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RALIDADES h

1.~ Historia de Stavhylococcus aureus.

EZstafilococo proviene del vocablo griego 3tahy
1l¢ nue significa racimo de uvas y coccus ~ue auiere de—-—
cir granos o bayas. (22)

#n 1978 .oberto XKoch fue el primero en descubrir -
al estafilococo en un pus humano.(9)

in 1880, Fasteur descubrid el germen como un orga-
nismo formado de penuefios puntos esféricos agrupados en
vare jas de dos sgranos, pero frecuentemeate asociados en
Deoueios acumulos.

“n este mismo afio .On=ton observsd células bacterie-—
nag redondas en el pus de un absceso. Por su agruvzcidn
seme jante 2 un racimo de uvas les dio el nombre <. "estz
filococos".

“n 1884 Rosembach realizd un estudio detallado del
estafilococo y‘descubriélas variedades de pigmentacidén -
como doradas, blancas y naranjas, denomindndose respecti
vamente zureus, z2lbus y citreus.

Desde 1784, taxonomicamente los estafilococos fue-
ron puestos dentro de la familia Micrococcaceae.

Zn 19865 se distinguieron los géneros Staphylococews
¥ Yicrococcus por la Termentacidn de un azucar (glucosa),
ademds de nue el género 3tanhylococcus contenfa la mayo-
ria de los cocos Sram positivos parasiticos, anaerobios
facultativos, con nroduccidn de dcidos de glucosa en codn
diciones de anaerobiosis.(3)

2.- Caracteristicas de Stanhylococcus auresus.

Bl 3

._aursus esta distribuido ampliamente en -
la naturaleza (eire, polvo, suelo, rova, agua, aguas ne-—
gras etc.).




La princinal fuente de contaminacidn de este micro
organismo es el hombre, encontrdndosge en nariz, menos ¥
heridas infectadas.(27)

Actualmente S. zureus se define como un coco ‘iram
positivo, anaerobio facultativo, inméviles, no esrorula-

dos cuyo didmetro varia de 0.2 a 1.2 micras.

Puede ser cultivado en medios nue contengan 7.5 %
de sal, se desarrolla en curalnuier temperztura entre 1O
¥y 45 grzdos centigrados, siendo la de ?70 ¢ la mejor tem
veratura para su crecimiento.

El rango de pH para aue cresca esta dentro de 4.2
¥ 9.3 y su pH Sptimo esta entre 7.0 y T7.5.(3)

La mayoria de cepas de Staphvlococcus aursus paté-
zeno fermentan el manitol, producen hemdliisis ¥ son con-—
gulasa positivos, estudios recientes han demostrado la -
produccidn de otra enzima,

1a termonucleasn, ~ue resiste
2l igual nue l1lazs enterotoxinas a muchos factores adver--—
sos para los microorganismos.

La especie zureus es fosfatasa positiva, nroduce -

dcidos ce la dexirosa, lactosez, sfcarosa, manitol v =zli-

cerina, reduce los nitratos a nitritos,
urea y reduce el azul de metileno.(3)

nidrolizz la ——-

El Staohvlococcus zureus produce también enzimas

proteoliticas con lo cue adruieren resistencia a los 1i-
pidos bactericidas de la piel.
El S. aureus produce metabolitos ¥ enzimas bacte-—-—
rianas aue son los siguientes. (9)
a) Antigenos de superficie
b) Coagulasa
¢) Hialuronidasa
d)Estafilokinasa
e) Gelatinasa
f) Proteasa
g) Linazsa
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armonucleasa

otoxinas
n) Enterotoxinas.

A continurecidn se describen las més usadas pars 1z
identificzcidn de cevas de S. zureus natégeno. i

Coasmulasa:

Tieo Toeb er 1802 “ih wvitro" utilizd »la

ma de g7n7o
v nudo obgerver ~cus el 3isphvlococeus

. rd
arreysg influia en-

. 7 .
necificnmente en el fendmeno de La coagulncidn de la san

Tre, debido nrobzblemente 2 una enzima nreform=2da en el

- . 7
cnultive y se dedujo nue lz mavoria de las cepss natbgenss
de ests especie nara el hombrz producsn uns
proteica ~ue se2 commorta

substancia -
ccmo una enzime ¥ ~ue coacula -

el nlosme ©

:1tado 0 citre2tzdo enm presencie de un factor

contenido en muchos sSueros.

con la coarsilasa, sgenerando
coasulacidn. (LO)

onuecl

termonuclensz es una enzima exitracelullar ~rue hi-

los enlzces £ster de foanfato del DHAL
comin er teiidos anim2les ¥ microor-

nlnces 5 pere d~r oruvos fincles de

unt enzima muy est=2ble al calor, pues resiste +—

sT2s de ebullicidn darante 15 minuvtos, no es ~——
:vivedna nor concengyreciones elevndns de eloruro de so



Enterotoxinas:

Sstas se verdn mis adelante.

3.~ liévodos utilizados en el aislamiento de 35.au-
reus.

En 1946 Chaovman desarrolld el medio No. 110 ¥
el medio Chapmen Stone; ambos contenian s2l e incorpora-
ban la reaccidn gelatinolitica "Reaccidn de 3Stone”.

Enn 1949 Ludlam reportd el uso del telurito de no~-
tasio como un agente selectivo de dimgnostico vara los
estafilococos.

gn 1955 Zebovitz y Evans desarrollzaron el agar te—
larito.

En 1960 el agar Vozel-~-Johnson aparecid como resul-—
tado de la adicidn de clururo de lLitio y el teluritc de
potasio al agar sal-manitol.

“stos mediocs son diferenciados por el tipo de agen
te selectivo usado en el medio de zislamiento como: Jlo-
ruro de sodio, telurito de potasio,gzlicina, azida de so-
dio, polimixina, etc.

Uno de los medios selectivos mds recie
el estafilococo coagulasa ?ositivo fué 1a adici
ma de huevo como un agente de diazndstico.

Colbeck, en 1956 desarrolld el primer medio wemzm -
de huevo considerando nrue 3taphyltococcus zureus emvlea -
la lipovitelina del huevo y oczsiona la transparencia dd
medio debajo y alrededor de las colonins. (14)

En 1971 Minor y iarth concluyeron nue el medio
Baird-~Parker era especifico

ntes nara
Sn de ve-—

para la deteccidn y enumera-—~
cidn de 5. 2ureus en los alimentos.(22)

Z1 erecimiento de Stavhvlococcus aureus en este me
dio es: Colonias negras, brillantes,

convexas de 1.5mm



de difmetro y coagulasa positivo al realizar la prueba.
(2, 14).

4.- SGnfermedades de Stavhylococcus aureus.

3. aureus estd entire las bacterias de mayor im
vortancia como agente etioldgico de entfermedades en el -
humano ¥ puede c2usar desde una gran variedad de infeccid

nes supurativas en le piel hasta enfermedndes de mayor

nortalidad como las senticemias, endocarditis, neumonias
osteomielitis, meningitis, infecciones en heridas, asi -
como algunas toxinosis entre ellas las intoxicaciones ald

mentarias y los sindromes estafilococicos de la piel es-—
culdada,
5e aisla frecuentemente de tadores asintomdticas

de lz mniel, noriz, orofarinse

>
» nasofarinse y anarato zas
trointestinal. (11)

5.~ Czracteristicas de 3tavhylococcus

. aureug en
terotoxigénico.

Una de las primeras pruebzs emvleadas pars identi-

car al 3. zureus n2tdgeno, fue la de manitol, ya cue

T
los estafilococos tienmen La cavacid-d de

i
o fermentarlo. {13
Fero se hz daemostrado nue el error

nue presenta es
mucho en comparz2cidn con la druebz de cozagulasa, ya nue

dicha pruebz es una propiedad bioruimica del Jtavhyloco=
ccus aureus, no sucediendo asi con la prueba de menitol,
¥& aue aparte de J., aureus otras bacterias pueden fTermen
tarlo como son: ©. coli,

jOIN Serratia marscencens, 3. tyvohil
A, ete.



