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Resumen 

Los microorganismos pertenecientes al grupo de Bacillus cereus sensu lato (B. cereus 

s.l.) se caracterizan por ser formadores de esporas altamente resistentes al calor, 

actividad lecitinasa y ausencia de fermentación de manitol; el medio ampliamente 

utilizado para su detección es el agar manitol egg yolk-polymixin (MYP) pero su 

selectividad es escasa. El diagnóstico microbiológico se basa en pruebas fenotípicas, sin 

embargo, existen diversas variantes atípicas, que dificultan la identificación, siendo esta 

solo a nivel presuntivo. Al considerar los factores de virulencia, pueden ser expresados o 

no; así, la identificación de toxinas tampoco es concluyente.  Por lo cual es relevante 

contar con una prueba que confirme la presencia del agente etiológico de manera rápida 

y confiable. Considerando que los tRNA son moléculas esenciales en la traducción del 

código genético y qué filogenéticamente pueden ser usados para categorizaciones 

taxonómicas, en este trabajo se evaluó el gen trna-cys en una prueba de PCR para la 

detección y diferenciación de miembros del grupo B. cereus sensu lato. A partir de las 

bases de datos disponibles se evaluó in silico la región genómica asociada río abajo del 

gen trna-cys, encontrando que la mayoría de los miembros del grupo de B. cereus s.l. 

presenta una sola copia del isoaceptor en su genoma y que la región de estudio difiere 

de otras especies del género Bacillus. El análisis por PCR punto final de los aislados 

bacterianos y de la cepa control Bacillus cereus ATCC 10876, demostró la efectividad de 

la estrategia molecular para la detección de colonias fenotípicamente sospechosas 

pertenecientes al grupo de B. cereus s.l. El análisis filogenético de las secuenciaciones 

de los amplicones obtenidos por PCR confirmó la relación taxonómica de las cepas 

presuntivas, por lo que el resultado permitió corroborar nuestra hipótesis que es posible 

utilizar la región genómica asociada al gen trna-cys del grupo Bacillus cereus sensu lato 

cómo un método molecular adicional para la detección de miembros del grupo de B. 

cereus s.l. 

Palabras clave: Bacillus cereus, infecciones gastrointestinales y no gastrointestinales, 

patogenicidad, trna-cys, filogenia. 

 



- 10 - 

 

Abstract 

 

The Bacillus cereus sensu lato group is characterized by being highly heat resistant spore 

formers, lecithinase activity and absence of mannitol fermentation; the medium used for 

its detection is egg yolk-polymyxin (MYP) agar, however its selectivity is low. The 

microbiological diagnosis is based on phenotypic test, however, there are several atypical 

variants, which make identification difficult, this being only at the presumptive level. When 

considering virulence factors, they may or not be expressed; thus, the identification of 

toxins is also not conclusive. Therefore, it is relevant to have a test that confirms the 

presence of the etiological agent quickly and reliably. Considering that tRNAs are 

essential during traduction of genetic code and that phylogenetically are used for 

taxonomic propose, in this work the trna-cys gene was evaluated for the identification and 

differentiation of the B. cereus sensu lato group. From the databases, the genomic region 

associated downstream of the trna-cys gene was evaluated in silico, finding that most of 

the available members of the B. cereus s.l. group present in their genome a single copy 

of the isoaceptor and that the study region differs from other Bacillus species. The analysis 

of bacterial isolates and control strain B. cereus ATCC 10876 by end-point PCR 

demonstrated the effectiveness of the molecular strategy for the identification of species 

belonging to B. cereus s.l. group. The phylogenetic analysis of the amplicons sequenced 

obtained by PCR confirmed the relevance of the presumptive strains, so the resulting 

corroborates our hypothesis that is possible to use the genomic region associated with 

the trna-cys gene of the B. cereus s.l. group as a complementary molecular method for 

the detection of the group B. cereus s.l.  

 

Key words: Bacillus cereus, healthcare associated infections, pathogenicity, trna-cys, 

phylogeny 
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I. Introducción 

 

 
El  grupo de Bacillus cereus sensu lato se encuentra ampliamente distribuido en la 

naturaleza, es versátil en cuanto a requerimientos de oxígeno, temperatura y pH para su 

crecimiento (Ehling-Schulz et al., 2015). Morfológicamente son bacilos Gram positivos 

formadores de endosporas altamente resistentes al calor y a la desecación (Vilas-Bôas 

et al., 2007), lo que les permite sobrevivir a condiciones ambientales adversas. 

Vertebrados, insectos y nemátodos son hospederos de B. cereus s.s., B. thuringiensis y 

B. anthracis (Méric et al., 2018); desarrollando relaciones simbióticas como microbiota 

intestinal de insectos y mamíferos;  sin embargo, también es posible que generen 

patologías muy variables dependiendo de factores de virulencia del microorganismo y de 

la respuesta inmune del huésped (Ceuppens et al., 2013).  

Las infecciones no gastrointestinales producidas por B. cereus sensu stricto se asocian 

a pacientes con antecedentes de heridas quirúrgicas o traumáticas, pacientes adictos, 

pacientes con leucemia o por catéteres intravasculares (Messelhäußer y Ehling-Schulz, 

2018); las principales afecciones descritas son: bacteriemia (Akamatsu et al., 2019; 

Cheng et al., 2017;  Hernaiz et al., 2003) endoftalmitis ( Mursalin et al., 2020b), neumonía, 

endocarditis (Barraud  y Tisné, 2019), meningitis, encefalitis (Drazin et al., 2010), 

infecciones de piel (Veysseyre et al., 2015), lesiones cutáneas tipo ántrax (Saikia et al., 

2019), neumonía necrotizante (Leung et al.,  2019); además de la posible correlación con  

bacteriemia posparto (Xaplanteri et al., 2019). 

Existen pocos estudios sobre la incidencia real de las infecciones por B. cereus asociadas 

a la atención sanitaria, así como de las características genéticas y fenotípicas de las 

cepas. (Glasset et al., 2018). Es importante considerar a B. cereus como un patógeno 

emergente subestimado que puede estar implicado en enfermedades mortales asociadas 

a la atención sanitaria en neonatos prematuros (Lotte et al., 2017).  

Las definiciones de especies actuales no contemplan incongruencias existentes entre 

especies y fenotipos lo que puede conducir a clasificaciones erróneas (Carroll et al., 2020) 

y diagnósticos equívocos. La Sociedad Española de Enfermedades Infecciosas y 

Microbiología clínica (Bou et al., 2011), enfatiza la relevancia de contar con muestras de 

calidad analítica; así como la aplicación de una metodología precisa, que permita 
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identificar microorganismos patógenos u oportunistas asociados a infecciones, de tal 

manera que el diagnóstico y tratamiento adecuado de una infección se basa en la 

identificación oportuna del agente etiológico que produce la patología. 

La identificación fenotípica del grupo de B. cereus s.l. es solo a nivel presuntivo, en 

ocasiones existen cepas atípicas con gran variabilidad (Tallent et al.,  2012),  por lo que  

es necesario incrementar la batería de pruebas bioquímicas para su identificación lo que 

conlleva más tiempo, sin identificación a nivel de especie. 

Es por ello por lo que se han implementado diversas metodologías moleculares para su 

identificación, dentro de ellas se encuentra la secuenciación del gen 16S rDNA; sin 

embargo, debido a su alta similitud filogenética dentro del grupo se dificulta su 

diferenciación, por lo que se combina con secuenciación de genes de toxinas (que 

pueden variar o no siempre estar presentes). De igual manera se han hecho estudios con 

sistemas basados en espectrometría de masas MALDI-TOF; pero tampoco han permitido 

la identificación de microorganismos muy relacionados entre sí, como es el caso del grupo 

de B. cereus s.l.  además, hay que considerar que el equipo es de alto costo. Existen 

pruebas automatizadas para la identificación de Bacterias Gram Positivas en 

hemocultivos, basadas en microarreglos, pero no incluyen en su panel al grupo de B. 

cereus s.l.  

Por lo que en el presente proyecto se desarrolló un método molecular basado en el gen 

trna-cys como método alternativo para la detección de Bacillus cereus s.l. en el 

diagnóstico molecular. Considerando que es un gen altamente conservado y presenta 

una sola copia en el genoma de especies del grupo de B. cereus s.l.  

A partir del análisis in silico de la región genómica asociada al gen trna-cys de copia 

única, se realizó la amplificación de la región de estudio en asilados bacterianos 

presuntivos usando como control la cepa B. cereus ATCC 10876, para posteriormente 

secuenciarlos. La comparación de las secuenciaciones obtenidas con genomas de 

referencia permitió realizar un análisis filogenético de las cepas positivas y establecer su 

relación taxonómica con el grupo de B. cereus s.l. 
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Justificación  

 
Algunos miembros pertenecientes al grupo de Bacillus cereus se han correlacionado  a 

infecciones gastrointestinales y no gastrointestinales, de carácter local o sistémico (Khan 

et al., 2015), presentes principalmente en pacientes con antecedentes de heridas 

traumáticas, inmunocomprometidos o con adicciones (Messelhäußer y Ehling-Schulz 

2018).  Sin embargo son contados los estudios sobre la incidencia real de por B. cereus 

en IAAS; así como de las características genéticas y fenotípicas de las cepas (Glasset et 

al., 2018). Un estudio reciente demuestra la producción y el potencial trombolítico de una 

nueva proteasa fibrinolítica termoestable dependiente de tiol en B. cereus RSA1 (Sharma 

et al., 2019) ampliando los alcances patológicos descritos. Se han propuesto diferentes 

estrategias para la identificación y diferenciación del grupo de  B. cereus, como son la  

secuenciación del gen 16S rDNA, pero la resolución de los diferentes genes 16S rDNA 

dentro del género Bacillus sensu lato está lejos de ser clara  (Draganic et al., 2017).  La 

estrecha similitud filogenética en el grupo de B. cereus dificulta su discriminación 

mediante secuencias de rRNA (Bavykin et al., 2004). Los sistemas basados en 

espectrometría de masas MALDI-TOF no permiten la identificación de microorganismos 

muy relacionados entre sí, además cultivos jóvenes o mixtos o inexistencia del 

microorganismo en la base de datos  interfieren en el resultado de la señal del espectro; 

aunado a lo anterior  el equipo es de alto costo (Mansilla et al., 2019) .  

También se han realizado análisis de longitud de fragmentos amplificados con 

fluorescencia y detección de genes de toxinas; pero ninguno conduce a una 

diferenciación concluyente de los miembros del grupo (Hernández et al., 2020). 

Considerando pautas internacionales: La Declaración de la Alianza Mundial contra la 

Resistencia a antibióticos en su  acción 5 resalta la importancia  del “…uso apropiado de 

pruebas diagnósticas existentes y el desarrollo e implementación de nuevas pruebas de 

diagnóstico… rápido para ayudar a los médicos a evitar tratamientos innecesarios, a 

elegir con rapidez terapias dirigidas adecuadas e informar de la duración del tratamiento” 

(Carlet, 2014). El gen del trna-cys es un gen altamente conservado y presenta una sola 

copia en el genoma de diversas especies del grupo de B. cereus, por lo que podría ser 

un método alternativo para la detección de miembros del grupo de B. cereus s. l. en 

aislados bacterianos presuntivos con alto potencial para el diagnóstico clínico molecular. 
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II. Antecedentes 

 

2.1. Taxonomia del grupo B. cereus sensu lato  

 
El grupo de Bacillus. cereus sensu lato  pertenece al  género “Bacillus” dentro de 

la familia Bacillaceae, orden Bacillales, Clase Bacilli, Filo Firmicutes; son Gram positivos 

en forma de bastón, rectos o curvos individuales o en cadenas cortas, anaeróbicos 

facultativos (Patiño-Navarrete y Sanchis, 2017) y  formadores de endosporas altamente 

resistentes al calor, con crecimiento en un amplio rango de pH y resistente a la  

desecación (Vilas-Bôas et al., 2007); también son capaces de soportar concentraciones 

de NaCl hasta del 7% (Sánchez  et al., 2016).  Dichas características le permiten a este 

grupo sobrevivir a condiciones ambientales adversas incluyendo procesos industriales 

como la pasteurización y la radiación gamma (Kotiranta et al., 2000); son multifacéticos 

con ciclos de vida saprófitos en el suelo  (Ceuppens et al., 2013) y agua; por lo que su 

hábitat es muy amplio incluye suelo, sedimentos de agua, polvo, plantas, animales y 

ambientes de producción alimentaria (Chang et al., 2017).  

 

El grupo de B. cereus s.l. actualmente contiene 19 especies (Méndez et al., 2020) 

publicadas, incluyendo las primeras especies descritas y reconocidas: B. cereus sensu 

stricto, B. anthracis, B. thuringiensis, B. weihenstephanensis, B. pseudomycoides, B. 

mycoides, B. cytotoxicus, B. toyonensis, B. wiedmannii   (Miller et al., 2016);  otras 

especies nuevas propuestas son: B. albus, B. luti, B. mobilis, B. nitratireducens, B. 

pacificus, B. paramycoides, B. paranthracis, B. proteolyticus, B. tropicus (Liu et al.,  

2017b), además de las especies efectivas (Propuesto en una publicación revisada por 

pares como miembro potencial del grupo B. cereus pero no reconocido oficialmente como 

una especie publicada).  B. gaemokensis (Jung et al., 2010), B. manliponensis (Jung et 

al., 2011) B. bingmayonensis (Liu et al., 2014) y B. clarus (Méndez et al., 2020). 

 

 Las temperaturas de crecimiento del grupo varia de 4ºC a 48ºC; con citotoxicidad 

igualmente variable (Tabla 1)  (Guinebretière et al., 2008). 
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Tabla 1 Características de los 7 grupos filogenéticos conforme a requerimientos de 

temperatura.  

 
Grupo Especies incluidas Clasificación bacteriana por 

temperatura de crecimiento 
Rango de Temperatura 
de crecimiento 

      Citotoxicidad 

I B. pseudomycoides Mesofílica 10 – 43ºC Negativa o débil  
II B. thuringiensis II 

B. cereus II 
Mesofílica y psicrotolerante 7 – 40ºC Citotoxicidad variable 

III B. thuringiensis III 
B. anthracis 

Mesofílica 15 – 45ºC La mayoría alta citotoxicidad 

IV B. thuringiensis IV 
B. cereus IV 

Mesofílica 10 – 45ºC  La mayoría alta citotoxicidad  

V B. thuringiensis V  
B. cereus V 

Intermedio 8 – 40ºC  Pueden contener citotoxicidad  

VI B. 
weihenstephanensis 
B. mycoides 
B. thuringiensis 

Psicrotolerante 5 – 37ºC  No citotóxico o débilmente  

VII B. cytotoxicus Termotolerante 20 – 50ºC Alta citotoxicidad  

Guinebretiere et al., (2008, 2010).  

