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Dintre bacteriile aerobe si sporulate, Bacillus cereus este singurul
germen, in afara de B. anthracis, care dovedeste o patogcnitate poten-
tiald. Aceasta explica, desigur, atentia tot mai mare de care s-a bucurat
acest germen in rindul cercetdtorilor, mai ales in ultimul deceniu.

Bacillus cereus este incriminat ca agent al unor toxiinfectii ali-
mentare, atit in strdinatate, cit si in tara noastra. Astfel, Hauge (1950)
(cit. de 11), Cristiansen, Koch si Madelung (1951) (cit. de 11), Buttiaux
(1958) (11), Seidel (1959) (13), Nygren (1962) (12) si altii in straindtate
si Costin (1962) (5), Jantea (1963) (8), Milosescu (1964) (10), Birzu (3) si
2ltii in Romania, descriu diferite episoade familiale sau izbucniri de
toxiinfectii alimentare provocate de B. cereus si atrag atentia asupra
potentialului patogen al acestui germen, considerat pina nu de mult ca
saprofit inofensiv.

O serie de cercetdtori studiaza incidenta B. cereus in dilerite ali-
mente ca lapte si produse lactate (7,14), carne tocata, mezeluri (6),
efectuind izolari si determinari centitative.

B. cereus a fost izolat si din diverse infectii cu caracter local la
om, indeosebi in afectiuni oftalmologice ca: keratite, conjunctivite,
iridociclite, panoftalmii si abcese orbitale sau din alte diverse afectiuni
purulente umane (19), El a mai fost identificat in leziuni cutanate si-
mulind infectia carbunoasd (19), in lichidul pleural sau cefalo-rahidian

(9).
Stopler si col. descriu in 1964 o bronhopneumonie cu evolutie sep-
ticemica letala la om provocatd de B. cereus (19).

*) Prezentatda in sedinta de comunicdri a Cercului Stiinlific al Laboratorului
Sanitar Veterinar jud. Tulcea din 12 aprilie 1971.
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Infectii cu acest germen se semnaleazd si la animale. Astfel, Bian-
cardi, in 1963 studiazi 8 cazuri de mamitd la vaci, identificind B. cereus
ca agent etiologic (2). .

Diverse variante ale B. cereus s-au dovedit patogene pentru vier-
mii de matase. Toumanoff si Vago (20), pe baza a numeroase cercetari
experimentale, demonstreazd rolul speciei B. cereus in qtiopatogenia_l
flaseriei viermilor de matase. Leziunile histopatologice descrise de acesti
autori pledeaza pentru interventia toxinei bacteriene in procesul pato-
logic.
g Universal raspindit B, cereus poate fi izloat cu usurintd din sol,
praf, de pc plante, din apa, lapte si produse lactate, carne, mezeluri,
precum si din diverse produse patologice supuse examenului bacterio-
logic. Dar, aproape perfecta sa asemanare morfologica si culturald cu
B. anthracis ridicd deseori problema diferentierii precise intre aceste
doua specii, care prezintd atit de multe caractere comune, incit Smith
(15), in baza a numeroase si minutioase ccrcetari, propune chiar modi-
ficarca sistematicii bacteriene, astfel ca B. anthracis sa fie numit Ba-
cillus cereus. var. anthracis.

Numecrosi cercetdtori au propus diferite teste de diferentiere in-
tre aceste doua specii de aerobi sporiferi. Desi fiecare test prezintd va-
loare, se parc totusi cd nici unul din ele, luat in parte, nu reu-
seste sd revolve singur si intotdcauna aceasta problema si ca numai
coroborarea lor intr-o cit mai larga participare ofera certitudinea diag-
nosticului.

Dintre principalele teste de diferentiere folosite in laboratoarele de
specialitate, mi-am oprit atentia asupra testului patogenitatii  pentru
soarece prin administrarea culturii pe cale respiratoric, test a carui
valoare am verificat-o in cercetarile mele pentru studiul toxicititii
hemolizinelor la B. cercus.