Fl S. aureus posee la enzima coagulasa, nue coagu-
la el plasmz citratado humano y de conejo.

La prueba de la coagulasa ha sido tomada nara fun-—
damentar el criterio en la diferenciacidn de 3. aureus —
enterotoxigénico vatdgeno de otros microorganismos sanro
Titos relacionados con 61l. Sin embargo debido 2 mutacio-~
nes de la especie, hay cepas de 3tanhylococcus aureus -——
que han perdido la capacidad de producir coagulasa en ——

cantidad suficiente para dar una reaccidn positiva, vor
lo que se ha buascade otra caracteristica fisioldmica ——
nue permita hacer una mejor identificacidn de 3. aﬁreus,
como es la produccién de termonucleasa; Lachica publicd
un egtudio en el que lz prueba de termonucleasa presenta
mds correlacidn cue la prueba de coagulasa con- la ovroduc
¢idén de enterotoxina.(1g)

Se ha zcentado generalmente nue la produccidn de -
enterotoxinas esta asociada a cepas de 3Sianhylococcusz z2u

reus cozgulasa positiva,(18), sin embargo, se han aisia—
do cepas enterotoxigénicas coagulasn nesativa, iero ter—
monucleasa positiva.

También debe tomarse en cuenta nue aun~ue exista -
una cantidad elevada de 5. aureus en el alimenio no es -—
suficiente razdén para deducir aque este microorszenismo es
el causante de la intoxicacidén a2limentaria; por 1o nue -
se hace necesario una orevia demostracidén de nue la cepa
_encontrada es enterotoxigénica o la demostrzcidn de la -
enterotoxina directamente,

6.- Hdistoria de las Enterotoxinas.
En 1881 se publicd el primer brote de intoxica
cidn estafiloedcica alimentaria.
Vaughn ingiridé material exirafdo del anueso respon-



81 examen microscdpico reveld bacterias estéricas,
concluyendo Vaushn ~ue las bacierias producian un veneno
aue erz el causante de la intoxicacidn alimentaria.(22)
La primera intoxicacidén alimentaris bien documenta
da producida por los estafilococos fué en el afio de 1914
donde Barber, estudiando un brote dz origen lédcteo aislé

ezta

filococos en renetlidns ocasiones de uno vaca cue te—
nia mastitis.
in el =afio de 1930, Dack y col, aislaron un estafi=

lococo de un alimznto nue ocasiondé un brote de intoxica-
cidn.

Tara comprovar nue el estafilococo era el carusante
de diche intoxicacidn, un gruvo de voluntarios ingirié -
filtrado estéril obtenido =z partir del caldo donde el es
tafilococo aislado se cultivd, los voluntarios presenta=
ron los sintomzs itivicos de la enTermedad, demostridndose
n duda alzuna la natur

eza toxigénica del sindrome.

Los brotes de intoxiczcidn alimentaria publicados
anualmense sobrepacia en ndmero a cualruvier otro brote

caugado por un agente dnico y conocido como 3
(15).

lmonella.

En Inglaterras, asicomo en Gales, se han publicado
mis de 2 00D casos de intoxiczcidn estafilocdeica alimen

taria en los asios de 1949 y 1971, pero hay paises como -

¥ueva Zelanda y luncria en los aue el S. aurcsus enteroto

xigénico czusd mds brotes aun nue Salmonella sp.o Clos——
tridium verfringsens. (15)

Un estudio realizado en el Laboratorio Wacional de
3alubridad en Féxico D.F. en junio de 1957 ¥ junio de
1962, se analizaron 524 nuestrzs de nuesos,
resultados donde se
(96.4 %), el 10.8 %

obteniéndose

demuetra la frecuencea de 3. fAureus

de estas muestras causaron intoxica-—



¢cidén alimentaria.

Un grave brote de intoxicacidn alimentaria causada

por 3. aureus fue registrado en éxico en abril de 1978
demostrdndose una cuenta de Stavhylococcus aureus en el
~

medio de Baird-Parker oue oscilaba entre 1x10° ¥ 5.5%10°

colonias/gramo a partir de las muestrazs analizadas de un
flan, procedentes de diversas Tuentes.

El alimento, asi como las cepzs aisladas a vartir

de dicho flan dieron la prueba de Dolman y Termonucleasa
positivag, identificandose posteriormente unz cepa Pro—-
ductora de enterotoxina A. (29)

T.- Caracteristicas de las IEnterotoxinas.

Las enterotoxinas purificadas son de asnecto -

blando, color blance niveo, son higrosrdénicas ¥y muy solu

bles en agua y en soluciones szlinas. (23)

Tas enterotoxinas son termoestables y resisten -
la ebulliciédn durante 30 minutos.

Las enterotoxinas son proteinas simnles, nue inclu
yen solamente aminodcidos.

Bl hecho de oue unicamenite el ¥— » el C— terminal

de aminodcidos hayan sido detectados pzra cada entzroto-
Xin=., %ndica aue son cadenaé simples de polipéptidos.

Los aminodcidos terminales se dan en la tabla No.2
vag No. 10, TLos estudios sobre conformacidén de enteroto-
xinas indica aue son moléculas comvactes,

No hay grupos -SH libres y solo un puente disulfu-

ro esta presente, pero este no es necesario nara la acti

vidad bioldgica como tampoco varz la conformacidén de 4i-
cha enterotoxina. (24)



Tabls Mo. 1
Caracteristices Pf{sicas y Quinicas de las Enterotorinas.

Propiedad. A B Cy Cy D E |
Peso “Yolscular. 27,800 28,266 24,100 4,000 27,000 29,670
Dosis emética, 5 5 S £-10 20 10
(dDEomcg/mcno) . X
Contenido de ni 16.2. 16.1 16.2 16.0 - A —
tromenc.

Coeficiente de 3.03 2.78

sedimentacidn.

Punto isoeleec—-— 6.9 a.e

trico.

Absorcidn mdxi- 277 277

ma(nanom~tros)

Extinciénlﬁcm. 4.6 14.4

Cocficiente de a.Ro 8,22

difusién(Dg0 -

Wx10_7cm/seg). -
Viscosidad redu 4.87 3.81
cida ml/g. -

Tomada de ‘iinor,T.E., 3.H. MNarth. 1975.’Stefilococci.



Tabla No. 2

aAminodcidos terminnles de las Znterotoxinas

Znterotoxina Aminodcido _ Amino#cido
N-terminal C~-terminal
A Alanina Serina
B Ac. Glutamico Lisina
C1 Ac. Glutemico Flicina
02 Ac. 3lutamico Flicina
B - Treonina

Berzdoll 1965, Beresdoll 1970, Huangl967 v Borja 197..




En 1952 3ursnlla uso 1o propiedad de nue las nrotdf
nas éon .formrdoras de anticuernos esnecificos en aninr-
les de laborztorio como una vespuesta a ellas, desarro——
llando. asi una prueba seroldgica "in vitror.(24)

Berzdoll en 1950 obserwd la neutrzlizacidn de las
enterotoxinas parciaimente
especificos lo gue ha sidec
que existen hasto la fecha

purificadas vor z2nticuernos

de gran ayuda vpara descubrir
6 tipas inmunold=icos. (5)

La enterotoxina A descubierta por Casman en 1960,
Bnterotoxina B por Bergdoll en 1969,

3nterotoxina £ por
Bergdoll, Borja y Avena en 197%

(Hay dos tivos nue son
la ¢4 ¥y la C,, clasificadas asi en base a sus difsrentes
puntes isoeldctricos).

Enterotoxina D por Casman en 1967,

Entarotoxina =
por Bergdoll en 1971.(5)

Algunag de las propiedades fisicas

v auimicos se -
ven en la tabla Wo.l pag No. 9.

Tas enterotoxinas en estado a2ctivo resisten z enzi
mas proteoliticas como tripsina, auimiotripsina, renin

¥ pazpaina.(23)

8.~ Alimentos Involucrados en la Intoxiczcibn ZIstz
filocbcicsa.

