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.- TITULO

Evaluacién de un método ripido y directo para la determi-
nacién de la enzima termonucleasa en quesos frescos, como

posible indicio de la presencia de Staphylococcus aureus.




2.- INTRODUCCION.

2.3. Antecedentes historicos.

La palabra Staphylococcus se deriva del nombre griego Stahylé
que significa "racimo de uvas“ y coccus que quiere decir “granos o bayas’

Roberto Koch en 1878, fué el primerc en descubrir el estafilo-

€0cO en un pus humano, y unos afios después en 1880, Luis Pasteur descubrid el ger-—
men como “un organismo formado por pequefios puntos esféricos reunidos en parejas de
dos granos, pero frecuentemente asociados en pequefios actGmulos™. A partir de 1884,
Rosenbach hizo un estudio detaliado del mismo y los nombrd Staphylococcus describien-
do las variedades de pigmentacidn como doradas, blancas y naranjas. De aqui los nom—

bres de aureus, albus y citreus respectivamente.(11).

En 1914, Barber aisld el estafilococo a partir de la leche de

una vaca enferma de mastitis.
Dark, en la Universidad de Chicago en 1930, logrd hacer crecer
el microorganismo en cultivo puro, mientras que Jordan en ese misme afic obtuveo fil-

trados estériles del cultivo, los cuales al ser ingeridos por voluntarios humanes -

produjeron sintomas caracteristicos de gastroenterilis.(18).

Desde 1884, en taxonomia, los estafilococos fueron puestos den-—

tro de la familia Micrococcaceae y en 1965, mediante una prueba de fermertacién de
glucosa se distinguieron los .géneros Staphylococcus y Micrococcus y se convino en que

el género Staphylococcus podria contener la mayoria de los cocos Gram positivos, pa-
tdgenos,

anaercbios facultativos, que producen &acido de glucosa bajo condiciones anae-
roébicas; v el género Micrococcus que comprenderia la mayoria de los cocos Gram positi-

vos, saprofiticos aerdbios, que producen acido de glucosa en aerdbiosis, no asi en ana-

ercbiosis.(17,18,36).

El manual de Bergey en 1974, describe el género Staphylococcus
como aquel que comprende las especies de Staphylococcus aureus dque fermentan el mani-—

tol y son coagulasa positivos, Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus saprophy-
ticus que no fermentan manjitol y son coagulasa negativos.(8,35).

2.2. Caracteristicas generales de S. aureus.

Actualmente el S. aureus se define comc un coco Gram positivo,
patdgeno, aerdbio facultativo, fuertemente catalasa positivos, inmoviles, que no for-
man esporas. Miden generalmente de 0.8 a 1.0 micras de diametro ( ocacionalmente ex—
ceden las 2 micras de diametro). Su actividad minima de agua (Aw) que permite su desa-

rrollo aerdbicamente es de 0.86.



Las caracteristicas mas comunes dque diferencian al S. aureus

de otras especies son: 1) La habilidad del S. aureus de crecer en presencia de con-
centraciones especificas de cloruroc de sodio, 2) La forma y apariencia de colonias
de S. aureus ( morfologia microscoépica ), 3) Capacidad de producir productos meta—

bdlicos capaces de hidrolizar sustratos tales como yema de huevo © DNA y, 4) Produc-
©idén de una sustancia que coagula el plasma.{9,16,17,36).

A continuacién se describen algunas caracteristicas mis impor-
tantes de S. aureus:

2.2.1. Habitat.

S. aureus es un germen ampliamente diseminado en la natura-
es posible aislarlo del aire, del agua, del suelo,

nasales,

leza; del pus, de las membranas
de los foliculos capilares, de la piel y del perineo de los animales de

sangre caliente. Puede formar parte de la flora normal de la piel y de las mucosas
del hombre; en tanto que otros estafilococos provocan supuraciones y abscesos. Por
ser los estafilocecos organismes causantes de forinculos y granos, no debe sorpren~
der que los casos de intoxicacién alimentaria tengan este origen. Los alimentos més

cominmente responsables son aquelles cuya preparacidn requiere de extensa manipula-
cién.(9,17,35,36).

2.2.2. Temperatura.

Su temperatura &ptima de crecimiento es de 37°%, aungue se de-—
sarrollan a cualquier temperatura entre 10 y 479C.

Aunque S. aureus es de naturaleza mesofilica, se han reportado
cepas capaces de crecer ain a una temperatura tan baja como 6.7°C (Jay 1978). Los es-
.tafilococos son relativamente sensibles al calor puesto que no sobreviven normalmente
ante el tratamiento térmico empleado en la pasteurizacién de la leche.

Minor y Marth, reportarén escape de constituyentes intracelula-
res cuando se almacend S. aureus en bafio maria a temperatura mayor de 50°C, lo que
implicé un dafio a nivel de membrana celular; a 600C el perjuicio aumentaba.(9,17,36).

2.2.3. pH.

El pH Sptimo de crecimiento de S. aureus se encuentra entre 7.0

y 7.5, aunque puede crecer también a un rango de pH que va de 4.2 a 9.3.
Los estafilococos se muestran sencibles a la presencia de &cidos.

Se repertaron en orden decreciente de efectividad: acético, lactico, tartérico, clorhi-
drico y bérico. (Minor y Marth).(9,17,36).



2.2.4. concentracidn de sal.

Los estafilococos pueden ser cultivados en medios que contengan
7.5% de clorurc de sodio. Sin embargo §. aureus muestra diferentes grados de sencibili-
dad a la sal. Nunheimer y Fabian, citados por Minor y Marth 1971, observarcon que a con-
centraciones de sal de 15% a 20% y a 37°C se inhibia el crecimiento de 5. aureus, mien-
tras que a concentraciones de 20 a 25% eran bactericidas. El efecto de la concentracién
de sal se ve influido por el pH. Genigeorgis y Sadler notaron buen crecimiento de s
aureus a pH de 6.9 y 16% de sal en caldo a 379C; pero a pHde 5.1 y 16% de sal, las célu-
las no sobrevivieron.

Existe una relacidn entre el valor del pH y la concentracidn de
cloruro de sodio para permitir el crecimiento de S. aureus. Si se varian los valores de
pH y la concentracién de sal, es posible demostrar que a medida que aumenta la concen-
tracitdn de sal se hace necesarioc un pH mas basico, para permitir el crecimiento de S.
aureus. (9,15,27,35).

2.2.5. Concentracién de azucar.

El estafilococo es resistente a elevadas concentraciones de azi-
car. Hucker y Haines 1971 notaron crecimiento vigorozo en una solucién de azacar por
arriba del 50% durante las primeras 24 horas de crecimiento y Nungeimer y Fabian repor-
taron que concentraciones de sacarosa de 60% a 70% y de dextrosa del 40% al 60% tenian
accién bactericida.(17,36).

2.2.6. Desecacidn.

Los estafilococos, cuando estan sobre papel o telas pueden sobre-
vivir durante muchas semanas. Debido a que son resistentes a la desecacidn, es frecuen-
ée encontrarlos sobreviviendo en el polvo y en objetos que estén en cuartos deshabita-
dos.(17).

2.2.7. Regigtencia a agentes guimicos.

S. aureus tiene un elevado grado de tolerancia con respecto a
compuestos tales como telurito, cloruro mercirico, neomicina, pelimixina, azida de so-
dio, etc.; por tal motivo estas sustancias se usan como base en medios selectivos.

Los nitratos y nitritos usados en carnes curadas no tienen efecto
sobre la produccién de enterotoxina y son escasamente potentes como antimicrobianos a
la concentracién usual de 100 ppm.

Por otra parte el cloramfenicol inhibe la produccién de entero-
‘toxina B. La panicilina, la D-cicloserina y bacitracina afectan la sintesis de la pared
celular en diferentes sitios, de esta forma se impide la formacién de enterotoxina. Ade-

mas, 5. aureus es afectado por sustancias tales como: Fosfato acido de potasio, cloru-~

ro de potasio, fluoruro de sodio y fosfato de espermina.(9,10,13,17}.



2.2.8. Competencia con Otros Micreorganismos.

El desarrollo de S. aureus en su temperatura Sptima disminuye
cuando tiene que compartir con la flora normal del alimento, debido a que ésta ofrece
proteccidn contra el crecimiento por estafilococos y produce un efecto antagénico por

la competencia de nutrientes ( como biotina y niacima), y la mcdificacidn del medio
ampiente.

Las bacterias antagdnicas a S. aureus incluyen entercbacterias,
Lactobacillus, Pseudomonas, S.epidermidis, etc..(17).
5.

aureus es muy sensible a organismos competidores, pues estos
dltimos previenen la formacidn de niveles detectables de enterotoxina. Se demostrod

gue el acido lactico y el péroxido de hidrégeno producides por la competencia pueden
inhibir el crecimiento de S. aureus.(9,17,37).

2.3. Infecciones producidas por el contacto y/o ingestidén de S. aureus.

En la produccidn de las infecciones estafilocéccicas Jjuegan un
papel importante tanto los productos extracelulares de S. aureus, como factores am-

bientales (habitat y diseminacidn), asi como también factores predisponentes del hués—

ped como son: lesiones de la piel, infecciones virales como sarampidén e influenza, de-

fectos leucocitarios, defectos en la fagocitosis,

deficiencia en la inmunidaé humoral,
etc.

Tode lo anterior se requiere para que se presente la enfermedad

infecciosa, en la cual S

aureus puede diseminarse

con extensién a tejidos contiguos
o a través de vasos linfaticos.

Cuando S. aureus se presenta en infecciones de piel y masculo

esquéletico, se presenta con reaccién inflamatoria aquda y acumulacidn de enormes can-
tidades de neutréfilos, dichas lesiones tienden a formar paredes mediante el depdsite
Ae fibrina, observandose trombosis de los pequeiios vasos sanguineos Yy esto conduce a
necrosis del exudado inflamatorio actuando las DNAsas, coagulasa y otras enzimas es-
tafilocéccicas en la formacién del pas, y esto puede ocasionar absceso.

