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Investigacion sobre la presencia de Bacillus cereus en Yerba Mate
elaborada

Analysis for the presence of Bacillus cereus in manufactured Yerba Mate

Jorge A. Duce, Sylvia A. Bordenave, Liliana, R. Ybarra

Resumen

En este trabajo se investigd la presencia de Bacillus cereus en yerba mate elaborada. El habitat natural de este
microorganismo es el suelo y se lo ha aislado de diferentes especias vegetales y sobre todo, de arroz hervido.
El Bacillus cereus produce toxinas preformadas en el alimento de dos tipos, la termorresistente o0 eméticay la
termolabil o diarreica.

Se analizaron 32 muestras de Yerba Mate elaborada, de diferentes marcas comerciales, 18 presentaron resultados
positivos y 6 fueron confirmadas mediante pruebas bioquimicas y tipificadas. Las bacterias aisladas fueron remitidas
al Instituto INEI-ANLIS Dr. Carlos Malbran, para su tipificacion y confirmacion definitiva.

La presencia de Bacillus cereus en un alimento constituye un serio riesgo, sobre todo debido a la capacidad del
mismo de producir toxinas que son termorresistentes.

En la bibliografia se presentan referencias a su aislamiento en vegetales secos, por ello no es de extrafar su
presencia en Yerba Mate.
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Abstract

In this work, the presence of Bacillus cereus in manufactured yerba mate was investigated. The natural habitat of
this microorganism is the soil: it was isolated from different plant species, but above all, from boiled rice. Bacillus
cereus produces toxins of two kinds preformed in food, one thermo-resistant or emetic and another thermolabile
or diarrheogenic.

Thirty two samples of manufactured yerba mate of different trademarks were analyzed, out of which 18 presented
positive results, 6 of which were confirmed by means of biochemical tests. The bacteria isolated were delivered
to the Instituto INEI-ANLIS Dr. Carlos Malbran for their typification and eventual confirmation.

The presence of Bacillus cereus in food constitutes a serious risk, above all due to its capacity to produce
thermoresistant toxins. In the literature, reference to its isolation in dried vegetables was found, a reason for

which its presence in yerba mate is feasible.
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Introduccion

Bacillus cereus ha sido implicado en toxiinfecciones
alimentarias, particularmente asociado al consumo de arroz
contaminado, y también en algunos procesos infecciosos
en seres humanos y animales.

La calidad higiénico-sanitaria de Yerba Mate Elaborada
(Ilex paraguariensis var.St Hilaire) no esta legislada en
el Codigo Alimentario Argentino, solamente como para
todos los alimentos, esta reglamentado la ausencia de
microorganismos patdgenos [1].

Debido a las caracteristicas de cultivo y cosecha [2]
en las cuales el producto estd en contacto con tierra y
polvo, se considerd importante investigar la presencia en

Yerba Mate elaborada de Bacillus cereus, microorganismo
Gram positivo, acrobio, mesofilo, esporulado, que tiene un
habitat de crecimiento en tierra. El mismo es productor de
toxinas algunas de las cuales son termorresistentes. Este
microorganismo produce dos tipos de toxinas preformadas,
una de ellas termorresistente que tolera 126 °C durante 90
minutos, lo que constituye un riesgo importante para la
salud debido a que la temperatura del agua a la que gene-
ralmente se toma el mate (entre 70° y 80 °C) no constituye
una barrera para su destruccion. La bibliografia describe
la presencia de esporos de Bacillus cereus en vegetales
deshidratados, especialmente en especias y condimentos
(31 4] [5].

Las esporas de B. cereus son mucho mas resistentes a la

Rev. Cienc. Tecnol. / Afio 14 / N° 17 / 2012



6 Jorge A. Duce et al.. Bacillus cereus en Yerba Mate Elaborada

radiacion ionizante que las células vegetativas, requiriendo
mayor cuidado en el disefio y evaluacion de los experimen-
tos y la aplicacion de tecnologia [6].

