
SINTEZA HEMOLIZINELOR IN DIFERITE CONDITII 
DE CULTIVARE LA BACILLUS CEREUS*) . 

DR. MED. VET. RODICA MIRELA 
CRASOVSCHI - TUDOR 

Dintre bacteriile aerobe .~i sporulate, Bacillus cereus este singu["ul 
germen, în afară de B. anthracis, care dovedeşte o patogenitate poten­
ţială. Aceasta explică, desigur, atenţia tot mai mare de care s-a bucurat 
acest germen în rîndul cercetătorilor, mai ales în ultimul deceniu. 

Bacillus cereus este incriminat ca agent al unor toxiinfecţii ali­
mentare, atît în străinătate, cit şi în ţara noastră. Astfel, Hauge (1950) 
(cit. de 11), Cristiansen, Koch şi Madelung (1951) (cit. de 11), Buttiaux 
(1958) (11), Seidel (1959) (13), Nygren (1962) (12) şi alţii în străinătate 
şi Costin (1962) (5), Jantea (1963) (8), Miloşescu (1964) (10), Bîrzu (3) şi 
clţii în România, descriu diferite episoade familiale sau izbucniri de 
toxiinfecţii alimentare provocate de B. cereus şi atrag atenţia asupra 
potenţialului patogen al acestui germen, considerat pînă nu de mult ca 
saprofit inofensiv. 

O serie de cercetători studiază incidenţa B. cereus în diferite ali­
mente ca lapte şi produse lactate (7,14), oarne tocată, mezeluri (6), 
efectuînd izolări şi determinări C[!Tltitative. 

B. ce:rieus a fost izolat şi din diverse infecţii au caracter local la 
om, îndeosebi în afecţiuni oftalmologice ca : keraitite, conjunctivite, 
iridociclite, panoftalmii şi aboese o!I'bilbale sau din alte dive!rse afecţiuni 
purulente umane (19). El a mai fost identificat în leziuni cutanate si­
mulînd infecţia cărbunoasă (19), în lichidul pleural sau cefalo-rahidian 
(5). 

Stopler şi col. descriu în 1964 o bronhopneumonie cu evoluţie sep­
ticemkă letală la om provocată de B. oereus (19). 

0
) Prezentată în şedinţa de comunicări a Cercului Ştiinţific al Laboratorului 

Sanitar Veterinar jud. Tulcea din 12 aprilie 1971. 
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Infectii cu acest germen se semnalează şi la animale. Astfel, Bian­
cardi, în 1963 studiază 8 cazuri de mamită la vaci, identificînd B. cereus 
ca agent etiologic (2). . . 

Diverse ,·ariantL' ale B. cereus s-au dovedit patogene pentru ner-
mii de mătase. Toumanoff şi Vago (20), pe baza a numeroase cercetări 
experimentale, demonstrează rolul speciei B. cereus în etiopatogenia 
flaşeriei viermilor de mătase. Leziunile histopatologice descrise de aceşti 
autori pledează pentru intervenţia toxinei bacteriene în procesul pato­
logic. 

Unin'rsal răspîndit B. cereus poate fi izloat cu uşurinţă din sol, 
praf, de pc plante, din apă, lapte şi produse lactate, carne, mezeluri, 
precum şi clin diverse produse patologice supuse examenului bacterio­
logic. Dar, aproape perfecta sa asemănare morfologică şi culturală cu 
B. anthracis ridică deseori problema diferenţierii precise între aceste 
două specii. care prezintă atît de multe caractere comune, încît Smith 
(15), în baza a numeroase şi minuţioase cc.·rcetări, propune chiar modi­
ficarea sistvmaticii bacteriene, astfel ca B. anthracis să fie numit Ba­
cillus cereus. var. anthracis. 

Num(·ro~i cercetători au propus clifC'rite kstc de.• diferl'nţiere în­
tre aceste două specii de aerobi sporiferi. Deşi fiecare test prezintă va­
loare, se parC' totuşi că nici unul din ele, luat în parte, nu reu­
şeşte să i...-1.oh·e singur şi întotdeauna această problemă şi că numai 
coroborarea lor într-o cit mai largă participare oferă certitudinea diag­
nosticului. 