Calea respiratorie, experimentata si recomandati de prof. Stama-
tin si col., este de 5 ori mai scverd decit calea intravenoasa (18). In
doza de 0,1 ml culturd in bulion de 24 ore centrifugatd, administrata
intranazal la soareci in prealabil anesteziati cu eter, B. Anthracis pro-
duce moartea animalelor dupd 2—7 zile, iar B. cereus dupda 1—5 ore.
Din singe si organe se pun in evidenta bacili capsulati, daci s-a admi-
nistrat cultura de B. anthracis. In cazul B. ccreus, germenii nu trec in
circulatia sanguind si nu se pot deci rcizola din singele cardiac sau din
organe. Prof. Stamatin (18) nu a observat la B. cereus nici o relatie
evidentd intre sporogenezd si puterea patogeni, pierderea insusirii de
sporogenezd nefiind intotdeuana insotitd de pierderea puterii patogene,
fapt confirmat prin lucrarea de fatd, in care s-a folosit o mutanti aspo-
rogena de B. cereus.

B. cereus produce o hemolizind, care este o substanti toxicd ela-
boratd de celula bacteriana, substanti capabild si provoace liza hema-
tiilor, Aceastd hemolizind, denumiti de Bernheimer (I) cereolizini si
consideratd ca unul din cei mai puternici agenti in vitro, este o pro-
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teina (2, 9) ca si fosfolipaza aceluiasi germen, dar deosebita totusi, caci
aceasta din urmi nu este nici hemolitica §i nici letala (1).

CERCETARI PROPRII

Producerea cereolizinei fiind consideratd ca un caracter de pato-
genitate, am urmdrit in lucrarea de fatda toxicitatea hemolizinei prin
administrarea intranazali la soareci, activitatea ei liticd in dilutii seriate
asupra hematiilor de iepure si eventuala concordanta intre patogenitate
si hemoliza, hemolizina fiind obtinutd in diferite conditii de cultivarc a
B. cereus.

MATERIAL SI METODE

In toate experientele s-a folosit mutanta Sp- a susei 1196 A. de
B. cereus, pusid la dispozitie de laboratorul Catedrei de Microbiologie
si Imunologie a Facultdtii de Medicind Veterinard Bucuresti. A fost
aleasd aceastd mutantd, intrucit absenta sporogenezei faciliteazad elimi-
narea celulelor bacteriene.

Ca medii de culturd s-au folosit 5 variante de medii obisnuite,
bulion si agar, cu concentratii diferite de peptona si NaCl si anumec:

1. Agar si bulion cu peptona 10%, si NaCl 5%,

2 " " " 2%0 . 9Y%o
3 ” " 30%, ., 9%,
4. ” " " 10%, ,, 3%
3 " " » 10%, ,, 8%

Hemolizinele sintetizate de B. cereus s-au obtinut prin urmétoarea
tehnica de lucru : cultura in bulion de B. cereus de 24 ore, insdmintata
in placa Petri dupd o termostatare de 18—20 ore, se centrifugheaza
25 minute la 3000 ture/min. Dupa centrifugare, tubul prezinta pe fund
un depozit alb compact, care reprezinta corpii microbieni, iar deasupra
lichidul supernatant, clar, care contine hemolizina B. cereus.

Puterea patogend a hemolizinei s-a determinat prin administrare
intranazald la soarece si activitatea liticid fatd de hematiile de iepure
(hemoliza).

La fiecare experientd s-au folosit cite 3 soareci, in prealabil anes-
teziati cu eter si carora li s-a administrat produsul toxic in dozd de
0,1 ml. prin depunere cu picitura pe mucoasa nazald cu ajutorul unui
ac fin, inlesnind astfel inspirarea rapidd de citre soarece a picaturii de
lichid.
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Totodata, se apreciaza si activitatea liticA a hemolizinei fata de
hematiile de iepure prin tehnica dilutiilor seriate, cu ajutorul suspen-
siei 0,59, de hematii de iepure.

REZULTATE SI DISCUTII

Pentru determinarea potentialului patogen al hemolizinelor astfel
obtinute, s-au efectuat 144 de experiente, impartite in 5 grupe, fiecare
grupa corespunzind uncia din cele 5 medii de cultura.

Au fost infectati prin accastd metodda in total 432 soarcei, din
care au murit 269, deci 62,27°,.

