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l. I NTRODUCCTION

1.1. ANTECEDENTES HISTORICGS.

La palabra estafilococo se deriva del nombre grieqgo Stahylé
que significa "racimo de uvas" y coccus que quiere decir "granos

o bayas" (Minor y Marth 1971a).

Pasteur, en 1880, describid el germen como un “organismo -
formado de pequefos puntos esféricos reunidos en parejas de dos -
granos, pero frecuentemente asociados en pequenos acGmulos". Al
afio siguiente, Ogston observd,a su vez, el mismo microorganismo -
en el pus de un absceso y le did el nombre de estafilococo en ra-
zon de su aspecto microscdpico. A partir de 1884, Rosenbach hi=-
zo un estudio detallado del mismo y describid las variedades de
pigmentacidn como doradas, blancas y naranjas. De aqui los nom

bres aureus, albus y citreus.

Actualmente el grupo estafilococo comprende a los organis
mos anaerobios facultativos relativamente sensibles al calor y a

los parasiticos; la especie patdgena es llamada Staphyloccocus -

aureus, aungque a veces en la literatura se le menciona como - -

Micrococcus pyogenes var. aureus, Micrococcus pyogenes var. albus,

Staphylococcus albus y Staphylococcus pyogenes (Bergeys 1974).

Desde 1884, en taxonomia, los estafilococos fueron puestos
dentro de la familia Micrococcaceae y en 1965, mediante una prug

ba estdndard de fermentacidén de azQcar, se distinguieron los -



géneros Staphylococcus y Micrococcus y se convino en que el género
Staphylococcus podria contener la mayoria de los cocos gram positi
vos, parasiticos, anaerobios facultativos, que producen acido de ~
glucosa bajo condiciones anaerdbicas; y el género Micrococcus que
comprenderia la mayoria de los cocos gram positivos, saprofiticos,

aerdbicos, que producen &cido de glucosa en aerobiosis, no asi en

anaerobiosis.

Baird-Parker, en 1966, dividid la familia Mocrococcaceae en
dos grupos. El grupo 1 posee al Staphylococcus Rosenbach, y el
grupo II contiene al Micrococcus Cohn. Esos grupos fueron a su =
vez divididos en determinado nfimero de subgrupos. Asi el Staphy-
lococcus Rosenbach tiene 6 subgrupos cuya clasificacifn se basé en
la produccidn de pigmento, la reaccidén de coagulasa, la prueba de
fosfatasa, la produccidn de acetoina y la utilizacidén. de azflicares

(ver tabla No. 1, pag. 21).

El manual Bergey§ 1974 describe el género Staphylococcus --

como aquel que comprende las especies de Staphylococcus aureus que

fermentan el manitol y son coagqgulasa positivos, de Staphylococcus

epidermidis y de Staphylococcus saprophyticus que no fermentan ~ -

manitol y son coagulasa negativos (ver tabla No.2, pag.22 ).

El criterio mds ampliamente usado para distinguir estafilo;
cocos patogénicos y toxigénicos de organismos saprofiticos ha sido
la prueba de coagulasa (Chapman 1%44, citado por Lachica -1969).
Lachica (1969) en sus esfuerzos por buscar otras caracteristicas -

fisiclbgicas que se relacionen con esta prueba, encontrd correla-=-



cidén de un 95% entre las examinaciones de coagulasa y termonucleasa;
tampbién, correlacidn de un 93% entre enterotoxigenicidad y la prueba
de coagqgulasa y de un 95% entre enterotoxigenicidad y la prueba de
termonucleasa. Enfatizb, de esta manera, la importancia de estas
caracteristicas fisiolbgicas diferenciales para estafilococos y -~
por eso la prucha de termonucleasa tiene amplia aceptacidén como -
uno de los principales ex8menes diagnbsticas. En 1973, Lachica -~
perfecciond las pruebas y las adaptd, en una determinacién simul--
tinea, para la identificacidn de S. aureus contaminante de alimen-

tos.

Estos ex&menes, por la facilidad de manejo y la rapidez de
resultados, se usan en forma rutinaria, incluso sin el apoyo de -
pruebas confirmativas complementarias. Por otra parte, Lotter vy
Genigeorgis, en 1975, debido a la poca reproducibilidad de la prue
ba de coagulasa y del escaso conocimiento de la existencia de cepas
atipicas, recomendaron la realizacidn de pruebas confirmativas - -
complementarias en la identificacién del germen. Por otra parte,
Kloos en 1976, did a conocer nuevas especies dc estafilococos con-
taminantes de alimentos de origen animal; éstas especies se encuen
tran resumidas eﬁ la tabla No. 3, pag. 23. En ella se puede ver
que la determinacidn de coagulasa y termonucleasa ya no es tan con
fiable debido a la existencia de otras especies gue comparten Ssus
caracteristicas. Por esta razdn se han recomendado, para la iden
tificacibn de especies del género Staphylococcus, otras pruebas di
ferenciales como la actividad de hialuronidasa y la produccidn de

acetoina (Raus y Love 1983).



1.2. GENERALIDADES DE Staphylococcus_aureus.

Actualmente, el S. aureus se define como cocos gram positi-
vos, parasiticos, anaerobios facultativos, fuertemente catalasa po
sitivos, no mdviles, que no forman esporas y que algunas de cuyas -
cepas poseen cépsulé o capa viscosa. Miden generalmente de 0.8 a
1.0 micra de diametro (ocasionalmente exceden las 2 micras de did-

metro) .

El crecimiento sobre agar inclinado es abundante, opaco, =--

liso, de apariencia hGmeda y de color blanco, amarillo o naranja.

Los estafilococos pueden ser cultivados en medios gque con--
tengan 7.5% de sal. La mejor temperatura para su crecimiento es
de 37°C. El nimero mimimo de grados centigrados en el que pue--
den desarrollarse es de 10°C. y el méximo de ﬁS’C. El rango de
pH para crecer estd entre 4.2 Y 9.3; el 6ptimo se halla entre 7.0

y 7.5.

La actividad minima de agua (aw) que permite su desarrollo

aerdbicamente es de 0.86.

Las caracteristicas usadas que descriminan S§. aureus de = =
otras especies son: la habilidad de S. aureus a crecer en presen--
cia de concentraciones especificas de tdxicos quimicos selectivos,
la forma y apariencia de colonias de S. aureus (morfologfia micros=~
cGpica), la capacidad de productos metabdlicos preoducidos por - -~

S. aureus a hidrolizar substratos tales como yema de huevo o DNA,



la produccién de una sustancia que coagula el plasma (Minor y -~ ~

Marth 1971, Bergey§ 1974).

1.2.1. Habitat.

El estafilococo es un germen ampliamente diseminado en la -
naturaleza; es posible aislarlo del aire, de las aguas, del suelo,
del pus, de las membranas nasales, de los foliculos capilares, de
la piel y del perineo de animales de sangre caliente. Puede for-~
mar parte de la flora normal de la piel y de las mucosas del hom--
bre; en tanto que otros provocan supuraciones, abscesos, diversas

infecciones pidgenas y septicemias de elevado indice de mortalidad.

Por ser los estafilococos organismos de furfinculos y granos,
no debe quizd sorprender gque los casos de intoxicacién alimentaria
sean causados frecuentemente por ellos. Los alimentos m8s comun-
mente responsables son aquellos cuya preparacidn requiere extensa

nanipulacién (Bergey§ 1974, Daguet 1977).

1.2.2. Resistencia a agentes fisicos y quimicos
1.2.2.1.Agentes selectivos.

S. aureus tiene un elevado grado de tolerancia con respecto
a compuestos tales como telurito, cloruro mercirico, neomicina, --
polimixina, azida de sodio, ac. sérbico. Por tal motivo estas =~
substancias se usan como base en medios selectivos. Por otra par

te, el clorafenicol inhibe la produccidn de enterotoxina B.



Los nitratos y nitritos usados en carnes curadas no tienen
efecto sobre la produccidén de enterotoxina y son escasamente po--
tentes como antimicrobianos a la concentracidn usuval de 100 ppm -

(partes por milldn} (Jay 1978).

1.2.2.2. Flora antagonista.

El desarrollo de S. aureus en su temperatura Sptima dismi
nuye cuando tiene que coméetir con la flora normal del alimento -
porque €sta ofrece proteccidbn contra crecimiento estafilococal vy
produce un efecto antagbnico por la competencia de nutrientes y -

modificacién del medio ambiente.

Las bacterias antagbnicas a S. aureus incluyen Enterobacte

rias, Lactobacillus, Pseudomonas, 5. epidermidis (Jay 1978).

1.2.2.3. Concentracidn de NaCl.

El . S. aureus muestra diferentes grados de sensibilidad a
la sal. Nunheimer y Fabian, citados por Minor y Marth 1971, obser
varon gue a concentraciones de sal de 15 a 20% y a 37°C., se - =~
inhibia el crecimiento de §. aureus, mientras gue a concentracio-
nes de 20 a 25% eran germicidas. El efecto de la concentracidn
de sal en el crecimiento de S, aureus se vid ifluido por el pH, ~
Genigeorgis y Sadler, citados por Minor y Marth 1971, notaron ~ =~
buen crecimiento de S. aureus a pH 6.9 y 16% de sal en caldo a

37°C.; pero a pH 5.1 y 16% de sal, las células no sobrevivieron.

Iandolo, citado por Minor y Marth 1971, demostrf que a -~



37°C y a 4% de sal, el desarrollo de $., aureus se incrementaba,
y que, a concentraciones de 8%, habfa todavia crecimiento pero un

poco mas bajo.

1.2.2.4. Concentracibén de azficar.

El estafilococo es resistente a elevadas concentraciones -
de azficar. Hucker y Haynes, citados por Minor y Marth 1971, no-
taron crecimiento vigoroso en una solucidn de azficar, por arriba
del 50% durante las primeras 24 horas de crecimiento y Nunheimer
y Fabian, citados por Minor y Marth 1971, reportaron que concen—--
traciones de sucrosa de 60 a 703 y de dextrosa de 40 a 60% tenfan

accién germicida.

1.2.2.5. Acidos.

Los estafilococos se manifestaron sensibles a la presehcia
‘de dcidos, segln Nunheimer y Fabian (citado por Minor y Marth 1971).
Ellos los reportaron en b6rden decreciente de efectividad: acético,
l13ctico, tart&rico, clorhidrico. Jay, citado por Minor y Marth 1971,
encontrd que el 95% de 235 estafilococos coagulasa positivos, fud

parcial o completamente inhibido por &cido bdérico o su sal.

1.2.2.6. Temperatura.

Aunque el S. aureus es de naturaleza mesofilica, se han --
reportado cepas cabaces de crecer aun a una temperatura. tan baja
como de 6.7°C (Jay 1978). Ios estafilococos son relativamente

sensibles al calor, puesto que no sobreviven normalmente ante el



tratamiento térmico empleado en la pasteurizacidn de la leche.

Allowood y Russell, citados por Minor y Marth 1971, feportaron es
cape de constituyentes intracelulares cuando se almacend S. aureus
en bafio Maria a temperatura mayor de 50°C, lo que implicd un dafio
a nivel de membrana celular; a 60°C el perjuicio aumentaba. Sin
embargo, sustancias tales como la solucidn de sucrosa IM, el alig
nato de sodio, los granos o harinas protegen al estafilococo, per
miten su calentamiento hasta de 50°C y favorecen su almacenamiento
en frio a =11, =21 y =-31°C (Minor y Marth 1971). La sal también
puede resguardar al estafilococo contra tratamiento térmico y le

permite resistir elevadas temperaturas (El-banna y Hurst 1983).

“1.2.2.7. Desecacidn.

Los estafilococos, cuando estdn sobre papel o telas, pue--
den sobrevivir muchas semanas. Debido a que son organismos re-—-
sistentes a la desecacidn, es frecuente encontrarlos sobrevivien-

do en el polvo y en objetos que estan en cuartos deshabitados.

1.2.3. Carnes procesadas.

Los alimentos sujetos a contaminacibén postproceso con ce-==-
pas de S. aureus enterotoxigénico representan un peligro signifi-
cativo por la ausencia de organismos competitivos que normalmente
restringen el crecimiento de S. aureus. Si el alimento contiene
un elevado nlimero de estafilococos no por eso quiere decir que -
sea responsable de intoxicacildn alimentaria sino que se debe de--

mostrar la presencia de enterotoxina. Tampoco la ausencia o la



presencia de un pequeific nimero de estafilococos aseguran completa
mente que el alimento sospechoso es inofensivo, ya que puede haber
enterotoxina resistente a el calor previamente producida por el

microorganismo cuando se encorntraba en elevado nfimero.

Factores tales como el calor, ccngelacidn, desecacién y al
macenamiento comunes en un alimento procesado afectan adversamen~
te el crecimiento de S. aureus provocando células alteradas depen
diendo del tipo y severidad del tratamiento. Células metabblica
mente deterioradas sobreviviendo a la accidn toxica de medios -

selectivos pueden fallar a mostrar apariencia tipica.