Dintre principalele teste de diferenţiere folosite în laboratoarele de 
specialitate, mi-am oprit atenţia asupra testului patogc.·nităţii pentru 
şoarece prin administrarea culturii pe calc respiratorie, test a cărui 
valoare am verificat-o în cercetările mde pentru studiul toxicităţii 
hemolizinelor la B. cercus. 

Calea respiratorie, experimentată şi recomandată de prof. Stama­
tin şi col., este de 5 ori mai SL'\'eră decît calea intravenoasă (18). In 
doză de 0,1 ml. cultură în bulion de ~4 ore cc.'ntrifugată, administrată 
intranazal la şoareci în prealabil anesteziaţi cu eter, B. Anthracis pro­
duce moartea animalelor după 2-7 zile, iar B. cereus după 1-5 ore. 
Din sînge şi organe se pun în evidenţă bacili capsulaţi, dacă s-a admi­
nistrat cultură de B. anthracis. In cazul B. cc.·reus, germenii nu trec în 
circulaţia sanguină şi nu se pot deci reizola din sîngele cardiac sau din 
organe. Prof. Stamatin (18) nu a observat la B. cereus nici o relaţie 
e>videntă între sporogeneză şi puterea patogenă, pierderea însuşirii de 
sporogeneză nefiind intotdeuana însoţită de pierderea puterii patogene, 
fapt confirmat prin lucrarea de faţă, în care s-a folosit o mutantă aspo­
rogenă de B. cereus. 

B. cereus produce o hemolizină, care este o substanţă toxică ela­
borată de celula bacteriană, substanţă capabilă să provoace liza hema­
tiilor. Această hemolizină, denumită de Bernheimer (I) cereolizină şi 
considerată ca unul din cei mai puternici agenţi in vitro, este o pro-
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teină (2, 9) ca şi fosfolipaza aceluiaşi germen, darr- deosebită totuşi, căci 
aceasta din urmă nu este nici hemolitică şi nici letală (1). 

CERCET ARI PROPRII 

Producerea cereolizinei fiind considerată ca un caracter de pato­
genitaite, am urmărit în lucrarea de faţă toxicitatea hemolizinei prin 
administrarea intranazală la şoareci, activitatea ei Utică în diluţii seria.te 
asupra hematiilor de iepure şi eventuala concordanţă între patogenitate 
şi hemoliză, hemolizina fiind obţinută în diferite condiţii de cultivare a 
B. cereus. 

.MATERIAL ŞI METODE 

In toate experienţele s-a folosit mutanta Sp- a suşei 1196 A. de 
B. cereus, pusă la dispoziţie de laboratorul Catedrei de Microbiologie 
şi Imunologie a Facultăţii de l'vledicină Veterinară Bucureşti. A fost 
aleasă această mutantă, btrucît absenţa sporogenezei facilitează elimi­
narea celulelor bacteriene. 

Ca medii de cultură s-au folosit 5 variante de medii obişnuite, 
bulion şi agar, cu concentraţii diferite de peptonă şi NaCl şi anume : 

1. Agar şi bulion cu peptonă 10%0 şi NaCl 5%o 

2. 2%o ., 5%o 

3. 
" 30%0 5%o 

4. 
" " 10%0 " 3%o 

5. 
" 

„ 10%0 „ 8%0 

Hemolizinele sintetizate de B. cereus s-au obţinut prin următoarea 
tehnică de lucru : cultlli'a în bulion de B. cereus de 24 ore, însămînţată 
în placa Peitri după o termostatare de 18-20 o!l'le, se cenltrifughează 
25 minute la 3000 ture/min. După centrifugiaire, tubul prezintă pe fund 
un depozit alb compact, oaTe reprezintă col'l}Jii mi,crobieni, iar deasupra 
lichidul supernatant, cla:r, oaire conţine hemolizina B. 1cereus. 

