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GE1·:m:\-:\!!IDADE:S 
l.- Historia de Stauhvlococcus aure~~-

~stafi 1.ococo proviene del vocablo griego ~tahy 
lé fllle si.gnifica racimo de uvas y coccus r;ue nuiere de-­

cir granos o bayas. (22) 

";n 1.971:1 ,;oberto Koch fue el primero en descubrir -
al est:-;filococo en un pus humano.(9) 

~n l.tH:)U, r-·asteur descubrió el. germen como un or~a-­

nis~no :for:ne..do de :per¡ueños pun·t:os esféricos agru"Pados en 

P~rejas de dos ~ranos, pero frecuentemente asociados en 

~eoue3os acumulas. 

·:~n eGte mismo nño .On.o:ton observó células ba.cteri:?.­

n2.s redondas en el pus de un absceso. Por su a,9:run~ci6n 

semejante a un racimo de uvas les dio el nombre· e:\~ "est~ 

f'il.ococos". 
~n lR84 ~osembach realizó un estudio detallado del 

estafilococo y· descubri6]:_as variedades de -pi.~entaci6n -

cooo doradas, blancas y n~ranjas, denominándose respecti 

vamente §;~re~ .§!:lb~ y ci"t!_~~l?.· 

Desd•3 1884, taxonomicamente los estafilococos fue­
ron puestos dentro de la fami 1.ia :;'!icrococcaceae. 

En 1965 se di3tin.~uieron los ~éneros ~ylo~ 

y ;:i~icrococcus '!JOr 1.a fer:nentaci6n de un azucar (gl.U:cosa), 

?.demás ñe ~ue el ~énero Stanhyl.ococcu~ contenía 1.a mayo­

ría de los cocos Gram positivos parasíticos, anaerobios 
facu.l tativos, con "f)roducci6n de ácidos de ~lucosa en COE: 

diciones de anaerobiosis.(3} 

2.- Características de Stauhvlococc~~-ª-~~~~~· 
El .:;. ~i¿~ esta distribuido arn-pl.iamente en 

la naturaleza (aire, !JOlvo, suel.o, rol;la, agua, aguas ne­

gras etc.). 

1. 



La princi -ria1. fuente de contHminac ión de este micro 
organismo es el hombre, encontrándose en nariz, mr-.nos .~.r 

heridas infectadas.(27) 

Actualmente ~2:._~<:1!§. se define como un coco ·;re.m 
positivo, anaerobio facultativo, inmóvil.es, no es"f'orul.o­
dos cuyo diámetro varía de o.P, a 1..2 :nicras. 

Puede ser cultivado en I!'ledios ·nue cont~n . .c;an 7-5 :-~ 

de sal., se desarro 1 .la. en cual.~u.ier te.m~e!"3.tu~P. entre l_O 

y 45 grados centigrados, siendo 1.a de ,7o C 1.a mejor te~ 
~eratura pP-ra su crecimiento. 

El rango de pH .,,ara 'lUe cresca esta dentro de A.2 

y 9.3 y su pH Óptimo esta entre 7.0 y 7.5.(3) 
La mayoría de ce-pas de Sta-oh::rl.ococcus ~-~ "P.ató­

~eno fermenta~ el manitoL, producen hemó~isis y son co~­
gulasa positivos, estudios recientes han demostrado 1.a -
producci6n de otra enzima, 1.n termonuclea~a~ "Ue resiste 

a.1 igua1. '"!UB las enterotox.ina.s a muchos !...""nctores ad"'l~r-­

sos para los microor,.g-anismos. 

La es-pecie ~~ es :fosfat:.:i.sa -positiv8., -produce -

ácidos G..e la dextro~a., 1.actos2, s~.c·~trosa, r:i?..nito]_ .'r s-li­

cerina, reduce los ni.tratos a nitritos, hiñrol.ii:.:·.a 'la --­

urea y reduce e'l azul de met ileno. ( ~) 
El St~~iococcus au~~ produce también enzi~as 

proteolíticas con lo ciue a·dr.uieren resistencia a 1.os 1.í­
pidos bactericidas de 1.a piel. 

El S. aureus produce meta.bolitas ,. enzimas bacte-­
rianan 1ue son los si~uientes. (9) 
a) Antígenos de superficie 
b) Coagulasa 
c) Hialuronidasa 
d)Estafilokinasa 
e) Gelatinasa 
f) Proteasa 
g) Lipasa 
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h) Tiecitin~.sn 

i) :.los:f::!!:tnsa 

j) Liso2.i::i~ 

k) ?eniciJ.in?.sa 

1.) Torr::.onucloasn 

r.i) :•::rntoxin2-s 

n) ~nt8rotoxinas. 

A conti~uación se describen las más usRd~~ ~2r2 la 
ide!"'~~;if'ic:.:=.ción de ce:pas de S. e.ureus pató~eno. 

Q.~ulas&..: 

T1eo TJoeb er-. 1..90?. uih vitro 11 utilizo' n1.a.sma de -';;~nzo 

?f ~udo obscrv2r riu~ el ~:?.nhvl.oc0ccns :?~ infl_u{a er;­

?GCÍfic~:nente en el. fenÓi!1cno de l_a coa..ry;u1.~ción d.e 1.a sa!!: 

-;re, debido nrob:J.hlcm.ente n. una enzima nreform8da en e1. 

c•Jltivc .Y se d~do .. jo nue 18 r:lO.yor{P.. ele las cepos !lat6~enes 

de esta. cs!:i2cie Da:ra el hombr8 rroclucen un2. subRt::incia -

nroteicc... ~ue se cor:rt;!Orts. CCr!lO una enzimr. y nue coa~1_a -

el.. n'J.O..i:;:.1;-". o:-:~-lr:t~··dl o o ci trP ts.do en -presenci?. de un fnctar 

co~t2nido en ~UC~!OS sueros. 

:~::te fri.cto!"' !"'e2.cci.on~ con "la coa.i:;nl.as.":l, . .rrenerando -

ent~rc.sf'. "!:r v.nG. activicle..d de coe.,i:;ul.nción. (1.0) 

J,a ter::'!O!'lucler.s?. es una enzino.. e:.i:trace1.ul.G..r ,.,ue hi­

óroli~~ los cnl~c2s ~ster de fonfnto del DliA. 
J.Jo. D!·:A::!S3., mu-.r común eri. tejidos al'"'ime1.es y microo:r­

~:?-nisno:1 n.tF..°c'"'I lo'S enl.~.ccs 5 '-p?.rP.. d..,..r ?:runos finr-=~.cs de 

3'rnonof0orrto .• (9) 
.:!!s un:.~. ~n?.imrt r:1u:v cnt":1b1.e al.. calor, -puP.s resi..ste ~­

tcmnerntvr~s de eb~llici6n durqntc ~5 minutos, no es --­

i11,..1c:tiv: ... tln. nor concent-rr·cion0s e1.evr-.<l.:-s r:le c1.o"!""u.ro de sE_ 

dio. 
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Ente:rotoxinas: 
Estas se verán más adelante. 

3.- Métodos utilizados en el aislamiento de 3.au­

~· 
En 1946 Chapman desarroll6 el medio No. llO y 

el medio Chapman Stone; ambos contenían sal e incornora­
ban la reacción gel.ati.noLitica 11 :{eacción de Stone" .. 

En 1949 Ludlam reportó el uso del telurito de no­
tasio como un agente selectivo de diagnostico para los 
estafilococos. 

ii:n 1955 Zebovitz y Ev?..ns desarrol.laron el a!';ar te­

lurito. 
En 1960 ei agar Vo5el-Johnson apareció coCTo resul­

tado de la adición de clururo de litio y el teluritc de 
potasio al agar sal-manitol. 

3stos medios son diferenciados por el tipo de a.c:;e!! 

te selectivo usado en el medio de aislamiento como: 'Jlc­
ru:ro de sodio, telurito de potasio,glicina, azida de so­
dio, polimixina, etc. 

Uno de los medios selectivos más r9cientes ~ara 

el es-i:afilococo coagulasa positivo fué 18. ?.dición de :'e­
ma de huevo como un agente de dia'°"'óstico. 

4 

Colbeck, en 1956 desarrolló el -primer medio :;eme -
.de huevo considerando (" ue 2.!~11hy1.ococcus 2.Ureus er::D1.ea -

la lipovitelina del huevo y ocasiona la transparencia del. 
medio debajo y alrededor de las colonias. (~4) 

En 1971 Kinor .'f marth concluyeron nue el. '.nedio --­
Baird-Parker era específico para la detección y enwnera­
ción de s. aureus en los alimentos.(22) 

El crecimiento de Stanhvlococcus aureus en este m~ 
dio es: Colonias negTas, briL12ntes, convexas de L.5mm 



de diámetro y coagulasa positivo al realiz~r la ~rueba. 
(2, l4). 

4. - 3nfermedade s de Stanh;r:Lococcus e.ureus • 
.3. aureus está entre las bacteri~s de mP:yor i~ 

?Ortancia como a~ente etiol6gico de enfer~edades en ei -

.!:1u1nc..no ~.: -puede c2.usar desde una g!'Rn variedad. de infecc19 

nes su~ur~tivas en 1n piel hasta enLermed~des de mayor 

oorta1.idad. cor.io 1.as septicemias, endocarditis, neurnonias, 

osteomielitis, menin~iti~t infecciones en heridas, asi -

como algunas toxinosis entre ellas Las intoxicaciones aE­

mantarias y los sindromes estafiLococicos de la ~ie1 es­

c<J.ld.ada. 

5 

Se aisla frecuente~ente de ~ortadores asintom~ticoo 

de 1.a TJiel, nariz, orofarinp;e, nasofarinJSe :r a:iarato :;-a~ 

trointestinal.(cl) 

5.- C~rac~~rísticas de 3tanhylococcus ~ureus en 

terot~xi~énico. 