Toate animalele infectate si care ulterior mureau, prezentau in
viatd in mod constant dispnee, primul semn care se instala dupa admi-
nistrarea toxinei. Dispneea era insotita de o perioada de abatere, mai
scurtd sau mai lunga, in raport direct cu durata de supravietuire a su-
biectului, urmata apoi in majoritatea cazurilor de evidente semne ner-
voase, carc apdreau intotdecauna brusc si s¢ manifestau la cei mai multi
soareci prin convulsii, caderi in decubit lateral si pedalari.

1'nil prezentau rotiri in jurul axei longitudinale, altii sarituri
bruste in indltime, salturi peste cap sau miscari in menaj. La citiva s-au
putut obscrva foarte [rumoasc miscari ondulatorii ale coloanei verte-
brale in scns antero-posterior sau pozitia de arc a corpului cu deschi-
derea pc spate. Foarte multe cazuri prezentau exoftalmie. La peste
900/, din sonareci, catre sfirsitul manifestarilor clinice, apdreau spumo-
zitati de culoare alba, sau sanguinolente, mai mult sau mai putin abun-
dente, in jurul fesclor nazale, citeodatd si la gurda rareori numai la
gura (foto 1).

La autopsie, in toate cazurile era prezent edemul pulmonar, insotit
cel mai adesea de congestie, uneori foarte pronuntata, care cuprindea,
in intregime sau numai partial pulmonul.

Leziunile grave produse la nivelul pulmonului dovedesc efectul
nociv al toxinei, care administratd pe cale respiratorie actioneaza direct
asupra acestui organ vital, cu efect citotoxic asupra macrofagelor. Aces-
te celule, ca si sistemul fagocitar in general, avind rol dovedit in apara-
rea pulmonului.

Aprecieri asupra puterii
patogene a cereolizinei.
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In 84,7% din experiente (din 144 total) au murit cel putin unul
din cei 3 soareci infectati si in numai 15,3% din experiente nu a murit
nici unul (tabel nr. 2).

Dupa oum rezultd din acelasi tabel, in 56 de experiente (38,89%,
din total) au murit 3 soareci din 3 infectati, in 35 de experiente (24,309/,)
au murit 2 soareci din 3 infectati si in 31 de experiente (21,539,) au
murit unul din 3. Se poate refine deci cd procentul cel mai ridicat il
detine grupa de experiente in care toti soarecii au murit.

Durata medie de supravietuire a fost de 10—20 minute, in func-
tie de mediul de cultura folosit, cu limite de variatie intre 1-—240 mi-
nute (tabel nr. 1).

Comparind rezultatele experientelor privind potentialul patogen
al hemolizinei sintetizate in diferite conditii de cultivare a B. cereus,
se constatd unele diferente, in functie de mediul de cultura folosit.

Astfel, procentul maxim de soareci morti (1009/,) il detin in ma-
surd egala, cele 2 grupc de experiente, in care s-au folosit pentru
sinteza hemolizinei mediile nr. 3 si nr. 5 (tabel 1, 3).

La aceleasi grupe de experiente s-au inregistrat si cea mai scurta
duratd medie de supravietuire (11 si respectiv 10 minute), precum si
cea mai scazutd limita maximd de variatic a duratei de supravietuire
(21 si respectiv 24 minute).

La celelalte 3 grupe de experiente corespunziatoare mediilor nr,
1 2 si 4 (tabel nr. 1 si 3) nu apar diferente prea evidente intre ele.
Procentul de mortalitate al soarecilor infectati variaza intre 51 si 55,
iar durata medie de supravietuire intre 13 si 20 minute, cu limite de
veriatie cuvrinse intre 1—240 minute.

Rezultd deci, cd B, cereus sintetizeaza cantitdti mai mari de to-
xina in medii cu continut ridicat de peptona (30%,) sau NaCl (8%,) decit
in medii cu 2%, peptona sau 3%, Na Cl

Din tabelul 1 mai rezultd ca indiferent de mediul de culturd a
B. cereus. durata medie de supravietuire a socarecilor infectati este cu
atit mai redusd, cu cit numarul soarecilor morti intr-o grupa e mai
mare.