El vrovlema de las intoxic@ciones alimentarias

causadas por Siavhylogeccus zursus, tiene importancia e

da vez més reconocidz, pues este microorgenismo es el ~—

responsable de un nimevro mayor de intoxicnciones en los
paises afectados.

Bl 3. aureus enterotoxisénico puede encontrarse en
los alimentos a partir de un doble origen:

a) Endégenoc aue es dado por animales enfermos de donde -
los alimentos son obtenidos, v

b) Exdzeno dado nor la contaminzcidn de portadores huma—

11



nos durznte la manipulacidén de los alimentos.(l)
3e precison varias condiciones para nue en un ati
mento se pueda producir cantidad suficiente de enteroto=
Xina capaz de desencadenzr un cuadro de intoxizczcidn.
3stas condiciones se resumen en dos grandes puntowm

a) Presencia de 3tanhvlococcus aursus enterotoxisdnico -
en el alimento y;

b) Un desarrollo adecuado del microorgaanismo.

También debe tomarse en cuentz aue aunnue exista

una cantidad elevada Az S. auresus en el alimento, no es

suficiente razdn para deducir aue este microor<anismo es

el causante de 12 intoxicacidn alimenteria; vor lo ~ue —

se hace necesario un2 previa demostracién de la enteroto
xina directzmente.(21)

Sin embzrzo nimeros elevados de Stavhylococcus au-

arriba de las normas establecidas por la 3.5.4
czntidad mayor de 1 009 colonias vor gramo de

los alimentos determina un riesgo votencial oz
ra 12 salui piblica.(22)

reus (por
0 Sea una
Aueso) en

Por lo.nue la necesidad de demostrar enterotoxinasg
en el zlimento 2barca dos dreas:

a) alimentos sue han sido implicados en brotes de
intoxicacidn alimentaria, por lo aue la demostracidn de

enterotoxinas es confirmatoriza de los alimentos involu——
crados en brotes.

b) Alimentos cue son sospechosos de contener ente-—
rotoxinas; anui la nresencia o ausencia de enterotoxinas

determina la autorizacidén o no de la venta del produc——-
to0.(1)

Por lo anterior los investigadores han tratado de

buscar métodos mare 12 demostracidn de las enterotorinas

directamente de los zlimentos, asi como la pruebza de 1la
termonucleasz directa de los alimentos.(19, 28)

12



Zn 1974 Bergdoll hizo algunas modificaciones a la
tédenica de Conaway y eiser y logro extraer enterotori—-—
nas de los alimentos contaminados por S. aureus.(28)

31 problesma de la contzmin=zcidn de alimentos mor -

Stanhylococcus aureus se debe a una educacidn sanitaria

deficiente. 31 los mzne jadores de alimentos estuvierzn -
. concientes de las prdcticas higiénicas evitarian orande—
ments dicha contaminacidn, y las intoxicaciones alimenta
rias por 3. aureus disminuirian notablemente, va ue la
contaminacidn tan alta esta dadz precisamente vor el ma-
ne jador. (31)

Es importante saber ~ue el Stavhvlococcus aureus -
habita normzalmente en las menbransas mucosas ¢omo son: de

boca, nariz, nasofaringe, encontridndose en nds del 50

de adultes sanos, haciendo vor consiguiente rue 21 hom-
bre sea una de las fuentes mds immortantes de contomina-
cidén de los a2limentos y= aue estan relacionados direcia-
mente con sua elaboracidn, manejo y preservacidn.

Se ha visto que de 30 z 50 % de los vortadores con
taminan =21 alimento por via naszal, de un 7 % por descar-
gas nasofaringeas y de 4 a 44 55 vor la piel.(27)

Los alimentos involucrados mds frecuentemente en -
los brotes de intoxicacidén por §, a2ursus son oroductos -
alimenticios de origen animzl como:

darne, embutidos frescos, jamon ahumado, vescado,
mariscos, leche de oveja, de vaca y vroductos derivados
( quesos, lache condensada, helados l4dcteos, ete.) Pero
la incidencia de 3. aureus en nuestro pais es mayor en -
productos ldcteos aus en productos cdrnicos.{26, 29,v31)

Por tal motivo es de sumo interds establecer una -
metodologia nue identifinue a las enterotoxinas estafilo
cicicas en un alimento sospechoso de provoenr un brote -

de intoxicacidn alimentaria.

13



9.- EBnfermedades Causadas por las
Sintomas Tinicos:

BEnterotoxinas.

Yo todas 1las versonas involucradas en ur brote
intoxicacidn alimenteria presentan los mismos sinto--~
mas, pues la gravedad de estos depende de la concentra-—-—
cidn de enterotoxina en el alimento, la cantidad de aliw
mento ingesrido y la sucepiibilidzad del individuo. (4)

Los sintom2s tivnicos son vémito y diarrea con un -
periodo de incub?cidn entre 2 y 6 horas,
dencia de 2

de

con mayor inci-
a 4 horz2g desvuds de habar ingerido el ali-—

mento contaminado con ent2rotoxinas, pueden nresentarse

otrns sintomas como son:® salivacidn, nfuseas ¥y dolor ab-

dominzl.

“n casos extremos hay dolor de cabeza, calambres
musculares, sudorzcidn y positrazcidn.

in ¢asos graves puede haber fiebre, una disminucidn
de 12 presidn sanguinea, y el vémito y 1las heces pueden
Contener sangre y moco.(4)

‘7o se sabe la cantidad necesaria de enterotoxinc

nara czusar los sintomes caracteristicos de intoxicmeidn

2limentariz en humanos, para fundamentar lo anterior il

bert en 1474 ra-ortd ~ue la dosis necesaria s encuen“ra

entre 0.015 y 0.157 mcg/Ks de peso, pero esto varia deven
diendo de 12 sensibilidad del individuo hacia irs entsro

toxinas, (12), btz2sindose en los siguientes resulitados de

varios exmerimentos:

Zn el instituto de alimentos de los Istados Unidos
se obtuvieron resultzdos nesatives con dos individuos, -
empl2ando 1 mege y 10 meg de toxina pura ( enterotoxina B
parz cadz2 individuo respectivamante,

Zn otro laboratorio com 3 individuos voluntarios -
emplz2aron 50 meg de enterotoxina 3 con un 50 ¢ de pureza

los 3 voluntarios mositraron los sintomas tinicos de in-

toxicidn 2limentaria después de dos horas de ingerir 1=z
toxina. (25)

14



10.~ Nodo de Accidén de las Bnterotoxinas.

Yo se sabe con exactitud el modo de acecidn de
las entzrotoxinas en el humano ya aue los individuos no
son hosnitalizados debido a una vronta recuperscidn de -
estos, pero princivalmente a aue las intoxicaciones ~ue
causan dichas enterotoxinas no son fatales.(24)

La dmesis es un sintoma fdcil de observar en monos
el sitio de accidén emetico de las enterotoxinas en el mo
no, est2 en las visceras abdominales y el estimulo para
esta accidén alcanza el centro del vémito via los nervioes
vagos y simpdticos.

3in embargo no se ha identificado un drzano esveci
fico como el sitio de 1z accidn emeticz. (24)

En relacidn con la diarrea 3hemano realizd experi-
mentos con perros y pudo'concluirse Aaue 1la diarrea indu-
cida por las entarotoxinas se debe en parte a la inhibi-
cién de la absorcidn de agu=a de la nared intestinal ¢ a
un flujo incrementado de linuido o a ambas causas.(13)

Al administrar 100 meg/Kg de enterotoxina a perros
intravenosamente, estos presentaron depresidn marcada —-
del tono intestinal y de la contractivilidzd; luego en—-
tonces las enterotoxinas inhiben marcad2mente el trans—-
porte intestinal en pevrros.(33)

La enteritis se presenta en intoxicaciones aliment
rias graves.

La administracidén de 0.1 a 0.5 m=/Kg de enterotoxi
na en perros produce salivacidn, vémito, diarrea acuosa
a menudo con restosg de sangre.

Presentaron también enteritis aguda con edema, hi-
peremia en el pdncreas y congestidn del nigado vroducien
dose también destruccidén de la superficie del epitelio -
de la mucosa.