Una d.e 1.as -primeras 'Pruebas er.11;>1.ea,::.as J'.lare identi­
"ficEtr a.l 3. aureus TJ?..t6geno, fue 1a. de manito1., ;ra rtue 

los estaficococos tienen ~a ca~ac~d-,d de fermentar~o.(~~ 
¡;ero se ha cie~nostrado ,,ue eL error nue presenta es 

mucho en CO!!!.ü3.!"~ci6n con la :Jrueba de coa~ul.asa, ;ra ,,ue 

dicha prueba es una pro-piedad biortuímica del. Jtanh~r,-C?_~­

ccus aure~~' no sucediendo asi con 1.a µrueba de ~anitol, 
yo. ri,ue ariar-ce de .3. aureu..~ otre.s bacterias pueden ferme_n 
tarlo cooo son: E. coli, Serratia marscencens, S. ty~hi 
A, etc. 



El S. aureus posee la enzima coaguLasa, ~ue coa~u~ 

1a e1 pcasma citratado humano y de conejo. 

La prueba de 1a coa,o;ulasa ha siéio tomada nara fun­
damentar e1 criterio en ca diferenciación de S. aureus -
enterotoxigénico patógeno de otros microor~anismos saur~ 

fitos re1acionados con éi. Sin embareo debido a mutqcio­
nes de 1a especie, hay cepas de 3tanhvcococcus aureus 
que han perdido la capacidad de producir coa~ucasa en 
cantidad suficiente para dar una reacción positiva, por 

lo que se ha buascado otra caractarística fisiocó::;ica -­
~ue permita hacer una mejor identificación de S. a~reus, 
como es la producción de termonucleasa; Lachica pub~icó 

un estudio en e1 que 1a prueba de termonucleasa nresenta 
más correlación nue la prueba de coa.gulasa con 1.a "0rodn~ 

ción de enterotoxina.(19) 
Se ha aceptado .o;eneracrnente nue ca producción de -

enterotoxinas esta asociada a ce~as de StanhyLococcus ~u 
~ coagulasa positiva,(1.8), sin embargo, se h~n aisl.8.­

do cepas enterotoxigénicas coagulas~ ne~ativa, ~ero ter­
monucleasa positiva. 

También debe tomarse en cuenta ~ue au...~~ue exista 

una cantidad e1evada de 8. aureus en el alimen·co no es 
suficiente razón para deducir (]Ue este microor;;anismo es 
el causante de la intoxicación alimentaria; por lo ~ue -

se haée necesario una 9revia demostración de nue la cepa 
_encontrada es enterotoxigénica o ca de~ostración de la -
enterotoxina directamente. 

6.- nistoria de 1as Enterotoxinas. 
En 1881 se pubcicó el primer brote de intoxici 

ción estafilocócica alimentaria. 
Vaur.;hn ingirió materiac extraído del. riueso respon-
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sable de la intoxicnción, y mostró los sínto~as de ca e~ 

fer;n:aü.ad.. 

S1. examen microscópico reve16 b8.cterias esféricas, 

concluyendo Vau:~hn '1Ue la.s bacterias prpC.ucían un veneno 

nue era el cuusante de la intoxicación a"J.imentaria. (22) 

La prii;iera intoxicación a.J.imnntari:=.t bien document!: 

da producida ~or los estafilococos fuó en e~ a~o de 19L4 

donde 3arber, estudiando un brote de origen cácteo aiscó 

e2t~filococos en re~eti~as ocasiones de unu vaca oue te­

nía ma3titi.s. 
3n el a:ío de l930, Dack y col. aisl.aron un estafi.:. 

lo coco de un ali:n·2nto ., ue ocasionó un brote de intoxica­

ción. 
·,;ara corn!Jrobar n ue el estafi 1.ococo era e1. cR.usante 

de dicha intoxicación, un ~ru~o de vol.untarios ingirió -

filtrado e3t9ril obtenido a partir Ue~ caldo donde eL e~ 

t~filococo aislado se cultivó, los voLuntarios presenta~ 

ron los sínto:·nas tí9icos cie 1.a enfermedad,. demostrándose 

sin Uuü.a. al~~uno.. le n2tural'?~7.R toxi~énica de1. síndrome. 

(2.?). 

Los brotes de intoxicación alimentaria publicados 

anualmen~B sobrepas2.n en núnero a cua1.riuier otro brote 

causQ.do por un a:;ente único y conocido como 3::il.mone1.·1.a. 

(l5). 

En Ingle.terre., asÍ_2.omo en Gal.es, se han pubLicado 

más de 2 000 canos de intoxic?.ción estafi locócica. al.imeg 

taria en los acloa de 1949 ;r c971, pero hay "P<'-Íses como -

~·~ueva Zel.anda :r Hun.o:ría en los riue el. S. aureus enterot2 

xi~énico causó má~ brotes aun nue ~l!t!2..IJ..~_s_E.o Clos-­

tridium uerfrin:;ens. ( l5) -----------

7 

Un estudio realizado en e1 Labora.torio Nacional de 

3alubridacl en Eéxico D.;,'. en .iunio de l957 y junj.o de 

l9ó2, se analizaron 524 muestras de nuesos, obteniéndose 

resul1;ados donde se demuetra 1.8. frecuencma de s. aureus 

(96.4 ~:,), ec c0.8 ;h de estas muestras causaron intoxica-



ción alimentaria. 
Un grave brote de intoxicación alimentaria causada 

por S. aureus fue re¡:;istrado en r.:éxico en abri1. de 1.97? 
demostrándose una cuenta de Stanhylococcus aureus en e1. 
medio de Baird-Farker aue oscilaba entre 1.xl.Ob y 5.5x1.06 

colonias/gramo a partir de las muestras anaLizadas de u_~ 

flan, procedentes de diversas fuentes. 
El alimento, así como las ce~as aisL~das a ~artir 

de dicho flan dieron la prueba de Do1.man y Termonucl.easa 
positivas, identif'icandose posteL·ior.nente una ce-pe. 'J?TO-­

ductora de enterotoxina A. (29) 

7.- Características de las ónterotoxinas. 
Las enterotoxinas purificadas son de aspecto 

blando, color b.lanco niveo, son higros~~,,icas y mu;r so\~· 

bles en agua y en soluciones sal.inas. (23) 
Las enterotoxinas son termoestabl.es y resisten ~. -

la ebullición durante 30 minutos. 
Las enterotoxinas son proteínas sirrin1-es, .., ue inc1.~ 

yen solamente aminoácidos. 
E1 hecho de oue u.nicamente el "J- ~r e1. C- terminal 

de aminoácidos hayan sido detect~dos para cada ent~roto­
xina, ~ndica aue son cadenas simples de :no,_ipéptidos. 

Los aminoácidos terminl?:J.es se dan en 1.a tab"la Ho. 2 
pag No. 1.0. uos estudios sobre conformación de enteroto~ 
xinas indica aue son molécui.aS comnactas. 

No hay .grctpos -SR libres y sol..o un puente disui_fu­
ro esta presente, pero este no es necesario nara 1-a acti 
vidad bio16gica como tam~oco para 1-a conformación de di­
cha enterotoxina. (24) 
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Tab'lu. ?lo. l 

Características 7Ísicas y ~u!~icaG de 1~s Entcrotorinas. 

Pro1Jiedad. A B e,_ ª~ D E 

Peso ~.~o1ecul.ar. 27 ,800 28, ~66 34,1.00 ~4,000 27 ,ooo ?.9,6,..)0 

Dosis·ernética., 5 5 5 5-LO 20 10 

( ~n50mce/rnono) 
Contenido de !li 1.6.2. 1.6.1. l.6.2 1.6.0 

tro~eno. 

Coefi,cientc do 3.03 2.78 3.00 2.go 2.60. 

sedimentación. 
Punto isoel.éc-- 6.9 <l.6 8.6 7.0 

trice. 
Absorción 

, . 
277 277 maxi-

ma(no.notr.0 tros) 
Extinción l.% 

1. cm. 1.4.6 1.4.4 

Cocf'!cicn~c de 9.RQ ~.?2 

difusión(D~o --
-.vxio-7 cm/sei;). 
1fiscosidad red~ 4.67 ~.fl1 

cid& m1/r;. 

Tomada de 1 anor~T. E., :!.H. r.~arth .. 1:.976. s,ta.f"i i.ococci. 

í 
1 



Tabla No. 2 

Aminoácidos terninales de Las 3nterotoxinas 

3nterotoxin2. 

A 

B 

e 2 

Aminoácido 

N-termina1 
Alanina 

Ac. Glutamico 

Ac •. GlutE'.mico 

Ac. :}lutamico 

Aminoácido 

e-terminal_ 

Serina 

Lisina 

IJ1.icina 

Glicina 

Treonina 

3er"dol.l. l965, Bero;doll. 1.970, Huangl.967 y Borja 1.971 .. 
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En 1952 3ur,c:'.:!l1.a uso ln. proi>iedad de nue 1.as :nrot~ 
nas son .form~doras de anticuerTios esnecíficos en animP­
les de 1.2.boratorio co:no una re::rnuesta a e1. las, desarro-­
l1ando. asi una prueba serol6q;ica "in vitre". (24) 

Ber.o;dol1 en 1959 obserYÓ la neutralización de 1.e.s 
enterotoxinas parcial.mente -purifice.das oor anticuarnos 
específicos lo que ha sido de o;ran ayuda para descubrir 
que existen hast::i. 1a fecha 6 tipos inmuno1.ó.c:icos. (5) 

La enterotoxina A descubierta por Casman en 1960, 
Enterotoxina B por Bergdoll en 1.969, 3nteroto~ina C por 
Bergdoll, Borja y Avena en l975 (Hay dos tipos 1ue son 
la el y la c2 , clas{ficadas asi en b::i.se a sus dife~entes 
puntos isoeléctricos). 

