el género Bacillus. Esta reaccién de clarificaciéon (clearing),
podria relacionarse con una actividad proteolitica —lipolitica, como en el caso de

Staphylococcus aureus cuando desarrolla en dicho medio (Hapton 1991).

La alta proporcion de Bacillus cereus (30%) encontrada en muestras de
mieles, no deberia ser subestimada ya que muchas de estas cepas son
productoras de enterotoxinas La diferencia entre los valores encontrados por
otros autores (lurlina et al, 2005), y los encontrados en este trabajo, podria
deberse la presencia de cepas con caracteristicas metabdlicas atipicas
detectadas. El hecho de no considerlas implicaria una disminucién del 5 % en

el valor real de los recuentos rutinarios de Bacillus cereus en alimentos.

Segun el Coédigo Alimentario Argentino, la miel debe responder a las
siguientes caracteristicas microbiolégicas: a).Gérmenes aerobios no patégenos
un maximo de 150 x 10° UFC/g, b). Hongos un méximo de 10 UFC/gy c).
Ausencia de gérmenes patdgenos, sin tipificar los diferentes microorganismos
incluidos en a). Por lo tanto, en diagnésticos de rutina no se asocia a una ETA

por consumo de miel contaminada.
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En el presente trabajo de tesis el 25 % de B. cereus y el 2 % de B.
megatenium produjeron algun tipo de toxinas (Capitulo 3), razén por la cual es

recomendable considerar a B megatenum en los andlisis de rutina.

Figura 1.4. Caracterizaci6on de los aislamientos mediante pruebas bioquimicas,
basadas en reacciones metabdlicas. a) Actividad lecitinasa b).Reaccién de clearing
¢) Actividad amilasa d) Actividad beta hemolitica e) Actividad tirosinasa.




Capitulo I

Lépez Ana Claudia

Tabla 1.1. Propiedades Bioquimicas y caracteristicas morfolégicas de las cepas de

Bacillius cereus aisladas de miel.

Esporas Células vegetativas
-~ 0
I3 8§ sz 25 s2 § = 83 o o
& 53 B¢ §F 85 P a8 5o ££-, . . .
8 8 - g % a2 gs E ; EF 4 é "§ g Largo Ancho Largo Ancho
L] E g ° § 2 d&%
g2 55

ATCC11778° +479 + - + + o+ + - 1 0,95:0,16 2451009 1
Bel +492 + - + + + + - 1 0,70#0,15 2,50+0,09 1
Bc2 +497 + - + + + + - 1151016 1 4.10£097 1
Be3 +566 + + + + + + - 1 1 250:0.15 1
Be4d +522 + - + + + + - 1 1 2944075 1
BcS +514 + - + + - + - 1,06¢0,13 0,70¢0,25 3,60:0,73 1
Be6 +504 + - + + + + - 1 1 1,0410,08 1
Be7 +499 + - + - + + - 1 0911015 2924072 1
Be8 +555 + - - - = + - 1 1 3.132049 1
Be9 +507 + - - - - + - 1,274008 1 3524047 1,05+0,09
Bc10 +505 + - - + + + - 1.11£010 1 2274064 1.1640.16
Bel1 +497 + - - + & + - 1,1240,16 1 3,19:083 1
Be12 - +552 + - + + - + - 1 1 3561£0.74 0.96+0.08
Bec13 -569 + - + + 5 - - 1 05 2.801064 05
Be14 +492 + - + + + + - 1 0,8540,24 3,03x1,25 1
Bc15 -583 + - + + = + - 1,06:8013 1 2,70:061 1
Bc16 +566 + + + + + + - 1 1 331£0.62 0.89:0.19
Be17 +527 + - + + - + - 1 1 2644070 1
Bec18 -686 + - + + = + - 1 1 3.30+0.72 0.65+0.16
Bc19 +665 + = + + - + - 1 05 3.05¢010 1
Bc20 +506 + - + + + + - 1,2010,15 1 3574073 1
Bc21 +496 + - + + + D - 1 1 250+0.23 1
Be22 +509 + = + + + + - 1 0641021 25640,72 1
Bec23 +519 + - + + + + - 1,2740,09 1 2974053 1
Bc24 +582 + - + + + + - 1,06£013 1 2,80+060 0,90+0,15
Bc25 -517 «+ - - - + D - 1 0921019 2.83+065 1
Bc26 +439 + = + + + + - 1,154016 1 3,112099 1
Bc27 +415 + - + + - + - 1 05 2864064 1
Bc28 +566 + - + + + + - 1 1 330:0,72 1
Bc29 +420 + - + + + + - 1.2620.20 1 3.43:059 1
Bc30 +496 + - + + - + - 1 1 2,69+0,70 1
Bc31 +444 + + + + - + - 1.09£0.15 1 2.60:0.48 1.08:014
Be32 +507 + - + + + + - 1 1 2,73:068 1
Bc33 -5.02 + - + + - + - 1 1 2734077 1.11x0.15
Bc34 +434 + - + + + + - 1 1 2624074 1
Bc35 -5.90 + - + + + +* - 1 05 1.80+042 05
Bc36 -5.79 + - + + - + - 1.45:040 1 406+093 1
Be37 -570 + = + + - D - 1.04+008 094:012 2674050 1
Bc38 +586 + - + + - + - 124042 1 256+0.87 1
Bc39 +517 + - + + - - - 1 05 2484068 1
Bc40 +504 + - + - - + - 142051 1 3.784086 1
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Continuacion Tabla1. 1

—a c Esporas (um) Células vegetativas (um)
33 §% s3 25 585 3% 33 'Sg
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Bo41 +504 + - + + + + - 1 1 2.89+0.37 1

" Bed2 +565 + z * - . + - 1312017 1 3.040.58 1.05¢0.12

Be4d3 -581 + + + + + + - 1 1 2,4210,68 1

Bc44 +54 + - + + - + - 1.221027 1 2.4010.54 1

Bc45 -480 + - 5 + + + - 12712009 1 3,52+0,47 1,05+0,09

Bc46 -596 + - + + + + - 1.48+043 1 2 1

Bed7 +488 + - + = - D - 1,20:0,13 1 3,20+0,60 1

Bc48 +526 + - + + + D - 1 1 2,804+0,58 1

Bc49 -412 + + + + + + - 1,30£0,20 1 3,20+0,97 1

BcS0 -458 + + + + + + - 1 0,6210,20 2,84+0,80 1

Bc51 +511 + - - + + + - 1,360,226 1 2,78+0,73 1

Be52 +408 + - + + +* + - 1 1 2,7740,74 1

Bc53 -54 + - - + - - - 1 1 2.4840.86 1

Be54 +53 + - + + + D - 1.031009 1 3.39+0.46 1

BeS5 -40 + + + + - + - 1,20£027 1 3,20+0,59 1

BcS6 +440 + + + + - + - 1324023 1 3.0410.78 1

BcS7 -402 + + + + + + - 1,2480,13 1 2,504+0,67 1

Bc58 -458 + + + + - - - 1.221014 1 2.96+0.86 1

Bc58 -457 =+ - + + + + - 1,3410,16 1 3,15+0,87 1

Bc60 +50 + - + + - - - 133029 1 3.18+0.65 1

Bc61 +450 - - + * + + - 1834039 1 3.03+1.16 1

Bc62 -608 + + + + + - - 1 1 3.7120.78 1

Bc63 -582 + - + + + + - 1.188015 1 3.3840.62 1

Bcb4 -520 + = + + + + - 1 1 2.72+0.72 1

Be65 -515 + + + + + + - 1 1 3.1510.87 1

Bc66 +662 + - + - - + - 1 05 1.9740.09 1

Bc66 +608 + - + + - + - 1.1940.16 1 2921092 1

Bc67 +577 + - + + + + - 1,172016 1 2,5410,49 1

Bc68 -54 + - + + + + - 1174009 1 25210.25 1

Be69 -526 + - + + + + - 1 0,60£011 2,9210,72 1

Bc70 -533 + - + + + + - 1,30£029 1 3,60+0,67 1

Be71 +647 + - + - - + - 1.84+024 1 3.25+0.83 1

Be72 -513 + - + + - D - 1 1 2.70+0.55 1.16¢£0.10

Be73 -5.08 + - + + - + - 1.88:0.10 1 2.7910.61 1

Bc74 -507 + = + + + D - 1.05:0.09 1 2.8910.78 1

Bc75 +609 + - + = - + - 1,02:010 1 2,70+0,66 1

Bc76 +537 + - + + - + - 1,1840,16 1 2,6740,63 1

Be77 +547 + - + + - + - 1,10£0,15 1 2,8040,72 1

Bc78 +528 + - - + = + - 1,06480,13 1 3,1640,46 1

Be79 +548 + - - + - + - 1 0952012 2.5840.65 1

Bc80 +535 + - - + + + - 1,054008 1 2,2940,40 1

Be81 +538 + - - + + D - 1,064009 1 2,17+0,47 1

BcB2 +538 + - - + + + - 2561065 1 1,06+0,09 1
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Continuacién Tabla 1.1
N Esporas (um) Células vegetativas
~ 0 m
> 5% s3 a5 s3 2% 3 o
8 §% 8& 88 SE 88 88 = 3¢ Largo®  Ancho®  Largo®  Ancho®
8 3% 33 8E 55 gF g5 zg§s
<3 g2 ce
go £g E8 T 3 8 8 =% _§ s
£ § §EEC
< S (=]
Bc83 +5.32 + - - + + + - 1,02:006 1 2,49:060 1
Bc84 +540 + - - + + D - 1 1 2562072 1
Bc85 +533 + - - + + + - 1374016 1.03:0.08 35410.76 1.06+0.09
Bc86 +5.08 + - - + + - - 1 0.80+0.15 2,89+0,66 1,0410,08
Bc87 +5.18 + - - + + + - 1 05 3,4240,79 1
Bc88 +5.30 + - - + + D - 1 0.7040.16 3,30£0,90 1
Bc89 +6.26 + - + + + - 1.011022 1 2.894+009 1
BcS0 =517 + - - + + + - 1.05:056 1 3154065 1
Be91 +488 + - + + + D - 1254023 1 330+039 1
Bc92 +6.05 + = + + + D - 1 1 2561055 1
Bc93 +509 + - + + + + - 1.01+.37 1 2804009 1
Bc94 -6.00 + - - + - + - 1,0840,28 1 420:094 1
Bc95 +6.09 + - + + + - - 1 1 295+0.97 12
Bco96 +5.06 + - + + - D - 1,144009 1 3621046 1
Bc87 +525 + - - + * + - 1,01£0,10 1 2,70:096 1
Bc98 +547 + - + + + + - 1,110,110 1 2,14+057 1
Bc9s -493 + - + + + + - 1,0840,10 1 2,70+0,74 1
Bc100 +5.46 + - + + - + - 1124010 1 2904063 1
Be101 +5.49 + - - + - + - 1 0,97+0,07 230+057 0,9610,08
Bc102 +552 + - + + + + - 1531032 1 4,0140,55 1,0840,10
Be103 +557 + - - + + + - 1,6740,37 1,02¢40,06 2441060 1
Bc104 +5.56 + - -+ + - + - 1604035 1 2501065 1
Bc105 +5.65 + - - - + + - 1824025 1 2581072 1
Bc106 +541 + + + + + D - 1.754026 1 2681050 1.0120.10
Bc107 +550 + = + + + + - 177030 1.0240.09 3011065 1
Bc108 +573 + = + - + + - 1,76£039 1 280+062 1
Bc109 +547 + - + + + + - 1124035 0.9640.15 3201075 1
BC110 +583 + - * - + - - 1,0840,10 0,9640,08 2,7240,72 1
Be111 +5.83 + - + + + + - 1.10:050 0.95+0.09 340025 1.01£0.78
Bec112 +6.04 + - + + + + - 1,26:022 1 3631039 1
Bc113 +6.87 - + - - - + - 1 05 2 05
Bc114 -6.16 + - + + + D - 1324029 1 3421041 1
Be115 +5.52 + - + + - + - 1 1 3621046 1
Bc116 -6.32 + - - - + + - 1 1 2351051 1
Be117 +580 + = = + + + - 1.20:0.08 1 2 1
Be118 -68 + - - + + - - 1 0.92+40.10 2.47+0.70 1.02+0.06
Be119 -68 + - - + + - - 1 0.90£0.10 2.57+0.71 1
Bc120 -573 + - - + + - - 1 1 2 1
Be121 -5.89 + - - + + + - 150025 1 2104009 1
Be122 +545 + + - + + - - 1.1240.10 1 3.96+0.70 0.8610.09
Bc123 -8.90 + - + + + + - 1434031 1 2774048 1
Bec124 -5.81 + - + + + - 1152009 1 1,804033 1
Be125 +547 - + + - + - - 1921025 1 330+108 1
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Continuacion Tabla 1.1

Lépez Ana Claudia

o s s 5 Esporas (um) Células (;;g)ehtivas

s 3 s 538 : s . 58 Bg - &k .
g §3 £ 8% 33 85 BZ 3g §5 wT Amcho' Lago”  Ancho

i FRLE L £3 82

gz & 35 83 & 23 %533
Bec126 +560 + - - + + - - 1 1 2561073 1
Bc127 +63 - + + = + + - 1,612036 1 2,184035 1
Bc128 +5.46 - + + + + + - 1202045 1 2 1
Bc128¢ +543 - + + + + + - 1,1120,10 1 3,164,31 1
Be130 -7.33 + - - + + + - 1.052009 1 2648073 1
Be131 -6.38 + - + = + - 1 1 2864009 1
Bc132 +757 + - - + + + - 1.01£008 1 2.5510.07 1

Tabla 1.2. Propiedades Bioquimicas y caracteristicas morfolégicas de Bacillus
thuringensis, Bacillus mycoides y Bacillus megatenum aislados de miel.

o Esporas (um) Células vegetativas
¥> g3 s3 8_ 53 ég o8 Lago®  Ancho®  Largo® (“m}\ncho'
g 5§ 8% 85 23 %: 38 o G
e Rl dRirEiaie i1
g i cg 58 £° 38 g3 3 g2
] <2 50
NRRLB939 -593 - + + + - - + 1 1 30,98 1
Bm1 -523 - + - = - - + 1 1 1,5¢0,71 1
Bm2 -4.58 - + + + - D + 1.1520.16 1 4104097 1
Bm3 +555 - + + + - + + 1 1 2504015 1
Bmd +540 - + + + - + + 1 1 2944075 1
BmS -494 - + + + + - + 1,0620,13 0,70+0,25 3604073 1
Bmé +6.08 - + + + = + + 1 1 1,04:008 1
Bm7 -586 - + + + ~ + + 1,840,52 1 2,840,685 1
Bm8 -459 - + + + + D - 1 1 2,840.81 1,840,16
Bm9 -609 + + + + + D + 1 1 2441073 1
Bm10 +594 - + - + - + + 141035 1 298095 1.3710.18
Bm11 -401 - + + + - + + 1 0,840,286 2 1
Bm12 +531 - + + + + + + 1 1 35610.74 0.96+0.08
Bm13 +542 - + + + - + + 1 0,85+0,24 3034125 1
Bm14 -668 - - + + - + + 154013 1 3,240.67 1
Bm1S +650 - + + + - + + 158024 1 3374066 0.97+0.10
Bm16 +465 - + - - = + + 0831025 0,7£0,42 288054 1
Bm17 +584 - - + + - + + 1212015 1 3214065 0.9710,10
Bm18 +686 - + + + - + + 1,33:0,30 0,89+,15 2951081 1
Bm19 +598 - - - - - + + 1 0,720,21 301097 05
Bm20 +552 - + + + - o + 1,04+0,08 0,9410,09 2634078 1
Bm21 +638 - - + + = 5 + 12£0,10 1 2,32:047 1
Bm22 +636 - + + + - + + 1 1 2,621097 1
Bm23 -722 - + + + - - + 1,06£013 1 2311062 1
Bm24 -577 - + + - + - ® 1 05 4,710,14 1
Bm25 +643 - + + + - - + 1,1520,16 1 3112099 1
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Continuacion Tabla 1.2

a2
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a3
g 53
8 28
85
X
Bm26 +578 -
Bm27 +6.19
Bm28 +597
Bm28 -4.06
Bm30 -555 -
Bm31 +614 -
Bm32 -6.11
Bm33 +6.10
Bm34 -622
Bm35 +6.30
Bm36 -5.79
Bm37 -787
Bm38 -8.01
Bm39 -7.11
Bm40 +6.70
Bm41 +6.70
Bm42 +5.39
Bm43 +6.73
Bmd4 +6.19
Bm45 +6.89
Bm46 -629
Bmd7 +548
B - 40
Bm49 +6.43
BmS0 +5.57
Bm51 +501
Bz -6.88
ATCC102068° +5.01
Brmy1 +68
Bmy2 -6.38
Bmy3 -469
Bmy4 +4.98
Bmy5 -573
Bmy6 -5.70
Bmy7 -579
ccTastd +526
Bth1 -54
Bth2 -6.08
Bth3 +5.83
Bth4 -599
BthS -6,14

