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Resumen

Elaumento en la incidencia de enfermedades de interés en salud publica como malaria, dengue y fiebre
amarilla asociado a los efectos secundarios del uso de plaguicidas quimicos v la resistencia generada, ha
impulsado a la busqueda de nuevas alternativas para la erradicacién de sus vectores. Una opcion viable
como bacteria entomopatdgena es el Bacillus sphaericus, descrita por primera vez en 1904 por Neide y
Meyer, quienes descubrieron una bacteria formadora de esporas, que existe en la naturaleza y que crece
facilmente tanto in vitro como en el cadaver de las larvas.

Su actividad larvicida se debe a la produccidn de una inclusion cristalina denominada toxina binaria Ay B
de 41,9y 51,4 kDa, respectivamente, las cuales, al ser liberadas en el intestino de los insectos susceptibles
en su fase larvaria y tras ser solubilizada por el pH alcalino en la porcién media del intestino, activan las
proteasas causando deshidratacion y muerte a los vectores. Es considerada como un biolarvicida attamente
potencial y eficaz para el control bioldgico de Anopheles spp., Aedes spp. y Culex spp. Comercialmente
puede producirse por fermentacion sumergida a pequefa escala con materiales proteinicos de desecho.
Este producto ha sido utilizado y registrado en numerosos paises de América Latina, donde se han obtenido
buenos resultados después de su aplicacion.
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Abstract
Bacillus sphaericus: vector control strategies that produce malaria, yellow fever, and
dengue
The increased incidence of diseases of public health such as malaria, dengue and yellow fever associated
to side effects of the use of chemical pesticides and the resistance generated has prompted the search
for new alternatives for the elimination of its vectors. A viable option is the entomopathogenic bacteria
Bacillus sphaericus, first described in 1904 by Neide and Meyer who discovered spore-forming bacteria
that exists in nature and is easily grown in vitro and in the body of the larvae.
Its larvicidal activity is due to the production of a crystalline inclusion, called binary toxin A and B of
41.9 and 51.4 kDa, respectively, which, when released in the gut of susceptible insects in their larval
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stage and after be solubilized by the alkaline pH in the middle portion of the intestine, activate proteases

causing dehydration and death of the vectors. It is considered a highly potential and effective larvicide

for biological control of Anopheles spp., Aedes spp. and Culex spp. It can be produced commercially

by submerged fermentation with small-scale waste protein material. This product has been used and

registered in many Latin American countries, where good results were obtained after application.
Keywords: Bacillus sphaericus, binary toxin Bin A and Bin B, biocontrol, larvicide.

Introduccion

En Colombia las enfermedades de alto interés
epidemiolégico como la malaria, dengue y fiebre
amarilla, se han convertido en un problema de
salud pablica a nivel nacional. Segtn el informe
epidemiolégico que publica el Instituto Nacional de
Salud (INS) durante diciembre 28 de 2007 a enero 3
de 2009, se reporta una mortalidad de 12 y 14 casos
por dengue y malaria, respectivamente. Igualmente
los casos confirmados de dengue corresponden a
26795, que en su mayoria fueron presentados en los
departamentos de Norte de Santander, Santander,
Cauca, Casanare, Meta, Valle del Cauca, Tolima y
Bolivar, principalmente. De malaria se reportaron
6398 casos por Plasmodium Falciparum, 14 casos por
Plasmodium Malariae, 569 casos de malaria mixta y
25681 casos por Plasmodium vivax, que corresponden
en su mayoria a los departamentos de Cérdoba,
Antioquia, Meta, Guaviare, Putumayo y Valle del
Cauca. De fiebre amarilla se reportaron dos casos
confirmados, en el departamento de Caquetd (1).