Puterea patogenă a hemolizill1ei s-a determinat prin administrare 
intranazală la şoarece şi activitatea litică faţă de hematiile de iepure 
(hemoliză). 

La fiecare expeTienţă s .... au folosit cite 3 şoareci, în prealabil anes-
teziaţi cu et~ şi cărora li s-a administrat produsul toxic în doză de 
0,1 ml. prin depunere cu picătura pe mucoasa nazală cu ajutorul unuri 
ac fin, ffnaesnind astfel inspirarea rapidă de către şoweoe a picăturii de 
lichid. 
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Totodată, se apreciază şi activitatea litică a hemolizinei faţă de 
hematiile de iepure prin tehnica diluţiilor seriate, cu ajutorul suspen­
siei 0,5 % de hematii de iepure. 

RF-ZCLT:\TE ŞI DISCCŢII 

PL"ntru determinarea potenţialului patogen al hemolizinelor astfel 
obţinute, s-au efectuat 144 de experienţe, împărţite în 5 grupe, fiecare 
grupă corespunzînd unl'ia din cele 5 medii de cultură. 

Au fost infectaţi prin această metodă în total 432 şoarcei, din 
care au murit :269, dL'<:'i 62.2î 0

,,. 

Toate animalele infectate şi care ulterior mureau, preZL•ntau în 
viaţă în mod const.ant dispnee, primul semn care se insta.La după admi­
nistrarea toxinei. Dispneea era însoţită de o perioadă de abatere, mai 
scurtă sau mai lungă, în raport direct cu dura.ta de supravieţuire a su­
biectului. urmată apoi în majoritatea cazurilor de evidente semne ner­
voase, care apăreau întotdeauna brusc şi SL' manifestau la cei mai mulţi 
şoareci prin convulsii, căderi în decubit lateral şi pL'<ialări. 

l 'nii prezc·ntau rotiri în jurul axei longitudinale, alţii sărituri 

bruştl' în înălţimL>, salturi pL'stl' cap sau mişcări în menaj. La cîţiva s-au 
putut obse1·\·a foarte frumoase mişcări ondulatorii ale coloanei verte­
brale în sens antero-posterior sau poziţia de arc a corpului cu deschi­
derea pe spate. Foarte multe cazuri prezentau exoftalmie. La peste 
900;0 din şoareci, către sfîrşitul manifestărilor clinice, apăreau spumo­
zităţi de culoare alb[1, sau sanguinokntL', mai mult sau mai puţin abun­
dente, în jurul feselor nazale, dteodată şi la gură rareori numai la 
gură (foto 1). 

La autopsie, în toate cazurile era prezent edemul pulmonar, însoţit 
cel mai adesea de congestie, uneori foarte pronunţată, care cuprindea, 
în intregime s.au numai parţi.al puffilonul. 

Leziunile grave produse la nivelul pulmonului dovedesc efectul 
nociv al toxinei, care administrată pe cale respiratorie acţionează di·rect 
asupra acestui organ vital, cu efect citotoxic asupra macrofagelor. Aces­
te celule, ca şi sistemul fagocitar în general, avînd rol dovedit în apăra­
rea pulmonului. 
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In 84,7 % din experienţe (din 144 total) au murit cel puţin unul 
din cei 3 şoareci infectaţi şi în numai 15,3 % din experienţe nu a murit 
nici unul (tabel nr. 2). 

După oum rezultă din acelaşi tabel, în 56 de experienţe (38,89 % 
din total) au murit 3 şoareci din 3 infectaţi, în 35 de experienţe (24,300/0) 
au murit 2 şoareci din 3 infectaţi şi în 31 de experienţe (21,530/0) au 
murit unul din 3. Se poate reţine deci că procentul cel mai ridicat il 
deţine grupa de experienţe în oare toţi şoarecii au murit. 

Dw·ata medie de supPavieţuire a fost de 10-20 minute, în func­
ţie de mediul de cultură folosit, cu limite de variaţie între 1-240 mi­
nute (tabel nr. 1). 