Cepas de microorganismos mesofílicos del grupo de B. cereus, usan mecanismos 

de estrés para crecer a baja temperatura; la cepa BCGT exhibió incremento en la 

asimilación de azufre, inducción de biosíntesis de glutatión y cisteína y la sobreregulación 

en la biosíntesis de ácidos grasos en cepas sometidas a condiciones bajas de 

temperatura (Park et al., 2021). 

2.1.1.1 Bacillus cereus s.s.  

 

B. cereus s.s. comúnmente llamado B. cereus (Ramarao et al., 2020) posee las 

características de su grupo, es un microorganismo Gram positivo mesofílico, con rango 

de crecimiento de 10 a 48ºC, posee flagelos perítricos, pili y una proteína de membrana 

externa llamada capa S que cubre toda la superficie del organismo (Mursalin et al., 2020) 

constituyendo la capa más externa de su pared celular (Bottone, 2010); crece en medio 

sólido como colonias irregulares, utiliza glucosa pero no manitol, hidroliza el almidón y la 

gelatina, muestra actividad hemolítica, es resistente a ampicilina con marcada actividad 

lecitinasa  (Kotiranta et al., 2000). 

 

Al considerar sus formas de vida, se puede encontrar como células vegetativas 

(expresan la proteína S) o esporas;  como  esporas  facilitan la unión a células epiteliales 

humanas  considerándose un posible mecanismo de virulencia (Kotiranta et al., 2000).  
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Al ser una bacteria ampliamente distribuida en el aire, agua, polvo, suelo y otros 

ambientes, exhibe un amplio rango de hospedadores y diferentes grados de virulencia 

(Guo et al., 2020);  como microorganismo móvil, puede exhibir dos formas alterativas de 

motilidad: swiming (movimiento rotatorio individual) y swarming (movimiento organizado 

y colectivo de células) dependiendo si la bacteria se cultiva en medios líquidos o sólidos; 

sin embargo no exhiben la fase de consolidación como otras bacterias con motilidad 

swarming (Celandroni et al., 2002). Produce gran variedad de biopelículas como proceso 

adaptativo a diversos ambientes, secretando dentro de ellas metabolitos tensoactivos, 

bacteriocinas, enzimas y toxinas ( Majed et al., 2016). 

 

Existen diversos mecanismos mediante los cuales B. cereus s.s puede adaptarse 

a diversos ambientes;  ante al estrés por frío y soluciones salinas aumenta la fluidez de 

la membrana al alterar la composición de ácidos grasos ( Duport et al., 2016). Para crecer 

y producir factores de virulencia en el intestino debe adaptar su metabolismo y proteoma 

en respuesta a los cambios de disponibilidad de oxígeno; se enfrenta a condiciones 

oxigénicas en zonas adyacentes a la superficie de la mucosa y anóxicas en el lumen 

intestinal; el factor de transcripción Rex es regulador clave en la fermentación anaeróbica, 

respiración aeróbica, resistencia a especies reactivas de oxígeno (ROS) y toxinogénesis 

modulando el proteoma celular y extracelular (Laouami et al., 2014). 

 

Respecto al estrés ácido  del pH gástrico B. cereus s.s. se adapta a partir de cuatro 

respuestas: la primera es general a través del factor alternativo σB que promueve la 

expresión de 30 genes para proteger a la célula contra condiciones adversas;  La 

segunda implica mantener la homeostasis de pH por el sistema napA para exportar H+ y 

la descarboxilasa de aminoácidos que consume protones y produce CO2; la tercera son 

las modificaciones metabólicas principalmente arreglos en las rutas fermentativas con 

producción de álcali y finalmente el cuarto mecanismo es la respuesta secundaria al 

estrés oxidativo con producción de superóxido dismutasa, catalasa y tiorredoxinas. 

(Desriac et al., 2013). 
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2.1.1.2 Bacillus thuringiensis. 

 

B. thuringiensis, es una bacteria ubicua, se ha aislado en todo el mundo de 

diversos ecosistemas como suelo, agua, insectos, polvos de silos, hojas de árbol, 

coníferas así como de tejidos humanos con necrosis grave; caracterizada por su 

capacidad de producir inclusiones cristalinas  visibles durante su fase de esporulación,  

que contienen una o más endotoxinas  δ con actividad insecticida,  codificadas en genes 

cry y que son activas contra larvas de insectos; también produce proteínas Cyt 

codificadas principalmente en plásmidos, también con actividad insecticida y sinergizante 

con otras proteínas Bt (Palma et al., 2014), ocasionalmente  este microorganismo se ha 

encontrado como causante de infecciones similares a B. cereus s.s. (Böhm et al., 2015). 

En placa presentan morfología  de colonias circulares a irregulares con bordes enteros u 

ondulados, tienen texturas de superficie mate a granular   (Fun et al., 2016). 

 

2.1.1.3 Bacillus anthracis. 

 

Por su parte B. anthracis  es el agente etiológico del ántrax , enfermedad mortal 

aguda entre los mamíferos (Hoffmaster et al., 2004), la  virulencia se desarrolla mediante 

una cápsula y dos toxinas tipo AB: el factor letal LF y el factor edema EF, además posee 

dos megaplásmidos que codifican las unidades proteicas que conforman la toxina del 

ántrax y la cápsula poli Ɣ – D – glutámica (Sánchez et al., 2016).  

 

2.1.1.4 Bacillus cytotoxicus 

 

B. cytotoxicus se caracteriza por su termotolerancia (confiriendo ventaja de 

crecimiento en alimentos procesados), se vincula a casos fatales de enfermedad 

diarreica; de manera característica no hidroliza almidón, depende de triptófano para su 

crecimiento (Burtscher et al., 2021), el operón de hidroxifenilalanina está presente en la 

especie, pero ausente en todos los otros miembros del grupo de B. cereus s.l. (Stevens 

et al., 2018).  Existe variabilidad de toxicidad entre diversas cepas, pudiendo ser nula, 

baja o alta (Burtscher et al., 2021); las altamente toxigénicas albergan la variante cytK-1 
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del gen que codifica la citotoxina K; es flexible en el intercambio de genes con adaptación 

rápida al medio ambiente (Stevens et al., 2018).  La temperatura de crecimiento se 

correlaciona a nichos de temperatura cálida, posee alta actividad proteolítica y 

keratinolítica (Cavello et al., 2020). Sus ácidos grasos principales: C15:o, C16:o, C17:o, 

anteiso-C15:o, iso-C15:o, iso-C16:o, e iso-C13:o, sustentan su filiación dentro del grupo de B. 

cereus s.l.   agrupándose de manera definida y diferenciada en un grupo que se separa 

de otros miembros del grupo de B. cereus s.l, (Guinebretière et al., 2013). 

 

2.1.1.5 Bacillus weihenstephanensis 

 

B. weihenstephanensis se caracteriza por un crecimiento a bajas temperaturas 4- 

7°C, representando un riesgo para la salud por su capacidad de sobrevivir y crecer a 

temperaturas de refrigeración; además algunas cepas albergan genes hblA y hblD 

(Thorsen et al., 2006); por otra parte, es productor de componentes antifúngicos y posible 

agente biopesticida, además posee la habilidad de producir cuerpos de inclusión o 

proteína cristalina (Mashtoly, 2019). 

 

2.1.1.6 Bacillus toyonensis 

 

La cepa BCT-7112 fue aislada en 1966 para uso probiótico utilizado en nutrición 

animal, Jiménez citado en Méndez (2020) propuso nombrar a esta cepa B. toyonensis; 

es aeróbico, móvil, con actividad hemolítica y crecimiento a bajas temperaturas (4°C) y a 

altas concentraciones de NaCl (8%); recientemente se ha reportado genes de virulencia 

en la cepa P18 de B. toyonensis proveniente de profundidades marinas con fuertes 

efectos citotóxicos en células de peces y mamíferos (Luo et al., 2021). 

 

2.1.1.7 Bacillus mycoides 

 

B. mycoides comúnmente es considerada una  bacteria no patógena, sin embargo  

puede aislarse ocasionalmente de alimentos contaminados de forma cruzada (Yi et al., 

2018b); comúnmente asociada a la rizosfera con actividad promotora del crecimiento de 
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las plantas, puede colonizar activamente las superficies de las raíces y formar una matriz 

similar a una biopelícula.  Algunas cepas son capaces de ingresar a los tejidos de la raíz; 

tiene actividad de fijación al nitrógeno (Yi, et al., 2018b). muestra crecimiento filamentoso 

rizoide en placas de agar, con crecimiento óptimo entre 25ºC y 30ºC (Yi, et al., 2018); el 

estudio reciente de Miller citado en Rasigade (2018) describe citotoxicidad para células 

humanas HeLa; por otra parte,  se ha observado que los exopolisacáridos microbianos 

producidos por B. mycoides ATCC 6462 exhiben efecto inhibitorio contra células 

cancerosas de carcinoma hepatocelular humano y células de adenocarcinoma colorrectal 

(Farag et al., 2020). 

 

2.1.1.8 Bacillus wiedmannii 

 

La caracterización fenotípica de B. wiedmannii identifica alto contenido de ácidos 

grasos, incapacidad de fermentar sacarosa o hidrolizar arginina, lecitina positiva, 

producción de fosfolipasa C, catalasa, prueba de oxidasa negativa, con hidrólisis de 

almidón y caseína, así como capacidad hemolítica y es psicrotolerante; crece en un rango 

de temperatura de 5-40°C, produce Hbl y Nhe y es citotóxico en células Hela (Miller et 

al., 2016). 

 

 

2.1.1.9 Bacillus clarus 

 

El estudio reciente realizado por Méndez (2020), propone B. mycoides Flugge 

ATCC 21929 como una nueva especie; previamente fue asociada a la producción de 

antibiótico 60-6 activo contra patógenos Gram positivos (cerexin A). Fenotípicamente la 

cepa es hemolítica, no posee citocromo c oxidasa, hidroliza almidón y caseína, además 

de ser muy móvil, puede crecer en concentraciones salinas de 0 a 5% y un rango de pH 

de 6 a 9. Crece en un rango de temperatura de 15 a 43°C; a 32°C mostró débil producción 

de Hbl; pero estudios in vitro muestran que a temperatura corporal humana de 37° no hay 

producción de Hbl (Méndez et al., 2020). 
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2.2. Relevancia e importancia clínica del grupo B. cereus sensu lato 

 

El grupo de B cereus s.l. ha contribuido a la producción de enzimas, metabolitos, 

probióticos y a la eliminación de metales pesados y contaminantes orgánicos 

persistentes, sin embargo, es importante observar la epidemiología y patogénesis del 

grupo (Liu et al., 2017); el riesgo para la salud a nivel de consumo de alimentos depende 

del potencial patogénico de la cepa,  la composición del propio alimento que puede 

afectar la producción de toxinas, así como al almacenamiento y manipulación de los 

productos alimenticios (EFSA BIOHAZ, 2016). 

  

Por otro lado, en la clínica hay que considerar la vía de entrada y la respuesta 

inmune del paciente; la revisión de casos reportados de 2013 a 2018 por Messelhäußer 

y Ehling-Schulz (2018) permite visualizar a B. cereus como un patógeno potencial y 

agente causal de enfermedades no gastrointestinales en diversos continentes: 

Americano (USA), Asiático (China, Taiwan, Malaysia, Japón, India) Europeo (Dinamarca, 

Francia). Se ha reportado resistencia a β lactamasas tipo I, II y III (Kotiranta et al., 2000). 

 

Comúnmente, las manifestaciones clínicas de intoxicaciones alimentarias por B. 

cereus s.s  son leves y con remisión; sin embargo, se ha observado un incremento en el 

número de intoxicaciones graves que conlleva a  insuficiencia hepática aguda y 

encefalopatía por las toxinas que produce, con resultados fatales (Messelhäußer y 

Ehling-Schulz, 2018).  

 

Debido al incremento de B. cereus como agente causal en intoxicaciones 

alimentarias e infecciones nosocomiales es mayor el interés en su estudio (Kotiranta et 

al., 2000). Al considerar las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA)  son un 

problema de salud pública a nivel mundial por su incidencia, las graves secuelas y la tasa 

de mortalidad; dentro de los agentes causales más frecuentes se ha encontrado a 

Bacillus cereus s.s. (Díaz et al., 2018).   
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Respecto a las infecciones nosocomiales, también conocidas como infecciones 

asociadas a la atención sanitaria (IASS), en México se calcula 450,000 casos de infección 

relacionados con la atención sanitaria, causando 32 muertes por cada millón de 

habitantes por año; son un problema importante de salud pública con repercusiones en 

la morbilidad, la mortalidad y la calidad de vida de las personas, hasta un 7% de los 

pacientes de los países desarrollados y el 10% de los de los países en desarrollo contraen 

una IAAS.  

 

En países en vías de desarrollo la falta de apoyo financiero, inadecuada 

capacitación del personal involucrado en el control de infecciones, unidades hospitalarias 

con poco personal e insuficiente equipo y suministro; dificultan la implementación de 

prácticas óptimas en el control de infecciones (World Health Organization, 2016); lo cual 

repercute la identificación del agente etiológico y por ende el diagnóstico. Uno de los 

agentes involucrados en las IAAS es B. cereus (Khan et al., 2015). 

  

Existen pocos estudios sobre la incidencia de las infecciones por B. cereus s.l. 

asociadas a la atención sanitaria. Es importante no perder de vista que es un grupo de 

microorganismos capaces de formar esporas y de persistir en el entorno hospitalario; por 

lo cual, es fuente de infección para los pacientes hospitalizados, de manera particular los 

inmunocomprometidos o inmunosuprimidos con mayor riesgo de desarrollar procesos 

infecciosos graves (Glasset et al., 2018). Además, la formación de biopelículas por las 

especies de Bacillus pueden contribuir a su existencia en el medio ambiente hospitalario 

(Kuroki et al., 2009). Por lo cual es necesario reconocer su importancia clínica para una 

atención terapéutica adecuada (Tran et al., 2011). 

 

 

2.2.1 Panorama infeccioso de Bacillus cereus sensu lato.  

 

Los procesos infecciosos por B. cereus s.l. son muy variables, dependiendo de 

diversos factores relacionados con el huésped (edad, dieta, fisiología, inmunología) y con 

las características de la bacteria (forma celular, genes y expresión de toxinas) (Ceuppens 
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et al., 2013). La patogenicidad en infecciones gastrointestinales y no gastrointestinales 

se ha asociado a  toxinas de origen plasmídico o cromosómico; por lo que el potencial 

patogénico es extremadamente variable con algunas cepas inofensivas y otras letales 

(Kavanaugh et al., 2021) Comúnmente se correlaciona a B. cereus s.s con intoxicaciones 

alimentarias y algunas enfermedades no gastrointestinales, sin embargo B. thuringiensis 

también se ha aislado de gastroenteritis; de manera común se descarta tanto a B. cereus 

s.s como a B. thuringiensis  cuando provienen de aislados de material clínico distinto de 

heces o vómito (Kuroki et al., 2009). 