Materiales y métodos

Se analizaron 32 muestras de Yerba Mate elaborada de
diferentes marcas comerciales adquiridas en comercios
de la region. Se adoptd la metodologia segiin FDA [7] y
adaptada a los medios de cultivo utilizados [8].

Metodologia experimental

Se tomo6 una unidad analitica de 25g de Yerba Mate
elaborada y se realizaron diluciones en agua de peptona
al 0,1%, las cuales fueron sembradas en superficie en el
medio selectivo para Bacillus cereus.

En el medio de cultivo, el contenido de peptona es bajo
(0.1%), y la adicién de piruvato de sodio y emulsion de
yema de huevo mejora el aislamiento y esporulacion de
esta bacteria. Para verificar la no utilizaciéon del manitol se
usa un indicador de pH, azul de bromotimol.

El medio es selectivo, por el agregado del suplemento
para Bacillus cereus con el que se obtiene una concentra-
cion final de 100 U de Polimixina B por mL de medio.

Las placas evidenciaron colonias tipicas de Bacillus
cereus, crenadas, filamentosas de aproximadamente 5 mm
de didmetro a las 24 horas de incubacidn, y presentaron un
color turquesa (peacock blue) rodeada por un precipitado
de hidrolisis de yema de huevo; con centro grisaceo a las
48 horas de incubacion.

El diagnostico primario [9] se basd en la morfologia
y color de la colonia, en la precipitacion de la lecitina
hidrolizada y en la falta de utilizacién del manitol por
Bacillus cereus.

Estos hallazgos diferencian B. cereus de B. subtilis y
B. licheniformis, pero pueden no diferenciar B. cereus de
otras especies de Bacillus, tales como B. thuringiensis, B.
anthracis, B. mycoides, y en estos casos seria necesario
realizar mas ensayos para su identificacion.

Las colonias tipicas fueron identificadas mediante co-
loracion, observacion microscopica y pruebas bioquimicas
(Voges Proskauer modificado para Bacillus cereus, citrato,
licuefaccion de la gelatina, catalasa y desarrollo en cloruro
de sodio al 7%) [10].

Resultados

Los aislamientos positivos del género Bacillus en el
medio selectivo fueron los correspondientes a las muestras
1,2,9,10, 11, 14, 15, 17, 18, 19, 21, 22, 24, 25, 27, 29,

30, 31.
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Las pruebas bioquimicas de los aislamientos efectuados
dieron un perfil compatible con Bacillus cereus, para las
pruebas de Gram (bacilos esporulados Gram +) catalasa,
citrato, Voges Proskauer, gelatina y cloruro de sodio al 7%
para las muestras 17, 19,22, 24,27 y 30.

Las colonias aisladas fueron tipificadas en el Instituto
INEI-ANLIS Dr. Carlos G. Malbran y los resultados fueron
los siguientes:

Cepa 17: Bacillus firmus

Cepa 19: Bacillus coagulans

Cepa 22: Bacillus firmus

Cepa 24: Grupo Bacillus subtilis

Cepa 27: Grupo Bacillus cereus

Cepa 30: Grupo Bacillus subtilis

Discusion

La intoxicacion alimentaria causada por B. cereus se
produce debido a la ingestion de alimentos, cuyo contenido
del microorganismo sea mayor a 10° unidades formadoras
de colonia/gramo (ufc/g).

En el mundo entero, entre los afios 1950 y 1976 se
informaron 230 brotes de intoxicaciones alimentarias pro-
ducidas por B. cereus cuya forma de presentacion fue de
tipo diarreica. Entre los afios 1960y 1968 B. cereus fue la
tercera causa de intoxicacion alimentaria en Hungria, con
117 brotes. Otros paises fueron: Finlandia con 50 brotes,
Holanda con 11 y Canada con 9. Una amplia variedad
de alimentos que incluyen sopas de vegetales, carne de
pollo, vegetales, carne de vacuno, pastas, leche y helados
estuvieron implicados.

