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Resumen
El helado es un vehículo para la transmisión de patógenos como Bacillus cereus. Por lo cual, se determinó la frecuencia de cepas del grupo Bacillus cereus en helados, perfil enterotoxigénico, psicrofilia y producción de biopelícula. Un total de 230 muestras de seis marcas de helado de producción y distribución nacional fueron colectadas en México. El análisis microbiológico incluyó aislamiento en agar manitol yema de huevo. Las cepas se identificaron molecularmente a partir de la amplificación del gen de la topoisomerasa (gyrB) y el perfil enterotoxigénico por la amplificación de regiones conservadas de los operones nheABC y hblABD y del gen cytK. Además, se determinó la producción de biopelícula en vidrio y policloruro de vinilo. La frecuencia de contaminación por cepas del grupo B. cereus fue de 3,6%, se encontró una cepa positiva para nheABC y cinco para cytK, el 87,5% de las cepas generó biopelícula en vidrio y todas en policloruro de vinilo, dos cepas fueron psicrofilicas. En conclusión, en el helado distribuido en México, se encontró una baja contaminación por cepas del grupo B. cereus con alta producción de biopelícula; sin embargo, no se debe subestimar el potencial enterotoxigénico de estas cepas.
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Abstract
Ice cream is a medium for microbial growth due to its nutritional value and neutral pH. Therefore, the frequency of strains of the Bacillus cereus group in ice cream was determined, the enterotoxigenic profile, psychrophilic strains and biofilm production. A total of 230 samples of six brands of ice cream produced and distributed nationwide were collected in Mexico. The microbiological analysis was a cold pre-enrichment and isolation of the microorganism in egg yolk agar. The strains were identified molecularly from the amplification of the topoisomerase gene (gyrB) and the enterotoxigenic profile by the amplification of conserved regions of the nheABC and hblABD operons and of the cytK gene. In addition, the production of biofilm in glass and polyvinyl chloride and psychophilia was determined. The frequency of contamination by strains of the B. cereus group was 3.6%, a positive strain was found for nheABC and five for cytK, 87.5% of the strains generated biofilm in glass and all in polyvinyl chloride, two strains were psychrophilic. In the ice cream distributed in Mexico, a low contamination by strain of the B. cereus group was found, however, the enterotoxigenic potential of the strains should not be underestimated.
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Introducción
El helado es un buen medio para el crecimiento microbiano y la transmisión de patógenos debido a su alto valor nutrimental, un pH casi neutro (6 a 7) y una vida media de anaquel prolongada (1). La pasteurización, congelamiento y pasos de endurecimiento durante la producción pueden eliminar los peligros microbiológicos (2). Sin embargo, un estudio en el 2006, ha descrito la formación de biopelícula en una planta de producción de helado y la relaciona como una fuente importante de contaminación durante la producción del helado y destaca la presencia de microorganismos patógenos como Listeria monocytogenes (L. monocytogenes) y especies de Shigella; también describe la presencia de otros microorganismos, incluido el género Bacillus (3). Además, este alimento se puede contaminar una vez ya elaborado por microorganismos tanto psicrotróficos como psicrofilos incluidos Bacillus cereus (B. cereus) y aumentar en número a niveles de riesgo sanitario (4).
El grupo B. cereus está formado por 6 especies bacterianas estrechamente relacionadas entre sí: B. cereus sensu stricto, B. antrhacis, B. mycoides, B. pseudomycoides, B thuringiensis y B. weihentephanensis (5,6).
Algunas especies del grupo B. cereus pueden producir intoxicación alimentaria por la producción de diferentes toxinas, entre ellas: la cereulida, toxina termoestable, resistente a pH ácido y a proteasas (7). Esta toxina causa la estimulación del nervio vago aferente a través de la unión al receptor 5-HT3 de serotonina, originando el síndrome emético caracterizado por náuseas y vómito. Los principales alimentos relacionados son arroz, pastas y productos lácteos; considerándose la presencia de la toxina preformada en el alimento suficiente para causar la enfermedad (8,9).