 

Si bien B. cereus s.s. es asociado a infecciones locales o sistémicas e intoxicación 

alimentaria, existen cepas llamadas tipo B. anthracis que producen toxina tripartita 

causando enfermedad tipo ántrax en humanos y animales (Baldwin, 2020); respecto a B. 

anthracis  es altamente virulento en mamíferos y agente etiológico del ántrax; los 

humanos adquieren la enfermedad por contacto con animales infectados o exposición a 

productos animales; las manifestaciones clínicas varían dependiendo la ruta de infección 

que puede ser cutánea, gastrointestinal o pulmonar. La  virulencia se desarrolla mediante 

una cápsula y dos toxinas tipo AB: el factor letal LF y el factor edema EF, ambas toxinas 

se translocan a la célula huésped mediante el antígeno protector AP; el mecanismo en 

conjunto provoca que la terapia a infecciones por este microorganismo sea tardía  e 

ineficiente (Pilo y Frey, 2018). 

 

 En el caso de B. thuringiensis comúnmente se correlaciona con propiedades 

entomopatogénicas y como agente de control en biopesticidas industriales (Carroll et al., 

2020), sin embargo también se ha asociado a bacteriemia (Kuroki, 2009),  y a 

endoftalmitis (Mursalin et al., 2020b); considerando a  B. citotoxicus es un 

microorganismo ligado a casos fatales de enfermedad diarreica (Stevens et al.,  2019) y 

finalmente B. toyonensis a pesar de ser usado como probiótico, la cepa P18 es capaz de 

diseminar e inducir infección aguda y mortalidad en peces y ratones (Luo et al., 2021). 

 

La patogenicidad en infecciones gastrointestinales y no gastrointestinales se ha 

asociado a  toxinas de origen plasmídico o cromosómico; a la producción de 
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betalactamasas y la producción de otras enzimas como colagenasas, hemolisinas, 

proteasas y proteína de superficie paracristalina   (SLP)  (Mursalin et al., 2020). 

 

 

2.2.1.2 Enfermedades gastrointestinales.  

 

El número de intoxicaciones alimentarias causadas por B. cereus en diferentes 

países no se conoce porque no es una enfermedad de notificación obligatoria y no 

siempre se diagnóstica (Kotiranta et al., 2000). Representantes de la FERG (The 

Foodborne Disease Burden Epidemiology Reference Group) implementaron un programa 

para evaluar la incidencia de enfermedades transmitidas por los alimentos (2007-2015). 

 

Los resultados clínicos por intoxicación con B. cereus  fue  gastroenteritis aguda 

con una duración de 0.25 a 2.5 días  en los siguientes rangos de edad: 3% <5 años, 14% 

5-14 años, 53% 15-54 años, 30%≥ 55 años; las toxinas bacterianas ocupan el segundo 

lugar entre agentes causales de brotes transmitidos por alimentos en un 17.7%, incluidas 

las toxinas eméticas y diarreicas de B. cereus  (Messelhäußer y Ehling-Schulz, 2018). 

Sin embargo no fue considerado dentro de la carga mundial de enfermedades 

transmitidas por los alimentos en 2010  debido a la falta de datos para la estimación global 

(World Health Organization, 2015).  

 

Es probable que el impacto de B. cereus en brotes de transmisión alimentaria se 

subestime debido a la falta de vigilancia sistemática y a menudo se diagnostica 

erróneamente como infecciones por S. aureus o Clostridium perfringens (Ramarao et al., 

2020). En 2016, el panel de la EFSA BIOHAZ (European Food Safety Authority – 

Scientific Opinion of the panel on Biological Hazards)  realizó un análisis sobre los riesgos 

para la salud pública relacionada con la presencia de B. cereus s.s y otras especies de 

Bacillus, incluyendo a B. thuringiensis en productos alimenticios; el panel confirma que la 

mayoría de los casos de intoxicación alimentaria causados por el grupo de B. cereus se 

asocia a concentraciones bacterianas superiores a 105 UFC/g de alimento. 
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B. cereus s.s posee varios mecanismos de virulencia, en el tracto gastrointestinal 

las células viables o esporas ingeridas producen y secretan enterotoxinas  termolábiles 

como: complejo enterotoxigénico no hemolítico (Nhe), complejo enterotoxigénico 

hemolítico (Hbl)  y  proteína citotoxica K (CytK)  e inducen el síndrome diarreico; la 

sintomatología incluye dolor abdominal y diarrea acuosa (Messelhäußer and Ehling-

Schulz, 2018).  

 

Mientras que  la toxina  cereulide que se produce en los alimentos es termoestable 

ya que no pierde su actividad a 121ºC, es tolerante a variaciones de pH entre 2 y 11 y  

estable al tratamiento con pepsina y tripsina (Kotiranta et al., 2000),  tras su ingesta 

produce el síndrome emético (Bottone, 2010).   La sintomatología del síndrome emético 

incluye náusea o vómito con remisión y gastroenteritis, se han descrito  posibles 

complicaciones por intoxicación con cereulide como falla hepática o  necrosis de la 

mucosa del colon  (Beisl et al., 2020). 

 

 

2.2.1.3 Enfermedades no gastrointestinales.  

 

Es importante reconocer la diversidad de infecciones correlacionadas a B. cereus, 

así como el espectro de evolución de estas; es extenso el número de informes 

correlacionados a enfermedades no gastrointestinales especialmente en entornos 

clínicos, por lo que cada día se vincula más a infecciones nosocomiales. (Messelhäußer 

y Ehling-Schulz, 2018).  

 

La investigación exhaustiva realizada por Bottone (2010) de diversos artículos 

correlacionados a infecciones nosocomiales o IAAS reportan como reservorios: equipos 

de broncoscopía, soluciones de lavado de manos a base de alcohol, tubos de recolección 

de muestras, catéteres, toallas reutilizadas secas, lavadoras en salas de ropa de hospital, 

nutrición vía catéter central, gasas y algodón no estéril usado para la desinfección de la 

piel entre otros. También se han observado como fuentes de infección equipo de 

filtración/ventilación, ropa de cama, dispositivos médicos y manos del personal (Glasset, 
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et al., 2018). Incluso a partir del estudio de caso de bacteriemia en un neonato se pudo 

correlacionar a la leche materna extraída como fuente de transmisión de B. cereus de 

una madre sana a su bebe prematuro (Liao y Tsai, 2021). 

 

B. cereus s.s  es capaz de producir bacteriemia (Akamatsu et al., 2019; Cheng et 

al., 2017; Hernaiz et al., 2003)  a pesar de la acumulación de células inflamatorias (Tran 

y Ramarao, 2013); la bacteriemia por B. cereus puede tener una evolución complicada 

principalmente en pacientes con neoplasias hematológicas; de manera particular en el 

caso de infecciones a partir de catéteres se observan complicaciones neurológicas 

frecuentemente (Tusgul et al., 2016).   

 

También es capaz de generar endoftalmitis (Mursalin et al., 2020b), siendo uno de 

los microorganismos más importantes encontrados en infecciones oculares severas  

(Kotiranta et al., 2000); aunque las infecciones intraoculares por Bacillus son raras se ha 

informado significativa pérdida de visión en la mayoría de los casos de endoftalmitis. B. 

cereus y B. thuringiensis han sido reportados como agentes causantes de infección 

intraocular (Abfalter et al., 2016). 

 

Otras afecciones descritas son: neumonía (Chang et al., 2017), endocarditis 

( Barraud  y Tisné 2019), meningitis, encefalitis (Drazin et al., 2010), infecciones de piel 

(Veysseyre et al., 2015) o de tejido blando (Tabassum et al., 2017), lesiones cutáneas 

tipo ántrax (Saikia et al., 2019), infecciones de heridas traumáticas y postoperatorias así 

como de quemaduras correlacionadas a lisis celular por HBL (Kotiranta et al., 2000), 

septicemia (Ruiz-Giardin et al., 2019); endocarditis  o septicemia en neonatos prematuros 

(Lotte, et al., 2017; Shah et al., 2015); neumonía necrotizante (Leung et al., 2019); 

peritonitis (Zablullah et al.,  2020) y posiblemente bacteriemia posparto (Xaplanteri et al., 

2019). 

Strauss (2001) plantea la posibilidad de la colonización de la cavidad oral por B. 

cereus en placa periodontal, como una primera etapa subestimada en la patogénesis de 

infecciones pulmonares y sistémicas en pacientes inmunocomprometidos. El estudio 

epidemiológico de Ramarao (2020) y la alerta lanzada por hospitales de Paris 
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demuestran que el número de casos de infecciones graves por B. cereus son en gran 

medida subestimados y poco documentados; además de que el tratamiento de primera 

línea no siempre es el adecuado por lo que recién nacidos mueren por bacteriemia o 

meningitis relacionada con B. cereus.   

 

 

2.2.1.4 Factores de virulencia del grupo Bacillus cereus sensu lato.  

 

Para que B. cereus sea patógeno requiere tener la capacidad de colonizar su 

hospedero, degradar tejidos específicos y evitar el sistema inmunitario del huésped 

(Guillemet et al., 2010).  Los miembros del grupo de B. cereus s.l.  se caracterizan por 

una importante reserva extracromosómica, vinculada a virulencia y propiedades de 

adaptación de las diferentes especies pertenecientes al grupo (Patiño-Navarrete y 

Sanchis, 2017); la síntesis de toxinas (Tabla 2) en el grupo de B. cereus s.l. es variable; 

sin embargo, las toxinas ALO y Ántrax se observan en B. anthracis mientras que Certhrax 

está presente en algunas cepas de B. cereus s.s. 

 

Tabla 2 Factores de virulencia identificados en Bacillus 
 

Toxina Genes 
relacionados 

Características de la estructura Funciones  

ALO 
(Anthrolisina 
O) 

BAS3109 Citolisina dependiente del colesterol (CDC) las 
toxinas formadoras de poros en barril beta que 
requieren colesterol de membrana para formar 
poros con un mecanismo no claro, se sabe que los 
monómeros se oligomerizan en un complejo 
preporo, seguido de un gran cambio 
conformacional en cada oligómero resultando en la 
inserción en la membrana. 

Actividad lítica contra fagocitos y decrece la 
función de barrera de células epiteliales 
polarizadas. 

Ántrax   cya; lef; pagA Toxina tipo A-B; atxA, un gen de pOX1 necesario 
para la transcripción de los tres genes de la toxina, 
también de encapsulación regulada positivamente 
Pertenece a la familia de toxinas AB, compuesta 
por AP, EF y LF 

La combinación de PA y EF es la toxina 
edema (EdTx) PA y LF es la toxina letal 
(LeTx) 
EF: adenilato ciclasa; LF: proteasa 

Cereulide cesA, cesB, 
cesC, cesD, 
cesH, cesP, 
cesT 

Sintetizada por una NRPS llamada Ces NRPS, los 
genes se encuentran localizados en un 
megaplásmido conocido como Pcer270, es una 
toxina pequeña, altamente resistente al calor y al 
ácido. 

Toxina peptídica emética de gran potencia 
(ionóforo de potasio. 
Causa disrupción en el potencial de 
transmembrna en la mitocondria. 

Certhrax cer Promueve el crecimiento y propagación bacteriana  Toxina bacteriana intracelular ADP-
ribosiltransferasa que agrega una 
modificación postraduccional para interrumpir 
la función de la vinculina, requiere PA2 
contribuye a la evasión del sistema inmune 
innato del huésped.1 

CytK 
(citocina K, 

cytK En forma soluble se convierte en un poro 
transmembrana mediante el ensamblaje de un 
barril β oligomérico, con los residuos hidrófobos 

Actividad hemolítica y citotóxica, secretada 
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hemolisina 
IV) 

frente a los lípidos y los hidrófilos frente al lumen 
del canal. 

Hbl** hblA, hblC, 
hblD 

Toxina tripartita, compuesta por 3 proteínas B, L1, 
L2. Tóxica solo como complejo ternario. 

Toxina formadora de poro con actividad 
hemolítica, citotóxica, dermonecrótica y 
permeabilidad vascular (se asocia a la 
membrana celular) 

Nhe** nheA, nheB, 
nheC 

Toxina formadora de poro tripartita, se requiere la 
presencia de las 3 proteínas para actividad 
biológica máxima. 

Nota:1Ribosila Arg-433 de vinculina (coordina el citoesqueleto de actina y las interacciones de la matriz extracelular) lo 
cual interrumpe los complejos de adhesión focal y redistribuye la vinculina al citoplasma. **HBL y NHE comparten de 
23 -40% de identidad de secuencia. 

 

  Algunos miembros del grupo de B. cereus albergan uno o varios genes de 

enterotoxina que producen las enterotoxinas correspondientes: Hbl, Nhe, CytK y EntFM; 

las cuales de manera especulativa juegan un papel importante en el síndrome diarreico 

(Li et al., 2016). Los factores de virulencia Hbl, Nhe, CytK, proteasas, fosfatidil inositol 

fosfolipasa C, fosfatidil colina fosfolipasa C y esfingomielinasa son regulados por PlcR 

(regulador pleiotrópico del factor de virulencia extracelular) a través de una secuencia 

palindrómica conservada en las regiones promotoras de sus genes diana (Abfalter et al., 

2016; Doll et al., 2013). 

 

La hemolisina Hbl (factor de permeabilidad vascular dermonecrótico) y  la 

enterotoxina no hemolítica (Nhe),  son toxinas tripartitas formadoras de poros que 

requieren la acción combinada de sus complejos proteicos para inducir la lisis celular 

(Sastalla et al., 2013) con destrucción de tejido (Kotiranta et al., 2000). Son producidas 

después de la germinación de esporas bacterianas en el intestino.  

 

Hbl es un sistema lítico de membrana constituido por tres proteínas antigénicas 

distintas (B, L1 y L2), codificadas por genes hblC, hblD, hblA y hblB. La secreción del 

componente L2 se produce durante la diferenciación de células en swarming (en medios 

sólidos) y la generación de este al igual que la quimiotaxis depende de FliN/FliY 

(proteínas del interruptor del motor flagelar) lo que sugiere que existe relación entre la 

expresión de factores de virulencia y la diferenciación de células en swarming (Celandroni 

et al., 2002). 

 

Nhe o toxina no enterohemolítica, fue nombrada así ya que en los hallazgos 

iniciales de Lund y Granum (1996) no mostraba efectos hemolíticos, sin embargo, se 

encontró que la actividad hemolítica es también detectable en NHE y está ligada a la 
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formación de poros (Ramm et al., 2020). Estudios previos in vivo e in vitro sugieren que 

la esfingomielinasa (SMasa) puede contribuir a la severidad de las patologías producidas 

por B. cereus  al interactuar sinérgicamente con NHE y HBL (Messelhäußer y Ehling-

Schulz, 2018). 