Comparînd rezultatele experienţelor privind potenţialul patogen 
al hemolizinei sintetiziate în diferite condiţii de cultivare a B. cereus, 
se constată unele diferenţe, în funcţie de mediul de cultură folosit . 

.-\stfel, proce111tul maxim de şoareci morţi (l000;0) îl deţin în mă­
sură egală, cele 2 grupe de experienţe, în oare s-;:iu folosit pentru 
sinteza hemolizinei mediile nr. 3 şi nr. 5 (tabel 1, 3). 

La aceleaşi grupe de experienţe s-au înregisitr.at şi cea maă. scurtă 
durată medie de supravieţuire (11 şi respectiv 10 minute), precum şi 
cea mai scăzută iimită maximă de variaţie a duratei de supra.vieţuire 
(21 şi rc:spectiv 24 minute). 

La celeLaJte 3 grurpe de experienţe oorespunzătoa.re mediilor nir. 
1. 2 şi 4 (tabel nr. 1 şi 3) nu apar diferenţe prea evidente între ele. 
Procentul de mortalitate al şoarrecilor infectaţi v.ariază între 51 şi 55, 
iar durata medie de supravieţuire între 13 şi 20 minute, cu limite de 
v2!'iaţie cuprinse între 1-240 minute. 

Rt•zultă deci, că B. cereus sintetizează cantităţi mai mari de to­
xină în medii cu conţirnut ridicat de peptonă (30%0) sau NaCl (8%0) <lecit 
în medii 0U 2%0 peptonă sau 3%o Na Cl. 

Din tabelul 1 mai rezultă că indiferent de mediul de cultură a 
B. cereus. durata medie de supravieţuire a şoarecilor infectaţi este cu 
atît mai redusă, cu cît numărul şoarecilor morţi într-o grupă e mai 
mare. 

Deci, puterea toxigenă a hemolizinei se poate aprecia atît prin 
numărul şoarecilor morţi, cît şi prin durata lor de supravieţuire. 

Aprecieri asupra reacţiei de hemoliză 

Odată eu experienţele privind puterea pdogenă a hemolizinei s-au 
efectuat şi 144 reacţii de hemoliză. S-a obţinut hemoliză totală pînă la 
diluţia de 1/8. La diluţia de 1/16 liza hematiilor era parţiailă (75-25°/o) 
'Sau lipsea cu totul. 

Procentul cel mai ridicat de reacţii cu hemoli7.ă, între 50-750;0 la 
diluţia cea mai mare a toxinei l-au înregistrat hemolizinele sintetizate 
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în mediile 3 şi 5. Cea mai redusă putere litică o deţin hemolizinele ob­
ţinute în mediile 2 şi 4. 

Corelaţia între puterea hemolitică şi puterea patogenă a 
hemolizinei B. cereus. 

S-a observat că, cu cît titrul hemolizinei este mai ridicat, cu atît 
numărul şoarecilor morţi la o experienţă cu aceeaşi hemolizină este 
mai mare, iar durata de supravieţuire a şoarecilor infectaţi este mai re­
dusă. 

Fără a exclude posibilitatea existenţei unor variaţii între clanuri 
în ceea ce priveşte capacitatea lor de produrere a hemolizinei, se poate 
afirma că l':xistă o corelaţie destul de str:.,$ă, intre puterea hemolitică 
şi cea patogenă la aceeaşi hemolizină. 

Din tabelul nr. 1 rezultă că hemolizinele sintetizate în mediile 
de cultură nr. 3 şi 5 (r·:.. C"XCC'S de peptonă şi respectiv cu exces de NaCl) 
au do\·edit nu numai cea mai ridicată putere patogenă, dar şi cel mai 
crl'scut potenţial hemolitic. 

Astfel, şarjele de hemolizine din mediile cu exces de peptonă ~i 
NaCl au omorit peste 80 şi respectiv 93 % din şoareci cînd aceea.şi toxină 
a produs hemoliză totală la diluţia de peste 1/4, pe cînd hemolizinele 
din celelalte 3 medii. in aceka.şi condiţii, nu au omorit decit 29-42 % 
din şoareci. 

