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1. RESUMEN 

Los microorganismos influyen en el comportamiento de otros a través de la secreción 

y/o excreción de metabolitos con funciones protectoras contra condiciones de estrés a 

los miembros de su misma especie; sin embargo, hay poca información disponible 

acerca de la protección entre diferentes especies. Debido a esto, la investigación sobre 

la base de esta protección y su papel en la respuesta al estrés es necesaria. El objetivo 

de este estudio fue evaluar el efecto de los sobrenadantes pretratados y no-pretratados 

de Geobacillus stearothermophilus y B. cereus sobre el crecimiento vegetativo y 

durante la esporulación de B. cereus sometido a un estrés letal y la participación de 

ppGpp durante las condiciones de estrés. Células vegetativas y esporuladas de B. 

cereus y G. stearothermophilus se cultivaron hasta alcanzar la mitad de la fase 

logarítmica en el caso de las células vegetativas o durante diferentes tiempos 

correspondientes a diferentes etapas de la esporulación. Los cultivos se expusieron a 

estrés por calor de 65° C durante 30 min (G. stearothermophilus) o 42° C durante 30 

min (B. cereus) con el fin de inducir compuestos de estrés que pudieran ser secretados 

y/o excretados. Los cultivos se centrifugaron, sus sobrenadantes se separaron, se 

transfirieron a células vegetativas y células en esporulación no-pretratadas de B. 

cereus, y posteriormente las células vegetativas fueron expuestos a 50°C (temperatura 

letal) y las células viables se determinaron cada 15 min por cuenta en placa en agar 

infusión cerebro corazón (ICC). Para las esporas, se evaluaron valores de letalidad (D) 

a 85, 90 y 95 ° C. El ppGpp se extrajo a partir de 200 ml de cultivos pretratados y no-

pretratados  y se cuantificó mediante  HPLC-DAD. Los resultados indicaron que 

algunos sobrenadantes pretratados de G.  stearothermophilus aumentaron la viabilidad 

a una temperatura letal a las células vegetativas de B. cereus. Sin embargo, 
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contrariamente a lo esperado, en general los sobrenadantes de G. stearothermophilus 

no mostraron ningún efecto sobre la resistencia al calor de las esporas de B. cereus a 

85, 90 y 95 ° C en comparación con los controles; detectándose solamente  un aumento 

de la resistencia al calor en algunos  tratamientos seleccionados. El nivel de ppGpp 

aumentó cuando los cultivos detectaron un cambio en la temperatura, sin embargo no 

se encontró  diferencia entre los tratamientos y controles. Los sobrenadantes de B. 

cereus no mostraron efecto sobre la supervivencia de células vegetativas o en la 

resistencia al calor de las esporas de B. cereus. 
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ABSTRACT 

Microorganisms influence the metabolism of other microbes through secretion and/or 

excretion of metabolites with communicative functions that could provide protection 

against stress conditions to members of the same specie; however, little information about 

protection between species is available. Due to this, research about the basis of this 

protection and its role in stress response is necessary. The aim of this study was to evaluate 

the effect of stressed supernatants of Geobacillus stearothermophilus and B. cereus on 

vegetative growth and during sporulation on B. cereus subjected to lethal stress and also 

the participation of ppGpp in this resistance. Vegetative and sporulating cells of B. cereus 

and G. stearothermophilus were grown until cultures reached mid-log phase for vegetative 

growth or during different times corresponding to different stages of sporulation. Then 

cultures were exposed to heat stress of 65°C for 30 min (G. stearothermophilus) or 42°C 

for 30 min (B. cereus) in order to induce stress-extracellular compounds. Cultures were 

centrifuged, their supernatants separated , transferred to vegetative and sporulating non-

stressed cells of B. cereus, and then the vegetative cells were exposed to 50°C (lethal 

temperature) for 60 min and viable cells were determined every 15 min by plate count on 

brain and heart infusion agar. For spores, D-values at 85, 90 and 95°C were evaluated. 

ppGpp was extracted from cultures exposed to sub-lethal shock and detected by HPLC-

DAD.. Results indicated that some supernatants of stressed and non-stressed cultures of 

G. stearothermophilus increased viability of vegetative cells of B. cereus at lethal 

temperature. However, contrary to expected, in general G. stearothermophilus 

supernatants did not produced any effect on heath resistance to B. cereus spores at 85, 90 

and 95°C when compared to controls, only detecting increase of heat resistance on 
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selected treatments. ppGpp level increases when cultures detect a change in temperature 

however no differences were found when compared with control. Supernatants of B. 

cereus have no effect on either the survival of vegetative cells or on the heat resistance of 

B. cereus spores.   
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2. INTRODUCCIÓN 

El estrés es una condición adversa o amenazante a la que puede enfrentarse cualquier 

organismo, y que no es una condición normal para la célula. La respuesta al estrés fue 

descrita por primera vez en 1962 en las glándulas salivales de la mosca de la fruta 

Drosophila melanogaster, y a partir de ahí se ha encontrado en prácticamente en todas las 

células procariotas y eucariotas. Esta respuesta es un conjunto de mecanismos finamente 

regulados, dentro de lo que se encuentra el incremento de la síntesis de un grupo de 

proteínas conocidas como proteínas del estrés o proteínas del choque térmico (HSPs del 

inglés Heat Shock Proteins). Se ha reportado que las HSPs juegan un papel muy 

importante en la adaptación y sobrevivencia de los microorganismos ante estas 

condiciones, protegiendo a las células o sus estructuras por diversos mecanismos.  

Diferentes mecanismos fisiológicos se han relacionado con la respuesta al estrés entre los 

que se encuentra la adquisición de termotolerancia, la cual se define como un proceso de 

adaptación de las células a temperaturas letales, causada por la pre-exposición a una 

condición de calor severo (subletal) más no letal. Este fenómeno ha sido estudiado en 

bacterias enteropatógenas como C. perfringens y B. cereus. En ambos microorganismos 

se ha demostrado un incremento de tolerancia de las células a temperaturas de 50°C 

después de ser pre-expuestas a temperaturas de 45 y 40°C respectivamente. Además se ha 

establecido que si un estrés subletal es aplicado a células de C. perfringens durante la 

esporulación se producen esporas más termorresistentes.  

La respuesta al estrés involucra la liberación de metabolitos conocidos como 

“alarmonas”, exometabolitos o ESC (del inglés Extracelular Sensing Component) al 

medio, las cuales son responsables de una comunicación química activa entre células, 
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liberando componentes que actúan como sistemas de alarma extracelular, alertando a otras 

células del peligro potencial que están por enfrentar, tal como se ha determinado en E. 

coli. Se ha demostrado que al detectar una condición de estrés las ESCs liberadas se 

activan a componentes de inducción extracelular (EIC del inglés Extracelular Induction 

Components), lo cual ocurre sin necesidad de que estén presentes células, protegiendo a 

células no estresadas e induciendo mecanismos de resistencia en ellas.  

Recientemente se ha establecido la importancia de exometabolitos de bajo peso 

molecular, particularmente autoreguladores del desarrollo en bacterias y levaduras, que 

han sido llamados factores d1 y están representados por homólogos e isómeros de 

alkilhidrobenzenos (AHB), como alkilresorsinol o tirosol. Se ha visto que el incremento 

de estas sustancias favorece la formación de estructuras latentes y resistentes a factores de 

deterioro. Además de éste, otro compuesto conocido como alarmona (p)ppGpp guanosin 

5´-difosfato también se ha reportado ser un mediador global del control de actividades 

enzimáticas como el metabolismo de nucleótidos, replicación,  transcripción y traducción 

del DNA. Esta alarmona también se ha asociado a la respuesta celular ante la deficiencia 

de aminoácidos y adquisición de termotolerancia en microorganismos como Enterococcus 

y B. subtilis. Por todo lo anterior, el entendimiento de la fisiología de esta respuesta en los 

microorganismos es de gran importancia ya que pudiera ayudar a entender más sobre los 

mecanismos de sobrevivencia de estos.  

Las bacterias productoras de esporas pertenecen a la familia Bacillaceae, que a su 

vez comprende los géneros Bacillus y Clostridium. B. cereus se encuentra frecuentemente 

en suelo, polvo y agua, y se ha relacionado a intoxicaciones alimentarias. La amplia 

distribución de estos dos microorganismos en el ambiente hace sean difíciles de controlar. 
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Las esporas de B. sporothermodurans son altamente resistentes al calor, provocando 

deterioro en leche cuando los procesos de pasteurización o ultrapasteurización (UHT, del 

inglés Ultra High Temperature) presentaron fallas y aunque no es patógeno para humanos, 

puede causar deterioro o disminución de la vida de anaquel de productos lácteos, 

afectando seriamente la economía de las empresas. Geobacillus stearothermophilus es un 

bacilo móvil, termofílico y formador de esporas muy resistentes. Este microorganismo no 

se considera patógeno, sin embargo, al igual que B. sporothermodurans es deteriorante en 

algunos productos.  

En la actualidad el control biológico en la industria alimentaria es indispensable 

para el aseguramiento de la inocuidad y requisito de calidad del producto final, es por ello 

que al enfrentar los microorganismos cambios en su ambiente, el estudio fisiológico de 

esta adaptación es importante. De ahí el presente trabajo. 
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3. HIPÓTESIS 

 

Las moléculas producidas y excretadas por cepas de B. cereus y/o G. 

stearothermophilus durante su crecimiento vegetativo o en esporulación son 

responsables de la acción termoprotectora a células de la misma o diferente especie.  

 

 



 

9 
 

4. JUSTIFICACIÓN 

El conocimiento que existe sobre los mecanismos de adaptación que tienen las 

bacterias formadoras de esporas frente a condiciones desfavorables ha ido en aumento. La 

mayoría de los estudios realizados a nivel de estrés va enfocado al estudio en células 

vegetativas, en este trabajo proponemos analizar los mecanismos de adaptación a 

condiciones de estrés térmico tanto en células vegetativas como en esporas en Bacillus 

cereus. En nuestro laboratorio se ha demostrado la transferencia de resistencia al calor 

producido por exometabolitos (particularmente en C. perfringens), sin embargo, el 

conocimiento de los componentes y mecanismos de transferencia es muy limitado y en 

particular lo que ocurre a nivel de otros microorganismos esporulados tal como B. cereus.  