En contraste, las toxinas diarreogénicas, como la hemolisina BL (HBL), enterotoxina no hemolítica (NHE) y citotoxina K (CYTK) son producidas durante el crecimiento vegetativo de la bacteria en el intestino delgado (10). Las enterotoxinas HBL y NHE están constituidas por tres subunidades; L2, L1, B y NHEA, NHEB, NHEC respectivamente. En tanto que la citotoxina K (CYTK) está constituida por una sola proteína miembro de la familia de barriles β (11). Las tres toxinas tienen actividad lítica contra enterocitos, el mecanismo se desconoce con precisión; sin embargo, se sugiere la formación de poros en la membrana lipídica de las células, lo que conduce a la lisis osmótica (7,12).
En el 2016, en Estados Unidos de América, se reportaron 6 intoxicaciones alimentarias causadas por B. cereus, con un total de 340 enfermos confirmados sin llegar a hospitalización (13); mientras tanto, en México se desconocen las cifras de este microorganismo debido a que actualmente no se encuentra dentro de la legislación sanitaria y por lo tanto no se busca o reporta.
En la actualidad, una gran diversidad de metodologías se han implementado para la determinación de L. monocytogenes como contaminante de helado debido a su capacidad de adaptación al frio y la producción de biopelícula (14,15); sin embargo, B. cereus solo se ha reportado en helados en un estudio en Turquía (16), aun cuando también en este microorganismo se ha descrito ambas características (17-21); considerándose la producción de biopelícula en B. cereus un problema en la industria de productos frescos, carne roja, así como, lácteos y sus derivados (22). Por lo cual, en este estudio se determinó la frecuencia de cepas del grupo B. cereus, además, el perfil enterotoxigénico, psicrofilia y producción de biopelícula en las cepas aisladas.
Métodos
Diseño de la investigación y población: este estudio es de tipo transversal descriptivo con un total de 230 muestras de helado de seis marcas diferentes que fueron colectadas en una ciudad al suroeste de México desde enero hasta junio de 2018. Destacando que todos los productores son nacionales y todas las marcas se distribuyen en todo el país. De cada marca se colectaron un total de 40 muestras (Marca I, II, V y VI), con excepciones en la marca III en la cual se colectaron 50 muestras y la marca IV solo 20, la cantidad de muestras estuvo relacionado con la disponibilidad y cantidad de sabores ofrecidos. Todas las muestras fueron inmediatamente transportadas al laboratorio en hielera (4 a 8ºC) y se mantuvieron a 4ºC hasta el análisis. El análisis inicio inmediatamente después del transporte al laboratorio.
Análisis microbiológico: el análisis microbiológico se limitó a un método de pre-enriquecimiento en frío para la búsqueda de cepas psicrófilas del grupo B. cereus. Para este método, se tomaron de manera aséptica 25 g de muestra en una báscula digital (OHAUS, CS200, México) y se diluyeron con 225 ml de solución salina peptonada al 5%, la mezcla resultante fue incubada en una incubadora (Quincy Lab® 140E, EUA) por 24 h a 4ºC. Transcurrido el tiempo, 0,1 ml fueron inoculados por el método de dispersión en placa en Agar Manitol Yema de Huevo-Polimixina (MYP) (BD DIFCO®, Francia). Las placas fueron incubadas por 24 h a 30ºC. Se consideraron como sospechosas de B. cereus (de acuerdo a la norma ISO 7932-2004) (23), todas las colonias rosas con un halo opaco y se confirmaron por beta hemolisis en agar soya tripticasa (AST) (BD BIOXON®, México) suplementado con sangre de cordero al 5%. Las cepas fueron conservadas en caldo Luria Bertani (LB) (BD BIOXON, México) al 20% de glicerol y se les asignó un identificador de acuerdo al orden de conservación iniciando con la letra B.