Es importante conocer las siguientes caracteristicas en -
productos carnicos. La carne deshidratada libre de grasa contie
ne un 15% de agua. El ay minimo en salchichas fermentadas va de
0.83 a 0.87, y en jamones de 0.80 a 0.94. El ay minimo para cre
cimierto de S. aureus en estos productos es de 0.80. Sin embar-

go, a ag, de 0.86 no se produce enterotoxina.

El ay

ne como el pH y contenido en preservativos, y por factores extrin

est8 influenciado por factores intrinsecos de la car

secos como los gases ambientales y la temperatura. La humedad -
puede ser incorpcrada en los productos alimentarios por medio del
cocinado 8 por afiadidura de un humectante como un ingrediente en

la preparacibn de un alimento (Jay 1978).

Otra caracterfistica en los alimentos es su contenido en



sal (NaCl)., Salchichas y jamones tienen de 2 a 3.5% Yy en el tocino ge~-
neralmente se usa una concentracidén minima de 5 a 7% y la maxima

concentracién de sal est§ entre 8 a 12%.

En estos productos no existe madxima tolerancia en conteni-

do de sal, azficar o agua como para otras sustancias aditivas.

Cuando la sal es empleada como control del ay. se necesita
una elevada cantidad de ella (22%) para alcanzar valores de ay —-
tan bajos como 0.86. Una cantidad minima de sal (0.9%) sirve -
para alcanzar un ay de 0.9. Por lo tanto la sal ejerce un efec

to secante sobre el alimento. Adem&s, al bajar el a por la =--

wl
accidén de NaCl , el S. aureus incrementa la resistencia a el ca-
lor; mientras que otras sales como las de Ca2+ Yy Mgz+ incrementan
el ag.

El rango en pH de algunbs productos cérﬁicos se enlistan a
continuacidén: en carne bovina va de 5.1 a 6.2, en jamén de 5.% a
6.1, en productos madurados de 5.2 a 5.4, en pollo de 6.2 a 6.4 ¥y
en camarbn de 6.8 a 7.0. A pH 6ptimo el §. aureus generalmente
es m3s resistente a el calor y a medida que va disminuyendo el pH,

va aumentando su sensibilidad a el calor.

Como se puede ver anteriormente los productos madurados --
son productos acidificados que contienen 1.5% de NaCl y 100 ppm de
nitritos. Esta concentracién no muestra efectos inhibitorios a

S. aureus (Jay 1978}.
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Un embutido a base de carne de res y de puerco gue suele =
madurarse con su propia flora o con cultivos l&cticos aifladidos, y
posteriormente desecado, puede ser un importante riesgo si el nG-
mero inicial de estafilococos es grande. Por otra parte, el tra
tamiento térmico a 60°C en la masa interna de la carne, que se -
aplica para inactivar a la triquina, es suficiente para destruir

también microorganismos (Fernandez 1976).

1.2.4. Caracteristicas de aislamiento.

Los primeros estudics sobre el diagndstico y/o medios se--
lectives para aislamiento y enumeracifn del estafilococo en ali--
mentos se han realizado desde 1936 por Chapman y en 1942 por Koch,
F.E. que condujeron al desarrollo del primer medio diferencial de
sal en 1945, al aprovechar las caracteristicas halofflicas del -
germen. En 1946, Chapman desarrolld el medio No. 110 y el medio
Chapman§ Stone; ambos contenian sal e incorporaban la reaccibén =~

gelatinolitica, "reaccidn de Stone".

En 1949, Ludlam reportd el uso de telurito de potasio como

un agente diagnéstico y selectivo para estafilococos.

Zebovitz y Evans, en 1355, desarrollaron el agar telurito
glicina que resultd de la adicidn de LiCl y glicina al medio de =~
Ludlam$. Y, en 1960, el agar Vogel-Johnson aparecid como resul=-
tado de la adicién de LiCly el telurito de potasio al agar sal-ma

nitol.

11



Estos mE&todos difieren principalmente en el tipo de agentes
selectivos utilizados en el medio de aislamiento, como son NaCl,
el telurito de potasio, el LiCl, la glicina, la azida de sodio, ~

lag polimixinas, entre otros.
El m8s reciente avance en el desarrollo de medios selecti-
vos para estafilococos coagulasa positivos fu& la adicidn de yema

de huevo como un agente diagndstico.

Colbeck, en 1956, desarrolld el primer medio yema de huevo

considerando que S, aureus utiliza la lipovitelina del huevo y ==~

ocasiona la transparencia del medio opaco debajo y alrededor de
las colonias (Stiles y Clark 1974). Posteriormente, Richou, en
1960, confirmb esta propiedad al demostrar dos actividades sobre

el agar opaco de yema de huevo:

1) Transparencia del medio yema de huevo por protedlisis o lip§--
lisis.

2) Desarrollo de zonas opacas dentro de las zonas transparentes,
es decir, aparicidn de un precipitado blanco o amarillento por
la formacidn de sales de calcio y magnesio de los &cidos grasos

liberados.

Ambas caracterIsticas constituyen la denominada “reaccidn

de yema de huevo" (Baird-Parker 1962).

- Muchos medios yema de huevo fueron propuestos, como el ---

agar azida yema de huevo, por Hopton en 1961; el agar yema'de - -

12



huevo telurito, basado en el medio Ludlam§ y en 1962, el medio de
Baird-Parker, el cual es una modificacibn del agar glicina-teluri-~
to ocasionada por la adiciédn de yema de huevo y piruvato de so--
dio, que estimula el crecimiento de S. aureus (Stiles y Clark ==~

1974) .

Minor y Marth, en 1971, concluyeron que, virtualmente, to-
dos los medios selectivos y diferenciales usados para aislar el
estafilococo son algunas veces inhibitorios para su crecimiento =~
cuando el estafilococo se encuentra en estado débil o alterado, y
que el medio de Baird-Parker era especifico para la deteccibén vy

enumeracién de S. aureus en los alimentos.

Este medio ha sido propuesto como medio esténdar para el -

aislamiento del germen, por comisiones internacionales tales como:

‘International Commission on Microbiological Specifications {ICMSF)
1978, Interpational Organization for Standardization (ISO) 1979.

Ademas, es particulamente Gtil en la recuperacidn de $. aureus de
alimentos procesados en los cuales los organismos han sido altera
dos por efectos fisicos o por efectos quimicos (Baird-Parker y -

col. 1965, Stiles y Clark 1974, Hurst 1977).

La principal desventaja del medioc de Baird-Parker radica -
en tener que adicionar al medio de cultivo sustancias tanto cesti-
mulantes del crecimiento de $. aureus, como inhibitorias de germe
nes contaminantes, una vez que el medio base ha sido preparado vy
esterilizado, ya que, despuBs de servido en las cajas de petri, -

no puede ser almacenado satisfactoriamente porque el medio debe -

13



descartarse si no se usa dentro de las 24 a 48 horas después de ~
su preparacién. Pero estas desventajas son compensadas por la
gran especificidad del medio, que detecta niveles entre 10J by 102

colonias/gramo de alimento (Baird-Parker 1962).

Existe una forma estable del medio que se prepara de acuer
do a la f6rmula original (Bair-Parker 1962), solamente que, en --
este caso, el piruvato de sodio se extiende por encima de la super

ficie del agar y las cajas de petri se secan a 50°C.

Este medio puede guardarse aproximadamente durante un mes

a temperatura de refrigeracidén (5-8°C) (Holbrook y col. 1969).

Cuando el S.aureus crece en el medio de Baird- Barker, lo
hace en forma de colonias negras, brillantes, convexas, de 1 a ==
1.5 mm de diametro, viscosas y rodeadas por halos transparentes -
de 2 a 5 mm de di&metro; ademds, son fuertemente positivas a la -
prueba de coagulasa (Baird-Parker 1962 , ICMSF 1978). A la mor-
fologia colonial antes mencionada se le conoce como descripcibn -

tipica del germen.

Sin embargo, a continuacién se describen los pocos reportes
existentes en los que se ha publicado patogenicidad de cepas de
S. aureus que no responden a las caracteristicas morfoldgicas an-
tes vistas o al comportamiento bioquimico tipico ante alguna de

las dos pruebas fundamentales de identificacién del germen.

14



1.2.5. Intoxicaciones alimentarias estafilococales debidas
a cepas atipicas.

Desde 1884 se empezaron a conocer 1as~intoxicaciones ali-f
mentarias ocasionadas por S. aureus y sblo hasta 1974, en E.U.A.,
se hizo una clasificacién y se encontrd que los alimentos mas fre
cuentemente involucrados estaban en el siguiente orden: 1) produc

tos l&8cteos, 2) productos carnicos y 3) productos de panaderia.

Los prnductos cdrnicos mostraron tener un segundo lugar en
el predominio respecto a la contaminacidn con S. aureus enterotoxi
génico. No existe una tabla de incidencia gue reporte alimentos
incriminados en intoxicaciones alimentarias debidas a cepas atipi
cas de S. aureus. Desde 1944, la caracteristica fisioldgica més
ampliamente usada como Indice de enterotoxigenicidad ha sido 1la
prueba de coagulasa, y aun publicaciones como Bergeys, Daguet 1977,
apoyan este criterio considerando que e] S. aureus enteropatSge-
no debe ser coagulasa positivo. Bvans, en 1950, publicd que las
cepas coagulasa negativas no son enterotoxigénicas y gue, por es-
to, no deben ser tomadas en cuenta cuando se aislan de los alimen
tos. Sin embargo, en 1959; Omori y Kato reportaron un brote de
intoxicacidn alimentaria causado por estafilococos coagulasa ne--
gativos entre estudiantes japoneses universitarios. Por su par
te, Bergdoll et. al. 1967 encontrd cocos coagulasa negativos en=-
terotoxigénicos que fueron recuperados de alimentos normales y de

alimentos sospechosos de un caso fatal de enteritis humana y de -~

I

casos de gastroenteritis. Todas estas cepas produjeron niveles

i

bajos de enterotoxina que sdlo podian ser detectados cuando se

doblaba la concentracidn de ellas de 30 a 50 veces y servian de -
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alimento a monos, o cuando se probaba por la técnica de doble ---

inmunodifusidn en gel (Casman y Bennett 1969}.

Esto explica porqué Evans no detectd enterotoxina entre -

sus estafilococos coagulasa negativos.

H.E. Hall, en 1968, estudid 806 cepas aisladas de alimen--
tos en buen estado y de alimentos que causaron intoxicacibén, de -
las cuales encontrd 294 cepas coagulasa positiveo y 31 coagulasa -
negativo enterotoxigénicas. Posteriormente, Lachica, en 1969,
analizd 232 cepas coagulasa positivas enterotoxigénicas de las ~--
cuales 4 no produjeron la termonucleasa. Asf mismo, analizd 306
cultivos de §. aureus provenientes de fuentes clinicas y alimenta
rias de los que encontrb 41 cepas coagulasa negativo, de las cua-
les 10 poseian termonucleasa y 9 producian enterotoxina. Lachica
concluyd gue esas cepas probablemente representen mutantes gue --
han perdido la habilidad de produccién de la coagulasa o la termo

nucleasa.

En 1975, Rayman y col. encontraron que de 52 cepas aisla--
das de alimentos, una fué termonucleasa negativo coagulasa positi
vo enterotoxigénica. En el mismo afio, Lotter y Genigeorgis ais-
laron, de diferentes fuentes, 8 cepas coagulasa negativo y una -
débilmente coagulasa positivo enterotoxigé&nicas que evaluadas so-
bre la base de sus propiedades bioquimicas, podrian considerarse

como variantes de ese microorganismo, ya que ninguho de los germe

nes aislados exhibieron caracteristicas tipicas de 8. aureus, - =
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5. epidermidis o S. saprophyticus (ver tabla No. 1, pég. ).

En 1976, Dornbusch, en un estudio de estafilococos coagula
sa negativos termonucleasa positivos de fuentes humanas, concluyb
que estos perteneclan a un grupo intermediario heterogéneo que --

compartian caracteristicas de S. aureus y S. epidermidis (Lachica

y col. 1969, Lotter y Genigeorgis 1975).

En 1978, Gramoli y Wilkinson identificaron dos §. aureus -
como "S. aureus atIpico" porque no produjeron la enzima coagulasa
a partir de 13 cepas coagulasa negativas aisladas de fuentes huma

nas, alimentarias y animales.

Estos reportes despiertan extensivo interé&s en Salud PGbli
ca por la importancia de la existencia de cepas enterotoxigénicas

de S§. aureus coaqulasa negativo.

Las tentativas para demostrar coagulasa en este tipo de eg
tafilococos a través de estudios de fibrineclisina y por medio de
la induccidén de liberacién de coagulasa por el uso de alblmina --
sérica bovina no tuvieron é&xito (Orth y Weiss et. al., citados =~

por Lotter y Genigeorgis 1977).