Entre las infecciones estafilocdeccicas producidas en piel y mas-
culo esquelético tememos: Foliculitis, Forunculésis, Hidradenitis supurada, Ectima,
Impétigo, Necrdlisis epidérmica téxica, Carbunco o Antrax, Infecciones de la glandula
mamaria e infecciones metastasicas, Abscesos en organos internos, Faringitis, Infec-
cién de heridas.

En el caso de que S. aureus o alguno de sus productos se ingie-
ra por medio de algun alimento contaminado, los sintomas son totalmente diferentes,

presentandose generalmente vémito, a menudo del tipo de vémito en proyectil, saliva-

cién, nauseas, esparmos abdominales de diversa intensidad y diarrea.
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Vémitos y heces en los casos graves son a veces sanguinolentos

y contienen mucosidad. Con frecuencia se presentan dolores de cabeza, calambres mus—
culares, sudoracién, escalefrios, postracidn, pulsc débil y shock.

Estos sintomas se preoducen debide a que la enterotoxina es in-
gerida y absorbida en el intestino y transportada por la sangre al SNC en donde esti-
mula los centros de motilidad intestinal.

El periodo de incubacién ( tiempo transcurrido desde el consumo
de los alimentos hasta la aparicidn de los primeros sintomas) suelen ser de dos a tres
horas ( oscilando entre 1 y 6 ), a diferencia de otras toxiinfecciones alimentarias

que tienen periodos de incubacién considerablemente superiores.(9,16,41).

2.4. Caracteristicas de aislamiento y determinacion de S. aureus.

£n general las técnicas de identificacidén y diferenciacién de es-

pecies para los estafilococos varia entre los diferentes laboratorios, pero en general
las pruebas mids comunes llevadas a cabo son las siguientes:
1).~-Disposicidén de las cé&lylas en la tincidn de Gram a partir de la muestra.
2).-Aspecto de la colonia en medios de cultivo tales como Agar Baird-Parker, Agar

Vogel Johnson y Agar Staph 110.
3).-Tipo de hemélisis en Agar Sangre. -
4) .~-Produccién de pigmento.
5).-Alqunas pruebas bioquimicas diferenciales como son:

a).-Capacidad de desarro}lar en presencia de clorurc de sodio al 6.5%.

b).-Capacidad de desarrollar en medios a 10°¢ Yy a 45%c.

c¢).-Capacidad de hidrolizar ciertos compuestos como gelatina, almidén y arginina.

d).-Capacidad de desarrollar en medios con bilis al 40%.

e) .-Prueba de catalasa. '

£).-Prueba de coagulasa.

g).-Prueba de termonucleasa.

h).-Prueba de fermentacidn de azlcares en anaerdbiosis (glucosa y manitol).

i).-Prueba de produccién de enterotoxinas.

j).-Prueba de reduccién de telurito.

k) .-Prueba de fosfatasa.

1) .-Prueba de sensibilidad a antibiéticos como polimixina, neomicina y novobioci-

na.
m) .-Prucba de desarrollo en medio de tioglicolato.
A continuacidn se¢ explican brevemente algunas de estas pruebas

dada su importancia en la identificacidén de 5. aureus
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2.4.1. Disposicidn de las células en la tincién de Gram de un culti-

vo en caldo.

Para la observacién microscépica de S. aureus , se requiere de
un cultivo de la muestra a investigar, (ya sea de material clinico o bién de alimentos),
el cual se obtiene al sembrar la muestra en un medio de caldo nutritivo, e incubar a
37°C durante 24 hr. De este cultivo se realiza un frotis y se tfie por medio de la téc-
nica de Gram, la cual se basa en que las bacterias Gram positivas poseen varias carac-—
teristicas qgue ayudan a diferenciarlas de los microorganismos Gram negativos. De fun-
damental importancia es el elevado contenido de glucopéptidos y el menor contenido
lipidico de sus paredes celulares. Los alcocholes y otros solventes orgénicos no penetran
las paredes celulares deficientes en lipidos de las células Gram positivas ( por
ejemplo S. aureus ). Esto permite que los organismos Gram positivos retengan el colo-
rante cristal violeta en la tincién de Gram. S. aureus, cuando se tifie mediante la
técnica de Gram, retiene el cristal viocleta y aparecen como esferiulas aziles o mora-
das agrupados generalmente en racimos. (ver tabla No. 1). (16,18).

2.4.2. Aspecto de la colonia en los medios de cultivo tales como
Agar Baird-Parker, Agar Vogel Johnson x_StaEh 3}2.

Los primeros estudios sobre el diagndstico y medios selectivos

para aislamiento y enumeracidn del estafilococo en alimentos, se ha realizado des-—
de 1936 por Chapman y en 1942, Koch, los cuales condujeron al desarrollo del primer
medio diferencial de sal, al aprovechar las caracteristicas halofilicas del gérmen.
En 1946 Chapman desarrollo el medio No. 110 y el medio Chapman's Stone, ambas con~
tenian sal e incorporaban la reaccién gelanolitica llamada “reaccidén de Stone.

En 1949, Ludlam reportd el uso del telurito de potasio como un
agente de diagnéstico y selectivo para estafilococos. En 1960, el Agar Vogel Johnson
aparecié como resultado de la adicién de LiCl y el telurito de potasic al agar sal
manitol.

Estos métodos difieren principalmente en el tipo de agentes se-
lectivos utilizados en el medio de aislamiento como son NaCl, telurito de potasio,
LiCl, glisina, azida de sodio, polimixina, etc.

El Agar Baird-Parker ha sido el avance m&s reciente en el desa-
rrollo de medios selectivos para estafilococo coagulasa positivos en el cual se uti-
1iz6 la adicién de yema de huevo como un agente diagnéstico. Este medio se fundamenta
como ya se menciond anteriormente en su contenido de yema de huevo en donde la gran
mayorfa de cepas de S. aureus utilizan la lipovitelina, que es una lipoproteina pre-
sente en la yema de huevo, lo que trae como consecuencia la formacién de zonas claras
transparentes alrrededor y debajo de las colonias, sobre el medio que es opaco (prue=~

ba de actividad de lecitinasa). Esta propiedad demuestra dos actividades sobre el



3]
agar Baird-Parker: a) Transparencia del medio yema de huevo por protedlisis o lipoli-
sis.

b

Desarrollo de zonas Opacas dentro de las zonas transparentes.
es decir, aparicidén de un precipitado blanco o amarillento por
la formacion de sales de calcio y magnesio de los acidos grasos
liberados.

Ambas caracteristicas constituyen la denominada “reaccién de ye-
ma gde huevo;.(Baird—Pa:ker 1962).(21,458).

Minor y Marth, en 1971, concluyeron que virtualmente, todos los
medios selectivos y diferenciales usados para aislar el estafilococo son algunas ve-
ces inhibitorios para el crecimiento, cuando este se encuentra en estado débil o al-
terado, y que el medio Baird-Parker era especifico para la deteccién y ennumeracién
de S. aureus, ya que este medio es una modificacién del agar Glicina-Telurito ocacio-
nada por la adicién de yema de huevo y piruvato de sodio, que estimula el crecimiento
de S. aureus.

Este medio ha sido propuesto come medio estandar para el aisla-
miento del gérmen, ademas es particularmente (til en la recuperacién de S. aureus de
alimentos procesados en los cuales los organismos han sido alterados por efectos fi-
sicos o por efectos quimicos.(45).

La principal desventaja del medio Bair-Parker radica en tener
gue adicionar al medio de cultivo sustancias tants ostimulantes del crecimiento de S.
aureus , como inhibitorias de germenes contaminantes, por lo cual el medio resulta al-
go caro, ademas de que una vez que el medio base ha sido preparado, esterilizado y
vaciado a las cajas de petri no puede ser almacenado por largos pericdos de tiempo y
él medio debe utilizarse en un lapso de 24-48 hr., de lo contrario disminuye su selec-
tividad.

No obstante, estas desventajas son compensadas por la gran se-—
lectividad y especificidad del medio, que detecta niveles entre 101 v 102 col./g. de
alimento, (21,45), el medio no inhibe a estafilococos dafiados y sus colonias son de fa-
cil reconocimiento, ya que aparecen colonias negras, brillantes, convexas, de 1.0 a
1.5 mm. de dismetro, ademas son fuertemente positivas a la prueba de la coagulasa.

Es importante recalcar, que por lo general, S. aureus desarrolla-
do en medios s6lidos lo hace en forma de racimos, pero en caldo con frecuencia se en-
cuentra en cadena corta y diplococos.{(21,45).

El Agar Vogel-Jdchnson nos permite obtener un crecimiento répi-
do de S. aureus coadulasa positivos y observar su capacidad de fermentar el manitol
sin necesidad de cultivos adicionales, pues el contenido de éste azlcar en el medio

es elevado y ademas contiene rojo de fenol como indicador de pH. Los estafilococos
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coagulasa positivos forman pequefias colonias negras en el medio ( el medio es de co-

lor rojo). Si hay fermentacidén de manitol, las colonias aparecen rodeadas por zonas
amarillas, debido a la formacidén de acido proveniente del manitol. Si no hay fermen—
tacién del manitol, no se observa ninguna zona amarilla y el color del medio alrrede-
dor de las colonias puede ser aun mas rojo. El color negro de las colonias se debe
a que el estafilococo es capaz de reducir el telurito de potasio del medio de cul-
tivo a telurio libre. (9,16,17,36).

El Agar Staph 110 es un medio selective para el aislamiento
de estafilococos. El medio contiene gelatina y manitol, facilitando asi el aislamien-
to de estafilococos que atacan y degradan dichas sustancias. La microflora acompafian—
te que entorpece el aislamiento de los germenes de interés médico, es ampliamente
inhibida por la alta concentracién de cloruro de sodio presente en el medio. Las

dos especies de estafilococos, aureus y epidermidis

se reconocen en la mayoria de
los casos por el color de las colonias que forman. Las colonias de S. aureus son de

color amarillo dorado, mientras que las de S. epidermidis son blancas aporcelanadas.

El pigmento amarillo esta compuesto por dos carotenoides que son, el s-carotenc y la
sarcinaxantina. (9,36).