Identificación molecular de cepas del grupo B. cereus: Para la obtención de ADN cromosomal bacteriano se utilizó la técnica de choque térmico. En corto, las células de una colonia fueron suspendidas en agua estéril, calentadas a 95ºC por 3 minutos y enseguida colocadas en hielo. Después de la centrifugación, los sobrenadantes fueron usados como templado (24), tanto para la identificación molecular del grupo B. cereus, como para el perfil de toxinas. La identificación molecular se realizó por PCR con la amplificación de una región del gen de la topoisomerasa (gyrB) utilizando los oligonucleótidos descritos por Wei y col. (25) que permite la identificación de cepas del grupo de B. cereus y la diferenciación de B. subtilis. La mezcla final de cada reacción de PCR contenía 0,2 mM de cada dNTP, 3 mM MgCl2, 0,2 µM de los iniciadores, 1 U de Taq DNA polimerasa (Ampliqon®, Dinamarca), 5 µl de Buffer 10X y 1 µl de ADN como templado. El protocolo de PCR consistió en una desnaturalización de 15 minutos a 95ºC, seguido de 30 ciclos a 95ºC por 30 s, a 52ºC por un minuto y a 72ºC por 30 s y una elongación final a 72ºC por dos minutos. La electroforesis se realizó en geles de agarosa al 2% a 80V por 45 minutos. Los geles fueron teñidos con Midori Green (Nippon Genetics®, Alemania) y visualizados con luz LED. Se utilizó la cepa de B. cereus ATCC 14579 como control positivo y como control negativo una cepa de B. subtilis.
Determinación de genes de toxinas diarreogénicas de B. cereus: se determinó a partir de la amplificación por PCR de regiones conservadas de los operones nheABC y hblABD que codifican para la enterotoxina no hemolítica y la hemolisina BL, respectivamente, descritas anteriormente por Ehling-Schulz y col. (26). La mezcla final de cada reacción de PCR contenía 0,2 mM de cada dNTP, 3 mM MgCl2, 0,2 uM de los iniciadores nheF- AAG CIG CTC TTC GIA TTC y nheR- ITI GTT GAA ATA AGC TGT GG o hlbF- GTA AAT TAI GAT GAI CAA TTT C y hlbR- AGA ATA GGC ATT CAT AGA TT; 1 U de Taq DNA polimerasa (Ampliqon, Dinamarca), 5 µl de 10X Buffer y 1 µl de ADN como templado. El protocolo de PCR consistió en una desnaturalización inicial de 15 minutos a 95ºC, seguido de 30 ciclos a 94ºC por 30 s, 49ºC por un minuto y a 72ºC por un minuto, y una elongación final a 72ºC por cinco minutos.
En el caso del gen cytK y de la región plcR, se realizó por PCR en punto final descrita por Oltuszak-Walczak y Walczak (27) con las siguientes condiciones de reacción: 0,2 mM de cada dNTP, 3 mM MgCl2, 0,2 uM de los iniciadores P1- CAA AAC TCT ATG CAA TTA TGC AT, P2- AAA ATG TTT AGC ATT ATC CGC TGT y P3- ACC AGT TGT ATT AAT AAC GGC AAT C; 1 U de Taq DNA polimerasa (Ampliqon, Dinamarca ), 5 µl de Buffer10X y 1 µl de ADN como templado. El protocolo de PCR consistió en una desnaturalización inicial de 15 minutos a 95ºC, seguido de 30 ciclos a 95ºC por 30 s, a 52ºC por un minuto y 72ºC por 30 s, y una elongación final a 72ºC por dos minutos. La electroforesis se realizó en geles de agarosa al 2% a 80V por 45 minutos. Los geles fueron teñidos con Midori Green (Nippon Genetics, Alemania) y visualizados con luz LED. Se utilizó la cepa de B. cereus ATCC 14579 como control positivo y como control negativo una cepa de B. subtilis.
Determinación de biopelícula en vidrio y policloruro de vinilo (PVC): la biopelícula estática fue determinada en cupones de PVC, los cuales fueron colocados dentro de tubos de vidrio. Los cupones fueron pretratados para remover la suciedad y otros componentes orgánicos de acuerdo a lo descrito por Castelijn y col. (28). Las biopelículas se generaron en caldo BHI debido a que este promueve la formación de gran cantidad de biopelícula en comparación a otros medios para cepas de B. cereus aisladas de alimentos (29). Además, el caldo BHI fue suplementado con glucosa en una concentración final del 2%. Cada tubo de vidrio que contenía el cupón de PVC fue llenado con 3 ml de BHI suplementado con glucosa. El caldo BHI fue inoculado con 30 µl de un cultivo de 24 horas de la respectiva cepa. Los tubos con los cupones de PVC fueron incubados a 30˚C por 48 horas en condiciones estáticas. Para la determinación en vidrio, el procedimiento fue similar, pero sin los cupones de PVC.