La información que se obtendrá durante este estudio será de importancia para 

ayudar a en la inocuidad microbiológica de muchos alimentos, sobre todo de aquellos que 

son sometidos a condiciones “supuestamente letales” para los microorganismos y en 

donde continúan prevaleciendo. Es por ello que se necesitan datos más exactos y precisos 

para conocer los posibles mecanismos de adaptación y sobrevivencia a condiciones 

desfavorables, tal como el calor. Esto permitirá en un futuro cercano, poder establecer 

medidas adecuadas para la prevención y/o control de patógenos en estos ambientes, lo 

cual minimizaría  las pérdidas económicas que los microorganismos causan por 

enfermedad o deterioro de productos. No existen actualmente reportes sobre la producción 

de estos exometabolitos en células en esporulación, lo cual permitirá tener un panorama 

más amplio de los factores involucrados en termotolerancia de las esporas y las 

variaciones que pueden afectar el proceso, tal como la temperatura de formación de las 
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mismas y si estos metabolitos son capaces de inducir termotolerancia a células de la misma 

especie y/o entre especies. 
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5. OBJETIVOS 
 
 

5.1 OBJETIVO GENERAL 

Determinar el efecto  protector de moléculas secretadas como resultado de un 

estrés subletal en B. cereus y/o G. stearothermophilus tanto en su forma vegetativa como 

en espora durante una condición letal. 

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Determinar la presencia de compuestos extracelulares con capacidad  

termotolerante en células vegetativas de B. cereus y G. stearothermophilus 

durante la exposición a la temperatura letal 

2. Determinar el papel del  ppGpp en la inducción de termotolerancia  de células de 

B. cereus durante la exposición a temperatura sub-letal y letal. 

3. Determinar el efecto de los compuestos excretados por las células vegetativas de 

G. stearothermophilus sobre la termotolerancia de células vegetativas y esporas 

de  B. cereus sometidos a temperatura letal. 
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6. ANTECEDENTES 

6.1 Respuesta al estrés térmico 

Las bacterias rara vez se encuentran bajo condiciones óptimas de crecimiento en 

un ambiente natural, por lo que con frecuencia enfrentan condiciones adversas, lo que se 

traduce en un estrés bacteriano (Segal y Ron, 1998; Hengge-Aronis, 2002). Para 

sobrevivir a los cambios que ocurren en su medio circundante, las bacterias pueden 

monitorear y así modificar la expresión de sus genes cuando éstos son expuestos a factores 

tales como variaciones en la temperatura, pH, actividad osmótica, niveles de oxígeno y 

fuentes de nutrientes (Vorob´eva et al. 1998; Li J-s et al. 2011: Periago et al. 2002: Shenhar 

et al. 2009), estos cambios le permiten a la célula sobrevivir y adaptarse a las nuevas 

condiciones ambientales (Gómez, 2006). 

Los cambios que manifiesta una bacteria frente a una condición de estrés es una 

respuesta universal que se encuentra conservada en todos los organismos, se puede 

considerar como una respuesta de supervivencia que tienen los organismos frente a 

condiciones adversas y a su capacidad para detectar y responder a los cambios que suceden 

en su entorno (Schumann, 2003). 

 Son muchos los factores con los que las bacterias tienen que lidiar durante su 

crecimiento para poder sobrevivir, siendo las variaciones de temperatura las condiciones 

más comunes a las que se enfrentan. De ahí la importancia que tiene la respuesta  de estos 

microorganismos frente a dichas condiciones dentro de los procesos de control (O'Connor 

et al. 2009). 
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El control de calidad aplicado con mucha frecuencia a alimentos se basa en la 

utilización de tratamientos combinando diversas técnicas de preservación, en donde la 

mayoría de las veces se utilizan tratamientos térmicos (Periago, et al. 2002). Dentro de 

estos tratamientos, los microorganismos que se encuentran en el alimento sufren algunas 

alteraciones en su ambiente de crecimiento, que tienen un impacto esencial en el 

comportamiento futuro del microorganismo (den Besten, et al. 2006). 

El mecanismo de adaptación mejor estudiado hasta ahora en las bacterias es la 

respuesta al estrés térmico,  también llamado choque térmico (O'Connor et al. 2009). Esta 

respuesta se describió en 1962 en estudios realizados en la mosca de la fruta Drosophila 

melanogaster en donde fue detectado un dramático cambio en la actividad genética de los 

cultivos, inducida por un incremento de varios grados por arriba de la temperatura óptima 

de crecimiento, pero por debajo del nivel de temperatura letal lo cual fue considerado un 

choque térmico subletal (Rossi y  Guagliardi, 2009). 

En el caso de la respuesta al estrés térmico, las bacterias responden con la 

activación de una serie de genes que codifican principalmente para la síntesis de 

chaperonas y proteasas (Shenhar et al. 2009). Además, como respuesta a las variaciones 

de temperatura se ha observado que células de B. subtilis y E. coli pueden modificar la 

expresión de sus genes en un 10% (Li J-s et al. 2011; Price et al. 2001; Hecker et al. 1996; 

Helmann, J.D. et al. 2001).  

La mayoría de las bacterias responden entonces a los cambios exteriores a fin de 

asegurar su sobrevivencia en el ambiente en que se encuentran; para el caso de las 

bacterias formadoras de esporas, la respuesta al estrés puede ser una alternativa esencial 
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cuando no encuentran las condiciones ideales para lograr el proceso de esporulación, 

debido a la baja densidad celular o a las condiciones de estrés en las que se encuentran 

(Petersohn et al. 2001). 

6.2 Proteínas del choque térmico (HSP) 

Todos los organismos presentan una respuesta similar cuando son sometidos a un 

cambio rápido en su entorno; si las células son confrontadas a un incremento de 

temperatura, estas responden similarmente incrementando rápidamente los niveles de un 

grupo selecto de proteínas que son llamadas “proteínas del choque térmico” (HSP, Heat 

Shock Proteins por sus siglas en inglés) (Asha y Bhagyalakshmi, 2011; Schön y 

Schumann, 1993). 

Las HSP, son un grupo de proteínas que se encuentran en todas las células y cuya 

expresión incrementa cuando las células son expuestas a temperaturas elevadas u otro tipo 

de estrés. Se ha demostrado que como resultado de la inducción de los genes del choque 

térmico, existe un incremento en la síntesis de HSP de 1 a 20% y dicho incremento tiene 

una regulación transcripcional (Petersohn et al. 2001; Asha y Bhagyalakshmi, 2011). 

Existen diversos estudios sobre la respuesta al choque térmico por parte de las 

bacterias, varios de los cuales surgen a partir de la identificación de algunas proteínas de 

estrés térmico. La respuesta clásica que tienen las bacterias incluye la síntesis de ciertas 

proteínas tales como las chaperonas moleculares: HSP100, HSP90, DnaK (HSP70), DnaJ 

(HSP40), GrpE (HSP23), y HSP20; y las chaperoninas GroEL/GroES que se encargan del 

plegamiento adecuado de proteínas que fueron dañadas (O'Connor et al. 2009; Mogk et 

al. 1997). 
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Dentro de las HSP se conocen tres clases: clase I que incluye proteínas específicas 

del choque térmico como DnaK, GroEL, ClpP, RsbV, HSP16.4, YflT, PpiB y TrxA 

producto de los operones  dnaK y groESL que se ha comprobado que en E. coli confieren 

cierta protección frente a cambios de temperatura ya que poseen una región genética 

conservada que está implicada en la inducción de genes del choque térmico y en la 

tolerancia al estrés (Browne y Dowds, 2001; Koch et al. 1998; Hecker et al. 1996; Kruger 

et al. 1994).  

En el caso de G. stearothermophilus se demostró la homología de los genes groES  

y groESL identificando la presencia de ciertas proteínas involucradas en la adquisición de 

termotolerancia al ser expuesto a una temperatura de 65°C las cuales fueron denominadas 

como H5 hasta H12 (Wu y Welker, 1991). 

 Con respecto a B. cereus, Periago et al en el 2002 reportaron la detección de 31 

proteínas entre las cuales se encontraban: CspB, CspE, y SodA las cuales se han 

involucrado en la respuesta al estrés; en tanto que SpoVG y AldA son proteínas de 

esporulación y proteínas del choque térmico pertenecientes a la clase I. 

Los genes que codifican para proteínas de clase II (sigB, ctc, gsiB, gspA, katE, 

gspB, gtaB, entre otros) son dependientes del factor sigma alternativo, σB y su expresión 

es inducida por choque térmico y por otras condiciones de estrés como la exposición a sal,  

etanol o a la ausencia de glucosa, fosfato u oxígeno (Delumeau et al. 2004; Hecker y 

Völker, 1990; Benson y Haldenwang, 1993). 

Los genes que codifican para ciertas proteasas/chaperoninas como ClpC, ClpP, 

FtsH o Lon pertenecen a otro grupo de HSP clasificándolos como genes de clase III; y 
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pueden ser inducidos por varios estímulos incluyendo el estrés por calor en ausencia del 

factor σB (Elsholz et al. 2010; Hecker et al. 2007). Las proteínas Clp poseen una actividad 

de ATPasa, tienen una función molecular de chaperonas y están involucradas en la 

regulación de la proteólisis ATP-dependiente. Proteínas de este tipo se han encontrado en 

microorganismos como E. coli, Streptococcus mutans, S. pneumoniae, Bacteroides 

nodosus, Mycobacterium leprae y Rhodopseudomonas blastica y en algunos eucariotas, 

incluyendo a Saccharomyces cerevisiae, Trypanosoma brucei y  Lycopersicon esculentum 

(Kruger et al. 1994). 

6.3 Adquisición de la termotolerancia 

Un organismo experimenta un choque térmico cuando la temperatura de su 

ambiente rápidamente se incrementa por encima de los niveles óptimos de temperatura. 

La magnitud del cambio de temperatura que se tiene por exposición a un choque térmico 

varía de organismo a organismo. Sin embargo, la respuesta al estrés térmico por lo general 

tiene ciertas características universales que se ven reflejadas en su transcriptoma y 

proteoma (O'Connor et al. 2009). 

Cuando es aplicado a un organismo un tratamiento térmico por arriba de la óptima 

de crecimiento, se puede inducir resistencia hacia un tratamiento térmico subsecuente, que 

pudiera ser a una temperatura letal para los organismos que no han estado expuestos 

previamente a un choque térmico subletal previo; a este fenómeno se le conoce como 

termotolerancia (O'Connor et al. 2009; Peragio et al. 2002) 

Durante la pasada década este tipo de adaptaciones se han estudiado y 

caracterizado en diferentes especies de bacterias, entre las que podemos mencionar a 
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Listeria monocytogenes, Shewanella oneidensis, C. perfringens, Campylobacter jejuni, 

Streptococcus thermophilus, E. coli, B. subtilis y B. cereus (Heredia et al. 1997, Setlow, 

2006; Murata, et al. 2011; Periago et al. 2002; Rowbury, 2000; den Besten et al. 2006; 

Shenhar, et al. 2009). 