Merril y Spring administraron 150 mecg. de enteroto-
xina intragdstricamente a monos, los nue presentaron cam
bics importantes en las crestas vellosas como son: Lisge-
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ra vacuolizaciédn citoplasmdtica en el evnitelio suverfi--—

cial corresnondiendo.a una degeneracidn de ltas mitocon—-

drias de las células vellosas y de la cripta enitelial -

de donde estns ihvestigadores han sucerido ~ue el desa——

rrollo rédvido de un2 lesidn y su limitacidn casi exclusi

aue el sitio de accidn de las
enterotoxinas se encuentra en esos sitios.(21)

va 2 la mitocondria indica

3e han reportndo pocos casos fatales de versonas -
con intoxiczecidn estafilocdecica cobre todo en nifos los

aue presentaron un grado noderado de edem: con conves———

tién warcada en los vasos alveolares y zonas con hemorra

7ias dentro del zlveolo, mosiraron tezmbién una venueds =~

cantidad de infiltrado leucocitario en a Areas veripor-
tales del higado.(26)

Yn un estudio usando de 50 a 1 000 mcg/Kg en monos
1la enterotoxinz se les avlicd intravenosamente, les oro-—
vocd hivotensidn arterial irreversible con todas las do-
sis latzles de 12 toxina.(26)

Se ha establzcido nue la inyececidn intravenosa de
las enterotoaxinas en monos, vroduce muerte sin anteceden
tes de émesis y dizrrea.
aue

Zsto sugiere 1a vosibpilidad de
sean diferentes los mecanismos ~rue conducen a la —--—

muerte, y aque la émesis y la diarrea no sean factores —-

esencizles nue se atribuyen a la muerte por enterotoxi-—.
2s.(24)

1l.- vanera de dliminar a la Znterotoxina.

5= na

cATnrobado nue la toxina desaparece de
la corrientz san
B

suinea muy rapidamente.
sl principel drgsno para la eliminacidn de la toxi
na es el rifién pues se acumula aproximadamentz en un ter

cio de lu dosis inyectada, loecalizads en la corteza renal



en 30 minutos; los tdbulos contorneados del rifidon som —-—
los sitios vrincipales de remocidn de 1la toxinz.

La toxinz llega a estos sitios por procesos de fil-
tracidn glomerular y reabsorcidn tubular; la toxina nare
ce tener afinidad solamente vor el borde de cepillo de?
epitelio tubular.(26)

La enterotoxina desmnarece ravidamente del riﬁ&h N4
en 8 horas se elimina por completo.

Se sabe aque las células tisulares destrurean la toxi
na, pero no se conoce como sucede este fendmeno, Se ha —-—
comprobado que el riidn es de particular immnortancia ‘en
la remocidén de la toxina, pues en los animales con ne———
fractomia, se presenta una disminucidn de 12 velocidad =~
de eliminacidn Ge la toxina en sangre.

A parte del riidn, el hfgzado también marticipa en —
la eliminacidn de la énterotoxina de la sanare; la toxi—
na se concentra2 princinalmente en las células de Kuffer.

En otros érgznos, como los pulmones, cor2zdn, bzzo,
tiroides y cerebro se concentran cantidades muy nenuefias
de toxinea.(24)

12.~ Métodos de Determinacidén pzara “nterotoxin=as.
Un problema al nue se nan enfrentado Yos inveg
tigadores en el campo de las enterotoxinas, es la falta
de métodos pratticos y .sensibles, para la demostracidn -
¥ ensayo de las enferotoxinas.
Los investisadores cuentan ahora con dos métodos:
Biolégicos e Inmuncoldsicos.
I.- ¥étodos Bicldgicos:
a) Inyecciones intraperitoneales o intravenosas en
gatos y gatitos.
Ssta prueba reauiere la inzctiv:icidn de substan-

- ' . .
cias aue podrian provocar sintomés similares a los cau——

17



sados vor las enterotoxinas cuando se adminintra vor --—
via parenteral,

Unz desventajaz de usar los gatos como animales de —
experimentacidn es nue son relativaments insensibles a —
lz sntérotoxina C y renuleren 50 veces mds enterotoxina
A y B para producir émesis en estos animales. (14, 1)

b).Alimentacidn a monos rhesus jdvenes.’

De las sustancias toxicas por el estafilococo so
lamen%t2 las enterotoXinas cauzan émesis en estosg anima-——
les.

La prueba consiste en administrar por medio de una
sonda las enterotoxinazs en solucidén, a monos idvenes.

Los animales son observados durante 5 horas desvués
de la adminintracidn, si se presenta vomito se aceptz co
mo unz reaccidén positiva a la enterotovina. (25)

II.- étodos Inmunoidgicos:

3e nh2 zZnrovechado la propiedad nue tienen las ente-—
rotoxwinas ée wroducir anticuerpos en animales de labora-
torio, para el desarrollo de métodos especificos.(5)

21 hecho de aue Torman un nrecipitado, cuando el --
antizeno se me2zcla con el anticuerpo, se ha usado como -
burse de virios métodos para demostrar enterotoxinas.

Auncne la reaccidn antigeno—anticuerno no ﬁecesarig
mente indica actividad bioldgica en muchos casos, sin -—-—
embargo es adecuada varn justificar el uso de reacciones
inmunoldgicas en métodos esvecificos de ensayo.

dntre los métodos nue se han propuesto estan los si
guientes:

a) Prueba en tubo de difnsidn simrlie 2n gel:
3e emnlea un tubo en el cunl se tiene antitorina
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embebida en el agar, se agregzs solucidn de enterctovina
5-200 mcz/ml y se observa precinitrcidén en 'a zons de —-

equivalencia.

b) Frueba de precipitacidén en tubo:
s una2 pruebz cuantitativa, nue se realiza po——-
niendo en contacto a la toxina y a la antitoxina, en el
precipitado se analiza nitrogeno total por la técnicm de

micre-Kjendahl.

c¢) Prueba de doble difusidn en gel:
Se realiza la técnica de Ouchterlonis; se detec—~

tan entre 5-10 mcsg/ml.

d)} Pruebz en tubo de difusidn doble en mel:

Por este método se zleanzz a detactar hasia J.05
mcg/ml de enterotoxina, consiste en moner una placa de —
agar entre las placag de’ antiseno v del anticueryo.

3e emplea parza detectar la enterotoxina en exwtrac—-

tos de alimentos.

e) Prueba de la inhibicidn de la Hemaglutinacidn:
28 un método muy sensible para la investigocidn
de las enferotoxinas. Jilverman, *nott v Howar~d en 1966
emplearén egste método en el cual los anticuerpos estan -
unidos a eritrocitos de carnero, h~ciendnse reaccionar -
con 1z solucidn de la énterotnxinm.
La sensibilidad del método es hasta N.0015 mc~/m1,

se lleva a c2bo en dos horas.

f) Prueba de Radioinmunoensayo:
Por esta técnica ecs posible detect=r hasta 0.005

meg de 12 enterotoxina.
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£) Pruebs de Anticurnos Tlnorancantes:
Su sensibilidad es de L mes/m1.
W) Méenica de Microplaca:

Bsta téecnic” re usa nzrn Va identificacidn de en

ctoxirm de penueline cantidades de extractos de alimen
tos o filtrados <Zde cultivag An
fo

T estafilococos, alcanznw-—
e una sensibilidad de 6.1 meg/ml.

Un~ de 1las ventajas de esta técnics es

P . .
minima czntidad de reactivos (alrededor
POTr POZO.

ave vtiltizn
de 0.02 ml -

21 mé+nrdo emnleado depende del tino de
aque ze vaya a efectuat.

exnerimento

Tz demostrrceidn de enterotoxinas a vartir de cenas

v do alimento

entos, renuiersn unm previa extraceidn de lasg

e
enterntoxincs,

el método emnleado nrincinalmente para la

ertraceidn 2 nartir de cenas es el de la membrana sobre

21Vander; v para lo extraccidn de los alimen-

se ermplea el método de Casmon 7 Bennett o el método
teiser, Cansway y Deradoll,

2 lz identificneidn del tino inmunoldészico se em-

nlea cualnuierz de los métodoy anteriores.
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FLANTSAUWIENTO DEL PROBTLEMNA:

La intoxicacidn alimentzariza causada vor las entero
toxinas estafilocbdcicas es probablemente la nue se pre—-—
senta con mayor frecuencia en el mundo.