Există deci o concordanţă între activitatea in vi\'o şi in vitro a 
toxinei sintetizate de B. cereus. patogenitatea toxinei aC'estuia putînd 
fi deci apreciată cu o exactitate satisfăcătoare numai prin teste in vitro 
(dozarea activităţii hemolitice). 

CONCLliZII 

1. S-a urmărit capacitatea speciei B. cereus, tulpina 1196 A., de­
a sintetiza toxina în 5 medii cu concentraţii diferite de peptonă şi NaCJ_ 
~i anume : 

1. Peptonă 10%0 şi NaCl 5%n 
') ')O' 5%o ~ .00 
3. 

" 30%0 5%o 
4. 

" 10%0 " 3%o 
5. 10%0 " 8%0 

Prezenţa toxinei în mediu a fost determinată prin inoculare la 
şoarece şi prin dozarea hemolizinelor. 

2. Toxina a fost administrată în doză de 0,1 ml. pe cale intrana­
zală la 432 şoareci. Au murit 269 (62,270/0 ) animale, durata medie de 
supravieţuire fiind de 15 minute, cu limite de variaţie cuprinse între 
1-240 minute. 

B. cereus sintetizează cantităţi mai mari de toxină în medii cu 
conţinut ridicat de peptonă (30%0) sau NaCI (8%0) decît în medii cu. 
2%o peptonă sau 3%0 NaCl. 
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Mortalitatea a fost de 1000;0, cu durata medie de supravieţuire 
10-11 minute în cazul mediilor bogate în peptonă sau NaCl şi de 51,11 
-55,550;0, cu durartia medie de sU1pravieţuire 13-20 minute în cazul 
celorlalte medii. 

3. Conţinutul în hemolizine a fost examinat prin tehniica diluţiilor 
seriate, stabilindu-se ca titru maxim diluţia de 1/8. 

S-a constaitat de asemenea că în mediile bogarte în peptonă sau 
NaCl se găsesc cantităţi mai mari de hemolizină oa în mediul normal. 

4. Se observă concordanţa între activitatea in vivo şi in vitro a 
toxinei sintetizate de B. cereus, patogenitatea toxinei acestui1a putînd 
fi deci apreciată cu o exactitate sartisfăcătoare prin teste in vitro (do­
zarea activităţii hemolitice). 

5. Se observă unele diferenţe între clanuri privind capacitatea de 
producţie a toxinei, aceasta fiind mai slabă la 15,28D/0, satisfăcătoare 
la 21,530/0 şi bogartă la 63,19 % din clon uri. 
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Resume 

L'auteur cherche la capacite de l'espece du Bacillus cereus type 1196 ,\, de 
synthetiser la toxine en ambiance â concentration differenle de peptone el NaCI. 

L~ presence de la toxine dans celte ambiance a ele delerminee par in()CU­
lations par voie nasale aux souris el par la dosage de Ies hemolisine<; par la tP'.~­
nique des dilusions seriees. 

Dans Ies milieux conlenent peptone el NaCI en grande quantite en dillerencP 
de Ies milieux ayant de peptone el de NaCI en faibles quantites, Bacillus cereu-; 
synthetise de toxine cn grandes quantites, la mortalite des souris est plus grande 
el la dur<.'>e de leu r sun·i \·an ce est redui te. 

Sans tenir compte des conditions de developpement du Bacillus cereus, existe 
une cnncordancc entre Ic pouvoir hemolitique el le pou,·oir pathogene des ses 
·hemolisine. 

Le pouvoir palhogene de la cereolisine peut circ evaluee satisfaissant par des 
1.e<:les în \-:tro (le dosage de la capacite hemolitique). 
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Sinteza rezultatelor experienţelor privind reacţia de hemo'.iză şi puterea patogenă pentru şoarece a hemolizinelor 
sintetizate în diferite condiţii de cultivare a 8. cereus. 