Deci, puterea toxigend a hemolizinei se poate aprecia atit prin
numarul soarecilor morti, cit si prin durata lor de supravietuire.

Aprecieri asupra reactiei de hemoliza

Odata cu experientele privind puterea pztogena a hemolizinei s-au
efectuat si 144 reactii de hemolizd. S-a obtinut hemoliza totalda pina la

dilutia de 1/8. La dilutia de 1/16 liza hematiilor era partiala (75—259/,)
sau lipsea cu totul.

Procentul cel mai ridicat de reactii cu hemoliza, intre 50—75¢9/, la
dilutia cea mai mare a toxinei l-au inregistrat hemolizinele sintetizate
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in mediile 3 si 5. Cea mai redusad putere liticd o detin hemolizinele ob-
tinute in mediile 2 si 4.

Corelatia intre puterea hemoliticd §i puterea patogend a
hemolizinei B. cereus.

S-a observat ca, cu cit titrul hemolizinei este mai ridicat, cu atit
numarul soarecilor morti la o experientd cu aceeasi hemolizind este
mai mare, iar durata de supravietuire a soarecilor infectati este mai re-
dusa.

Fard a exclude posibilitatea existentei unor variatii intre clonuri
in ceea cc priveste capacitatea lor de producere a hemolizinei, se poate
afirma ca existd o corelatie destul de strinsa, intre puterea hemolitica
si cea patogena la aceeasi hemolizina.

Din tabelul nr. 1 rezultd ca hemolizinele sintetizate in mediile
de culturd nr. 3 si 5 (m: exces de peptona si respectiv cu exces de NaCl)
au dovedit nu numai cea mai ridicatd putere patogena, dar si cel mai
crescut potential hemolitic.

Astfel, sarjele de hemolizine din mediile cu exces de peptonda si
NaCl au omorit peste 80 si respectiv 93% din soareci cind aceeasi toxina
a produs hemoliza totala la dilutia de peste 1/4, pe cind hemolizinele
din celelalte 3 medii, in aceleasi conditii, nu au omorit decit 29—427Y,
din soareci.

Exista deci o concordantd intre activitatea in vivo si in vitro a
toxinei sintetizate de B. cereus, patogenitatea toxinei acestuia putind
fi deci apreciatd cu o exactitate satisfacidtoare numai prin teste in vitro
(dozarea activitatii hemolitice).

CONCLUZII

1. S-a urmadrit capacitatea speciei B. cereus, tulpina 1196 A., de
a sintetiza toxina in 5 medii cu concentratii diferite de peptona si NaCl
$1 anume :

1. Peptond 109, si NaCl 5%,
-.—')- ' 20/00 1] 50,,00
3- " 30%0 ' 50/‘30
4 " 100/60 ’" 30/’00
J ' 100/,00 ) 80//00

Prezenta toxinei in mediu a fost determinatd prin inoculare la
soarece §i prin dozarea hemolizinelor.

2. Toxina a fost administratd in dozd de 0,1 ml. pe cale intrana-
zald la 432 soareci. Au murit 269 (62,27¢/,) animale, durata medie de
supravietuire fiind de 15 minute, cu limite de variatie cuprinse intre
1—240 minute.

B. cereus sintetizeazd cantititi mai mari de toxinid in medii cu
continut ridicat de peptond (30%,) sau NaCl (8%, decit in medii cu
2%, peptond sau 39, NaCl. '
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Mortalitatea a fost de 1009, cu durata medie de supravietuire
10—11 minute in cazul mediilor bogate in peptona sau NaCl si de 51,11
—55,559/,, cu durata medie de supravietuire 13—20 minute in cazul
celorlalte medii.

3. Continutul in hemolizine a fost examinat prin tehnica dilutiilor
seriate, stabilindu-se ca titru maxim dilutia de 1/8.

S-a constatat de asemenea ca in mediile bogate in peptond sau
NaCl se gasesc cantitdti mai mari de hemolizind ca in mediul normal.

4. Se observd concordanta intre activitatea in vivo si in vitro a
toxinei sintetizate de B. cereus, patogenitatea toxinei acestuia putind
fi deci apreciati cu o exactitate satisfadcatoare prin teste in vitro (do-
zarea activitatii hemolitice).