Produccién

de lecitinasa

+ + + + + + + +

Utilizacién
De manitol

+ + + + 4+ + + ¢

LK &

+ + + + + + + + + + + o+ o+

Hidrélisis de
almidén

+ + + + + + +

L I I

+

+ 0+

+ + + +

Reduccién
de nitratos

A I I

+ + + + 4+ + ¥+ + + F + + + ' + F + + + F + F F o+

+

delL-Tirosina

Descomposicion

I

+

+ + + 4+

hemdlisis

Actividad B
"""""'"‘""'"“Utili:raclénde

+ + + o+ o+ DO

+ 1

+ + + + + + + + + + + + + + + + +

+ 4+

D (-)arabinosa

+

+ + + + + + + + + + + + + + + 4+

Esporas (um)

Células vegetativas
(um)

Largo * Ancho *

1 05
1,10£0,12 1
1268020 1
1,060,111 1

1 1

1 1

1 1

1 1
1,1110,15 1

1 03
1,7580,26 1

121042 1

1 0,9510,16
1 1
1,1020,12 1

1 05

1 5

1 0,5
1.2240.27 1
1,2£0,26  0,6510,25
1 05
1,10£0,12 1
1,2010,16 1

1 1

1,12069 1

1,120,11 1

1 05

1 0,99+0,18
051056 1
051026 1

110,35 110,26
10,50 1

120,77 1

1 1,310,81
1 1

1 0,7040,15
1.1110.16 1

1 1

1 1
1,160,195 0,75+0,35
1 1

Largo * Ancho *

2861064 1
3206045 07410,12
3431059 1

4,7+,98 1
3,10097 1
2,731068 1
2.7320.77 1.11£0.15
2621074 1
2,910,98 1.240,10
2471096 1
3,152089 1
2561087 1
2451009 1
2,441066 06210,20
2 1
2,75:089 05
2543071 1
2,721081 1
240:054 1
3158052 0,65¢0,5
2421060 05

2 1
2,7620,77 1
2,65:0,72 1,1520,16
2,5+0,98 1
1.820,45 1
2,50£0,71 1
2,551009 1

11045 2,4+0.55
120.65 2,2+0.67
1 3,458

1 3,640.96
1 3,240.35
1,320.89 3

1 2
2504009 1
410097 1
2504015 1
2941075 1
3,6010,73 1
3.2:0,76 1

V-P: Voges -Proskauer

b Cepas de referencia: ATCC American Type Culture Collection
NRRL Northern Regional Research Laboratory

D: Hemdlisis discontinua en placas agar sangre
® Promedio + Desviacion Standard

CCT Colecao de Culturas Tropical
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Capitulo li

INTRODUCCION

TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

Los avances en la biologia molecular han permitido la introduccién de
métodos basados en el uso de técnicas electroforéticas para la separacién de
macromoléculas. Entre los métodos moleculares se destacan los genéticos, que
estudian el contenido de ADN, tanto cromosémico como plasmidico. Dado que la
molécula de ADN es muy estable, y la marca genética a rastrear es el genoma
completo 0 una regién concreta de ADN, los anélisis a nivel genético serian mas

precisos que los fenotipicos.

Kary Mullis en 1986 dio a conocer una técnica para la sintesis "in Vitro" de
secuencias especificas de ADN a la cual denomind reaccién en cadena de la
polimerasa o PCR (en inglés Polymerase Chain Reaction). La reaccién consiste
en la amplificacién o replicacién enzimatica de un fragmento de ADN, pudiendo
llegar a copiarse 10° veces. Para ello son necesarios un ADN molde,
desoximribonucleétidos (DNTPs), una enzima termoresistente denominada ADN
polimerasa y uno (para secuencias aleatorias) o dos (para secuencias conocidas)
oligonucledtidos, de entre 10 y 20 pares de nucledtidos complementarios a una

region de la secuencia a amplificar. Estos oligonucleétidos reciben el nombre de
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iniciadores, cebadores o primers y tanto la eleccién de los mismos como la
temperatura utilizada para su hibridacién (temperatura de annealing),

determinaran la especificidad de los fragmentos de ADN obtenidos.

El proceso es ciclico que se compone de varias etapas. Fase de
desnaturalizacidn: durante la que se consigue la separacion de las dos hebras
del ADN molde, sometiendo la reaccion a una elevada temperatura. Fase de
hibridacion: la temperatura disminuye permitiendo que los iniciadores
reconozcan y se unan a sus secuencias complementarias en las cadenas de
ADN molde. Fase de elongaciéon: la ADN polimerasa se une al iniciador y
comienza la sintesis de una hebra complementaria gracias a la incorporacién de
nucleétidos. El ciclo se repite un nimero determinado de veces, por lo general
entre 30 y 35, con las cadenas sintetizadas actuando como molde. Esta sucesion
de ciclos da lugar a un incremento exponencial del nimero de copias del

fragmento de ADN delimitado por los iniciadores.

PCR : Polymerase Chain Reaction

1. Desnaturalizacién. Separaciéon de
las cadenas moldes de ADN.

30-40 ciclos de 3 pasos

Gt

1 minuto  SEC

i

2. Hibridacién. Apareamiento
e de las bases.

45 regundos a 54 °C

mgm; sentido v

- 3. Extension. Replicacion
de las cadenas de ADN.

Paca 3. Extensidn

2minutos 3 72°C
solo dMTP:
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Los métodos de tipificacion genotipicos pueden dividirse en dos grupos:
los anélisis de restriccion y los analisis de amplificacion. En los anélisis de
restriccion la comparacién del genoma se lieva a cabo mediante el estudio
del polimorfismo de los fragmentos de ADN generados in vitro por la
digestion de enzimas endonucleasas, y su posterior separacién
electroforética. Dentro de este grupo distinguimos entre aquellos métodos
que emplean una electroforesis de campo constante (RFLP, AFLP) o campo

pulsante (PFGE).

Los analisis de amplificacion pueden aplicarse en la amplificacién de
secuencias conocidas (perfiles de genes determinados) o aleatorias (RAPD,

rep-PCR).

La diversidad genética del “grupo cereus” ha sido estudiada a través de
diferentes metodologias entre las que se citan: MEE (Multilocus Enzyme
electrophoresis), PFGE (Pulse-field gel electrophoresis), AFLP (Amplified
fragment length polymorphism), (Van Der Zwet et al., 2000), RAPD (Random
Ampiification of polymorphic DNA), (Ehling-Schulz, 2005) y RFLP (restriction
fragment length polymorphism) (Haque and Russell 2005) que se describen

a continuacion:

e MEE. En esta técnica se comparan las movilidades electroforéticas de
distintas enzimas solubles en agua involucradas en el metabolismo. Esta
técnica provee informacion sobre la organizacién de las variaciones
genéticas de una especie. Sin embargo, como mediante este método se
evidencia diferencias en las cargas de los aminoacidos, no se revela
informacioén a escala fina de las recombinaciones genéticas y esta

influenciado por las variaciones metabdlicas.
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PFGE .Se basa en la generacion de patrones de fragmentos de
restriccion de gran tamario, obtenidos al digerir el ADN de un organismo
con endonucleasas de baja frecuencia de corte. Los fragmentos son
separados mediante electroforesis de campo pulsante. La variacion de la
secuencia de nucleétidos del ADN total de las distintas cepas queda

revelada por el polimorfismo de los fragmentos generados.

AFLP. Se basa en el corte del ADN genémico con endonucleasas,
generando una cantidad variable de fragmentos. Los fragmentos son
amplificados con primers de secuencia complementaria a sus extremos;
estos primers poseen ademas 1 o 2 bases arbitrarias en uno de sus
extremos, lo que resulta en una amplificacién selectiva de ailgunos de
dichos fragmentos de ADN. Los polimorfismos observados en los
individuos por medio de esta técnica, se deben a que el nimero de sitios
de restriccion presentes en el ADN gendmico puede variar como
resultado de arreglos genéticos (mutaciones, deleciones, inserciones,
etc.). Estos cambios en ocasiones, alteran la secuencia de los sitios de
corte de las enzimas, o las distancias entre sitios de restriccion,

generando fragmentos de diferentes tamarios.

RAPD. Consiste en la amplificaciéon al azar de fragmentos de ADN
genémico empleando un solo primer de secuencia arbitraria. La
metodologia presenta muchas ventajas pero también ciertas

desventajas, como problemas de reproducibilidad intra-laboratorio.
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PCR-RFLP. Esta técnica consiste en el corte mediante enzimas de
restriccion de los productos previamente amplificados por PCR. Si dos
amplicones presentan una variacion de la secuencia nucleotidica, en los
sitios de reconocimientos de las enzimas de restriccion, se generaran
patrones distintos. Las secuencias de restriccion presentan usualmente
patrones de distancia, longitud y arreglos diferentes en el ADN de
diferentes individuos de una poblacién, por lo que se dice que la
poblacién es polimérfica para estos fragmentos de restriccion. Dos
cepas que presentan perfiles iguales de restriccién para 2 enzimas que
reconozcan 4 sitios de restriccion poseen una similitud de mas del 95%

en sus secuencias de 16S ARNr (Moyer et al., 1996)

rep-PCR. Se han identificado tres familias de elementos repetitivos,
incluyendo la secuencia de 35-40 pb REP (Repetitive Extragenic
Palindromic), la secuencia de 124-127 pb ERIC (Enterobacterial
Repetitive Intergenic Consensus) y el elemento BOX de 154 pb
(Versalovic et al., 1994; Rademarker et al., 1997). Estas secuencias se
encuentran distribuidas en posiciones definidas a lo largo del genoma, lo
cual motivé el desarrollo de una metodologia que se denominé rep-PCR
para mostrar las variaciones entre los genomas debido a sus
localizaciones relativas. Los elementos repetitivos pueden estar
presentes en ambas orientaciones, y se han disefiado oligonucleétidos
para iniciar la sintesis hacia fuera de las secuencias repetitivas (ERIC y
REP) y para la subunidad boxA de BOX en la reacciéon de PCR, entre

otros.(Figura 2.1)
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Figura 2.1. Representacion esquematica de la metodologia denominada

rep-PCR (Rademarker et al., 1997)

Elementos repetitivos conservados,
distribuidos @ través del genoma
baderiano

La sintesis de proteinas ocurre en los ribosomas que por ello son

constituyentes fundamentales tanto de células eucariotas como de las
procariotas. Su composicion es de un 35% de proteinas y 65% de ARNSs. En
eubacterias estos ARNs son 16S ARNr, 23S ARNr y 5S ARNr. La molécula de
16S ARNr forma junto con 21 proteinas la subunidad menor de 30S, mientras
que el 23S ARNr junto con el 5S ARNr y 34 proteinas forman la subunidad
mayor de 50S. Ambas subunidades se ensamblan para formar el ribosoma
funcional con coeficiente de sedimentaciéon de 70S y un diametro aproximado

de 18nm (Figura 2.2)

I Figura 2.2 Representaciéon esquematica de las subunidades

ribosomales.

NJ v

|
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Entre las principales caracteristicas del gen 16S ARNr que permiten
utilizarlo como marcador filogenético: Los ARNrs estan presentes en todos
los organismos, su secuencia nucleotidica es altamente conservada en
algunas regiones y contiene regiones variables, el porcentaje de mutacién es
relativamente bajo comparado con otros genes, la estructura primaria de
estas moléculas estd formada por dominios que han evolucionado
independientemente y de esta manera ellos contienen suficientes regiones

variables para discriminar entre moléculas diferentes

2.3. Estructura secundaria del gen 16S ARNr. Las zonas mas oscuras indican

las regiones mas conservadas

En este trabajo se analizara la diversidad genética de Bacillus cereus y
B. megaterium mediante un analisis de amplificacion del genoma en forma
aleatoria (rep-PCR) (Tabla 2.1) y un andlisis de restriccion (PCR-RFLP) de un
fragmento de 1.1kb, correspondiente al gen 16S rRNA, que se ampilifica
utilizando dos primers universales (U1 comprendido entre las bases las 514 -
534 de Escherichia coli y U2 comprendido entre las bases 1451 -1522 E colj)
(Tabla 2.2)
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RELACIONES TAXONOMICAS

La taxonomia agrupa a los organismos dentro de un nimero de grupos
cuyas caracteristicas se mantienen constantes, esto permite la clasificacion de
las especies. Para estudios evolutivos la clasificacién también permite la
realizacién de construcciones filogenéticas (Bruce Weir).

Es necesario distinguir entre datos fenéticos y cladistas. Desde el punto
de vista fenético las relaciones estan basadas en la similitud a partir de un
grupo de caracteristicas fenotipicas o genotipicas del organismo en estudio,
mientras que las relaciones cladistas contienen informacién de datos
ancestrales y pueden ser usados para estudiar las vias de la evolucion.

Ambas relaciones son representadas como arboles o dendrogramas (llamados
fenogramas o cladogramas, respectivamente).

En general los arboles filogenéticos representan las vias de la evolucién
y se pueden comparar dendrogramas de las especies con los realizados a
partir de los genes. Esta comparacion no suele ser igual puesto que los arboles
de los genes se construyen a partir de una regién reducida del genoma,
mientras que los arboles de las especies contienen mayor numero de
informacién. Ademas dos especies pueden tener genes que divergen antes o
después de la separacion de las especies. En este sentido la eleccién de la
secuencia a comparar juega un papel muy importante en el analisis posterior
de los dendrogramas.

Ofra distinciébn que se hace entre los arboles es si son roofed
(enraizados) o unrooted (noenraizados). Un arbol enraizado contiene la nocién
de un orden temporal, mientras que un arbol no enraizado meramente refleja
distancias entre las unidades comparadas y no da la nocién de cual es

ancestral a cual.
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Los agrupamientos generados por una clasificacion pueden considerase
como tales cuando cumplen con los siguientes requisitos (Wiliam and Dale
1965):

1. En cada clase de mas de un objeto debe existir para cada objeto de la
clase, otro distinto que comparta con el como minimo un atributo.

2. El ser miembro de una clase no es en si mismo un atributo.

3. Cada objeto de cualquier clase debe diferir al menos en un atributo de
cualquier objeto de otra clase.

Los objetos no pueden clasificarse si se desconocen sus atributos. La
clasificacién bioldgica tiene como fin ampliar el conocimiento acerca de los
organismos y la comprension mas profunda de sus propiedades, semejanzas,
diferencias e interrelaciones. (Crisci J, 1983).

La taxonomia en biologia cumple diferentes funciones entre ias cuales
se pueden mencionar:

> ldentificar y describir la unidad taxonémica béasica (especie)
» Encontrar la forma apropiada de catalogar esas unidades

Para evaluar datos y caracteres fenotipicos (organismos vs. caracteres)

de las unidades a estudiar se emplea la taxonomia numérica y para evaluar

en conjunto datos fenotipicos y genotipicos se emplea la taxonomia polifasica.
TECNICAS DE TAXONOMIA NUMERICA

Taxonomia numérica es la rama de la taxonomia, que mediante
operaciones matematicas, calcula la afinidad entre unidades taxonémicas
sobre la base del estado de sus caracteres (Crisci J, 1983). Segin los

principios basicos de Adanson, la taxonomia numérica requiere que se
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estudien el mayor nimero posible de aspectos (rasgos o caracteres) de la
biologia de los organismos (Sneath and Sokal, 1973)

A pesar de las diversas técnicas numéricas existentes es posible
enumerar en ellas una serie de pasos elementales:

e Eleccién de las unidades. Se eligen los organismos a estudiar y se
definen las unidades a clasificar OTU (Unidades taxonémicas
operativas)

o Eleccién de los caracteres. Se escogen aquellos caracteres que mejor
describen a las OTU y se registra el estado de los caracteres presentes
en ellas.