Enterotoxina D por Casman en l967, 3ntarotoxina E 
por Bergdo1l en 1971.(5) 

Algunas de las '!)ropiedades físicas ~r nuímicus se -

ven en la tab1.a No.1 pag No. 9. 
Las enterotoxinas en est2do activo resisten a. en?.2:_ 

~as proteolíticas como tripsina, ~uimiotrinsina, renin~, 
y papaína. (23) 

8.- Alimentos Involucrados en la Intoxicsci6n 3st~ 
filocócica. 
El problema de las intoxicaciones alimentarias 

causadas por Stauhylococcus aureus, tiene import~ncia c~ 
da vez más reconocida, pues este microor~nismo es e1. -­

responsable de un nÚI!lero mayor de intoxicaciones en 'os 
paises afectados. 

El S. a~reus enterotoxi~énico puede encontra~se en 
los alimentos a ?artir de un doble ori~en' 
a) Bndógeno aue es dado por animal.es enfermos de donde -
los alimentos son obtenidos, y 
b) Cx6.~eno dado nor 1.a. contamiriqción de portadores hu."!la-

1.1. ' 



nos durante 1.a manipulación de 1.os al_imentos. (1.) 
Se 11recis~n varias condiciones }Jara nue en un a\! 

mento se ?Ueda producir cantidad suficiente de enteroto~ 
xina caraz de desencadenar un cuadro de intoxicación. 

~stas condiciones se resu.men en dos gr~ndes ountos 

a) Presencia de Stanhv1.ococcus aureus enteroto~i~énico 
en el a1.imento y; 

b) Un desarro1.1.o adecuado del. microor~anismo. 
También debe tonarse en cuenta nue aun~ue exista -

una C'..:tntidad elevad.a a.'~ S. aureus en el alimento, no es 
suficiente razón ~ara deducir nue este microor~anismo es 

e1 causante de La intoxic~ci6n alimenteria; nor ~o "ue -

se hace necesario una previa dernostraci6n de La enterot2 
xina directamente.(~1.) 

Sin embar~o núme~os elevados de StauhyLococcus au­

~ (-por arriba de l.t>.s norm'l.s establecidas -por la 3.S.A 

o sea una C?.ntidad mayor de l. 000 colonias nor ~ramo de 
n_ueso) en 1.os .. 1.'"'...imentos determina un ries~o "Ootencia"l na 

ra 1.a sal.ud pública.(32) 
?ar 1.o.nue 1.a necesidad de demostrar enterotoxinas 

en eL alimento Bba~ca dos áreas: 
a) Alimentos nue han sido implicados en brotes de 

intoxicación aiimentaria, por lo oue la demostración de 

enteroto:<inas es confirmg,toria. de 1-os alimentos involu-­

crhdos en brotes. 

b) Alimentos ~ue son sos~echosos de contener ente­
rotoxinas; a'"!u.i 1.a presenc:ia o ausencia de ente-rotoxinas 

determina l.a autorizaci6n o no de la venta del. produc--­
to. (1.) 

Por 1.o anterior 1.os investigadores han tratado de 
buscar métodos nara l~ de~ostraci6n de 1.as enteroto~inas 
directamente de 1-os a.1.irnentos, asi como 1.a !Jrueba de 1-a 

termonuc1.easa directa de 1.os al.imentos.(1-9, 28) 

1.2 
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;,;n 1974 Ber¡:;doll hizo al.gunas modificaciones a la 

tácnica de Conaway y ~eiser y lo~ro extraer enterotoYi-­
nas de los alimentos contaminados por S. aureus.(28) 

Sl problema de 1.a cont2min?-ción de alimentos -,,or -

Stanh:rlococcus aureus se debe a una educación sanitari". 
deficiente. 3i los me.ne ja dores de alimentos estuvieran -

concientes de las prácticas higiánicas evitarian ~r~nde­
mente dicha contaminación? y las intoxicaciones aliment~ 

rias por ~-· au:reus disminuirían hotabl.emente, ;va , ue la 

contaminación tan alta esta dada precisam~nte por el ma­

nejador. (31) 
Es importante saber ~ue el Stanhylococcus aureus -

habita normalmente en las menbranas mucosas como son:'de 
boca, nariz, nasofarin~e, encontrándose en ~ás del 50 ~ 

de adultos sanos, haciendo por consiguiente ~ue el hom­
bre sea una de las fuentes más importantes de contC>.!Ilina­
ción de los alimentos ya oue estan relacionados directa­
mente con su elaboración, manejo y preservación. 

Se ha visto riue de 30 a 50 ;-~ de los po!'tadores cog 
t::imina11 e1. alimento por via nasal, de un 7 1, no!"' desc::tr­

gas nasofaringeas :r de 4 a 44 ~; por la piel. (27) 
Los alimentos involucrados más frecuentemente en 

los brotes de intoxicación por S. aureus son oroductos 
alimen~icios de origen animal como: 

Carne, embutidos frescos, jaman ahumado, u~scado, 

mariscos, leche de oveja, de vaca y ~roductos derivados 
(quesos, leche condensada, helados lácteos, etc.) Pero 
la incidencia de a. aureus en nuestro país es mayor en -

productos lácteos aue en productos cárnicos.(26, 29,y31.) 

Por tal motivo es de sumo i~•erés establecer una -
metodología nue identifinue a 1a.s enteroto~inas estafi 1_~ 

cicicas en un alimento sospechoso de provoc~r un brote -
de intoxicación alimentaria. 
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9.- Enfermed~des Causadas por Las Enterotoxinas. 

Síntomas.Tínicos: 

No todas l"-S personas involucradas en ur brote 

de intoxicación alim~ntBria presentan los mismos sínto-­

mas, pues la ~~aveaad de estos depende de 1.a concentra-­

ción de ent.g:::-otnxina en el. alimento, la cantiñad de a1.i­

mento in~erido y La suceptibiLidad del individuo.(4) 

Los síntom2.s tínicos son vómito y die.rrea con un -

período de incub?ción entre 2 y 6 hor::i.s, con r:iayor inci­

dencia de 2 a 4 hor2.s des-qués de haber in~erido el_ 8..,_i-­

~ento conta~inado con enterotoxinas, pueden nresentarse 

otros síntomas como son: saliv~ción, náuseas y do~or ab­

dorninz.l. 

~n c2sos e~tremos hay dolor de cabeza, calambres -

musculares, sudoración y postración. 

~n c~sos ~raves nuede haber fiebre, una disminución 

de 12 presión san&-;uínea, ~f el vómito y 1.as heces pueden 

contene~ s~n~re y moco.(4) 

·~·:o se sabe l::i~ c3ntid?.d necesaria de enterotoxinc. 

nara causar Los ní~tomas cnrncterí~ticos de intoxicqción 

e.liment:-::tri~ -en hu.r::'=..!1os, -pa:!"a fundamentar l.o 2.nterior :J.i}, 

bert en 1~74 r~~o~t6 ~ue la dosis necesaria sQ encuen~ra 

entre O.Ol5 y 0.~57 mc~/r:.o; de peso, pe:ro esto varía depen 

diendo d-e 1-e. Bensibilidad del.. individuo hacia 1-P.s enter~ 

toxinas,(l2), bas,ndose en los siguientes :reAuLtados de 

varios ex~e~i~entos: 

3n el instituto de alimentos de 1.os 3stados Unidos 

se obtuvieron !"esultz.dos nen;r=itivos con dos individuos, 

empleando l m9g y 10 me~ de toxina pura ( enterotoxina a 
para cada individuo res~ectivam~nte. 

En otro l~boratorio con 3 individuos voluntarios 

e~pl~a~on 50 mcg de et'!.t~rotoxina 3 con un 50 'i-~ de -pureza 

1.os 3 vo1.untarios rnos-tr2.ron 1.os síntom~s típicos de in­

toxici6n e1-i~entaria desrués de dos horas de ingerir L~ 

"toxina.(25) 
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10.- Modo de Acción de las Bnterotoxinas. 
No se sabe con exactitud el modo de acción de 

las enterotoxinas en el humetno ya l'lUe 1.os individuos no 
son hosnitalizados debido a una nronta recu-per8.ción de -
estos, 'Pero princi'!Jal.rnente a oue las intoxicaciones .,ue 

causan dichas enterotoxinas no son fatales.(24) 
La émesis es un síntoma f'áci1. de observar en monos; 

el sitio de acción emetico de las enterotoxinas en el m~ 
no, esta en las vísceras abdomin~1-es y el_ estírnul.o -pA..ra 

estB. acción alcanza el centro del vómito vía 1.os ne:rvios 
vagos y simnáticos. 

Sin embargo no se ha identificado un ór~~no esneci 

fico como el sitio de la acción emetica.(24) 
En relación con la diarrea 3hemano reaJ.izó exneri­

mentos con perros y pudo concluirse r,ue 1.'3. diarrea indu­
cida por las enterotoxinas se debe en parte a la inhibi­
ción de la absorción de a.'?:ua de la !la.red intestinal o a 
un flujo incrementado de línuido o a ambas causas.(<3) 

Al administrar 100 mc~/Kg de enterotoxina a perros 
intravenosamente, estos presentaron depresión mRrcaQq -­

del tono intestinal y de la contractivilidad; lueF.o en-­
toncas las enterotoxinas inhiben marcad'1.mente el. trans-­
porte intestinal en perros.(33} 

La enteritis se presenta en intoxicaciones alimen.:!!'1 
rias graves. 

La administración de 0.1 a 0.5 mF./KF. de enterotoxi 
na en perros produce salivación, vómito, diarrea acuosa 
a menudo con restos de san~re. 