En el caso de E. coli, la respuesta al choque térmico consiste en la inducción de 

más de 20 proteínas, la mayoría de las cuales tienen actividad de chaperoninas 

moleculares, que ayudan al plegamiento adecuado de las proteínas o juegan un papel de 

proteasa degradando proteínas mal plegadas o anormales (Gunasekera et al. 2008). Esto 

se detectó cuando se expuso a E. coli a un cambio de temperatura de 30 a 42°C lo que 

resultó en la inducción de genes del choque térmico, los cuales eran regulados por un 

factor de transcripción llamado factor sigma σ32 (Shenhar et al. 2009). 

La respuesta al choque térmico en B. subtilis se ha estudiado desde los años 80´s 

en donde se comprobó la existencia de al menos 12 proteínas (14KDa a 97KDa) que 

aparecen inmediatamente después del estímulo térmico; y que persistieron por lo menos 

40 min después de la aplicación del estrés (Streips y Polio, 1985). 

Otros estudios sobre la inducción de termotolerancia han demostrado que la 

respuesta que tiene Lactobacillus bulgaricus al ser sometida a una temperatura 10°C 

mayor de su óptima de crecimiento, es dependiente de la edad de las células y el grado de 

exposición al calor (Teixeira  et al. 1994). 

Para el caso de Streptococus thermophilus cuyo rango de temperatura de 

crecimiento va de 20 a 52°C, se observó la inducción de termolerancia a 58°C por 30 min, 

si antes las células eran sometidas a un pre-tratamiento de 52°C por 15 o 30 min. Esta 
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adquisición de termotolerancia se vio reflejada en la expresión de al menos 22 proteínas 

del choque térmico después de la exposición a altas temperaturas (Auffray et al. 1995). 

Directamente con B. cereus, uno de nuestros organismos de interés, Periago et al, 

2002 demostraron que al exponer a células vegetativas a una temperatura de 42° durante 

1 h, se lograba tener una adaptación de este microorganismo a una temperatura letal de 

50°C. 

En nuestro laboratorio se ha trabajado con la inducción de termotolerancia de C. 

perfringens al someter a este microorganismo a una temperatura subletal de 50°C por 30 

min, adquiriendo y manteniendo la tolerancia a 55ºC durante 2 horas después de la 

aplicación del tratamiento (Heredia et al. 1997). 

6.4 Microorganismos esporulados 

Los bacilos representan una excelente clase de microorganismos para estudiar la 

respuesta al choque térmico ya que este género comprende a microorganismos Gram 

positivos, que pueden crecer en un rango de temperatura amplio, que tienen la capacidad 

de esporular y se encuentran ubicuamente en el ambiente. Además, dentro de este grupo 

de microorganismos se encuentran cepas de importancia médica e industrial (Streips et al. 

1985). Los bacilos productores de esporas pertenecen principalmente a la familia 

Bacillaceae que comprende los géneros Bacillus y Clostridium. 

6.5 B. cereus 

B. cereus es un microorganismo aerobio Gram positivo causante de deterioro de 

los alimentos y de intoxicación alimentaria. Este microorganismo es ubicuo en el suelo, 
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puede encontrarse en heces de animales y en bajo grado como contaminante en productos 

de leche pasteurizada. Tiene una temperatura mínima de crecimiento de alrededor de 4°- 

5°C y una máxima de 48° a 50°C. Las toxinas producidas por las células vegetativas son 

agentes causantes de 2 tipos de enfermedades gastrointestinales: el síndrome emético y el 

síndrome diarreico. Este último es causado por una enterotoxina termolábil producida en 

el intestino, mientras que el síndrome emético es asociada a una toxina termoestable 

llamada cereulida producida en el alimento (den Besten et al. 2006). 

La presencia en diferentes ambientes hacen que este microorganismo sea difícil de 

controlar, por eso la razón del estudio de la resistencia de sus esporas. Esto nos ayudará 

para que su control se lleve a cabo de una manera efectiva. 

6.6 G. stearothermophilus 

Esta bacteria anteriormente conocida como Bacillus stearothermophilus, 

pertenece a la familia Bacillaceae, e incluye bacilos móviles, formadores de esporas 

termorresistentes, Gram positivos, con capacidad de crecer en forma aerobia o anérobica 

facultativa (Nazina et al. 2001). Es una bacteria termófila, ya que el rango de temperatura 

para su crecimiento oscila de 37 a 75°C, siendo el óptimo de 55 a 64 °C (Nazina et al. 

2001). 

Este microorganismo no se considera patógeno, ya que no se ha reportado como 

agente causal de enfermedades en el hombre o animales, sin embargo, produce daños 

económicos considerables al ser un microorganismo deteriorante en algunos productos. 

Esta capacidad se debe, en parte, a que puede contaminar muchos ambientes por su 

potencial para formar esporas (Burges et al. 2010). 
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Las esporas de G. stearothermophilus son las formas bacterianas de mayor 

termotolerancia y son encontradas ampliamente en el agua y el suelo. Debido a su alta 

termotolerancia, dichas esporas son usadas para determinar el efecto esterilizante del 

proceso de pasteurización, incluyendo el UHT (Griffiths ,1995). 

Los bacilos termofílicos pueden exhibir cambios en la composición y estabilidad 

de la membrana, termo-estabilidad de proteínas, requerimientos nutricionales, y 

mecanismos regulatorios entre otros, todo esto en respuesta al cambio de temperaturas de 

crecimiento (Wu L et al. 1991). Por lo que es importante tener información sobre este 

comportamiento tanto en sus células vegetativas como en sus esporas. 

6.7 Estrés y Esporulación  

Las esporas son resistentes a una gran variedad de agentes químicos y físicos como 

el calor, la luz ultravioleta, desecación, desinfectantes, etc (Beaman y Gerhardt, 1986, 

Setlow et al. 2006; Lee et al. 2003; Kort, et al. 2005). 

Bajo condiciones limitantes de nutrientes, las células vegetativas de especies de la 

familia Bacillaceae comienzan el proceso de esporulación. Las esporas resultantes son 

metabólicamente latentes y muestran resistencia a diversos factores. Las esporas pueden 

sobrevivir cerca de cien o hasta varios millones de años, sin embargo, estas propiedades 

se pierden cuando comienza el proceso de germinación provocado por la presencia de 

nutrientes (Brown, 2000, Setlow et al. 2006; Kort et al. 2005). 

Se ha demostrado que ciertas condiciones son capaces de inducir la producción de 

esporas más termorresistentes como lo es el aplicar choques térmicos a células en 

esporulación (Scheldeman et al. 2006). 
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Se han realizado estudios en esporas para vigilar la resistencia en calor húmedo de 

endoesporas de B. subtilis, probando la viabilidad mediante la liberación de ácido 

dipicolínico ya que éste es un buen determinante para el monitoreo de la resistencia en 

esporas (Kort et al. 2005). Al analizar células en esporulación de B. subtilis, se observó 

un incremento de la resistencia al calor cuando las células fueron previamente tratadas con 

un choque térmico (Movahedi y Waities, 2000). 

Otros estudios han sido enfocados en la resistencia al calor por parte de las esporas, 

de G. stearothermophilus y B. sporothermodurans (Hornstra et al. 2009; Head et al. 2008; 

Ghosh et al. 2009; Olivier et al. 2011), en donde se caracterizó el efecto de la combinación 

de temperatura y presión en la inactivación de esporas siendo en este caso mayor la 

resistencia. 

De la misma manera, en B. subtilis se comprobó que un choque térmico al inicio 

de la esporulación resultó en un incremento en la resistencia al calor en las esporas 

resultantes (Melly y Setlow, 2001). 

En un estudio realizado en el 2003 por Lee et al se observó el efecto que tenía el 

choque ácido en la esporulación y como éste influía en la resistencia al calor y germinación 

de las esporas de B. subtilis. Ellos observaron que al exponer la espora a un pH de 5, la 

resistencia al calor se incrementaba y enzimas como la catalasa se inducían en estadios 

tempranos de esporulación. 

En nuestro laboratorio diversos estudios se han realizado con respecto a la 

respuesta al estrés durante la esporulación de C. perfringens, en donde se estableció que 

cuando las esporas eran formadas a 43°C eran más resistentes al calor que aquellas que 
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fueron formadas a 37°C y más aún que aquellas que lo fueron a 32°C (García-Alvarado, 

et.al. 1992). Además, estudiando la aplicación de choques térmicos en diferentes tiempos 

durante el proceso de esporulación se ha encontrado que cuando éste se aplicó al inicio de 

la formación de las esporas, la maduración de las mismas se atrasó, no ocurriendo esto 

cuando el choque térmico se aplicó a la espora madura (Heredia et al. 1997). 

6.8 Metabolitos Extracelulares (Exometabolitos) 

Las bacterias pueden monitorear el ambiente que lo rodea y son capaces de 

cambiar dramáticamente la expresión de sus genes cuando son expuestos a factores 

ambientales tales como temperatura, pH, actividad osmótica, niveles de oxígeno y fuente 

de nutrientes (Nikolaev, 2008). 

Actualmente, la atención se ha enfocado en el entendimiento de la capacidad que 

tienen los microorganismos para protegerse ante las condiciones adversas de crecimiento, 

siendo de suma importancia aquellas específicas que involucran la comunicación química 

entre células con el fin de advertir y trasmitir una señal de alarma. Se ha demostrado la 

existencia de moléculas que son liberadas por la célula y que actúan como alarmonas 

extracelulares alertando a otras células de un peligro potencial (Vorob´eva 2004; 

Nikolaev, 2008). Estas moléculas pueden pertenecer a los compuestos 

alkilhidroxibenzenos (AHBs) de la clase de los alquilresorcinoles, las cuales brindan cierta 

protección a bacterias y otros organismos como levaduras durante la exposición a un 

choque térmico, estrés oxidativo, agentes químicos y biológicos (El-Registan et al. 2005; 

Nikolaev, 1997). 
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El mecanismo de acción propuesto para los AHBs es la modificación de la 

estructura de las proteínas por medio de su unión, generando un cambio espacial en la 

orientación de los grupos funcionales de la proteínas en la vecindad del centro activo 

dando como  resultado un cambio en viscosidad y en sus propiedades hidrofóbicas 

dependiente de la estructura del AHBs (El-Registan et al. 2006; Nikolaev  et al. 2008). La 

actividad protectora de los AHBs radica por lo tanto en modificar la estructura de las 

enzimas por medio de la formación de compuestos altamente resistentes a los factores de 

desnaturalización (Loiko, et al. 2009;  Davydova, 2007; Davydova, 2005). 

Estas moléculas han sido detectadas en microorganismos como B. cereus, y 

Saccharomyces cerevisiae en donde las células fueron sometidas a estrés oxidativo y 

estrés por calor (Konanykhina, et al. 2008; Davydova, et al. 2005; Il'inskaya, et al. 2002). 