¢ Construccién de una matriz basica de datos. Con la informacién de OTU
y caracteres se construye la MBD (Matriz basica de datos)

¢ Obtencion de un coeficiente de similitud. Sobre la base de la MBD y
utilizando un coeficiente adecuado para los datos que contiene, se
calcula la similitud para cada par posible de unidades taxonémicas.

e Construccién de una matriz de similitud. Con los valores de similitud
calculados en el paso anterior y mediante la aplicacién de andlisis de
agrupamientos se obtiene una estructura taxondémica del grupo de
estudio.

Para efectuar los dos ultimos pasos es necesario elegir un coeficiente de
asociacion, los cuales miden las coincidencias y diferencias en los estados de
caracteres entre dos OTU. Los utilizados en esta tesis fueron:

. SM Simple matching coefficient: mide las presencias y ausencias
como proporcion del namero total de caracteres., dando igual peso a todos. (a
+d/ atb+ctd)

. J Jaccard: Descuenta las ausencias de caracteres (a / a+ b+c)
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. SD Dice: Confiere mayor peso a las coincidencias (duplica el valor
dea)(2a/2a+b+¢)

Dénde:

a. Es el niumero de caracteres en los cuales el mismo estado es
compartido por las OTU.

b. Es el numero de caracteres en los cuales un estado es poseido
por la primer OTU, pero no por otras.

c. Es el numero de caracteres en los cuales un estado esta ausente
en la primera OTU y presente en la segunda

d. Es el nimero de caracteres en los cuales el mismo estado esta
ausente en ambas OTU.

Luego de escoger las OTU, el paso siguiente es la busqueda de
evidencia taxonémica que permita clasificar esas unidades, por lo tanto todo
proceso clasificatorio se basa en diferencias entre los objetos a estudiar (Crisci,
1983). Esta variaciéon esta representada por los caracteres, que se definen
como cualquier propiedad que varia en las OTU (Sneath y Sokal, 1973)

El término homologia sufrié variaciones hasta 1859, en dénde adquirié
un sentido biolégico mas preciso, debido a la teoria Darwiniana. Se transcriben
a continuacién algunas definiciones:

¢ Dos o mas estados de un mismo organismo o de dos 0 mas organismos
son homélogos si se originan filogenéticamente en el mismo estado del
mas reciente antecesor comun de los organismos comparados (Bock,

1978)

e Estados homélogos son aquellos que pueden ser considerados como

sucesivos estados de transformacion de un estado inicial (Hennig, 1968)
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e Homodlogos son los estados de los caracteres de dos 0 mas organismos
cuyo origen puede determinarse en el mismo estado del caracter del
antecesor comun de esos organismos (Mayr, 1969)

o Dos estados son homélogos si se originan filogenéticamente uno del
otro, o de una base hereditaria comun (Bertalanffy, 1975)

Segun Sneath y Sokal (1979), dos estados son homélogos cuando se
corresponden en su composicion y estructura. La correspondencia en la
composicion se denomina similitud cualitativa (desde el punto de vista
biolégico), y la correspondencia estructural es la similitud en cuanto a orden de
sus partes; en la estructura de sus fenémenos bioquimicos o en el orden
secuencial de las sustancias o estructuras organizadas (Crisci, 1983)

En la historia de la filogénia se pueden describir tres métodos principales
de ordenamientos:

1. Método de matriz de distancia: Se basa en un grupo de distancias
calculadas entre cada par de especies, entre ellos mencionaremos en de
neighbor<joining (NJ). La calidad de los arboles depende de la calidad de las
distancias medidas.

2. Método de maxima parsimonia: Este método busca la minimizacién del
nimero de cambios entre especies, requiere ademas valores constantes de
cambios entre especies. Bajo el criterio de parsimonia se elige la hipétesis mas
simple para explicar los datos y la inferencia de filogenias se realiza
seleccionando el o los arboles que presentan el menor nimero de pasos
evolutivos.

3. Método de méaxima verosimilitud (MV): Bajo el criterio de MV se concluye
que la historia con mayor probabilidad de originar el estado actual de hechos es

la hipétesis de eleccion frente a otra historia con menor probabilidad de



Capitulo 11 Losaz Ana Clagdia

producir ese mismo estado (Swofford et al., 1996). Esta clase de
construcciones es computacionalmente demandante, usan eficientemente
todos los datos y reducen todo a un grupo de distancias. Se los suele utilizar
para hacer inferencias estadisticas.

Para estudiar el significado estadistico de las ramas individuales dentro
de un arbol, puede realizarse un analisis de bootstrapping. El mismo consiste
en “muestreo con reemplazo”, donde cada columna del alineamiento puede
utilizarse como “muestra” para generar un determinado numero de
alineamientos artificiales (usualmente 100). A partir de cada uno de estos se
produce un arbol y se registra en cuantos de ellos se encuentran los mismos
patrones de ramas. Si un determinado patrén se obtiene en un 70% de los
arboles se dice que tiene un respaldo del 70%. Las ramas que tienen un valor
de bootstrapping mayor al 70% tienen una probabilidad del 95% de ser
correctas (Lake and Moore, 1998).

En este trabajo de tesis se emplearan principalmente dendrogramas de

similitud (fenogramas)

Hipétesis. Las poblaciones de B. cereus y B megaterium aisladas de miel son

heter6geneas.
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MATERIALES Y METODOS
2.1 OBTENCION DEL MOLDE DE ADN PARA LAS REACCIONES DE

PCR.

Se emplearon dos protocolos para la extraccién de ADN, el primero por
extraccién directa de colonia y el segundo empleando una mezcla fenol-

cloroformo.

Para obtener el ADN crudo por extraccién directa se utilizd una resina de

intercambio iénico (Walsh et al., 1991) de acuerdo con el siguiente protocolo:

Los aislamientos se desarrollaron durante 24 h. en agar TS (Anexo [). Se
tomaron dos colonias y trasvasaron a un eppendorff con 200 ul de agua
bidestilada, se mezclaron vigorosamente con vortex durante 20 segundos y
centrifugaron a 13000g durante 4 minutos. El sobrenadante fue descartado y el
pellet se resuspendid, cuidadosamente, en 150 ul de una suspensién acuosa
de resina Chelex al 6 % (Chelex 100, BIO-RAD). La mezcla se incubé en un
bafno seco a 56°C durante 15 minutos al cabo de los cuales se mezclé con

vortex durante 1 minuto y volvié a incubar a 99 °C durante 15 minutos. Los

stocks se conservaron a — 20°C.

Para el segundo método se empleé la técnica descripta por Sambrook

and Russell (2001) que se detalla a continuacion:

Los cultivos se desarrollaron en caldo TS a 30 °C, durante 24h. Se
tomaron entre 1 o 2 ml del cultivo y centrifugaron a 13000g durante 4 minutos.
Después de eliminar el sobrenadante, el peliet fue sometido a dos pasos de

lavado, primero con 600 ul de CINa 1 M y luego con 700 pl de TES (Anexo lli).
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El pellet se resuspendié en TE (Anexo lll) por agitacién con vortex y posterior
centrifugaciéon a 13000g durante 3 minutos. Luego del ultimo lavado y
eliminacién de sobrenadante, el pellet fue resuspendido en 500 pl de TE (pH
7.5) y se le adicioné 0,01 gr. de lizosima (Sigma®) (Anexo lll). La mezcla fue
homogenizada con vortex. Se incub6 a 60 °C durante 15 minutos y se dejé en
reposo a temperatura ambiente por 20 minutos, al cabo de los cuales se
resuspendié en 100 ul de sarcosil pronasa (Anexo lll) e incubé 1 hora a 37°C.
Para la extraccion del ADN se le adiciond a la mezcla 600ul de fenol-
Cloroformo-Isoamilico (25:24:1) y centrifugé a 13000g durante 10 minutos, el
sobrenadante obtenido fue trasvasado a un eppendorff estéril. Para realizar la
separacion de las fases del paso anterior, la muestra fue centrifugada a
13000g durante 6-8 minutos y al sobrenadante se le realizé una extraccién
mas. El ADN obtenido se concentré por precipitaciéon en frio (al sobrenadante
de la dltima extraccién se le adicioné acetato de amonio a una concentracién
final 0.3 M y 2 volimenes de etanol absoluto frio), se dejé evaporar el alcohol y
la muestra que contiene el ADN se resuspendié en 100 uyl de agua bidestilada
estéril, manteniéndose en un bafio seco a 65 °C durante 1 hora. Los sfocks de

ADN se guardaron a — 20°C.

2.2 OBTENCION DE LOS PERFILES DE FINGERPRINT DE ADN,
UTILIZANDO LOS PRIMERS BOX, ERIC Y REP.

Para el estudio de los perfiles fingerprint” de las 133 cepas de Bacillus
cereus y 53 de Bacillus megaterium. Se utilizd el siguiente protocolo

experimental
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La mezcla de reaccién para PCR se preparé en un volumen final de 25
pl, conteniendo 2.5 uM primers segun cada reacciéon, BOX, REP o ERIC
(Tabla 2.1), buffer Promega® (50mM KCI, 10mM Tris-HCI, pH 9.0, and 0,1%
triton X-100), desoxirribonucleétidos (dGTP, dTTP, dATP, dCTP), en una
concentracién de 2mM; 3mM ClMg; 1 U Taq polimerasa (Promega®), a la que
se le adicioné una alicuota de 10 pl del sobrenadante de la preparacion rapida
de ADN crudo.

Se emplearon dos condiciones de ciclado diferentes segun el ciclador
térmico utilizado. Cuando se empleo el ciclador térmico PerKin Elmer, fueron
las mismas que las descriptas por Alippi y Aguilar (1998). En cambio se
efectuaron  diferentes modificaciones cuando el ciclador utilizado fue
Mastercycler personal (Eppendorf, Hamburg, Germany), se efectuaron

modificaciones que se detallan a continuacién:

Primer BOX. un ciclo de desnaturalizacién a 95 °C durante 2 minutos, seguido

de 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C 1.0 minuto, 1 minuto de anneling a

63°C, y 2,5 minutos de extensioén a 72°C y una extensién final de 10 minutos a

72 °C.

Primer REP, un ciclo de desnaturalizaciéon a 95 °C durante 2 minutos, seguido
de 40 ciclos de desnaturalizacién a 94°C 20 segundos, 20 segundos de
anneling a 34 °C, y 5 minutos de extension a 72°C siendo similar las
condiciones de temperatura para el primer ERIC exceptuando la temperatura

de annealing que fue de 44°C.

Los productos de PCR generados se separaron por una electroforesis

horizontal en geles de agarosa al 1.6% en buffer TBE 0.5X, y dos horas de
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corrida a 80V. Al finalizar la corrida el gel se traté con bromuro de etidio y
expuso bajo luz UV. La electroforesis fue digitalizada utilizando el programa

Kodak Digital Science 1D modelo DC 120.

TABLA 2.1. SECUENCIA DE LOS PRIMERS UTILIZADOS PARA EL ESTUDIO DE
LOS PERFILES FINGERPRINTS

Primer Secuencia(’ —» 3')
REP REP 1 lIlICGICGICATCIGGC
REP 2 ICGICTTATCIGGCCTAC
BOX BOXA1R CTACGGCAAGGCGACGCTGACG
ERIC ERIC 1 ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC

ERIC 2 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG

2.3. OBTENCION DE LOS PATRONES DE RESTRICCION

Se amplificd la regiéon de 1,1kb, del gen 16S ARN, utilizando la reaccién
de PCR y primers universales derivados de secuencias altamente conservadas
de la molécula 16S rARN del género Paenibacillus como los primers U,y U;
(Tabla 2.2) (Ash et al, 1993), los protocolos utilizados se detallan a

continuacion:

Las mezcla para la reacciéon de PCR se realizé en un volumen final de
25 wl, conteniendo 2,5 um de los primers (U; y Uy), buffer Promega (50 mM
KCI, 10 mM Tris-HCI, pH 9,0, y 0,1% triton X-100), desoxirribonucleétidos
(dGTP, dTTP, dATP, dCTP), en una concentraciéon de 2 mM ; 3 mM CloMg; 1 U
Taq polimerasa (Promega®) y 2 ul de ADN total en una concentracién final de

10 ng obtenido por el método de fenol-cloroformo.

Las condiciones de ciclado para los primers fueron las mismas que las
descriptas por Ash et al (1993) y las amplificaciones se realizaron en un

ciclador térmico (Mastercycler personal; Eppendorf, Hamburg, Germany).
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El amplicon de 1,1 Kb esperado, se visualizé por una electroforesis en
geles de agarosa al 1,2% en buffer TBE 0,5X, luego de 1 hora de corrida a
80V, el gel se traté con Bromuro de etidio y bajo luz UV y se digitalizé utilizando
el programa Digi Doc It.

Tabla 2.2. Secuencia de los primers utilizados para el estudio de los perfiles

PCR-RFLP
Primer Secuencia(5 ——* 3)
U1 CGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
U2 AAGGAGGTGATCCAGCCGCA

Se procedi6 a generar patrones de restriccion digiriendo el amplicén de
1.1Kb con 7 enzimas de restriccion que reconocen 4 sitios de restriccion,

mediante el siguiente protocolo:

Tabla 2.3 Mezcla de reaccion empleadas para la obtencién de patrones

de restriccion

Hae lll Hinf! Alul Mspl Cfol Rsal Taq |
Producto de 3ul 3pl 3ul 3ul 3ul 3ul 3ul
PCR
BSA 0.1l 0.1ul 0.1 0.1l 0.1l 0.1pl 0.1pl
Buffer 10X 1.3ul 1.3ul 1.3ul 1.3ul 1.3ul 1.3l 1.3ul
Enzima 0.27ul 0.27ul 0.27ul 0.27ul 0.27ul 0.27u 0.27ul
H.0 b 5.33l 5.33pl 5.33ul 5.33l 5.33pl 5.33pl 5.33yl

Las mezclas de digestion (Tabla 2.3) se incubaron durante toda la noche
a 37 °C, exceptuando la enzima Taq | cuya temperatura fue de 65 °C, de

acuerdo con el protocolo detallado en la tabla anterior.

Adicionalmente se utiliz6 en reemplazo de la incubacion a 37°C, un shock

térmico en microondas durante 30 segundos a potencia maxima dejando
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reposar 30 segundos y repitiendo dos veces el mismo protocolo incubacién —

reposo.

Los patrones de restriccién se observaron por una electroforesis en geles
de agarosa al 1.6% en buffer TBE 0.5X, luego de 2 horas de corrida a 80V. Los
fragmentos se visualizaron luego de un tratamiento del gel en bromuro de
etidio, exposicién bajo luz U.V y posterior digitalizacion utilizando el programa
Digi Doc it.

Todas las soluciones y buffers para la extraccion de ADN y buffer de las

corridas electroforéticas se detallan en el Anexo lll.

2.4. ANALISIS DE LA DIVERSIDAD GENOTIPICA A TRAVES DE LOS
PERFILES FINGERPRINT

Los perfiles fingerprints generados por rep-PCR para las cepas de B.
cereus y B. megaterium fueron analizados con el programa GelCompar 4.1
(Applied Maths, Kortrijk, Belgium, http://www.applied-maths.com) a través de
dendrogramas de similitud. Los grupos fueron estudiados por separado.

En total se ingresaron 21 corridas electroforéticas para B cereus (7 por
cada primer), y 9 para B. megatenum (3 por cada primer).

Posteriormente se normalizaron las corridas electroforéticas, lo cual
consiste en buscar un sfandard comun entre las mismas y de esa forma
minimizar el error por diferencias entre los tiempos de corrida. Se eligié como
standard al marcador de peso molecular ladder Promega, por lo tanto, las 29
electroforesis restantes se normalizaron en base al Ladder (presente en todas

las corridas y sembradas en todos los casos en la primera calle de cada una).
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Para el andlisis de las corridas normalizadas se utilizé el élgon’tmo de
comparacion de bandas empleando el coeficiente de similitud de DICE, que le
da mayor peso a la presencia de bandas. La tolerancia de identidad de banda
fue del 3%. El analisis de matrices de similitud fue realizado a partir de matrices
UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Averages). Los
perfiles fingerprint de B. cereus y B. megaterium fueron evaluados
independientemente uno del otro, por lo tanto cada uno de ellos generé una
matriz de similitud diferente. Los dendogramas de similitud de bandas se
obtuvieron combinando los patrones fingerprints generado por BOX, REP y

ERIC

2.5 ANALISIS DE LA DIVERSIDAD FENOTIPICA

Para estudiar la diversidad fenotipica de las cepas de Bacillus cereus y
Bacillus megaterium, se definieron como OTU, 133 cepas de B. cereus y 53 de
B. megaterium. Se seleccionaron 14 caracteres: Tinciéon de Gram, presencia y
posicion de esporas, deteccion de inclusiones lipidicas, reacciéon Vogues
Proskauer , actividad lecitinasa, utilizacién de arabinosa , utilizacién de manitol,
actividad beta hemolitica, reacciéon de catalasa, reduccion de nitratos a nitritos,
hidrélisis de almidén ,actividad tirosinasa y licuefaccién de la gelatina. Los
resultados de las pruebas fueron clasificados como 0 (-) y 1 (+), a partir de los

cuales y se construy6 una matriz simétrica en el NTEDIT (MBD).