Medii de cultură 

Agar şi bulion cu 10%o I 
peptonă şi 5%0 NaCl. 

Agar şi. bulion cu 2%o I 
peptonă şi 5%o NaCI. 

Agar cu bulion cu 30%0 I 
peptonă şi 5%o NaCI. 

Agar şi bulion cu 10%0 I 
peptonă şi 5%o NaCl. 

Agar şi bulion cu 10%o 
peptonă şi 8~ 100 Na Cl. I 

TOTAL 

Nr. de 
experien 
te efec­
tuate 

84 

15 

15 

15 

15 

144 

Total şoareci 

I Mmt; Infec- 0' 

tati 10 

-

252 131 51.98 

45 25 55,55 

45 45 100.00 

45 23 51, 11 

45 45 100,00 

432 269 62,27 

I 

TABEL Nr. 1 

Nr. şoareci morţi cores- Durata de su-
punzător diluatiei de pravietuire (în 
toxină pînă la care s-a minute) 
produs hemoliza totală. 

M d" I Limita de 

I I I 1/2 l/<1 I/X 
e ie \·ariat"e 

- - -
I 

R 23 58 42 19 1-240 

---- --

- 6 19 - 20 2-125 

----- ----

3 6 :10 6 11 2-21 

---- -- --

1 9 10 3 13 2-40 

--- ----

- 3 36 6 10 3-24 

-- --

12 47 153 57 15 1-240 



TABEL Nr. 2 

Rezultatul experienţelor pri\·ind puterea patq;cnă a hemolizinei B. cereu, 
indiferent de m~·diul de cultură folcsit 

Nr. de şoareci mor\· 
din totalul celor in­
fectaţi la o expe­
rientă 

------- - ----

3 <lin 3 ----------- --

2 din 3 

din 3 
----

O din 1 
----- -

TOTAL. 

I 

I 
I 

Numărul de PX­

oericntc eleclu­
alc 

•' .u 
din totalul c·\­
pNicntelor 

, _____ -----

5G I :i8,Wl 

:l'i -'·l,Jil 
- ----

''1 '1.51 

I 

n ! 15,W 

J.J.j I I Ul I, I 111 

:«>tal şoareci 

lnfr·r l<1li ~lor li. 

Iii:\ !GB 

1115 Îli 

'H 31 ---

o· 
o 

100,00 

66,G 

'.l3,3 

, ,, I ----i-- ----- . ---
·IT' I 'l(îf) C277 . - I - '· , ·-



Grupa 
de ex­

perien­
te 

1. 

2. 

3. 

"IABEL Nr. 3 

Durata de supravieţuire a şoarecilor infectaţi după mediul de cultură 
în care a fost sintetizată hemolizina B.cereus şi după grupa de experienţe 

Nr. şoareci 
morţi din 
totalul ce-
lor infec-
taţi la o 
experienţă 

3 din 3 

2 din 3 

I din 3 

~~~~~~~~~~~~~------~ -~~~--~~--~~~~~~~~~~~~~~~~~~-

Durata de supraveţuire a şoarecilor infectaţi după mediul de cultură în care a fost 
sintetizată hemolizina : 

9ulion cu: 130 Bulion cu: 2%0 Bulion cu: 30%0 Bulion cu: 10%0 Bulion cu: 10%0 

peptonă şi 5 %o peptonă şi 5 %o peptonă şi 5 %o peptonă şi 3%0 peptonă şi 8%0 
Na CI NaCl NaCl NaCl Na CI 

Durata medie Durata medie Durata medic Durata medic Durata medie 

Limi~a _de Limiţa ele I Limi!a _elf• Limi~a _de Limi!a de 
vanat1e vana tic varia\1e vanat1e vana li·~ 

11 10 11 7 10 

1-54 2-18 2-21 4--10 :l-24 

24 22 - 10 -

2-240 5-63 - 4-19 -

25 58 - 22 -

6-80 24-125 - 4-40 