Por otra parte, la bacteria es capaz de detectar los cambios que existen en el medio 

circundante activando la respuesta al estrés e incrementando de esta manera los 

mecanismos de protección de la célula. Se ha determinado que E. coli al ser sometido a 

un estés ácido secreta componentes extracelulares tipo sensores conocidos como 

Componentes Sensores Extracelulares (ESC) los cuales son capaces de detectar el estrés 

y activarse aun sin la presencia de bacterias en el medio a Componentes de Inducción 

Extracelulares (EIC) confiriéndoles cierta protección y sirviendo como alarmonas a las 

células adyacentes que no han sufrido estrés a fin de poder  prepararse para la condición 

adversa inminente (Rowbury, 2001). 

En nuestro laboratorio se ha trabajado en el estudio de la respuesta al estrés por 

parte  de B. cereus y C. perfringens. Se ha  encontrado que los sobrenadantes de B. cereus 

son capaces de producir exometabolitos como respuesta de un estrés térmico subletal y 
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estos conferían termotolerancia a células que no recibieron un choque térmico previo 

(Solìs et al. 2003). 

De la misma manera, en C. perfringens se detectaron exometabolitos de naturaleza 

proteica en células sometidas a un choque subletal. En este caso uno de dichos compuestos 

excretados tenía homología con la proteína del estrés GroEL (Heredia, et al. 2009). Está 

bien establecido que estas moléculas actúan como alarmonas, siendo moléculas señal que 

alertan a las células ante la aparición de estreses metabólicos particulares; actuando en la 

regulación de la expresión de genes y la actividad enzimática, equilibrando la economía 

metabólica en respuesta al estrés al  cual se enfrenta la bacteria (Bochner, et al. 1984).  

6.9 ppGpp  

Otra alarmona conocida es el tetrafosfato de guanosina (ppGpp) que se acumula 

en la bacteria cuando esta sufre estrés, teniendo una respuesta mayor ante la limitación de 

aminoácidos, carbono y fosfato. La acumulación de esta alarmona desencadena la llamada 

“respuesta estricta”, lo que trae como consecuencia el decremento de la síntesis de 

proteínas llegando incluso a la inhibición del crecimiento de las bacterias (Ferenci et al. 

2011; Tomoyasu  et al. 2006, Condon et al. 1995) ya que en conjunto con el factor sigma, 

el ppGpp controla la interacción de la RNA polimerasa y los promotores traduccionales 

bajo la condición de estrés (Ferenci et al. 2011). La unión del ppGpp a la RNA polimerasa 

produce una inhibición de una serie de genes y estimula la transcripción de otros 

(Nadratowska-Wesołowska et al. 2010; Tomoyasu et al. 2006). 

La acumulación de ppGpp está regularmente acompañada por la acumulación de 

(p)ppGpp, cuando el microorganismo se encuentra en presencia de condiciones 
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estresantes. El (p)ppGpp es sintetizado de GDP o GTP por la enzima producto del gen 

reIA (Abranches, et al. 2009; Tomoyasu et al. 2006; Artsimovitch et al.,2004). 

La presencia de este nucleótido se ha demostrado en G. stearotherothermophilus, 

al observar su acumulación ante un decremento de aminoácidos; donde las enzimas 

responsables de esta acumulación fueron identificadas como (p)ppGp sintetasa I y II (Fehr 

y Richter,1981). 

Recientemente en E. coli se demostró que este nucleótido modificado desempeña 

un papel clave en la coordinación de las respuestas celulares a las condiciones ambientales 

adversas a las que se enfrenta (Balsalobre, 2011). 

Por todo lo anterior, se pretende identificar la presencia de exometabolitos capaces 

de conferir termotolerancia a células que no se han enfrentado a un estrés previo con el 

fin de encontrar evidencia sobre su participación en la respuesta al choque térmico y sobre 

todo obtener mayor información sobre la adaptación de los microorganismos esporulados. 

Cabe mencionar que no existen actualmente reportes sobre la producción de estos 

exometabolitos en células en esporulación, lo cual permitirá también tener una perspectiva 

sobre los factores involucrados en la termotolerancia de las esporas y las variaciones que 

puedan afectar  el proceso. 
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7. MATERIAL Y MÉTODOS 

7.1 Cepas bacterianas  

En esta investigación se emplearon las cepa de B. cereus 4810 donada por el Dr. 

Reginal Bennet de la Food and Drug Administration (FDA) de E.U.A,   B. cereus ATCC 

14975 y 4810, G. stearothermophilus ATCC 12980 y 7953 adquirida del Bacillus Genetic 

Stock Center. Para la activación se tomó una alícuota del cultivo de reserva de Infusión 

Cerebro-Corazón (ICC, BD Bencton Dickinson, México ) en agar inclinado y se inoculó 

en 5ml de caldo ICC incubándose a 37°C por 24 h para B. cereus y G. stearothermophilus 

a 55°C durante 24-48 h. 

7.2 Determinación de las condiciones para la inducción de  termotolerancia  

Para realizar la determinación de la inducción de la termotolerancia en B. cereus y  

G. stearothermophilus, a partir de 2 tubos con 10 ml de medio ICC previamente 

inoculados al 1% (v/v) con las cepas activadas, se incubaron por 4 h a 37°C para B. cereus  

y  5 h a 55°C para G. stearothermophilus (mitad de la fase logarítmica). Se tomó uno de 

los tubos de cada cepa y se sometieron a un tratamiento térmico a una temperatura por 

arriba de su temperatura óptima de crecimiento, en tanto que el otro tubo se mantuvo a 

37°C o 55°C respectivamente. Después de esto, se prosiguió a someter ambos tubos de 

cada cepa a una temperatura letal de 50°C para B. cereus y  a 75°C  para G. 

stearthermophilus  y fueron tomadas alícuotas a los 0, 15, 30, 45 y 60 min, a las cuales se 

les realizaron diluciones decimales y fueron sembradas por difusión con agar ICC, e 

incubadas a 37°C y  55°C por 24 h. 
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7.3 Inducción de la producción de exometabolitos en células vegetativas de B. 

cereus y  G. stearothermophilus 

Esto se realizó de acuerdo a lo reportado por Heredia et al (2008) para C. perfringens 

y por Solís (2003) para B. cereus (4810 y 14579), lo cual se describe brevemente a 

continuación. Se utilizaron las condiciones previamente encontradas de inducción de 

termotolerancia. Se crecieron las cepas en  4 tubos con 10 ml de caldo ICC hasta que las 

células alcanzaron la mitad de la fase logarítmica (4 h para B. cereus y 5 h para G. 

stearothermophilus), dos tubos fueron sometidos a un choque térmico subletal (42°C/ 30 

min para B.cereus y 65°C/ 30 min para G. stearothermopilus),  mientras que los otros dos 

tubos permanecieron en el baño de agua a condiciones normales (37°C). Después del pre-

tratamiento, los cultivos se centrifugaron (3,000 x g, en una centrífuga Eppendorf 5810R) 

durante 15 min a temperatura ambiente (25±2°C). Para determinar el papel de los 

compuestos extracelulares en la termotolerancia de las células expuestas a temperatura 

letales, los sobrenadantes y las células de los cultivos tratados previamente fueron 

separados con cuidado y luego combinados resultando 8 combinaciones: 1) células B. 

cereus pre-tratadas + sobrenadantes de B. cereus (control positivo), 2) las células de B. 

cereus no pre-tratados  +  sobrenadante no pre-tratados de B. cereus (control negativo), 3) 

células de B. cereus pre-tratadas + sobrenadantes de B. cereus no pre-tratados, 4) células 

de B. cereus no pre-tratados  + sobrenadante pre-tratado de B. cereus, 5) células no pre-

tratados B. cereus + sobrenadantes no pre-tratados de G. stearothermophilus 7953 6) 

células de B. cereus no pre-tratados + sobrenadantes pre-tratados G. stearothermophilus 

7953, 7) células pre-tratados de B. cereus + sobrenadantes no pre-tratados de G. 

stearothermophilus 12980, y 8) células no pre-tratadas de B. cereus + sobrenadantes pre-
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tratados de G. stearothermophilus 12980. Todas las combinaciones fueron expuestas a 

50°C en un baño de agua. La viabilidad celular se determinó tomando alícuotas a 0, 15, 

30, 45 y 60 min y la determinación de unidades formadoras de colonias en agar ICC y una  

incubación a 37°C durante 24-36 h. Los valores de letalidad (D, minutos necesarios para 

disminuir las células viables 1 log a la temperatura analizada) se determinaron en dos 

intervalos: de 0 a 5 min y de 15 a 60 min. 

7.4 Fraccionamiento de sobrenadantes de B. cereus  

Dado que en algunos tratamientos se observó la inducción de termotolerancia, se realizó 

el fraccionamiento de sobrenadantes de B. cereus, para tratar de caracterizar el/los 

compuesto(s) responsable(s) de dicha actividad. Los sobrenadantes de B. cereus 4810 y 

14579 sometidos o no al choque térmico, se fraccionaron utilizando filtros de 

centrifugación Centriprep de 30K y 50K (Millipore), resultando sobrenadantes con 

moléculas menores a 30kDa y otra fracción con menores a 50kDa. Las fracciones 

separadas fueron agregadas a células centrifugadas de B. cereus 4810 y 14579 que se 

encontraban a mitad de la fase logarítmica y que no recibieron el pre-tratamiento térmico. 

Estos cultivos fueron sometidos a 50°C como fue descrito anteriormente y se evaluó el 

número de células que continuaron viables a lo largo del tiempo a dicha temperatura.  

7.5 Extracción y cuantificación de ppGpp  

Para evaluar la participación de compuestos intracelulares en la respuesta de  

termotolerancia, se determinaron los niveles de ppGpp en células de B. cereus esto se 

realizó de acuerdo a la metodología reportada por Takahashi et al. ( 2004) en donde se 

partió de células vegetativas pretratadas y no-pretratadas,  durante el pre-tratamiento y en 
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la exposición a la temperatura letal. Al finalizar todos estos periodos, las células se 

centrifugaron durante 20 min a 4,000 x g a 4°C. Se colectó el paquete celular y se 

concentró por liofilización. El material fue disuelto en 1 M de ácido fórmico (Sigma 

Aldrich México), manteniendo en hielo y ajustando a una concentración final de 20 

mg/ml. La muestra se sometió a agitación con vòrtex por 1 min y posteriormente se dejó 

en hielo durante 30 min. El material insoluble fue sedimentado por centrifugación a 7,000 

x g durante 7 min a 4°C (en una centrífuga Eppendorf 5810R). El nucleótido se precipitó 

mediante la adición de la misma cantidad del volumen total  del sobrenadante recuperado 

con LiCl 2 M (JT, Baker), seguido por la adición de cuatro volúmenes de etanol (96%) y 

4µl de  K2HPO4  1M frío (Sigma, Aldrich) y se dejó precipitar toda la noche a temperatura 

de -20°C, al día siguiente se centrifugó a 4000 x g por 20 min a 4°C. El sobrenadante fue 

descartado y el precipitado, se lavó con 5 ml de  etanol frío al 70% y se centrifugó 

nuevamente durante otros 20 min a 4,000 x g a 4°C. Finalmente se colectó el  precipitado, 

que fue concentrado por liofilización y se disolvió en 400 µl de agua miliQ fría. Esta 

suspensión fue centrifugada nuevamente a 4,000 x g por 20 min a 4°C y los sobrenadantes 

se filtraron en dos ocasiones utilizando membranas de 0.45μm y 0.2μm (Mechold, 

Potrykus et al. 2013). La detección se realizó por cromatografía de alta presión de 

intercambio aniónico con un detector de matriz de diodos (Varian Prep Star Model 218). 