Posteriormente se pasé a la etapa de evaluacién en la cual se eligi6 la
funcién Similanty (Estudia la similitud entre las OTU a través de los caracteres
cargados). Esta etapa es muy importante ya que en ella se realizan las

asociaciones entre las OTU, para lo cual se escogié el coeficiente de
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asociacién SM, que midi6 los apareamientos positivos y negativos como
proporcién del numero total de caracteres. Con los valores de similitud
calculados anteriormente se utilizé un andlisis de agrupamiento UPGMA el
cual le dio el mismo peso a cada uno de los caracteres estudiados, y se obtuvo

una matriz de similitud que fue graficada en forma de dendrograma.

2.6. ESTUDIO DE LA CONFIABILIDAD DE LOS FENOGRAMAS

GENERADOS POR EL. PROGRAMA NTSYS-PC2

Con el fin de dar confiabilidad a los resultados obtenidos a partir del
dendrograma de similitudes obtenidas se construyé un arbol empleando el

programa FreeTREE (www.natur.cuni.cz./flegr/programs/freetree). Para el

analisis se utiliz6 el coeficiente de asociacion Jacard y los arboles de referencia
se calcularon en base a 100 permutaciones con el coeficiente Jackniffing. El

andlisis se observo a través del programa Treewiew.

RESULTADOS

DIVERSIDAD GENOTIPICA

La técnica de extraccién de ADN crudo resulté satisfactoria para la
obtencién de ADN molde tanto para rep-PCR como para PCR-RFLP para los

dos grupos bacterianos estudiados

Al dtilizar el primer BOX las cepas de B.cereus generaron perfiles

fingerprint que contenian entre 3 y 14 bandas y de un tamario de 50 y 1500 pb,
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en cambio con ERIC los patrones mostraron entre 5 y 17 bandas con un
tamario variable entre 250 pb y a 2000 pb, por ultimo con los primers REP se
observaron perfiles fingerprint consistentes entre 6 y 14 bandas con un tamafio
variable entre 50 pb a 2000 pb (Figura 2.4). Se identificaron un total de 76
perfiles fingerprints diferenciales entre las cepas de B cereus analizadas, entre
los cuales se destaca un perfil compartido por 9 aislamientos, 7 de Argentina y
2 de E.E U.U (Cluster V) y otro perfil compartido entre 5 cepas (4 de Argentina
y 1 EEUU). La diversidad genotipica estudiada a través de los perfiles de
fingerprint, dio como resultado un dendrograma con un nivel de 50% de
similitud constituido por 8 clusters (Figura 2.4) (Tabla 2.4). Internamente los
clusters |, I, W, IV, V, VI, VI, y VIl se separaron al 71%, 68%, 69%, 70%,
61%, 61%, 61%, y 82%, respectivamente. Los clusters con mayor numero de
cepas (n=25) fueron el Il, lll y V, en este ultimo se encontré la cepa de
referencia ATCC 11776, al igual que otra cepa de EEUU (Bc136). Las cepas
mexicanas se agruparon en el cluster lll, con excepcién de Mex E que se
agrupé en el cluster VIIl con 2 cepas de aislamientos de La Plata (Argentina).
En el cluster Il se agruparon las cepas italianas, y 4 cepas provenientes de
aislamientos de EEUU. El cluster VI agrupé 17 cepas de la provincia de
Buenos Aires exclusivamente (Figura 2.4). Las cepas italianas son las Unicas
que sé agruparon en un cluster comun.

Con respecto a B. megaterium se observé un total de 46 perfiles (Figura
2.5), destacandose un perfil compartido por la cepa de referencia NRRL B-939
y 4 cepas de la provincia de Buenos Aires. La diversidad genotipica dioc como
resultado un dendrograma de 70 % de similitud constituido por 6 clusters
(Figura 2.6) (Tabla 2.4) Intemamente los cluster |, Il, Ilf, IV, Vy VI estaban

separados al 89%, 91%, 97%, 83%,88 %, 72 % de similitud, respectivamente.
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El cluster | agrupé 7 cepas entre las cuales se ubica la cepa de referencia
NRRL-B 939 y una cepa de Brasil (Bm23). Se observaron también 2

agrupamientos exclusivos de cepas argentinas (Il y V) (Figura 2.7).

Figura 2.4 Perfiles fingerprint de cepas de Bacillus cereus, generados por los primers BOX,
ERIC y REP. Primer BOX. M. Marcador de peso molecular (100 bp ladder biodynamic®) ;
Calles de 1-12, B cereus provenientes de Argentina (Bc 15, Bc 112, Bc 18, Bc 25, Be 26, Bc 28,
Bc 31, Bc 42, Be 5, Bc 44, Be 47, Be 77); calle 13 Bc 80, B cereus de Brasil; calles 14-16, B
cereus cepas Argentinas (Bc 41 y Bc32). ERIC. M. Marcador de peso molecular (100 bp ladder
biodynamic®); calles 1-16 B cereus aislados de Argentina (Bc 1, Bc 2, Be 3, Be 10, Be 13, Be
94, Bc 16, Bc 17, Be 8, Be 24, Be 30, Be 27, Be 39, Be 47, Be 48, and Bc 49). REP. M. Marcador
de peso molecular (100 bp ladder biodynamic®); calles 1-4, B cereus aislados de Argentina (Bc
59, Bc 60, Bc 87, Bc 33); Calle 5 B. cereus de USA (Bc 130); Calles 6 - 7, B. cereus ,
asilamientos de Argentina (Bc 127, Bc 16); Calles 8y 9, B. cereus aislados de USA (Bc 132, Bc
131);Calles 10 - 14, B. cereus aislados de Argentina (Bc 62, B¢ 20, Be 55, Bc 58,Bc 61).

8910 11 1213141516

L !*ﬁw
"--Bngm 5

ERIC [TRERCIEY

1000bp [




Capitule 31X Lopeg Ang Claudia

Figura 2.5.Dendrograma de similitud genotipica entre 133 cepas de Bacillus cereus basado en
los resultados obtenidos por rep-PCR. Se utilizd una matriz UPGMA y el coeficiente de
correlacion DICE del programa Gelcompar 4.1, con un porcentaje de optimizacion entre bandas
del 3%.
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P R T e TR R .
Figura 2.6. Perfiles fingerprint de cepas de Bacillus megaterium, generados por los primers BOX,
ERIC y REP. Primer BOX. M. Marcador de peso molecular (100 bp ladder biodynamic®); Calles
de 1-17, B megaterium de Argentina (Bm 29,Bm 41, Bm 39, Bm 37, Bm 16, Bm 25, Bm 10, Bm
17, Bm 7, bm 44, Bm 43, Bm 52, Bm 18, Bm 3, Bm 5, Bm 2, Bm 30 ) ERIC. M. Marcador de
peso molecular (100 bp ladder biodynamic®); calle 1 B megaterium aislados de Argentina (Bc
13) Calle 2 B megaterium aislado de México (Bm 49); calles 3-15 B. megaterium aislados de
argentina (Bm 27, Bm 10, Bm 15, Bm 32, Bm 5, Bm 42, Bm 45, Bm 11). REP. M. Marcador de
peso molecular (100 bp ladder biodynamic®); calles 1-4, B megaterium aislados de Argentina
(Bm 46, Bm 33, Bc 35, Bc 38); Calle 5 B. cereus de Brasil (Bm 24); Calles 6 - 14, B. megaterium,

asilamientos de Argentina (Bm 25, Bm 26 , Bm 28, Bm 20, Bm 8, Bm 48, Bm 1, Bm 21)
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Figura 2.7.Dendrograma de similitud genotipica entre 53 cepas de Bacillus megaterium basado
en los resultados obtenidos por rep-PCR. Se utilizd una matriz UPGMA y el coeficiente de
corelacion DICE del programa Gelcompar 4.1, con un porcentaje de optimizacién entre bandas
del 3%.
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ANALISIS DE LA REGION 16S rRNA

Los patrones de restriccién resultantes de la digestién del gen 16S ARNr
obtenidos por las dos metodologias empleadas dieron resultados similares, lo
cual indica que al shock térmico en microondas constituye una altemativa
vélida para la incubacién de las mezclas de restriccion disminuyendo
considerablemente los tiempos de analisis.

El andlisis de los patrones de restriccion del gen 16S ARNr de las cepas
de Bacillus cereus evidenciaron la presencia de sélo dos patrones de
restriccién con cada una de las enzimas utilizadas, los cuales se denominaron
Ay B, (Figura 2.8). El 93 % de los aislamientos presenté el patrén A, el mismo
que la cepa de referencia ATCC11778. Todas las cepas que presentaron el
patrén B son aislamientos provenientes de la provincia de Buenos Aires (Bc 8,
Bc 9, Bc 12, B¢ 13, Bc 16, Bc 17, Bc 18 y Bc 27), no hallandose ninguna
correlacién, con excepcién del origen geografico.

Las cepas de Bacillus megatenum presentaron también dos patrones de
RFLP con cada una de las enzimas, denominados C y D (Figura 2.9), donde el
96 % de las mismos presenté el patrén C al igual que la cepa de referencia

NRRL B-939

Figura 2.8. Patrones RFLP, generados al digerir el fragmento de 1100 bp del gen 16S con dos enzimas. A} Alu 1.
B) Tag1. Calle M, Marcador de peso molecular (100 bp ladder biodynamic®) Calles 1 - 4, Patron A de las cepas Be
2, ATCC 11778, Bc 7 y Bc 10; calles 5 - 7, Patron B obtenido de la cepas Bce 8, Be 12 y Be 13.

a b
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Figura 2.9. Patrones RFLP, generados &l digerir el fragmento de 1100 bp del gen 16S con 3 enzimas. A) Hae
lIl. B) Hinfi 1. C) Msp |. Calle M, Marcador de peso molecular (100 bp ladder biodynamic®) Calles 1, 3 y 5.
Patron C de las cepas Bm 1, NRRL B- 939, Bm 6. ; calles 2, 4y 6, Pafron D obtenido de las cepas Bm 5, Bm
11 yBm 34.

DIVERSIDAD FENOTIPICA

La diversidad fenotipica de las cepas de B. cereus dio como resultado
un dendograma del 66% similitud compuesto por 7 clusters diferentes (Figura
2.10) (Tabla 2.4). El cluster denominado |, fue conformado por el mayor
nimero de cepas (n=60), entre las cuales se agrupé la cepa de referencia
ATCC11776. Paralelamente se observé que todas las cepas de B.cereus
atipicas que no producian lecitinasa se agruparon en el cluster VI, pero no se
observaron otras caracteristicas metabdlicas atipicas agrupadas en un cluster
comun, como por ejemplo la utilizacién de manitol.

Las cepas de B. megatenum generaron un dendrograma al 69 % de
similitud constituido por 6 clusters (Figura 2.11) (Tabla 2.5) En el cluster [l se
agruparon la mayoria de las cepas (n= 41), junto con la cepa de referencia
NRRLB-939 (Figura 2.10). Se observé también que los clusters V y IV

agruparon solo cepas de la provincia de Buenos Aires, en cambio el Cluster VI
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contiene dos cepas provenientes de Brasil. Asimismo se observd que las dos

cepas con actividad lecitinasa positiva se agruparon en el cluster lll.

Figura 2.10 Dendrograma de similitud fenotipica entre 118 cepas de Bacillus cereus aisladas de
mieles provenientes de Argentina (n=118) y de otros paises: USA, Italia, Brasil, México, Espafia
(n=18) y la cepa de referencia ATCC 11778, basado en los resultados obtenidos mediante el
andlisis de caracteristicas morfologicas y fisioldgicas y utilizando el coeficiente de asociacion
SM. Los valores en negrita corresponden a los obtenidos por las 100 permutaciones de los
arboles Jackniffing.
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Figura 2.11 Dendrograma de similitud fenotipica entre 53 cepas de Bacillus megaterium
aisladas de mieles provenientes de Argentina y la cepa de referencia NRRL B939, basado en
los resultados obtenidos mediante el andlisis de caracteristicas morfologicas y fisiologicas y

utilizando el coeficiente de asociacion SM. Los valores en negrita corresponden a los obtenidos
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Tabla 2.4. Denominacion, origen geogréfico y agrupamientos generados por los programas de taxonomia

numérica Gelcompar y NTSYS, para las cepas de B. cereus estudiadas en esta tesis.

Cepa Agrupamiento Agrupamiento
Origen Geogrifico por Gelcompar por NTSYS

ATCC11778 USA v 1
Be1 P. Indio ( Buenos Aires, Argentina) | |
Bc2 Ranchos (Buenos Aires, Argentina) Vi |
Be3 G. Chavez (Buenos Aires, Argentina) VI Vil
Be4 Ranchos (Buenos Aires, Argentina) Vit |
Bcb Ranchos (Buenos Aires, Argentina) Vil I
Bc6 La Plata (Buenos Aires, Argentina) Vi v
Be7 Quilmes (Buenos Aires, Argentina) ]| vit
Bc8 Bragado (Buenos Aires, Argentina) ] |
Bc9 Pte. Peron (Buenos Aires, Argentina) | Vil
Bc10 9 de julio (Buenos Aires, Argentina) Vi |
Be11 La Plata (Buenos Aires, Argentina) Vil i
Bc12 P. Luro (Buenos Aires, Argentina) ] i
Bc13 Ranchos (Buenos Aires, Argentina) Vi (]}
Bc14 Laprida (Buenos Aires, Argentina) Vi |
Bc1S Pte. Perén (Buenos Aires, Argentina) IV [}
Bc16 Tandil (Buenos Aires, Argentina) | |
Be17 P. Alta (Buenos Aires, Argentina) ] Il
Be18 Las Flores (Buenos Aires, Argentina) I It
Bc19 La Plata (Buenos Aires, Argentina) v n
Bc20 Pte.Luro (Buenos Aires, Argentina) ' |
Be21 Pte. Luro (Buenos Aires, Argentina) [} 1
Bc22 Pte. Luro (Buenos Aires, Argentina) ] |
Bc23 25 de mayo (Buenos Aires, Argentina) VI 1
Bc24 Tandil (Buenos Aires, Argentina) \'/| |
Bc25 Pte. Peron (Buenos Aires, Argentina) IV m
Bc26 S. M. Monte (Buenos Aires, Argentina) |
Be27 Magdalena (Buenos Aires, Argentina) VI I
Bc28 Bragado (Buenos Arres, Argentina) 1l |
Bc29 Pigué (Buenas Aires, Argentina) n |
Bc30 9 de julio (Buenos Aires, Argentina) v |
Bc31 Las Flores (Buenos Aires, Argentina) i} Il
Bc32 Berisso (Buenos Aires, Argentina) all |
Be33 Bolivar (Buenos Aires, Argentina) Vv |
Bc34 Sta Fe (Santa Fe, Argentina) vi |
Bc35 Chacabuco (Buenos Aires, Argentina) |l |
Bc36 Sta Fe (Santa Fe, Argentina) | ]
Bc37 Resistencia (Chaco, Argentina) Il 1]
Bc38 Salta (Salta, Argentina) [} It
Bc39 Ranchos (Buenos Aires, Argentina) Vi |
Bec40 Guamini (Buenos Aires, Argentina) ] I
Bed1 La Plata (Buenos Aires, Argentina) []] |
Bc42 Guamini (Buenos Aires, Argentina) [} i
Be43 Tapalqué (Buenos Aires, Argentina) Vi v
Bc4d Pte.Luro (Buenos Aires, Argentina) ] Il
Bc4S Villarino (Buenos Aires, Argentina) v I
Bcd6 Ranchos (Buenos Aires, Argentina) v ]
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Continuacion Tabla 2.4
Agrupamiento por Agrupamiento por
Origen Geografico Gelcompar NTSYS