2.4.3. Tipo de hemdlisis en Agar Sangre.

Si bien los estafilococos puecden ser fuertemente hemoliticos,
las zonas de hemdlisis son menores en relacidén con el tamafio de las colonias. La he-
mblisis se basa en la produccidn de hemolisinas por parte de S. aureus ( ver tabla

#2 y tabla #3 ) la cual hemolisa los eritrocitos presentes en el medio de cultivo.
{9,16,17).

2.4.4. Produccidn de pigmento.

Las cepas aisladas de S. aureus producen generalmente un pigmen-—
to amarillo-oro al ser cultivados en medio sdlidos. Este pigmento dorado puede obser-
varse al sembrar el S. aureus en un medio como el agar sangre de carnero al 5% o bien
en Staph 110, después de una incubacién de 24-72 hr., mientras dque las cepas de S.
epidermidis son de color blanco aporcelanado. Como ya se mencioné anteriormente el
pigmento dorado esta dado por dos carotenoides: s-caroteno y.sa.rcinaxantina. (9,36).

2.4.5. Pruebas bioquimicas diferenciales de S. aureus

A continuacidén se mencionaran algunas de las pruebas bioguimi-

cas m&s comunes en la identificacién de S. aureus, pues muchas de las pruebas anterio-

mente mencionadas, debido a la complejidad de su determinacién, asi como el costo
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de las mismas son de dificil interpretacién, y rara vez se emplean en el diagndstico
de S. aureus. La prueba de coagulasa y termonucleasa, dad su importancia en el diag-

néstico de S. aureus son tratadas ampliamente mas adelante.

2.4.5.A. Pruebs de la catalasa.

La catalasa es una cnzima que descompone el perédxido de hidré-
geno en oxigeno y agua., El peréxi@o de hidrégenc se forma como uno de los productos
finales del metabolismo oxidativo aerdbico de los hidratos de carbono. Si se deja a—

cumular el perdxido de hidrdgenc es letal para las células bacterianas.

HZOZ _CATALASA __ H,0 + O, (burbujas de gas)

Excluyendo los estreptococos, la mayoria de las bacterias aeré-
bicas y anaerdbicas facultativas poseen actividad de catalasa.

Esta prueba es cominmente utilizada para diferenciar estrepto-
cocos (catalasa negativos), de estafilococos (catalasa positives). (ver tabla #1).
(18).

2.4.5.B. Capacidad de desarrollar en presencia de cloruro de sodio
al 6.5%. ‘

S. aureus posee la propiedad de crecer en medios con concentra-
ciones de cloruro de sodio hasta de un 10%, y esta propiedad ha sido aprovechada en
la preparacién de medios selgctivos para este microorganismo. La mayor parte de las
estirpes crecen en un 10% de NaCl, siendc algunas copaces de crecer hasta en un 20%
de NaCl, aunque se ha observado que niveles de sal por encima de un 3% inhiben la

produccién de enterotoxina B. (ver tabla # 1). (17,36).

5. aureus , como algunos estreptococos se multiplica adecuada-
mente dentro de un amplio margen de temperatura. Aunque se ha sefialado que S. aureus
es de naturaleza mesofilica, puede crecer a temperaturas tan bajas como 6.7% (Ange-
lotti y col. 1961), y una temperatura méxima de 44.4 a 46.6°C (9). En general, cuan-
to mejor sea el medio de cultivo, m&s amplio serd el margen de temperatura en que
pueda crecer. Por supuesto, el crecimiento a temperaturas extremas es muy lento.

(17,18,36) .

2.4.5.D. Prueba de fermentacidén de azicares. (manitol y glucosa).

S. aureus, en contraste con el 5. epidermidis, fermenta mani-

tol con produccién de acido lactico, tanto en condiciones de anaerdbiosis como de
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‘aerébiosis. El agar sal y manitol es un medio altamente selectivo para el aislamien-
to de estafilococos patégenos. Las colonias de 5. aureus se desarrollan bien en el
medio, formando un halo amarillo en el agar circundante que indica la produccién de
acido a partir de manitol. Esta prueba también puede ser llevada a cabo en tubos con
medio de Hugh y Leifson con manitol, con sello y sin sello de nujol.(El sello es para
propiciar condiciones de anaerdbiosis).

Una relacidn similar, en las mismas condicicnes de aerdbiosis

Yy anaerébiosis se presenta al contener el medio glucosa, pues el 5. aureus posee la

capacidad de fermentar la glucosa con produccién de acido.(9,17,18,36).

2.4.5.E. Prueba de reduccién del telurito.

El agar telurito también sirve como medio selectivo para el
aislamiento de S. aureus. Este medio inhibe el desarrollo de cepas estafilocdccicas
coagulasa negativas, y las colonias de S. aureus aparecen negras debido a la reduc-
cién del telurito a telurio libre. Ocacionalmente se encuentran cepas de estafiloco-
cos manitol positivas y/o telurito ﬁositivas que son coagulasa positivas. Por esta
razén, la identidad de 5. aureus se establece principalmente en base a la reaccidn
de la coagulasa y termonucleasa, y las pruebas de telurito y/o manitol se utilizan
sole para confirmacién.(Ver tabla #2),(18,36),

2.4.5.F. Prueba de fosfatasa.

Algunos autores reportan una buena correlacidén entre la pro-
duccién de fosfatasa y la patogenicidad, aiin en cepas coagulasa negativas.{Aunque en
realidad son muy pocos). La cantidad o grado de actividad de fosfatasa se sabe que va-
ria con el grupo fagico del estafilococo. La enzima fosfatasa rompe la fenolftaleina
difosfato, y su produccién se determina por la liberacién de fenolftaleina libre, in-
dicada por un cambio de color debido a que la fenolftaleina liberada reacciona con
&lcalis para dar un color rosa brillante.

FENOLFTALEINA DI-P (SAL SODICA)-—w—mem—ew——- FENOLFTALEINA LIBRE
FENOLFTALEINA + ALCALI (NaOH 6 NHB) ————————— COLOR ROSA BRILLANTE

2.5. Metabolitos bacterianos producidss por S. aureus.

Los metabolitos conocidos pueden ser clasificados de la si--
guiente forma:

2.5.1. Exotoxinas. (Hemolisinas).
2.5.2. Enterotoxinas

2.5.3, Metabolitos no-toxicos.



2.5.1. Exotoxinas. (Hemolisinas).

En la tabla #3

se muestran las exotoxinas producidas por cepas
virulentas de Staphylococcus aureus.,

Se notard que las enterotoxinas que causan into-
xicacién alimentaria no se incluyen, estas toxinas resistentes a la ebullicién ¥y que
en otros aspectos no corresponden ni a las exotoxinas, ni a las endotoxinas tipicas,

se mencionaran mas adelante.(Ver tabla #4).(16,18,41).

2.5.2. Enterotoxinas.

Las enterctoxinas purificadas son de aspecto blando, color blan-
¢o niveo, son hifroscopicas, muy solubles en agua y en soluciones salinas. Son pro-
teinas simples que incluyen solamente amincacidos. El hecho de que unicamente el N-
¥ un C- terminal de aminoacidos hayan sido detectados para cada enterotoxina indica
que son cadenas simples de polipéptidos. Los estudios sobre la conformacién de las

enterotoxinas indican que se trata de moléculas compactas.(4,6,42,43).

Las enterotoxinas son termoestables y resisten la ebullicién
durante 30 min.. Algunas propiedades fisicas y quimicas se ilustran en la tabla #4.

Una de las ventajas de estas proteinas es su capacidad para for-
mar anticuerpos espacificos, lo que ha sido de gran ayuda para descubrir que existen

seis tipos de enterotoxinas antigénicamente diferentes: la enterotoxina A se ha encon=-

trado con mayor [recuencia ecn casos de intoxicacidén alimentaria; la enterotoxina B
que es un poco menos frecuente; la enterotoxina C que no es patdbgena para el hombre
y que puede ser Cq; y Ca, y la'enterotoxina D y enterotexina E de las cuales se sabe

muy poco.{(13,14).

En general las infecciones alimentarias estafilocdccicas estén
causadas por la ingestién de énterotoxinas preformadas, ain cuando los sintomas pue-
den aparecer como resultado del crecimiento de ccpas enterotoxigénicas en tracto in-

estinal y posiblemente en cualquier otra parte del organismo.(9,16).

Las enterotoxinas son de ‘las pocas toxinas bacterianas de natu-

raleza protefica que son resistentes al calor. La enterotoxina A y B son las mis resis-

tentes al calor, se establece como base que la enterotoxina. B es destruida a una tem-—
peratura de 99°C durante 87 min.. Para destruir la enterotoxina A se requiere de una
temperatura de 10G°C y un tiempo de 1 min., demostréndose de esta manera que la ente-
rotoxina B es mas resistente al calor que la enterotoxina A.(13,14).

El proceso de irradiacién o esterilizacién en alimentos no inac-
tiva la enterotoxina B cuando é&sta estd presente en los alimentos.(38).

También las enterctoxinas en estado activo son resistentes a

enzimas proteoliticas tales como tripsina, quimotripsina, renina y papaina.(9,36).
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Considerando la importancia que tiene la existencia de entero-
toxinas producidas por cualquier tipo de cepas de S. aureus, se han ideado métodos

para su determinacidén. Estos métodos pueden ser: la administracidén oral a humanos v

a animales, O la serologia.(42,43). Este Gltimo método es el mas utilizado.

En 1958, Ouchterlony desarrolld la técnica de difusién en gel
para la deteccién de antigenos solubles. Actualmente el método de la microplaca para
la identificacién de enterotoxinas adoptado por Casman y Bennett en 1969 es el que se
recomienda para useo rutinario, porgue ofrece varias ventajas, ya que ademas de usar
pocos rectivos, puede detectar cantidades muy pequefias (0.1g.) de enterotoxina A y B
por mililitreo. El fundamento del método anterior es que los reaccionantes (Ag y Ac),
en orificios separados, difunden uno hacia el otro; esto crea un gradiente de concen-
tracién en el gel, y donde la concentracidn antigeno-anticuerpo (Ag-Ac) sea Sptima
para la inmunoprecipitacidén, se observara una linea opaca en el agar (Clausen, 1975).
{(4,6).