El nucleótido se separó con la columna S5 SAX 150 mm por 4,6 de Phenomenex 

(Sphereclone S5 SAX) y fue detectado a 252 nm con un flujo de 1 ml/min, utilizando un 

gradiente lineal de 0:100 a 100:0 (A:B). La muestra fue corrida durante 25 min usando el 

gradiente de 7 mM-KH2PO4 (Sigma), pH 4 con H2PO3 (Sigma)y KH2PO3 0.5 M + NH4SO4 

0.5 M (Sigma) ajustado a pH 5.4 con KOH (JTBaker). Las concentraciones de nucleótido 

se expresaron en relación al peso seco de células medido en el momento que se tomó el 
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cultivo, pmol (mg/dw) (OCHI, 1986). La concentración de ppGpp presente en las 

muestras se calculó interpolando los resultados en una curva estándar utilizando un 

estándar de ppGpp (Trilink, San Diego CA). 

7.6 Cuantificación de proteínas 

La extracción de proteínas se realizó siguiendo la metodología de Ganesh y Lin (2011) 

con algunas modificaciones. Se tomó una alícuota (1 ml) del cultivo y se centrifugó a 

10,000 g x 10 min. El precipitado se resuspendió en 1 ml de solución salina amortiguada 

con fosfato (pH 7.6) y fue sonicada (Microson TM,  misonix ultrasonic cell distruptor) 

aplicando  20 kHz con pulsos de 10s x 10s durante 2 min. Después se centrifugó a 10,000 

x g durante 10 min para eliminar los restos celulares y las células no lisadas. Los 

sobrenadantes se concentraron mediante liofilización y después fueron resuspendidos en 

40µl de PBS 1M a pH 7. 

La cuantificación de proteínas se realizó por el método de Bradford (1976). Se 

tomaron alícuotas de 100 µl de sobrenadantes o estándares de proteína (albùmina bovina) 

y se les agregaron 5 ml de reactivo de Bradford (azul brillante coomasie G-250, etanol 

95% y H3PO4) y se agitaron. Los tubos se incubaron a temperatura ambiente en oscuridad 

durante 15 min. Se midió la absorbancia a 595 nm utilizando un espectrofotómetro 

(Jenway 6405 uv/vis spectrophotometer). La concentración de proteína presente en las 

muestras se calculó interpolando los resultados en una curva estándar utilizando albúmina 

de suero bovino (BSA, SIGMA Aldrich de Mexico).  
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7.7 Producción de esporas 

Una alícuota (1% v/v) de G. stearothermophilus y B. cereus de inoculó en tubos con 

caldo ICC. Los cultivos se incubaron a 37°C o 55°C (para B.cereus y G. 

stearothermophilus respectivamente) por 18 h. Posteriormente  se tomó una alícuota (1%) 

y se inoculó en matraces que contenían 50 ml de medio de esporulación  2XSG (0.5% de 

peptona, 0.3%extracto de carne, 2% de agar, 0.1% KCl, 0.012% MgSO4•7H2O, 1 ml de 1 

M de Ca(NO3)2 , 1 ml de 0.01 M MnCl2, y 1 ml de 1 mM FeSO4 [Kapoor et al. 2014]) y 

se incubaron a 55°C durante 5 o 10 h en el caso de G. stearothermophilus, y a 37°C durante 

120 h para B. cereus. En el caso de G. stearothermophilus, al término del tiempo señalado 

los cultivos se centrifugaron (3,500 x g) durante 15 min a temperatura ambiente (25 ± 

2°C), se separó el sobrenadante y se filtró a través de una membrana de 47 mm de diàmetro 

con tamaño de poro de 45  (S-Pack filtro, Millipore, Billerica, MA). 

Para determinar el papel de los compuestos extracelulares en  la termotolerancia de 

esporas de B. cereus, cultivos en esporulación de B. cereus de 3, 6 o 12 h de incubación 

fueron centrifugados y el sobrenadante fue descartado. Los sobrenadantes de diferentes 

tiempos de B. cereus y G. stearothermophilus fueron combinados con las células, y se 

incubaron a 37°C durante un total de 120 h, al término de lo cual se centrifugó a 3,000 x 

g a 4°C durante 10 min. Las esporas fueron purificadas por centrifugación a baja velocidad 

(500 g durante 15 min) a 4°C y lavadas (10 a 15 veces) con agua  Mili-Q fría. Finalmente 

las esporas fueron resuspendidas en agua, mantenidas a 2°C y fueron utilizadas en un 

periodo no mayor a 5 días. 
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La determinación de la resistencia al calor de esporas se realizó de acuerdo con 

Movahedi y Waites (2002). Las suspensiones de esporas de B. cereus se ajustaron a una 

absorbancia (A600 nm) de 0.5 a 0.6, y se tomaron 1.6 ml colocándose en varillas de vidrio 

(0.6 cm de diámetro) que fueron selladas  con calor. Los tubos se  colocaron a 80°C 

durante 15 min para activar las esporas, y posteriormente fueron sumergidos en baños de 

agua ajustados a 85, 90 o 95°C. A diferentes tiempos se tomaron tubos y se colocaron en 

agua con hielo, se abrieron asépticamente y se realizaron diluciones decimales 

determinando el número de esporas capaces de germinar mediante su siembra en agar 

nutritivo (Difco, México) e incubando a 37°C por 48 h. Se hicieron curvas de muerte 

térmica de las esporas de los diferentes tratamientos. El Valor D se determinó a partir de 

la pendiente de la porción lineal de las curvas de supervivencia térmicas. 

7.8 Ensayo estadístico  

Todos los experimentos se realizaron al menos dos veces en experimentos separados, 

con tres repeticiones cada uno. Las diferencias entre los tratamientos se determinaron 

utilizando la prueba de ANOVA y la prueba de comparación de Dunnet. Para comparar y 

analizar las diferencias entre los tratamientos se utilizó IBM SPSS Statistical Software 

versión 20.0. Las diferencias se consideraron significativas si P ≤ 0.05. 
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8 RESULTADOS 
 

8.1 Determinación de las condiciones requeridas para inducir la  adquisición de 

termotolerancia  en células de B. cereus y  G. stearothermophilus. 

 Con el fin de comprobar la temperatura de pre-tratamiento a la que se debieran 

someter las células de B. cereus y G. stearothermophilus para hacer los ensayos de 

determinación de termotolerancia, se probaron diferentes condiciones de temperatura. 

Encontramos que las dos cepas de B. cereus utilizadas en el estudio al ser sometidas a un 

pre-tratamiento de 42°C por 30 min eran capaces de sobrevivir una exposición posterior 

de 50°C, y al compararse con el control mostraron diferencias significativas (P ≤ 0.05)  

(Figura 1).   

 

 

Figura 1. Número de células viables de B. cereus 4810 (A) y 14579 (B) sometidas a 42°C durante 30 min  

y después colocadas a la temperatura letal de 50°C.  Línea punteada: inicio del tratamiento a temperatura 

letal (50°C). 

 

B
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Para el caso de G. stearothermophilus ATCC 12980 encontramos que al aplicar un 

estrés de 65°C por 30 min, las células fueron capaces de desarrollar termotolerancia a 

75°C en comparación de aquellas que no recibieron el estrés térmico; sin embargo, la cepa 

7953 no presentó la adquisición de termotolerancia a las condiciones letales antes 

mencionadas, comportándose entonces igual (p≤0.05) que el control que no recibió el pre-

tratamiento (Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Número de células viables de G.stearothermophilus 7953(A) y 12980 (B) sometidas a 65°C 

durante 30 min  y después colocadas a la temperatura letal de 70°C. 

8.2 Efecto de  exometabolitos de B. cereus sobre la termotolerancia de células de B. 

cereus  

Se determinaron los valores de letalidad (D) en los intervalos 0-15min y 15-60 min 

de exposición a la temperatura letal. Cuando se analizó el intervalo de 0 a 15 min, en el 

caso de B. cereus 4810, en forma general se observaron diferencias entre los tratamientos 
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de células  pretratadas de B. cereus +  sobrenadante pretatados de B. cereus (Control 

positivo ), células pretratadas de B. cereus + sobrenadantes no-pretratados de  B. cereus  

y  células no-pretratadas de B. cereus + sobrenadante pretratados de  B. cereus con 

respecto al control negativo esto mismo se presentó para la cepa B. cereus 14579 (Tabla 

1). A partir del minuto 15 hasta el final del tratamiento los cultivos de la cepa B. cereus 

4810 no presentaron cambio alguno, sin embargo los tratamientos de células pre-tratadas 

de B. cereus 14579 con sobrenadantes no-pretratados de B. cereus 14579, células no-pre-

tratadas de B. cereus con sobrenadantes pretratados de B. cereus y células y sobrenadantes 

pre-tratados mostraron  diferencia significativa (p≤0,05) con el control negativo (células 

no-pretratadas de B. cereus con sobrenadantes no-pretratados de B. cereus). En la Figura 

3 se puede observar las curvas de muerte que presentaron ambas cepas.        
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Tabla 1. Valores D (letalidad)  de células de B. cereus al agregar sobrenadantes tratados o no-pretratados 

con un choque subletal de B. cereus.  