Cepa
Bc47 La Rioja (Argentina) Vi |
Bc48 Pte. Luro (Buenos Aires, Argentina) Vi |
Bc49 Ranchos (Buenos Aires, Argentina) vi v
Bc50 Chascomus (Buenos Aires, Argentina) Vi 1"
Bed1 Tandil (Buenos Aires, Argentina) | |
Bc52 Pigue (Buenos Aires, Argentina) Il |
BcS3 Gorina (Buenos Aires, Argentina) | |
Bco4 Chivilcoy (Buenos Aires, Argentina) Il |
Be55 Pigué (Buenos Aires, Argentina) v |
Bc56 Henderson (Buenos Aires, Argentina) v i
Be57 Henderson (Buenos Aires, Argentina) v ]|
Bc58 Gorina (Buenos Aires, Argentina) v |
BcS9 Chascomus (Buenos Aires, Argentina) v |
Bc60 Capital Federal (Buenos Aires, Argentina)  V |
Bc61 Brandsen (Buenos Aires, Argentina) Vv |
Bc62 Sta. Fe (Santa Fe, Argentina) Vv 1]
Bc63 México ] ]
Bc64 México [} 1]
Bc65 México Vil v
Bc66 Chivilcoy (Buenos Aires, Argentina) ] ]
Bc67 Pigue (Buenos Aires, Argentina) ]| Vil
Bc68 México ] |
Bc69 La Plata (Buenos Aires, Argentina) Vil i
Bc70 Rauch (Buenos Aires, Argentina) 1] ]
Be71 La Plata (Buenos Aires, Argentina) ] ]
Bc72 Pte. Luro (Buenos Aires, Argentina) | |
Bc73 Rio Negro (Argentina) ] I
Bc74 Santa Rosa (La Pampa, Argentina) | |
Bc75 La Plata (Buenos Aires, Argentina) Vv m
Bc76 G. Lavalle (Buenos Aires, Argentina) | |
Be77 La Plata (Buenos Aires, Argentina) v I
Bc78 Buzios( Rio de Janeiro, Brazil) | |
Be79 Buzios(Rio de Janeiro, Brazil) Vil |
Bc80 Buzios(Rio de Janeiro, Brazil) ! |
Bc81 Laprida (Buenos Aires, Argentina) ] Vi
Bc82 Laprida (Buenos Aires, Argentina) Vil Vi
Bc83 La Plata (Buenos Aires, Argentina) Vil |
Bc84 La Plata (Buenos Aires, Argentina) Vil vl
Bc85 G Pueyrredon (Buenos Aires, Argentina) v |
Bc86 C. Suarez (Buenos Aires, Argentina) v 1
Bc87 25 de mayo (Buenos Aires, Argentina) v |
Bc88 T. Lauquen (La Pampa, Argentina) Vi |
Bc89 T. Lauquen (La Pampa, Argentina) ] |

|

Bc90 G Lavalle (Buenos Aires, Argentina) Vv
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Continuacién Tabla 2.4

Cepa Agrupamiento  Agrupamiento
Origen Geografico por Gelcompar por NTSYS

Bc91 R. Pérez ( Buenos Aires, Argentina) Vi v
Bc92 Chascomus (Buenos Aires, Argentina) | I\
Bc93 Pte Luro (Buenos Aires, Argentina) Vil {
Bc94 Balcarce (Buenos Aires, Argentina) | |
Bc95 Delta (Buenos Aires, Argentina) ') v
Bc96 25 de mayo (Buenos Aires, Argentina) ") |
Be97 C. Casares(Buenos Aires, Argentina) v I
Bc98 T. Lauquen (La Pampa, Argentina) ] |
Bc99 Tapalqué (Buenos Aires, Argentina) | |
Bc100 Tapalqué (Buenos Aires, Argentina) v |
Bc101 Brandsen (Buenos Aires, Argentina) v |
Bc102 Chascomus (Buenos Aires, Argentina) v |
Bc103 Berisso (Buenos Aires, Argentina) ] |
Bc104 Berisso (Buenos Aires, Argentina) Il |
Bc105 Berisso (Buenos Aires, Argentina) ] Il
Bc106 Boston (USA) I Vil
Be107 Boston (USA) I Vil
Bc108 Boston (USA) Il |
Bc109 Boston (USA) I |
Bc110 9 de julio (Buenos Aires, Argentina) I |
Bel11 9 de julio (Buenos Aires, Argentina) I Vil
Be112 Suipacha (Buenos Aires, Argentina) ] |
Bc113 ITALIA H Vil
Bc114 ITALIA I [}
Be115 Pigue (Buenos Aires, Argentina) | Il
Bc116 Olavarria (Buenos Aires, Argentina) I v
Be117 Laprida (Buenos Aires, Argentina) ] |
Bc118 Laprida (Buenos Aires, Argentina) i v
Bc119 Laprida (Buenos Aires, Argentina) | v
Bc120 Pta.Indio (Buenos Aires, Argentina) | v
Be121 Pdo.Costa (Buenos Aires, Argentina) v v
Bc122 San Vicente (Buenos Aires, Argentina) M Vil
Bc123 Pehuajo (Buenos Aires, Argentina) | ]
Bc124 Lincoln (Buenos Aires, Argentina) H 1}
Bc125 Buzios (Rio de Janeiro, Brasil) ] Vil
Bc126 Buzios (Rio de Janeiro, Brasil) i |
Bc127 Magdalena (Buenos Aires, Argentina) Vil Vil
Bc128 Laprida (Buenos Aires, Argentina) | Vi
Be129 Guamini (Buenos Aires, Argentina) v Vil
Be130 Usa/ México v v
Be131 Usa / México v v
Bc132 Usa / México \'} |
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TABLA 2.5. Denominacion, origen geografico y agrupamientos generados por los programas de
taxonomia numérica Gelcompar y NTSYS, para las cepas de B. megaterium estudiadas en esta tesis.

Cepa Origen geografico Agrupamiento porGelcompar Agrupamiento por NTSYS
NRRL-B939 USA m ]
Bm1 Ranchos 1] v
Bm2 Pte. Luro v Il
Bm3 Ranchos [} W
Bm4 Tandil []] [}
Bm5 Chacabuco | |
Bmé Pte. Luro []] 1]
Bm7 Villarino v )
Bm8 Pigue \' vi
Bm9 Ranchos []] Vi
Bm10 Quilmes | 1]}
Bm11 Brandsen | n
Bm12 E. Rios vil []
Bm13 Punta Alta | m
Bm14 Crel. Pringles ] mn
Bm15 La Plata v n
Bm1i6 Ranchos I v
Bm17 P. Luro n m
Bm18 Magdalena 1} [}
Bm19 C. Suarez n v
Bm20 25 de mayo [{]] VI
Bm21 Chivilcoy v I
Bm22 Francia n 1}
Bm23 Brasil Vil i
Bm24 Brasil Vil v
Bm25 Tandil | 1]
Bm26 Canuelas 1] n
Bm27 Laprida mn m
Bm28 Laprida n 1]
Bm29 San Pedro n [}
Bm30 Bragado Vi 1]
Bm31 Magdalena Vi ]
Bm32 9 de julio 1} |
Bm33 F. Varela v 1]
Bm34 Gral. Alvarado 1] vi
Bm35 Gral. Alvarado [} n
Bm36 Gral. Pinto 1] Vi
Bm37 Gral. Pinto ] |
Bm38 Gral. Pinto v ]
Bm38 F. Varela v |
Bm40 Las Flores 1] ]
Bm41 Gral. Lavalle 1] I
Bm42 Chacabuco 1 n
Bm44 Pte. Perén | ]
Bmd4 Salto Il ]
Bm45 Entre Rios \"} 1]}
Bmdé Lujan Vi \'}
Bm47 Villarino ) 1]
Bm48 T. Lauquen v Vi
Bm49 25 de Mayo v i
BmS0 C. Casares [} v
Bm51 Guamini Vv n

BmS52 Guamini \') I
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en la presente tesis indican la existencia de un
alto grado de diversidad tanto genotipica como fenotipica en las cepas de B.
cereus y B. megaterium, lo cual podria estar asociado a las diversas fuentes
de contaminacién bacteriana en la miel como el polen, las abejas meliferas, la

cera, el equipo apicola y el polvo ambiental.

El andlisis de rep-PCR explora distintas partes del genoma de los
microorganismos de manera aleatoria para la obtenciéon de los perfiles de
fingerprints. En el caso de las bacterias no se ha demostrado que cada una
tenga un perfil propio de fingerprint, pero cabria esperar que aislamientos de
un mismo lugar compartan sus perfiles de fingerprint con mayor frecuencia que
los aislamientos provenientes de sitios diferentes. Los resultados obtenidos en
esta tesis indican la presencia de perfiles idénticos en cepas provenientes de
origenes geograficos muy distantes lo cual podria ser consecuencia de los
cortes de miel que realizan algunos de nuestros paises compradores al utilizar
mieles argentinas para mejorar sus caracteres organolépticos.

La técnica de rep-PCR resulté altamente reproducible para el analisis de
las poblaciones en estudio, demostrando su utilidad para determinar la
variabilidad intra-especie en B. cereus y B. megaterium aisladas de miel.

La alta diversidad genética del “grupo cereus” ya habia sido observada
a través de diferentes metodologias como MEE, AFLP, PFGE, y RAPD
(Helgason et al., 2004; Van Der Zwet et al., 2000, y Ehling-Schulz, 2005), pero
no existen datos publicados con respecto a la variabilidad obtenida por rep-
PCR para aislamientos de B. cereus ni B. megaterium constituyendo esta tesis

el primer estudio a nivel mundial.
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El andlisis de la regién 16 S rRNA por PCR-RFLP evidencié una alta
homologia intra-especifica en B. cereus, encontrandose solo dos patrones de
restriccion entre los 133 cepas analizadas. El patrén B solo se encontr6 en
cepas argentinas pero no correlacioné con ninguna propiedad bioquimica de
los aislamientos. Haque y Russell (2005) también encontraron sélo 2 patrones
de restriccidn cuando analizaron aislamientos de Bacillus cereus (n= 7) en
muestras de arroz pero estudiando la regién intergénica (IGS) comprendida
entre los genes 16S y 23S rRNA.

Con respecto a B. megaterium, también se hallaron sélo dos patrones de
restriccién, pero en este caso, se encontré una correlacién positiva entre el
patron denominado D y la actividad beta hemolitica de las cepas, no asi a la
inversa. No existe registro de este tipo de andlisis para Bacillus megaterium,
con excepcion de un estudio comparativo entre diversas especies de
Paenibacillus y Bacillus (Alippi., et al, 2002). El perfil de B. megaterium
encontrado analizando un limitado nimero de cepas coincide con el patrén C
observado en el 96% de los aislamientos de este trabajo de tesis.

Ninguno de los dos grupos de cepas en estudio, gener6
agrupamientos relacionados con los origenes geograficos.

Es interesante destacar que los fenogramas obtenidos a través
del andlisis de la diversidad fenotipica y genotipica no se correlacionaron entre

si en ningun caso.
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CAPITULO Il

INTRODUCCION

INTOXICACION ALIMENTARIA

Una intoxicacién alimentaria es la manifestacion clinica de la exposicién
a sustancias toéxicas vehiculizadas por los alimentos tanto sélidos como
liquidos. La intoxicacion ocurre tras la ingestion de alimentos contaminados con
sustancias organicas o inorganicas perjudiciales para el organismo, tales como:
venenos, toxinas, agentes biolégicos patégenos, metales pesados, etc. La
mayoria de los casos de intoxicaciones alimentarias son en realidad
toxiinfecciones alimentarias, provocadas por bacterias , virus, o parasitos, y/o
sus productos metabdlicos. La contaminacién de los alimentos con los
diferentes agentes téxicos suele deberse a manipulacién, preparacién o
conservacién inadecuada de los alimentos. La falta de practicas higiénicas
antes, durante y posteriormente a la preparacion de los alimentos aumenta
significativamente el riesgo de sufrir una intoxicacion. Las personas enfermas o
portadoras de alguna enfermedad infectocontagiosa que manipulan alimentos
son una de las causas mas comunes de intoxicaciones alimentarias por

contaminacién con agentes patégenos.

Las bacterias suelen causar intoxicaciones alimentarias, los sintomas de
infecciones bacterianas aparecen tardiamente luego de la ingesta de la comida

contaminada, debido a que las bacterias deben primero multiplicarse.
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Los sintomas y signos que se manifiestan en una intoxicacion por
alimentos contaminados dependen de la cantidad y calidad de los téxicos
ingeridos. Dependiendo del agente involucrado, se pueden presentar sintomas
tales como: nauseas, dolor abdominal, vomitos, diarrea, fiebre, dolor de cabeza
y fatiga. Las intoxicaciones alimentarias pueden provocar problemas de salud
permanentes e incluso la muerte, especiaimente en bebés, mujeres
embarazadas (y sus fetos), ancianos, enfermos y otras personas con sistemas
inmunolégicos débiles. La demora entre el consumo de un alimento
contaminado y la aparicibn de los primeros sintomas de enfermedad se
denomina periodo de incubaciéon y depende del agente y de la dosis
consumida. Si los sintomas aparecen de 1 a 6 horas tras la ingesta, sugiere
que la intoxicacion es debida a una toxina bacteriana o sustancia quimica, mas

que a la presencia de bacterias vivas (Taylor and Gilbert, 1975)

En una toxoinfeccién alimentaria, durante el periodo de incubacién, los
microbios pasan del estbmago al intestino, se adhieren a las células de las
paredes intestinales y empiezan a multiplicarse alli. Algunos tipos de
microorganismos permanecen en el intestino, otros producen toxinas que son
absorbidas por la corriente sanguinea y otros pueden invadir directamente los

tejidos corporales.

La dosis infecciosa se define como la cantidad del agente que debe ser
consumida para dar lugar a las manifestaciones clinicas de intoxicacion
alimentaria, dependiendo esto del agente y de otras variables, como por
ejemplo edad, peso y estado de salud de la persona que lo ingiere (European

Commission, 1997).
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BACILLUS CEREUS Y SU IMPLICANCIA EN INTOXICACIONES

ALIMENTARIAS

Bacillus cereus esta clasificado como un organismo de riesgo Categoria
2 y se considera que el consumo de alimentos contaminados con mas de 1 X
10* esporas o células vegetativas bacterianas por gramo puede conducir a una
intoxicacién alimentaria. (European Commission, 1997). El primer registro de

una gastroenteritis causada por Bacillus cereus data del afio 1900

(http://www.cfsan.fda.gov/~mow/chap12.html)

Esta especie produce varias toxinas (Granum, 1994; Pirttijarvi et al,,
1998, 1999; in't Veld et al., 2001), siendo las mas importantes la toxina
emética (cereulida) y el complejo enterotéxico.

La cereulida es una proteina pequefia, formada por doce enlaces
peptidicos, que provoca inflamacién mitocondrial de las células infectadas
(Ehling- Schulz et al., 2005); es un componente termoestable, resistente a
tripsina y pepsina, ocasiona sintomas de naudseas y vomitos, y ocasionalmente
diarrea y dolor abdominal; el periodo de incubacién es de 1 a 5 h. (Taylor and
Gilbert, 1975). Si bien la infeccién es autolimitada, cuando se sintetiza en fase
estacionaria de crecimiento puede ocasionar una falla fulminante del higado y
dafio renal (Agata et al., 1994, Agata et al., 1995).

El complejo enterotéxico estd formado por tres enterotoxinas
designadas: a) Hemolisina BL (HBL) que esta constituida por tres proteinas
denominadas B, L, y L,. La combinacién de los tres componentes proteicos
son necesarios para su actividad biolégica, que incluye actividad hemolitica,

acumulacion de fluidos y necrosis vascular en ensayos con ratones. Ademas
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se ha registrado toxicidad en células ovaricas y tejido de retina en hamster
(Beecher and MacMillan, 1990, 1991; Beecher and Wong, 1994; Beecher et al.,
2000) y constituye el factor de mayor virulencia que puede producir Bacillus
cereus (Thaenthanee et al., 2005). La HDL es estable a 45 °C y no se inactiva
por enzimas proteolitica; b) la enterotoxina-T es un componente simple no
inactivado por enzimas proteoliticas (Agata et al, 1995) y produce
vacuolizacion de tejidos y c¢) el complejo enterotéxico no-hemolitico (NHE)
no asociado a toxicidad (Granum et al., 1996).