 

Otro factor de virulencia es  la toxina cereulide con alta afinidad a K+, la cual puede 

alterar el gradiente electroquímico en lípidos de membranas e inhibir la actividad 

mitocondrial (Ehling-Schulz et al., 2015); causando insuficiencia hepática debido a 

esteatosis microvesicular y alteración de la beta oxidación en las mitocondrias hepáticas 

por la despolarización de la membrana mitocondrial, el deterioro de la síntesis de ATP 

así como formación de aductos con el K+  (Beisl et al., 2020). 

 

También  la  fosfolipasa C es un factor de virulencia  (Chang et al., 2017)  que se 

creé  contribuye al daño de tejido induciendo la degranulación de neutrófilos (Kotiranta et 

al., 2000); PC-PLC (fosfatidil colina específica fosfolipasa) es una zinc – 

metalofosfolipasa C que hidroliza fosfolípidos que contienen fosfocolina (Cronin y 

Wilkinson, 2008). Se ha observado que miembros del grupo de B. cereus pueden 

expresar colagenasas dependientes de zinc y posiblemente es inducida por iones de 

calcio (Abfalter et al., 2016), así como hemolisina HlyII (Tran et al., 2011). 

 

Dentro de B cereus s.l. existe intercambio frecuente de los factores de 

patogenicidad como genes hbl, cytK y plcR. Se conoce que es posible la transferencia 

horizontal de genes de la toxina emética mediada por plásmidos. Como ejemplo  pXO1 y 

pXO2, plásmidos asociados al ántrax  se han encontrado en algunas cepas como  B. 

cereus G9241  ( Böhm et al., 2015). Las toxinas pueden estar presentes o no en diversos 

miembros del grupo (Tabla 3); la producción de dichas toxinas puede ser variable en 

miembros donde la toxina es considerada característica en la especie, Hbl es 

característica en B. cereus s.s; sin embargo, no se encuentra presente en todas las cepas 

(Glasset et al., 2021).  

Tabla 3 Producción de factores de virulencia por especies del grupo de B. cereus s.l. 
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Especies Cereulide 
(cesABCD) 

Hbl Nhe CytK δ  
toxinas 

Toxina 
ántrax  

Proteasas1 
 

      Referencia 

B. cereus s.s. Si Si Si Si  Si 
(pXO1 y 
tipo 
pXO1) 

Si Abfalter et al., 2016; Bladwin, 
2020; Peña et al., 2018  

B. thuringiensis  
 

Si  Si  Si   Si  Si 
(pXO1 y 
tipo 
pXO1) 

Si Abfalter et al., 2016; 
Messelhäußer y Ehling-
Schulz 2018; Palma et al., 
2014;  

B. anthracis Si
2
     Si Si Abfalter et al., 2016; Peña et 

al., 2018; Premkrishnan, et 
al., 2021) 

B. 
weihenstephanensis 

Si Si  Si     Si Abfalter et al., 2016; 
Messelhäußer y Ehling-
Schulz 2018; Thorsen et al., 
2006 

B. mycoides * * * * * * Si Abfalter et al., 2016 

B. pseudomycoides  * * * * * * Si Abfalter et al., 2016 

B. cytotoxicus    Si    Si Abfalter et al., 2016; 
Messelhäußer y Ehling-
Schulz 2018) 
 

B. wiedmannii sp. 

Nov (FSL W8-0169) 

 Si  Si      Miller et al., 2016 

Nota: 1Las proteasas son del tipo Colagenolítica y gelatinolítica. 2La presencia de la toxina cereulide de manera 
específica en dos cepas, una de muestra clínica y otra de contaminación de alimento. *En B. mycoides y B. 
pseudomycoides solo se ha observado la presencia de proteasas. 

 

La mayoría de las cepas de B. cereus s.s producen la enterotoxina no hemolítica 

(Nhe), mientras que solo la mitad pueden producir la enterotoxina hemolisina BL (Hbl) y 

proteínas de la sintetasa de la toxina cereulide o emética, además de otras hemolisinas;  

observándose que Hbl y Nhe  son más abundantes en cepas de origen clínico o de 

intoxicación alimentaria que en cepas provenientes de origen ambiental (Guinebretière et 

al., 2002) se ha reportado la existencia de cepas de B. cereus con genes de cápsula de 

tipo B. anthracis en cepas nosocomiales y del suelo (Okutani et al., 2019).  

 

En B. weihenstephanensis  se observa la capacidad de producir complejos de 

enterotoxinas NHE y algunas cepas producen la toxina cereulide (Messelhäußer and 

Ehling-Schulz, 2018); B. thuringiensis produce proteínas cristalinas bioinsecticidas, 

además puede producir ambas enterotoxinas la NHE y  la HBL; B. thuringiensis kurstaki 

posee pOX2 y tipo pOX1 (Palma et al., 2014). Característicamente B. anthracis produce 

la toxina ántrax y proteínas capsulares, sin embargo, cultivos emergentes de B. cereus 
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s. s.  se han asociado a enfermedades tipo ántrax en mamíferos, incluyendo a los 

humanos (Bladwin, 2020).   

 

Además de la producción de toxinas o la presencia de plásmidos que codifican 

toxinas específicamente activas contra invertebrados o mamíferos; B. cereus, B. 

thuringiensis y B. anthracis son capaces de producir biopelículas  (Majed et al., 2016). 

Frecuentemente el género Bacillus es uno de los más reportados como productor de 

proteasas queratinolíticas (Cavello et al., 2020), las proteasas pueden ser o no factor de 

virulencia, dependiendo la especie, el entorno y la aplicación. 

 

 

2.2.1.5 Mecanismos de patogenicidad y respuesta inmune.  

 

Los procesos infecciosos pueden ser originados por microorganismos 

provenientes del medio ambiente, el grupo de B. cereus s.l. se encuentra ampliamente 

distribuido en la naturaleza, por lo que puede ingresar al organismo por diversas vías. 

Las enfermedades causadas por B. cereus s.l. son muy variables, dependiendo de 

diversos factores relacionados con el huésped (edad, dieta, fisiología, inmunología) y con 

las características de la bacteria (forma celular, genes y expresión de toxinas) (Ceuppens 

et al., 2013); por lo cual la patogenicidad de B. cereus a nivel gastrointestinal o no 

gastrointestinal es asociada con la destrucción del tejido y producción de exoenzimas 

(Bottone, 2010); por ejemplo la expresión de colagenasas podrían facilitar la invasión en 

el cristalino promoviendo la endoftalmitis bacteriana (Abfalter et al., 2016). 

 

Las infecciones producidas por B. cereus se caracterizan por bacteriemia a pesar 

de la presencia de células inflamatorias en el sitio de infección; las esporas sobreviven, 

germinan y se multiplican en los macrófagos, liberando sus toxinas. La primera línea de 

defensa dentro de la respuesta inmune es el sistema innato que reconoce patrones 

codificados en la línea germinal de receptores (PRP) expresados en células inmunes y 

no inmunes, la interacción del patógeno con el receptor desencadena una cascada 

intracelular que induce la reorganización de la maquinaria de actina con la consecuente 
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formación de pseudópodos para la endocitosis del patógeno.  El fagosoma por fusión con 

el endosoma y lisosoma genera el fagolisosoma degradativo (contiene ambiente ácido, 

oxidativo y nitrativo, enzimas digestivas y péptidos antimicrobianos). (Tran y Ramarao, 

2013). 

 

La inflamación causada por infecciones con Bacillos Gram positivos es típicamente 

iniciada por la interacción con los TLR2 (receptores tipo Toll), la señalización mediada 

por estos receptores en las células presentadoras de antígeno ayuda a la interacción de 

la respuesta inmune innata y adaptativa. La consecuencia de dicha interacción es el 

infiltrado de polimorfonucleares y la síntesis de mediadores proinflamatorios lo que activa 

las caspasas inflamatorias y citocinas IL-1, (¡Error! No se encuentra el origen de la 

referencia.) que pueden llevar a la muerte de la célula huésped.  Las infecciones por B. 

cereus activan el inflamosoma en macrófagos y monocitos en un lapso de 3 h; HBL y 

NHE son detectados por el sensor NLRP3 debido a la salida de potasio a través de los 

poros de la membrana plasmática formados por cualquiera de las toxinas (Marthur et al., 

2019).  

 

Los mecanismos por los cuales B.  cereus  s.l. evade al sistema inmune son 

diversos, en forma esporulada puede sobrevivir al ambiente intracelular de los 

macrófagos y escapar de la fagocitosis (Tran y Ramarao, 2013). En su forma vegetativa 

produce la metaloproteasa InhA1 que escinde componentes de tejido como: fibronectina, 

la lámina y colágenos tipo I y IV (Guillemet et al., 2010), además del reconocimiento 

mediante ácidos lipoteicoicos; así puede contrarrestar el sistema inmune y proliferar en 

el huésped. 
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Figura 1 Mecanismos de patogenicidad de Bacillus cereus y respuesta inmune. El sistema 

innato que reconoce patrones codificados en la línea germinal de receptores (PRP); dentro de los cuales se encuentran los TLR y el 

inflamosoma, la inflamación causada por infecciones con Bacilos Gram Positivos es típicamente iniciada por los TLR2 sin embargo 

es posible que exista algún factor de virulencia de B. cereus que desencadene la señalización de TLR4. El inflamosoma es un 

complejo proteico citosólico donde NLRP3 se oligomeriza lo que conduce a la agrupación de PYD (dominio piridina) y el 

reclutamiento de la proteína adaptadora (ASC), lo que conlleva a la activación de caspasas y citocina IL-1; provocando la muerte 

de la célula huésped. Los poros de membrana ensamblados por HBL y NHE podrían conducir a una rápida salida de potasio y la 

activación del inflamasoma.   

 

La  hemolisina HlyII,  en altas concentraciones inducen la formación de  poros y apoptosis 

en los macrófagos al inducir la activación de caspasa 3 y 8, razón por la cual existe 

acumulación bacteriana a pesar del reclutamiento de células fagocíticas (Tran et al., 

2011). Finalmente la proteína de superficie paracristalina (SLP) actúa como barrera 

protegiendo a la bacteria de la fagocitosis mediada por el complemento (Mursalin et al., 

2020). Por su parte la toxina cereulide tiene efecto sobre células NK induciendo apoptosis 

e inhibición de la producción de interferón gama (Beisl et al., 2020).  

 

2.2.1.6 Respuesta a antibióticos de B. cereus sensu lato. 

 

B. cereus s.s y B. thuringiensis son generalmente resistentes a las penicilinas y 

cefalosporinas por producción de β-lactamasas de amplio espectro; generalmente 

sensibles a vancomicina, aminoglucósidos, macrólidos y quinolonas; pero algunas cepas 

presentan resistencia adquirida a cloranfenicol, rifampicina y trimetroprim/sulfametoxazol. 

Glasset (2018), sugiere que B. cereus adquiere resistencia a rifampicina a través del 

tiempo. La resistencia a los antibióticos puede ser intrínseca o  adquirida como estrategia 
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evolutiva, asociada con la transferencia horizontal de genes; hay cepas de B. cereus 

altamente resistente a ampicilina, lincomicina, sulfametoxazol y  eritromicina (Guo et al., 

2020).   

 

Las pruebas de susceptibilidad, comúnmente se indican cuando la terapia está 

justificada por una infección causada por un organismo cuyo perfil de susceptibilidad no 

puede predecirse de manera confiable. Los criterios para la prueba de sensibilidad para 

Bacillus spp. y géneros relacionados se encuentra en el manual M45 y se limitan a los 

aislamientos recuperados de sitios estériles como muestras de sangre, LCR, 

articulaciones, huesos, dispositivos protésicos o catéteres permanentes a largo plazo o 

infecciones graves de heridas. (National Committee for Clinical Laboratory Standards 

CLSI 2020).   

 

 

2.3. Detección de Bacillus cereus en muestras clínicas 

 

A pesar de ser reconocida la frecuencia de especies de Bacillus por microbiólogos 

hospitalarios, comúnmente es descartado por carecer de importancia (Turnbull et al., 

1979), la detección de B. cereus en muestras clínicas es principalmente en hemocultivos 

(Tumbul y Kramer 1983); sin embargo, el mayor obstáculo para evaluar la presencia de 

B. cereus en aislados clínicos, es el estigma de ser clasificado como “posible 

contaminante” (Bottone, 2010; Tabassum et al., 2017; Zabiullah et al., 2020; 

Samarasekara et al., 2020; Cormontagne et al., 2021) lo que retrasa el diagnóstico y la 

elección del tratamiento adecuado (Acosta, et al., 2019). Existen reportes de casos 

clínicos en los que se ha considerado a B. cereus como agente contaminante y 

confirmado posteriormente como agente etiológico de infecciones sistémicas. 

 

Algunos aspectos relevantes durante la revisión documental de casos clínicos 

citados por los autores son: en infecciones como endocarditis es importante la 

interpretación cuidadosa de los hemocultivos, especialmente en pacientes con prótesis 

cardíacas (Barraud  y Tisné 2019); en el caso de infecciones musculoesqueléticas se ha 
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sugerido una detección sistemática de B. cereus como parte del abordaje en el momento 

de ingreso en pacientes con fracturas y lesiones asociadas con contaminación terrestre 

(Gálvez et al., 2020). También se ha reportado como un factor de riesgo para la infección 

por B. cereus, el uso de esteroides al producir inmunosupresión (Osakwe et al., 2020). 

 

 De manera particular el resumen presentado por Cormontagne (2021) señala que 

en el 40% de los casos de infección por B. cereus resulta en la muerte del neonato y Liao 

(2021) pretende generar una alerta hacia los neonatólogos en casos de sepsis 

inexplicable o intolerancia alimentaria, considerar la leche materna como fuente de 

transmisión de B. cereus a bebés prematuros. 

 

En la clínica también se ha incluido para la detección de B. cereus la identificación 

de toxinas como Nhe y Hbl (Glasset et al., 2018; Lotte et al., 2017) mediante pruebas 

inmunológicas como BDE VIA (Tecra), BCET-RPLA (Oxoid) y Dupath sin embargo no 

tienen la capacidad para detectar todas las enterotoxinas (Ceuppens et al., 2012); por lo 

que dos de los tres kits ya no están disponibles comercialmente (Ramarao et al., 2020). 

Otra técnica molecular implementada es MALDI-TOF en busca de identificación o 

confirmación de la presencia de B. cereus (Mansilla et al., 2019; Manzulli et al., 2021; 

Ulrich et al., 2019). 

 

2.3.1 Métodos de Identificación fenotípicos 

 

Los protocolos para el procesamiento son acorde al tipo de muestra, en el caso de 

sangre comúnmente se extraen 20cc de sangre de forma aséptica para hemocultivo, 

actualmente se utilizan sistemas automáticos, dentro de ellos los de monitorización 

continua; en caso de hemocultivos positivos se realiza tinción de Gram y especiales (si 

fuera necesario) así como subcultivos (agar sangre, agar chocolate y agar sangre 

enriquecido) y acorde a la morfología microscópica y macroscópica se realiza el análisis 

bioquímico. 
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Uno de los sistemas utilizados para el análisis bioquímico es el kit de API 50 CHB 

(para especies de Bacillus), con el software ATBPlus; sin embargo, diversos estudios 

muestran que la identificación de especies de B. cereus fue errónea, no fueron 

identificados o solo reportados como B. cereus group (Celandroni et al., 2016b; 

Guinebretiere et al., 2001). Otro sistema es el BBL Crystal Gram-Positive ID kit, el cual 

identifica Bacillus cereus dentro de su panel sin diferenciar la especie.  