Se cree que el retraso o la falta de una reaccidén coagula-
sa positiva por cepas de S. aureus pueden ser debidos a: a} una
pequeita cantidad de coagulasa durante la prueba causada por condi

ciones impropias de cultivo, por variacién en la produccidén de -

17



cdagulasa, por destruccidn ocasicnada debido a proteinasas de los
estafilococos o a las encontradas cen el plasma animal empleado en
la prueba; b} una inestabilidad del plasma provocada por la pérdi
da de un factor accesorio de la coagulasa debido a la presencia -
de inhibidores no especificos o al hecho de albergar anticuerpos

contra la enzima; c) una destruccidén de la fibrina (causada por ~
la fibrinolisina o debido a las proteasas del plasma) antes de --
que los resultados positivos fuesen observados (Lotter y Genigeor

gis 1977).

Todo lo descrito anteriormente se iefiere a variantes de
tipo.bioquimico que pueden ser enterotoxigé&nicos. En cuanto a
variantes de tipo morfoldgico sobre el medio de Baird;Parker exis
ten los reportes de De Waart 1968, Devoyod 1976, Devriese 1981 y
Stiles y col. 1981. Ellos publican fallo en la manifestacién de
los dos principales marcadores diagnbsticos presentes en el medio,
es decir, en la transparencia &e_la yema de huevo por falta par--
cial o total de un halc transparente alrededor de la colonia (fal
ta de actividad de lecitinasa) y en la reduccibn del telurito por
falta parcial de pigmentacién de las colonias. Muth (citado por -~
Minor y Marth 1971) estudié una cepa de S. aureus que produjo - -

grandes cantidades de coagulasa y descubrid que formaba colonias

de pigmento blanco, pequefias, rugosas y viscosas. Estas varia-- -

ciones sblo se reportan existentes y no se tiene informacidn en cuan

to a su patogenicidad.

Considerando la importancia que tiene la existencia de en-

terotoxinas producidas por cualquier tipo de cepas de §. aureus,
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se han ideado métodos para su determinacién. Estos métodos pue-
den ser: la administracidén oral a humanos y animales o la serolo-

gia: éste fltimo es el mis usado.

Existen algunos tipos de enterotoxinas antigénicamente dis
tintos (A, B, Cyv Cz, D, E, F); cada una tiene propiedades fis{--

coguimicas diferentes {(ver tabla No. 4 pig.24 ).

En 1954, Surgalla us6é el primer método serolbgico para =~
enumerar antigenos presentes en preparaciones enterotoxig&nicas;

resultd ser un método muy sensible y tuvo mucha aceptacién.

En 1958, Ouchterlony desarrcolld la t&cnica de difusidn en-
gel para la deteccib6n de antigenos solubles. Actualmente, el mé
todo de microplaca para la identificacidn de enterotoxina adopta=-
do por Casman y Bennett en 1969, es el que se recomienda para uso
rutinario porque ofrece ventajés ya que ademis de usar pocos reac
tivos, puede detectar cantidades muy pequeflas (0.1 ug) de entero-
toxina A y B por mililitro. El fundamento del método anterior -
es que los reaccionantes en pozos separados difunden uno hacia el
otro; esto crea un gradiente de concentracién en el gel y donde
la concentracidn antigeno-~anticuerpo sea 6ptima para la inmunopre

cipitacidn se observard una linea opaca en el agar (Clausen'1975L

Existen otros métodos para la identificacifn de enterotoxi
nas que son mucho m&s sensibles: el Radioinmunoensayo, ELISA, y

la Hemaglutinacion. Estos métodos requiereh poco tiempo para su
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realizacidn, pero necesitan de sustancias mds complejas y mds cul

dado en su ejecucidn.

Entre las mGltiples funciones del Laboratorio Nacional de
Salud Pfiblica estd la de contribuir a la disminucibén de la tasa -
de morbi-mortalidad de la poblacibén a nivel Nacional, controlando
los germenes patdgenos contaminantes de los alimentos que'genéral
mente causan problemas gastrointestinales; los cuales tienen un
lugar preponderante entre los padecimientos mds importantes en --
nuestro pais (En la actualidad, las gastroenteritis ocupan el se-
gundo lugar entre las causas de muerte (KGmate y Gutiérrez 1983).
Uno de estos germenes es el S. aureus productor de intoxicaciones
alimentarias que rara vez se dan a conocer, a menos que la pobla-

cién intoxicada sea muy grande.

20



TABLA No, 1

ESQUEMA DIAGNOSTICO PARA CLASIFICAR ESTAFILOCOCOS ¥ MICROCOCDS

GRUPD 1

ESTAFILODCOCDS ROSENBACH

SUBGRURDS I
PIGMENTD ROSA -
ACIDG DE GLUCOSA
1) AER0BIO .
2) ANAEROBIO N
COAGULASA s
FOSFATASA .
ACETOINA N
ACIDO DE:
1) ARABINDSA .
2) LACTOSA *
3) MANITOL M
&) MALTOSA v

11 11 v

+ 8+

* +
A *
- -
+ -
- +
- -
v -
- v

SUBGRURO I CORRESPONDE A : S. aureus
SUBGRUPQ T CORRESPONDE A

SUBGRUPR 7 CORRESPONDE A
SUBGRUPO 8 CORRESPONDE A

1 5. epicsbmidia
M, Yuteua

M, roseusn

+

14

v

+

S+r=l

GRUPD IX

MICRDCOCOS COHN

1 2 3 4

+ + + *
- - - -
- - - -
- - - e
+ + + +
- - - <+
- + v +
- - + *
v * * +

* 4 DEBIL 0 NEGATIVO
* Va VARIASBLE

+

L K N 4

t ¥

Tttt

L .4

L B A |

1¥4



TABLA No. 2

CARACTERISTICAS DIFERENCIALES DE ESPECIES DEL GENERD HSTAFILOCOCO

CDAGULASA

MANITOL
ACIDO AERDBICAMENTE
ACIDD ANAEROBICAMENTE

ALFA TOXINA

ENDONUCLEASA RESISTENTE
AL CALOR

BIOTINA

PARED CELULAR:

[IBITOL
GLICEROL
PROTEINA A

SENSIBILIOAD A LA NODBO-
VIOCINA

S, aureus S, epidermidia
+ -
+ d
+ -
+ -
+ -
- +*
- -
- +
+* -
s ]

+= MAS DEL 90% CE CEPAS POSITIVAS
- MAS DEL 90% DE LAS CEPAS NEGATIVAS
d= MENDS DEL 90% DE LAS CEPAS POSITIVAS (ALGUNAS POSITIVAS, ALGUNAS NEGATIVAS)

NT= NO PROBADAS

S. smprophyticus

t o

NT

o+
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ESPECIES

Staphyloooccous

aureus

intermadius

hylcus subsp,
yicue

hyicus aubsp,
c*rnmo enes y
atron gfapﬁy-
lococcus y My
Crococcus eppe

TABLA No, 3

CARACTERISTICAS DISTINTIVAS ENTRE ESPECIES DE ESTAFILOCOCO Y MICROCOCOD SPP,

CARACTERISTICAS MAYORES

PIGMENTA=~ EFECTO REACCION FACTOR

CION HEMOLITI FUERTE COAGU-
(H L . LANTE

4 + oy +

- + )] 0

- - + -

CARACTERISTICAS ADICIONALES

PRUEBA OPCI0- TIPIFICA- ACETOINA HIALU-  MANITOL
NAL COAGULASA CION DE RONIDA - ANAERCBIO
EN TUBO L/PLAS  FAGODS SA

MA DE CONEJOC

+ D e + +
+ - - - -
D - - + -
- - [»] - D

* POR ARRIBA DEL $0% DE LAS CEPAS SON POSITIVAS

D=DIFERENTES RESULTADDS

s CEPAS DE Staphylococcus sureus PROVENIENTES -
DE POLLD EUE%E!NL_SETDW—WETOINA NEGATI -
vo 0 soLo DAR una REACBIBN DEBILMENTE POSITI-

VO (DEVRIESE & DEDING 1976, CITADD POR DEVRIE
SE Y HAJEK 4980 ),

N
w



TABLA Noe &

FROPIEDADES FISICOQUIMICAE DE LAS ENTEROTUXINAS ESTAFILOCOCCICAS

PRUPTEDADES A
PESY MOLECULAR 27 800
PUNTC 1SBELECTARICC T3

CLNTENIDG DE NITRO-
GENU 1647

UDSIS EMETINA EDsp

wyg / moano S
ABSORCICN MAXIMA 277
ExTiNcION ( E]%TmM ) 1% o6
COEFICYENTE OF SEDIMEN-

TACION ( B3q W) § 3.03

SOEFTUIENTE OF DIFUSTON
{ Dy W X 107Cn°/ Seg  9.80

VISCNZIDAD REDUCIDA ml/y  4.07

VOLUMEN PARCIAL ESPECT ~
FICO 1 1,726

14 .6

Z2.78

8,22
3.8

0.726

Cq

34 100
8.6

1642

277

12.1

3.00

8.10
340

0.928

G2
3% 000

7.0

16.0

5«10

277
12441

2.90

8,10
3.70

0,725

29 600
7.0

5= 10
27
12,5

2,81

-

L T

¥c
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2, OBJETIVOS

2.l. Conocer las variaciones en morfologifa colonial que pre

senta Staphylococcus aureus procedente de carne en el medio de - -~

Baird-~Parker,
2.1.1, Relacionar las dos principales pruebas confirma
tivas existentes para este microorganismo como son la coagulasa y -

la termonucleasa; asf{ como otras pruebas bioguimicas complementarias.

2.2, Determinar la frecuencia de Staphylococcus aureus ati-

pico en productos c&rnicos.

2.2.1. Conocer la posible enterotoxigenicidad de las
cepas atipicas aisladas, asi como los principales tipos inmunoldgi-

cos enterotoxigénicos presentes.



3. WATERTALES Y METODOS

3.1. ORIGEN DE LAS MUESTRAS.

Para efectuar el presente estudio se analizaron 233 produc
tos c8rnicos gque llegaron al Laboratorio Nacional de Salud PGbli-
ca con fines de control sanitario, para tal an&lisis, se siquié -
la secuencia que a continuacidn se describe y se esquematiza en -

el diagrama No. 1, pdg. 35 }.

3.2. CUENTA DE Staphylococcus aureus.

- Pesar 10 gr. de la muestra y homogeneizar con 90 ml de solucidn
amortiguadora, en un vaso de licuadora, durante 90 seq. Bsto
constituye la dilucibn 1:10. A partir de ella, preparar dilu-

ciones decimales mayores 1:100, 1:1000, 1:10000.

- Transferir 0.1 ml de cada una de las diluciones decimales (10-1,

2

1072, 10%) a placas de agar de Baird-Parker.

- Distribuir el indculo sobre la superficie del agar con una va--

rilla estéril, utilizando una para cada dilucidn.
~ Invertir las placas e incubar durante 48 horas a 35°C.
~ Eeleccionar como miximo 3 colonias atipicas tomando en cuenta -

el tipo colonial que presenten y someterlas a las pruebas bio--

quimicas que se describen ensegquida.
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Para realizar lo menclonado anteriormente, se siguieron --

las especificaciones dadas por el Committee on Microbiological -

Methods for foods 1976.

3.3. METODOS PARA IDENTIFICACICN DE Staphylococcus aureus.

3.3.1. Observacidfn microscdpica.

Tomar una asada del cultivo de 24 horas crecido en agar soya -

tripticasa (AST).
Tefiirlo por la técnica de Gram.

Observar formacidn de cocos en racimos Gram (+) tipicos de - -

S. aureus.

3.3.2. Prueba de catalasa.

Poner una asada de cultivo de 24 horas crecido en AST, sobre un

portaocbjetos limpio.

Poner con pipeta pasteur una gota de agua oxigenada reciente--

mente preparada al 3.5%.

Lectura:
Observar la formacidn c¢e burbujas. Las colonias que no presen

ten formacidbn de gas son catalasa negativo (Baird-Parker 1963).
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3.3.3. Producciér. de pigmento.

- Pasar una asada del cultivo de 24 horas crecido en caldo BHI =

{(Brain Heart Infusion) a un tubo con agar soya tripticasa.

- Incubar durante 3 dias a 37°C.

Lectura:
Observar la produccién de pigmento.
Tomar en cuenta que S. aureus generalmente produce un pigmento

amarillo (Baird-Parker 1963, Devriese 1981).

3.3.4. Prueba de coagulasa.

~ Sembrar en 0.5 ml de caldo BHI.

- Incubar a 37°C durante 24 horas. Al mismo tiempo, inocular en

la misma forma cepas conocidas de S. aureus y S. epidermidis - -

como testigo (+) y testigo (~) respectivamente.

- Transferir 0.3 ml a un tubo estéril para la prueba de termonu--

cleasa.

- Agregar al resto del cultivo 0.2 ml de plasma de conejo diluido

volumen a volumen con solucién salina estéril al 0.85%.

- Incubar en bailo Marfa con una temperatura de 35 a 37°C y obser-

var en intervalos de una hota durante 6 horas.