Los sintomas ocasionados por el complejo enterotéxico incluyen dolor
abdominal, diarrea acuosa, nauseas y vomitos y, ocasionalmente fiebre. El
tiempo de incubacién es de 6 a 15 h. y persiste durante 24 h.

Las cepas de B. cereus también pueden producir 3 diferentes
fosfolipasas C, las que junto con la hemolisina BL han sido citadas como
factores de virulencia para la produccién de endoftalmitis fulminante con
necrosis de la retina (Beecher et al., 2000).

La mayoria de los casos por intoxicacién alimentaria por enterotoxinas, a
través de alimentos contaminados no son reportados, por lo tanto la incidencia
de los mismos esta subestimada Bacillus cereus ha sido citado como el agente
causal del 33 % de las intoxicaciones alimentarias, los casos reportados entre
los afios 1988-1993 van desde el 0.8 % en Japén al 47 % en Noruega (Granum
et al.,, 1994). Con respecto a los casos denunciados se destacan dos de
gravedad extrema: un caso de deceso por ingestién de toxina emética y otros
tres por toxina necroética (Lunden et al., 2000; Mahler et al., 1997)

De acuerdo con lo registrado en diferentes paises, al menos la mitad de
las cepas de B. cereus que se aislan producen enterotoxinas (Granum, 1994),

pero sélo un pequefio nimero de las mismas esta presente en los alimentos en
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cantidades suficientes como para causar una enfermedad transmisible por

alimentos (ETA).

La organizacion mundial de la salud (OMS), estima que las
enfermedades causadas por ingestién de alimentos contaminados constituyen
uno de los problemas sanitarios mas difundidos en Ila actualidad

(www.codexalimentarius.net). Desde 1884 se ha relacionado la presencia de

Staphylococcus aureus con toxoinfecciones. Los estafilococus excretan
numerosas proteinas con funcion enzimatica y /o téxicas. Diferentes enzimas
como proteasas, lipasas, lecitinasas, coagulasa libre o Clumping Factor,
coagulasa fija y termonucleasas (Dnasas) intervienen en la degradaciéon de
tejidos y macromoleculas facilitando nutrientes para el crecimiento de las
bacterias y provocando, al menos en parte, los sintomas de diferentes cuadros
clinicos. La coagulasa que provoca la coagulacién de la sangre (el fibrinégeno
pasa a fibrina que forma los coagulos) es el caracter asociado a esta especie y
vinculado a su patogenicidad mas relevante. Los coagulos inducidos por la
coagulasa dan lugar a la acumulacién de fibrina alrededor de las bacterias
protegiéndolas, fundamentaimente frente a la fagocitosis (Mandell., et al, 2000;
Dinges.,et al,2000; Madigan.,et al; 2003). Asimismo la capacidad de coagular o
digerir la caseina y fermentar la lactosa de la leche tornasolada estan

relacionadas con las funciones enzimaticas y /o téxicas de la especie.

HIPOTESIS

Las cepas de B. cereus y B. megaterium que producen clearing en
medios con yema de huevo tienen la capacidad de coagular plasma.

Existen cepas de B. megaterium productoras de enterotoxinas presentes
en miel.


http://www.codexalimentarius.net
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MATERIALES Y METODOS

3.1 DETERMINACION DE COAGULASA LIBRE Y COAGULASA FIJA

Esta determinacion comprueba la capacidad de un organismo de

coagular el plasma por accibn de la enzima coagulasa.

(http://www.monografias.com/trabajos 15/micrococcaceae/micrococcaceae.shtm
D

Las bacterias productoras de esta enzima, segregan una pro-coagulasa,
la cual es activada por un factor plasmatico perteneciente a la fraccién alfa
globulina, semejante pero no idéntica a la protrombina. Esta pro-coagulasa se
presenta en dos formas fija y libre.

3.1.A. Determinacion de coagulasa fija a las células bacterianas: La
determinacion de coagulasa fija o Clumping factor, la cual se realiza siguiendo
el protocolo detallado a continuacion:

En un portaobjetos se suspende la cepa a estudiar en una gota de
solucion fisiologica, y se agrega una gota de plasma de conejo. La evaluacion
se efectlia a los 20 segundos como tiempo maximo de lectura.

Observacion. Reaccién positiva: formacion de un coagulo visible. Si la
reaccién es negativa es recomendable realizar la determinacién de coagulasa
libre.

3.1.B. Determinacién de coagulasa libre: Detecta la coagulasa libre y la fija. A
continuacion se detalla el protocolo utilizado:

Se tomaron dos colonias aisladas de un desarrollo de 24 h en agar TS, y
se sembraron en tubos con 2 ml de Caldo Cerebro Corazén. Se incubaron

durante 20-24 horas a 36°C + 1, al cabo de los cuales se trasvasaron 100 pl a

tubos que contenian 300 pl de plasma de conejo, e incubaron a 35-37°C. Se


http://www.monoqrafias.com/trabaios15/micrococcaceae/micrococcaceae.shtm

Capitulo I1I 90 Lopez Ana Claudia

examinaron a la hora y a intervalos de media hora con el fin de detectar la
presencia de coagulos, las observaciones se repitieron hasta cuatro horas.
Observacioén: La apariciéon de un coagulo bien diferenciado es indicativa
de la actividad coagulasa positiva. Es muy importante en esta etapa la correcta
observacion ya que las bacterias son capaces de producir una fibrolisina que
actua disolviendo el coagulo y puede dar lugar a falsos negativos. A su vez
hay que tener cuidado a la hora de diferenciar entre un coagulo verdadero y
una formacién similar a un saco, (pseudocoagulo), los cuales se deshacen al

agitar el tubo suavemente.

Tipos de Reacciones
Reaccién negativa
Coagulos muy pequeiios desorganizados

Reaccién Positiva.

a. Aparece un coagulo pequefio organizado
b. Aparece un gran coagulo organizado

c. Aparece coagulado todo el contenido del tubo. El coagulo se mantiene auln

cuando se invierte el tubo.

3.2 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE COAGULACION EN LECHE

TORNASOLADA

La leche tornasolada es un medio diferencial que se emplea para
determinar varias funciones metabdlicas de un microorganismo como por
ejemplo, fermentacion de la lactosa, digestion de la caseina y coagulacion de la

caseina. El tornasol incorporado a la leche es un indicador de pH y un indicador
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de 6xido reduccién. La leche tornasolada presenta un color azul violaceo (pH
6.8) cuando esta sin inocular
(http://www.foodcontrol.com/determinaciones 2.htm,http://edicion-

micro.usal.es/Web/educativo/m _especial/35btexto3.htm)

Para realizar la prueba de coagulacién se emplearon tubos con tapa a

rosca conteniendo 5 ml de leche tornasaloda (Anexo I), los que se autoclavaron
durante 10 minutos a 115 °C. Durante el proceso de autoclavado la leche
tornasolada se reduce a su leucobase de color blanco que al enfriarse absorbe
oxigeno y vuelve al color violaceo primitivo. Los tubos se inocularon con las
cepas a ensayar (1 colonia por tubo) e incubaron a 37°C y la evaluacion se
efectué alas 24 h., 4 dias, 7, 14, y 28 dias. La observacion e interpretacion
de los resultados, se realizé por comparacién con un testigo sin inocular.

¢ Reaccién negativa: Color violaceo

Tipos de reacciones positivas.

e Coloracién rojo rosado a rojo intenso: Reaccién acida (pH. 4.5), por
fermentacién de la lactosa

e Coloracién Rosado claro: la bacteria fermenta glucosa pero no lactosa,
reaccion levemente acida

e Coloracion blanca Reducciéon del tornasol a su leucobase. Reaccion
reductora.

e Formacién de un coagulo o cuajo. Coagulacién de la proteina de la
leche, (caseina). Coagulo acido: grumos rosados solubles en alcali —
coagulo dulce: coagulo suave que se retrae y forma un fluido grisaceo,
insoluble en alcali (el tornasol queda azul).

e Clarificacion del medio por digestién de la caseina


http://www.foodcontrol.com/determinaciones
http://edicion-micro.usal.es/Web/educativo/m_especial/35btexto3.htm
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e Producciéon de gas. Se manifiesta por la aparicion de burbujas en el
medio.

e Fermentacién turbulenta. El coagulo acido es fragmentado por la
abundante produccién de gas.

o Protedlisis. La leche aparece transparente como resultado de la
hidrélisis de caseina, generalmente comienza en la superficie del tubo y

da reaccion alcalina.

3.3 IDENTIFICACION DE CEPAS ENTEROTOXIGENICAS POR PCR

EMPLEANDO PRIMERS ESPECIFICOS B, B’, L-1, L-2 Y ET.

Para esta etapa del trabajo se seleccionaron los primers para cada uno
de los componentes del complejo HDL, denominados B, B, L-1y L-2 y para la
enterotoxina -T (Int'Veld et al, 2001) y se detallan en la tabla 3.1. Estos primers
fueron disefiados en base a secuencias homoélogas a los genes hblA, hb/B,
hle, hbIC del complejo HDL, y bce T (Granum., et al, 1996; Ryan., et al, 1997,
Agata et al., 1995).

Para realizar la identificacion de cepas enterotoxigénicas se utilizé el
siguiente protocolo experimental:.La mezcla de reaccién se prepar6 en un
volumen final de 20 pl, conteniendo 1 M de cada uno de los primers: B, B, L-
1, L-2 Y ET (Tabla 3.1) (Int'Veld et al, 2001), 2 pl de buffer Promega® (50mM
KCI, 10mM Tris-HCI, pH 9.0, y 0.1% triton X-100), desoxirribonucleétidos
(dGTP, dTTP, dATP, dCTP), en una concentracién de 1.5mM; 1mM Cl-Mg; 1 U
Taq polimerasa (Promega®), y 2 ul del sobrenadante de la preparacion rapida
de ADN crudo. Las condiciones de ciclado para los primers se detallan a

continuacién en el siguiente esquema:
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Desnaturalizacioén inicial
Desnaturalizacion
Annealing

Extension

Desnaturalizacion
Annealing
Extension
Extensién final

Q3 Lopez Ana Claudia
94 °C 3 minutos
94 °C 1.0 minuto
(Ver Tabla 3.1) 1.0 minuto 5 ciclos
72 °C 3.0 minutos
94 °C 1.0 minuto
54 °C 1.0 minuto 30 ciclos
72 °C 3.0 minutos
72 °C 10.0 minutos

Tabla 3.1. Secuencia de primers empleados para la deteccion de los

componentes del comlejo HDL y la enterotoxina-T

Primers Secuencia (5"--=------ 3") T °C Annealing Amplicén (pb)

B ACGAACAATGGAGATACGGC 64 622
TTGGTAGACCCAAAATAGCACC

B’ ATAACTATTAATGGAAATACA 62 232
CTCCTTGTAAATCTGTAATCCCT

L-1 ATATTCACCTTAATCAAGAGCTGTCACG 60 810
CCAGTAAATCTGTATAATTTGCGCCC

L-2 TATCAATACTCTCGCAACACCAATCG 58 977
GTTTCTCTAAATCATCTAAATATGCTCGC

ET TTACATTACCAGGACGTGCTT 56 428
TGTTTGTGATTGTAATTCAGG

Para visualizar los productos de PCR generados por los diferentes

primers, se realizé una electroforesis en geles de agarosa al 1.6% en buffer

TBE 0.5X, que se corri6 durante dos horas a 80V, en una cuba de

electroforesis horizontal Bio-Rad. Al finalizar la corrida el gel se expuso bajo

luz UV, previo tratamiento con bromuro de etidio. La electroforesis fue

digitalizada utilizando el programa Digi Doc.

3.4 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS.

Se seleccionaron las 133 cepas de B. cereus y las 53 de B. megaterium

como unidades de estudio (OTU), se eligieron los siguientes caracteres:

actividad coagulasa en plasma de conejo (Clumping factor y coagulasa libre),
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coagulacién en leche tornasolada, reaccién de clearing, reaccién de PCR para
los primers B, B, L-1, L-2 y ET y actividad beta discontinua en placas de agar
sangre.. Posteriormente se realiz6 el andlisis de similitud con el programa

NTSYS-PC, segun la metodologia detallada en el capitulo 2.

35 DESARROLLO DE UNA TECNICA PARA DETECTAR CEPAS

POTENCIALMENTE ENTEROTOXICAS DIRECTAMENTE DE MIEL.

Para detectar la presencia de cepas enterotdxicas se realizé la
extraccién de ADN, directa de miel, para la cual se inocularon artificialmente

10 muestras de miel, de acuerdo con el siguiente protocolo:

De cultivos de 7 dias de Bacilus cereus en agar TS (100 % de esporas)
se seleccionaron colonias aisladas y se prepararon suspensiones bacterianas
con agua destilada estéril con las siguientes concentraciones microbianas en

UFC /ml: 10'2, 10" 10° 10® y 10°. La miel se homogeneizé en un Bafio Maria a

40°C —45°C y diluy6 al 50 % v/v en agua destilada estéril, se centrifugd a 35009
durante 40 minutos. El sobrendante fue eliminano dejando 3 ml de la dilucién y
se mezclé utilizando con vortex. Se realizaron diluciones (1/20, 1/50, 1/100 y
1/1000), con agua destilada estéril. Posteriormente se tomaron 50 pl de cada
una de las diluciones a las cuales se agregé 150 pl de resina Chelex al 6 %p/v.
Las muestras se incubaron segun protocolo de extraccion de ADN crudo
detallado en la seccién 2.1 (Capitulo 2). Las condiciones de amplificacion

fueron las detalladas en el capitulo 3.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La capacidad de las cepas de Bacillus cereus de coagular el plasma por
accion de la enzima coagulasa, fue observada como reaccién directa de
coagulacién (Cumplig Factor) en el 43% de las cepas, mientras que el 79%
presentaron reaccion tardia indicadora de la presencia de Coagulasa Libre
(Figura 3.1) (Tabla 3.2). El 16 % de las cepas de Bacillus megaterium
presentaron reaccién instantanea de coagulacion en plasma de conejo, en
cambio el 74 % presenté la actividad en forma tardia como coagulos bien

formados entre la hora y las 4 hs del ensayo. (Figura 3.1) (Tabla 3.2)

Con respecto a la actividad de coagulacién en leche tornasolada, el
100 % de las cepas de B. cereus dieron actividad positiva. EI 10 % de las
cepas presenté una coloraciéon rosa claro, por fermentacion de la glucosa,
mientras que el 12% formaron un coagulo insoluble y el 4 % redujo el tornasol
a leucobase (Blanco). A su vez se observé que el 11% de las cepas clarificé el
medio por digestion de la caseina (Figura 3.2). Todas las cepas de B.
megaterium presentaron actividad coagulasa en leche tornasolada, dénde el 9
% de las mismas produjo fermentacién de glucosa, mientras que el 26 %
formaron un coagulo insoluble y sélo el 4 % presenté una reaccién reductora

del tornasol. La digestiéon de caseina fue observada en el 23 % de las cepas.

No se observé ningin tipo correlacion entre la actividad coagulasa en
plasma o en leche y las otras caracteristicas fenotipicas (Capitulo 1) y/o

genotipicas (Capitulo llI) anteriormente analizadas.



Capitulo III 96 Lopez Ana Claudia

Las reacciones de coagulacion tanto en plasma como en leche
tornasolada han sido ampliamente estudiadas en Staphylococcus aureus,
donde aquellos con actividad coagulasa positivos, en su mayoria, han sido
implicados en intoxicaciones alimentarias (Luczak et al., 2006, Reeves et al.,
1981), pero no existen antecedentes en B. cereus ni en B. megaterium, con

excepcion de los resultados presentados en esta tesis.