Cuantificación de biopelícula: el ensayo de cristal violeta descrito previamente por Castelijn y col. (28), fue usado para medir la formación de biopelícula. En corto, después de la incubación, los cupones de PVC fueron cuidadosamente lavados tres veces sumergiéndolos en buffer de fosfatos salinos (PBS) (Life Technologies®, USA) usando pinzas estériles. En el caso de vidrio, a los tubos se les retiró el crecimiento decantando el cultivo y después fueron lavados tres veces con PBS. La biopelícula adherida fue teñida con una solución de cristal violeta al 0,1% (Difco®, USA) por 30 minutos. Los cupones al igual que los tubos de vidrio fueron lavados de nuevo tres veces con PBS e inmersos con etanol grado analítico al 70% por 30 minutos para liberar el cristal violeta unido a la biopelícula. El cristal violeta solubilizado fue cuantificado por medición de la absorbancia a una longitud de onda de 595 nm en un espectrofotómetro (Thermo Scientific®, GENESYS 200, USA). Los ensayos de cristal violeta fueron repetidos en tres experimentos independientes.
Análisis de características psicrofilicas y producción de amilasa: todas las cepas fueron evaluadas para crecimiento psicrofilico a 7± 1˚C. Estas fueron sembradas en agar soya tripticasa e incubadas a 7± 1˚C durante 7 días. El crecimiento fue monitoreado cada 24 horas. En el caso de la producción de amilasa, las cepas fueron sembradas en agar soya tripticasa suplementado con almidón al 1% e incubadas a 37ºC durante 24 h. La degradación de almidón se evidenció agregando unas gotas de lugol al medio, la aparición de un halo amarillo alrededor de las colonias en fondo azul indica la producción de esta enzima.
Análisis estadístico: se realizó una base de datos en el programa STATA V. 12, los resultados fueron presentados en frecuencias simples.
Resultados
Del total de las muestras analizadas, la frecuencia de contaminación de B. cereus identificado fenotípicamente fue de 4,34% (10/230); sin embargo, al realizarse la amplificación de gen gyrB (Figura 1), la frecuencia disminuyó al 3,47% (8/230), encontrándose una frecuencia mayor en la marca IV [10%, (2/20)] en relación con otras marcas (Tabla 1).
Tabla 1. Frecuencia de Bacillus cereus en helados comercializados en México
Marca | Muestras n= 230 | Cepas de B. cereus n(%), N=8 |
I | 40 | 0 |
II | 40 | 1 (2,5) |
III | 50 | 3 (6) |
IV | 20 | 2 (10) |
V | 40 | 2 (5,0) |
VI | 40 | 0 |
Figura 1. Electroforesis en geles de agarosa de los productos de amplificación de una región del gen de la topoisomerasa (gyrB). Carril 1, B. cereus ATCC 14579. 2, B427. 3, B455. 4, B432. 5, B429. 6, B474. 7, B425. 8, B424. 9, B430. 10, B426. 11, B428. 12, B subtilis. MPM. Marcador de peso molecular de 100 pb. La amplificación corresponde a un producto de 221 pb. En el caso de la amplificación débil observada en los carriles 10 y 11, las muestras se volvieron a repetir confirmándose como positivas
Las ocho cepas aisladas de helados comerciales confirmadas como pertenecientes al grupo B. cereus, fueron caracterizadas con base a pruebas fenotípicas y genotípicas (Tabla 2); encontrando que solo 2 cepas (25%) del total fueron capaces de crecer a una temperatura de 7ºC. La mayoría [75%, (7/8)] formaron biopelícula en vidrio y todas las cepas fueron capaces de producirla en PVC; en cuanto a la producción de amilasa, no se encontraron cepas capaces de degradar el almidón. De acuerdo con el perfil génico de las toxinas de interés, solamente en una cepa (12,5%) se amplificó la región conservada del operón nhe (nhe+) (Figura 2). No se encontraron cepas en las cuales se amplificarán para el operón hbl+ y el gen de la cereulida (ces+). Cinco del total de las cepas (62,5%) amplificaron para la región del gen cytK incluida la caja plcR (Figura 3).