Existen otros métodos para la determinacién de enterotoxinas que
son mucho mas sensibles, como lo son: él radioinmunoensayo,ELISA, y la hemaaglutina-
cidén. Estos métodos requieren poco tiempo para su realizacidn, pero requieren de sus—
tancias mas complejas y mis precauciones para su realizacién. El método del radioinmu-
noensayo requiere de la elevada purificacién de la enterotoxina, asi como 'la prepara-—
cidén de la antitoxina.(10,17).

Las dosis téxicas de las enterotoxinas varian un poco debido en
parte a lo amplioc de la variacién en la susceptibilidad de los diferentes individuos a
las enterotoxinas estafilocdecicas.(35).

En estudios con voluntarios que ingirieron alimentos contaminados
con S. éureus. la estimacién de la enfermedad y la dosis/S50 (ID/50 es la cantidad de
toxina que produce la enfermedad en 50% de los sujetos probados), de enterotoxina A, B
y C fué de un rango de 0.134 a 0.183 g/Kg de peso corporal. Tomande como promedio un
peso de 70 Kg en el hombre, la ID/50 fué aproximadamente de 10-13 g.. No cbstante, la
sensibilidad de cada individuo puede mostrar sintomas con 1.0 g o menos de enterotoxi-
na A,(9,17,35,36).

2.5.3. Metabolitos no-téxicos.

Estos metabolitos se muestran en la tabla #5.

De estos metabolitos se explicarad brevemente la funcidn de la en-
zima coagulasa, que ha sido una de las caracteristicas del microorganismo que se ha to—
mado como base para la identificacidén de S. aureus. Recientemente se ha demostrade que
existe otra enzima: la desoxirribonucleasa, que puede considerarse como indicadora de

la presencia de estafilococo patdgeno, de la cual también se explicaran sus caracteris—

ticas principales.



14
2.5.3.A. Coagulasa.

La mayoria de los estafilococos patégenos para el hombre produ-
cen una sustancia proteica que Se comporta como una enzima Yy que coagula el plasma
oxalatade o citratado en presencia de un factor contenido en muchos sueros. Este fac-
tor reacciona con la coagulasa, genera tanto enterasa como una actividad de coagulacién,
en forma similar como se realiza la activacién de la protrombina a trombina.

No esta bien.determinada la contribucidén exacta de la coagulasa
en el poder patégenc de los estafilococos, aunque existe la posibilidad de que la coa-
qulasa proteje por lo menos en forma temporal a los estafilococos que estan invadiendo
los tejidos.(2,5,12).

Esta enzima protefca presenta un peso molecular de 44000 daltons
y su composicién quimica adn se desconoce. Presenta actividad semejante a la pretrom-
bina, capaz de transformar el fibrinégeno en fibrina, provocando la formacién de un
codgulo visible. Se cree que la coagulasa funcione in vivo produciends una barrera en
el sitio de la infeccidn estafilocdccica. Esto puede servir para localizar los orga-
nismos en abscesos, carbuncos, forinculos, etc. .

En el laboratorio la prueba de la coagulasa se utiliza mas comun-

mente para diferenciar el Staphylococcus aureus {coagulasa positivos) de otros estafi-

lococos.

La coaqulasa se haya presente en dos formas: 'libre” y "fija",
cada una de las cuales posee diferentes propiedades que requieren el uso ae técnicas
separadas.

La goagulasa fija (prueba en portaobjetos) es conocida como fac-
tor de aglutinacidn, esta unida a la pared bacteriana y no esta presente en los filtra-
dos de cultivos. Los hilos de:fibrina formados entre las células bacterianas suspen-
didas en plasma (fibrinégenc) provocan su aglutinacién, indicada por la presencia de
agregados visibles en el portaobjetos. La actividad de la coagulasa fija no es inhibi-
Gda por los anticuerpos formades contra la coagulasa libre. Esta prueba es simple y ra-
pida, pero tiene la desventaja de detectar solo coagulasa "combinada" o “fija” o “fac-
tor de aglutinacién”. Se le denomina tambien coagulasa unida.

La coagulasa libre (prueba en tubo) es una sustancia semejante

a la trombina que se halla presente en los filtrados de cultivos. Cuando una suspen-

sidén de bacterias productoras de coagulasa se mezclan en partes iguales con una peque-
fia cantidad de plasma en un tubo de ensaye se forma un coaqulo visible como consecuen-—
cia de la utilizacidn de los factores de c¢oagulacién del plasma de manera similar a cuan-
do se afiade trombina. Las cepas coagulasa positivas producen usualmente un coagulo visi-

ble en 1 a 4 hr. {(Ver figura 12 y 14).(12,18).
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2.5,.3.B. Termonucleasa.

Entre los metabolitos no téxicos y como una enzima intracelular
se ha colocado la termonucleasa, la cual es producida por el §. aureus. Esta enzima
tambien es llamada Desoxirribonucleasa; DNAsa; Desoxirribonucleasa-3'-nucleétido hidro-

lasa; Nucleasa estafilocéccica; Nucleasa micrococaceae y E.C.3.1.4.7.. (35).

Debido a la relayiva simplicidad de la estructura que presenta

esa enzima ha servido como modelo para el estudio de las propicdades de algunas pro-—
teinas y enzimas de otro tipo.

La Nucleasa estafilocbccica ee una proteina de tipo globular
que consiste en una cadena polipéptidica simple constitufida por 149 residuos de ami-

no&cidos los cuales no contienen en su cadena grupos sulfhidrilos ni uniones por gru-

pos disulfuro. (ver figura #l1 y #2). Tiene un peso molecular de 16,807 daltons y pre-

senta un punto isoténico a un pH de 9.62j 0.03. (ver tabla #6).

Esta enzima presenta actividad endonuclétida y exonuclebtida,
y se ha establecido que es una 5' fosfédiesterasa, la cual por hidrdlisis degrada el

DNA produciendo 3'-mono y 3'-dinucledtidos, requiriendo el ién calcio (ca*™) para su
actividad. (ver figura #3).

Se presume que la funcién de la termonucleasa es participar en
el catabolismo de los acidos nucleicos en el medio de crecimiento para producir frag-

mentos que puedan ser metabolizades por la bacteria.

Su produccidén es satisfactoria y Sptima en la fase logaritmica

del crecimiento de la bacteria y continia con una velocidad alta en la fase estaciona-

ria de crecimiento. - -{ver figura #9). (35,48).

Se ha demostrado que es definitivo el oxigeno para la produccién
de la enzima y que la aeracidn tiene un marcado efecto estimulatoric en la produccidn
de termonucleasa. Caso contrario sucede en condiciones anacrdbicas,; en donde la pro-
duccidn de nucleasa estafilocdccica es severamente inhibida. (1,43).

El pH é6ptimo para la produccién de la enzima es de 8.3 emplean-
do un sistema buffer de hidroximetilamina metano, resultande un incremento en su pro-
duccidn, comparando con una solucién buffer de fosfatos. Cabe hacer mencibén que la so-—
lucién buffer de hidroximetilamino metano (TRIS) estimula la produccién de termonuclea-
sa en mayor proporciénaque otras soluciones buffer. (1,41,48).

La Nucleasa estafilocéccica es extremadamente estable al calor y
puede llegar a resistir la ebullicibn durante 30 min., y hasta 130°C durante 16.6 min.
(ver figura #10). (1B,43). De hecho Cords y Tatini (6), determinaron que }a termonu-
cleasa es mas resistente al calor gque la enteroteoxina, no es inactivada por concentra-
ciones elevadas de sal y resiste en general los mismos factores que las enterotoxinas

estafilocécecicas.
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Aunque esta enzima es particularmente estable al calor, existen

procedimientos para estabilizar y proteger la enzima, como son:

l.~Esta enzima es protegida por DNA nativo, y esta proteccién
se hace mias efectiva al adicionar albimina
{BSA).

se suero bovino

2.- La presencia simulténea de calcio 0.01M y
bovino 0.05%,

albumina de suero

Ademas del ién calcio la enzima tambien es activada, aunque en

3 : 4+ + + e : .
menor grado, por la presencia de iones Co’”, cu’ Yy Mg +, pero su actividad disminuye

bastante al eliminar el buffer TRIS. (43,48).

. Se ha establecido tambien que la glucosa inhibe ls produccién
de Nucleasa y probablemente es debido a la produccién de acido, por la fermentacién
del azicar durante el crecimiento del organismo, con la consecuente disminucidn del

pH y la disminucién tambien de la produccidén de termonucleasa. (1,35,48).

Esta enzima es fuertemente inhibida tambien por algunos iones

divalentes como son Hg++, zn*t b’ Cd+*, y algunos iones trivalentes (serie de los lan-
tanidos). (43).

Es consebible que las enzimas

protecliticas bacterianas puedan
inactivar la termonucleasa {(22).

La enzima termonucleasa puede ser aislada y purificada por dife-

rentes métodos, siendo uno de los mas utilizados el métodr que incluye una separacién

por cromatografia en sephadex G-75 y electroforésis

en gel de poliacrilamida SDS.
(a3).

2.6. Propiedades metacromaticas gel Azdl de Toluidina.

Adiferencia de los colorantes monocromdticos, los colorantes me-
tacromaticos, tales como el AziGl de Toluidina no obedece la Ley de Berr dado que su
espectro ae absorcidén varia al cambiar la concentracidn de colorante o en presencia

de polimeros anidnicos en solucidn acuosa. La solucién acuosa diluida de azidl de Tolui-
dina tiene su maximo de absorcién a 612nm. Michaelis explica que la presencia de un
polianidén como el agar hace que se polimerice el colorante, desplazande el maximo de
absorcidén a 540nm, puntc en el que la mezcla es de color rosa vivo. Por otrq parte,
cuando a la solucidn colorante se agrega DNA, se produce un pequefio desplazamiento a
una longitud de onda mas alta (634 nm), a la cual se produce un color azal. Se ha ob-
servado que ello ocurre tanto en presencia de DNA como también en presencia de DNA
mas agar. (ver figura # 4). El comportamiento del azil de toluidina en presencia de
DNA puede ser analogo al del complejo del naranja de acridina y DNA, en el cual el

colorante se intercala entre las capas sucesivas de cada par de bases. Michaelis y
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Granick, sugirierén que cuando esta presente el agar, las moléculas del colorante son
absorvidas en el agar. Los complejos del azil de toluidina con agar son aparentemente
mae débiles que cen acide nucleico y éste desplaza la maxima de absorciédn a una longi-
tud de onda mas elevada. Soloc cuando desaparece el DNA, tal como en el caso de su hi-

drolisis, es que el colorante actua sobre al agar, cambiando la coloracidén azil a un
color rosado.(Ver figura #5 y figura #6).(21,22,24,25).