2n nuestro pais a menudo se detectzn brotes con ca
racteristicas clinicas de este tivo, existiende escasa -
informacién en cuanto a la frecuencia con nue ocurren es
te tipo de intoxicaciones asi como el tivo inmunoléeico
de la enterotoxina causante.

Los criterios gue se utilizan en el lzboratorio oa
ra demostrar lz presencia de 5, zureus, se basin eén la -
relacidén aue existe entre la produccién de coasgulasa y a
termonucleasa.

Este criterioc es Gtil cumndo se lleva control sani
tario de rutina en los alimentos; pero cuando se nresen<~—
tan brotes de intoxicacidén, lo indicado es extraer la to
xina del alimento involucrado e identificarlo, con lo
cual no guedaria duda alguna de 12 culpabilidad del ali-
mento.

Por otra parte la calidad sanitaria de los nuesos,
sobre todo frescos oue se consumen tan zmpliamente en —-
nuestro pais, es muy deficiente, ya cue un 30 % se en-——
cuantran por arriba del limite de J. aureus permitido --
(Archivo Dpto. de liicrobiologia 3znitaria L.N.R.)

En un estudio sobre 8l muestras de cuesos hecho —-—
por Reyes,H.M.L., de 324 cepas aisladas se encontraron -
137 cepas de S. aureus'capaces de producir por lo menos
un tipo de enterotoxina.

For lo que es de grazn interés conocer la frecuencia
con que se pueden encontrar enterotoxinas en este timo -
de alimentos
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OBJ2TIVOS:
1l.- Zstablecer el método para la extracidn de Ente
rotoxina de Stavhvlcococcus tursus en TUeSOS.

2.~ Conocer la frecucncia con nuc se presenta la -
Enterotoxina de S. aureus en los aquesos.

3.~ Tdentificar los tipos de Interotoxina para sa-
ber cual se presentz mds frecuentemente en este tipo de
alimentos.

4.~ Determinar la correlacidn nu existe entre el
nidmero de 5. auraus y la presencia de idnterotoxina.

Ut

.~ FProducir e identificar la Tnterotoxine a partir
de cevas aisladas y compzrar los resultados obtenidos —-—
con los del método de extraccidén de Enterotoxina en el -

aueso.
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AIFOTESIS:

Dado que la calidnd sanitaria de los nuesos so——
bre todo los frescos es muy deficiente, pues un 20 % de
estos tiene un numero ds S. aureus por arriba del 1imite
permitido (Archivo Dpto. de ¥icrobiologia Sanitarig LL.N.
R.), seguramente se encontrardn presentes entetoxinas en

los quesos analizados,.
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MATERIAL Y METODOS:

Je analizaron 30 musstras de

o frasco para de-—
tectar enterotoxinn e

s
stafilocdcica (Método de reiser, Co
naway ¥y Bergdoll); a2 su vez se hizo Nz

cuentza de Stanhy-
lococcus aursusg

¥ se vrohd nara ver si .era capdz de produ
cir 2igfin tino de enterotoxina.

5l método de extrzccidn se efa2ctud a partir de 100
gramos de muestira haciendo varias extracciones ¥ concen-
trdndolo hasta llevar 2 un voldmen de 0.2 ml; el cuzl se
orobé con las diferentes antitoxineas.

erial que se utilizd es el comin en un 1z
boratorio de alimentos.

Enuino especial:
l.~ Liofilizadora

2.~ Centrifuga Refrigerads de alia velocidmd Beck-—
man odelo J-6

Reactivos especicles:

l.- Toxinas y antitoxinas de Stanhylococcus aureus

donadas wor el Dr. leriin 5.
asi como su forma de nrenaracidn.

las cuales fueron Bersgdoll,

b) ¥étodos:

I.- i#étodo Baird-Parker para la cuentza de Stanhvlo
coccus aureus.(20), Ver diagrama Wo. 1 pag i¥o.45.

l.- Pegar 10 g de queso y homogenizar con 90 ml de solu-



c¢idén amortiguadora, en un vaso de licuadora estéril, du-
rante 3 minutos.

Esto constituye la dilucidn 1:10, a vartir de esta
preparar diluciones mayores, hasta 1x105.

2.- Trasferir 0.1 ml de czda dilucidén en cajas petri ~ue
contengan azar Baird-Parker.

3.~ Distribuir el indculo con una varilla estéril, em-—-
pleando una para cada dilucidn.

4.- Incubar las cajas a 37°C por 24-48 horas.
5.- Realizar el recuentos de colonias tipicas de 3. aureus
(colonias negras brillantes, rodeadas de una zona blanca),

6.- Tomar 4 colonias tipicas de 3. aureus por cfdz ali--
mento y efectuar la pruebza de coagulasa ¥y termonucleacza.

7.- Determinar si las cepas aisladas son toxigénicas nor
el método de la mieroplzco.

II.- Prueba de la Coagulasa.(l7, 20). Ver Diasrem=
No. 2 y 3 pag WHo.46, v 47.

1.- Sembrar en 0.5 ml de caldo BHI (Infusidén, cerebro, -
corazén) las colonias seleccionadas de 3. zureus(cada co
lonia tivica en diferente tubo).

2.- Inoccular en 0.5 ml de caldo BHI cepas conocidas de -
S. aureus y S. evidermidis como testigo positivo y nega-

tivo respectivamente.

3.~ Incubar a 37°C durante 24 horas.
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4,~ Trasferir 0.3 ml a un tubo estéril vara la vrueba de
la termonuclezsa.

5.- Agrecar 21 resto del cultivo 0.2 ml de plasma de co-
nejo diluido l:L con solucidn salina estéril al 0.85 <.
6.~ Incudbar a 37°C, observar desvuds de 4 horas hasta &
noras siguientes, como maximo 24 horzs, ddpndose como bo-
sitiva la pruebz en anuellos tubos dond: ,s2 vresentd un
coaxzulo firme bien constituido.

III.- Prueba de la Termonucleasa. (17, 20). Ver —-

diagramz ¥o. 2 paz Jo.46.

.~ Adgrezar a un poritzobjetos limpio y desengrasado 3 ml
agar 2zul de Toluidina-DifA fundido, esparcirlo
da la suparficie y dejar solidificar.

2.- Hacer perforaciones de 2 mm de didmetro.

3.- Calentar el cultivo de caldo BHI en bziio maria a ebu
1licidn cdurante 1% minutos.

4.—- Prasferir uas zotce de cads tubo a un orificio de la
laminilla, poner en otros orificios el testigo wositivo
v testigo nesativo resmectivamente.

- o]
5.~ Incubar en chAmora himeda a 37 C durante 4 horas (co-
mo mfximo 24 horas).

6.~ La aparicidn de un halo rosa alrededor del orificio
se consider2 como una prueba positiva.
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IV.~ Produccidn de Znterotoxina 2 partir de cepms
de S. aureus. (20). Yer diazrama Ho.4 pasio.48

1l.- Cortar circulos de wapel celofdn para didlisis » cir
culos de papel Filtro, humedecerlos con asua destilada y
colocar alternctivamente en una cajaz de petri nara este-
rilizar.

2.~ Colocar los circulos de celofdn estériles sobre pla—
cas de agar 3HI pH 6 sin nue se formen burbujes.

3.~ Distribuir de manera homogénea con un hisopo estdril
la c¢epa aislada del agar 2aird-Farker, cozgulzsa pogiti-
va, termonucleasa positiva prolifersda en 5 ml de caldo
BHI a 37°C por 24 horas sobre el celofdn de 1z nlaca.(¥g
ta: en total las colonias probadas son 4 por cad= alimen
to analizado).