28
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Lectura:
Considerar positiva la prueba si hay formacidn de codgulo total
de la mezcla (se siquieron las especificaciones dadas por Lachi

ca 1971).

3.3.5. Prueba de termonucleasa.

Agregar a unﬂportaobjetos limpio 3 ml de medio de agar azul de
toluidina~-DNA fundido; esparcir por toda la superficie y dejar

solidificar.

Hacer perforaciones de 2mm de didmetro con una pipeta pasteur.

Calentar el cultivo de caldo BHI en bafioc Ma. a 90°C durante =-=-

15 min.

Transferir una gota de cada tubo a un orificio de la laminilla, -

sin olvidar los testigos.

Incubar en cadmara hGmeda durante 4 horas a 35°C.

Lectura:

La aparicidn de un halo color de rosa alrededor de la perfora--
cibn se considera (+)}. S. aureus produce halos hasta de 7mm de
diametro (se siguieron las especificaciones dadas por Lachica -

1973).

Las cepas que dieron las dos pruebas anteriores positivas
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=

y su morfologia mostraba ser atipica 6 aunque s6lo dieran una de
las dos pruebas anteriores y presentaban morfologia tipica & ati-

pica fueron sometidas a las siguientes pruebas:

3.3.6. Fermentacidn de azfcares.

- Tomar una asada de un cultivo de 24 hcras crecido en AST.

- Inocular dos tubos con caldo base manitol rojo de fenol y sellar
uno de ellos con aceite mineral estéril para proporcionar condi

ciones Qe anaerobiosis.

- De la misma manera, lnocular dos tubos con bese caldo glucosado

rojo de fenol y sellar uno de ellos en la misma forma.

- Incubar a 37°C durante 24 horas. Si es necesario, dejar hasta

36 horas.

Lectura:
S. aureus es anaerobio facultativo, es cecir, oxida y fermenta

la glucosa y el manitol (Baird-~Parker 1963).

3.3.7. Actividad de lecitinasa.

- Observar, después del crecimiento de 24 y 48 horas sobre agar -
Baird=-Parker, la aparicibén de un halo transparente en contraste
con el medio opaco. Esto indica una reaccibn positiva., - - -

S. aureus es lecitinasa (+).
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3.3.8. Reduccibn de telurito.

~ Observar la pigmentacidn de las colonias que estan sobre el me-

dio de Baird-Parker, después de 24 y 48 horas de incubaciédn.

Lectura:

Las colonias negras y grises se consideran reacciones positivas
fuerte y débil respectivamente. S. aureus reduce completamente
el telurito y forma colonias negras sobre el medio (Baird-Parker

1962) .

Las cepas consideradas como S. aureus atipico (con agoye -
en las pruebas bioquimicas anteriores) fueron clasificadas de - -
acuerdo a sus caracteristicas comunes entre si. Se utilizaron -~
las claves del I al V romano con subindice A para los tipos colo-
niales que presentaban actividad de lecitinasa y con subindice B

‘para los que no presentaban actividad de lecitinasa.

Posteriormente, se les aplicaron las siguientes pruebas --

para determinar su enterotoxigenicidad:

3.3.9. Produccidn de enterotoxina.

Se utiliz6 el método de celof&n sobre agar (Robbins R. = -
1974), ya que es facil de ejecutar y produce niveles de entero-—=--

toxina satisfactorios. Este método se describe a continuacidn:

- Cortar circulos de papel celofdn para didlisis y de papel filtro;

todos de 9 cm de difmetro.



~ Humedecer con agua destilada y esterilizar los circulos en una
caja de petri a 121°C/20 min. coloc8ndolos alternativamente y -

ver que no se formen brrbujas o arrugas.

- Colocar los circulos de celofédn ya esterilizados, sobre placas

de medio de agar BHJ pH 6.0 sin que se formen burbujas o arrugas.

- Distribuir, de manera homogénea, 0.] ml del microorganismo a =-
probar, proliferadc en 5 ml de caldo BHJY a 37°C/ 24 horas con -

L3
una varilla de vidrio, sobre el celof&n de la placa.
- Incubar la placa invertida a 37°C durante 24 horas.

- Recoger el crecimiento abundante del microorganismo con 2.5 ml
de fosfato disbtdico (NaZHP04) 0.01M moviendo la caja y sustra--

yendo con pipeta pasteur.
- Centrifugar el cultivo obtenido a 2,500 rpm/60 min.

~ Utilizar el sobrenadante transparente para identificar la ente-

rotoxina.

3.4. IDENTIFICACION DE ENTEROTOXINAS.

Se utilizb la técnica de inmunodifusién en gel scbre micro

placa (Food Drugs Asociation 1976) que a continuacién se describe:

- Usar portaobjetos sin rayar, perfectamente limpios y sin grasa:
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usar detergente liguido Extran yagua destilada. Dejar los --

portaobjetos en alcohol para desengrasarlos.

Cortar cintas de aislar de aproximadamente 10 cm de longitud y
envolver los portaobjetos, perfectamente desengrasados, en ambos

extremos dejando una distancia de 2 cm entre las cintas.

Colocar, en la superficie delimitada por las cintas, una delga-

da pelicula de agar al 0.2%.

Dejar secar en una estufa de 45°C durante un minuto aproximada=

mente.

Colocar sobre la pelicula de agar 0.4 ml de agar noble al 1.2%
{preparado en una scolucidén de NaCl al 0.85%, barbital sdédico al

0.8% y merthiolate 1:10000 cristalino) a un pH 7.4.

Engrasar con silicbén la parte trasera del molde de plastico, sin

obturar los pozos.

Colocar el molde engrasado sobre el agua inmediatamente antes de

que este solidifique.
Una vez solidificado el agar, llenar los pozos e la siguiente
manera:

~Colocar el antisuero en el centro.

—-Poner la enterotoxina tipo, en el pozo superior.



-Poner los sobrenadantes a probar en los pozos restantes.

Lo anteriormente descrito se hizo con la ayuda de una pipe
ta Oxford especial para el llenado de pozos. El sistema de difu
5i6n se dejb correr durante 72 horas a temperatura ambiente, en -

atmdésfera h@imeda.

- Habiendc pasado el tiempo de difusidn, quitar el molde y sumer-
gir la microplaca durante 10 min. en cada uno de los siguientes
barios:

3 baifios de agua destilada.

1 bafio de solucidn de rojo de thiazina al 0.1% en &cido =
acético al 1%.

2 bafos de dcido acé&tico al 1%.

1 bafio de glicerol al 1% en &cido acético al 1%.

- Leer inmediatamente con la ayuda de una lémparayobservar, en ca
so de que las enterotoxinas esten presentes, bandas de precipi-

tacién entre los pozos.

Las toxinas tipo, asi como los antisueros especificos, fue
ron proporcionados por el Dr. Melvin S. Bergdoll del Food Research

Institute of Wisconsin, E.U.A.
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4., RESULTADOS Y DISCUSION

Se analizaron 233 muestras de productos cirnicos, de los -
cuales 33 (14.1%) presentaron S. aureus atipico, es decir, con --
propiedades diferentes a las sefialadas como tipicas para este mi-
croorganismo (Baird-Parker 1962, Bergey§ 1974) (ver tabla No. 5,

pag. 60 ).

En relacién al encuentro de S. aureus atipico, Hall, en =~=
1968, reportd un 10.5% en productos alimentarios, y Gramoli y - -
Wilkinson, en 1978, reportaron un 15.3% en productos de diferen--
tes fuentes. Sus resultados estdn de acuerdo con los obtenidos

en este estudio.

Respecto a las cepas tipicas de S§. aureus halladas en car-
nicos, Jay, en 1962, Chou y Marth, en 1969, y Messer, en 1970 - -
{citados por Minor y Marth 1971), encontraron una frecuencia de

39%, 35% y 40% respectivamente.

Como podemos ver la frecuencia de S§. aureus atipico en pro

ductos carnicos es mucho menor que la de la forma tipica.

Las caracteristicas del tipo alimentario analizado, asi co
mo el dafio que cada germen sufre cuando el producto alimentario -—
es sometido a diferentes procesos, impiden o alteran la forma de
crecimiento tipica del microorganismo en el medio de aislamiento

(Hurst 1977}, y son una probable explicacidn de la presencia de =

cepas atipicas.
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En este estudio se utilizd el medio de Baird-Parker para -
el aislamiento de S. aureus atipico por ser usado en forma rutina
ria en el Labcratorio Nacional de Salud PGblica para la enumera--
cibn de S. aureus tipico proveniente-de alimentos y, ademds, por
ser ampliamente recomendado para cé&lulas alteradas pues se consi-
dera un medio enriquecido. (Baird Parker y E. Davenport 1965, - -
Holbrook R. y col. 1969, Stiles y Clark 1974, Collins-Thompson --

1974, Niskanen A. y M. Aalto 1978, Rayman M.K. y Purvis 1978).

Las células atipicas pueden ser c&lulas alteradas que so0--
breviven a los diferentes procesos o tratamientes de obtencidn -
del alimento (coccibn, ahumado, curado, maduracidn y conservacidn).
Esto es confirmado por A. Hurst 1977, quien dice ademds, que es--
tos procesos pueden ser fisicos o quimicos y que los fisicos com-
prenden el calor, la actividad osmdtica, la irradiacidn y el seca
do; los quimicos el pH, los preservativos, los aditivos alimenta-

rios, la sal {(NaCl) y los colorantes.

Todo esto afecta de alguna manera a los microorganismog ==
modificando sus propiedades fisiolSgicas y, de esta forma su mor-
fologia colonial. Esto d& lugar a cierto riesgo en la salud piG-
blica pues las c&lulas alteradas presentes en los alimentos esca-
pan a la deteccidr. porque no se desarrollan o se desarrcllan mal
en sus medios selectivos y ademds son capaces de repararse , pro
liferar y producir enterotoxina (Collins 1973, citado por A. Hurst

1977).
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A pesar de que el medio Baird~Parker es ampliamente reco--
mendado, se ha visto que sus propiedades inhibitorias son bloquea
das cuando se analizan productos cadrnicos con un elevado Indice -
de contaminacidn bacteriana (De Waart 1968, L.A. Devriese 1981 y
Stiles y col. 1981), Una flora contaminante abundante sobre el
medio de Baird-Parker, afecta la selectividad y capacidad favore-
cedora sobre gérmenes alterados y no alterados que compiten en nu
trientes y lo hacen poco confiable (Hurst 1977). Por eso Devrie
se 1981, aconseja que se adicionen al medio de Baird-Parker, anti
bidticos, que inhiban en gran parte, la numerosa flora competiti-
va procedente de productos de origen animal que crecen en &l. -
Sin embargo, no se sabe el posible efecto que pueda tener este -

medio suplementado sobre células alteradas.

Hurst 1977, afirma gue, con un procedimiento nutricional,
se logra regenerar algunas de las enzimas bécterianas alteradas o
inhibidas. Tal vez asi se logre recuperar las células alteradas.
Collins y col. 1974, proponen el agar soya tripticasa para la re-
cuperacidn de células alteradas por calor. Hurst también mencio
na que la alteracidn celular puede darse a nivel de pared, membra

na, ribosomas o cromosomas.

En la grafica No. 1, p8g. 61 , se observa que los productos
que, en mayor proporcidn, pfesentaron muestras positivas atipicas
fueron el chorizo y la longaniza, que son productos madurados y -
de amplio consumo en el pais; les siguieror en menor proporcidén -

los productos cocidos como el queso de puerco, jamdn, salami, - -
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pasteles de carne, salchichas; algunos de estos presentaron una

cuenta estafilococal hasta de cero.

Esto concuerda con los resultados de Amador (1982), quien,
al estudiar cepas tipicas de S. aureus en carnicos, encontrd que
los productos mds comunmente contaminados fueron el chorizo y la

longaniza.

La constante frecuencia de cepas atipicas en productos ma-
durados, probablemente, se deba al tipo de empaquetado y a la ele
vada cantidad de ingredientes involucrados que pueden estar conta
minados, pues se trata de productos miy condimentados. Hay que
recordar que S. aureus es resistente a la desecacidn, por lo que puede
estar presente en los productos con a, bajo, y que si prolifera =
en gran cantidad, puede producir enterotoxina suficiente como para

producir intoxicacion.

La frecuencia de S. aureus atipico en productos cocinados
concuerda con la frecuencia encontrada en el estudio realizado por

Amador (1982) con cepas tipicas en dichos productos.

Posteriormente se analizd la proporcién en que se encontra
ba S. aureus atipico dentro de los intervalos de cuenta (ver tabla
No. 6 y grifica No. 2 pags. 62 y 63) Yy se observd que la mayoria‘
de las muestras (51.5%) estuvo en el intervalo medio (1001-10 000
col/g.): este comprende 10 productos madurados, 2 semicocidos y -

S cocidos. Los intervalos superiores (10001- 1 000 000 col/g.)



s6lo tuvieron un 18% de muestras y dentro de ellas predominaron -
los productos madurados. En los intervalos inferiores (1-1 000
col/g.) hubo un 30.2%, de los cuales, casi todos fueron productos

cocidos.