 

2.3.1.1 Pruebas Fenotípicas Primarias/Secundarias  

 

La identificación fenotípica del grupo de B. cereus s.l., tradicionalmente se realiza 

a partir de pruebas fenotípicas: primarias y secundarias (Tabla 4); las primeras incluyen 

tinción de Gram, morfología celular, presencia de esporas, hemólisis y pruebas de 

metabolismo (oxidativo- fermentativo) O/F de carbohidratos. Las secundarias incluyen 

actividad lecitinasa, utilización de manitol, citrato, hemólisis, producción de cristal 

parasporal, reducción de nitratos a nitritos, hidrólisis de urea, VP y crecimiento rizoide 

(Sánchez et al., 2016); sin embargo hay algunas cepas atípicas como en el caso de B. 

thuringiensis que no contienen  genes cry  por lo que no es adecuado utilizar la formación 

de cristal parasporal como criterio de diferenciación (Liu et al., 2017).  

 

Tabla 4 Características fenotípicas de algunos miembros del grupo de B. cereus s.l.   
B.  cereus B. thuringiensis B. anthracis B. mycoides B. pseudomycoides B. weihenstephanensis B. citotoxicus 

Temperatura de 
crecimiento* 

M, P M, P M M, P M P T 

Gram BGP BGP BGP BGP BGP BGP BGP 
Crecimiento rizoidal - - - + - - - 

Oxidasa + + + + + + + 
Cristal parasporal - +/- - - - - - 

Catalasa + + + + + + + 
Movilidad + + - - - + + 
Hemólisis  + + - + ND ND + 

Actividad lecitinasa 
(MYP, Baccara) 

+ + + + + + + 

Manitol  - - - - - - - 
Hidrólisis de urea +/- + - +/- + - - 
Reducción de nitratos  + + + + ND + + 
Resistencia a 
penicilina 

+ + - + ? ? ? 

*M= mesofílico, P= psicrotolerante, T= termotolerante 

Nota: Elaborada a partir de: Cavello et al., (2020); Frenzel et al., (2018); Guinebretiere et al., (2008, 2010); Liu et al., (2020); 

Sánchez et al., (2016); Yi Frenzel et al., (2018).  
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La norma ISO 7932:2004 e ISO 21871:2006 establecen para la identificación de 

B. cereus la realización de recuento en placa con medio de Manitol Yema de Huevo 

Polimixina (MYP) y Agar Polimixina Piruvato Yema de Huevo Manitol Bromotimol azul 

(PEMBA). El método recomendado en el Manual de Análisis Bacteriológico de la 

Administración de Drogas y Alimentos de Estados Unidos (BAM;2001) incluye el 

crecimiento en MYP y caracterización bioquímica. Sin embargo la pérdida de la 

morfología colonial característica y el enmascaramiento por presencia de microbiota 

acompañante como otras especies de Bacillus y Staphyloccoccus aureus dificulta la 

identificación (Tallent et al., 2012b). Actualmente existen dos métodos basados en NF 

EN ISO 7932 para la enumeración de B. cereus presuntivos, AFNOR BKR 23-06-02-10 

(COMPASS) y AES-10/10-07/10 (BACARA) que utilizan medio cromogénico selectivo 

(Ramarao et al., 2020). 

 

Si bien dentro de la microbiología clínica es posible identificar el microorganismo 

causante de la patología de una enfermedad a partir de la identificación fenotípica,  

también es cierto, que existen cepas atípicas con gran variabilidad por lo que  pueden ser 

necesarias más pruebas para identificar los aislamientos (Tallent et al., 2012b). 

Fenotípicamente la identificación de B. cereus s.s., es solo a nivel presuntivo, la 

taxonomía del grupo de B. cereus es compleja, la identificación fenotípica considera 

criterios morfológicos, de temperatura, metabolismo y producción de toxinas; sin 

embargo, existen cepas atípicas que varían por lo que pudiera ser errónea la 

identificación en el Laboratorio (Carrol et al., 2020) incluso con el abordaje mediante 

estrategias de biología molecular. 
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2.3.1.2 Métodos moleculares empleados para la identificación bacteriana. 

 

Se han desarrollado múltiples estrategias moleculares para la identificación y 

diferenciación entre miembros del grupo de Bacillus cereus s.l. mediante PCR, RT-PCR, 

q-PCR, m-PCR;  basadas en amplificación de  genes; el estándar de oro para la 

identificación microbiológica y taxonomía ha sido la secuenciación del gen 16S rDNA que 

es un gen altamente conservado, un equipo utilizado es Micro SEQ  (Raza y Ameen, 

2016) en cultivos ambientales y clínicos (Gomaa y Momtaz, 2007); comúnmente las 

primeras 500 bp son suficientes para identificación de rutina (región hipervariable V1 a 

V3) pero en ocasiones no son suficientes; y requieren una lectura del gen completo 

(MicroSEQ ID., Microbial Identification System.ThermoFisher) lo que no siempre es 

práctico para uso rutinario por el costo (Celandroni et al., 2016). 

 

Los resultados muestran que  además  la identificación es a nivel de grupo 

(Sharma et al., 2019)  debido a que las secuencias del gen tienen 99 a 100% de similitud 

entre B. anthracis, B. cereus, B. mycoides y B. thuringiensis (Kotiranta et al., 2000; 

Bavykin et al., 2004) concluyendo que  es difícil  discriminar  entre dichos miembros del 

grupo (Chen y Tsen 2002 ; Ibal 2019; Liu et al., 2015). 

 

También se ha utilizado la amplificación de genes constitutivos como rpoB 

permitiendo la identificación del grupo de B. cereus s.l. (Barraud y Tisné 2019; Nakano, 

2020), pero no la diferenciación entre sus miembros; otro gen utilizado es gyrB sin 

embargo los resultados de los autores concluyen que es difícil discriminar B. cereus de 

B. thuringiensis usándolo como estrategia molecular (Chen y Tsen, 2002).  

 

Las mismas metodologías moleculares han sido utilizadas para la identificación de 

genes que codifican toxinas como cytK-1,cytK-2, hblA, hblC, hblD, nheA, nheB, nheC, 

hlyII and ces (Celandroni et al., 2019; Chen y Tsen, 2002; Draganic et al. 2017; Liu et al., 

2015); sin embargo pueden observarse discrepancias cuando se combinan estrategias 

moleculares existiendo la probabilidad que se deba a polimorfismos más que a la falta de 

un gen dentro de un operón de hbl o nhe (Guinebretière et al., 2002).  
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Respecto a diseños moleculares dirigidos a la amplificación del gen ces, el estudio 

de Glasset (2018) sugiere que puede existir falta de reconocimiento de los cebadores en 

cepas específicas, o puede de ser debido a la pérdida o transferencia de plásmidos; por 

lo que   la clasificación basada en plásmidos de virulencia es inviable (Ceuppens et al., 

2013; Liu et al., 2015). La técnica de Western blotting también se ha utilizado para evaluar 

la expresión de las toxinas; sin embargo, se ha observado variabilidad en la expresión de 

NheA, NheC, INhA, PC-PLC, y Col A; cuando las cepas tienen bajo potencial patogénico 

no expresan o es mínimo el nivel de para NheB y SMasa (Jessberger et al., 2019b); por 

lo que con fines epidemiológicos es útil pero no para fines de identificación.  

 

Otra técnica utilizada es la espectrometría de masas MALDI-TOF, considerado un 

método eficaz para identificar toxinas con alta sensibilidad y si bien permite la 

identificación de cereulide (Ulrich et al., 2019); no hay que perder de vista que las toxinas 

codificadas en plásmidos de virulencia pueden no estar presentes. MALDI-TOF tiene el 

potencial de identificar casi cualquier especie bacteriana en un hemocultivo, pero no es 

aplicable en todos los casos; situación visible en el caso clínico reportado por 

Samarasekara (2019) donde hemocultivos iniciales fueron identificados como Bacillus 

anthracis y posteriormente como Bacillus thuringiensis mediante MALDITOF, de manera 

similar  Osakwe (2020)  describe un caso en el cual se identificó como Bacillus 

cereus/thuringiensis el agente etiológico del proceso infeccioso. Lo cual es lógico 

considerando la alta similitud filogenética de las especies. 

 

También se han utilizado técnicas moleculares basadas en microarreglos como 

Verigene (BC-GP) para la identificación de Bacterias Gram Positivas en hemocultivos 

(Buchan et al., 2013), sin embargo  no incluye en su panel al grupo de B. cereus. 

 

En los últimos años se han desarrollado diversos enfoques como tipificación de 

secuencias multilocus (MLST), sin embargo, a pesar de su mayor resolución los 

resultados obtenidos son inconsistentes (Liu et al., 2015) o la calidad de discriminación 

muy pobre para el análisis de aislamientos de origen alimentario asociados a enfermedad 
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emética (Hoffmaster et al., 2008). Otros enfoques empleados para clasificar y diferenciar 

taxonómicamente B. cereus, B. anthracis y B. thuringiensis son: electroforesis de enzimas 

multilocus (MLEE), análisis de longitud de fragmentos amplificados con fluorescencia 

(AFLP) y detección de genes de toxinas; sin embargo ninguno conduce a una 

diferenciación concluyente de los miembros  del grupo (Hernández  et al., 2020). 

 

 

2.3.1.3 Relaciones filogenéticas.  

 

El “genoma central”, es el conjunto de genes compartidos por todas las cepas de 

una sola especie bacteriana (o al menos el 99%). La clasificación y separación 

taxonómica de B. anthracis, B. cereus y B. thuringiensis ha sido causa de controversia 

entre expertos en el área, distinguir entre estas especies es difícil aún mediante 

herramientas moleculares (Rasko et al., 2005). Se han realizado diversos estudios 

filogenéticos, la inspección visual de la reconstrucción filogenética del genoma central de 

especies de Bacillus en el estudio de Hernández (2018) revela nueve clados principales; 

el más grande agrupa a los miembros del grupo de B. cereus:  B. cereus, B. thuringiensis, 

B. antracis, B. weihenstephanensis, B. mycoides, B. toyonensis y B. cytotoxicus. Acorde 

al estudio pangenómico de Bazinet (2017) el genoma típico de B. cereus s.l. contiene 

59,391 genes aproximadamente de los cuales 32,324 fueron genes accesorios y 27,057 

genes únicos en un taxón; respecto al genoma central ~598 son genes centrales; la 

filogenia del estudio revela tres clados y 7 grupos.   

 

El sistema de clasificación más extendido del grupo de B. cereus s.l. se basa en la 

secuenciación del gen de mantenimiento panC; mediante esta clasificación se han 

determinado siete grupos filogenéticos considerando su rango de temperaturas de 

crecimiento; B. cereus s.s se encuentra en varios grupos; de manera particular el III y VII 

comprende especies asociadas con alta toxicidad (Ramarao et al., 2020). 

 



- 40 - 

 

Existe similitud dentro del grupo de B. cereus s.l. en la secuencia de nucleótidos y 

la organización de genes y operones por lo que las relaciones  son muy cercanas entre 

los miembros de este grupo bacteriano (Patiño-Navarrete y Sanchis, 2017). La 

diferenciación entre  B. cereus s.s. y especies relacionadas es complicada por las 

similitudes en su fenotipo y propiedades genéticas (Kotiranta et al. 2000). Las 

características fenotípicas utilizadas para la asignación taxonómica de especies del grupo 

de B. cereus s.l. como la motilidad y hemólisis varían dentro y entre las especies, a 

menudo cepas del grupo no coinciden con la relación filogenética, (Böhm et al., 2015; 

(Rasigade et al., 2018; Vilas-Boas et al., 2007). 

 

Los determinantes genómicos responsables de algunos fenotipos se encuentran a 

nivel cromosómico  y plasmídico,  la evolución de los plásmidos dentro del grupo es 

altamente dinámica con transferencias y reordenamientos continuos (Patiño-Navarrete y 

Sanchis, 2017); lo que indica que pueden perderse naturalmente en el medio ambiente 

(Ceuppens et al., 2013); por lo tanto, su presencia es heterogénea dentro de una especie 

o múltiples especies (Carroll et al., 2020). 

 

La adaptación a huéspedes animales ya sea como patógeno, saprófito o simbionte 

es la principal fuerza impulsora de la evolución del grupo de B. cereus (Rasigade et al., 

2018). La caracterización molecular de cepas hospitalarias es relevante ya que permite 

visualizar la capacidad de B. cereus de persistir en ambientes hospitalarios a pesar de 

procedimientos de limpieza y puede seguir siendo fuente de infección para pacientes 

hospitalizados. (Glasset et al., 2018) 

 

 

2.4 tRNA  

 

Los RNA de transferencia o tRNA son ácidos ribonucleicos no codificantes 

presentes en todos los dominios, actúan como moléculas adaptadoras que transfieren 

aminoácidos activados, vinculándolos con los codones en los mRNA (Novoa et al., 2012). 

En el ribosoma, se utilizan dichos aminoácidos para la síntesis de proteínas guiada por 
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mRNA (Katz et al., 2016); para efectuar su rol canónico en la síntesis de proteínas debe 

estar cargado con un aminoácido por su aminoacil-tRNA-sintetasa (aaRS), (Raina e Ibba, 

2014), las aaRS reconocen y activan un aminoácido en particular y lo transfieren al tRNA 

especifico (Katz et al., 2016). Además de su rol como adaptadores, los tRNA participan 

en múltiples redes reguladoras (Schimmel, 2018). 

 

 

2.4.1. Estructura de los tRNA.  

 

Los tRNA maduros, presentan una estructura secundaria y terciaria característica; 

la secundaria presenta una estructura bidimensional en forma de hoja de trébol (Figura 

2) descrita en 1965 por Holley, con formación de tallos debido al emparejamiento de 

bases internas (Berg y Brandl, 2021) y cinco regiones no apareadas: bucle D, bucle 

anticodón, bucle variable, bucle T y la cola 3´CCA (Gebetsberger y Polacek, 2013); 

químicamente el anticodón forma puentes de hidrógeno con el mRNA, mientras que el 

aceptor 3´CCA forma enlaces ésteres con aminoácidos (Hopper y Phizicky, 2003). 

Los tRNA se pliegan aún más en una estructura terciaria en forma de L invertida, 

mediante el apilamiento coaxial de los bucles T (facilita la interacción con el ribosoma) y 

D (responsable de estabilizar la estructura terciaria) (Berg y Brandl, 2021). 