4 .- Incubar la placa a 3700 durante 24 horas.

5.~ Cosechar el crecimiento del microorz?nismo en 2.5 ml
de Ra,HPO, 0.01 M movisndo la cajza con un2 varilla de vi
drio; y sustraerlo con una pipeta pasteur, pasarle a tu-
bos de ensaye 13x100.

6.- Centrifugar el cultivo obtenideo 2z Y 000 rpm/30 min.

7.~ Utilizar el sobrenadante transparente pzra identifi-
car el tipo de enterotoxina.

V.- Xétodo para Bxtraccién de iEnterotoxina en Ali-
mentos. (28). Ver diagrama Wo.5 paz No.49-

1l.- Fecar 100 g de aueso f{resco, agregar 140 ml de aszua
destilada , triturar y homogzenizar durante 3 minutos en
vaso de licuadora.



2.- Agresgar 10 @l de HCYL 1.0 ¥, mezclarlo
lo haszta uvn pH finel de 4,5

bien ¥ llevar-

e o .

.- {entrifucar a 10 J00rpm a 4 C durante 2% minutos.

4.- Fasar el sobrenadante a un vaso de precipitados, ajus
tar el pif a 7.% con ¥a0d 5 M. ;

J.— agregar 15 ml de cloroformo (se agrega 1 mL de clorg
Tormo vor czda 10 ml de sobrenadante). lezeclar con agita
dor mzsnético durante 3Iminutos, centrifucar nuevamente a
19 200 ropm a 4°C Gurants 25 minutos.

6.~ Piltrarlentamente el sobrenadante a través de una 23
sz humedz, ajustar el sobrenadante 2 un pH de 4.5 con —-

IC1L 1.0 i, si se forma alsun precipitado, centrifugsar --
e

otra vez y desczrtar el precinitado.

witado centrifuzar de nuevo y descartarlo.

T+~ Ajustar el pd a 7.5 con NWaOH 5 i, si se forma nreci-

-~ Agregnr 20 @l de resina C3-50 con un p¥ de 5.5 (20ml
de resina vor cadm 100 ml de sobrenzdante).

idn ¢e la resina: Pesar 100 g de resina ¥ susnen
1.5 1t de agua destilada. Asgregar MaOl 5 M has-

itar durznte 1 nora. Lavar Lz resina varias
vecas con azua desitiladz.

Agresar (CL 6 o hosta pil2 arsitar durante ). hr. La-
var la resinz con agua destilada varias veces hasta ~ue
ten=z el pi del asua destilada. iaresar solueidn amorti-
zZuadora de Ffosrfatos de sodio 2 un pdH de 5.6. 31 pH final
de la resine debe de ser de 5.6=5.9-

9.- 4aitar con una ovarra macnéticn durante 1 hora a 4°¢.



10.~ Utilizando un embudo Buchrer colectar 2 resi-
na y lavarla con 200 ml de solucién reguladorm de fosfa-
tos salina pH 5.9, 0.15 K diluido 1:10, descartar el la-
vado.

1l.- Resuspender la resina en 30 ml de solucidén re-—

guladora de fosfatos 0.15 ¥ con 0.9 i de NaCl, ajustar -~

el pH lentamentecon sgitacidn a 6.8; agitar con un2 ba--
rra magnética durante 45 minutos a 4°C.

12.~ Usando un embudo Buchner filtrar la resinmt —-—
guardar el eluido y descartar la resina.

13.- adadir 1 g de agar purificzado 31 eluido y a=i

. - o
tar con pvarra magnéiica durante 1 hr a 4°C.

14.- Utilizando un embudo Buchner filtrar el awar,
recolectar el filtrado, descartar el agar.

15.- Pasar el Tiltrzdo a un tubo de didlisis, eolo-
car el saco en una solucidn de polietilen =iicol (30 %)
durante toda 1z noche parz concentrar.

186.- 3acar el tubo de didlisis de polietilen =Yi--—-
col y lavarlo con agua tibia. Dejar el saco durznte 70 -
minutos en agua tibia.

17.- Colocar el extracto en un tubo de centrifusa
¥ lavar el saco 3 veces con agua destil=zda cuid=ndo de -
que el voldmen no sea mayor de 5 ml.

18.-~ Agregar 0.5 ml de cloroformo al tubo ¥ a2gitar

vigorosamnente.



30

7 500 rom durante 15 minutos. Hacer 4

ara evitar interferenciss en los resul

20.— Trasferir la capa =Rcuosa a un2 frasco penuedio y Llio

filizar.,

21l.~ Disolver el liofilizado con 0.4 m1l de trinsina al -
1 ¢, dejar digerir durante 20 minutos.

22.~ Hacer lz prueba de microplaca para determinar la -
presencia ae enterotoxina ¥ el tipo de este.

VI.~ Identificacidn de =nterotoxines.
Técnica de Jicroplaca. (7) Ver diagrama YNo.6
wvag 1o0.50.

1.~ Usar portzobjetos sin ravar, limnios y-'dessacrosados.
2.- Cortar cintas de aislar de aproximadamente 9 cm y en

volver los portzobjetos desengradados en ambos éxtremos,

de jmndo una distancia de 2 cm entre las cintas,

3.- Colocnir en Yz surerficie delimitada por tas cintas -
0.2 mL de azar al 0.2 %, dejar solidificar.

4.— Colocar sobre lz nelicula de agar 2.4 ml de amar no-—
ble al 1.2 %. (Freparado con 2.£5% de {TaCl, 0.8 ¢ de bar
bit2l sddico y merthiolate cristalino 1:10 000) de i, ——
T.4

B

5.- Coloczr el molde vreviamente ensrasado con silicén -
501

Cbre el azar inmediatzmente, antes de nue solidifinue.



6.~ Dejar solidificar la placa en cdmara himeda durante
10 minutos.

T7.- Una vez solidificada la wmlaca llen=ar los pozos de la
siguiente manera:

Z1 molde tiene 5 wozos los cuales se llenzron con
vipetas Oxford.

Fozo 1: Antitoxina pnaitrdn
@ @ €)) Fozo4 y 5: Toxinas woatrén
Fozo 2 y 2 luestras problema

8.~ Incubar en cdmara himeda a 37°c durante 24 horas.

9.~ Quitar el molde de nléstico con cuidado de no des——

vrender el agar.
10.=- Lavar con agua destilada durante 3 minutos
1l.- Sumergir en dcido acético al 1 % durante 3 minutos

12.~ Leer con ayuda de una lémvara la presenciz o ausen-—

cia de bzndas de identidad.

31



RESULTADOS:

3z

Tabla No,

1

Cuenta de 3.

eatudiados.

aureus en lms muestras de auesns fresecos

Colanins/ag 170, de muestras ot % Acumulado
iignos de 190 3 10.0 10.0
101 - 12,000 1 3.3 13.3
10,701 - 109,030 5 16.6 10.0
130,001 - 200,000 3 10.0 40.0
200,001 - 300,000 2 6.6 46;6
300,201 - 409,000 0 0.0 §é.€_’ 
409,001 - 509,000 1 1{3
500,001 = 609, 300 0 6.0 5. 50.0]
600,001 - 700,927 2 ;.é ‘7,5éi65
700,001 — 200,000 k! 19.0 . 66.6
800,001 - 900,009 o 0.5 66.6
900,001 - 1,000,000 2 6.6 73.2
Mds de 1,000,000 2 26.6 ag.8
TOTAT, 30 100.0 100.0

Tabla ordenada de menor a mayor nimero de 5. 2ureus nor

mrano de muegira.




Tabla fo. 2

telacidn Znire Coagulosa v Termonucleasa de 5. aureus
Tn los Nuesos Freecons sAnalizrdos. )
Ho. 7%
Coagulasa wmositive: 24 g0
Coazulasa negativas [ 20
TOTAT, « 20 L 005

Termonucleasa positiva:
Termonucleasz nesativa:

TOTAT " i )
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Tabla No. 3
Relacidn de la Presencia de Znterotoxinz en el Llimento v en
las Cewas Aislzdgs de 3tanhvlococcus aureus

ENTER0TOXINA
No. de Muestras [ | Alimento Cena de 3. pureus
3 20.00 Negativa Veartiva
5 15,56 Pogitiva Ner2tiva
5 16.66 Memativa Positiva
14 46.66 Positiva Positiva

Total 30 100.00 —— -




Tabla No. 4

35

2elacidn de lag muestras nue presentaron enterotoxina en el

2limento y en las cepas zisladas de 5. aureus.