Ninglin caso presentd mis de 200 000 col/g.

Estos resultados justificarfan el uso (en la determinacidn
rutinaria que se hace del microorganismo) de un caldo de enrique-

cimiento para gérmenes alterados por procesos alimentarios.

De acuerdo a las normas de estandarizacién (ICMSF 1978}, -
el limite de cuenta para longaniza y chorizo es de 5 000 col/g. Yy
para carnes procesadas, de- 10 000 col/g. Seglin esto, el 70% de
las cepas encontradas gqueda dentro de las especificaciones y com-

prende, en mayor grado, productos madurados.

Se debe hacer la observacién de gue la mayor parte de los
productos se halla dentro de un 1imite de 10 000 ccl/g., mientras
que, en el estudioc hecho por Amador (1982) con cepas tipicas, es-
té dentro de un limite de 100 000 col/g. y en el estudio de Reyes
(1981) er productos lacteos con S. aureus tipico, la mayoria pasa

el limite de 100 000 col/qg.

Otros efectos que pueden dar lugar a la presencia del mi--
croorganismo y ayuden a causar su alteracibn por procesos alimen-
tarios es el a, vy la presencia de sgles de curado. El a, es un
factor neceserio para la proliferacifn de los germenes y, aunque
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se reporta que hay desarrollo substancialmente reducido de estafi
lococos a nivel menores de a, 0.94, se ha visto crecimiento aero-

bio a a, tar bajo de 0.86 (Minor y Marth 1972); esta propiedad de

W
pende grandemente de la cantidad de NaCl presente en los alimentos.

En cuanto a las sales de cur:do, &stas mantienen una atmds
fera reducida que supuestamente inhibe el crecimiento de S. aureus,
pues se ha reportado que los nitritos adicionados a salchichas a
' la concentracifn convencional o mixima son insuficientes para pre
venir su crecimiento (Bayne y col. 1975) . De tal manera que, con
el tiempo, este microorganismo puede multiplicarse y producir - =~
toxina al bajar la flora competitiva y subir el pH del producto -
(Banwart 1979). De modc similar, algunos preservativos alimenta
rios s6lo retardan el desarrollo de S. aureus y la presencia de
l1{pidos en el alimento disminuye su efecto antimicrobiano (David-
son y col, 1981), esto dispone la presencia del estafilococo en -~

el alimento y propicia lo mencionado por Banwart.

En relacidn a la concentracidn de NaCl, sabemos que la to-
lerancia a la sal es una caracteristica de S. aureus (Chapman Yy
Koch 1942, citados por Stiles y Clark 1974). Sin embargo, Law--
rence y col,. 1974, en un estudio incrementando la sal de 0.0-7.5%
descubrieron que cuando habfia un aumento fuerte de sal, las cé&lu-
las no alteradas disminufan, mientras que células calentadas mos-
traban marcada sensibilidad a 4% de sal. Por otra parte, Iandolo
y Ordal {citados por A. Hurst 1977) sugirieron que los medios con

concentracién de sal de hasta 8% s6lo enumeraban organismos no -



alterados y definieron a los estafilococos alterados como organis
mos capaces de desarrollarse en el medio Optimo pero que pierden

su tolerancia a la sal. Tales cambios en la tolerancia a la sal
Yy a cualquier otro agente selectivo en el medio de aislamientd, -
obviamente, reducen la efectividad de éste para enumerar selecti-

vamente S. aureus.

La presencia de sal, no tan s6lo limita el desarrollo de
€. aureus alteredo, sino gque influye notablmenete en su capacidad
para producir enterotoxinas; asi lo declararon Mc. Lean y col. =-
(citados por Banwart 1979}). Ellos probaror diferentes concertra
ciones de sal entre 0.0 y 10% y observaron que desde 0.5% de sal
hay disminucidn en la produccidn de erterotoxina B y que esta re=-

duccidn es m&s acentuada entre 2 y 4% de sal.

Los productos analizados contienen cierta cantidad de sal;
jamones y salchichas tienen 2% (Depto. Ing. Bioquimica E.N.C.B. =
1980). Este hecho podria ser una limitante para el aislamiento
de §£. aureus alterado, en dichos alimentos, e influir er la pro=--

duccidn de enterotoxinas.

Se han reportado varias interacciones entre el pH y la --
concentracién de sal. Sabemos que el pH de crecimiento para cé-~
lulas normales de S. aureus es de 4.2 a 9.3, y que el Sdptimo va
de 7.0 a 7.5 (Bergey§ 1974). Sin embargo, Genigeorgis y Sadler
(citados por Minor y Marth 1971), observaron gque estos rangos ---

cambian para células alteradas, las cuales presentaron una tole~-~
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rancia de no menor a pH 5.6 en carnes curadas. Ihsi como tambien
notaron que el crecimiento de S. aureus y la produccidn de entero
toxina era mejor cuando se incrementaba el pH y la concentracibn

de sal se disminuia. Nelson {citado por Hurst 1977) reportd que
los efectos inhibitorios de pH &cido y concentraciones de hasta -
7.5% de sal, fueron aditivos cuando se enumeraron cé&lulas altera-

das por calor.

La presencia de flora microbiana antagonista a S. aureus -
como seria la presencia de flora lactica y coliformes en productos
madurados que, segln Gilliland y Speak (citados por Banwart 1979}
inhiben el desarrollo de este microcrganismo, influye en la recu-
peracidn de S. aureus tipico. La flora microbiana y los efectos
adversos mencionados antes pueden contribuir a dar lugar a la ma-
nifestacidn atipica en el medio selectivo, y traer como consecuen

cia una recuperaci&n total minima de la forma tipica buscada.

En este estudio, se cbtuvieron dos variedades de pigmento
{ver tabla No. 7, pag. 64 ): un pigmento amarillo {55.7%} y un -
pigmento blanco (44.2%). De los que observamos que las cepas -~
con pigmento blanco manitol negativo (12.8%) pudiesen ser - - - -
S. hyicus; ya que este microorganismo de origgn animal posiblemeg
te estuviese presente en los alimentos analizados, pues.es inhibido
incompletamente sobre el medio de Baird-Parker, {(Devriese y H&jek
1980} . Sin embargo, sus caracteristicas coloniales son diferen-

tes a las de las colonias que resultaron ser atipicas.
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La produccidn de pigmento es independiente al resuléado ok
tenido en cada una de las fermentaciones por cepas atipicas de =
S. aureus; esto es confirmado con un nivel de significancia del
0.05. Aunque las cepas pigmento amarillo dieron mas resultadcs

positivos a las fermentaciones (Hayslett 1980).

Desde 1962 se ha afirmado que la produccién de pigmento es
de poco valor taxonSmico (Baird-Parker 1963). Sin embargo, L. A.
bevriese Yy V. Hijek 1380 consideraron que esta caracteristica es
de gran valor diagndstico en la identificacidn de estafilococos -
patogénicos aislados de alimentos derivados de origen animal y --
dieron mis crédito al pigmento amarillo para diferenciar S. aureus
de otros estafilococos coagulasa positivos. Er este estudio, las
cepas con pigmento amarillo se apegaron md8s a las propiedades ==

bioguimicas tipicas del S. aureus.

Todas las cepas produjeron la prueba de catalasa. Sin em
bargo, aproximadamente el 40% no la manifestd tan intensamente‘cg

mo se describe en la literatura (Bergey§ 1974).

Una probable explicacidn a esto la constituyen los efectos
alteradores de la fisiologia bacteriane pcr procesos alimentarios
anteriormente discutidos y reconfirmados por Bucker y Martin (1981).
Estos autores muestran un dafio hecho a nivel de la actividad de -
la enzima dismutasa que es necesaria para que ge manifieste acti-

vidad de catalasa por la accibén del calor y de la sal.(NaCl}.
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En cuanto a la fermentacibén de azficares, el manitol aerobio
dio positivo tanto para las cepas de pigmento amarillo como para
las de pigmento blanco; no fué& utilizado por el 1.4% del total de
cepas probadas. Esto podria ser explicado por el hallazgo de De
Waart y Mossel (1968). Ellos reportaron nutantes manitol aerobio
negativas de §. aureus que no se detectan claramente er el medio
selectivo; encontraron un 4.4% de este tipo de cepas en muestras
trabajadas de tipo clinico y alimentario y argumentaron que las -~

cepas de esta clase generalmente son glucosa fermentativas.

En este estudio, se obtuvo un 17.1% de cepas que no utili-
" zaron manitol anaerdbicamente; esta prueba, en cuanto a fermenta--
cibén de azlcares, fué la que tuvo més resultados negativos. Esto
puede deberse a la fuente de aislamiento del microorganismo, pues
to que White y col. (citados por éaird—Parker 1965) reportaron --
que sdlo el 73% de cepas de §. aureus de origen bovino ferments -

el manitol y Evans y col. (1983), en un estudio con §. aureus - -

atipicc de pollo, hallaron que s6lo el 76% utilizaba manitol anae

rébicamente.

En cuanto a la fermentacidn de glucosa, s6lo una cepa (1.48)
no fué utilizada anaer&bicamente. Casi todas las cepas fueron -
glucosa fermentativas. En apoyo a lo anterior, Stiles y col. =
(1981) obtuvieron fermentacién de glucosa y manitol de S. aureus

atfpico procedente de carne cruda y procesado en un 93.58%.

En este estudio se obtuvo el 80% de fermentaciones positi-

vas a los dos azficares.
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En este trabajo, se utiliz6 el criterio de Turner y - - -
Schwartz (1958) (ver diagrama No. 2, pig.65 ) para la lectura de -

la prueba de coagulasa.

En el diagrama No. 3, pidg. 66, se observa que de 33 alimen-
tos que presentaron S. aureus atipico, se obtuvieron 70 cepas con

las siguientes caracteristicas:

54.2% coagulasa (+) termonucleasa (+)
44.2% coagulasa (-) termonucleasa (+)

1.4% coagulasa (+) termonucleasa (-)

Se obtuvieron 5 cepas gue dieron coagulasa 3+ .y una coagula
sa 24 termonucleasa positivas. El resto de las 70 cepas aisladas

fueron coagulasa 4+.

Stiles y col. (1981) en su estudio en carnes utilizando - -
plasma de conejo, descubrieron que las cepas aisladas coagulasa -~
3+ y 4+ fueron S. aureus; esto lo cenfirmaron con pruebas bioguimi

cas y con la prueba de termonucleasa.

En este estudio tambi&én se utiliz6 plasma de conejo en 1la

determinacién de la coagulasa (Lachica 1973).

La prueba de coagulasa presenta problemas en su capacidad
para reproducirse y en los métodos de conduccifn. Esto ha hecho

que aun hoy en dia, no haya sido estandarizada. Estos problemas



se presentan més frecuentemente en cepas provenlentes de origen --
animal que en las de origen humano (L.A. Devriese 1981, Evans y -~

col. 1983).

Es posible que en cdrnicos, cebido a la alteracifn fisiol6-
gica celular provocada por algln efecto dafiino, se origine, en un
nGmero significativo de casos, la inhibicifn parcial o total de la
_coagulasa estafilococal. Amador (1982) encontrd que, de un total
de 153 cepas tipicas aisladas de productos cérnicos, el 48.3% fue-
ron cepas coagulasa (-~} termonucleacsa (+). Sin embargo, debe to-
marse en cuenta gque el autor us6é plasma humano en la determinacién
de la coagqulasa estafilococal y, a menudo, esto da resultados mu--
cho menos satisfactorios en cuanto a reproducibilidad, que si se
utilizaran otros plasmas. En los estudios hechos sobre plasmas -
usados en la prueba de coagulasa, Sperber y Tatini (1975) y Gramo-
1i y col. (1978) pusieron de manifiesto esta cuesti6n y sugirieron
el uso de plasma de cerdo s6lo o mezclado con plasma de conejo y
argumentaron gue esta mezcla realza la produccién de codgulo en la
ejecucitn de la prueba. Con base en esto, se han recomendado va-
rios medios con esta composicidn; alqunos de ellos son el medio —--
plasma de cerdo~conejo de Julseth y Dudley (1973), el medio de ~ -
Boothby (1979) en el que se incorpora la prueba de coagulasa y ter
monucleasa y el agar Baird-Parker plasma de cerdo de Idziak y - -

Mossel (1980).

No se ha logrado encontrar un sitio taxon6mico para este —--

tipo de cepas. Smith y Farkas, citados por Gramoli y Wilkinson -
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(1978), publicaron que las cepas atipicas participaban caracteris-
ticas de estafilococos coagulasa (+) y coagulasa (-); formaban asi,

un continuo espectro entre los dos extremos de S. aureus y S. epi-

dermidis y quedaban como un organismo intermedio.