Tratamiento 

Valor D50°  

B. cereus 4810 B. cereus 14579 

Intervalo de Valor D  

0-15 15-60 0-15 15-60 
Células no-pretratadas de B. 
cereus + sobrenadantes no-

pretratados de  B. cereus 
(Control negativo) 

7.4  ± 0.4 17.0  ± 1.8 9.4 ± 3.9 21.7 ±2.3 

Células  pretratadas de B. 
cereus +  sobrenadante 
pretatados de B. cereus 

(Control positivo ) 

20.4 ±  
1.8* 

22.1 ± 0.9 37.6 ± 6.4* 12.3 ± 2.6* 

     
Células pretratadas de B. 

cereus + sobrenadantes no-
pretratados de  B. cereus  

45.5 
±13.5* 

19.4 ± 1.7 49.8 ± 5.5* 12.4 ± 1.8* 

Células no-pretratadas de B. 
cereus + sobrenadante 

pretratados de  B. cereus  
12.2 ± 2.4* 23.7 ± 2.2 51.9 ± 7.8* 12.6 ± 1.8* 

*Mostraron diferencia significativa (p≤0.05) cuando se compraron con el control 

negativo 
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Figura 3. Curvas de muerte térmica a 50°C de células de B. cereus 4810 y 14579 en medio ICC. En algunos 

tratamientos   las células o los sobrenadantes se sometieron a un  pre-tratamiento  de 42°C por 30 min. 

  

LINEA  Tratamientos 

1  Células de B. cereus pretratados + sobrenadante de B. cereus pretratados (CONTROL+) 

2  Células de B. cereus no-pretratadas + sobrenadante de B. cereus no-pretratados (CONTROL 

-).  

3 Células de B. cereus pretratadas + sobrenadante de B. cereus no-tratados  

4 Células de B. cereus no-pretratada + sobrenadantes de  B. cereus. pretratados 

A 
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8.3 Fracciones de los sobrenadantes de B. cereus  

Debido a que algunos sobrenadantes de cultivos de B. cereus indujeron la adquisición de 

termotolerancia, se trató de aislar a las moléculas responsables de dicha acción. Se 

separaron los sobrenadantes pretratatos y no-pretratados en fracciones de diferentes 

tamaños moleculares y se observó que al colocarlas a una temperatura de 50°C la fracción 

no-pretratada de 30kDa de B.cereus 4810 presentaba un efecto parecido al observado por 

el control positivo (células y sobrenadantes pretratados, Figura 4 A). Se observó además, 

que el efecto observado por esta fracción ya no fue detectado a partir del  minuto 30. En 

tanto, las fracciones de 50 kDa y la de mayor de 50 kDa se comportaron de la misma 

manera, confiriendo el efecto de termotolerancia a partir del minuto 15 de estar a 

temperatura letal y  hasta por 60 min (Figura 4 B y C).  
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Figura 4. Curvas de muerte térmica a 50°C de células de B. cereus 4810 cultivadas en medio ICC. (A) 

Fracción de 30 kDa con y sin pre-tratamientos (42°C/30 min) (B) Fracción de 50 kDa con y sin pre-

tratamiento (42°C /30 min) (C) Fracción mayores de 50 kDa con y sin tratamiento previo (42°C/ 30 min). 

LINEA  Tratamientos 

1  Células de B. cereus pretratados + sobrenadante de B. cereus pretratados (CONTROL+) 

2  Células de B. cereus no-pretratadas + sobrenadante de B. cereus no-pretratados (CONTROL 

-).  

3 Células de B. cereus no-pretratadas + sobrenadante de B. cereus pretratados (FRACCIÓN 

COMPLETA). 

4  Células de B. cereus no-pretratada + fracción no-pretratada de  B. cereus.  

5 Células de B. cereus no-pretratada + fracción pretratada de B.cereus. 

B 

>50 kDa 

50 kDa 

C 
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Cuando se analizaron las fracciones obtenidas de la cepa 14975 no se observó efecto de 

protección (p≤0.05) sobre células no-tratadas de B. cereus cuando se expusieron a una 

temperatura letal. 
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Figura 5. Curvas de muerte térmica a 50°C de células de B. cereus 14579 cultivadas en medio ICC. (A) 

Fracción de 30 kDa con y sin pre-tratamiento (42°C/30 min) (B) Fracción de 50 kDa con y sin pre-

tratamiento (42°C /30 min) (C) Fracción mayores de 50 kDa con y sin tratamiento previo (42°C/ 30 min). 

La fracción  de 30 kDa de B. cereus 4810 que fue la que mostró el mejor efecto de 

termotolerancia,  se agregó a células de B. cereus 14579 no pre-tratadas a fin de establecer 

si la protección previamente mostrada también se podría transmitir a otros miembros de 

LINEA  Tratamientos 

1  Células de B. cereus pretratados + sobrenadante de B. cereus pretratados (CONTROL+) 

2  Células de B. cereus no-pretratadas + sobrenadante de B. cereus no-pretratados (CONTROL 

-).  

3 Células de B. cereus no-pretratadas + sobrenadante de B. cereus pretratados (FRACCIÓN 

COMPLETA). 

4  Células de B. cereus no-pretratada + fracción no-pretratada de  B. cereus.  

5 Células de B. cereus no-pretratada + fracción pretratada de B.cereus. 

C 

>50 kDa 
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la misma especie. Los resultados indicaron que al combinar dichas fracciones con y sin 

pre-tratamiento no se observó (P≤0.05) termotolerancia sobre las células analizadas, 

observando incluso una disminución del número de células a partir del minuto 15 de 

exposición a la temperatura letal  (Figura 6).  
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Figura 6. Curvas de muerte térmica a 50°C de  B. cereus 14579 al agregarles la fracción de 30 kDa de B. 

cereus 4810 con y sin pre-tratamiento (42°C/ 30 min). 

 

LINEA  COMBINACIONES DE LOS SOBRENADANTES 

1  Células de B. cereus pretratados + sobrenadante de B. cereus pretratados (CONTROL+) 

2  Células de B. cereus no-pretratadas + sobrenadante de B. cereus no-pretratados (CONTROL 

-).  

3 Células de B. cereus no-pretratadas + sobrenadante de B. cereus pretratados (FRACCIÓN 

COMPLETA). 

4  Células de B. cereus no-pretratada + fracción  30kda no-pretratada de  B. cereus 4810.  

5 Células de B. cereus no-pretratada + fracción 30kda pretratada de B.cereus 4810. 
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8.4 Inducción de la producción de exometabolitos con capacidad de termotolerancia 

en células vegetativas de  G. stearothermophilus 

Cuando analizamos el efecto de sobrenadantes de G. stearothermophilus sobre la 

termotolerancia de células de B. cereus, se observó efecto de termotolerancia solo en 

algunos tratamientos  (p≤0.05) en los primeros 15 min de exposición a temperatura letal 

comparados con el control negativo (Tabla 2). Para la cepa B. cereus 4810 los tratamientos 

que tuvieron diferencias significativas fueron el control positivo (20.4 ±1.8  min) y las 

células sin pre-tratamiento que recibieron los sobrenadantes de G. stearothermophilus 

12980 no-pretratados (31.8 ± 15.4min). Para la cepa B. cereus 14579, se observó durante 

los primeros 15 min el aumento de termotolerancia en los tratamientos del control positivo 

(37.6 ± 6.4min) y aquellas células que recibieron sobrenadantes de G. stearothermophilus 

12980 pre-tratados (25.7 ± 3.0min). En el intervalo de 15 a 60 min de exposición a 

temperaturas letales, se observaron diferentes patrones. Las células de B. cereus 4810 

fueron en general más resistentes (p≤0,05) a 50°C cuando se le añadieron sobrenadantes 

pretratados y no-pretratados de G. stearothermophilus (Valor D50°C 34.4 ± 2.7, 43.5 ± 0.6 

y  26.5 ± 20.7 con respecto al control negativo 17.0  ± 1.8). En las células de B. cereus 

14579 solo hubo diferencia en 2 tratamientos que recibieron sobrenadantes pre-tratados 

de G. stearothermophilus 7953 y no-pretratados de la cepa 12980 (97.7 ± 4.0 y 42.7±6.4 

respectivamente).  El efecto fue más claro cuando los sobrenadantes pretratados de G. 

stearothermophilus 7953 fueron añadidos (Tabla 1). 
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Tabla 2. Valores D50°C (min) de células de B. cereus al agregar sobrenadantes de dos cepas de  G. 

stearothermophilus. 

 

Tratamiento 

Valor D50°  

B. cereus 4810 B. cereus 14579 

Período de cálculo de Valor D (min)  

0-15 15-60 0-15 15-60 

Células no-pretratadas de B. 
cereus + sobrenadantes no-

pretratados de  B. cereus 
(Control negativo) 

7.4  ± 0.4 17.0  ± 1.8 9.4 ± 3.9 21.7 ±2.3 

Células  pretratadas de B. 
cereus +  sobrenadante 
pretatados de B. cereus 

(Control positivo ) 

20.4 ±  
1.8* 

22.1 ± 0.9* 37.6 ± 6.4* 12.3 ± 2.6 

Células no-pretratadas B. 
cereus + sobrenadantes no-

pretratados de G. 
stearothermophilus 7953  

7.1 ± 2.8 34.4 ± 2.7* 3.7 ± 0.1 18.0 ± 7.4 

Células no-pretratadas de B. 
cereus + sobrenadantes 

pretratados de G. 
stearothermophilus 7953  

3.8 ± 0.7 43.5 ± 0.60* 4.2 ± 1.0 97.7 ± 4.0* 

Células no-pretratadas de  B. 
cereus + sobrenadantes no-

pretratados de G. 
stearothermophilus 12980  

 

31.8± 
15.4* 

26.5 ± 0.7* 25.7 ± 3.0* 42.7 ± 6.4* 

Células no-pretratadas de B. 
cereus + sobrenadantes 

pretratados G. 
stearothermophilus 12980  

7.5 ± 1.4 18.2 ± 3.7 35.3 ± 6.7 20.7 ± 7.7 

*Mostraron diferencia significativa (p≤0.05) cuando se compraron con el control  
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Figura 7. Curvas de muerte de células de B. cereus 4810 al agregar sobrenadantes de dos cepas de  G. 

stearothermophilus y someterlas después a  una temperatura letal de 50°C. 

LINEA Tratamientos 

1  Células de B. cereus pretratadas + sobrenadante de B. cereus pretratados (CONTROL+) 

2  Células de B. cereus no-pretratadas + sobrenadante de B. cereus no-pretratados (CONTROL 

-).  

3 Células de B. cereus no-pretratadas +sobrenadante de G. stearothermophilus 7953 no- 

pretratados  

4  Células de B. cereus no-pretratadas + sobrenadante de G. stearothermophilus 7953 

pretratados. 

5 Células de B. cereus no-pretratada +sobrenadante de G. stearothermophilus 12980 no- 

pretratados 

6 Células de B. cereus no-pretratadas + sobrenadante de G. stearothermophilus 12980 

pretratados 
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Este mismo efecto  fue observado en las células de B. cereus 14579, que al agregarle  

sobrenadantes pretratados y no-pretratados de G. stearothermophilus 7953 se observó la 

disminución (p≤0.05) de células (Figura 8). 
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Figura 8. Curvas de muerte de células de B. cereus 14579  al agregar sobrenadantes de dos cepas de  G. 

stearothermophilus y someterlas después a  una temperatura letal de 50°C. 