2.7. Mezcla de Azil de Toluidina-DNA-Agar. (TDA) .

Experimentos preliminares fucron llevados a cabo para determi-
nar la mejor combinacién de Az2Gl de Toluidina-DNA-Agar, las cuales pueden mostrar un
buen color de contraste y largas zonas de actividad de termonucleasa. La siguiente
formulacidn de la mezcla AzGl de Toluidina-DNA-Agar (TDA) fué elegiga de otras combi-
naciones: A 1000 ml de buffer TRIS 0.05 M (pH 9.0) se agregan 0.3 g de DNA (Difco),
10.0 g de Agar (Difco)}, 1.0 ml de Cacl,

0.07 M, 10.0 g de NaCl y 3.0 ml de AzGl de
Toluidina 0.1 M.

Antes de adicionar el Azdl de Toluidina a la solucidén &sta debe calen—
tarse hasta disolver completamente el DNA y el Agar. La mezcla es entonces dividida

en pequefios volumenes y almacenada en frascos con tapdn de caucho y a temperatura am-
biénte. Para su uso la mezcla de TDA es simplemente fundida. (22).

) Un factor importante es que la mezcla TDA es notablemente esta-
ble, no es necesaria su esterilizacién y puede ser almacenada hasta por cuatro meses.
Por otra parte, se han obtenido resultados satisfactorios aln cuando la mezcla se fun—
da varias veces. La estabilidad de la mezcla puede atribuirse a la propiedad inhibi-

toria del Azul de Toluidina hacia las bacterias Gram positivas, especialmente hacia

las bacterias esporuladas, y a la estabilidad que presenta también el complejo Azil de
Toluidina~DNA al calentamiento. Para su preparacién ver -anexo 13.2. (21,23,25).

2.8. Relacién entre la termonucleasa, Coagulasa, Enterotoxina,

Y Namero de Colonias de S. aureus.

La relacién entre la termonucleasa y la produccidn de coagulasa
ha sido investigada y desarrollada para un rapido disgnéstico, y distinguir las cepas
de estafilococos patdgenos y toxigénicos de las cepas relativamente saprofiticas.

Los criterios que se utilizan en la determinacién de S. aureus
enterotoxigénicos, se basan en la relacidén que existe entre la produccidn de la en-—
zima coagulasa y la produccidén de enterotoxinas, pero este criterio no es muy eficiente
debido a que se ha demostrado que existen cepas que no coagulan el plasma y sin em-
bargo se producen enterotoxinas.(22).

En 1971, Lachica demostré que la produccién de la enzima termo-

nucleasa esta intimamente relacionada con la produccién de enterotoxina, ya que todas
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las cepas de S. aureus enterotoxigénicas son termonucleasa positivas.(21,23).

Recientemente Cord y Tataini {6) comprobarén la relacién entre
la multiplicacidén de 5. aureus y la produccidn simulténea de termonucleasa y enteroto—'

xina en ciertos alimentos.(Ver tabla #7). Después de varios estudios, estos autores

llegarén a la conclusidn de que la enzima termonucleasa se detectaba cuande la cuenta
de colonias ascendia a 109 colonias/gramo y 107 colonias/gramo de alimento para la
deteccién de enterotoxinas.(esto mediante un método turbidimetrico).

En 1975, Loiter utilizando cepas estafilocéccicas enterotoxigé—
nicas encontrd positividad para la termonucleasa y negatividad para la prueba de coa=-
gqulasa, demostrande asi comparativamente la mayor confiabilidad de la primera, inheren-
te a su ya bien conocida resistencia al calor.(28).

El estudio de diversas enterotoxinas producidas por 5. aureus
revelan gque no existe correlacién entre el tipo de enterotoxinas y la produccién de
termonucleasa, y ademas existen factores que interfieren negativamente en una relacidén
cuantitativa entre la cantidad de enzima presente y el nimerc de estafilococos pre~
sentes en la muestra.(1).

Entre las 250 cepas productoras 3e enterotoxina del Food Research
Institute Culture Collection (Wisconsin), el 95% produce termonucleasa y el 93% produ-
ce coaqulasa.{22). De las cepas coagulasa positivas el 95% produce la termonucleasa.
Aungue 10 de las 31 cepas coagulasa negativas proaujeron la tarmonucleasa, 9 de las
10 cepas también produjeron enterotoxina. Estas cepas probablemente representan mutan—
tes que pierden su capacidad de producir coagulasa.

La excelente relacidn de la termeonucleasa producida (271/283 &
93%) proporciona la posibilidad del empleo de esta enzima termoestable en la descrip-
cién de $. aureus para un rapido diagnéstico y un procedimiento cuantitativo.(23}.

Con eséo se concluyo que la produccién de esta enzima es una
prueba de mayor confiabilidad que la prueba de la coagulasa.(Ver tabla #7).

2.9. Relacién de la termonucleasa con respecto al diadmetro del balo.

Lachica, Hoeprich y Franti (26) llevaron a cabo un estudio sobre
la relacidén de la termonucleasa y el diametro del halo producido por la hidrolisis del
DNA, en donde utilizaron nueve niveles de la concentracién de la enzima (0.005;0,01;
0.02;0.05;0.1;0.2;0.5;1.0 y 2.C pg/ml), ademhs de variar el perfodo de incubacién (1,
2, 3y 4 horas). Se observé que la concentracidn de la enzima es esncialmente de tipo
lineal, y la desviacién de la linearidad es favorecida por el incremento de los perio-
dos de incubacién, lo cual es muy pronunciado a las cuatro horas.(Ver figura #7 y fi-

gura #8) .

Mediante la técnica de la “"microplaca metacromatica por difusidn
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‘en agar" (MAD) se demuestra la relacidn lineal entre el didmetro de zona debido a la
accién de la termonucleasa y el logaritmo de la concentracién de termonucleasa, lo cual

ge observa en las figuras #6,#7 y #8.(22,25).

2.10. Comparacibn del método QE iﬁ microplaca metacroratica por di-

fusioén en agar (MAD), con otros métodos similares.

Existen gran variedad de factores que afectan la determinacién
de la actividad de la termonucleasa, por lo cual los métodos disponibles, en la ma-
yoria de los casos no son aplicables. .

Chesbro y Auborn (4) emplean un método espectrofotométrico que
implica laboriosas etapas de purificacién para reducir a un nivel bajo la cantidad de
oligonucledtidos y nucledtidos presentes en la mayoria de las veces.

. Otros autores han tratado de eliminar la purificacién previa re-
qguerida mediante el uso de DNA marcado con c14 como sustrato de la enzima. El gosto y
las precauciones especiales necesariaé en el manejo de materiales radicactives anulan
las ventajas del procedimiento.{4).

Otros métodos tienen la desventaja de la relativa complejidad
en la manipulacién necesaria para el uso de luz ultravioleta, y la sencibilidad del
naranjade acridina fluorescente para extinguirlo por protefnas.(21).

Para sistemas &pacos e impuros solo el método del verde de meti-
lo y la técnica por inundacidén con HCl, modificada por Harwas y Lawrence, proporcionan
buenos resultados, aunque presentan la desventéja de requerir. sustratos altamente poli-
merizados de DNA.(23).

Con otros métodos seroldégicos, la sencibilidad es relativamente
baja y se requieren complicados procedimientos de extraccién, concentracién y purifi-
cacién, que implican varios dias para llevarlo a término, ademds de que la recupera--
cién de S. aureus de colonias puede que no indique la verdadera poblacién méxima.

La moyoria de los mé&todos estan limitados por la interferencia
con las proteinas.(23,24,25,26).

Por lo que respecta al MAD (Método de la Microplaca Metacromé-
tica por Difusidn en Agar), el método es adecuado, simple, econdémico, rapido y senci-
ble. Se utiliza un equipo de bajo costo, no requiere de DNA altamente polimerizade y
en sistemas Spacos e impuros que contienen altas concentraciones de proteinas, se ob-
tienen buenos resultados cuantitativamente repreducibles, ademas de no requerir técni-
cas adicionales de extraccidn, concentracién y purificacidn.(23,24).

El método MAD es lo suficientemente especifico y sencible para

detectar la presencia de cantidades minimas de termonucleasa de hasta 0.005 mg/ml.
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Examina gran nimero de muestras por medio de un simple trabajo de laboratorio.

Una de las ventajas mas relevantes de este método es el hecho

de que la termonucleasa es detectada aln cuando no haya presencia de S. aureus en el

alimento, los cuales pudieron haber muerto por algin proceso fisico & quimico en el

alimento.

Un factor importante es que la mezcla TDA (Azdl de Toluidina--
DNA-Agar) es tan estable que las placas pueden ser refrigeradas y preservadas por
largo tiempo (hasta por cuatro meses)., no s necesaria su esterilizacidn y por otra
parte se han obtenido resultados satisfactorios ain cuando»la mezcla se funde varias
veces. La estabilidad de la mezcla puede atribuirse, como ya e menciono anteriormen—
te, a la propiedad inhibitoria del Aziil de Toluidina hacia las bacterias Gram positi-
vas y la propiedad que presenta el complejo Azil de Toluidina-DNA-Agar {(TDA) al calen-
tamiento.(21,24,25).

Este método es automatizable utilizando un radar automatico del
tamafio © diametro de zona.(25).

La técnica es aplicable también a la determinacidén de otre tipo

de desoxirribonucleasas como por ejemplo la desoxirribonucleasas 1 pancreatica.(25).



TABLA #1

CARACTERISTICAS DIFERENCIALES DE LOS GENEROS MICROCOCCUS Y
STAPHYLOCOCCUS DE LA FAMILIA MICROCOCCACEAE.

(tomada de Buchanan y Gibbons, 1974, pp 479)

Resistencia a Lisostafina.