 

 

.  

Figura 2 Esquema de la estructura del tRNA.  Estructura secundaria que representa la formación de 4 

tallos, 4 bucles y la región aceptora del aminoácido en el extremo 3´.  
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La interacción del tRNA con la subunidad ribosomal, es mediante su brazo Tψ C 

(Brown 2008); mientras que la unión al mRNA es a través de su brazo anticodón, 

interaccionando mediante emparejamiento de tres bases de manera complementaria y 

antiparalela (Bavykin et al., 2004).  Las tRNA-aminoacil sintetasas interaccionan con el 

brazo D del tRNA (Englert et al., 2013). 

 

Los tRNA se sintetizan como precursores y presentan modificaciones 

postranscripcionales presentes en toda la estructura del tRNA. Las modificaciones de 

nucleótidos ubicadas en la región monocatenaria del brazo aceptor, el bucle D y el bucle 

TψC están involucradas en la estabilización estructural; además de servir como 

elementos de identificación (Edwards et al., 2020). Las modificaciones van desde simples 

metilaciones hasta especies más complejas hipermodificadas; en el brazo D se encuentra 

una dihidrouridina; en el brazo T o TψC timidina, pseudouridina y citidina (Marck y 

Grosjean, 2002); en el bucle anticodón se encuentra el triplete codificante y es el 

responsable de la interacción con el codón en el mRNA (Schimmel, 2018); las 

modificaciones específicas en el anticodón influyen en la precisión y/o eficiencia de la 

traducción (Edwards, et al., 2020). 

   

La maduración del tRNA (¡Error! No se encuentra el origen de la referencia.) 

incluye: eliminación de la porción 5´ del transcrito primario (RNAsa P), eliminación del 

extremo 3´ (RNasa D) con   adición del trinucleótido CCA en el extremo 3´ en los tRNA 

que carecen de este triplete codificado y edición de nucleótidos. El triplete CCA es el sitio 

de unión del aminoácido, con reacciones de aminoacilación y transpeptidación ( Campos-

Guillén et al., 2010); la  incorporación de  aminoácidos a la adenosina del 3´CCA  en la 

posición 3´OH o 2´OH del tRNA  es mediante esterificación por las aaRS (Englert et al., 

2013) que pueden ser del tipo I o II, con motivos de secuencia mutuamente excluyente 

con distinta topología del sitio activo (Ibba y Söll, 2000).  
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Figura 3 Procesamiento del tRNA. La eliminación de la porción 5´del transcrito (amarillo) es realizado por la 

RNAasa P, la eliminación del extremo 3´ es mediante la RNAsa D (en el esquema RNAsa Z.  El triplete CCA remarcado en rosa.  
 

Las secuencias que permiten el reconocimiento del tRNA por las aaRS se 

denominan elementos de identidad, hay nucleótidos específicos en el tallo aceptor que 

proporcionan estructuras esenciales características para el reconocimiento; en particular 

la base 73 es discriminadora (Berg y Brandl, 2021). Acorde a su aminoacilación los tRNA 

se subdividen en 20 grupos de isoaceptores (Ibba y Söll, 2000) con  una longitud de 73 a 

90 nucleótidos, la variabilidad de su longitud puede ser debida a la presencia o ausencia 

del trinucleótido terminal CCA; que se puede agregar durante el procesamiento y que no 

aparece en los genes de tRNA (Michel, 2013). 

 

A pesar de cualquier diferencia en secuencia o longitud, funcionalmente los tRNA 

llevan un aminoácido único para la síntesis de proteínas (Katz et al., 2016)) y sus regiones 

monocatenarias (anticodón y extremo 3´) son clave para la traducción (Berg y Brandl, 

2021). La traducción es el proceso mediante el cual la información genética en forma de 

mRNA se utiliza para sintetizar la secuencia de aminoácidos que originan una proteína; 

la fidelidad de la síntesis proteica depende del reconocimiento codón – anticodón y la 

síntesis de aminoacil tRNA (Katz et al., 2016).  

 

Por lo que los tRNA evitan ser mal acilados (Demongeot y Seligmann, 2019); sin 

embargo cuando un organismo carece del conjunto de aaRS, los tRNA son 

aminoacilados en una vía  indirecta con un precursor del aminoácido correcto , el cual es 

modificado posteriormente al aminoácido específico en el tRNA  (Katz et al., 2016; 
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Sheppard et al., 2008), en bacterias los aminoacil resultantes son transportados por el 

factor de elongación EF-Tu al ribosoma (Englert et al., 2013) para la síntesis proteica. 

 

 

2.4.2. Funciones de los tRNA  

 

La mayoría de los tRNA son empleados en la síntesis proteica pero también 

desempeñan otros roles:  

a) interacciones genómicas como replicación del genoma viral, inserción de 

elementos móviles e inserción viral. 

b) regulaciones dependientes del tRNA como síntesis de nucleótidos alarmona, 

regulación de fragmentos tRNA y control de la velocidad de traducción. 

c) funciones biosintéticas (Banerjee et al., 2010) como aminoacil tRNA en síntesis 

de aminoácidos, modificaciones peptídicas, síntesis de tetrapirroles (Katz et al., 2016).  

d) modificaciones lipídicas “de manera particular la adición de aminoácidos 

dependiente de tRNA a los lípidos en la superficie externa de la membrana bacteriana, 

confieren resistencia a péptidos antimicrobianos catiónicos (Fields y Roy 2018).  

e) biosíntesis de peptidoglucanos; además están relacionados con la inhibición 

apoptótica correlacionada al citocromo c (Raina e Ibba 2014; Shepherd e Ibba, 2015). 

Otras funciones son el etiquetado de proteínas para degradación y la síntesis de 

proteínas adaptativas. 

2.4.3. Organización de los genes trna  

 

Los trna son genes antiguos y elementales para la síntesis proteíca (Widmann et 

al., 2021). Mientras que en los genes trna de eucariotas y arqueas es común encontrar 

intrones, en cianobacterias se ha encontrado un intrón del grupo I de autoempalme en 

las cianobacterias en la misma posición del mismo gen que codifica el trna-Leu (Reinhold 

y Shub, 1992); sin embargo, en la mayoría los genes trna bacterianos no se encuentran 

presentes; por lo que codifican una secuencia ininterrumpida (Pettersson, 2009). La 

secuenciación de más de 40,000 diferentes tRNA maduros y genes de trna, ha permitido 
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conocer el número y organización de los genes del trna a nivel del genoma (Marck y 

Grosjean, 2002). 

  

En comparación con las eucariotas, las bacterias tienen un conjunto de genes de 

trna reducido que codifica entre 30 y 220 tRNA (Santamaría et al., 2021), se ha observado 

una amplia variabilidad de organización de genes entre linajes, con evolución de las 

familias de genes a través de duplicación y pérdida; situación contrastante con el alto 

nivel de conservación en la secuencia de genes trna, con frecuencia se ubican en la 

misma cadena del cromosoma bacteriano comúnmente en la líder (Tremblay-Savard et 

al., 2015). 

 

Los genes de trna están presentes en múltiples copias intercaladas dentro del 

genoma en la mayoría de los organismos, en diversas especies tienden a agruparse 

formando matrices cortas (que se constituyen en operones), con variabilidad en el 

número de genes trna de una especia a otra; la variación puede ser por la transferencia 

de genes horizontal, la duplicación de genes principalmente en eucariotas y la selección 

del conjunto de genes para mantener la traducción (Santamaría, et al., 2021; Tran et al., 

2015; Welsh  y McClelland, 1991).  

 

En algunas especies el operón de genes de trna se encuentran cerca de los 

operones de rrna ubicados río abajo de estos y podrían transcribirse de forma 

independiente debido a un promotor ubicado entre los genes 23S y 5S (Tremblay-Savard 

et al., 2015), o que ambos operones representen una sola unidad transcripcional (Tran, 

et al., 2015). Su transcripción puede ser entonces a partir de un promotor común como 

transcripciones policistrónicas; pero también puede ser como precursores 

monocistrónicos (Petterson, 2009). 

 

Los genes de trna en especies del Filo Firmicutes se agrupan en un número 

reducido de matrices1 u operones largos con distancias intergénicas cortas (¡Error! No 

 
1 Matriz: Regiones genómicas que contienen al menos 20 genes de tRNA con una densidad mínima de genes de 

tRNA, dos genes de tRNA por kilobase. 
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se encuentra el origen de la referencia.) observándose una baja distribución de genes 

de trna independientes o no agrupados con otros genes de trna (Tran et al., 2015); lo cual 

es indicativo de una organización de los genes en operones (Santamaría et al., 2021). La 

organización genómica de los genes de trna en matrices es una de las principales 

características distintivas de las clases taxonómicas de Bacilli y Clostridia, (Tran et al., 

2015). De manera particular en B. thuringiensis Bt407 las matrices fueron localizadas en 

plásmidos y cromosomas (Tran et al., 2015).  

 

Figura 4 Distribución de organismos con y sin unidades de matriz en diversos filos y 
específicamente Firmicutes. Casi en todas las bacterias están presentes matrices u operones de tRNA 

(rojo) con una proporción variable; sin embargo, predomina en el filo Firmicutes la alta presencia de organismos con 
matrices de tRNA y más en el orden Bacillales   

 

La presencia de dos clases de operones de rrna en el grupo de Bacillus cereus es 

característico, la clase I incluye operones rrnA, B, D, F, G, H, I y J; la clase II incluye 

operones rrnC, E, K, L, M. La clase II exhibe múltiples genes trna río abajo del gen 5S 

rrna, una secuencia de promotor putativo en la región intergénica 23S-5S y sin estructura 

obvia del terminador de transcripción río abajo del gen 5S lo que sugiere que el operón 

de trna y 5Srrna pueden ser transcritos independientemente de los genes 16S y 23S 

(Candelon et al., 2004). 
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2.4.4 trna-cys 

 
El gen trna-cys presenta longitudes de 74, 71 y 75 bp, predominando 74 bp en 

células procariotas y 72 en eucariotas (Michel, 2013); algunos miembros del Filo 

Firmicutes, presentan una sola copia de trna-cys en su genoma (Andrade et al. 2019); de 

manera particular dentro del grupo de B. cereus s.l., se observan isoaceptores con un 

número de copias bajo como tRNACys, tRNAHis y tRNATrp (Hernández Flores et al., 2020). 

El gen (¡Error! No se encuentra el origen de la referencia.) trna-cys en Bacillus cereus 

ATCC  10876 se encuentra dentro de un operón de genes trna; flanqueado por los genes 

de trna-gly y trna-leu; tiene una longitud de 71 bp y es de copia única en su genoma. 

 

Figura 5 Localización del gen trna-cys en la cepa Bacillus cereus ATCC 10876. El clúster 

de genes tRNA en B. cereus ATCC 10876 está constituido por 11 genes de trna, el gen trna-cys se encuentra ubicado 
entre el gen de trna-gly y trna-leu; río abajo del clúster se encuentran genes que codifican proteínas hipotéticas DUFF 
3884 y YebC/PmpR. Secuencia generada a partir de los datos obtenidos en IMG. 
 

En la estructura típica del trna-cys el apareo entre bases mantiene la estructura 

secundaria, observándose predominantemente entre bases A-U y G-C; dentro de la 

(¡Error! No se encuentra el origen de la referencia.) es posible observar que existen 

bases púricas y pirimidínicas 100% conservadas en la secuencia de trna-cys consenso 

dentro del grupo de B. cereus; así como huecos en la región variable.  
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Figura 6 Estructura típica y consenso de trna-cys presente en miembros del grupo 
Bacillus cereus. Dentro de la figura se puede apreciar el apareo entre bases complementarias (Watson y Crick) 

pero también se pueden encontrar (no Watson y Crick) como se aprecia en el brazo D, de igual manera es posible 

observar desapareos o “mismatches” entre la posición -1 y 73.  

 

El ribosoma debe asociar correctamente el aminoácido unido al tRNA con el 

trinucleótido en el marco de lectura (codón) del mRNA; debe decodificar solo codones 

sucesivos y no trinucleótidos en marcos desplazados; existen conjuntos de trinucleotidos 

llamados códigos circulares que están enmarcando códigos (propiedad de recuperación 

sincronización y mantenimiento del marco de lectura). Se ha observado la presencia de 

motivos de código circular en las regiones de los extremos   5´y/o 3´ de varios trna. 

Específicamente los  tra-cys en procariotas presentan motivos de código circular en el 

extremo 3´ lo que sugiere que las regiones 3´de los trna tienen una estructura primaria 

similar a la estructura primaria de los genes con un “marco” a partir del anticodón (Michel, 

2013). 
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2.4.5 trna y filogenia 

 
La estructura terciaria de los tRNA permite un alto grado de conservación 

estructural, por lo que las moléculas de tRNA son de los RNA más estables en una célula 

y son considerados más robustos2 que los mRNA (Raina e Ibba, 2014).  

 

Acorde a Cedergreen citado en Widmann (2021) los trna fueron las primeras 

secuencias de ácido nucleico utilizadas para reconstrucción filogenética. Estudios 

realizados muestran que el patrón general de similitudes y diferencias en los grupos de 

trna recuperan la filogenia universal de manera notable y equiparable a la filogenia de 

rrna coincidiendo ambas filogenias (Widmann, 2010); por lo que pueden ser utilizados 

como marcadores filogenéticos para resolver relaciones entre los taxones microbianos 

(Schwartz, 2018). 

 

De manera particular Tremblay-Savard (2015) basó su estudio de evolución de 

repertorios de trna en especies de Bacillus, considerando que los genes de trna se 

encuentran separados por pocos eventos evolutivos; el resultado de su estudio muestra 

que los eventos de duplicación y deleción son prevalentes sobre las inversiones o 

transposiciones, pero en bajo número (generalmente de uno a dos) (Tremblay-Savard et 

al., 2015). 

La distribución filogenética de estas especies sugiere que las largas matrices se 

diseminarían por transferencia horizontal de genes sustentado en la observación de 

matrices similares en plásmidos, elementos conjugativos y el genoma de bacteriófagos 

(Santamaría et al., 2021). 