Los datos descritos originan la necesidad de realizar
un andlisis profundo sobre las causas que influyen en
la persistencia y aumento de éstas enfermedades en
nuestro pais. Por lo tanto, es inminente la busqueda
de nuevas alternativas de control que disminuyan
la morbi-mortalidad, ya que a diario miles de
personas enferman y otras mueren a causa de ellas.
La observacién desde la vigilancia de salud publica
ha detectado que factores como el desarrollo de
monocultivos y la utilizacién indiscriminada de
pesticidas de amplio espectro y alta persistencia han
precipitado el incremento de plagas y enfermedades,
cuyos vectores a su vez generan mecanismos de
resistencia que conllevan a que su erradicacién sea

mis dificil (2).
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Este contexto gener6 en los cientificos interesados
en el tema de salud publica, la necesidad de realizar
estudios que planteen soluciones a la situacién de
emergencia de estas enfermedades endémicas. Una
opcidn que ha tomado fuerza es la implementacion de
nuevas alternativas para el control de los vectores, con
el objetivo de reemplazar los insecticidas quimicos
por productos bioldgicos, cuya accién consiste
fundamentalmente en la manipulacién del sistema de
regulacién natural por medio del control biolégico
que puede definirse como el “uso de organismos
naturales o modificados, genes o productos de genes,
para reducir los efectos de organismos indeseados
(vectores) y favorecer a organismos deseables como
cultivos vegetales, animales o microorganismos, sin
producir efectos adversos para el hombre y el medio
ambiente” (3). Asi que el interés se volcé hacia las
bacterias entomopatégenas (4) que resultan una
opcién viable en el control biolégico de vectores
como Anapheles spp., Aedes spp y Culex spp, (5) de
gran importancia epidemiolégica en la transmisién de
enfermedades en las zonas tropicales de nuestro pais,
encontrando dentro de ellas el “Bacillus sphaericus”.

Origen del Bacillus sphaericus

Fue descrito por primera vez en el ano de 1904
por Neide y Meyer (6,7), quienes descubrieron una
bacteria que por sus caracteristicas de esporulacién la
llamaron Bacillus sphaericus. En 1965, investigadores
de California, a partir de una larva enferma del
mosquito Culiseta incidens, aislaron la primera cepa de
esta bacteria (8). Desde entonces en diferentes partes
del mundo se han aislado varias cepas de esta bacteria
que son patégenas para las larvas de mosquitos,
encontrando la cepa 1593 aislada de larvas enfermas
de Culex quinquefasiatus recogidas en drenajes
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contaminados en Rawasari, Jakarta, Indonesia, en
junio de 1974. Actualmente, la cepa que se utiliza con
mayor aceptacién en Centro Américay en el mundo,
es Bacillus sphaericus 2362, la cual fue aislada por ]J.
Weiser en Nigeria en la década de 1980 (9).

Caracteristicas macroscépicas,
microscopicas y bioquimicas

Bacillus sphaericus es un bacilo Gram-positivo
que mide 0.61 a 1 micra de ancho y 1.5 a 5 micras
de largo, con bordes redondeados, posee una espora
terminal (producida en condiciones adversas)
que deforma el bacilo, dindole un aspecto de
raqueta; macroscopicamente puede observarse que
produce colonias beta hemoliticas, color blanco
crema traslucido y bordes regulares (10). Este
microorganismo tiene metabolismo aerobio, se
desarrolla en amplios rangos de temperatura: madxima
entre 30°C y 45°C y minima de 5°C a 15°C, es
catalasa positiva, no fermenta la glucosa, no reduce
nitratos, es fenilalanina positivo. Sensible a bajas
concentraciones de penicilina y tetraciclina y presenta
resistencia al cloramfenicol y a la estreptomicina (11).

Caracteristicas genéticas

La secuenciacion revela que el genoma completo
de esta bacteria entomopatégena estd compuesto
por un cromosoma circular de 4639821pb, con un
promedio en el contenido de G-C de 37,29% vy
un pldsmido replicon (llamado pBsph) de 177.642
pb, con un promedio en el contenido de G-C de
33,10%; con 4786 y 186 posibles secuencias de
codificacién de proteinas, respectivamente (12). Por
estudios de homologfa del DNA, se dan cinco grupos
genéticamente distintos (I - V); cada uno de ellos
probablemente correspondiente a una especie diferente
(13). El Grupo II se divide en los grupos IIA y IIB,
a los cuales estdn asociados nueve serotipos (H1, H2,

H3, H5, H6, H9, H25, H26 y H48) (8,11).