21

STAPHYLOCOCCUS

MICROCOCCUS
Células. esféricas.... P can . “+ +
Reaccidon de Gram..... ceeoaana . B + +
Agrupadas en racimos irregulares.......cece.. + +
RAerdbicamente..c.isacavrcnees + +
Acido de glucosa Anaerdbicamente....... ..0s. - +
Aerdbicamente......... Ceeaan + -/+
Acido de manitol Anaerdbicamente -/+
Agrupadas en tetradas.... -
Reaccidn de Catalasa... +
Movilidad...... cenn -
Coagulasa...... ceeme -/+
Fosfatasa. ceeseaacanan +
Crecimiento en NaCl al 15%...... [od
Crecimiento en Bilis al 40%..... [
Arginina........ ceecacane .. +
Vogues-Proskauer. ceene .o +
Acido de: Arabinosa........ .. - e
Lactosa. s ennm 45
Maltosa.,.cccuse +

Reduccidén de nitratos a nitritos....



DIFERENCIACION DE LAS ESPECIES

Coagulasad...osrens
Termonucleasa......
Hialuronidasa......

Pared Celular:

Acido a partir de manitol

Acido sulfidrico (HZS).....,....
Pigmento en agar sangre....
Hemdélisinas en agar sangre.

Alfa toxina (Hemdlisina)...

Fosfatasa...,......

Reduccidn de nitratos a nitritos.

Acido a partir de glucosa

Reetoina......

Acido a partir de:

Crecimiento en anaerdbiosis.

Sensibilidad a Novobkiocina......
Sensibilidad a Polimixina.......
Sensibilidad a lleomicina........

Diametro de la colonia............
(3 aias a 35°C yzdias ambiental)

TABLA #2

DEL GENERO STAPHYLOCOCCUS

22

S. aurebs S.epidermidis S.saprophyticus
1 e =vr s erecatasertnEs s ean e + - -
D N I I NI AP R AR -+ - -
Ctemcecanceni e e + - -

Ribitol......... e + - +

Proteina A... - - -

Glicerol..... - + variable

Aerdbicamente.... + Variable Variable

AnaerdSbicamente. . + - -
..... +..-+.. Vestigios - -

-... Dborado Blanco Blanco
P - 1 - -
e e + - -
e m e s arterensaanna e -+ - -

Reduccidn del TeluritO...ivecriserearorcansee + - - .
..... PICICRrEPY -+ - -
Aerdvicamente.... + + e
Anaerébicamente. . + + ry
cese ettt aearecns ey + + -
Arabinosa.... eriaan - . -

Lactosa.. . . + + Variable
Maltosa. . .o +- B .
Trehalosa..... . + - +
SOCAroSaAcaasscisassnaa + -+ +
PR - + -+ +
(caldo tioglicolato)

Cerveeeeenn + + -
caareeraean - + .
.. cees - + +

ceeaaeran 7.8mm 3. 7mm 7.0mm

Tomada de Bubhanan y Gibbons (1974) pag. 485

Lenette y col.

(1980) pag.B4.
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TABLA #3

PROPIEDADES DE EXOTOXINAS {(HEMOLISINAS)

" TIPO SEROLOGICO ERITROCITOS LEUCOCITOS FUENTE TOXICICAD A
SUSCEPTIBLES SUSGEPTIBLES COMUN ANIMALES
:< ! CONEJO CONEJO HUMANO DERMONECRQTICA PARA
BORREGO HUMANO

CONEJO.LETAL PARA
RATON Y CONEJO.

ﬁ BORREGO NINGUNOS ANIMAL LETAL PARA CONEJO EN

HUMANO GRANDES DOSIS.
BUEY
CONEJO
)A HUMANO LEVEMENTE DERMONE-
COBAYO ? HUMANO CROTICA PARA CONEJO
BUEY Y COBAYO.
RATA
CABALLO
HUMANOG
CONEJO CONEJO EDEMA E INMADURACION
({ CRBALLO COBAYO HUMANO EN CONEJO Y COBAYOQS.
BORREGO HUMANO
RATA RATON
COBAYO
TOMADA DE DAVIS,DULBECO Y COL. (1969).PAG. 730.
TABLA # 4
PROPIEDADES DE LAS ENTEROTOXINAS.
a8 gb cfl: cg p° ef
PESO. MOLECULAR (Daltons) 27800 28366 34100 34000 27000 29600
DOSIS EMETICA{ED__ )mg/mono 5 5 5 5-10 20 10
CONTENIDO DE NITROGENO(%) 16.2  16.1  16.2  16.0
COEFICIENTE DE SEDIMENTACION. (S, W)S 3.03 2.78 3.02 2.90
COEFICIENTE DE DIFUSION.(D, W) (38-7om2sec?y 9.80 s.22  8.10 8.0
VISCOCIDAD REDUCIDA. (ml/mg% 4.07 3.81 3.40 3.70
VOLUMEN PARCIAL ESPECIFICO. 0.72 0.72 0.72 0.72 - -—
PUNTO ISOELECTRICO. (pH) 6,90 8.60 B8.60 7.00 7.40 7.00
ABSORCION MAXIMA. {(nm) N 277 277 277 271 278 277
COEFICIENTE DE zxnncmn.(m?l’ém) 14.6 14.4 12.1  12.1  10.8  12.5

Tomada de Rajalakshmi y col, (1982) pag 127



TABLA # 5

METABOLITOS NO-TOXICOS PRODUCIDOS POR §.aureus

METABOLITO COMPORTAMIENTO ANTIGENICO

A) ANTIGENO DE SUPERFICIE

ANTICUERPOS PROTECTORES
B) ZOAGULASA

ANTICORGULASA
C) BHIALURONIDASA ANTIHIALURONIDASA
D) FIBRINOLISINA ANTIFIBRINOLISINA
E) GELATINASA 2
F) PROTEASA ANTIPROTEASA
G) LIPASA ANTILIPASA

H

TRIBUTIRINASA
1) FOSFATASA
J) LISOSIMA

FACTOR ANTI YEMA DE HUEVO

?

?
K} PENICILINASA ?
L) DESOXIRRIBONUCLEASA ?
M) EXFOLIATINA

)

Tomada de Reyes Carrillo G. C. (1979) pag 10

TABLA # 6
PROPIEDADES DE LA ENZIMA TERMONUCLEASA

PESO MOLECULAR

tiesaveeasecrisesscnasneare. 16,807 Daltons
NUMERQ DE AMINOACIDOS, ., . ............... 149

PUNTO ISOTONICO (pH) ., ... ... e ataieeea.. D.62
PH OPTIMO, |, . .. cierncenecnnnconcnans .... 8.3

ESTABILIDAD AL CALCR

o :
ceseeeeneaeo 19008 durante 38 BN,
PRESION DE O, OPTIMA, J Y 1 1.9

PRESENCIA DE GRUPOS SULFHIDRILOS

verrrnsaaes O
PRESENCIA DE UNIONES DISULFURO,

cereeaernese O

COEFICIENTE DE EXTINCION E}:m,,_,,,_,,,,,_ 9.3

ABSORCION MAXIMA .., ... .......c0ce-vess- 280 nm.

Tomada de Tucker y col. (1978) pag 67
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TABLA # 7

RELACION ENTRE LA COAGULASA, TERMONUCLEASA Y ENTEROTOXINA

TOTAL DEL No. PRODUCCION DE PRODUCCION DE DNAsa PRODUCCION DE ENTEROTOXINA
DE MUESTRAS COAGULASA SIN CALENTAR CALENTANDO = POSITIVO NEGATIVO
. EL CULTIVO EL CULTIVO
261 + + : + 228 33
6 + + - 4 T2
8 + -~ - 0 8
10 - + + ° 1
6 - + - 1 5
15 - - - 8 7
TOTAL 306 275 (+) 283 (+) 271 () 250 (+) 56 (=)
31 (-) 23 (=) a5 ()

- Tomada de Lachica y col. (1969) pag. 127
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FI1G. 1

SECUENCIA DE AMINOACIDOS DE LA NUCLEASA ESTAFILOCOCCICA.

NH2 ~ALA-TRE-SER-TRE-L1S-L1S-LEU-HIS-LI S—GE.B—PRO-ALA—TRB -~LEU- ILE-LIS~ALA-I LE—}\SP—GEQ—

ASP-TRE-VAL-LIS-LEU-MET~TYR-LIS-GLI -Gg8-?RO—HST—TRE—PHE—}\RG—LEU -LEU —LEU—VRL—-I\gg—TRE -
PRO-GLU-TRE-LIS-HIS-PRO~-LIS-LIS -GEE—VAL—-GLU-L IS-TIR-GLI-PRO-GLU-AL A-SER-AER—PHE—T IR-
LIS-LIS-MET-VAL-~GLU-ASP-ALA —ng-—Ll $-1S0-GLU-VAL-GLU-PHE-ASP-LIS-GLI —GEE-ARG—TRE—}\SP—
LIS-TIR-GLI-ARG-GLI —LBU—AER -TIR-ILE-TIR-ALA-ASP-GLI-LIS -MET—V}\L—}sgg—GLU—ALA—LEU -VAL-
ARG-GLU~GLI —LEU—ALA—E,Jlg—-VAL—ALA-TI R-VAL-TIR-LIS~-PRO-ASP-ASP —'1'%8—&;1 S~GLU-GLU-HIS-LEU-

ARG—LIS—SER-GLU—AER—GLU-ALA-LIS—LI S~GLU-LIS-LEU-AS P—ILE—&‘?R—SER—GLU-J\SP-I\SP -ALA-ASP-
SER-GLI-GLU-COOH.

Tomada de Tucker y col. (1978) pag 70

FIi1G. 2

VISTA ESQUEMATICA DE LA CADENA PEPTIDICA DE LA NUCLEASA ESTAFILOCOCCICA. LOS

NUMEROS INDICAN LA LOCALIZACION DE CIERTOS RESIDUOS DE AMINOACIDOS EN LA CA—
DENA.

Tomada de Tucker y col. (1978} pag 132

"Rene 14q



FIG. #3
Base 1 L
*(s)
H H
"os
Ho—-Pzo Base 1
DNAsa
Basrd. >
ass 2w, catt —
(] ( 51
H
H
HO

MECANISMO DE ACCION DE LA ENZIMA TERMONUCLEASA.