Presentaron también enteritis aguda con edema, hi­
peremia en el páncreas y conF.estión del hí~ado producie~ 
dose también destrucción de la superficie del. enite1.io -
de la mucosa. 

Merril y .Spring administraron 150 mcg.de entP.roto­
xina intragástrica~ente a ~anos, los ~ue presentaron cam 

bias im~ortuntes en Las crestas veLLosas como son: Li~e-



ra vacuolizaci6n cito~lasmática en e1. e~ite1.io sunP.~fi-­

cial corresnondiend~.a una degcneraci6n de las mitocon-­
drias de las células ve1.1.osas y de 1.a cri~ta enite\ial -
de donde estos iO.v~stir;;c.dores han s•.ic;erido "'Ue el. desa-­

rrollo rá"Oido de una 1.esi6n y su limit"-ci6n casi B'l<C1.us}. 
va a la ~itocondria indica nue el sitio de acci6n de las 
enterotoxinas se encuentra en esos sitios.(21.) 

Se han report8.dO pocos casos fatales de Tiersonas 
con i"1toxic:'.ci6n estafilocócica cobre todo en niños 1_os 
nue ~resentaron un grado ooderado de edem: con con~es--­
ti6n m~rcada en los vasos aLveolares y zonas con hemorr~ 
~ias dentro del alveoLo, mostr~ron t~mbién una uenueñ2 -­

ca.ntici..s.d de infiltrado 1.eucoci tario en 1.a áreas "!)eriuor­

tales del hí~ado.(2ó) 
~n \tn estudio U39.ndo de 50 a 1. 000 mcg/K.g en monos 

la enterotoxina se les a'.Jl.ic6 intravenosa!!lente, les "!}ro­

voc6 hi?otensi6n arterial irreversible con todas las do­
sis letales de la to'l<ina.(26) 

Se ha establacido nue 1a in:fecci6n intravenosa de 

las ent.aroto:<inas en monos, -produce muerte sin antecede!! 

tes de ~rnesis y diarrea. 3sto sugiere la uosibil.idad de 

nue sean diferentes los mecanismos nue conducen a 1a --­

muerte, :r n.ue 1.a. émesis y 1.a diarrea no sean factores· -­

esencial.es riue se atribu:ien a 1.a muerte :por enterotoxi--. 

nas.(24) 

11..- i.:an.era de .:.;lii!linar a la -~nterotoxina. 

8·3 ha cl'.>m-grob?..do nue la to:<ina desaparece de 

la corrien-:.~ san-.:;uínea muy rapidamonte. 

1.6 
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en 30 minutos; los túbulos contorneados de' riiiÓn son -­
los sitios principales de remoción de ln toxina. 

La toxina llega a estos si ti os por procesos de :fi 1.­
traci6n glomerular y reabsorción tubular; l.a toxin'1 ,,,,,,..~ 

ce tener afinid"1d solamente por el borde de ceni 1 1 .o <J.e1 
epitelio tubulnr.(26) 

La enterotoxina des:?o.na"!"'ece rapidamente del riñÓn .. , 

en 8 horas se elimina por completo. 
Se sabe 0ue 1.as céJ.ulas tisLt'..r!.r~s destr1J~ren 1.a tox,! 

na, pero no se conoce como sucede este fen6~eno~ Se ha -­

comprobado ~ue el riñón es de particular ~~~ortanci~·en 
la remoción de la toxina, pues en los animal.es con ne--­
fractomía, se !JreGenta un3. disminución de ls vei_ocid::~d -

de eliminación de la toxina en san~re. 
A parte del riiiÓn, el hígado tambj é:"'l narticipa en -

la eliminación de la énterotoxina de la san1>:re; la tox1'­
na se concentra principalmente en las cél..ulas de Kuf"fer .. 

En otros 6rganos, como los ~ulmones, cor?zón, bazo~ 

tiroides y C-::!rebro se concentran cantidades rn.u~.r Tie,,ueñ.?.s 

de toxina. ( 24) 

12.- Métodos de Determinación p•.e.ra ·~nterotoiin°.s. 

Un problema al nue se. han enfr<Sntado i_os inve..§. 

tigadores en el campo de las enterotoxinas, es 1.a :rc.1.ta 
de métodos praéticos y sensibles, para la demostración 
y ensayo de las en~erotoxinas. 

Los investi:>;adores cuentan ahora con dos métodos: 
Biológicos e Inmunoló~icos. 

I.~ ~étodos Biológicos: 
a) Inyecciones intraperitoneales o intravenosas en 

gatos y gatitos. 
Esta prL1eba re~uiere 1-a inactiv·_:ción de subst~n­

cias aue podrían provocar sínto~nE~s similares a los ca.u--
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sados por las enterotoxinas cuando se adminintra uor -­

v{a par~ntera~. 

Una desventaj.i de us:1.r l..os eatos como animal.es de -

experimentación es ~ue son relattvqmente insensibl.es a -

l~ entérotoxinn C y re~uieren 50 veces más enterotoxina 

A y B para producir émesis en estos animales.(14, 'l) 

b).Alimentación a monos rhesus jÓvenes. 

De las sustancias t~i:icas por el estafi i.ococo so 

lamente las enterotoxinas causan émesis en estos ~nima-­
les. 

La prueba consiste en administrar por medio de una 

sonda las enterotoxinas en" so1.uci6n, a monos ~ÓvenP.s. 

Los animales son observados durante 5 horas después 

de la ad~inint~~ci6n, si se presenta vómito se acepta e~ 

mo una r"acción positiva a la enterotoxina.('5) 

II. - ~:::étoclos Inmunoi.Ó!;icos: 

3e ha ~nrovech~do la ~ropiedad nue tienen las ente­

rot.::n:inas ele producir <:t.nticuerpos en animal.es de labora­

torio, pQra el des~rrollo de métodos específicos.(5) 

r-;1 hecho ü.e aue r ... orman un ~recipi tado, cuando el_ -­
nntÍ!"~eno ne n~zcla con e1. anticue:rpo, se ha :uso.do como -

b:.ise de v-::~rios :nétocios p;..!.ra demostrar enterotoxin:=ts. 

Aunt:'!:1e la ~eacción antí~eno-anticuer"f)o no riecesari~ 

mente indica actividad biolÓ~ica en muchos casos, sin -­

embnr~o es adecuada nnr~ justificar el uso de reacciones 
inmunol.6~ice.s en .nétollos es"9ecíficos de ensayo. 

3ntre ~os mátodos aue se han propuesto estan ~os si 
~uier.tes: 

a) Prueba en tubo de dii'•1si6n simr1.e 9n a:e1: 
3e eop1.ea un tubo en e~ cual. se tiene antitoYina 
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embebida en el a~ar. se a~ega solución de er-it~rotoYin::t 

5-200 mc'S/ml y se observa precinit?-ci6n en 'a Z0'1'1 de -­
equivalencia. 

b) Prueba de precipit?-ci6n en tubo: 
~s un8 prueb2 cuantitativ~, nue se rea 1iza po--­

niendo en contacto a la toxina y a la antitoxina, en el 
precipitado se analiza ni trog'!no total no,. 1.a técnic2 de 

micro-Kjendahl. 

c) Prueba de doble difusión en ~el: 
Se realiza la técnica de Ouchterloni; se detec-­

tan entre 5-lO mcdml. 

d) Prueba en tubo de difusi6n doble en -<;e l.: 
Por este método se alcanza a detectar h~sta J.05 

mcg/ml de enterotoxina, consiste en noner una placa dP 

agar entre las placas de•_ antít;eno ~! a.ei anti cuerno. 

3e er!l'plea para detectar la enterotoxina en eY.trRc-­

tos de alimentos. 

e) Prueba de la inhibición de la Hemag1.utin"'-Ción: 
·¿s un método muy sensible -para la inv-:?sti!!::•ción 

de las en:t.erotoxinas .. ~ilverl!lan, Vnott y How~ ..... d en 1_q6ó 

emulear;n este método en eJ. cual los anticuerpo" est"'ri 
unidos a eritrocitos de carnero, h~ciennnse reaccjonnr 

con la soluci6n de la e~terot0Y.iri"'. 
La sensibilidad del método es h"nta 0.0015 mcc/m1., 

se lleva a ce.be en dos horas. 

f) Prueba de nadioinmunoensoyo: 
Por esta técnica e~ uosible detect2r hnsta 0.005 

mee de l? enT.erotoxina. 
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b) Prueb:-i. de Anticur":10~ ~l . .,ar("!!":Centos: 

Su sensibil~amd ez de ~ mc::/~1 . 

~) T6cnicn de ~icrop~cc~; 

Esta t6c~ic~ ~e usa ~RT~ ia identificación de e~ 

t.'.'?rctc:·".~.,...~ ne ~eriuefi,, e cantidades de cxtr~.cto s de al.imen, 

tos o 'fiJ..trr:.dos C.c c:J.ltivn~ ~r"I estafi1.ococos, a1.cn.n~8 ....... -

ro~e un:::. zensibi1.idn.d de 6.1 mct;/ml .• 

. u~~ de l~~ ventajns de esta t~cnica es nue uti1iz~ 

''n:--• mí'nima c2.r.tic:' .. ri.cl de re~.ctivos (a1.red.Bdo"!' c1_¡q 0.02 n1. -

por pozo. 

""!,_ mé-::~do em::>leado depende de1. tino de e:cnerimento 

C!Ue se Y?lya a efectua1'. 