Inclusién cristalina

En las primeras fases del proceso de esporulacién
el Bacillus sphaericus produce un cristal que contiene
una proteina con gran poder téxico frente a las larvas

de mosquitos. Esta proteina es considerada como un
biolarvicida altamente eficaz para el control biolégico
de Anapheles spp., Aedes spp y Culex spp. (14), que
se compone de dos polipéptidos codificados por
separado: BinA (41,9 kDa) y BinB (51,4 kDa) (15).
Las proteinas de la toxina binaria son sintetizadas en
cantidades equimolares, durante las fases tempranas
de la esporulacién (16), formando las inclusiones
cristalinas en la paraespora (17) y es codificada por
dos genes (Bin A y Bin B) (18,20), que han sido
clonados y secuenciados de su material genético,
como polipéptidos que se requieren para ejercer el
efecto téxico (19).

Esta toxina presenta diferentes rangos de especifici-
dad de acuerdo al hospedero, ya que es principalmente
toxica para las larvas de Culex spp. (21-24) y Anopheles
spp. (22,24) y en menor potencia para Aedes spp. (23).
La existencia de cepas con mayor o menor toxicidad estd
relacionada con la expresion genética de las proteinas
que conforman la toxina (25,26). Se ha demostrado
que BinB es el componente primario obligatorio que
actiia como ligando, dirige y localiza a BinA en las cé-
lulas blanco (27). En el caso de Culex spp. BinB — BinA
juegan un papel importante de unién al receptor para
ligarse a las células intestinales, el proceso que sigue es la
internalizacién de la toxina en la célula intestinal (28).

Cuando las larvas de mosquitos ingieren las
esporas y los cristales proteicos, éstos se disuelven
en medio alcalino, con la ocurrencia de protedlisis
(29), liberandose en el medio fragmentos téxicos
que son reconocidos por receptores especificos que se
encuentran en las células epiteliales del intestino, lo que
induce a la formacién de poros en las membranas de
la porcién distal de las microvellosidades de la mucosa
del ciego y del intestino medio. Esta unién y la accién
de la toxina, ademds provocan en la membrana de
estas células cambios concomitantes en los organelos
citoplasméticos que incluyen la desintegracién del
reticulo endoplasmatico, condensacién y tumefaccién
de las mitocondrias y dilatacién del espacio perinuclear.
Como consecuencia de lo anterior ocurre hipertrofia
y ruptura de las células del intestino medio y ciego,
un desbalance i6nico que lleva a toxemia y bacteremia
cuyo resultado es la muerte de la larva (30).
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Observaciones de las células epiteliales del intestino
de la larva han mostrado cambios morfoldgicos.
Estudios fisiolégicos del Culex quinquefasciatus han
evidenciado que la toxina binaria también actda sobre
la membrana celular en la cual puede causar poros
como los producidos por el Bacillus thuringiensis que
conllevan a la muerte celular (31-33).

Enzimas

Bacillus sphaericus es un alcaléfilo obligado,
que produce gran cantidad de proteasa alcalina
extracelular, la cual es una enzima altamente empleada
en la industria farmacéutica y alimentaria (34,35).
En el Himalaya han encontrado mds aplicaciones
relacionadas con esta enzima, por cuanto presenta
buenos resultados como aditivo a detergentes debido
ala compatibilidad que muestra con el cloro (36,37),
y a la recuperacién de radiografias usadas. En la
purificacién de dos nuevas proteasas extracelulares fue
encontrada la serin proteasa (38) con una actividad
proteasa del 98%, por lo que nuevos estudios se han
encaminado a la biosintesis de esta enzima a gran
escala, su produccién es dependiente de la fuente
de nitrégeno del medio, por lo cual se han utilizado
extractos de levadura, peptona y glucosa como
alternativas nutricionales que han mostrado buenos
resultados (39,40).