Como se ven en el diagrama No. 3, pdg. 66 , la habilidad de pro

duccién de termonucleasa se relaciona bien con §. aureus. §in
embargo, esta prueba no ha sido oficializada. Esto ya habfa sido

comprobado por Amador (1982} quien encontrd una relacién de un - -

51.6% entre las pruebas coagulasa y termonucleasa.

En este trabajo, con unt de 0.05, se encontrf una relacibn

de un 56.5% entre las dos pruebas.

Estos resultados son bajos comparados con la correlacidn que
encontraron Lachica (1969) y Reyes (1981), la cual fu& de m&s del
90% entre las dos pruebas cabe mencionar que dichos estudios fue--

ron heéhos en productos lictecs.

La prueba de termonucleasa ha mostrado que se relaciona me--~
jor con S§. aureus que la prueba de coagulasa; esto es de suma ime-
portancia, pues todavia algunas industrias procesadoras y algunos
laboratorios se basan solamente en la prueba de coagulasa para - -
identificar S. aureus contaminante de alimentos. Por otro lado =~
se han recomendado una serie de pruebas para la identificacién de
8. aureus atfpico que incluyen la termonucleasa. Lotter v =~ - =~

Genigeorgis (1975) aconsejaron el uso de las pruebas de la termo--



nucleasa, la coagulasa, la fermentaci6n de manitol y la sensibili-
dad a la lisostafina. Evans y col. (1983) sugirieron el empleo -
de tan s6lo 3 pruebas diagn6sticas: la coagulasa, la termonucleasa
y la fermentacifn de manitol. Recientemente ha habido dificulta-

des para diferenciar S. aureus coagulasa (+) de S. intermedius coa

gulasa (+}, por lo que Rous y Love (1983) recomendaron las siguien
tes pruebas: produccién de acetofina, utilizacién de maltosa y de--

terminacién de actividad de hialuronidasa.

En este estudio, por la constante positividad que producen =
en cepas atipicas, se aconsejan las pruebas de la termonucleasa, -

la fermentacibn de manitol, la iecitinasa y la coagulasa.

Se ha visto (Gramoli y col. 1978) que otras cepas de origen

epidérmico humano como son el S. xylosus, S. simulans, S. capitis

y S. sciuri, de los cuales los tres Gltimes utilizaron el manitol
anaer6bicamente, produjeron termonucleasa estable al calor con - -
reacciones débiles creando halos de 1~3 mm de di&metro. Sin em==~
bargo, no se sabe si dan este resultado en forma tipica o son ca--
80s raros y no bien documentados. En el presente trabajo se en~-
contraron 13 cepas termonucleasa (+) débiles, de las cuales 9 eran

coagulasa (-) y 4 cocagulasa (+).

En la tabla No. 8, pig. §7, sSe enumeran 5 tipos de colonias.
que produjeron transparencia del medio de Baird-Parker, es decir,
que son actividad de lecitipasa (+) ¥y 5 tipos que son lecitinasa

(~), las cuales se encontraron que crecen en forma atfpica sobre -
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el medio de Barid-Parker.

La morfologia celular fud tipica para todos los tipos colo=-~
niales. Sin embargo, la marfologfia colonial sg¢ presenté en forma

atipica en diversos grados, en cada tipo colonial:

CARACTERISTICAS MAS FRECUENTES DENTRO DE LOS GRUFOS

CARACTERISTICA LECITINASA (+) LECITINASA (-)
Dimensi6n. 1~-2 mm 1-2 mm
Forma. no redonda redonda
Elevacifn de la
superficie. ) convexa poco convexa
Bordes. no enteros enteros
Superficie ] )
colenial. lisa lisa
Caracteristicas
dpticas. poco brillosas poco brillosas
Consistencia. viscosa viscosa
Pigmento, no negras no negras.

Todas estas alteraciones en log S. aureus pueden ser con-
secuencia de una informacién genética incorrecta causada por algfin
cambio a nivel de DNA extracromosomal, de manera que, cuandoc surge
divigi6n celular, estas caracteristicas persisten. Esta suposi--
cifn concuerda con la hipGtesis sugerida por Muth (citado por Mi--
nor y Marth 1971 a) quien dijo.que los marcadores genéticos respon

sables de la producci6n de coagulasa y morfologia colonial Gnica -
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se encuentran enlazados y son extracromosomales. Minor y Marth --
(1971 a) declararon que las mutantes que sufren alteracifn o pérdi-
da en produccifn de toxina, también, pueden perder sus caracteristi
cas parentales, como la habilidad a secretar coagulasa, desoxirribo
nucleasa, hemolisina y no ser tipificados por bacteriéfagos y men--
cionaron el hallazgo de una sustancia dializable, resistente al ca-
lor y no afectada por enzimas proteoliticas que inhibe la produc---
cifén de coagqulasa, de desoxirribonucleasa y de producci6n de entero
toxina. Por otra parte, Lotter y Genigeorgis (1977), al estudiar

variantes de S. aureus coagqulasa (+) enferotoxigénicas obtenidas ~
de cepas de S.aureus coagulasa (-) enterotoxigénicas, encontraron 2
tipos de colonias provenientes de una sola cepa; un tipo era coagu-
lasa positivo y crecfa mucho mds r&pido que sus parientes vecinales,
que eran coagulasa negativo ' mds pequeias. Los autores supusie-=-
ron que, dentro de la poblacifén coagulasa negativo, podrian existir
unas pocas cé&lulas coagulasa positivo, y que, de algln modo, por =--

seleccifn crecfan mucho mds rdpido que sus vecinas coagulasa negativo.

El encuentro de las variaéiones morfol6gicas mencionadas -
con anterioridad en este estudio concuerda con la investigacifn he-
cha en carnes por Stiles y col. (1981). Ellos hallaron sobre el
medio de Bailrd-Parker, S. aureus que tenian color gris obscuro a -—-
gris negrusco, Yy no negras brillantes como se describen generalmente
(Baird~-Parker 1962y ICMSF 1978). También encontraron colonias con
caracteristicas tipicas que no produjeron transparencia sobre el -
medio y que fueron identificadas como S. aureus. Este tipo de co-

lonias fue designado como del tipo II por la ICMSF (1978). Stiles
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y col.(1981) notaron que, en su trabajo, esta clase de colonias - -
tampoco eran negras. Otros tipos d2 colonias descubiertas por los
anteriores autores son gris-obscuro, brillantes y con bhorde blanco,
con halo y sin halo transparente, coagulasa (-), y otras, gris bri-
llante con las mismas caracteristicas; no resultaron ser todasg - -

5. aureus, cuando se confirmaron con la prueba de termonucleasa.

La falta de manifestacifén parcial o total, sobre el medio -
de Baird-Parker, de los dos principales marcadores diagn6sticos co-
mo son la transparencia de la yema de huevo y la reduccidén de telu-
rito, estuvo presente en este estudio. Se ha reportado (De Waart
y col. 1968, Devoyod 1976, Devriese 1981) que cepas de S. aureus,de
procedencia alimentaria, no producen transparencia de la yema de =--
huevo, tal vez por la inhibicifn de la enzima estafilococal lipopro

teica (lecitinasa).

Esto influye notablemente en los germenes alterados por - -
procesos gue pierden su tolerancia a la sal, mencionados anterior--
mente, puesto que Baird-Parker (1962) dijo que la opacidad del me--
dio Que tiene yema de huevo depende principalmente del contenido de
sal del mismo; por lo que la transparencia, se debe, presumiblemen-
te, a la solubilizacidn de la lecitoproteina del huevo, que se di--

suelve por la adici6n de sal.

Se enfatiza la importancia de estas reacciones diagnfsticas
puesto que Devriese (1981), al trabajar con muestras de origen ani-

mal, observé que esos dos marcadores no funcionaban satisfactoria--
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mente por lo cual no se podia diferenciar completamente S. aureus -
de otras colonias contaminantes y, muy frecuentemente, encontrf - -
S. aureus lecitinasa negativo en muestras procedentes de carne bovi
na. Por otra parte, si recordamos que Stiles y Clark (1974) y - -
Hurst (1977) hiciexon mencifén de que una de las caracteristicas de

los microorganismos alterados por calor es la pérdida de resisten--
cia a agentes selectivos, posiblemente es natural gue, en los ali~-
mentos procesados, estos microorganismos se vuelvan sensibles y - -~

pierdan su expresividad en el medio de aislamiento.

Por las razones anteriores, se han propuesto versiones modi
ficadas de medios selectivos que, en lugar de la "reacci6n yema de
huevo", utilizan el plasma o fibrionfgeno como marcador selectivo.
Asf, por ejemplo, se usan el medio plasma de cerdo-conejo de Julseth
y Dudley (1973) -mencionado anteriormente- el medio a base de plas-—
ma de cerdo de Devoyod (1976}, el medio de Stadhoudexs (1977) y el

agar plasma de cerdo de Hauschild y col. (1979).

En la tabla No. 9, p&g. 68, se observan los resultados posi
tivos de 2 pruebas bioquimicas ya énalizadas anteriormente gue, jun
to con una tercera prueba (actividad de lecitinasa) se comparan las
variaciones que estas determinaciones tienen con respecto a los di-

ferentes tipos coloniales encontrados.

El tipo colonial I fué el que aporté mis cepas positivas a
estas 3 pruebas; después, en menor frecuencia, el tipo colonial III.

Ademds en esta tabla, se puede distinguir claramente que la prueba
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gue mis resultados positivos dio fué la de termonucleasa; luego, -~
la de lecitimasa y por Gltimo, la de coagulasa (esto es afirmado con

un nivel de significancia del 0.05 (Hayslett 1980).

Los tipos coloniales que mostraron menos resultados positi-

vos a estas determinaciones fueron el II, IV y V.

En el diagrama Mo. 4, pdg. 69, se distingue que las cepas =
lecitinasa (+) fueron las que, en un 68.6%, predominaron sobre las
cepas lecitinasa (-) (31.4%); dentro de las primeras se encontrd un
42.8% de cepas coagulasa (+), un 25.7% de cepas coagulasa (-} y ca-

si la totalidad (67.1%) de cepas termonucleasa (+).

Como se puede notar de los resultados anteriores, la mayo--
ria de las cepas, independientemente del tipo colonial, tienden a.
apegarse mls a las caracteristicas tipicas de §. aureus. Stiles y
col. (1981) descubrieron, en su estudio en carnes crudas y procesa-
das, que, dentro del 15.1% de cepas lecitinasa negativas, el 4% - -
(que comprendia 8 cepas coaqgulasa 3+ y 3 cepas coagulasa 2+) fu&é -
S. aureus; esto se confirmé con la prueba de termonucleasa. El
resto, 11.,1% fue cocagulasa negativo que nc fué positivo a la termo-
nucleasa; Stiles y col. pensaron que se trataba de otros estafilo--~

cocos y micrococos.

Es importante hacer notar que el trabajo anterior incluia -

carnes crudas que no sufren ningGn tipo de proceso alimentario.
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En la tabla No. 10, p&g. 70 se observan los diferentes ti--
pos coloniales aportados por las distintas clases de productos ---
analizados en funcibn de la preuba de lecitinasa; en esta prueba, -
los productos que mis cepas atfipicas aportaron, tanto del grupo -
lecitinasa positivo como del negativo, fueron el chorizo y la lon-
ganiza, Los tipos coloniales més frecuentes dentro de el grupo -

lecitinasa posgitivo fueron el I y el III.

En la tabla No. 11 p#g. 71, se advlerte lo mismo gue en la
tabla anterior, pero ahora en funcifn de la prueba de coagulasa.
De igual forma, los productos que més cepas atipicas aportaron, --
tanto del grupo coagulasa positivo como negativo, fueron el chori-
zo y la longaniza. El tipo colonial mds frecuente fué el I, en

cada uno de los dos grupos de coagulasas.

Por (Gltimo, en la tabla No. 12, p&g. 72, se ven log distin-
tos tipos coloniales proporcionados por las diferentes clases de -
producto, en funcién de la prueba de termonucleasa; como en los -
casos anteriores, el chorizo y la longaniza, fueron los proauctos
que mis cepas termonucleasa positivas suministraron. Los tipos -
coloniales m&s frecuentes dentro del grupo de termonucleasa positi

vos fueron el I, III y IV.

Resumiendo las tres tablas anteriores, se diséingue clara--
mente que el tipo colonial I fu& el contaminante mis frecuente en
los diferentes tipos de productos analizados, y que la longaniza y
el chorizo fueron los productos principales en los que se aislé —-

este tipo colonial.
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Stiles y col. (1981) también encontrarcn en carnes, que el
tipo colonial mds frecuente era de la clase lecitinasa positivo, -

coagulasa positivo y termonucleasa positivo.

Al ver la frecuencia con que estas cepas aparecfan en los
alimentos, se les prob6 su enterotoxigenicidad para detectar el -~
riesgo que pueden presentar en el consumo humano. Con este fin,
se probaron s6lo 47 cepas atipicas, del total de 70 aisladas,ldebi

do a la escasez de enterotoxinas tipo.