La enzima termonucleasa hidroliza los enlaces éster de fosfato
atacando los enlaces S°' de 3°

del DNA,
monofosfato.

Tomada de Reyes Carrillo G. C.

para dar grupos finales

(1979) pag 12

Densidad
optica
1.0

FIG. #4

634 nm
612 nm

——e

Curvas de Absorcion del Azul de Toluidina en presoncia de Agar y/o DNA.

m—u=u~—.: Azul de Toluidina (3x105 M).

: Azul de Toluidina + Agar.
: Azul de Toluidina + Agar + DN

480 500 520 540 560

Tomada de Lachica y col.

580 600 620 640 660 680 700 720

Longitud de onda (nm).

(1971) pag 586.
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Y ® F3 ™ I FIG. #5.- Muestras de cincoe cepas de
S. aureus previamente calen-
tadas que fueron colocadas
en Agar-Azul de Toluidina-

. ° DNA muestran halos rosas de-
° ° . bido a la actividad de la
Termonucleasa.

Cinco muestras de S. epider-
midis fueron Termonucleasa
negativas en igualdad de
condiciones. (Muestras inferio-
res).

Tomada de Lachica y col. (1971) pag 586

FIG. #6.~ La variacién del dismetro de la
° ry @ 1 zona de hidrélisis del DNA va-

° ria directamente con la concen-—

tracisén de Termonucleasa purific
cada. El rango de concentracidn

‘ de Termonucleasa es de 0.005 g/ml

hasta 2.0 g/ml con una incubacior

a 379 durante 4 hr.

<] o o

L B
b 3 Finaan
AR RRRR R RRRRRTR N NRARARRN

“‘]‘ ‘LI 'Z‘ ‘a\ “I‘ ‘.\ |‘| ‘a
RNWHRRRAN

Tomada de Lachica y col. (1971) péag 587
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30
Vglﬁmetroze .
e zona
(mm) i
26
24
’ FIG #7.- Regresion lineal con un 95% de con-—
22 fianza del diametro de las zonas de
hidrolisis (14.9;16.4;17.8;18.8;20.5;
18 21.8 y 23.2 mm.) como una funeidn li-
neal de la concentracidn de termonu-
cleasa(0.01;0.02;0.05;0.1;0.2;0.5 ¥
16 1.0 mg/ml).
14
0.01 0.02 0.05 0.1 0.2 0.5 1.0 1.5
Termonucleasa ( mg/ml)
Tomada de Lachica y col. (1972) pag 922.
Dismetro 28 2.0 .
de .zona 26
(mm) .
24 1.0
22 . 0.5 .
’ 0.2
20 )
0.1 FIG. #8.- Incremento en el didmetrc de
18 las zonas de hidrolisis del
6.05 DNA (Técnica de la Micropla-
16 - ca) como una funcién del pe-
0.02 riodo de incubacién a 379C.
14 0.01 Las concentraciones probadas
* fueron de 0.005;0.01;0.02;0.05;
0.005 0.1;0.2;0.5;1.0y 2.0 mg/ml.
12
10
8
6

=
N
W
s

periodo de incubacién (hr)

Tomada de Lachica y col. (1972) pag 922.



4.0 4.0
3.5 . .

Fase estacionaria

de crecimiento
3.0 3.0
2.5

Actividad de

Densidad optica
Termonucleasa

; (600 nm)
(Log1ozgnudades/ml) 2.0 2.0
1.5 4 Fase logaritmica
de crecimiento
1.0 1.0
0.5
1] 4 B 12 16 20 24 28 2
Tiempo (hr)
FIZ. #9.~ Crecimiento de S. aureus y produccién de
Termonucleasa, tomando en cuenta el pe—
riodo de incubacién.
Tomada de Erickson A. y Deibel A. (1973) pag 333
3.0
. 100°C
2.0
Actividad de
Termonucleasa
(Log;, unidades/ml)
1.0
120°c
130°C
0 10 20 30 40 50 60 70 80 S0 100
Tiempo (minutos)
FIG. #10.- Curva de resistencia a la temperatura de la

enzima Termonucleasa, relacionada con el tiempo
y su actividad.

Tomada de Erickson A. y Deibel A. (1973) pag. 335.
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3.~ FUNDAMENTACION DEL TEMA.

En 1982, Amador encontrd una correlacién muy estrecha entre
la prueba de la termonucleasa y la enterotoxigénicidad, observé también que no exis-
tia una correlacidn clara entre la produccidn de coagulasa y la enterotoxigénicidad
de cepas aisladas.

Aan cuando se ha demostrado que la presencia de la termonuclea-
sa esta mas correlacionada con la produccidén de enterotoxinas y que es mas util la
demostracién de la termonucleasa como criterio de identificacidén de este microorga-
nismo, en la mayoria de los laboratorios de nuestro pais que se encargan de analizar
microbiolégicamente los alimentos prevalece la prueba de coagulasa como criterio de
identificacién del S. aureus.

La intoxicacidén alimentaria que con m&s frecuencia se presenta
se debe a la ingestién de la enterotoxina producida por ciertas cepas de S. aureus
cuando &stos crecen en el alimento. (9).

En el hombre los estafilococos se encuentran en nariz, ojos,
garganta y tracto intestinal, a partir de aqui los organismos llegan directa e indi-
rectamente a la piel. (9,17,36).

Las dos procedencias mas importantes que contaminan alimentos
son los portadores nasales y los individuos con brazos y manos infectados con divie-
sos y foranculos, y que tienen acceso a la manipulacidén de los alimentos.

Los estafilococos son causantes de la mastitis de las vacas y
algunos de estos cocos son capaces de produciy enterotoxinas en la leche © en los pro-
ductos lacteos. Si la leche de estas vacas se consume o se utiliza para hacer queso,
las posisbilidades de contraer una intoxicacidon alimentaria son altas, princapalmen-—
te cuando se preparan con leche sin pasteurizar. (9,17,36).

Existen algunos alimentos como la ensalada de pollo,el jamén,
los productos de pasteleria, cremas, leches, quesos, que estan frecuentemente asocia-
dos con la transmisién de intoxicaciones alimentarias estafilocéccicas. (9,36).

Staphylococcus aureus produce diversas sustancias extracelula-

res, entre las que se encuentran las siguientes:

A).- Coagulasa: Es producida casi exclusivamente por 5. aureus
de ahi que se utiliza como medio de diferenciacién para el organismo. 5u principal
accidn es transformar el fibrinégeno en fibrina, y se le ha asociado a la virulencia
por un mecanismo que indica que la coagulasa ocasiona una deposicién de fibrina en la
superficie de la bacteria protegiendola de la fagocitosis. (2,16,23).

B).- Hemolisinas: Estas pueden ser alfa, beta, gamma, delta,

epsildn, las cuales pueden ser mortales cuando se inyectan a animales de laboratorio.
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(ver tabla # 3). (16,17).

C) o Fosfolipasa: Es una enzima extracelular, la cual es muy im-

portante para la identificacidén de S. aurecus en los medios que contienen hueve, ya

que desdobla la fosfovitelina presente en la yema de huevo produciendo un halo trans—
parente alrrededor de las colonias de S. aureus. (13).

D) .- Termonucleasa: Su activided se correlaciona bién con la
actividad de la coagulasa y hoy en dia se utiliza para distinguir las cepas de esta-
filococos patdgenos y toxigénicos de las saprofiticas. Es llamada también DNasa. Es-
ta enzima es capaz de gdespolimerizar el DNA. Su pH éptimo es de 8.3 y el empleo de
hidroximetil aminometano incrementa su produccién. ES extremadamente estable y puede
llegar a resistir 130°C durante 16.6 min. {ver tabla #6). (9,46,48) .

E) .- Enterotoxinas: Los estafilococos pueden producir cinco ti-
pos diferentes de enterotoxinas: A,B,C,D y E, que difieren en su toxicidad; resisten
la ebullicidén durante 30 min. (16,35,42).

Un gran numero de las cepas productoras de brotes de intoxica-~
cién alimentarias estudiadas forma enterotoxina & (ver tabla #4). (17).

Los sintomas mas comunes de la especie humana en un envenena-
miento alimentario por estafilocecos son: salivacidn, nauceas, vomitos, espasmos ab-
dominales de diversa intensidad y diarrea. Con frecuencia se presenta dolor de cabéza,

postracidn, escalofrios, pulso débil, shock y respiracién superficial. (9,35,36).
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4.~ PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Nuestra comunidad padece una alta frecuencia de intoxicaciones
alimentarias, ocasionadas por la ingestién de gquesos mal preparados, el deficiente

de

ma-
los habitos alimentarios e higiénicos, hacinamiento y escaso acceso a los centros

control de calidad y por el esacso desarrollo socioecondmico de la gran mayoria
los grupos de poblacién en México, lo gue repercute en sus condiciones de vida:
de salud encargados del control de enfermedades infecciosas. (16,18).

Staphylococcus aureus puede crecer en una gran variedad de ali-

mentos, algunas cepas productoras de enterotoxina pueden multiplicarse a niveles ta-
les que la cantidad de toxina sea suficiente para causar la enfermedad en personas
que ingieren estos alimentos.

Una de las dificultades asociadas con la intoxicacién estafilo-
cbccica radica en que al crecer los organismos en los alimentos no dan lugar a oclores
ni sabores desagradables, y un alimento con cientos de millones de estafilococos por
gramopuede saber, oler y presentar un aspecto escasamente diferente del producto en

el gque no ha existido multiplicacidn de ningin organismo. (36},

El queso causa intoxXicaciones estafilocdccicas al parecer por
que la leche se almacena en tangues, especialmente en las cisternas de transporte,’
durante largos periodods de tiempo antes de su utilizacién. En estas aircunstancias
la temperatura que alcanza el producto crudo, permite que se multipliquen las bacte-
rias hasta niveles que representan un elevado numero de microorganismbs en la leche.

Los quesos frescos son ricos eon nutrientes y presentan condi-
ciones adecuadas de pH, Aw, % NaCl para que se multiplique el S. aureus. Este tipo
de productos generalmente se venden a granel, no sSse conserva a temperaturas de refri-

geracidén y esta expuesto al polve y a los manejadores de alimentos portadores de §.
. aureus.