Con el fin de conocer mds sobre la actividad
proteasa, se ha recurrido a realizar estudios cinéticos,
los cuales han demostrado que la sintesis y secrecién
de esta enzima se produce en la fase de crecimiento
bacteriano, alcanzando su mayor produccién de
dos a tres horas después de iniciados los procesos de
fermentacidn, requiriendo concentraciones minimas
de substrato y nutrientes como glucosa, debido a que
el incremento en la concentracién de estas no tiene
efecto sobre el crecimiento (37).

Nuevos estudios han demostrado que el poder
téxico no estd limitado al poder biolarvicida sino que
presenta otras toxinas, como la sphaericolisina de 53
KDa (41), que tiene efecto sobre dictiépteros de la
clase insecta como las cucarachas, al unirse por su
N- terminal al colesterol de las membranas formando
poros que paralizan rdpidamente el sistema nervioso
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central y otros tejidos recubiertos de colesterol y
que ademds producen hemdlisis en los eritrocitos
causando la muerte al insecto (42).

Produccién industrial

La biomasa de Bacillus sphaericus puede obtenerse
por fermentacién sumergida, produccién en pequena
escala a partir de materiales proteinicos de desecho
y al ser una bacteria aerobia estricta requiere una
alta aireacién para su desarrollo. A 42°C se reduce la
formacién de toxina, sin afectar el crecimiento y la
esporogénesis del microorganismo. En algunos casos
el crecimiento y potencia de la cepa se logra bien en
medio de solucién de sales minerales (SSM) que tiene
vitaminas, aminodcidos, glicerol y sales minerales y el
RAW medio industrial que contiene harina de pescado,
aceite de soya, vitaminas y cloruro de calcio (40).

Con el interés de obtener un mayor rendimiento en
la accién bioldgica que cumplen estos microorganismos
y minimizar los costos de produccién industrial (39),
puesto que los métodos empleados de fermentacién
resultan muy costosos, se han realizado estudios que
buscan nuevas alternativas, generando la produccién
de nuevos medios de cultivo a expensas de residuos
cerveceros y levaduras, los cuales han demostrado
que promueven el crecimiento y la esporulacién de la
bacteria (43). También se ha considerado el empleo
de materiales de desecho bio-orgdnicos (plumas de
pollo) como otra alternativa al proveer gran cantidad
de B-queratina para el desarrollo de la bacteria (44).
Se han realizado ensayos con cinco medios de cultivo
que contienen semillas de legumbres, sangre de vaca
seca y sales minerales. A partir de estos nuevos medios
de cultivo se ha obtenido una mayor produccién
de las toxinas del insecticida especificamente contra
especies de Culex, Anophelesy Aedes (45). Otros medios
producidos a partir de comida para peces, frijol de soya
y maiz han reportado eficiencia para la produccién en
masa (46-48), al igual que la utilizacién de papas en
un medio de fermentacién (49).

Aplicaciéon
El Bacillus sphaericus se aplica tipicamente a
aguas con alto contenido orgdnico donde viven las
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larvas de los mosquitos (50). Este microorganismo
tiene el beneficio de presentar mayor persistencia
en el ambiente, debido a su capacidad de reciclarse,
reproducirse en los caddveres de las larvas afectadas
e infectar otras (51). Su uso no se permite en los
depésitos que contienen agua potable ya que este
microorganismo tiene eficacia en aguas ricas en
materia orgdnica. Las esporas de Bacillus sphaericus
sobreviven bien en la naturaleza y parece que el
reciclado ocurre en el suelo.

Estudios de la accién larvicida de las muestras ha
demostrado que las de mayor profundidad tienen
mayor actividad que las superficiales, ya que no se
observa actividad larvicida después de una exposicién
a la luz directa y en habitats con poca actividad
luminosa dan resultados residuales por mds largo
tiempo (4). Su accién patdgena depende de factores
como: dosis de aplicacidn, ingestién de la toxina por
la larva, velocidad de alimentacién de la larva, rapidez
con la cual la bacteria cae al fondo del criadero y se
vuelve inaccesible a los anofelinos, competencia con
otras materias orgdnicas, grado de contaminacién
del agua, presencia o ausencia de vegetacién y de
los hdbitos alimentarios de los vectores. Ensayos de
campo han demostrando la ausencia de efectos sobre
invertebrados no blanco de este microorganismo
como crusticeos, dipteros, langostinos, renacuajos,
escarabajos, mosca de la fruta, mosca negra, polilla de
harina, al igual que vertebrados presentes en lugares
de aplicacién de este biolarvicida (52).