 

Los trna han sido utilizados en diversas estrategias moleculares, para la 

identificación de especies bacterianas;  Welsh y Michael McClelland (1991) utilizaron una 

estrategia molecular basada en motivos de secuencia compartidos de genes trna, para 

identificar especies de Staphylocuccus  donde el diseño de los cebadores consideró una 

 
2 La robustez biológica o genética es su capacidad para retener su funcionalidad a pesar de la introducción de errores 

aleatorios. Bertolaso, Marta y Cerezo, María. 2017. "Robustez biológica". En Diccionario Interdisciplinar Austral, 

editado por Claudia E. Vanney, Ignacio Silva y Juan F. Franck. URL=http://dia.austral.edu.ar/Robustez_biológica 

http://dia.austral.edu.ar/Robustez_biol%C3%B3gica
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combinación perfecta de cinco bases entre el extremo 3´del cebador y muchos genes de 

trna y homología extensa en el resto del cebador con varios genes de trna en varias 

secuencias de la especie; concluyendo que sería posible desarrollar cebadores consenso 

de trna con aplicación en epidemiología; de igual manera se han utilizado en el análisis 

de polimorfismos de longitud espaciadora intergenica de trna  para la identificación de 

aislados estreptocóccicos de mastitis bovina (Zschöck et al., 2005)  

 

Diversos estudios han utilizado cebadores consenso de trna para el diseño de 

estrategias basadas en huellas genéticas de regiones espaciadoras o secuencias de trna 

para la diferenciación de especies como Acinetobacter, Streptococcus (Baele et al., 2001; 

Ehrenstein et al.,1995; Welsh y Michael McClelland 1991). Andrade (2019) evaluó la 

presencia de Paenibacillus larvae en polen usando la amplificación del gen trna-cys 

concluyendo que al ser combinado con otros métodos moleculares puede ser útil para la 

identificación del microorganismo. 

 

 Los trna pueden ser utilizados con enfoque diferente a la identificación como la 

evaluación de procesamientos de maduración, a través de la participación de RNasas en 

la maduración de trna-cys (Campos et al., 2010), o bajo condiciones de estrés 

(Hernández et al., 2021). Por su parte Masuda (2019) demuestra que la metilación de 

m1G37-tRNA en la traducción específica de codones controla el desarrollo de resistencia 

en bacterias Gram negativas. 
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III. Hipótesis 

 

 

 

La región genómica donde está localizado el gen trna-cys del grupo de B. cereus 

sensu lato es estructuralmente diferente en miembros del género Bacillus, por lo que 

puede ser empleada en estrategias moleculares y filogenéticas para su identificación a 

partir de aislados bacterianos esporulados presuntivos. 
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IV. Objetivos 

 

Objetivo General 

Evaluar la región genómica asociada al gen trna-cys a través de PCR   como 

método alternativo para la detección de   Bacillus cereus sensu lato a partir de aislados 

bacterianos esporulados. 

 

Objetivos Específicos 

1. Analizar in silico la región genómica asociada al gen trna-cys de miembros 

pertenecientes al grupo de B. cereus sensu lato. 

 

2. Evaluar la funcionalidad de la estrategia molecular de la PCR a partir de la región 

genómica del trna-cys en la cepa B. cereus ATCC 10876 y aislados bacterianos 

esporulados presuntivos. 

 
 

3. Realizar el análisis filogenético a partir de la correlación de los amplicones 

obtenidos de la región genómica del trna-cys con secuencias obtenidas en la base 

de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI). 
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V. Metodología 

 

 

5.1 Diseño experimental 

El diseño de este proyecto de investigación consistió en evaluar la región 

genómica asociada al gen trna-cys mediante PCR punto final como un método alternativo 

para la detección de B. cereus sensu lato en aislados bacterianos esporulados usando 

como control una cepa de referencia Bacillus cereus ATCC 10876.  A partir del análisis 

in silico de la región genómica asociada al gen trna-cys de copia única, se realizó 

amplificación y secuenciación de los amplicones obtenidos para el análisis filogenético 

de las cepas seleccionadas para el estudio. 

 

5.1.2. Universo  

Se trabajó con aislados bacterianos esporulados de muestras de polen europeo y 

mexicano, así como con la cepa de referencia Bacillus cereus ATCC 10876.  

 

5.1.3. Tipo de Muestreo 

El muestreo fue no probabilístico intencional con un tamaño de muestra acorde al 

número de aislados bacterianos esporulados. 

 

5.1.4. Definición de las Unidades de Observación  

La selección primaria consideró la resistencia de las endosporas a temperaturas 

elevadas para el aislamiento bacteriano, con capacidad de crecimiento en medio Agar 

Soya Tripticasa. Las colonias obtenidas a partir de la selección primaria fueron utilizadas 

para detectar la presencia de la región genómica del gen trna-cys y genes asociados para 

la detección de Bacillus cereus s.l. 

 

Criterios de Inclusión 

- Aislamientos de bacilos Gram positivos esporulados con crecimiento en resiembra 

y características citomorfológicas en medio de cultivo AST. 
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Criterios de Exclusión  

- Aislamientos de bacilos Gram positivos esporulados sin crecimiento en resiembra 

o sin características citomorfológicas en medio de cultivo. 

Control 

 Cepa de referencia Bacillus cereus ATCC 10876. 

 

5.1.5 Descripción operacional de las variables de la hipótesis   

 

A partir de la hipótesis se establecieron como variables la región genómica de trna-cys 
del grupo de B. cereus s.l., aislado bacteriano sospechoso y el análisis filogenético 
realizando una descripción operacional y definiendo de cada tipo de variable (Tabla 5). 
 
Tabla 5 Variables  

Variable Tipo de 
variable 

Definición conceptual  Definición operacional 

Región genómica 
de trna-cys del 
grupo Bacillus 
cereus s.l.   

Dependiente  Zona del DNA 
cromosómico que 
contiene grupo de genes 
tRNA y tres genes 
específicos ubicados río 
abajo del trna-cys 

Detección por electroforesis   de 
los fragmentos de amplificación 
por PCR de la región genómica 
del trna-cys. Positivo – negativo 
con base al marcador de peso 
molecular GeneRuler 1 kb DNA 
Ladder (ThermoFisher) 

Aislado 
bacteriano 
presutivo   

Independiente  Microorganismo aislado 
de la población natural 
con características 
fenotípicas del género a 
investigar 

Aislamiento bacteriano a partir 
de diluciones de muestras de 
polen sometidas a shock térmico 
com viabilidad solo de 
microorganismos capaces de 
formar endosporas 

Análisis 
filogenético 

Dependiente  Comparación de 
secuencia de 
nucleótidos para 
establecer la similitud de 
genes de las muestras 
analizadas 

Agrupamiento de las secuencias 
obtenidas con la estrategia 
molecular en clados dentro de la 
filogenia del grupo de B. cereus 
s.l. (asociaciones del árbol 
consenso considerando número 
de repeticiones de asociación) 

 

5.2 Muestra y aislamiento  

Se realizaron diluciones decimales seriadas de 1x10-1 hasta 1x10-7  de las 

muestras de polen, homogenizando 1g de muestra en 10 ml de peptona; para la 

obtención de bacterias esporuladas, las diluciones fueron sometidas a calentamiento  

(80°C por 10 minutos) para inactivación térmica de células vegetativas acorde a la 

estrategia citada en Andrade et al. (2019). Esta técnica es importante para establecer el 

origen de algunos brotes de Enfermedades de Transmisión Alimentaria causados por 
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este microorganismo, de tal forma que solo los microorganismos capaces de formar 

esporas sobreviven. Por otra parte, estudios previos han demostrado la presencia de 

cantidades significativas de tRNA en esporas inactivas, representando un reservorio 

esencial. (Arvizu et al., 2020). 

 

Para el aislamiento se inocularon las diluciones en placas de agar soya tripticasa 

(TSA) medio (Difco Laboratories; Detroit, MI. USA) con incubación a 37ºC por 24 hrs.  Se 

realizó resiembra por extensión en placa e incubación a 37°C por 24 hrs. 

 

Fueron seleccionadas 13 colonias (grandes, planas, secas) de diversas placas (de 

cultivos puros) para evaluar la estrategia molecular de la región genómica río abajo del 

gen trna-cys mediante PCR punto final. 

 

5.3 Análisis in silico de la región genómica asociada al gen trna-cys 

 
 

5.3.1. Análisis in silico del número de isoaceptores. 

 
Como primer paso se verificó el número de copias de genes trna en 250 especies 

diferentes del género Bacillus, mediante la base de tRNAscan-S; el resultado obtenido 

del número de isoaceptores presentes en cada una de las especies fue procesado en el 

software R versión 3.0.2., para comparar el número de copias presentes de cada 

isoaceptor en las diferentes especies del género Bacillus spp. 

 

5.3.2. Análisis in silico de genes presentes en la región genómica asociada 

al trna-cys río abajo. 

 

Se obtuvo el mapa genómico de diversas especies de Bacillus   y en particular de 

B. cereus s.l., en la enciclopedia de genes y genomas de Kioto (Kanehisa et al., 2021); 

así como, de la base de datos GenBank para el análisis de los genes presentes en la 

región genómica asociada al trna-cys río abajo. Además, dentro de las bases de datos 

seleccionamos 18 secuencias de cepas de referencia considerando 1300 bp río abajo del 
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gen trna-cys para elaborar el árbol filogenético utilizando el software MEGA versión X 

(Kumar et al., 2018). 

 

5.4 Evaluación de la funcionalidad de la estrategia molecular de la PCR a partir de 

la región genómica asociada al gen trna-cys 

 

5.4.1. Condiciones de amplificación  

 

Siguiendo la metodología previamente publicada por el grupo de trabajo, se evaluó 

la funcionalidad de la estrategia molecular mediante PCR punto final, para la 

identificación de B. cereus s.l. Se utilizaron los cebadores 1517: 5'- GGC GGC ATA GCC 

AAG TGG TAA GGC -3' (forward) y 1518: 5'- GCTGCCACATAAATTTCACGCCC -3' 

(reverse) específicos para la región de estudio tRNACys - YebC/PmpR con una longitud 

de 1160 bp (Hernández et al., 2020). 

 

La estrategia fue evaluada en 13 colonias junto con cepas de: B. cereus ATCC 

10876 (control positivo), B. subtilis (control negativo), B. licheniformis, B. pumilus, B. 

altitudinalis, B. sonorensis y B. thuringiensis provenientes de la colección del laboratorio 

de microbiología de la Universidad Autónoma de Querétaro. 

 

Una colonia individual de cada cepa fue suspendida en 50 μL de agua destilada 

grado biología molecular para preparar la mezcla de reacción utilizando el mix para PCR 

(Thermo ScientificTM Phusion Flash PCR Master Mix: Waltham, MA, USA); la 

amplificación se realizó en Termociclador (Thermo Scientific Arktik Thermal Cycler Type 

5020). Las condiciones para PCR fueron: desnaturalización inicial a 94°C por 60 seg, 35 

ciclos a 58°C por 30s; 72°C por 30s y una extensión final a 72°C por 1 min. 

 

A los productos de la amplificación se les adicionó Red Gel (Biotium) para su 

visualización y sometidos a electroforesis (Power Pac Basic Power Suply de Biorad) 

utilizando gel de agarosa al 1 %, (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, USA) a 70 volts por 40 

min y visualizados con transiluminador UV. 
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5.5 Análisis Filogenético  

 

Siete de los amplicones obtenidos fueron enviados a secuenciar en Macrogen Inc. 

(Seoul, Republic of Korea), los datos de secuenciación de los amplicones se descargaron 

en formato FASTA y se compararon con secuencias de la base de datos del GenBank 

mediante BLAST (Basic Local Alignment Search) (Altshucl. S.F et al. 1990) considerando 

como algoritmo de selección megablast y los parámetros preestablecidos. De las 

secuencias resultantes en la base de datos del National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) (O'Leary et al., 2016) fueron seleccionadas aquellas con 100% de 

cobertura y >95% de identidad y descargadas en formato FASTA para la realización del 

análisis filogenético utilizando MEGA versión X (Kumar, Stecher, Li, Knyaz y Tamura 

2018) y el método Neighbor-Joining con 1000 repeticiones. 
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VI. Resultados y discusión 

 

 

6.1 Determinación del número de genes trna en especies del género Bacillus 

 

El número de genes trna varia considerablemente entre los diversos reinos 

(Pettersson, 2009), comúnmente se encuentran intercalados dentro del genoma de la 

mayoría de los organismos (Santa María et al., 2021); de manera particular en las 

bacterias se observa el isoaceptor   tRNAMet con el mayor número de copias (Novoa et 

al., 2013). En el presente estudio en primera instancia se cuantificó y representó de 

manera gráfica el número de copias de los isoaceptores tRNA presentes en 250 especies 

del género Bacillus.  

 

Los resultados obtenidos (¡Error! No se encuentra el origen de la referencia.)  

muestran que tRNAMet es el isoaceptor con mayor número de copias, congruente con la 

observación de Novoa (2013) y que existe un bajo número de copias de los isoaceptores 

tRNACys, tRNATrp y tRNAHis dentro de los genomas analizados. De manera puntual el 

número de copias de tRNACys dentro del grupo de B. cereus s.l., es de 1 a 3 isoaceptores; 

predominando la presencia de un solo isoaceptor en 97 de las 106 especies analizadas 

del género B. cereus s.l. concordante con lo reportado previamente (Andrade et al., 2019; 

Campos Guillén et al., 2010). Por lo que se decidió usar el gen trna-cys para el desarrollo 

de una estrategia molecular para la identificación del género B. cereus s.l. 
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Figura 7 Distribución y número de copias de trnas presentes en diferentes genomas del 
género Bacillus. El histograma muestra diferencias significativas en el número de copias de cada isoaceptor de 

tRNA presente en los genomas de las especies del Género Bacillus revisadas. La clave de colores, indica el número 
de copias presentes bajo un gradiente de color que va desde el verde (menor número de copias) al color rojo (mayor 
número de copias). El isoaceptor tRNACys presenta el número más bajo (recuadro rojo). El número de copias de cada 
isoaceptor de tRNA fue mapeado y extraído usando el programa tRNAscan-SE. A partir de los datos obtenidos, el 
recuento y el análisis del agrupamiento fue realizado usando el Software R.  
 

 

6.2 Organización y estructura de la región genómica asociada al trna-cys  

 

La organización de trnas en matrices u operones se limita a unos pocos Filos y 

principalmente en bacterias Gram positivas; dentro de los Firmicutes predomina la alta 

presencia de organismos con operones de trna y más en el orden Bacillales (Tran et al., 

2015), frecuentemente el clúster se localiza río debajo de un operón rna; (Candelon et 

al., 2004). El esquema gráfico (¡Error! No se encuentra el origen de la referencia.) de 

la región genómica de estudio en las 17 secuencias de cepas de referencia de diferentes 

especies de Bacillus, muestra que se mantiene la sintenia en el operón rrna río arriba del 

clúster de trna, concordante con Tremblay-Savard (2015) y Santamaría (2021). En 
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contraparte se aprecia variabilidad de los genes presentes río abajo del clúster de trna, 

entre las diferentes especies de Bacillus.  