No. de Enterotoxina Sriterotoxina de la
fiuestra del alimento cepa de 35, aursusg
1.~ (4) B ABC ”

2.= (%) . B B

3.- () *B AD

4.- (9) AB AB

5.- (10) B AB

S.~- (12) A A

7.- (15} A D

&.- (18) A AD. -
9.- (19) AB B

0.~ (20) AZ AB

1l.- (21) AB B

12.-~ (26) A AB

13.- (27) *B A

14.~ (29) B ABD

43n dos muestras Los resulicdos no fueron completamente

claros, por lo anue se reportaron como negativos, para la
toxina tino A




Tabla Wo. .5

liuestras de onuesos frescos anslizados varza detectar Lz
Presencia de Enterotoxina estafilococica (S.E.)

oF,
%

Muestras positivas (S.E.) 19 63.33
Muestras negativas 11 36.66

Total de muestras trabajadas 30 100.00

Tabla No. &

Tipos de enterotoxinas identificadas en las muestras
de quesos frescos, asi como sus vorcenta jes.

Tipo No. de veces aue %
se identificé

A 7 36.84
B 8 42.10
P 0 06.00
D Q 00.00
AB 4 21,05
Total 19 100.00

En dos. muestras los resuliz2dos no fueron commle-
tamente claros por 1o cue se reportaron como negatie—
vos, para la toxina tivpo A
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Tabla. No. 7

Frecuencia de loc Diferentes Tinos Inmunoldeicos de 19
Cepas Eniterotoxigshicas obtenidas de los muesos analizados.

Tipo Mo. ot
A 13 39.39
B 11 22.33

o 00 00.00

Total 33




ANATLISTIS ¥ DISCUSION DI RESULTADOS:

Se analizaron 30 muestras de quesos frescos de los
cuzles un 90 %, los oue corresvonden a 27 muestras, se -
encontraron fuera de los limites estazblecidos por la —=-—
5.S.A. parza este tivno de vproductos (1 000ecol/z). (20)

' 21 ndmerc de Stanhylococcus aureus varid desde me-—
nos de 100 col/g hastza mds de 1x106col/z. Ver tabla YNo.l
vag No.32.

De los 30 nuesos frescos analizados, & (26.26 %) -
presentaron cuentas superiores 2 un milldén de bacterias
por gramo de alimento, Lo nue nos indica un alto riesso
de este tipo de productos como posibles czusantes de bfg
tes de intoxicacidn, ¥2 aue se ha publiczdo nue se nece—
sita tener una cantidad de 10,000,000 de 3Stanhylococcus
gureus por gramo de alimento para poder demostrar dichas
enterotoxinas. (21)

También se puede observar en la iabla No. 1 ~ue un
10 7 el cual correcponde a 3 muestras,presentaron menos
de 100 col/g; es decir aue si estan dentro de les limi--—
tes establecidos por la 5.3.A. (20); pero viendo los re-
sultados de enterotoxigenicidad, dos de estz2s muestras -
si presentaron enterotoxinz en el alimento, indicendoncs
que son .peligrosos parza el consumidor, pues el 3. zureus
encontré las condiciones adecuadas vara producir su ente
rotoxina pero sue en algun momento durante la elaboracidn
del alimento el S. sureus murid cuedmzndo su eniterotorina
la cual es termoestable. (20, 231)

Como se puede ver en la tabla Wo. 2 pag No.32, con
resvectoc a la prueba de coagulasa se obtuvo un 80 % de -
positividad la cue estd un poco abajo del valor obtenido
vpor Lachicz aque es de un 383 5, con resvecto 2 la prueba
de la termonucleasa se obtuvo un 90 7, también un poco -
abajo del obtenido vor Lachicz aue fue del 895%,(12, 13)
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Ovservando ambos resultados se puede ver aue las -
dos pruebzs son dtiles como un indice de contaminacidn -

con 5. zureus, notdndose cue la prueba de la termonuclea
sz tiene me

jor relacidn con el Stanhylococcus aureus oue
la pruevza Ge 12 coagulasa, ¥ya aue en nuestro ecaso un —-—-—
10 i3, el nue corresponde 2 3 muegiras dieron coagulasa -
nezativa, termonucleasa wositiva,
la pruebn de la coagulasa,
rian como

¥ si solo se realizara
estas muestras se descarta———

vosibles contaminantes de S. asureus, vues en -
la mavoria

de los lavoratorios la prueba de la coagulasa
se utiliza como una prueba de identificacién definitiva
s¢ ha intentado, correlacionar la produccidn -
de enterotoxinas con la produccidn de coagulasa,

Tero

termonu
cleasa y la fermentacidén de manitol, habiéndose comprobz

do que ninguna proviedad dnicza, ni combinacidén de oropie

dades constituye un indice absolutamente fiable de ente—
rotoxigenicidad. (14)

Pero de acuerdo a porcentajes, para la prueba de -

coagulasa (93 ) y la2 termonucleasa (95%); dados por La—

chica; (12, 13) estzs pruebas de acercan mds en la obten
cidn de 3. zureus enterotoxizénico, de ahi nue se sugie-
de ambas vrushas »arz no correr el ——-—

muestra contaminada con 3. aureus pro-—

ra la rezalizacidn
rieszo de dar una
ductor de enisrotoxinas como negativo.

sn la realizzcidn de la coamulasz se empled nlasma
de conejo para evitar cualnuier tipo de interferencias
(22).

In la tebla No.3 vag

lio.34se observa nue en 5 mueg
trzs {(16.66 %). se encontrd

enterotoxina en el alimento y
las cepas aislzdas no fueron canaces de producir ninsgin

tipo de toxina, debido probablemente a2 nue el 3.

aureus
no fue capaz de sgsovrevivir,

pero su enterotoxinag nersis-
te debido a nue es termorresistenie, (30)

2zto es muy importente va acue cuando se utiliza al



8. auresus comc indice de contaminacidén, vero sobre todo
si la cuenta estd dentro de los limites vermisibles, es—
te alimento se tomaria como no riessgoso, como es el casgo
de dos muestras nue tuvieron una cuenta de S. zurcus de
menos de 100 col/g.

Los tinmos seroldiricas identificados en estas cinco
nuestras fueron: B; A; A; B; v A, siendo el mds frecuen-
te el tipo A.

Un 16.66 &, el cual corresnonde 2 5 nuesiras, fue-—
ron negativas en el azlimento y positivas en la cenz, ob-
teniéndose los siguientes tipos seroldesicos: D3 4AB: D; -
ABD; y AD, de las cinco muestres en cuztrs se encontré —
toxina D, en tres el Hivo A y en des el Hino 3, siendo. -
el més frecuente el tipo D, luego el A y por dltimo el B.

En tres muestras se encontrd mds de un tino de to-—
xina (ABD), lo cue concuerda con a2 literaturz va ~ue no
se ha encontrado cepas productoras de mds de tres tinoz
diferentes de. enterotoxina. (1&,20, 3?)

En esta misma tabla se puede ver nue un 46.56 < de
las muestras anzlizadas se encontrd enterotoxina en el —
alimento asi como 1las cevpas aisladas fueron cavnaces de ~
producir algun tipo de toxina.

En la tabla No.4 pas Yo.?2 se describe con deialle
el 46.66 % de muestras nositivas vpara-la presencia de en
terotoxinas.