La identificacion de cepas enterotoxigénicas por PCR empleando
primers especificos B, B, L-1, L-2 y ET para las cepas de B. cereus dio
resultados variables. En el 20 % de las cepas se observ6 el amplicon de 622
pb y en el 34 % el amplicon de 232 pb, ambos correspondientes al componente
B del complejo enterotéxico HDL. En el 60 % se observé el amplicon de 810
pb, correspondiente al componente L-1, y en el 33 % de las cepas se registré
el amplicon de 977 bp correspondiente al componente L-2. Solo el 15 %
present6 los tres componentes de la proteina tripartita que forma el complejo
enterotoxico (Figura 4.3) (Tabla 4.1). Con respecto a la enterotoxina T, el 38
% presento el amplicén de 428 pb, correspondiente al componente Unico de la
proteina. (Figura 4.3)(Tabla 4.2). Es interesante destacar que las cepas: Bc 20,
Bc 21, Bc 46; B¢ 48, Bc 54, B¢ 73, Bc 75, Be 85, Bc 92, Bc 97 y Be 112, tienen
todos los componentes del complejo HDL y un 95 % de ellas presentaron
actividad coagulasa tardia. Las cepas de B. megaterium también presentaron
resultados variables con respecto a la caracterizacion de cepas toxicas por
PCR. El 26 % presenté el amplicon B, y el 6 % presentd el amplicon B’. El
componente L-1 fue observado en el 23 % de las cepas, y el L-2 en el 8 %.
Ninguna de las cepas presenté en forma conjunta los tres componentes del
complejo HDL. EI componente ET fue observado en el 17 % de las cepas.

(Figura 3.3) (Tabla 3.3).
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Segun algunos autores (in‘t Veld et al., 2001) para que una cepa de
Bacillus cereus posea actividad téxica, debe tener presentes los tres
componentes del complejo HDL, en cambio para otros (Beecher and Wong,
1996), la mayor actividad toxicogénica, se produce al tener presentes los tres
componentes, debido a que cada uno de ellos esta implicado en una actividad

diferente.

La busqueda de una correlacién entre la presencia de los genes que
codifican para el complejo enterotéxico y la reaccion de clarificaciéon del medio
en lecitina (clearing) (capitulo 1) resulté negativa, en cambio si se observé
correlacion positiva entre las cepas de Bacillus cereus que producian un
patrén discontinuo de B hemdlisis con la presencia de todos los componentes
del complejo HDL, y la enterotoxina T. Con respecto a las cepas de Bacillus
megaterium, no se encontré ninguna correlacién entre la presencia de los
genes que codifican para el complejo HDL y actividad coagulasa o alguna otra

caracteristica tipica de cepas productoras de enterotoxinas.

La extraccion de ADN directa de miel result6 efectiva en el 70 % de las
muestras, no dando resultados positivos en aquéllas con una concentracién
bacteriana del orden de 10" y 10'2 UFC /ml. Esto podria deberse a un exceso
de ADN bacteriano presente en la muestra que inhibe la reaccién de PCR o
tambien a la liberacion de mayores cantidades de DNAsas en el proceso de

extraccion del molde que lisarian el ADN target.

Se han probado otras metodologias de extraccién directa de ADN a
partir de miel para detectar especies bacterianas patégenas de abejas, como
por ejemplo Paenibacillus larvae agente causal de loque americana Yy

Melissococcus plutonius, agente causal de loque euporea pero con resultados
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muy variables y poco reproducibles (Alippi et al., 2004; Bakonyi et al., 2003;

Forsgren et al., 2005).

Por los resultados expuestos en este capitulo se concluye que B.
megaterium present6 algunas de las caracteristicas propias de cepas toxicas,
como présencia de genes que codifican para el complejo HDL y capacidad
para coagular el plasma, lo que representaria el primer resgistro de cepas
potencialmente enterotéxicas de esta especie a nivel mundial. Asimismo, este
trabajo de tesis es la primera caracterizacion de cepas de B. cereus y B.

megaterium potencialmente téxicas aisladas miel.

Figura 3.1. Actividad coagulasa en plasma de conejo. A. Bc 10 (+), B. ATCC

11776 (-)
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Figura 3.2. Actividad coagulasa en leche tornasolada

e Bc53.Coloracion Rosado claro:
fermentacion de la glucosa pero no
lactosa

e Bc 127. Coloracién rojo rosado a
rojo intenso; fermentacién de la
lactosa

e Bc 72. Formaciéon de un coagulo o
cuajo. Clarificacion del medio por
digestién de la caseina.

e Testigo. Control de reaccién
negativa, color violaceo.

mms set de primers del complejo HDL y de la
enterotoxina T. Lineas (izquierda a derecha). M, Marcador de peso molecular ( A Eco Hind lll),
1-3=Bc 20, Bc 21 y Bc37 ( primer B 622bp); 4-6=Bc 20, Be 21 y Be37 ( primer B' 232pb) ; 7-9=
Bc 20, Bc 21 y Bc37 ( primer L-1 810 pb); 10-12 = Bc 20, B¢ 21 y Bc37 ( primer L-2 977bp); 13-
15=Bc 20, Bc 21 y Be37 (primer ET 428bp); M, Marcador de peso moleculari EcoHind |l

8 D W Wl aH 13 Adet @5

s
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Tabla 3.2. Resultados de las reacciones de coagulacion en plasma de conejo, y de la reaccion

de PCR para la deteccion de cepas toxicas de Bacillus cereus

T
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Continuacion Tabla 3.2

cepa  Crija Clbre B B L1 L2 ET
Be50 + + - - + -
Bc51 + + - - - - +
Bcb2 - - - - + * +
Be53 - - - - - - -
Bc54 - + + + + + +
B55 - - - - . -4
Bcb6 + + - - - - +
BeS7 - . S . - +
Bc58 - - - - + + -
Bch9 - + - - - - +
Bc60 + + - - + + +
Be61 - - - - + + -
Bc63 - + - = + + +
Bc64 + + + - + + +
Bc65 + + - - + + +
Bo66 - + . o - . o=
Bc67 - + - - + + +
Bc68 + + - - + + +
Bc69 - + + - + + +
Bc70 - . - - - . -
Be71 - + + - + + +
Be72 - - S - - =
Bc73 + + + o+ + + +
Be74 - - + - + * .
BC75 = S + + + + +
Bc76 - . - - - -
BC77 - i - - + + -
Be78 - + S + + -
Be79  + + - - - - -
Be80  + + - - - - -
B8l - - S : = =
Bc82 = + + + +- + +
Be83 + o+ - - - - -
Be84 - + - - - - -
Bc85 + + + + + + +
Bc86 + + - - - - -
Be87  + + - - - - -
Bc88 + + = = = = -
Bc89 + + + + + + +
Bc90 o . . = - - -
B9l - + + - - - -
Bc92 + + + + + + +
Bc93 - = - - - - -

g
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Continuacion Tabla 3.2,

cepa CFija Clibre B B’ L-1 L-2 ET
Bc95 - + - - - - -
Bc96 -
Bc97
Bcos
Bc99
Be100
Bc101
Bc102
Bc103
Bc104
Bc105
Bc106
Bc107
Bc108
Bc109
Bc110
Be111 +
Be112 +
Be113 -
Be114 -
Bc115 -
Bc116 -
Bc117 -
Bc118 -
Bc119 +
Be120 -
Be121 -
Bc122 -
Be123 -
Bc124 +
Bc125 -
Bc126 +
+

+

"+ 4+
+
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+
+
+

IR
T EEEREEX
'

O I T Y S
EEE I I R
1

+ 4+
U N
[ I

0
[ I ) ]
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Bc128
Bc129 -
Bc130 -
Bc131 -
Be132 -
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1
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+
+
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1

Tabla 3.3. Resultados de las reacciones de coagulacion en plasma de conejo, y PCR para la
deteccion de cepas toxicas Bacillus megaterium

Cepa CFija ClLibre B B’ L-1 L-2 ET
NRRLB-939
Bm1
Bm2
Bm3
Bm4
Bm5
Bm6 = - - - - - -

1
]

+
1

+ + ¢ + +
+ + v + +
+ 10
1
+ 1
' T
1

+
'
'
'
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Continuacién Tabla 3.3.

Cepa CFija ClLibre
Bm7 +
Bm8
Bm9
Bm10
Bm11
Bm12
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Abreviaturas.

C Fija. Actividad coagulasa fija L-2. Componente del complejo H

C libre. Actividad coagulasa libre ET. Enterotoxina ET

B Componente del complejo HDL L-1. Componente del complejo HDL
B’. Componente del complejo HDL
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CONSIDERACIONES FINALES

e Se conformé un cepario constituido por 132 aislamientos de Bacillus
cereus, 52 de Bacillus megaterium, 7 de Bacillus mycoides y 4 de Bacillus
thuringesnis, todos provenientes de mieles de distintos origenes geograficos
(Capitulo 1).

e La caracterizacién fenotipica de las cepas de B cereus dié como resultado
un 23 % de cepas atipicas (Capitulo 1)

e Se encontré un 75 % de cepas de B megaterium con actividad hemolitica,
caracteristica inédita para esta especie (Capitulo 1).

e Un 19 % de las cepas de B. cereus y un 72 % de las cepas de B.
megatenium presentaron una reaccion de clarificacion en medios con yema
de huevo, que no habia sido reportada en el género Bacillus.

e Se encontré una alta variabilidad genética entre las cepas de B. cersusy B.
megaterium cuando se analizaron sus perfiles fingerprint por rep-PCR.
(Capitulo 2).

e La técnica rep- PCR resulté de utilidad para el estudio de la diversidad
genotipica de cepas de Bacillus cereus y Bacillus megaterium aisladas de
miel (Capitulo 2).

e Se encontraron 2 patrones de restriccion por PCR-RFLP entre las cepas de
B. cereus, demostrando una alta homologia intraespecifica (Capitulo 2).

o Se encontraron 2 patrones de restriccion por PCR-RFLP entre las cepas de

B. megatenium, demostrando una alta homologia intraespecifica (Capitulo 2)
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¢ No se encontré ningun tipo de correlacion entre los resultados obtenidos por
rep-PCR y la caracterizacién fenotipica de las cepas (Capitulo 2)

e ElI 7 % del total de cepas aisladas de miel resulté ser potencialmente
enterotéxico (Capitulo 3).

o Esta tesis constituye el primer registro a nivel mundial de cepas de B.
megatenium potencialmente enterotéxicas. (Capitulo 3)

e [Esta tesis constituye el primer estudio de diversidad de B. cereus aisladas
de miel.

o Esta tesis constituye el primer estudio de diversidad de B. megaterium.
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MEDIOS DE CULTIVO Y MEDIOS ESPECIALES PARA REACCIONES BIOQUIMICAS

AGAR PEMBA (en gramos por litro)

Reactivos

Peptona de carne 1.00
Manitol 10.0
Cloruro de sodio 2.00

Sulfato de magnesio 0.10
Fosfato di sédico 250
Fosfato monopotasico 0.25
Azul de Bromotimol 0.12
Piruvato de sodio 10.0
Agar 14.0
pH final 7.2 10.2 a 25°C

Solucién de Polimixina B

Polimixina B 100.000 Ul (Britania®)

Solucién de Yema de huevo

Emulsién estabilizada y estéril de yema de huevo sin telurito (Britania®)

Preparacion

Preparar el medio de cultivo. Esterilizar por autoclave a 121°C durante 15 minutos. Enfriar a

50 °C y asépticamente agregar 10.000 unidades de polimixina B Britania® (Resuspendida en 2
ml de agua destilada estéril) y 50 ml de emulsién estabilizada y estéril de yema de huevo
Britania®

AGAR TRIPTONA SOYA (en gramos por litro)

Reactivos

Tripteina 17.00
Peptona de soya 3.00
Cloruro de sodio 5.00
Fosfato di potasico 250
Glucosa 2.50
Agar 15.00

pH final : 7.3 £ 0.2 a 25°C
Caldo Triptona Soya. idem sin el agregado de agar.
Preparacion.
Calentar hasta disolucién total .Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 121 °C

MEDIO BASAL PARA CARBOHIDRATOS (en gramos por litro)

Reactivos.

{(NH4),HPO4 1.00
KClI 0.20
S04Mg.7H20 0.20
Extracto de levaduras 0.20
Agar 15.0
Preparacion.

Calentar hasta disolucion total .Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 121°C.



AGAR NUTRITIVO (en gramos por litro)

Reactivos

Pluripetona 5.00

Extracto de carne 3.00

Cloruro de sodio 8.00

Agar 15.00
pH7.3t02a25°C

Caldo Nutritivo. idem sin el agregado de agar.

Preparacién.

Calentar hasta disolucién total .Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 121°C.

CALDO NITRATO (en gramos por litro)

Reactivos
Peptona 5.0
Extracto de levadura 3.0
KNO3 1.0
Agua destiladac.s.p 1000 mi
Ajustar pH 7.00 £ 0.2 a 25°C
Preparacion

Calentar hasta disolucién total .Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 121°C.

BUFFER FOSFATO DE SODIO pH 6.

Reactivos Concentraciéon
NaH,PO, 025M
Na;HPO, 025M

PARA EL ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD LECITINASA
Reactivos
Agar nutritivo

Yema de huevo al 5 % (Britania®) (Tomar 5 ml de yema de huevo y agregarle 95 ml de agua

destilada estéril)

Preparacion.

Preparar el agar nutritivo y enfriario a 45°C. Agregar la yema de huevo estéril, plaquear en
cajas de Petri,

HIDROLISIS DE ALMIDON
Reactivos
Agar nutritivo

Almidén soluble

Solucién de Lugol. (Yodo 5 gr + Yoduro de potasio 10 gr + agua destilada c¢.s.p 100 ml)
Preparacién.

Preparar agar nutritivo con el agregado de almidén soluble en una concentracion final de 0.2 %

ph.

VOGUES-PROSKAUER (V-P)
Reactivos
Caldo T.S



Glucosa (Britania®)

Reactivo A: solucion de o- naftol al 5 % en alcohol 96°.

Reactivo B: solucién acuosa al 40 % p/v de KOH.

Preparacién.

Prepara el caldo TS y agregarle glucosa en una concentracién de 0.5 % P/V. Esterilizar la
glucosa por milipore de 0.45 um de didmetro de poro

REDUCCION DE NITRATOS
Reactivos
Caldo nitrato
Reactivo de Griess Soluciones Ay B (Britania®)
Preparacioén.

Sembrar los aislamientos en Caldo nitrato. Luego de 3 y 7 dias tomar 1 ml, trasvasarlo a un
tubo, y agregar tres gotas de la solucién A + 3 gotas de la solucion B del Reactivo de Griess.

UTILIZACION DE ARABINOSA
Reactivos
Medio basal
D(-)Arabinosa
Preparacién
Al medio basal adicionarle arabinosa en una concentracién final 0.5% p/v. Esterilizar la
arabinosa por milipore de 0.45 um de diametro de poro

UTILIZACION DE MANITOL
Reactivos
Medio basal
Manitol
Preparacién
Al medio basal adicionarle manitol en una concentracién final 0.5% p/v. Esterilizar el
Manitol por milipore de 0.45 um de didmetro de poro

ACTIVIDAD TIROSINASA
Reactivos
Agar nutritivo (Britania®)
L- Tirosina (Merk®)
Preparacion



Preparar el agar nutritivo y adicionarle L-Tirosina en una concentracién de 0.5 %p/v. Esterilizar
en autoclave durante 15 minutos a 1 atmosfera.

LIQUEFACCION DE LA GELATINA
Reactivos.
Agar nutritivo
Gelatina bacteriolégica (Britania®)

Preparacion.
Preparar agar nutritivo adicionarle 0.4 % p/Nv de gelatina. Distribuir en tubos tapa a rosca.

Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 1 atmosfera.

ACTIVIDAD B-HEMOLITICA Y PATRON HEMOLITICO DISCONTINUO
Reactivos.
Agar nutritivo (Britania®)
CINa (Britania®)
Sangre ovina (Britania®)
Preparacién.

Preparar el agar nutritivo suplementado con CINa en una concentracién final de 0.15M
esterilizar a 1 atmosfera 15 minutos, y una vez frio a 45C agregar sangre ovina en una
concentracion final de a 5 % pi.

LECHE TORNASOLADA
Reactivos
Leche descremada en polvo 100 gr.
Polvo de tornasol 0.75 gr.
Agua destilada 1000 mi.
pH 6.8+ 0.2 a 25°C
Preparacion.

Distribuir en tubos tapa a rosca 5ml. Autoclavar a 115°C 10 minutos. Durante el proceso de
autoclave la leche tornasolada se reduce a su leucobase de color blanco que al enfriarse
absorbe oxigeno y vuelve al color violaceo primitivo.
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COLORANTES Y SOLUCIONES

TINCION DE GRAM
Reactivos. )
Cristal Violeta: Solucién A: Cristal violeta 2 gr + etanol 96° 20 ml.
Solucién B: oxalato de amonio 0.8 gr + agua destilada 100 ml.
Preparacién
Mezclar A + B. Dejar 24 hs. Filtrar con papel de filtro.
Lugol: I, 1 gr + IK 2 gr + agua destilada c.s.p. 300 mi
Decolorante: Alcohal etilico 96 °

Safranina: Sol. stock : 10 ml + safranina O 2.5 gr + alcohol etilico 96° 100 ml. Sol. de
trabajo: Sol. Stock + agua destilada 90 mil.