En la tabla No. 13, pdg. 73, se ven los tipos coloniales =~
atipicos enterotoxigénicos procedentes de los diferentes productos
analizados en funcifn de la prueba de lecitinasa. Los productos

que mas cepas enterotoxigénicas aportaron dentro de los 2 grupos de
lecitinasas fueron el gqueso de puerco y el chorizo, y los tipos co-
loniaies que m8s cepas enterotoxigé&nicas presentaron fueron del - -

grupo de las lecitinasas positivas (tipos I y III).

En la tabla No. 14, p&g.74 , se observa lo mismo gque en la
tabla anterior: g6lo que ahora se presentan en funcibén de la prueba
de coagulasa. También aqui los productos gue mds cepas enterotoxi
génicas aportaron fueron el queso de puerco y el chorizo, pero - --
ahora, se encontraron principalmente dentro del grupo de las coagu~
lasas negativas. El tipo colonial mis frecuente en el grupo de --
las coagulasa positivas fué el tipo I y, dentro del grupo de las -~

coagulasa negativas, fué el IV.

En la tabla No. 15, pdg. 75, se representan otra vez los -

.
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diferentes tipos coloniales enterotoxigénicos procedentes de los --
distintos productos cdrnicos, en funcién de la prueba de termonu---
cleasa. Tambi&n el queso de puerco y el chorizo fueron los produc
tos que mis cepas enterotoxigénicas aportaron, y los tipos colonia-
les mis frecuentes, dentro de el grupo termonucleasa positivo, fue-
ron el I, III y IV. No hubo ningfin tipo termonucleasa negativo --

enterotoxigénico.

En las tablas anteriores, se puede observar que el tipo co-
lonial I no s6lo fué la mds frecuente clase atipica gque se encontrs
creciendo sokre el medio de Baird-Parker sino que fué€ el que més se
apeg6 a las caracteristicas tipicas de §. aureus y, lo mds importan
te, es que fué el mis enterotoxigénico. El tipo colonial III le -
siguib6 en importancia por el ntimero de productos en los que estuvo
presente y por su frecuencia en enterotoxigenicidad. Los demés —--
tipos coloniales se presentaron en una proporcifn escasa en los pro

ductos estudiados y algunos fueron enterotoxigénicos.

La presencia de lipidos puede ser una de las posibles cau--
sas de gue productos tales como queso de puerco, chorizo y longani-
za hayan estado mds contaminados que otros productos; ya que los --
lipidos ejercen un efecto protector para los microorganismos contra

actividades antimicrobianas (Davidson 1981).

En la tabla No. 16, pig.76, se aprecia que, de las 47 cepas
probadas para enterotoxigenicidad, 12 (25.5%) resultaron ser entero
toxigénicas, El diagrama No. 5, pag. 77, engloba lo anterior y mues

tra que todas las cepas enterotoxigénicas fueron termonucleasa - =
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positivas, el 66.6% de las cepas fueron lecitinasa positivas y sélo
el 50% de las cepas fueron coagulasa positivas. Esto, en lo que -
se refiere a la termonucleasa, concuerda con la relacién encontrada
por Lachica (1969) quien reporta un 95% de correspondencia entre la
enterotoxigenicidad y la prueba de termonucleasa. Sin embargo, la
relacién encontrada por el autor, respecto a la prueba de coagulasa
y enterotoxigenicidad, no concuerda con el presente estudio en colo
nias atipicas debido al origen alimentario y tipo de cepas estudia-
das, pues el autor encontrl un 93% de relacibn entre sus cepas tipi

cas coagulasa positivas de origen licteo y la enterotoxigenicidad.

Por otro lade, los reportes existentes, ya mencionados en
este estudio, sobre cepas lecitinasas positivas y negativas no men-

cionan nada en cuanto a su enterotoxigenicidad.

En la tabla No. 17, pdg.78, se resumen los tipos coloniales
enterotoxigénicos y se hace &nfasis en que el tipo I es el mds peli
groso, puesto que produjo 3 cepas coagulasa positivo-lecitinasa po-
sitivo originando las enterotoxinas A, B y D, y una coagulasa nega-

tivo~lecitinasa positivo con eterotoxina D.

El tipo oolonial III presentd 2 cepas coagulasa positivo le-
citinasa positive con las enterotoxinas B y D y una coagulasa nega-

tivo-lecitinasa positivo produciendo la enterotoxina A.

El tipo colonial II origin6 una cepa coagulasa negativo~---

lecitinasa positivo con enterotoxina D.
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El tipo colonial IV dié lugar a una cepa coagulasa negativo
~lecitinasa positivo y 2 cepas coagulasa negativo-lecitinasa negati

vo productoras de enterotoxina D.

El tipo colonlal V presentd una cepa coagulasa positivo~---~

lecitinasa negativo excretora de enterotoxina D.

En esta tabla también se observa que el tipo de enterotoxi-
na més frecuentemente encontrado fué el D (66.6%), la cual es de --
origen animal (Casman y Bennett 1967); esto va de acuerdo con los -
resultados de Raska y Harvey (datos no publicados, citados por Evans
1983) . Ellos, en un trabajo con cepas atipicas de S. aureus proce-
dentes de pollo, encontraron que el 49.4% producia enterotoxina D.
Este resultado es apoyado por Amador (1982), gquien encontré que la
enterotoxina C -que también es de origen animal (Casman y Bennett =
1967) - tenfa una frecuencia de aparicién de 50% en cepas tipicas de

S. aureus.

En este estudio no se halliarcn cepas productoras de 2 tipos
serol6gicos de enterotoxina. Sin embargo, Amador ~(1982) encontré
el 31% de este tipo de cepas y un 4.8% de cepas que produjeron 3 -~
tipos serol6gicos. En el presente estudio s6lo una cepa originé -
esta caracteristica y no se encontraron cepas que ocasionaran 4 §

mds tipos serol6gicos de toxina.
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TABLA No. 5

FRECUENCIA DE §. aureus ATIPICO ATSLADOS DE PRODUCTOS CARNICOS

TIPO DE MU=STRA No. DE MUESTRAS Na, DE MUESTRAS % DE MUESTRAS
ANALTIZADAS POSITIVAS POSITIVAS
JAMON CeCIno 75 9 12.0
SALCHICHRS 45 1 242
QUESO DE PUERCO 25 4 16.0
CHORIZO 19 ? 36.8
LONGANIZA 12 5 41.6
FIAMBRE DE CERDD | 10 L] 0.0
SALAMI B 1 12.5
PATHE 6 0 2.0
OTROS 33 & 18.1
TOTAL 233 33 4.1

8TA0S: TOCIND, PASTELES AE CARNE, GALANTINA
MORCILLA, SALCHICHON, MORTADELA
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TABLA Na. 7

COMPARACION DE LAS CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE LAS CEPAS AISLADAS

PIGMENTO AMA~
RILLD (55.7%)

CERAS ATIPICAS

FPIGMENTD BLAN

CO (b4 .2%)

TOTAL

PRUEBAS BIOQUIMICAS

FERMENTACION DE AZUCARES

MANITOL GLUCOSA
PRODUCCION DE CATALASA AEARDOBIO  ANAERDBIO AEROBIO  ANAEROBIO
PIGMENTO POSITIVO + = + - + - + -
39 a8 0 36 L .38 0
70 _ 70
3 31 1 .22 8 *31 1
70

70 70 70

*INVOLUCRA DDS CEPAS DUDOSAS (VIRE CON ROJO DE FENODL A NARANJA).

x2
0.05

=0 .8 1“

ve



TIPOS DE LECTURA EN LA PRUEBA COAGULASA

P P  ——mm——
& |

WG
1+ 2+

NO EVIDENCIA DE FORMACION DE FIBRINA

| +! PEQUENOS COAGULOS NO ORGANIZADOS
2 +: PEQUENOS COAGULOS ORGANIZADOS
3+.GRANDES COAGULOS ORGANIZADOS

4 +:COAGULACION COMPLETA, AL INVERTIRSE, NO

SE MUEVE DE SU LUGAR

" DIAGRAMA No 2

INTERPRETACION DE
LA PRUEBA DE
COAGULASA

Sy



DIAGRAMA No3

RELACION ENTRE LAS PRUEBAS COAGULASA Y TERMONUCLEASA DE LAS
CEPAS ATIPICAS DE  Staphylococcus aureus

CARACTERISTICAS DE LAS CEPAS SELECCIONADAS

COAGULASA (+) COAGULASA (—) COAGULASA (+)
TERMONUCLEASA (+) TERMONUCLEASA (+]) TERMONUCLEASA (—)

TOTAL DE CEPAS SELECCIONADAS

70 38 3l |
% 100 54.2 44.2 142

CCAGULASA (1)
TERMORLCLEASA (+)

COAGULASA+] >
TERMONUGLLEASA () S :

......
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TIPOS DE CDLONIAS

11,

11,

111

TABLA Yo, 8

MORFOLOGIA COLONTAL ATIPICA SNBRE EL MENIO DE SAIRD-PARKER

MORFOLOGIA COLONIAL

DIMEN- FORMA ELEVACION DE  BORDES SUPERFICIE CARACTEw LONSIS- PIGMENTD
SIONES SUPERFICIE GCOLONIAL RISTICAS TENCIA
(mm) ’ OPTICRS
1.0 Filementaosa  Pulvinada Erosos Liss Poca Viscosa Negra
brillose
1.5 Irregular Pulvinada Ondulado Lisa Brillosa Viscosa  Grig-ghse
euro
1.0 Paca Poca Erosos Liza Poco Viscosa  Caf@-obe-
filamentosa convexa brillosa curn
1.5 Poca Emhonada Enteroa  Rugooa Mate Viscosa  LGris-ohg-
irregular ) curo
2.0 Redonda Poco Enteros Lisa Poto Viscosa Café-oboa
convexa hrillooa cure
1.0 Redande Poco Enteros  Rugoas Opaca Viscoss Gris~obs-
convexa curo
2.0 Redands Poco Enteros Lise Poco Viscosa  Café=obse
convexa brillosa curoe
1.0 Redonda Paco Enteros Lisu Brillonsa Viscasa Caféeobine
convexs curn
2.0 Redonda Emhonads Enteros  Paco Opaca Viscosa  Oris~ohoe
Rugosa curo
2.0 Redonda Foco Enteras Lien Poca Visconn  Cald-oboe
canvexa brillass cura.

A: COLONIAS CON HRLD TRANSRARENTE
B: LOLONIAS SIN HALD TRANSPRRENTE.
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VABLR No, 9

RELACION ENTRE TIPO COLONIAL Y PRUEBAS BIOQUIHICAS POSITIVAS A ACTIVIDAD DE -

LECITINASA
LECITIMNASA (+)

TIFD PRUEBAS BICQUIMICAS

COLONIAL LECITINASA (+) COAGULASA (+) TERMONUCLEASA (+)
26 17 29
11 ’ 3 3 10
I " 5 %
v 5 3 8
v 3 2 9

TOTAL X} 30 69
% 68.6 42.8 98.5

ED.UE': 25-2 (!‘}
846 (c).