5. Se observa unele diferente intre clonuri privind capacitatea de
productie a toxinei, aceasta fiind mai slabd la 15,289/, satisfacadtoare
la 21,539/, si bogata la 63,19% din clonuri.
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Résumé

L'auteur cherche la capacité de l'cspéce du Bacillus céréus type 1196 A, de
synthétiser la toxine en ambiance 4 concentration différente de peplone c¢t NaCl.

La présence de la toxine dans cette ambiance a été deéterminée par inocu-
lations par voie nasale aux souris et par la dosage de les hémolisines par la teh-
nique des dilusions seriées.

Dans les milieux contenent pepione et NaCl en grande quantité en dillérence
de les milieux ayant de peptone et de NaCl en faibles quantités, Bacillus céreus
synthétise de toxinc cn grandes quantités, la mortalité des souris est plus grande
et la durée de leur survivance est réduite.

Sans tenir comple des condilions de développement du Bacillus céréus, existe
une concordance ecntre le pouvoir hémolitique et le pouvoir pathogéne des ses
‘hémolisine.

Le pouvoir palthogénc de la céréolisine peut étre evaluéc satisfaissant par des
icstes in vitro (le dosage de la capacité hémolitique).
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Sinteza rezultatelor experientelor privind reactia de hemolizd si puterea patogena pentru soarece a hemolizinelor

sintetizate in diferite conditii de cultivare a B. cereus.
TABEL Nr. 1
Total soareci Nr. soareci morti cores- Durata de su-
Nr. de pur}zétorh deluatlel de pravietuire (in
experien toxind pind la care s-a minute)
Medii de culturd te efec- | Infec- Morti o produs hemoliza totala.
tati x ! .
tuate Medie E"lanrlilé?'ede
RN 1/2 1/4 1/R
Agar si bulion cu 10%| g4 252 131 51,98 g | 23 58 a2 | 19 1—240

peptond si 5% NaCl.

Agar si bulion cu 2% - R
peptond si 5% NaCl. .15 45 25 55,55 - 6 19 — 20 2—125

Agar cu bulion cu 30% .
peptond si 5%, NaCl. 15 45 45 100.00 3 6 30 6 11 2—21

Agar si bulion cu 10% .
Agar si bulion cu 10%
gar 9 15 45 45 100,00 | — 3 36 6 | 10 324

peptona si 8y, Na Cl.

TOTAL 144 432 269 62,27 12 47 153 57 15 1—240




TABEL Nr. 2

Rezultatul experientelor privind puterca patcgena a hemolizinei B. cereu,

indiferent de mo2diul de culturi folesit

Nr. de soareci mor{’
din totalul celor in-
fectati la o expe-
rienld

Numadrul de ex-
periente efleclu-
ale

l¢0
din totalul cx-
perientelor

Total soareci

Infectati NMort, i %
56 18,89 163 168 100,00
35 24,30 105 70 66,6
B 1,51 o3 31 33,3
22 15,28 " - —
|
114 100,00 KA 260 62,27




YABEL Nr. 3

Durata de supravietuire a soarecilor infectati dupa mediul de cultura
in care a fost sintetizata hemolizina B.cereus si dupa grupa de experiente

Nr.

sintetizatd hemolizina :

Durata de supravetuire a soarecilor infectati dupa mediul de culturd in care a fost

soareci {3ulion cu: 1%, Bulion cu: 2%, Bulion cu: 30%, |Bulion cu: 10%, |Bulion cu: 10%,
Grupa morti  din | peptond si 5 %, |peptond si 5 %o |peptond si 5 %o|peptond si 3%, peptonad si 89%,
de ex- totalul ce- | NaCl NacCl NacCl NaCl NaCl
perien- lor infec-
te tati lq o
experienid Durata medie Durata medie Durata medie Durata medic Durata medie
Limita de Limita de Limita de Limita de Limita de
variatie variatic variatic variatie varialie
11 10 11 7 10
1. 3 din 3
1—54 2—18 221 4—10 3—24
24 22 — 10 —
2. 2 din 3
2240 5—63 — 4—19 —_
25 58 — 22 —
3. 1 din 3
6—80 24—125 — 4—40