Tabla 2. Características fenotípicas y moleculares de las cepas de Bacillus cereus
Cepa | Psicrofilia* | Biopelícula | nhe | hbl | ces | Amilasa | plcR-cytK | |
Vidrio | PVC |
| ||||||
B424 | - | + | + | + | - | - | - | - |
B425 | 2 | + | + | - | - | - | - | + |
B426 | 3 | + | + | - | - | - | - | + |
B427 | - | + | + | - | - | - | - | + |
B428 | - | + | + | - | - | - | - | - |
B430 | - | + | + | - | - | - | - | + |
B432 | - | - | + | - | - | - | - | - |
B455 | - | + | + | - | - | - | - | + |
(*) Reportado en número de días en los cuales aparece crecimiento. (+) Positivo ya sea para la producción de biopelícula o la presencia de genes. (-) Negativo, sea para psicrofilia, producción de biopelícula o la presencia de genes
Figura 2. Electroforesis en geles de agarosa de los productos de amplificación de regiones conservadas de los operones nheABC y hblABD de B. cereus. Carril 1, B. cereus nhe+ (766 pb). 2, B. cereus hbl+ (1091 pb). 3 y 4, B. cereus B424. 5, B. subtilis. MPM, Marcador de peso molecular (100 pb)
Figura 3. Electroforesis en geles de agarosa de los productos de amplificación de una región del gen cytK incluida la caja plcR. Carril 1, B424. 2, B425. 3, B426. 4, B427. 5, B430. 6, B455. 7, B428. 8, B432. 9, B. subtilis. 10, se utilizó agua estéril como control negativo. MPM. Marcador de peso molecular de 100 pb.
Discusión
Actualmente, se ha aislado a B. cereus en una gran cantidad de alimentos incluidos arroz (30), alimentos listos para su consumo (19,31,32) y productos lácteos frescos (33,34). Al menos, en los dos últimos alimentos, la refrigeración se considera como mecanismo de conservación del producto y no sufren de un proceso de cocción antes del consumo. Aun cuando el helado cumple estas últimas características, no se han encontrado reportes acerca de la presencia de B. cereus, aunado a las características que también este microorganismo presenta y que le permiten sobrevivir y proliferar en este tipo de productos o en las industrias en los cuales se elaboran. Dentro de las cuales, se considera la presencia de cepas tolerantes a frío o que crecen a temperaturas bajas (19), la producción de biopelícula que se ha convertido en una tema de interés en esta especie bacteriana y que podría explicar su persistencia a nivel industrial (22) y por último, la generación de esporas, como mecanismo de resistencia a tratamientos que sufren los productos alimenticios para garantizar su inocuidad (35), en el caso particular del alimento estudiado, la pasteurización (2).
En este estudio, la frecuencia de B. cereus en helados fue del 3,47%, la cual es baja cuando se compara con otros matrices alimenticias estudiadas como arroz (25%) (30), alimentos listos para su consumo (56,3%) (19), (35%) (31), (50,5%) (32) y productos lácteos frescos (15,9%) (33), (35%) (34). La explicación podría estar relacionada con la circulación de una baja cantidad de cepas psicrofilas en las muestras de helados analizadas (solo se aislaron dos cepas psicrofilas); puesto que, esta característica a bajas temperaturas es un mecanismo que permite la supervivencia y multiplicación de B. cereus en el producto final. Aun cuando la cantidad de cepas psicrofilas es baja, se debe seguir considerando, debido a que estas cepas podrían alcanzar cantidades suficientes para causar enfermedad, en este sentido, la FDA describe que cantidades entre Log 5-8 UFC/g son suficientes para causar una intoxicación alimentaria (36). Otro factor que puede influir en la baja recuperación de este grupo bacteriano es la presencia de otros microorganismos como microbiota competitiva (37).