Se puede notar nue los tiros zeroldr~icos identifi-
cados en el alimento concuerdan con los obtenidos nor —-
lzs cenas aisladas, es decir nue el 3tapnvlococeus ou——-

reus encontré las condiciones adecuadas tanto de humedad,
pH, ¥y temperatura (24) nars reproducirse y elaborar su -
toxina en cantided suficiente nz2ra ser detectnda nor el
método de microplaca, noténdose ~ue en algunas muestras
se detectaron mds de un tivo seroldzico de enterstoxina.
¥n ftres muestras los resultados son diferentes: —-
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Tues unza de estas tres muestras presento toxzina tipo A

en el alimento y %toxina tino D en 1la
se puede cdeber

cepz2 aislada, esto
a rnue vara aisliar un: cenza de 3.

aureus e
identificar el tipo inmunolégico de enterotoxinr se se-

leccionaron 2l azar cuatro colonias del

medio Baird-Par-
ker,

es decir nue las cue se seleccioniiron pudieron ser
cepas no productorzs del tino ya identificado en el

ali-
mento, es decir el tipo A.

“n dog de estas tres muestras

2 lag cuales se Tes
nuso un zsterisco, L

el resultado en el 2limento fue un po

co dudoso, ya cue si se formé banda de precivitacidn al

tipo seroldgico A, mero no se cerrd el curdro, vor Lo --—

que los resultades se dieron como necativos. {(21)

31 tino seroldgico mds frecuente en el alimento se
dz a continuacidn en orden decreciente: B3 A; anui no se
lo=rd identificar los tipos seroldégicos C y D.

in las cepas aisladas de Stavhylococcus aureus el
tino saroldgico més rrecuente fue el A luego el B v por
dltimo el D.

Por lo tanto de las 30 muestras de nueso

analizados el 63.32 ¢ contenian enterotoxina. Tabla Wo.S

fresco =~-—

vag Ho.b .
B +

3 totza)l como se nuede ver en la tabhla No. 6 pag

o. 36, se obtuvo en el alimento un 26.84 % del tipo se—
roldgico A, un £2.10 < de 3, ¥y vn 21,05 ¢ de AB.

fot#fndose nue el origzen de la contaminacidn de es—

2]
ol
3

ntoz fusron de cewnas de origen humano, posible—

meante en la elaboracidn o con un wmal manejio del producto

nor el onermdor, ya nue de acuerdo con la literatura la

torxina A oroviene de cenas de orizen nhum~no, ¥ la enterg
toxina 3 proviens tanto de cemas humenss como animales.
23, 28).

X

12s capes aisladas de 3, aureus fue de un 39.39
varz A, 33.33 ¢ para B y un 27.27 % nara D, —-
Yer tabla No. 7 vag No. 37

norciento

AL



Con estos resultados se deduce nue el orisen 3e la
contaminacidn del alimento fue tanto hummna como animal,
vues las enterotoxinas C y D provienen de cepas animales
(vzcas enfermas de mastitis)., (33)

Por lo tznto, el papel nue desempefiz 1la manipula--

cidn humzna es muy imporiante pues la mayoria
inmunolégicos de enterotoxinz oue se losgraron
car son de origen humano.

de tiros -
identifi--

a2



L.- La técnica de extraceidn de enterotoxina direc

del alimento Tue satisfactoria, ya nue se obtuvo un -
33 75 de positividagd.

2.- 21 método de extrzccidn de enterotoxina direc-
ta _del alimento es bueno, pero solo se recomienda cuando

se erncuentren alimen%os involucrados en brotes de intoxi
cacidn alimsntaria.

3.—- llo se recomiendza la realizacidn de este método
d2 extraccidn como una prueba de rutina en los alimentos,
debido a aue es muy laboriosa, no es una prueba rdpida y
3¢ renuiere de eauipo especializado asi como de reacti--
voz aue no se encucatran disponibles en 1 mercado.

4.~ De las 30 muestras, 27 (90 %) contenian un ni-
mero elevado de 3tanhylococcus aureus, por Lo nue el re—
cuento de este mi

croorganismo basado en la realizacidn -
de la nrueta de la coagulasa asi como 1la de 12 termonu--—
cleasa sigue siendo un buen indicador del riesgo poten——
cial de nue el alimento vueda contener enterotoxinas.

5,- Los tinos inmunoslészicos de enterotoxina aisla-—
dos méds Ifrecuentemesnts fueron el A y el B, lo ~ue una —-
vez mds nos confirma Arue el vanel desemvefiado por el ma-
nivulador es muy immnortante como una fuente de contaminag
cidén del alimento y este a su vez cause intoxicacidn ali
mentaria,.
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TRATAMIENTO DE MUESTRAS

METODO DE BAIRD — PARKER 90 mt de regulador
DIAGRAMA NI de tosfatos
pH 7.2

10g MUESTRA

Homogeniza
1 min

1:100 @

90 a0
mi oml e Jomi

..

INCUBAR 37°C /24 hs




AGREGAR
0.2 ml DE
PLASMA

PRUEBAS COAGULASA Y TERMONUCLEASA

DIAGRAMA N22

O.5m! B.H.\.
35°C/24nhs

L. COLONIAS CARACTERISTICAS

CO 0

o.zf V »
w‘

=37°C/6-24 hrs

é—
W
3

CALENTAR

GIOH0

FORMACION DE COAGULO
LECTURA

&) _0

O
019,

AGAR BAIRD PARKER

PLACAS A. A.T.

100°C/ | Sminutos \

4 hs/35°C
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PRUEBA DE LA CQf\GULASA

DIAGRAMA

NEGATIVA I+

0 0
2200

NEGATIVA

2+

O

47

N
3+

(&0

— NINGUNA EVIDENCIA DE FORMACION DE FIBRINA

(1 H)— PEQUERNOS COAGULOS NO ORGANIZADOS
(2+)— PEQUENOS COAGULOS ORGANIZADOS
(3+)— GRANDES COAGULOS ORGANIZADOS
(4 +)— coaguLO PERIECTAMENTE FORMADO
NO SE DESPRENDE AUN INVERTIDO EL TUBO
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PRODUCCION DE ENTEROTOXINA

- DIAGRAMA N24

—
Colocar el
5 cultivo sobre el /7 Yy » \ncubar
Sml colotdn y distribuir > 370c/2av. T2
con un hisopo esteril
CULTIVO
Saureys
24h BHI
Recoger crecimiento
Membrana de
“"2},“" ceeccmesmecann / con 25 mt de
l l NaHPOy  0.01M

Agar BHI pH 6

Realizar la prueba Centrifugar
de microplaca e 30QQ. ,rpm/A3Qrmin
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Extraccifn De Enterotoxina Directamente de Alimentos

<
140 m1 .,l
s
N2

'

020

©

—_—
da "20 dest.
100 g de quese

Bll/""

—

Agitar 3.0 min.

8000
20 min/ube

7

=1 Lavar con
‘\‘ regulador
\.—-— — de fosfato

[-:~]
Agitar } hr/icQ desechar

o~ 1g de agar

(i

g -

Agitar 1 hr/woC Eliminar el

0.5 ml de

CHCIJ
@

7.500 / 4°C
13 min

Agar

Agltar vigorosoments

Howogenizar 3 min.

DIAG

's

H

Mezclap

RAMA N25
10 mk. de
e an Ajuscar g 7.5 P
g — R
con KaOH SH __lﬂ
<con agitacion
8000 rpm. 15 ml. de
20 min/ubC CHC1,
Ajustar pH 4.5 Ajustar pH 7.5 20 w1. de
con HC1 6N con NaOH 3N rezina

Eliminar el

CHCY,

3

Resuspen

der con™

30 ml. de —ww
Wa HPO, 0.15M

-~
% Filtrar y Lavar
Agitar 45 wmian/ueC

PH 6.8
Sumergir to Sumergir
da la noche 10 - 20 min

5 ml.
_—— aprox.
Polietilenglicol Agua caliente
Realizar
. e [[] e o a
micropiacae

Elimindt CHC13

Liofilizar




50

-
PORTAOBJETOS CON UN AREA DELIMITADA

CON CINTA PLASTICA

DIAGRAMA NEB&

CROQUIS DEL MOLDE DE PLASTICO

C CFET IO- 238
I' ‘-
"0.158 ¢

Acotaciones en centimetros
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