Latinoamérica ha mostrado gran interés en la
produccién industrial y aplicacién del biolarvicida,
el Laboratorio Biolégico Farmacéutico (LABIOFAM)
de Cuba, ha desarrollado los protocolos para este
fin. Este producto ha sido utilizado y registrado en
numerosos paises de la regién, donde se han obtenido
buenos resultados después de su aplicacién. La
férmula se presenta en forma de suspensién acuosa,
que contiene las esporas y los cristales téxicos del
mencionado bacilo, los cuales destruyen las larvas
de los mosquitos después de las primeras 72 h (53).

En Nicaragua durante el afo 1996, se reportan
resultados exitosos después de la aplicacién aérea y
terrestre del biolarvicida en la costa del lago Xolotlan,

Managua, con un registro de efectividad hasta de
100% tres meses después del tratamiento biolégico
sobre larvas de Anopheles albimanus (54).

El producto también fue evaluado en criaderos
urbanos y periurbanos en el municipio de
Buenaventura, en el Valle del Cauca, Colombia,
para el control de dos importantes especies vectores
de malaria en la regidn: Anopheles albimanus y
Anopheles nuneztovari. Los resultados indican que el
biolarvicida es altamente efectivo para controlar estas
especies, y se ha comprobado ademds que la duracién
de la actividad es de por lo menos tres meses en los
criaderos tratados (55).

Los resultados epidemiolégicos obtenidos en
Managuay en el departamento de Escuintla, coinciden
con los reportados por los boletines epidemiolégicos
del Sistema Local de Asistencia en Salud (SILAIS)
durante el afo 1997, después de la aplicaciéon del
controlador biolégico (GRISELESF) para vectores
maldricos en ese pais, reportindose una reduccién
en el 25% de los casos de malaria en relacién con los
afos 1995 y 1996, en todo el territorio del SILAIS,
Managua. Sin embargo, al tener en cuenta sélo las
dreas de intervencién del tratamiento biolégico, fue
posible apreciar una reduccién promedio de 50% de
los casos acumulados de la enfermedad respecto a los
dos afios anteriores (56).

En la Republica de Guatemala los resultados
obtenidos durante el aho 1998 fueron satisfactorios,
asi como los logrados durante afos anteriores en
distintos paises de la regién después de la utilizacién
del control biolégico de vectores maldricos con
Bacillus sphaericus cepa 2362. Esto demuestra la
posibilidad de incorporar este método como parte
de los programas de control integrado de vectores
maldricos, en correspondencia con lo recomendado
por la OPS/OMS (51).

Finalmente, se puede decir que este bacilo posee
ventajas frente a otro tipo de microorganismos
con capacidad biocontroladora como el Bacillus
thuringiensis, ya que posee mayor efectividad y
persistencia en el ambiente (57,58). De igual forma
el aislamiento de microorganismos como el Bacillus
sphaericus dentro de territorio colombiano contribuye
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al manejo de enfermedades de interés en salud publica
como malaria, fiebre amarilla y dengue, ya que al ser
estas cepas nativas ofrecen mejores condiciones de
adaptacion y eficacia.

Sin embargo, es necesario realizar a las cepas nativas
del Bacillus sphaericus ademds de la identificacién
microscépica, macroscépica y bioquimica, la
caracterizacién molecular para identificar los genes
que codifican para sus proteinas téxicas, en este
caso la proteina larvicida (toxina binaria Bin A y
Bin B), con el objeto de ratificar el poder téxico y
proporcionar un aporte eficaz en los programas de
control epidemioldgico de vectores, mediante el
biocontrol, el cual garantiza mantener el equilibrio
en el medio ambiente, al no producir efectos adversos
en la naturaleza ni en el humano; asi como el aporte
a nivel cientifico que contribuye con campos de
investigacion en nuestro pais.
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