Otra característica fenotípica a resaltar es la formación de biopelícula en vidrio y policloruro de vinilo, lo cual podría favorecer su persistencia a nivel industrial y de esta manera contaminar el producto, considerando esta característica, diversos estudios han descrito la importancia de la biopelícula de B. cereus a nivel industrial, debido a que se ha observado la contaminación de tanques y ductos, lo que favorecería la contaminación sistemática del producto (22) y lo cual apoyaría la hipótesis del mecanismo por el cual, este microorganismo podría estar llegando a este producto, destacando que la producción de biopelícula podría ser incluso necesaria, debido a que la mayoría de las cepas fueron capaces de producirla en ambos materiales. Otro punto importante a considerar es que se ha reportado que cepas encontradas en biopeliculas aisladas de una planta de alimentos presentaban resistencia a antibióticos y que estas podrían considerarse como un problema de salud pública al transmitirse por alimentos (38), situación similar que podría ocurrir con las cepas encontradas en este estudio.
En este estudio, para determinar el perfil toxigénico de las cepas, se utilizó la técnica de PCR implementada por Ehling-Schulz y col. (26), la cual permite con un par de iniciadores identificar al menos la presencia conjunta de dos subunidades de operón nhe o de hbl, con lo cual se simplifica la búsqueda de cepas enterotoxigénicas de B. cereus. La circulación de cepas solo positivas para el operón nhe se ha descrito en cepas aisladas de alimentos, no así en cepas clínicas o ambientales (26), lo cual fue confirmado en este trabajo, donde solo se aisló una cepa bajo este perfil.
La citotoxina K es uno de los factores de virulencia de mayor importancia entre las cepas del grupo B. cereus, debido a que está asociada directamente al síndrome diarreico (39). La síntesis de esta toxina (al igual que las toxinas Hbl y Nhe) está bajo el control del regulador transcripcional PlcR, este regulador se une a una secuencia de ADN específica, denominada caja-PlcR la cual se localiza río arriba entre la posición -35 y el inicio de la transcripción del gen (40). En el presente estudio, se identificó la presencia del gen cytK en 5 de las cepas analizadas. Conociendo el mecanismo de regulación de expresión de este gen, se buscó la presencia de la denominada caja-PclR en las cepas estudiadas. Los resultados obtenidos indican que todas las cepas portadoras del gen cytK también contenían el sitio de unión para el factor de transcripción PlcR, por lo tanto, son capaces de expresar el gen para la producción de la citotoxina K. Lo cual indica que las cepas portadoras del gen cytK y que contiene el sitio de unión para el factor de transcripción PlcR, podrían expresar dicho gen. En el único estudio encontrado acerca de contaminación de helados por B. cereus, no se detectó la presencia del gen cytK (16), lo cual enfatiza la importancia de este estudio, el cual demuestra la circulación de cepas diferentes a las encontradas en estudios previos. Los resultados de esta investigación confirman que en México circulan cepas del grupo de B. cereus portadoras de gen cytK, las cuales también han sido descritas por nuestro grupo de trabajo en otra matriz alimentaria (24).
No se debe de subestimar el bajo potencial toxigénico de las cepas del grupo B. cereus encontradas en el presente estudio, puesto que pueden presentar otros genes de enterotoxinas como bceT o entFM, las cuales no fueron objeto de estudio de esta investigación. Además, es necesario evaluar la presencia de genes para la expresión de enzimas relacionadas con la descomposición de alimentos, descritas previamente en B. cereus (41), las cuales pueden representar un problema en este tipo de productos, no como factores de virulencia sino como generadoras de descomposición. En este último punto, solo se consideró la búsqueda de la producción de amilasa de manera fenotípica, la cual no se encontró en este estudio; esta enzima, más que un marcador de un microorganismo descomponedor de alimentos, para B. cereus se ha utilizado para inferir el potencial enterotoxigénico de las cepas, considerando a las cepas amilolíticas con una mayor probabilidad de producir cereulida (26,42). En este estudio, no se encontraron cepas amiloliticas y tampoco cepas que presentaran el gen de la cereulida. Arslan y cols. (16) encontraron la producción de la enzima amilasa en el 93.1% de sus cepas analizadas; sin embargo, tampoco encuentran el gen de la cereulida. Coincidiendo en la baja frecuencia del gen de la cereulida en dichas cepas, las discrepancias en el gen de la amilasa, podrían ser resultado del mismo comportamiento observado con la citotoxina K.
En este estudio, se concluye que, en el helado distribuido en México, se encontró una baja contaminación por B. cereus, sin embargo, no se debe subestimar la cifra considerando la presencia de genes relacionados a enterotoxinas en dichas cepas.
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