T,9. demostrzicirSn de enterotoxinas a 'Partir de cen:.:is 

y a.o'.'! nl i:ner-.tos, rcri_uicr."'"n un8. -previc.. e:ztr~cci6n de 1.r-t.s e 

en~erotoxino.s, e1. r.-étodo er:r!J1.ea.do rrinciTJal.nente ~;'!TR 1.e 

ev.:tra.cci6n a ~::..rtir de ce"Oe.s es el de 1.?_. me¡:'l_br:~na s_obre 

a::-:~:r o ¿_~ ~!e~11J!nder; :T ·nnra. 1-c. extr~Lcci6n de l.oz ai.imen­

tos se er-,-p1.c2.. el !:létodo de Casnc:!1. :r Eennett o e1. método 

de -teiser, Cdl:nr.:.v:a:r y ?..er~do1-1.. 

?e.ra 1a identi:ficn.ción de,_ ti110 inrnuno1-6~ico se em­

~1-ea cua~nuie~c. de los m6todos anteriores. 
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FLAI:TZA7»IóNTO DEL P7l0BT,1:::11A: 

La intoxicación alimen~aria causada nor Las entero 
toxinas estaf i1oc6cicas es probablemente 1a nue se pre-­
senta con mayor ~recuencia en el mundo. 

En nuestro país a menudo se detectan brotes con C.!: 
racterísticas clínicas de este tipo, existiendo escasa -
información en cuanto a 1a frecuencia con "Ue ocurren e~ 
te tipo de intoxicaciones así como el tipo inmunol6~ico 
de 1a enterotoxina causante. 

Los criterios oue se utilizan en e1 laboratorio p~ 
ra demostrar 1a ~resencia de s. aur~u~, se ba8an en ta 
re1aci6n que existe entre 1a prod~cci6n de coa~u1asa y 1a 

termonuc1easa. 
Este criterio es úti1 cu~ndo se l1eva control sani 

tario de rutina en 1os alimentos; pero cuando se ~~esen­
tan brotes de intoxicación, lo inr.icado es extraer 1a t~ 
xina del alimento invo1ucrado e identificarlo, con 10 -­
cu.al no quede.ría. duda alf;Una de l?- cuJ_9,.bilidad de1- .'3-1-i­
mento. 

Por otra parte la calidad sanitaria de 1os nuesos, 
sobre todo frescos oue se consumen tan ampliamente en -­
nuestro país, e·s muy deficiente, ya 'lue un 30 ~ se en--­
cuentran por arriba de1 límite de J. aur~us permitido 
{Archivg Dpto. de 11icrobio1ogía Sanitaria r,.N.R.) 

En un estudio sobre 81 muestras de ouesos 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. 

Por 1o que es de 0-ran interés conocer la frecuencia 
con que se pueden encontrar enterotoxinas en este tipo 
de alimentos 

21 



OBJ8TIV03: 

l.- :::stablece·r el método para 1.a e:>:traci6n de Ent.!!_ 
rotoxina de St::;,nh:rlOCOCCUS '1Ureus en riuesos. 

2.- Conocer la frecuencia con ~ue se presenta La -

Bnterotoxina de S. aureus en los auesos. 

3.- Identificar los tipos de :>nterotoxina para sa­
ber cual se presenta raás frecuentemente en este tipo de 

alimentos. 

4.- Determinar la co.rrelaci6n ou existe entre e1. 
número de ~~ y 1a r>resencia de ..!:nterotoxina. 

5.- Producir e identificar la ~nterotoxina a partir 
de cepas aisl8.das y comparar los resultados obtenidos -­
con los del método de extracción de Enterotoxina en el -

n ueso. 
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Dado que 1.a ca:1idc'td sanitaria de l.os 'lUP.sos so-­

bre todo 1.os frescos es muy deficiente, pues un 30 f• de 

estos tiene un nú.-nero de ~~ por a~riba del. l_ímite 

permitido (Arch~vo Dpto. de ~~crob~o~o~ía San~t~ria L.N. 
R.), seguramente· se encontrarán presentes entetoxinas en 

1.os quesos analizados. 
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Se ana1.izaron 30 muestras de ou9SO fr8sco para de­

tectar enteroto:-:in:l estafi 1.ocócica O:!étodo de ~leiser, e~ 

n2.v12.y y Bergdo1.l); a su vez se hizo 1.a cuenta de Stanhv-

2:._~c.~q_us aureus y se -nro'h6 ~2.ra ver si .era ce:páz de prod_!! 
cir ~l~llrl tino de enterotoxina. 

Hl método de extracción se ef·'!ctuó a j)artir de 1-00 

gramos de muestra haci 1~ndo varias eY-tre.cciones y concen­

tr,indolo hasta 1-levar a un v-olú.'!len de O. 2 ml.; e1- cua1- se 

-probó con las diferentes antitoxinas. 

a) ~!aterial.: 

El ~aterial ~ue se utilizó es eL común en un L~ 
bo::-·:i:torio d~ ~1.i:nentos. 

E~uipo especial: 

l.- Liofilizadora 

2.- Centrífuga :-{efri.~er2.ds de ai_tn ve"locidAd Bec'k:­

m?-n i.'.odelo J-6 

:leactivos especir?.1.es: 

1.- Toxinas y antitoxinas de ~~ytococcus aur~ 
las cuales fueron donadas ;:ior el Dr. cÍterl.in S. Bergdol1., 

así corno su forma. de nrej)a.ra.ción. 

b) :cétodos: 

I.- il'étodo 13aird-Parker -pA.ra. 1.a cuenta de StaTlh~''-º 

coccus au~aus. (20), Ver dia~-c::..na 1.;o. 1. pa~ i~o.45. 

l.- ?eoa:!" 10 g de nueso y homo,,,enizar con 90 m1- de so1-u-
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ci6n amortiguadora, en un vaso de licuadora estéri1, du­
rante 3 minutos. 

Esto constituye.la diluci6n 1:10, a partir de esta 
preparRr diluciones mayores, hasta 1x105 • 

2.- Trasferir 0.1 ml de cada diluci6n en cajas petri ~ue 
contengan a~ar Baird-Parker. 

3.- Distribuir el inóculo con un~ varilla estéri1, em--­
pleando una para cada diluci6n. 

4.- Incubar las cajas a 37ºc por 24-48 horas. 
5.- Realizar el recuent~ de colonias típicas de ~~s 

(colonias negras brillantes, rodeadas de una zona b1.anca). 

6.- Tomar 4 colonias típicas de 3. aureus por c~-da al.i-­
mento y efectuar la prueba de coa.gu1-asa ;.r ter!!lonuc1.ea~B.. 

7 .- Determinar si las cepas aisladas son toxi,o;énicas nor 
el método de la ~icroplaca. 

II.- Prueba de la Coa?,ulasa.(17, 20). Ver Dia?,rema 
No. 2 y 3 pag No.46, ~ 47. 

l.- 5embrar en 0.5 ml de caldo BHI (Infusión, cerebro, -
coraz6n) las colonias seleccionadas de S. aureus(cada c~ 
lonia típica en diferente tubo). 

2.- Inocular en 0.5 ml de caldo BHI cepas conocidas de 
s. aureus y ~dermidis como testigo positivo y ne~a­
tivo respectivamente. 

3.- Incubar a 37ºc durante 24 horas. 
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4.- Tr?_sferir 0.3 ml a un tubo estéril_ uara 1-a '\)rueba de 

la termonucleasa. 

5.- A:~re~ar al resto del. cu1.tivo 0.2 m1. de p1Asma de co­

nejo di1-uido l:l con soluci6n salina estéri1- R1- O.R5 % 

ó. - Incu.b.:?.r a 37ºc, observ2.r desuués de 4 ha.ras hasta 6 

horas si.'?:uien·tes, como m3:-t.imo 2.4 hor~s, dándose como oo­

sitiva 12- prueb?.. en arillellos tubos dond' rse ~resentó un 

coa~ulo firme bien constituido. 

III.- Prueba de la Termonucleasa. (17, 20). Ver -­
dia~r~m8. ?-~o. 2 p2 .. 3 7·To.4ó. 

1.- A-,::re.~ar a un ~ortaobjetos 1impio y desen-?;rasado 3 ml 

de !"!ledio a~2.r azul de To1uidine.-D¡,;A fundido, es"!Jarcirl.o 

~ar toda la suparficie y dejar solidificar. 

2.- ~acer perforaciones de 2 mm de diámetro. 

3.- Calentar el cultivo de caldo i3HI en baño mr..ría a eb_!! 

llici6n durante 15 minutos. 

4 .- Trasfe!"ir U!'l2.. :;ot8. de cad;:.,_ tubo a un orificio de 1.a 

laminiLla, poner en otros orificios el testigo yositivo 

y testi~o ne(;<.?-tivo res"?ectivamente. 

5.- Incubar en c1m~ra húmeda a 37°c durante 4 horas (co­

mo m1xi~o 24 ~oras). 

6.- La a-parici6n de un hH1.o rosa al.rededor del orificio 
se consider?- como una prueba positiva. 
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IV.- Producción de ~nterotoxina a partir de cepas 

de S. aureus. (30). 'Ter dia.;rama Vio.4 paP,l'To.48 

1.- Cortar círculos de 'Oapel. ceJ.ofán para diá1.isis y cí.!: 

culos de pape1. fil.tro, humedecerlos con a~ua destil.ada y 

colocar aLtern~tivamente en u.ne caja de petri para este­
rilizar. 

2.- Colocar los círculos de cel.ofán estéril.es sobre pla­

cas de a.g-ar :3HI !)H 6 sin nue se for:nen burbu,je.s. 

3.- Distribuir de ~anera homogénea con un hisono estéril 
1.a cepa aislada del. a.o;ar daird-Farker, coao;ulasa positi­

va, termonucl.easa positiva prolifer5.da en 5 ml de caldo 

BIU a 37ºc por 24 horas sobre el cel.of2n .de la ntaca. (;·;2_ 

ta: en total las co:Lonias probadas son 4 -por ce-d~ a 1 .ime!! 

to anal.izado). 