-

0.n5"



" RELACION ENTRE COA~
GULASA, TERMONUCLEA~
SA Y LECITINASA

ACTIVIDAD DE LECITINASA (=)

ACTIVIDAD DE.LECITINASA (+)
COAQULASA - _'COAGULASA +

COAGULASA + COABULASA +

COAGULASA + COAGULASA ~
TERMONUCLEASA + TERMONUCLEASA + TERMONUCLEASA~ TERMONUCLEASA4 TERMONUCLEASA+ TERMONUCLEASA —
Ne CEPAS 29 |8 / 9 13 —
% 414 25.7 14 13.0 8.6 -

COAGULASA ~e

"‘TER?"’”"C"E““ *’ LECITINASA (=) 31.4%

LECITINASA (+) 68.8%

COAGULASA +
TERMONUCLEASA~

QAGULASA +
ERMONUCLEASA +
iy,

3.4 %5
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NUMERD DE CEPAS Y TIPOS DE COLONIAS ATIPICAS DE Staphylococous aureus SEGUN EL TIPO DE PRODUCTD EN FUN =

CION DE LR PRUEBA DE LECITINASA

Na, DE CEPAS

PRODUCTD No. DE
MUESTRAS+  SELECCIONADAS
3nMoN 9 12
QUESD DE PUERCO A 12
CHORT20 7 21
LONGANTZA 5 12
TOCIND 2 5
orRos 6 8
TOTAL 33 70

TABLA Mo, 10

ACTIVIDAD DE LECITINASA +
( HALO TRANSPARENTE )

1
3
4
6
7
4

1

25

TIPOS
II IIT IV Vv TOTAL
- 2 1 1 7
- 1 1 1 7
1 4 2 1 1
2 - - 1 10
- 1 = = 5
- 3 01 - 5
3 1 5 &4 48
*0TROS;

I

{ SIN HALO )
COLONIALES

I I11 Iv v TOTAL
1 « 2 1 5

2 = 2 1 5
2 1 3 1 7

1 = o 1 2
- = = = D

“ e T e 3

6 1 8 4 22

SALCHICHA, BALAMI, GALANTINA
ENTRECOT, CAMARON

RCTIVIDAD DE LECITINABA =

oL



NUMERD OE CEPAS Y TIPOS DE COLONIAS ATIPICAS Ot

CION DE LA PRUEBA DE COAGULABA

PRODUCTO No. DE CEPAS SELECCIDNADAS
JAMON 12

QUESO DE PUERCD 12

nHOR1ZO o7

LONGANTZA - 12

TOCIND

GTROS 8

TOTAL 70

TABLA No. 11

Staphy

- & N WM N w

17

COAGULASA +
I III IV
- - 2
- - 1
2 2 2
3 - -
] 1 -
- 2 1
5 5 6

lococcus aureus SEGUN EL TIPD DE PRODU

COAGULASA ~

v TOTAL I I III
1 6 1 1
1 4 2 2
2 13 11
2 7 5 -

2TROS: PASTELES OF
CILLA, SALCH

2

v

1

CTO EN FUN-

TOTAL

& O W » o o

n

CARNE, GALANTINA, MOR
ICHON, MORTADELA

TL



TABLA No. 12

NUMERO DE CEPAS V- TIPOS DE COLONIAS ATIPICAS DE Staphylococous sureus SEGUN EL TIPD DE PRODUCTD EN FUN-

. CION DE LA PRUEBR DE TERMONUCLEASA

TERHONUCLEASA + TERMONUCLEASA =
PRODUCTO Na. DE CEPAB | it
SELECCIONADAS I @I IIT IV v TOTAL I II Il IV V  TOTAL

JAMON 12 3 04 2 3 2 1 1 = o = = 1
QUESD DE PUERCO . 12 & 2 1 3 2 12 - e e e = 0
CHORIZO 29 6 3 5 5 2 29 « = e = = 0
LONGANIZA a2 7 3 - - 2 1 - e e = = )
ToCING ' 5 b « 1 e = 8 e = @ a = 0
Sraos 8 3 - 3 2 a 8 - = = & = 0
roraL 70 22 9 12 13 8 6 1 « & « = 1

OTROB: PASTELES DE CARNE, GALANTINA, MOR

CILLA, SALCHICHON, MORTADELA
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TABLA No, 13

NUMERD DE DEPAS Y TIPOS DE COLONIAS ATIPICAS ENTERDTOXIGENICAS DE Staphylofoceus sureus SEGUN EL TIPO DE

PRODUCTC EN FUNCION DE LA PRUEBA DE LECITINASA

LECITINABAS +

PRODUCTOD No. DE CEPAS CEPAS LNTERC= ENTEROTOXIGENICAS
TUXIGENICAS I II 111 1v VvV TOTAL 1
QUESD DE PUERCO 10 4 A « 41 = 2 -
CHORIZG 1" ' 'l - - 2 - - 2 -
LUNGANIZA 9 1 1 - - - - 1 -
JAMON 5 1 1 o - - = 1 -
L]
O0TROS 9 2 1 = 1 - - 2 -
TOTAL 47 12 ‘ 8

* OTROS: TOCINO, CAMARON, ENTARECDT,

GALANTINA, SALCHICHA

LECITINASAS =

ENTEROTOXIGENICAS

I3 III IV V TOTAL
1 - 1 - 2
- = 1.1 2
- - - - ]
- - - - u
- - - - 0
%

€L



TABLA Noo. 1b

NUMERD DE CEPAS ¥ TIPOB DE COLONIAG ATIPICAS ENTEROYOXIGEWICAS OF Stmphylococeus sureus SEGUN EL TIFD =
OF PRODUCTD EN FUNCION DE LA PAUEBA DE COAGULASA | '
| COAGULASA + COABULABA =
PRODUCTD No. DE CEPAS CEPAS ENTERO-  ENTEROTOXIGENICAS ENTERDTOXIGENICAS
TOXIGENICAS I II III IV ¢ TOTAL - I II IIX IV V TOTAL
QUESD DE PUERCD ) o 1 « = = ® 1 = 1 = 2 « 3
CHORIZO ) b - e = 1 e 4 2 e = 41 4 = 2
LONGANIZA 9 1 e~ ® o « O 4 = o @« = 1
JAMON 4 1 « = o« = 1 o = = = =.-0
dvroa 9 2 1 = 19 « ©« 2 o = = =« =« 0
. TOTAL X ' 12 6 6

°0TROS 1 TOCIND, CAMARON, ENTRECOT, GALANTI =
NO, SALCHICHA

1 4A



TRBLA Ko. 15

NUMERD DE CEPRS ¥ TIPOS DE COLONYAS ATIPICAS ENTERUTOXIBENICAS DE Staphylocaccus mureus SEGUN EL TIRD DE
PRCGOUCTO EN FUNCION OE LA PRUEBA DE TERMONLUCLEASA

TERMONUCLEASA + TERMONUCLEASA =

PRODUCTO Noe DE CEPAS CEPAS ENTERD ENTERDTOXIBGENICAS ENTEROTOXIGENICAS
TOXIGENICAS I II III IV U TOTAL I EI III IV Vv TOTAL

QUESD DE PUEALD 10 4 1 4 e 2 = & e e a = = 0
CHORIZO % 4 - - 2 1 1 [y - - - - > (1]
LORBANIZA 9 1 1 - - - o= 1 - w - - - 4]
JAMON ‘ 1 1 = - @ o 1 - - - - = 1]
draos 9 2 T =« 1 = = 2 - w = e e O
TOTAL W 12 12 0

*OTROS : TOCING, CAMARON, ENTRECOT, GALANTING
SALCHICHA

5t



" TAOLA No. 16

RELACION ENTRE LAS PRUEBAS DE CORGULASA, TERMONUCLEASA, LECITINASA Y LA ENTEROTOXIGENICIDAD EN CEPAS

ATIPICAS DE Staphylococcus sureus.,

CEPATS T 0 X I G ENTIT CAS

No. DE CEFAS TERMONUCLEASA +  COAGULASA +  CODAGULASA + CUAGULASA =  COAGULASA =
TOXIGENICAS LECITINASA+  LECITINASA= LECITINASA+  LEGITINASAe
Noe DE CEPAS A _
TOXIGENICAS 12 12 5 1 3 3
% 25,5 100 b1.6 8.3 25,0 25,0
i . . ,
X2 15 = 56.17

9L -



COAGULASA +
LECITINASA 4+

COAGULASHS 4.6 %
LECTINASAZ
Z i

COAGUL ASA ~
LECITINASA ~

COAGULASA —
LECITINGSA +

25% 255

TERMONUCLEAS A

POSITIVOS
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CAS ENCONTRADAS

TIPD INMUNOLOGICO
DE ENTEROTOXINA

m o & @ >

*AQD

TOTAL

TABLA No. 17

LECITINASA +
IT III 1Iv V

TOTAL

[ TR - T B - JEY

-

* ABD:

B TIPOS SERDLOGICOS DE ENTEROTOXINAS Y NUMERC DE CEPAS ATIPICAS ENTEROTOXIGENT-

LECITINASA =
I I 111 1Iv V TOTAL

[}
-l
[}
N
(™)
Q o o = o 0 o

UNAR CEPA PRODUJO 3 TIPOS SE

ROLOGICOS DE ENTEROTOXINAS™



1

3~

5. CONCLUSICNES

Se conocieron 10 tipos de variantes coloniales de Staphylococcus

aureus que se pueden presentar sobre el medico de Baird-Parker.
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La pigmentacifn de las cepas no tiene relacifn con la util izacién.:

de azlicares en la identificacidn de S. aureus atipico (afirmado

con un a0.05}.

El tipo colonial atipico mds semejante a S. aureus tipico produ-
jo con mayor frecuencia las pruebas de termonucleasa y lecitina-
"sa; y con menor frecuencia la prueba de coagulasa. La relacién
entre la enterotoxigenicidad y las determinaciones de lecitinasa
y termonucleasa fu& mayor que la . encontrada para la prueba

de coagulasa {afirmado con un a0.05).

La frecuencia de cepas atipicas de Staphylococcus aureus en pro--

ductos cArnicos fué de un 1.4%.

El tipo colonial hallado mis a menudo fué el mis semejante a §.-

- . b - - 3 s
aureus tipico y el que mls cepas enterotoxigénicas produjo.

Es posible que el medio de aislamiento pueda dar origen a colc=--
nias atipicas, debido a una desestabilizacién del mismo, por so-~
meterlo a largos periodos de almacenamiento una vez gue el medio
ha sido preparadc debido a la presencia de piruvato de sodio que

es poco estable.



5~ De 70 cepas atipicas aisladas de Staphylococcus aureus a 47 de -

ellas se les probd su enterotoxigenicidad, y resulté que en un 25.5%
eran enterotoxigénicas; el tipo inmunoldgico mis com@nmente encon--—

tradc fu@é el D, lo que implica contaminacidn de origen animal.

Los productos madurados representan una amenaza plblica por su =
alta frecuencia en aportacifén de ccpas tanto tipicas como atipi--

cas de Staphylococcus aureus qgue en un momento determinado pue--

den proliferar en gran cantidad y producir la entorotoxina respon

sable de intoxicacién alimentaria.
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6. RESUMEN

Desde 1953 se habla de variantes de §. aureus que no produ-
cen la prueba de coagulasa. En los E.U.A. es donde existe mayor -
informacidn sobre estas variantes, ya que en 1967 Bergdell induce -
la produccifn de enterotoxina estafilococal de variantes coagulasa
negativas. AGn asi, los casocs en los gque cepas atipicas han causa

do intoxicaci6n alimentaria, rara vez se han publicado mundialmente.

En México, existe escasa informacifén en cuanto a la frecuen-
cia con gue suceden las intoxicaciones que involucran cepas tipi--
cas; y menos noticias hay respecto a la existencia de variantes, ya
sea de tipo bioguimico o morfolSgico de cvepas tipicas, gue en este
estudio se denominan "atipicas"”, presentes en los alimentos; tampo-
co se sabe nada acerca de su posible deteccifn en el medio para su

enumeracién y del riesgo que representen para el consumeo humano.

En 1982, se hizo un estudio, en el Laboratorio Nacional de
Salud pGblica, en productos ciBrnicos con cepas de $. aureus tipicas.
M&s del 50% de las cepas aisladas resultaron ser atipicas de tipo -
bioquimico en el medio de Baird-Parker; la identificacifbn del S. =~-
aureus tipico se bas6 en dos pruebas bioquimicas confirmativas: - -

coagulasa y térmonucleasa.

Debido a lo anterior, se hizo un estudio directo sobre estas
colonias atipicas con el fin de conover las variaciones en morfolo-

gia colonial o de tipo bioquimico, en cuanto a las pruebas: coagula



sa y termonucleasa, que puede presentar este germen; tambi@n, para

detectar su frecuencia y enterotoxigenicidad en productos c&rnicos.

Para lograr los objetivos anteriores, se asilaron cepas de
5. aureus atipico que crecifé en el medio de Baird-Parker a partir
de productos cdrnicos. Se considerarcn como coloniag atipicas a-
agquellas que no resultaron positivas para alguna de las dos prue-
bas confirmativas principales : la coagulasa y la termonucleasa,
o que no produjeron alguna de las caracteristicas de morfologia --
colonial que presentan generalmente las colonias tipicas. Poste-
riormente se reconfirmaron como S. aureus con algunas pruebas bio-
quimicas y se sometieron a la produccidn de enterotoxina por el --
método de celof&n sobre agar. La identificacién de las entero---
toxinas producidas se hizo por el mgtodo de difusidn en gel sobre

microplaca.

Se analizaron 233 alimentos, y se obtuvieron 33 muestras con

S. aureus atipico, lo gque representa una frecuencia de un 14.1%.

Las muestras que mas cepas atipicas aportaron fueron en 6rden de--
creciente: chorizo, longaniza, queso de puerco y jamdn, Se obtu~
vieron 70 cepas de S.aureus atlipico, las cuales fueron clasifi
cadas de acuerdo a la similitud de caracteristicas coloniales y =
resultaron 5 tiposcoloniales lecitinasa positivo o con halo trans-
parente y 5 tipos lecitinasa negativo o sin halo trensparente. El
tipo colonial mis semejante a S§. aureus tipico, produjo con mayor

frecuencia las pruebas de termonucleasa y lecitinasa y con menor -

frecuencia la prueba de coagulasa.

B2



Se encontr$d un 25.5% de cepas atipicas enterotoxig€nicas, y

el tipo de entorotoxina mds frecuente fu# el D.

Las cepas atipicas de S. aureus probablemente son provocadas
por los procesos fisicos o quimiccs'que sufre el alimento y que --=
ocasionan alteraciones de tipo gen&tico & por cambios en la estabi
lizacifn del medio de Baird-Parker debidos a la presencia de piru-
vato de sodio que impide el almacenamiento del medio por largos

periodos.
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