Sobre la base de diversos estudios realizados en produc-
tos lacteos, se ha determinado un 27% de contaminacion
en leches en polvo, 52% en helados de maquina y 17% en
leches fermentadas.

Si bien es cierto, que no hay estudios de prevalencia de
contaminacion por B. cereus en otro tipo de alimentos de
alto riesgo, es importante mencionar que se ha detectado
contaminacion por este microorganismo en condimentos
y especias [4].

A nivel internacional se han intensificado los estudios
de microorganismos que tradicionalmente no se conside-
raban de importancia como agentes patdgenos; como es el
caso de Bacillus cereus y Clostridium perfringens, entre
otros.

En trabajos internacionales [4] se reporta el aislamiento
de Bacillus cereus en muestras deshidratadas de ajo en
polvo, comino molido, laurel molido, orégano y pimienta
negra. En valores que varian en recuentos de 100 ufc/g
(orégano) a 160.000 ufc/g (comino molido).

Por otra parte, la Autoridad Europea de seguridad
Alimentaria emiti6é un dictamen sobre Bacillus cereus'y
otros Bacillus spp. en productos alimentarios. En este dic-
tamen llegd a la conclusion de que una de las principales
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medidas de vigilancia consiste en controlar la temperatura
y crear un sistema basado en los principios de analisis de
peligros y puntos criticos de control [11]. En alimentos
deshidratados, en los cuales es frecuente la presencia de
esporas de Bacillus spp. patdogenos puede aparecer Bacillus
cereus al rehidratarlos con agua caliente. Algunos de estos
alimentos deshidratados van destinados a consumidores
potencialmente susceptibles. Por ello debe establecerse
un criterio de higiene del proceso, ademas de las buenas
practicas destinadas a reducir la demora entre la prepara-
cion y el consumo.

conclusion

En la actualidad estos microorganismos aparecen en
los tres primeros lugares de importancia como agentes
etiologicos de toxoinfecciones en aquellos paises donde
se estudia su presencia, como Canada, Estados Unidos y
paises europeos [3].

Un trabajo de investigacidn reciente [4] en Cuba
establece limites para Bacillus cereus en alimentos deshi-
dratados del orden de 10

La presencia de Bacillus cereus y Bacillus subtilis en
un alimento constituye un riesgo importante para la salud
debido principalmente a la capacidad de los mismos de
producir toxinas termorresistentes. La bibliografia sefiala
que la dosis infectiva minima necesaria para producir casos
de intoxicacion es de 107 ufc/g [12] la cual es muy dificil
de encontrar en vegetales deshidratados como la Yerba
Mate debido a su baja actividad acuosa.

Para Yerba Mate no hay registros de estudios de dosis
infectiva minima para este microorganismo, ya que este
trabajo constituye un primer antecedente.

La Yerba Mate se emplea también en la preparacion de
una infusion conocida con el nombre de “mate cocido”, la
que una vez preparada se consume parcialmente durante
el dia, en forma fria o caliente, por lo que el peligro se
incrementa debido a que los esporos pueden desarrollarse
durante el mencionado tiempo y producir las toxinas, hasta
alcanzar las concentraciones consideradas de riesgo.

Existen trabajos sobre inactivacion térmica de esporas
de Bacillus cereus donde se demuestra que la temperatura
de 55, 60 y 70 °C no es suficiente para su destruccion.
Teniendo en cuenta que a esta temperatura se consume la
infusion del mate cocido, se considera que deberia estu-
diarse la forma de implementar un control exhaustivo para
determinar la presencia de este microorganismo patégeno
en Yerba Mate, con el objeto de prevenir posibles intoxi-
caciones, ya que los microorganismos del género Bacillus
son capaces de vivir y proliferar en ambientes de elevada
temperatura.

Se ha reportado que la temperatura dptima para in-
activar las esporas es aproximadamente 90, 95 y 100 °C
[13] y que el tratamiento térmico minimo para productos

procesados (90, 95 °C por 6-10 minutos) usualmente no es
suficiente para inactivar a todas las esporas [14].
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