4.- Incubar 1.a placa a 37ºc durante 24 horas. 

5. - Cosechar el. crecimiento del. microo:!".O:'.'!nismo en 2. 5 !:11. 

de r:a2HP04 0.01 il'1 moviendo :La caja con un'l vari l 1.a de v2, 

drio; y sustraerlo con una pipeta pRsteur, pasarlo a tu­
bos de ensaye 13x100. 

6.- Centrifugar el cultivo obtenido a o 000 rpm/30 min. 

7 .- Utilizar el sobrenadante transparente pe.ra identifi­

car el. tipo de enterotoxina. 

V.- Método para Extracción d~ ~nterotoxina en Ali­

mentos. (28). Ver dia.o;rama ''lo.5 Pª"' r<o.49. 

1.- Pesar 100 g de 1ueso fresco, a5re~~r 140 ml. de a~ua 

destilada • tri turar y ho:n.O!~onizar dnr2nte 3 minutos en 

vaso de licuadora. 
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2.- ~·.,~rc:;r~r 10 :nl de HCl. 1 .• 0 Ni, rnezclarl.o bien y 11.evar­

lo :-:a3"t:J v.n -pH fin2.J. de 4, 5 

<. - C.:entrii'uo;ar a lO OOOrpm a 4 ºe durante 25 minutos. 

''-·- "I"·2.sar el sobrenadante a un vaso de 'Precipitados, a;iu~ 

t2.r el pii a 7. 5 con •raO:'i 5 ir.. 

5.- A¡;regz.r 15 ml de cl.or:>formo (se a¡;resa 1 ml. de c1.0't'.!?_ 

i'ormo por cada 10 m1 de sobrenadante). :·.iezc1.ar con a.r:;it!: 

dar mc . .::;nético durante 317linutos, centrifuc;ar nuevamente a 

16 JO~ rp~ a 4ºc durante 25 min~tos. 

6. - :·1il trar2_enta;!1ente el sobrenads.nte a través de una ~ 

s2.. hu;:¡ed.a, :J.:just:J.r el sobTenn.dn.nte a un :pP. de 4.5 con 

r:!C1. 1.0 :·:, si se forme. a1.t;U!.1 precipitado, centrifugar 

otr2. vez y Qe3c2.rtar el ·-preci:1itG..do. 

7. - Ajustar el pü a 7. 5 con l!aOH 5 ¡,¡, si se forma nreci­

?i to.do centri:fu.~ar de nuevo ;r descartar1.o. 

t;.- .".gre<:;c,r '.·J ml de resina c,-,-50 con un p3 de 5.ó (20J!ll. 

de resina por c~da 10·::> :al de sobren::-.. de.nte). 

Frep2raci6n de la resina: ?esar 100 g de resina ~ susnea 

derla en l.5 1t de agua destil?~da. A~regar ~!a0}1 5 M h2.s­

ta pH l.2, a:~i tar durante 1. hora. Lavar la resina varias 

veces con a~ua desti1ad2. 

A.~~re~c:.r ::el 6 ~,¡ h~ st::a. -pH2 a~i tar du:re~nte 1. hr. La­

var la resina. con e...~ua destilada varias veces hasta ,.,ue 

ten:;2~ el p!! de'!. a~ua destilarla •. h.l"(re~r so1.u.ci6n amorti­

.i;uarlora C..e fo3f2.tos de sodio a un pH de 5.ó. 81. pH fino.1 

de la reoin~ debe de aer de 5.6-5.9-

9.- !-:.r~itar con una barra man;néticn durc-1.nte l hora a 4ºC. 
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10.- Utiliz~ndo un embudo Buchner colectar 'ª resi­

na y lavarla con 200 ml de soluci6n reJSuladora de fosf';;­

tos s::ilina pH 5.9, 0.15 i<l diluido l:lO, descartar e 1• ,,, __ 

vado. 

11.- desusoender la resina en 30 ml de solución re-

11:uladora de fosfatos O. 15 Ni con O. 9 o'. de NaCl, a ~ustar -

el pH lentamen~econ agitación a 6.8; agitar con un? ba-­

rra magnética durante 45 minutos a 4°C. 

12. - Usando un embudo 3uchner fi 1 tr1r 1.a 'e sin"'-: 

guardar el eluido y descartar la resina. 

l..'3.- A!iadir l g de a~r purific2.do q.1. e1.uido y a-:r.!_ 

tar con barra ma.g-nética durante l hr a 4°C. 

14.- Utilizando un embudo ouchner filt~ar el a~ar, 

recolectar el filtr2do, descartar et a~ar. 

15.- ?asar el_ filtrado a un tubo de diál.isis, col.o­

car el saco en una solución de polietilen ":'.icol ('\O :;.;) 

durante toda la noche para concentrar. 

16.- ;:lacar eJ. tubo de diálisis de 1. oolieti, en e;'.i-­

col y lavarlo con agua tibia. Dejar el saco dur.,nte ~o -
minutos en agua tibia. 

17.- Colocar el ext·cacto en un tubo de centrí'fu-"2 

.Y lavar el saco 3 veces con agua dBsti !.s..da cuid~ndo de -

que el volÚmen no sea mayor de 5 ml. 

18.- Agregar 0.5 ml de cloroformo al tubo :r 2~itar 
vigorosamente. 
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19. - Centri~u<;?..r a 7 500 rpr:i dttrante 15 minutos. 'facer 4 
o 5 extracciones p~ra evitar interferencias en Los resul 
t2.dos. 

20. - Trasferir 1.a ca'P?.. 3.CtlO sa a una. f'rasco pen ueño y 'li~ 

filizr:r. 

21.- Disolver el liofilizado con O.~ rn~ de tripsina a1 -

l ~' dejar di~Prir durante ~O minutos. 

22.- Hacer la prueba de microplaca para determinar la -
prese~cia ae enterotoxina y el tipo de est~. 

VI.- Identificación de ~nterotoxinas. 
T~cnica de ~jcroplaca. (7) Ver dia~rama No.6 
nag :·ro.50. 

1.- Usar portE:.ob,jetos sin r~yar., lim~ios y ·desen~T2-So.dos. 

2.- Cortar cintas de aislar de aproximadamente 9 cm y eg 
volver los portaobjetos desengradados en ambos éxtremos, 
dejando una dis'02.ncia. de 2 cm entre las cintn.s. 

'?>.- Coloc:!.r en la su:erficie deli:nitada 11or .tas cintas -

0.2 ml. ae a.~ar al 0.2 ~.-., dejfir solidificar. 

4. - Coloca"l"" sobre le- '!_Jelícula de a.gar IJ. 4 rn1. de a.-;i=tr no­

ble al l.2 ;¡;. (Freparado con ·).P5<". de 11aCl, 0.8 7(. de ba.!: 
bit~l sódico y merthiolate cristalino l:lO 000) de n~.--
7.4 

5.- Coloca~ e~ ~olde previamente en~raa~do con si~ic6n -

sobre el a."'{ar in!!lediatamente~ antBs d.e 'lUe sol.idifinue. 
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6.- Dejar solidificar la placa en cámara húmeda dur?..nte 

10 minutos. 

7.- Una vez solidificada la 11laca llen">-r los pozos de la 
siguiente manera: 

3l :nolde tiene 5 nozos los cual.es se llen,,.ron con 
pipetas Oxford. 

Fozo 1.: Antitoxina natrón 

Pozo4 y 5: Toxinas ~~t~ón 
Pozo 2 y ? µuestras problema 

8.- Incubar en cámara húmeda a 37ºc durante 24 horas. 

9.- quitar .,1 :nolde de l)lástico con cuidado de.no des-­
prender el age.r. 

10.- Lavar con agua destilada dur3nte 3 minutos 

11. - Su_T.er.t;;i.r en ácido acético al 1 u.; durante 3 minutos 

12.- Leer con ayuda de una lám~ara la presencia o ausen­
cia de ~ndas de identidad. 
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Tabla No. l 

Cue:i.ta de .3 .. a.u::~cu:::; en 1.~~ r:m~~t~n.s de "Uesos 'frescos 
cstudiadoD. 

.3Z 

~01-oni:"".s./g :io. de muestras ,i ~ Acumulndo 

"!.i_fffl0'3 de 100 10.0 lo.o 

:101. - 10,000 l ,.3 u., 
:10,'JOl - lOO,OC10 5 16.6 ~o.o 

lJ0,001 - 200,00~ 3 10.0 40.0 

200,ooi - 3i.10 ,üOO 2 6.6 46.6 

300,.)01 - 40•J,000 o o.o 46.6 

400,001 - 500,00:J l. 1.:3 50~0 

500~001. - ó0\), JOO o o.o 50.0 

600,001 - ?OC>,.YJ'l 2 6.6· 56.6 

700,0J:J. ·º00,000 3 :J.O.O 66.6 

800,001 - 900,000 o o.o 66.6 

900,ooi - 1,000,000 2 6.6 73.2 

?.'.ás de 1,000,000 8 26.6 99,8 

·roTAT, 30 100.0 ioo.o 

Tabla ordenad~ de menor a mayor número de ~~~~ nor 
ro;r:1mo <le !:lUeo":ra. 

. 
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~elación Sni=re Co?-?,'ul..2.sn. y ~ermonuc1_nasa de S. a1¡reur-; 

~n los ~uesos Freccas hna~izr=dos. 

·No. de :.'fu~~tra. 1. 