 

Figura 8 Esquema gráfico y árbol filogenético de la región genómica asociada al gen 
trna-cys en diferentes especies de Bacillus. En el esquema gráfico (derecha) se muestra en recuadro 

rojo al gen trna-cys, verde al trna-gly y azul fuerte trna-leu; dentro del clúster (o matriz) de trna (representados con 
recuadros azul). Río arriba del clúster de trnas se aprecia el operón de rrna 16, 23 y 5s (color gris), los genes río abajo 
del clúster de tRNAs se muestran en diferentes colores para observar la similitud o variabilidad en la región; siendo 
más consistente el tipo de genes presentes en miembros del grupo de B. cereus s.l. El árbol filogenético (izquierda) 
agrupa las especies en cinco clados (números romanos), involucró 18 secuencias de nucleótidos (17 especies de 
Bacillus y Veillonela), procesadas en MEGA X bajo el método de Neighbor-Joining  

 

Para el análisis filogenético se utilizó como grupo externo Veillonela párvula, otra 

especie perteneciente al Filo Firmicutes de la clase Clostridia y claramente forma una 

rama independiente. La filogenia (¡Error! No se encuentra el origen de la referencia.) 

muestra la formación de cinco clados; las especies del grupo de B. cereus sensu lato 

contempladas en el análisis se restringen exclusivamente al clado IV.  

 

Tanto en la representación gráfica como en el análisis filogenético (¡Error! No se 

encuentra el origen de la referencia.), es evidente la  variabilidad de los genes 

presentes río abajo del clúster de tRNAS entre especies como B. subtilis, B. licheniformis, 

B. velezensis, B. amyloliquefaciens, B. sonorensis, B. pumilus, B. altitudinis, B. infantis 

(patógeno causante de sepsis en RN), B. coagulans (usado como probiótico)  y B. smithi, 
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pertenecientes al Filo Firmicutes; a diferencia  existen genes conservados  en la región 

rio abajo del clúster de trnas en cuatro de las cinco especies seleccionadas del grupo B. 

cereus s.l.  

 

A partir de los datos anteriores se realizó el análisis de la región genómica de 

manera específica en cepas representativas de miembros del grupo de B. cereus s.l. El 

análisis in silico de las regiones genómicas de estudio (¡Error! No se encuentra el 

origen de la referencia.b), ubica al trna-cys dentro de una matriz de 15 o 16 trnas; 

comúnmente precedido por trna-gly y seguido por trna-leu; por lo que es evidente que el 

número y organización de los genes de trnas dentro del grupo de B. cereus s.l. es 

altamente conservado y es pertinente con lo descrito previamente por Tremblay-Savard 

(2015). 

 

Figura 9 Análisis de la región genómica asociada al trna-cys en B. cereus s.l. En la 

representación gráfica de la región genómica de especies pertenecientes al grupo B. cereus s.l. se aprecia A) Río 
arriba del clúster de trnas se encuentra el operón de rrna presente en todas las especies de estudio. B) La ubicación 
del trna-cys dentro del clúster, precedido por trna-gly (verde) y trna- leu (azul). C)  Río abajo del clúster de trnas los 
genes codificantes para DUF (café) YebC/PmpR (rosa) y mutT (morado). DUF se encuentra presente en 9 secuencias, 
mientras que YebC/PmpR y mutT en once de las catorce secuencias de cepas de referencia seleccionadas para el 
análisis. Se observa que los genes presentes en B. cytotoxicus, B. pacificus y B. mycoides son diferentes en la región.  

 

Río abajo del clúster de trnas (¡Error! No se encuentra el origen de la 

referencia.c) se observa de manera consistente la presencia de tres genes en: B. cereus, 
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B. anthracis, B. thuringiensis, B. toyonensis, B. weihenstephanensis, B. wiedmanni, B. 

mobilis, B. nitratrireducens y B. tropicus. Dichos genes codifican para las siguientes 

proteínas (genoma.jp): 

 

1) DUF. Familia de proteínas presentes en bacterias, funcionalmente no 

caracterizadas, pero muchas de ellas son anotadas como Tagatosa 1,6- 

difosfatasa aldolasa.  

2) YebC/PmpR. Familia de reguladores transcripcionales, en bacterias regula 

negativamente la expresión de genes en función de la densidad celular a través 

de moléculas de señal denominadas “autoinductores”. 

3) mutT. Proteínas de reparación de DNA y recombinación. 

 

     Por otra parte B. albus y B. pseudomycoides carecen de DUF, pero se encuentran 

presentes los genes que codifican para YebC/PmpR y mutT.  De manera específica B. 

pseudomycoides presenta dos genes previos a Yeb/PmpR ausentes en las otras 

especies.  

 

      A partir de la presencia de un solo gen de trna-cys y la consistencia de genes río 

abajo del mismo, la estrategia molecular para la identificación de miembros del grupo de 

B. cereus s.l. contempla la región genómica trnacys - yebC/PmpR   

 

 

6.3 Detección de la región genómica trnacys - yebC/PmpR 

 

     Como primera aproximación se evaluó la estrategia en cepas de B. cereus ATCC 

10876 (control positivo), B. subtilis, B. licheniformis, B. pumilus, B. altitudinalis, B. 

sonorensis y B. thuringiensis; previamente identificadas y provenientes de la colección 

del laboratorio de microbiología de la Universidad Autónoma de Querétaro. La separación 

de los productos de los amplicones de la región trnacys - yebC/PmpR por electroforesis 

en gel de agarosa (Figura 10¡Error! No se encuentra el origen de la referencia.), se 

visualizaron bandas de manera específica en B. cereus ATCC 10876, B. thuringiensis y 
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B. cereus, por  la presencia de la región genómica de estudio en dichas especies 

pertenecientes al grupo B. cereus s.l. Por lo que consideramos que la estrategia 

molecular basada en la región trnacys - yebC/PmpR permite diferenciar a estas especies 

del grupo. B. cereus s.l. de otros Bacillus. 

 

Figura 10 Visualización de los amplicones obtenidos por electroforesis en gel de agarosa 
apreciándose bandas muy claras en los carriles 5,12, 13, 14 con un tamaño cercano a las 1000 bp y la banda del carril 
11 con un tamaño marcadamente inferior.  

 

     La estrategia fue evaluada en trece de los 50 aislamientos obtenidos a partir de las 

muestras de polen de donde se aislaron colonias sospechosas, doce de los trece 

amplicones visualizados por electroforesis (¡Error! No se encuentra el origen de la 

referencia.B) muestran la presencia de bandas en la región próxima a 1000 bp; sin 

embargo, la banda del amplicon C6 se localiza próxima a las 750 bp. Estos resultados 

indican que los microorganismos de los trece aislados presentan dentro de su genoma la 

región de estudio trnacys- yebC/PmpR (¡Error! No se encuentra el origen de la 

referencia.A).  
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Figura 11 Electroforesis de los productos de amplificación de los aislados bacterianos 
de análisis. Se detectan fragmentos de amplificación en la región próxima a 1000 bp correspondiente al tamaño 

de la región genómica en la cepa de referencia B. cereus ATCC 10876. Las siglas para B1: Marcador (M), Control 
positivo (C1), Aislados presuntivos (C2, C3, C4, C5, C6, C7); B2: Marcador (M), Control positivo (C8), control negativo 
B. subtilis/M/7KGyS (C9), Aislados presuntivos (C10, C11, C12); B3: Marcador (M), Control positivo (C13), Aislados 
presuntivos (C14, C15, C16, C17).  
 

6.4 Filogenia de los aislados. 

 

     El diseño molecular que utiliza cebadores para amplificar regiones especificas permite 

distinguir perfiles que difieran a nivel de especie o género y, por lo tanto, ser una medida 

de la relación Filogenética (Ehrenstein et al., 1996); para confirmar la clasificación 

filogenética de los aislamientos C12, C13, C14, C15, C16, C17 y C6 con amplificación 

positiva, fueron enviados a secuenciación para su análisis.  

 

    Nuestro análisis filogenético (Figura 12) confirma los resultados obtenidos mediante 

trnacys-PCR de que las colonias bacterianas identificadas son miembros del grupo de B. 

cereus. El agrupamiento de las secuencias de la región genómica trnacys- yebC/pmpR 

revelan tres clados, de manera concordante con Bazinet (2017) y 11 grupos de especies.  

El clado I está constituido por especies de B. albus, B. mobilis, B. nitratireducens, B. 

mycoides, B. cereus, B. thuringiensis, B. wiedmannii, B. tropicus y B. anthracis; es el clado 

más grande y forma ocho grupos. Dentro del grupo cinco observamos exclusivamente 

especies que estaban estrechamente relacionadas con B. anthracis congruente a la 
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filogenia construida por Patiño (2017) y ninguno de nuestros aislados se agrupo en el 

mismo; los grupos 6, 7, 8 y 9 contienen especies filogenéticamente relacionadas con B. 

cereus y B. thuringiensis y es donde se agruparon nuestros aislados C13, C17 y C6 en 

los grupos 9, 6 y 7 respectivamente. 

 

 

 

 
    Figura 12 Filograma circular que representa las relaciones filogenéticas de los 
amplicones obtenidos dentro del grupo de B. cereus sensu lato. El análisis filogenético fue inferido 

utilizando el método de máxima parsimonia. El árbol consenso utilizó 1000 réplicas; se colapsaron las ramas cuando 
las particiones fueron menores del 50% de las réplicas. El procesamiento del árbol fue realizado en el software MEGA 
X y renderizado en FigTree 1.4.4 
 

      Dentro de este clado es importante señalar a nuestro aislado C6 que presentó un 

producto de PCR más pequeño; la secuencia de ADN mostró una gran similitud con la 

cepa B. bombysepticus cepa Wang; estas especies filogenéticamente relacionadas 

muestran una deleción de alrededor de 348 bp que incluye parte del primer gen y la región 

intergénica antes del segundo gen (yebC/pmpR) dentro de la región genómica de estudio. 
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      De igual manera el análisis genómico revela que para B. thuringiensis serovar 

coreanensis hay una inserción de ~30 Kb en la región intergénica entre el grupo de trna 

y el siguiente gen ubicado rio abajo, con duplicación de trna-leu y pérdida de secuencias 

similares a las especies relacionadas filogenéticamente. La presencia de genes 

relacionados con recombinasas en esta inserción sugiere que algunos surgieron por un 

evento de recombinación. 

 

     Respecto al clado II agrupa especies de B. thuringiensis y predominantemente de B. 

cereus; dentro de este clado se agrupó nuestro amplicon C16. Finalmente, el clado III 

agrupa especies de B. cereus y predominantemente B. thuringiensis, formado dos 

grupos; dentro de este clado, se agruparon nuestros aislados C12 y C15 en el grupo 1 y 

C14 en el grupo 10. 

 

VII. Conclusiones  

 

Algunos miembros de Bacillus cereus son utilizados en la industria agrícola como 

agente de control biológico y en la industria alimentaria como probiótico; sin embargo, 

también existen especies dentro del grupo capaz de generar enfermedades en los 

humanos.  La falta de prácticas óptimas en el control de infecciones repercute en la 

identificación del agente etiológico y con ello en el diagnóstico; tanto las   IAAS y las ETA 

conllevan a repercusiones en morbilidad y mortalidad, dentro de los agentes etiológicos 

involucrados se encuentran especies del grupo de B. cereus s.l.  

 

La relevancia del carácter patogénico de B. cereus s.s, ha sido subestimada por 

diversos factores: la remisión de la sintomatología en ETA por lo que muchos pacientes 

no acuden al servicio médico; la variabilidad de patologías a nivel sistémico o local, 

producto de la diversidad de factores de virulencia; o la identificación errónea por el 

enmascaramiento en cultivos; así como variantes atípicas en los cultivos y por ser 

considerado “contaminante”. Cuando se identifica a B. cereus como agente causal solo 
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es a nivel presuntivo después de diversas pruebas fenotípicas que consumen tiempo 

valioso para el diagnóstico; por lo cual contar con un método de identificación rápida es 

relevante. 

 

     Bacillus cereus s.l. es un grupo caracterizado por ser formadores de endosporas 

altamente resistente al calor (Vilas-Bôas et al., 2007). Tras someter a tratamiento térmico 

las diluciones (1x10-1 hasta 1x10-7) e incubación a 37°C por 24 h, en los 50 aislamientos 

obtenidos se apreció morfología colonial característica fenotípicamente (colonias 

grandes, planas, irregulares y secas) de B. cereus s.l.  

 

El número y organización de los genes de tRNAs dentro del grupo de B. cereus s.l. es 

altamente conservado y es pertinente con lo descrito previamente por Tremblay-Savard 

(2015); la región genómica trnacys - yebC/PmpR, presente en Bacillus cereus s.l., cumple 

con la característica de incluir genes conservados lo que permitió la viabilidad para el 

desarrollo e implementación de la estrategia molecular.  

 

Después del alineamiento de secuencias seleccionadas para la región genómica de 

estudio y la valoración mediante PCR punto final, se encontró que es eficiente para 

detectar la región genómica de estudio.  Tras la amplificación se aprecia similitud de los 

amplicones con cepas de diverso origen y características. Por ejemplo: el aislado C17 

mostro similitud con la cepa reportada B. cereus 21155, la cual se ha descrito que es 

capaz de degradar el gluten y los péptidos inmunotóxicos para celiacos; el aislado C13 

mostro similitud con la cepa reportada  B. cereus FORC024, la cual fue aislada de sopa 

de pollo; el aislado C14 mostro similitud con la cepa reportada  B. cereus CF4-51 que fue 

aislado de suelo; el aislado C16 mostro similitud con la cepa reportada  B. cereus MLY1 

que fue aislada de lodo activado; los aislados C12 y C15 mostraron similitud con la cepa 

reportada  B. cereus G9842,  que fue aislada de muestras de heces en pacientes de 

Nebraska  y  finalmente el aislado C6 mostro similitud con la cepa reportada B. 

bombysepticus str. Wang, característicamente patógeno para Bombyx mori Black Chest.    

 



- 68 - 

 

Por lo anterior es claro su carácter ubicuo y la relevancia del grupo en diversos 

entornos; una evaluación preliminar del riesgo de aislamientos de B. cereus es posible 

mediante la correlación de los aislados  con su grupo filogenético. 

 

     Considerando los resultados del análisis filogenético B. anthracis queda restringido a 

un solo grupo lo que concuerda con (Patiño-Navarrete y Sanchis 2017); así mismo 

nuestro análisis filogenético concuerda con estudios previos que incorporan a B. albus, 

B. mobilis y B. nitrotireducens dentro del grupo de B. cereus sensu lato. 

 

Los resultados descritos en diversos estudios sugieren un alto grado de diversidad 

genética entre las especies, con variabilidad en la expresión toxigénica y fenotípica; por 

lo que las cuestiones relacionadas con la taxonomía de B. cereus, B. anthracis y B. 

thuringiensis continúa en debate entre los investigadores de este campo (Barraud  y 

Tisné,  2019; Bavykin, et al., 2004; Chen  y Tsen, 2002; Jessberger et al., 2019; Kotiranta 

et al., 2000; Nakano, 2020; Osakwe, 2020; Samarasekara, 2019; Sharma et al., 2019). 

 

Tras el estudio concluimos que la estrategia molecular basada en el gen trna-cys 

permite detectar la presencia de especies del grupo de B. cereus a nivel de grupo, 

complementando métodos existentes para su detección; reduciendo y optimizando 

tiempos.  
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