LINEA Tratamientos 

1  Células de B. cereus pretratadas + sobrenadante de B. cereus pretratados (CONTROL+) 

2  Células de B. cereus no-pretratadas + sobrenadante de B. cereus no-pretratados (CONTROL 

-).  

3 Células de B. cereus no-pretratadas +sobrenadante de G. stearothermophilus 7953 no- 

pretratados  

4  Células de B. cereus no-pretratadas + sobrenadante de G. stearothermophilus 7953 

pretratados. 

5 Células de B. cereus no-pretratada +sobrenadante de G. stearothermophilus 12980 no- 

pretratados 

6 Células de B. cereus no-pretratadas + sobrenadante de G. stearothermophilus 12980 

pretratados 
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8.5 Cuantificación de ppGpp 

Dado que se ha reportado que algunos compuestos con capacidad de termotolerancia 

pueden ser nucleótidos, y en donde se ha especulado que un efecto protector puede ser 

dado por el ppGpp, en este trabajo analizamos el papel de esta molécula para conferir 

termotolerancia. Para esto se cuantificó el ppGpp en las células de B. cereus 4810 que 

recibieron un pre-tratamiento (42°C/ 30 min), así como cuando las células se enfrentaron 

a la temperatura letal (50°C/60 min). Durante el pre-tratamiento tanto el control (células 

de B. cereus no-pretratadas y siempre mantenidas a 37°C) y el cultivo pre-tratado 

comenzaron con una concentración inicial de ppGpp de 53.40 ± 7.92 y 49.6 ± 16 

picomoles/mg de peso seco picomoles/mg de peso seco respectivamente. Después de 10 

min de estar en el pre-tratamiento, se observó un incremento (65.5±1.8 picomoles/mg de 

peso seco) en la concentración del ppGpp cuando se comparó con el control (54.0±15.2 

picomoles/mg de peso seco). Al finalizar el pre-tratamiento (30 min) la concentración de 

ppGpp se mantuvo estable (67.6±7.7 picomoles/mg de peso seco), en tanto que la 

concentración del nucleótido decreció en el control a 46.7±8.7 picomoles/mg de peso seco 

(Fig. 9). Cuando ambos cultivos se expusieron a la temperatura letal se observó una 

disminución en los niveles de ppGpp en los tratamientos y controles desde los primeros 

15 min hasta llegar a una concentración final de 11.8±3.4 y 17.0±8.0 picomoles/mg de 

peso seco respectivamente (Figura 7). 
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Figura 9. Niveles de ppGpp en células vegetativas de B. cereus 4810 sometidos a un pre-tratamiento (42°C/ 

30 min) y posteriormente a la temperatura letal (50°C/60 min). Línea punteada: inicio del tratamiento a 

temperatura letal (50°C). 

 

8.6 Cuantificación de Proteínas Totales 

Cuando se analizó la concentración de proteínas en las células, no se observaron  

diferencias entre los tratamientos (p<0.05) y los controles. Sin embargo, se pudo observar 

una diminución de proteínas tanto de las células pre-tratadas como de  los controles 

cuando los  cultivos se  expusieron  a una  temperatura letal (Figura 10). 

50°C 
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Figura 10. Cuantificación de proteínas totales en células vegetativas de B. cereus 4810 sometidas a pre-

tratamiento (42°C/30 min) y posteriormente a la temperatura letal de 50°C. Línea punteada: inicio del 

tratamiento a temperatura letal (50°C). 

 

No se observó correlación entre la concentración de proteínas, la concentración celular y 

la cantidad ppGpp en las células de B. cereus 4810 (Tabla 3). 
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Tabla 3. Concentraciones de células viables, proteínas totales y niveles de ppGpp en B. cereus durante un 

pre-tratamiento (42°C/ 30 min) y durante la exposición a temperatura letal (50°C). 

    Concentraciones  

  

Tiempo 

Células viables 
(Log/ml) 

Proteínas ppGpp 

(mg/ml) 
(picomoles/mg de peso 

seco) 
No 

tratadas 
Pretratadas

No 
tratadas 

Pretratadas 
No 

tratadas 
Pretratadas 

Durante pre-
tratamiento 

T1 ( 0 min) 
7.7 

±0.1 
7.3±0.1 1.0±0.1 1.0±0.4 53.4±7.9 49.6±16 

T2(10 min) 7.9±0.1 8.5±0.4 1.3.±0.1 1.1±0.1 54.0±15.2 65.5±1.8* 

T3(20 min) 8.6±0.3 7.9±0.2 1.3±0.1 1.2±0.2 46.7±8.7 61.0±8.6* 

Durante 
temperatura 
letal 50°C 

T4 (0 min) 8.5±0.1 8.5±0.2 1.4±0.4 1.5±0.2 49.9±8.7 67.6±7.7* 

T5(15 min) 7.0±0.1 8.0±0.1 0.8±0.1 0.8±0.1 22.0±3.3 34.2±11.5*

T6(30 min) 6.2±0.3 7.5±0.1 0.7±0.1 0.6±0.1 21.0±15.4 15.2±2.8 

T7(45 min) 5.1±0.3 6.0±0.1 0.6±0.1 0.7±0.1 14.8±2.3 17.3±4.9 

T8(60 min) 4.1±0.3 5.7±0.1 0.5±0.1 0.6±0.1 11.8±3.4 17.0±8.0 
*Existe diferencia significativa entre  los tratamientos ANOVA con prueba estadística 
Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test n=6 significancia .050 
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8.7 Producción de esporas 

Se realizaron curvas de esporulación en caldo 2xSG para B. cereus y G. 

stearothermophilus con el fin de observar si ambas cepas eran capaces de producir altos 

niveles de esporas en el medio. Nuestros resultados mostraron que la concentración 

máxima de esporas  para la cepa de B. cereus 4810 fue a las 24 h (1 x 104 esporas/ml) la 

cual se mantenía hasta las 120 h; en tanto que para la cepa de B. cereus 14579 se 

obtuvieron 1 × 108 esporas/ ml después de 48 h. Para la cepa de G. stearothermophilus 

7953 se obtuvo la producción de 1 x107 esporas/ml a partir de 24 h y de 1 x 105 esporas/ml 

para la cepa 12980 (Figura 11).  

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11 Curva de esporulación de B. cereus 4810 (azul), B. cereus 14579 (verde) a 37°C, G. 

stearothermophilus 7953 (morado) y G. stearothermophilus 12980 (rosa)  a 55°C en medio de esporulación 

2xSG. 
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A partir de estos resultados se  seleccionaron los tiempos para determinar el papel 

de los compuestos extracelulares en la termotolerancia de esporas de B. cereus. Para las 

células de B. cereus se eligieron los tiempos de 3, 6 o 12 h de incubación a 37°C 

(correspondiente a la fase temprana, media y fase tardía de la esporulación, Schaffer, 

1969) y para G. stearothermophilus se eligieron los tiempos de 5 ó 10 h. Se observó la 

disminución de la termotolerancia (p≤0.05) en las esporas de B. cereus 4810 a 85°C 

cuando los sobrenadantes de G. stearothermophilus pretratados y no pretratados se le 

añadieron a los cultivos (Tabla 2), sin embargo la termotolerancia a 90° y 95°C no se vio 

incrementada en los tratamientos analizados, con excepción de cuando se añadieron 

sobrenadantes de G. stearothermophilus 12980 de 10 h a células de B. cereus a las 12 h 

de incubación en donde sí se detectó la inducción de termotolerancia en las esporas (80.8 

± 38.6min) cuando se compararon con el control negativo (23.2 ± 4.2min).  

En la mayoría de los tratamientos analizados de la cepa de B. cereus 14579 no se 

observó ningún efecto por la adición de sobrenadantes, con excepción cuando se 

añadieron sobrenadantes de G. stearothermophilus 7953 de 5 h a B. cereus 14579 a las 3 

y 6 h de incubación, donde se detectó un aumento de termotolerancia [D95°C 10.9± 0.5 y 

12.0 ± 2.7 vs 5.7 ± 0.7 min del control), y los sobrenadantes a partir de 10 h que se 

añadieron a B. cereus 14579 en 12 h de incubación (D85°C de 52.4 ± 4.9 vs 12.8 ± 2.7min 

del control negativo y D95°C de 16.1 ± 7.2 vs 5.7 ± 0.7min del control negativo). 
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Tabla 4. Valores D (min) de esporas de B. cereus al agregar sobrenadantes de dos cepas de G. stearothermophilus. 

 
 

Tiempo de 
incubación 

(h) de 
B. cereus 

Tiempo  de 
incubación 
(h) de G. 
stearo. 

Cepas 
G. stearo 

 

Valor D  (min) 
B. cereus 4810 B. cereus 14579 

85°C 90°C 95°C 85°C 90°C 95°C 

Control (esporas de B. cereus) 41.0 ± 5.5 23.2 ± 4.2 18.2 ± 4.3 12.8 ± 2.7 9.9 ± 2.0 5.7 ± 0.7 

3 
5 

7953 33.9 ± 1.8 18.7 ± 5.1 17.1 ± 9.9 19.9 ± 3.0 14.8 ± 6.5 12.0±2.7* 
12980 12.5 ± 9.2* 11.6 ± 2.9 9.9 ± 5.0 17.5 ± 10.4 7.7 ± 0.7 7.1 ± 1.0 

10 
7953 15.1 ± 0.9* 19.5 ± 0.4 21.3 ± 6.1 22.2 ± 7.0 6.7 ± 1.6 10.1 ± 0.5 

12980 15.5 ± 1.0* 22.4 ± 2.5 9.9 ± 0.3 1.7 ± 0.6 9.7 ± 2.4 6.0 ± 2.0 

6 
5 

7953 44.6 ± 7.7 11.3 ± 3.9 7.2 ± 3.1 27.7 ± 11.7 7.4 ± 1.5 10.9±0.5* 
12980 28.3 ± 3.7 19.3 ± 4.4 12.3 ± 2.7 16.7 ± 2.6 6.1 ± 0.3 3.8 ± 0.4 

10 
7953 20.7 ± 2.5* 13.4 ± 4.4 7.3 ± 1.6 32.1 ± 13.9 22.8 ± 20 5.1 ± 1.7 

12980 15.9 ± 2.5* 8.6 ± 2.2 5.1 ± 1.7 19.0 ± 2.5 7.2 ± 1.6 4.3 ± 0.1 

12 
5 

7953 18.7 ± 7.8* 9.5 ± 3.3 8.1 ± 3.0 29.6 ± 8.5 6.7 ± 3.7 4.1 ± 0.7 
12980 28.4 ± 18.2 14.7 ± 10.9 8.6 ± 2.2 19.9 ± 4.0 9.5 ± 0.6 6.3 ± 3.3 

10 
7953 22.1 ± 7.6* 20.7 ± 11.5 8.7 ± 3.2 52.4 ± 4.9* 8.5 ± 1.3 16.1±7.2* 

12980 20.5 ± 6.1* 80.8± 38.6* 16.1 ± 7.2 27.9 ± 7.7 5.5 ± 0.9 5.0 ± 1.4 
 

*Diferencias significativas  (p<0.05) fueron encontradas en comparación con el control  negativo. 
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9. DISCUSIÓN 

Las bacterias desarrollan respuestas de adaptación para poder sobrevivir en 

condiciones desfavorables (Hecker, et al. 1996; Usaga, et al. 2014; Farber y Brown, 1990). 