Con~ulasa ~ositiva: 24 ?.o 

Coa~1asa ne~ativa~ 6 20 

TOTAT,: "'º 1.00 

Teroonucieasa ~ositiva: 27 99 

Ter::lonucleasa. ne~:ti V'2~: ~ ·'º 
TOTAL· ;>.O -1.00 
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Tabla No .. 3 

Relaci6n de 1.a Presencia de '3nterotoxina. en el. i,, limento ~' en 

1as Ce~~s Aisl~dns de 3ta~hvl~c;:.2_~~~-~~ 

ENTB~OTOXIl!A 

34 

No.. de rttuestr?.s 1 1 
Alimento j Cena de 3. aurP.u~ 

ó 20.00 "Je~tiv~ 

5 1.5,ó6 Positiva Nep;:?.tiVr.?. 

5 1.6.66 ~Te~ti.va ~ositiv?. 

1.4 46.66 Positiva. Positivn 

Total 30 1.00.00 



Tabla No. 4 

:!el.ación d.c 'las mllestrs.s nue -pr2sentaron enterotoxina en el 

alimento y en 1as cepas e.isl.adas de ~~!~· 

No. de ~nterotoxina ~riteroto:x.ina de la 
Muestra del. alimento e e'Pa de s. aureus 

)..- (4) B ABC • 

2.- (5) B B 

3.- (7) ,.B AD 

4.- (9) AB AB 

5.- (10) B AB 

ó.- (l2) A A 

1.- (l5) A D 

8.- (18) A AD 

9.- (19) AB B 

10.- (20) AB AB· 

11..- (2l) AB B 

12.- (2ó) A AB 

1.3.- (27) •B A 

14.- (29) B ABD 

..t-3n dos m1.testras 1.oo resu1.t~.dos no fueron com"[)1.etamente 
el.u.ros, µor 1.o nue se renortaron Como ne.~a:tivos, -parr:t 1.a 

toxina ti'flO A 
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Tabla No •. 5 

Mues-tras de nuesos :frescos analizados para detectar la 
presencia. de Enteroto.xina estafilococica (S.E.) 

-
1 

~1, 

Muestras positivas (S.E.) 19 63.33 

Muestras negativas ll 36.66 

Total de muestras trabajadas 30 1.00.00 

Tabla No. 6 

Tipos de enterotoxinas identificadas en 1.as muest~as 
de quesos frescos, asi corno sus -,,orcentajes. 

-

l 1 

---
Tipo r-:o. de veces nue ~ 

se identific6 

A 7 36.84 

B 8 42.10 

.e o oo.oo 

D o 00.00 

AB 4 21-.05 

Total 19 1.00.00 

En olos" muestras 1.os resuJ.tados no fueron comnle-
tamente c;taros por lo aue se reportaron como neg3.ti--
vos, pa'.!'a la toxina tipo A 
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Tabla. No. 7 

.i?recuencia de loe Ui:ferenti::?s Ti9os Inrnuno1.6.c;icos de 1.9 

Cepas r~nt9rotoxige'ñic:?~s obtenidas de Los nuesos anal..izados. 

Ti;io 
_, 

No. 

A 13 39.39 

:a 11 

e 00 00.00 

D 9 27.27 

Total 33 100.00 



ANALISIS Y DISCUSIOtl D::: RESULTADOS: 

Se analizaron 30 muestras de "uesos frescos de cos 
cuales un 90 ~~, 1.os oue corres!)Onden a 27 muestras, se -

encontraron fuera de los 1-ími tes estab1.ecidos nor 1_a --­
S.S. A. para este tipo de productos (l OO~col/g). (20) 

nos 
Bl. número ele Stanhv1.ococcus aureus varió desde Cle­

de lOO col/g hasta l!lás de 1x106 co1-/p;. Ver tabl_a 'lo. e 
pag No-32. 

De los 30 "uesos frescos analizados, 8 (26.26 ~~) -
presentaron cuentas su~eriores a un mill6n de bP.cterias 
por gramo de alimento, lo aue nos indica un alto riesp;o 
de este tipo de productos cono posibles caus~ntes de b~~ 
tes de intoxicaci6n, ya ~ue se ha public~do nue se nece­
sita tener una cantidad de 1-0,000,000 de Sta-nh:-r,_ococcu'§_ 
~ por gramo de alimento ~e.ra pode.!' demostrar dichas 

enterotoxinas. (21) 
También se 'Puede observar en 1.a tabla No. L r.ue un 

10 ~ el cual corre~po~de a 3 muestras,nresentaron nenas 
de 100 col/g; es decir aue si estan dentro de 1-os 1-ími-­
tes establecidos por la S.S.A. (20)¡ pero viendo los re­
sultados de enterotoxigenicidad, dos de estas mue~tras -
si presentaron enterotoxina en eL alirne~~o, i~dicandonos 

que son .pe1.ie;rosos -para el.. consu...."'llidor, pues el 3 .. aureus 

encontr6 las condiciones adecuadas para producir su ent~ 
rotoxina pero oue en a1..g:un momento durantl=3 1.a el.3.bor::tción 

de1 alimento e1 S. aureus muri6 r.uedando su en~erotoYin~ 

la cual es termoestable. c~o, 31) 
Como se puede ver en la tabla No. 2 pag No. "3~, con 

res-pecto a la prueba de coagulasa se obtuvo un fO % de -
positividad la aue está un poco abajo del valor obtenido 
por Lachica. qµe es de un 93 'í'~, con respecto a 1.a prueba 

de 1a termf?nuc1easa se obtuvo U..Tl 90 ~·~, también un -roe o -

abajo del obtenido por Lachica oue fue del 95%.(12, 13) 



Observando anbos resu1..tados se puede ver nue 1as -

dos -pr•.iebe..s son útil.es cono un índice de contaminación -

con S. a.nTeus, notándose nue 1.a !>r11eb~ de 1.a termonucl.e!: 

sa tiene me ,;or relación con el Stanhy1-.ococcus aureus oue 

la ~rueba de la coagulasa, ya 0ue en nuestro caso un ---

10 ;.~, el.. '1.Ue co'!"resµonde a 3 m1.iestras dieron coaJ$ulasa -

ne,~?.tiva, ternonucLeasa. -positiva, y si sol.o se r~a1izara 

la prueba de 1.a coagulasa, estas muestras se ñesczrta--­

rían como ~osibl.es conta~inantes de S. aureus, uues en -

la mayoría de los laboratorios 1.e. tJ!'u.eba de 1.a coa~ul.asa 

se utiliza como una prueba de identificación definitiva. 

I'ero se ha intentado. correlacionar 1.a -producción -

de enterotoxinas con la producción de coagulasa, termon~ 

cleasa y la fer8entación de manitol, habiéndose com~rob~ 

do ~ue ninguna pro~iedad única, ni combinación de ~ropi~ 

dndes constituye un Índice absolutamente fiable de ente­
rotoxiqenicidad. '(l4) 

Pero de acuerdo a porcentajes, para la prueba de -

coa,,ulasa ( 93 •·;) y la termonucleR.sa ( 951'); dados por T,a­

chica; (l2, 1.3) estas prueb~s de ~cercari más en La obte!!; 

ción cie J. &ureus enterotoxisénico, de ahí ~ue se sugie­

ra. la ren."lización de ambas !)ruebas -para no correr e 1 . --­

ries~o de aa~ una muestra contaminada con S. aureus ~re­

ducto~ de en-..erotoxinas como ne.o;ativo. 

~n la realiz~ción de la coa~ulasa se emple6 ~lasma 

de con e jo para evitar cua1.riuier tillo de interferencias~ 

(32) • 

.>n la tabla No.3 >>a.e; ¡.¡o. 34se observa t:1ue en 5 mue.!!_ 
tr3.S ( l6. 66 ¡; ). se encontró enterotoxina en e1.. alimento y 

Las cepas aisladas no fueron ca~aces de producir nin~ún 

ti~o de toxina, debido probablemente a ~ue eL S. aureus 

no fue capaz de sobrevivir, pero su enterotoxina nersis­

te 6.ebicio a <iue es termorresistente, l:'>O) 
Jsto es muy imTJortante ya nue cuando se uti 1..iza ai. 
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~~~ como índice de contR~i~aci6n, nero sobre todo 
si la cuenta está dentro de los ~imites permisib1.es, es­
te alimento se tomaría co~o no ries~oso, como es el cP-so 
de dos muestras nue tuvieron una cuenta de S. qu~nus de 

menos de lOO col/g. 

Los ti_~os sero~6gicos identiric~dos en estas cinco 
~uestras fueron: B; A; A; B; y A, siendo e~ ~ás frecuen­
te el tipo A. 

Un 16.66 ~~. el cual corresnonde ~ 5 muestras, fue­
ron neeativas en el aLi~ento y positiv~s en ~a cena, ob­
teniéndose los siguientes ti~os seroLó~icos: D; AB; D; -
ABD; y AD, de ~Rs cinco muestras en cuat~o se encontró -
toxina D, en tres el. +,ii;¡o A y en dos gl_ ti:-io 3, siendo. -

el más frecuente el... tipo U, luego el. A ;r por ú1.timo e1. R.. 

En tres muestras se· encontró l!:ás de un tino de to­

xina (ABD), lo oue concuerda con 1.a lite,.-atu::-a ya "Ue no 

se ha encontrado ce-pas prod1J.ctor<i.s de más de tres ti noz: 

diferentes de enterotoxina. (lP,<O, 1º) 

En esta misma tabla se puede ver ,, ue un 46. 66 .. .; d.8 

las muestras analizadas se encontró enterotoxinE B!'l e1. 

ali!!l.ento asi corno las ceuas ais12.das fueron canaces de 

producir algun tipo de to:{ina. 

En la tabla No. 4 naG !io • .,,5 se describe con detr;.l le 

el 46.66 % de muestras nositivas ?2r~~1n presencia de e~ 
terotox:Í.nas. 