SCHAEFFER-FULTON: (para coloracién especifica de esporas)
Reactivos
Solucién acuosa de verde de malaquita al 5% p/v
Sol. acuosa de safranina O al 0.5% pi

INCLUSIONES LIPIDICAS
Reactivos
Sudan Black (0.3 gr. En 100 ml. de etanol al 70%).
Xilol

Safranina O: solucién acuosa al 0.5% piv

COLORACION TRIPLE
Reactivos
Solucion acuosa de verde malaquita al 5% p~
Solucién acuosa de safranina O al 0.5% en agua destilada
Sudan Black (0.3 gr. en 100 ml de etanol al 70%)
xilol.

COLORACION DE INCLUSIONES CRISTALINAS
Reactivos
Agar nutritivo (Oxoid®)
Metanol (Anedra®)
Fucsina fenicada de Ziehl.
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SOLUCIONES PARA EXTRACCION DE ADN Y BUFFER PARA ELECTROFORESIS

CiNa (1M)
Reactivos
CINa 58¢gr
HzO(d) C.S.p 100 mi

Tris 1M
Reactivos
Tris 121 gr
HzO(d) c.Ss.p 100 mi
Preparacion
pH 8.0: Adicionar a la preparacion 42 ml de HCl,
pH 7.5: Adicionar a la preparacién 70 mi de HCl,

TES
Reactivos Concentraciéon
Tris-Cl 10 mM
EDTA 10 mM
NaCl 0.15M

TE
Reactivos Concentracién
Tris-Cl 10 mM
EDTA 10 mM
ACETATO DE AMONIO (1M)
Reactivos
Acetato de amonio 7.7 gr
HzO(d) cSs.p 100 mi
TBE 5X (buffer de corrida)

Reactivos Concentracion
Tris-Cl 89 mM
EDTA 2.5mM
Acido Bérico 89 mM
Preparacién

Buffer TBE 0.5X. Tomar 300 ml de Buffer TBE 5X y agregarle 2700 ml de agua destilada

BUFFER DE SIEMBRA (2X)
Reactivos Concentracién final (%viv)
Azul de bromofenol 0.05
Xylene Cyanol 0.05
Glicerol 70.0
HzO(d) C.S.p 100 mi
SARCOSIL PRONASA
Reactivos.
Sarcosil
Pronasa
Preparacion.

Sobre 10 ml de TE agregar 100 mg de pronasa, incubar a 37 °C 1 h para activaria. Agregarie 7
mi de sarcosil 30 % p/v en agua bidestilada estérily 3 ml de TE.
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Tabla 1. Denominacién, origen geografico y afio de aislamiento de las cepas de Bacillus
cereus empleadas en este trabajo de tesis.

Origen geografico Ao de aislamiento

Aislamisnto

ATCC 11778 USA -
Bet P. indio ( Buenos Aires, Argentina) 2001
Be2 Ranchos (Buenos Aires, Argentina) 1980
Be3 G. Chavez (Buenos Aires, Argentina) 2001
Be4 Ranchos (Buenos Aires, Argentina) 1991
BcS Ranchos (Buenos Aires, Argentina) 1991
Bc6 La Plata (Buenos Aires, Argentina) 2001
Be7 Quilmes (Buenos Alres, Argentina) 2001
Bc8 Bragado (Buenos Aires, Argentina) 2001
Be9 Pte. Per6n (Buenos Aires, Argentina) 2001
Be10 9 de julio (Buenos Aires, Argentina) 1999
Be11 La Plata (Buenos Aires, Argentina) 2000
Be12 P. Luro (Buenos Aires, Argentina) 1992
Bet13 Ranchos (Buenos Aires, Argentina) 1991
Be14 Laprida (Buenos Aires, Argentina) 1990
Be15 Pte. Per6n (Buenos Aires, Argentina) 1993
Be16 Tandil (Buenos Aires, Argentina) 1991
Be17 P. Alta (Buenos Aires, Argentina) 1992
Bc18 Las Flores (Buenos Aires, Argentina) 2001
Bc19 La Plata (Buenos Aires, Argentina) 1902
Bc20 Pte.Luro (Buenos Aires, Argentina) 1892
Be21 Pte. Luro (Buenos Aires, Argentina) 1992
Bc22 Pte. Luro (Buenos Aires, Argentina) 1992
Be23 25 de mayo (Buenos Aires, Argentina) 1993
Bc24 Tandil (Buenos Aires, Argentina) 1993
Bc2S Pte. Per6n (Buenos Aires, Argentina) 1993
Bc26 §. M. Monte (Buenos Aires, Argentina) 2002
Be27 Magdalena (Buenos Aires, Argentina) 2002
Bc28 Bragado (Buenos Aires, Argentina) 2002
Bc29 Pigué (Buenos Aires, Argentina) 2002
Bc30 9 de julio (Buenos Aires, Argentina) 2002
Be31 Las Flores (Buenos Aires, Argentina) 2002
Bc32 Berisso (Buenos Aires, Argentina) 2002
Be33 Bolivar (Buenos Aires, Argentina) 2002
Be34 Sta Fe (Santa Fe, Argentina) 2002
Be35 Chacabuco (Buenos Aires, Argentina) 1993
Bc36 Sta Fe (Santa Fe, Argentina) 2002
Be37 Resistencia (Chaco, Argentina) 2002
Bc38 Salta (Salta, Argentina) 2002
Be39 Ranchos (Buenos Aires, Argentina) 1996
Bc40 Guamini (Buenos Aires, Argentina) 2001
Be4t La Plata (Buenos Aires, Argentina) 2001
Be42 Guamini (Buenos Aires, Argentina) 1990
Bc43 Tapalqué (Buenos Aires, Argentina) 1991
Bc44 Pte.Luro (Buenos Aires, Argentina) 1992
BcdS Villarino (Buenos Aires, Argentina) 2001

Bc46 Ranchos (Buenos Aires, Argentina) 1992




Continuacién de tabla 1.

Origen geografico Ao de aislamiento
Aislamiento
Bc47 La Rioja (Argentina) 1992
Bc48 Pte. Luro (Buenos Aires, Argentina) 1992
Bc49 Ranchos (Buenos Aires, Argentina) 2002
BcS0 Chascomus (Buenos Aires, Argentina) 2002
BeS51 Tandil (Buenos Aires, Argentina) 2002
BcS52 Pigue (Buenos Aires, Argentina) 2002
Be53 Gorina (Buenos Aires, Argentina) 2002
Bc54 Chivilcoy (Buenos Aires, Argentina) 2002
Be55 Pigué (Buenos Aires, Argentina) 2002
Bc56 Henderson (Buenos Aires, Argentina) 2002
BeS7 Henderson (Buenos Aires, Argentina) 2002
BcS8 Gorina (Buenos Aires, Argentina) 2002
BcS9 Chascomus (Buenos Aires, Argentina) 2002
Bc60 Capital Federal (Buenos Aires, Argentina) 2002
Bc61 Brandsen (Buenos Aires, Argentina) 2002
Bc62 Sta. Fe (Santa Fe, Argentina) 2002
Bc63 México 2001
Bc64 México 2001
Bc65 México 2001
Bc66 Chivilcoy (Buenos Aires, Argentina) 2001
Bc67 Pigue (Buenos Aires, Argentina) 2002
Bc68 México 2001
Bc69 La Plata (Buenos Aires, Argentina) 1999
Bc70 Rauch (Buenos Aires, Argentina) 1990
Be71 La Plata (Buenos Aires, Argentina) 1999
Bc72 Pte. Luro (Buenos Aires, Argentina) 1996
Bc73 Rio Negro (Argentina) 1996
Bc74 Santa Rosa (La Pampa, Argentina) 1996
Bc75 La Plata (Buenos Aires, Argentina) 2002
Bc76 G. Lavalle (Buenos Aires, Argentina) 2001
Be77 La Plata (Buenos Aires, Argentina) 2002
Bc78 Buzios( Rio de Janeiro, Brazil) 2002
Bc79 Buzios(Rio de Janeiro, Brazif) 2002
Bc80 Buzios(Rio de Janeiro, Brazil) 2002
Bc81 Laprida (Buenos Aires, Argentina) 1899
BcB2 Laprida (Buenos Aires, Argentina) 1999
Bc83 La Piata (Buenos Aires, Argentina) 2002
Bc84 La Plata (Buenos Aires, Argentina) 2002
Be8S G Pueyrredon (Buenos Aires, Argentina) 2002
Bc86 C. Suarez (Buenos Aires, Argentina) 1899
Bc87 25 de mayo (Buenos Aires, Argentina) 2000
Bc88 T. Lauquen (La Pampa, Argentina) 2000
Bc89 T. Lauquen (La Pampa, Argentina) 2000
Bc90 G Lavalle (Buenos Aires, Argentina) 2002




Continuacién de tabla1.

Origen geografico Ano de aislamiento

Aislamiento

Be91 R. Pérez( Buenos Aires, Argentina) 2001
Bco2 Chascomus (Buenos Aires, Argentina) 2000
Bc93 Pte Luro (Buenos Aires, Argentina) 1996
Bco4 Balcarce (Buenos Aires, Argentina) 2000
Bcg5 Delta (Buenos Aires, Argentina) 1999
Bc96 25 de mayo (Buenos Aires, Argentina) 1999
Be97 C. Casares(Buenos Aires, Argentina) 2000
Bc98 T. Lauquen (La Pampa, Argentina) 2000
Bc99 Tapalqué (Buenos Aires, Argentina) 2000
Bc100 Tapalqué (Buenos Aires, Argentina) 2000
Bc101 Brandsen (Buenos Aires, Argentina) 2000
Bc102 Chascomus (Buenos Aires, Argentina) 2000
Bc103 Berisso (Buenos Aires, Argentina) 2002
Bc104 Berisso (Buenos Alres, Argentina) 2002
Bc10S Berisso (Buenos Aires, Argentina) 2002
Bc106 Boston (USA) 2003
Bct07 Boston (USA) 2003
Bc108 Boston (USA) 2003
Bc109 Boston (USA) 2003
Bc110 9 de julio (Buenos Aires, Argentina) 2001
Be111 9 de julio (Buenos Aires, Argentina) 2001
Bc112 Suipacha (Buenos Aires, Argentina) 2001
Bc113 ITALIA 1999
Bc114 ITALIA 1999
Bc115 Pigue (Buenos Aires, Argentina) 2001
Bc116 Olavarria (Buenos Aires, Argentina) 1999
Bc117 Laprida (Buenos Aires, Argentina) 1899
Bc118 Laprida (Buenos Aires, Argentina) 1999
Bc119 Laprida (Buenos Aires, Argentina) 1999
Bc120 Pta.Indio (Buenos Aires, Argentina) 1999
Be121 Pdo.Costa (Buenos Aires, Argentina) 1999
Bc122 San Vicente (Buenos Aires, Argentina) 1999
Bc123 Pehuajo (Buenos Aires, Argentina) 1999
Be124 Lincoln (Buenos Aires, Argentina) 2002
Bc125 Buzios (Rlo de Janeiro, Brasil) 2002
Bc126 Buzios (Rio de Janeiro, Brasil) 2002
Be127 Magdalena (Buenos Aires, Argentina) 1999
Bc128 Laprida (Buenos Aires, Argentina) 1999
Bc129 Guamini (Buenos Alres, Argentina) 1999
Bc130 Usa / México 2003
Be131 Usa / México 2003
Bc132 Usa / México 2003




Tabla 2. Denominacion, origen geografico y afio de aislamiento de Bacillus megaterium,
Bacillus mycoides y Bacillus thuringensis empleados en este trabajo de tesis.

Aislamientos Origen geografico Ano de aislamiento

NRRLB-939 USA

Bm1 Ranchos (Buenos Aires, Argentina) 1992
Bm2 Pte. Luro (Buenos Aires, Argentina) 1996
Bm3 Ranchos (Buenos Aires, Argentina) 1992
Bm4 Tandil( Buenos Aires, Argentina) 2002
BmS Chacabuco(Buenos Aires, Argentina) 2001
Bmé6 Pte. Luro (Buenos Aires, Argentina) 1996
Bm7 Villarino (Buenos Aires, Argentina) 2001
Bm8 Pigue (Buenos Aires, Argentina) 2002
Bm9 Ranchos (Buenos Aires, Argentina) 2002
Bm10 Quilmes (Buenos Aires, Argentina) 2002
Bm11 Brandsen (Buenos Aires, Argentina) 2002
Bm12 E. Rios (Buenos Aires, Argentina) 2002
Bmi13 Punta Alta (Buenos Aires, Argentina) 1996
Bm14 Crel. Pringles (Buenos Aires, Argentira) 1996
Bm1S La Plata (Buenos Aires, Argentina) 2001
Bm16 Ranchos (Buenos Aires, Argentina) 1992
Bm17 P. Luro (Buenos Aires, Argentina) 1996
Bm18 Magdalena (Buenos Aires, Argentina) 2002
Bm19 C. Suarez (Buenos Aires, Argentina) 1999
Bm20 25 de mayo (Buenos Aires, Argentina) 1999
Bm21 Chivilcoy (Buenos Aires, Argentina) 1999
Bm22 Francia 1999
Bm23 Buzios (Rio de Janeiro, Brasil) 1996
Bm24 Buzios (Rio de Janeiro, Brasil) 2003
Bm25 Tandil (Buenos Aires, Argentina) 2003
Bm26 Cafiuelas (Buenos Aires, Argentina) 1991
Bm27 Laprida (Buenos Aires, Argentina) 1999
Bm28 Laprida (Buenos Aires, Argentina) 1980
Bm29 San Pedro (Buenos Aires, Argentina) 1990
Bm30 Bragado (Buenos Aires, Argentina) 2002
Bm31 Magdalena (Buenos Aires, Argentina) 2002
Bm32 9 de julio (Buenos Aires, Argentina) 1991
Bm33 F. Varela (Buenos Aires, Argentina) 2001
Bm34 Gral. Alvarado (Buenos Aires, Argentina) 2001
Bm35 Gral. Alvarado (Buenos Aires, Argentina) 2001
Bm36 Gral. Pinto (Buenos Aires, Argentina) 2001
Bm37 Gral. Pinto (Buenos Aires, Argentina) 2001
Bm38 Gral. Pinto (Buenos Aires, Argentina) 2000
Bm39 F. Varela (Buenos Aires, Argentina) 2000
Bmd40 Las Flores (Buenos Aires, Argentina) 12000
Bmd41 Gral. Lavalle (Buenos Aires, Argentina) 1999

Bm42 Chacabuco (Buenos Aires, Argentina) 1999




Continuacién Tabla 2.

Aislamientos Origen geografico Ao de aislamiento
Bm43 Pte. Per6n (Buenos Aires, Argentina) 1999
Bm44 Salto (Buenos Aires, Argentina) 1999
Bmd5 Entre Rios (Buenos Aires, Argentina) 1999
Bm48 Lujan (Buenos Aires, Argentina) 1999
Bm47 C. Casares (Buenos Aires, Argentina) 2002
Bm48 T. Lauquen (Buenos Aires, Argentina) 2001
Bm49 México 2000
BmS0 25 de Mayo (Buenos Aires, Argentina) 2001
BmS1 C. Casares (Buenos Aires, Argentina) 2002
BmS52 S. Miguel Monte (Buenos Aires, Argentina) 2000
CcCT USA
Bth1 Gorina (Buenos Aires, Argentina) 2000
Bth2 Santa Fe (Santa Fe, Argentina) 2001
Bth3 9 de julio (Buenos Aires, Argentina) 2002
Bth4 Las Flores (Buenos Aires, Argentina) 1999
ATCC10206 USA
Bmy 1 La Plata (Buenos Aires, Argentina) 19899
Bmy 2 Tres Arroyos (Buenos Aires, Argentina) 2002
Bmy 3 9 de julio (Buenos Aires, Argentina) 2000
Bmy 4 Tres Arroyos (Buenos Aires, Argentina) 2000
Bmy5 Cafuelas (Buenos Aires, Argentina) 2001
Bmy 6 S. M. del Monte (Buenos Aires, Argentina) 2000
Bmy 7 Parané (Entre Rios, Argentina) 2000