Los componentes intracelulares se han reportado como los principales responsables de 

esta respuesta, sin embargo, otros mecanismos de protección también se han relacionado 

con la secreción de exometabolitos (Rowbury, 2005). En nuestro trabajo confirmamos que 

bacterias como B. cereus son capaces de adquirir  termotolerancia a condiciones letales 

(50°C) si previamente son sometidas a un pre-tratamiento térmico, lo cual concuerda con 

lo descrito previamente con Periagio et al. en el 2002. 

Se ha reportado que durante una condición de estrés (por ejemplo altas temperaturas),  

bacterias como E. coli, secretan al medio metabolitos llamados Componentes Sensores 

Extracelulares (ESC) que se activan a Componentes Inductores Extracelulares (EIC), 

provocando como respuesta, termotolerancia a células no adaptadas (Rowbury, 2005). En 

nuestro trabajo al evaluar  la respuesta en células vegetativas de B. cereus cuando estas 

eran combinadas con sobrenadantes de la misma especie y de G. stearothermophilus, se 

tuvieron dos comportamientos en función del tiempo de exposición a la temperatura letal, 

de 0 a 15 min, y después de eso (15 a 60 min). El efecto observado en las células de B. 

cereus podría ser debido tanto a compuestos intracelulares como extracelulares. Reportes 

anteriores han demostrado que los cultivos de B. cereus adquirieron tolerancia a 50°C 

cuando los cultivos recibieron previamente un choque térmico de 42°C (Periago, et al. 

2002; Lee, et al. 2011). La adquisición de esta termotolerancia puede deberse a diversos 

factores intracelulares como proteínas de choque térmico y nucleótidos como [p] ppGpp 
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(Arnosti, et al. 1986; Krüger, et al. 1994; Hecker, et al. 1996; Dalebroux, et al. 2010; 

Kanjee, et al. 2012). La adaptación de las bacterias a condiciones desfavorables depende 

de cómo las células reciben la señal y los diferentes mecanismos intracelulares y 

extracelulares que se desarrollan como mecanismos de defensa. La naturaleza de la señal 

puede ser sensada en forma primaria por un componente celular, una molécula pequeña, 

o un metabolito  orgánico/inorgánico (Trent, et al. 1994). Se sabe que las respuestas 

intracelulares desempeñan un papel importante en la termotolerancia adquirida; aunque 

diferentes especies podrían utilizar diferentes estrategias para resistir esa condición 

desfavorable incluyendo combinaciones de HSP y/u otras macromoléculas (Trent, et al. 

1994;Rowbury, 2005).  

Se ha reportado que los miembros del género Geobacillus presentan alta variabilidad 

en sus respuestas metabólicas durante el crecimiento y cuando se encuentran en 

condiciones desfavorables, respondiendo con la producción de ciertas moléculas como 

antibióticos (bacteriocinas, Cuisine et al. 2009) y algunas enzimas termoestables tales 

como amilasas (Mamo, Gashe et al. 1999), proteasas (Hawumba et al. 2002), pululanasas 

(Ben Messaoud et al. 2002), gelanasa (Derekova, et al. 2006), lipasas (Soliman, et al. 2007 

), carboxilesterasas (Liu, et al. 2007), y L-arabinosa isomerasas (Rhimi et al. 2007). 

Algunas de estas moléculas provocan efectos negativos en la interacción con otras células. 

Se ha reportado que las proteasas extracelulares de microorganismos termófilos 

desempeñan un papel importante para la hidrólisis de proteínas en ambientes libres de 

células, lo que permite a las células absorber y utilizar productos hidrolíticos. En G. 

stearothermophilus estas enzimas son responsables de la hidrólisis de las cadenas 

principales de peptidoglicanos (Stabnikova et al. 2004). Investigaciones previas han 
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sugerido que los metabolitos que participan en la adquisición de termotolerancia, son 

proteínas termolábiles (Srinivasan,1998), que pueden presentar cambios 

conformacionales debido a que la desnaturalización de las proteínas mediante calor, e 

inducir el rompimiento de puentes disulfuro, lo cual ocasiona pérdida de su función, y 

como consecuencia de la actividad termoprotectora (Murray, 1997). 

Recientemente, se ha demostrado que el ppGpp juega un papel importante en la 

coordinación de la respuesta celular a condiciones ambientales adversas en E. coli 

(Balsalobre, 2011).  Se tiene bien entendido el papel  del ppGpp en la respuesta al estrés 

por baja de nutrientes, sin embargo al ser esta molécula un regulador global de la respuesta 

al estrés, se le relaciona con activaciones y desactivaciones de cascadas metabólicas 

importantes en la respuesta general al estrés (Magnusson, L. et al. 2005) Yang, 2003) 

sugirió que el ppGpp puede ser necesario en la expresión de genes implicados en la 

resistencia al calor. Además, se ha demostrado que el ppGpp aumenta sus niveles cuando 

E. coli es cambiado a una temperatura por encima de la de crecimiento (Vanbogelen, 

1987). En este trabajo observamos este comportamiento en los cultivos de B. cereus 

cuando se sometieron al tratamiento subletal (42°C); sin embargo, cuando se cambió a  la 

temperatura letal, la concentración del nucleótido tendió a disminuir. Es importante hacer 

notar que este compuesto tiene vida media corta, por lo que las concentraciones aumentan 

hasta alcanzar un efecto máximo y para después regresar a los niveles basales. Schumann 

(2003) describió que la respuesta al estrés es temporal y generalmente se manifiesta por 

un rápido incremento y por acumulación de proteínas del estrés u otros compuestos en los 

primeros minutos de aplicada la condición adversa, para que después de cierto tiempo, 

disminuir a niveles basales. El efecto observado en este trabajo en la concentración de 
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proteínas en las células es el esperado ya que la concentración de proteínas depende de la 

concentración celular y al encontrar disminución de la concentración celular en nuestros 

tratamientos, también pudo ser detectada una disminución de la cantidad de proteínas.   

Se sabe que la termotolerancia en esporas de C. perfringens es afectada por la 

temperatura a la que se forman estas (García, et al. 1992), así como por choques térmicos 

aplicados principalmente en las primeras etapas del proceso de esporulación (Heredia, et 

al. 1997). En este estudio se analizó si B. cereus presentaba este comportamiento al ser 

influenciado por sobrenadantes pretratados y no-pretratados de G. stearothermophilus. En 

estos ensayos, se añadieron sobrenadantes de cultivos de G. stearothermophilus de 5 h y 

10 h a cultivos de B. cereus de 3, 6 y 12 h de incubación.  En varios trabajos se ha estudiado 

la resistencia al calor de las esporas de G. stearothermophilus (Periagio et al. 1998; Penna 

et al, 2003; Arriba Anurak et al. 2005; Head et al. 2008;  Hassan y Ramaswamy, 2011), 

sin embargo no encontramos información sobre la inducción de termotolerancia en 

esporas por la adición de compuestos extracelulares. En estos ensayos encontramos en la 

mayoría de los tratamientos una disminución del valor de letalidad (D).  

Se sabe que los factores más importantes que contribuyen a la resistencia al calor de 

las esporas incluyen un bajo contenido de agua, alto grado de mineralización y la 

temperatura óptima de crecimiento (Cazemier, 2001; Penna et al. 2003); la alteración o 

modificación de cualquiera de estos factores durante la formación de esporas influye 

directamente en su resistencia (Storz y Hengge 2010). Un ejemplo de esto es cuando las 

funciones de la membrana son afectadas por la interacción de moléculas extracelulares o 

por tratamientos físicos (como el calor), en donde la estructura de las esporas se daña 

provocando con esto una alteración de la presión osmótica, cambiando como 
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consecuencia, el grado de mineralización y las proteínas presentes en la capa externa 

haciendo cada vez más permeable a la espora y facilitando la pérdida de moléculas 

pequeñas o la entrada de moléculas que pueden afectar el desarrollo de la espora 

(Schaeffer, 1969; Storz y Hengge 2010).  

Se ha reportado que B. subtilis presenta el mecanismo llamado canibalismo, en donde 

las células formadoras de endosporas secretan un factor esporulación (SKF, traducido 

como una proteína de 55 aa, con un péptido cíclico 26 aa en su sitio activo) que es capaz 

de matar a células circundantes (González-Pastor, Hobbs et al. 2003). En este trabajo 

esperábamos que aquellos tratamientos que recibieron los sobrenadantes en las primeras 

etapas de la esporulación presentaran mayor resistencia al calor que aquellas que lo 

recibieron en etapas tardías sin embargo no siempre encontramos este efecto. Nuestros 

resultados concuerdan con lo reportado por Lee S.  (2006) quien encuentra que las células 

pre-tratados en la última fase de esporulación fueron más resistentes que cuando la 

condición de estrés se aplicaban en las fases tempranas del proceso. 

Podemos concluir en base a los resultados encontrados que la protección térmica de 

las células vegetativas se debió principalmente a factores intracelulares, y que la adición 

de sobrenadantes de G. stearothermophilus puede afectar la termotolerancia de B. cereus. 

Sin embargo, es importante continuar con el análisis de los mecanismos de adaptación y 

las interacciones entre especies. 
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10. CONCLUSIONES 

 

1) Las células de B. cereus pre-tratadas a 42°C por 30 minutos, tienen mayor 

capacidad de sobrevivir a la temperatura letal de 50°C. 

 

2) La fracción de 30kda de B. cereus 4810 mostró tener efecto termoprotector. 

 

3) Los sobrenadantes de células de G. stearothermophilus con o sin pre-tratamiento   

fueron capaces de inducir termotolerancia a 50°C a células de B. cereus que no 

fueron sometidas a ningún tipo de estrés. 

 

4) Los niveles de ppGpp aumentaron durante el pre-tratamiento en células de B. 

cereus, sin embargo disminuyeron durante la exposición a la temperatura letal. 

 

5) Los sobrenadantes de células en esporulación de G. stearothermophilus fueron 

capaces de provocar la formación de esporas termorresistentes de  B. cereus. 
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