Se puede notar ~ue los ti~os seroló:,icos id~ntifi­
cados en el alimento concuerdan con los obtAnidos nor -­

las ce~as aisladas, es decir nue el 3tanh,rlococc11s ~u--­

~~ encontr6 las condiciones adecuarlns tanto de humedRd. 
pH, y temperatura (24) na.,..n re-producirse y e1-abo~A.r su -

toxina en cantidad suficiente na~~ ser d8tectnda ~or el 
método de micropl"1ca, notándose "lle en al"unas muestras 

se detectaron más de un ti~o serol6~ico ne enterotoYinR. 

~n tre~ mue~t!"as los resu1.tndos son difer-entes-: --
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-nue~1 una de est:J.s tres ~uestras presento to:r.:ina ti.110 A -

en el n1_imento ~r toxina -ti:JO n en ln ceun. nisl.a.da, esto 

se "'Puede deber a nue "90.ra n.is1.ar un:i CffT"H?- de S.. a11reus e 

identific::i.r e1- ti;io :Lnmuno1.6o;ico de ente~ot0xina se se-
leccionaron ~i azar cuatro colonias del medio Baird-PaT­

ker, es decir ~ue 1.as nue se. se1.eccion:~ron pudieron ser 

ce"?as no p-rod1.ictora.s del ti":"lo ya identificado en e 1. al..i­

ment~, es decir el ti~o A. 
~n dos de estas tres muestras a 1.as cua1-es se l.es 

:JUSO un a.ste:!'isco, el resu1.tado en el 9.1.im8'nto fue un "P2, 

co dudoso, ya nue si se form6 banda de ~reci,,itaci6n a1 

ti -po sero1.6gico A, nero no. se cerró el CU"1.t\ro, -por '-º 
que 1.os resultadas se dieron como neo;ativos. (21..) 

~1. ti'!)O seToló~ico nás frecuente e!'1 e1. a1_imento se 

d~ a continuación en orden dec~eciente: B; A; anui no se 

lo~r6 identificar 1-os tipos sero~ó~icos e y n. 
Sn las ce-;>as aisla1.as de St~"t2.q.y1.o~~~E~ e1. 

ti"!)O saroJ_ógico más frecuente fue el A Lue'5o el. B ~r por 

ú1.timo el D. 

-Por 1-o tanto de 1.es 30 muestras de ..,ueso ·fresco -­

analizados el 63. 33 ;~ contenían entel"'Otoxina. Tab1_2. No.5 

!)ag 'L·!o. 36 • 

~n t~tal como se Tiuede ver en la tabLa No. 6 ~ae 

7!o. 36, se obtuvo e:i. el aJ.irnento un .,.6.84 ~~' del ti-po se­

roló-:;ico A, un !12.1.0 '"·~ de B, y un 21-,05 ~'~ de AR. 

i{ot:?.ndose fl ue e1_ ori~en de la contaminación de es­

tos e.li::8:1"tos :f1..varon de ce:T)as de ori.~~n humA.no, posiQ1_e­

meote en la e1.a.Ooraci6n o con un mal manejo del. -producto 

~or el O"Qer::!dqr, :ra. ,., ue de acuerdo con La 1.i teratura. 1_a 

toxina. A nroviene de Ce"'Jas de ori-~en humi:i.no, ;.,r 1-a enter~ 

-tox:in8. '";) proviene tanto de cen:;is human::?.s como anima.1es. 

(33, 28). 

-~n i._,_s CBPas aisladas de ~---~t!.~~ fue de un ,9 .. 39 

-porciento y.¡a"!"'3. A, 33.33 ~·~ ri~ro;:i_ B :r un 27 .27 i::-~ ~n.ra D. --

Ver tab1.a No. 7 ~a~ No. 37 • 
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Con estos result8.dos se deduce nue el oriP:en de \.a 

contaminación del al.imento fue ten to human:3. como anir.i.a1-, 

-pues las enteroto:><:inas C y D ?revienen de cep:?.s anima1_es 

(vacas enfermas de mastitis). (33) 

"Por 1.o tanto, el -pa-pel. nue desempeña. i_a mani-pu1.a.-­
ci6n humana es muy iro-porta.nte -pues l.a msyorío. de tino~ -

inmunol6gicos de enterotoxina oue se loqraron identif~-­

car son de ori.~en humano. 
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L.- T1a técnic~. de ext!":?.cción de enteroto:":in:=t direc 

ta de~- a1.irr:2:yto :fue sH.tisfac-coria, ~ra ~ue se obtuvo un -

63.33 ~ de positividad. 

2.- 31 método de ext~acci6n de enterotqY.ina direc­

ta deL a1i~ento es bueno, pero so~o se ~ecomienda cuando 

se encuen-t:ren alirnen~os inv'Jlucrados en brotes de into:>:i 

cación aLine~~arie. 

3.- no se recomienda.la realización de este método 

da extracción como una prueba de rutina en los alimentos, 

debido a que es ouy laboriosa, no es una prueba rá~ida y 

3e renuiere de e.:J_UiIJo es1Jecializado así como de reacti-­

,! .. "JS o:¡~e :--... a se cr:cuc::i-tro..n disponibles en ~1- mercado. 

4.- De las 30 muestras, 27 (90 <;:.}· contenían un nú­

mero elevado de 3tRuhv1ococcus a~reus, por ~o nue eL re­

cuento de este microor!1't~ni:.:n:10 b?.sado en l.a realiza.ci6n -

de la nrueba de la coaeuLasa asi como La de La t~rmonu-­

cleasa si~ue siendo un buen indicador de1 riesgo poten-­

cial de nue eL 2li~e~to ~ueda contener enterotoxinas. 

5.- Los tinos innuno16~icos de ent~rotaxina aisLa­

dos más I .. recLtentemante fueron el A y e1. B, lo .,ue una -­

vez ~ás nos confirma ~ue el ~anel desemueñado ~or el ma­

ni~ul~dor es ~uy i~~ortante co~o una fuente de contamin~ 

ción del alimento y este a su vez cause intoxicación al . .!_ 

mentaria. 
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TRATAMIENTO DE MUESTRAS 
M E T O O O DE B A 1 R O - P A R K E R 

DIAGRAMA N21 

1•1000 

H 
·m~LJ, 'ºm' < 10 mi 

l 

º~ @00 
o 

J. 

INCUBAR 3rc I 24 hs 

90 ml de rpgulador 
--- de too;;fdtO'> 

pH 7.2 

HomogPniza 
1 mon. 
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AGREGAR 
0.2 mi DE 
PLASMA 

PRUEBAS COAGULASA .Y TERMONUCLEASA 

0.5ml B.H.I. 
35°C/24 hs 

DIACiRAMA N~2 

( COLONIAS CARACTERISTICAS 

~ l 35º·37°C/6-24 hra 

FORMACION DE COAGUl.O 

o 
ºº AGAR BAIRD PARKER 

4 hs/35ºC 
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PRUEBA DE LA COAGULASA 
DIAGRAMA N<3 

NEGATIVA I+ 2+ 3+ 4+ 

NEGATIVA - NINGUNA EVIDENCIA DE FORMACION DE FIBRINA 

( 1 + )- PEQUEÑOS COAGULO$ NO ORGANIZADOS 

(2+)- PEQUENOS COAGULOS ORGANIZADOS 

(3+)- GRANDES COAGULOS ORGANlZADOS 

(4+)-COAGULO PERf-ECTAMENTE FORMADO 

NO SE DESPRENDE AUN INVERTIDO EL TUBO 
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PRODUCCION DE ENTEROTOXINA 
DIAGRAMA N~4 

~= :! ... " _,..,,, ~ --'> 
CQ\Ofdn y di•tribuir I 

1 con un hisopo eateril t"" .. "" ....... ,,.. . , ..... 

Ag.sr BHI pH 6 

Realizar lo pruebo 
de mlcroplaco 

Incubar 
37°C I 24 r. 

Reco9Pr crClc.imipnto 

con '2.S mt d" 

N.s2HP04 O.OIM 

1 
Cl.'ntrifugar 
30Qp, ,!pO>/o3Qrf"in 
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..&?!" 
G1i1I 

d• H
2
o dest. 

100 g do queso 

Agltdr J.O min. 

&Xtracci6n De Enterotoxina Directamente de Alimento• 

i 
HODOgeniuu- 3 min. 

g 
6000 rpal 

20 m.ln/..,°C 

DIAGRAMA N~5 

,. 10 ml. de 
• HCl lH 

Mezclar 8000 roni. 
20 min/~Oc 

Ajustar pH 7.!. ~ 

con~~ 
con ooitocion 

l:t •l. de 
CHCl:! 

Aju•ta.r pH ~· !i 

con HCl 6H 

Ajustar pH 7.5 

con NaOH !>N .,.. 
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r~guledor 

de foafato V Lavar con 

Clb:iinar el 
CHC1

3 
P:eauspen 

Q der con-

~ rJ.lt"r~ y Wv.3r g,..--.. 
Agitar l hr/.1,¡ºQ 

Agiur 1 hr/llºC 

-...o.s •l de 

H 
CHC1

3 

d•••cha.r 

Eliminar el Agar 

g 
7.~00 / 4ºC 
l:>mln 

JO ml. de -
t1.11 2Hf"O't O.lSl't 

pH 6.8 

Sumergir t~ 
da la noche 

m 
Polie'tilengUcol 

-.,, ... t ""'" 

~-
Agitar i.t5 mio/llºC -

Sumergir 
10 - 20 min 

10J 
Agua caliente 

o -Hidratar 

Lt:ofJ li zar 

Realizar 
PW. de 

---. aicropi..,C.() 
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PORTAOBJETOS CON UN AREA DELIMITADA 

CON CINTA PLA'STICA 
O 1 A GRAMA N2 6 

~ 
' ,:' 2 cm 

>; 

CROQUIS DEL MOLDE DE PLASTICO 

L-----.. ~ ..... "'-(_.-(~~}-238 
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