La pasteurizacién tiene la falla de no destruir la enterotoxi-
na B preformada en leches que posteriormente se utilizan para la mantequilla. En ambos
casos los alimentos causan la aparicién de un cuadro de envenenamiento alimentario,
ain cuando los microorganismos mueran durante el procedimiento de pasteurizacién.
(35).

Los métodos para determinar la produccién de termonucleasa se
han basado en el aislamiento de un cultivo de S. aureus del alimento y posteriormente
sembrar el cultivo en condiciones que favorezcan la produccidén de DNasa para después
aplicar la técnica MDA. En algunos alimentos no se encuentran ya cultives de S. aureus
atn cuando en algin tiempo estuvieron contaminados con este microorganismo, y por lo

tanto suponer que la muestra no representa un riesgo de salud, sin embargo pueden
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contener termonucleasa y enterotoxina; con la determinacién directa de la termonuclea-—

sa del alimento podemos conocer el riesgo potencial para producir una toxiinfeccidn
de dicho producto.

Los métodos de deteccidn de enterotoxina estafilocdccicas no
son practicos para examenes rutinarios de alimentos, por lo que se ided un procedimien—
to de depuracidn en dque la nucleasa termoestable se utiliza como indicio de multipli-
caciones estafilocdccicas en alimentos. El uso de un medio de Agar-DNA-AzOl de Tolui-
dina, facilita la répida deteccidén de la enzima en tres a cuatro horas con minima ma-
nipulacidén. Los estudios indican en gran medida que la produccién de termonucleasa

es una propiedad caracteristica de casi todas las cepas de S. aureus. La produccién

de la enzima en diversos alimentos esta estrechamente relacionada con la multiplica-

cién del S. aureus y la produccién de enterotoxina. Entre las muestras de alimentos co-

merciales analizadas hasta la fecha las que dan resultados positivos en cuanto a la

presencia de enterotoxina también contienen la termonucleasa. (23,28).

El procedimiento ideal para diagnésticar la intoxicaciédn por

alimentos estafilocdccicos es el anAlisis que permite detectar la presencia de entero-

toxina en el alimento sospechoso. Para fines de control de calidad el costo de la de-
teccibn de enterotoxina en alimentos es prohibitivo y el proceso requiere de mucho tiem-

o, ademas e la recuperacién de S. aureus <n coloniac
po, ad que 1 p 2

m:

tas puede que no indiqué
la verdadera poblacién maxima y en alimentos calentados pueden persistir enterotoxina
preformada decreciendo a su vez, 5. aureus viables a niveles no detectables. Para fi-
nes de examenes rutinarios de alimentos, lo que se realiza es el conteo de cé&lulas
viables las cuales no deben rebasar los niveles permisibles por el control sanitario
de alimentos establecido por la Secretaria de Salud,

mo de alimento. {17,25,26).

el cual es de 5,000 colonias/gra-
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5.~ OBJETIVOS

Determinar-la enzima termonucleasa directamente del
alimenta.

Evaluar el método para la determinacidn de termonu—

cleasa direcramente del alimento, comparando con la

determinacién de termonucleasa a partir de la cepa
aislada.

Aplicar el procedimiento de deteccidn de termonuclea-
sa directa del alimento como indicio de crecimiento

de S. aureus.
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6.- HIPOTESIS.

Al someterse a ciertos procedimientos como son la coccién,
pasteurizacidn, deshidratacidn, ete., S. aureus puede morir, pero la enzima ter—

monucleasa producida por el microorganismo resiste estos procesos y por lo tanto

puede estar presente cn el alimento; lo due nos va a indicar que éste alimento es-
tuvd contaminado.
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7.— MATERIAL Y METODO.

Cajas de petri 10 ml.

Frascos con capacidad de 150 ml.

Camisas para centrifuga 100 ml.

Matraces Erlenmeyer 500 ml.

Matraces aforados 500 ml.

Probetas 100 ml.

Cuchillos estériles.

Cucharas estériles.

Vasos de licuadora estériles.

Vasos de precipitados 100 ml.

Mechero de Bunsen.

Bafio de agua.

Pipetas Pasteur.

Pipetas graduadas de 1, 5 y 10 ml.

Portaobjetos.

Balanza granataria Marca "Santorius' Mod. 98878.
Agitador mecénico Marca "Waring Blendor® Mod. 5B8A60VLES.
Centrifuga Marca "Beckman" Mod. TJ-6.

8.- REACTIVOS

Quesos.

Acido triclorcacético.
Hidréxido de sedio 1.0N
Hidroximetil-aminometano.
AzGl de toluidina.

Agua desionizada.

37
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9.~ DESARROLLO EXPERIMENTAL.

9.1. Consideracién previa.

9.1.1. Toma de muestra.
El tipo de quesos por analizar son quesos frescos.
El nimero total de muestras es de 150, de las cuales se tra-
bajaran seis a la semana. :
Todas las muestras corresponden al &rea metropolitana y serén
tomadas al azar y de diferentes procedencias como son: plantas de fabricacién, expen-

dios (tiendas de autoservicio, mercados, abarrotes), y restaurantes de diferente ca-

tegoria.

La cantidad de muestra no debe ser menor de 50 gramos.
Una vez tomada se debe mantener en refrigeracidn, no debe te-

ner contacto directo con el hielo y el tiempo de muestreo y de analisis no debe ser
muy prolongado.

La toma de muestra para analizar debe ser del centreo de la pie-
za total muestreada.

9.2. Desarrollo del trabajo.

9.2.1. Método de extraccidn de Termonuycleasa.

Chesbro y Auborn (5) fueron los primeros en seguir la extrac-
cién de termonucleasa en alimentes como indicador de una multiplicacién de S. aureus
Posteriormente Cords y Tatini (6}, modificaron el procedimiento agregandole una fa-
se de oxtraccidn. El método g;neral consiste en lo siguiente:

Se afiaden 40 ml de agua desionizada caliente (60-65°C) a 20
gramos de muestra de alimento (en este caso queso), se mezcla a la maxima velocidad
en un agitador mecdnico durante tres minutos. Se centrifuga en frio (4°C) durante
45 min. a 7500 rpm. El sobrenadante se trata con 0.05 volimenes de acido triclofoacé—
tico (TCA) 3 M frio. Se recentrifuga en las mismas condiciones anteriores. El precipi~
tado se ajusta a un pH de 8.5 con NaOH 1N y se resuspende ‘en un voldmen de 2 ml. de
Hidroximetil amino-metano (TRIS) 0.05M amortiguado con pH 9.0, Esta solucién se colo-
ca en agua hirviendo durante 15 mnutos antes de efectuar el ensayo de actividad de

termonucleasa. (ver figura # 13).

9.2.2. Deteccidén de termonucleasa directa del alimento.

Para la deteccidén de la termonucleasa se utiliza el métodc de
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Lachica et al. (22,25,26), en el cual se utiliza el colorante azil de toluidina. Se
prepara primeramente el medio de cultivo que consiste en una mezcla azil de toluidi-
na-DNA-agar (TDA). (ver anexo # 13.2}. Pequefios voliimenes de este medio (aprox. 3ml)
son colocadoe scbre una placa ( portaobjetos). Se deja solidificar el medio y poste-
riormente se hacen pequeifios orificios equidistantes ( aprox. 10 ) mediante una pipeta
Pasteur, utilizando vacio. Sobre estos orificios se coloca la muestra, utilizando pa-
ra ello una pipeta Pasteur (una gota). La placa es entonces incubada a 37°%, de 1-4
horas. La actividad de la termonucleasa se pone de manifiesto por pequefios halos de

color de rosa alrrededor de los orificios. (ver figqura # 5 y 6).

9.2.3. Deteccidn de la termonucleasa a partir de la cepa aislada.

El método para la deteccidn de termonucleasa a partir de la ce-

pa se muestra en la figura # 11 y 12. ( ver anexo # 13.3).
9.2.4. Deteccidn de la enzima coagulasa.

El método de la deteccién de coagulasa es ampliamente explicado
en el anexo # 13.3 inciso b). En las tablas #13 y #14 se esquematiza también esta deter-
minacién. :
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FIG. 12. PRUEBAS DE COAGULASA Y TERMONUCLEASA
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10.- RESULTADOS.

Se analizaron un toéal de 150 muestras de quesos frescos, cuyos
resultados se muestran en la tabla # 8.

En dichas muestras se determind el No. de colonias de S. aureus/g
de alimento, coagulasa y termonucleasa, tanto directa del alimento como a partir de
la cepa aislada. )

Refiriéndonos primeramente al No. de colonias de 5. aureus/g
de

de

alimento, de las 150 muestras analizadas, 54 muestras presentaron cuentas menores
100; 19 muestras presentaron cuentas de 100 a 5000 y por ultimo 77 muestras rebasa-
ron cuentas de 5000 que es el limite permisible. (ver tabla #.9).

En cuanto a la determinacidén de coagulasa, de las 150 muestras
analizadas, 89 fueron positivas mientras que 61 fueron negativas (ver tabla #9).

Respecto a la determinacién de Termonucleasa aislada de la co-
lonia, 97 muestras fueron positivas, obteniendose un halo promedio de positividad de
7 mm, mientras que 53 mucstras fueron negativas (ver tabla #9).

Por Oltimo en la determinacién de termonucleasa directa del ali-
mento, 46 muestras fueron positivas, obteniéndose un halo promedio de positividad de
8 mm, mientras que 104 fueron negativas (ver tabla # 9). ’

’ De las 54 muestras que presentaron cuentas menores de 100 co-
lonias de S. aureus/g de alimento se observa que la mayoria de las muestras tueron ne-
gativas tanto para la termonucleasa aislada de }a colonia como para la coagulasa,
(47,52,52 muestras, con porcentajes de negatividad de &7, 33.3, 96.3 respectivamente).
( ver tabla # 10)}.

Respectp a las muestras que presentan cuentas entre 100 y 5000
colonias/g de alimento (19 muestras), resalta el hecho de que todas estas muestras fue-
ron positivas para la termonucleasa aislada de la colonia (100%), mientas que el 94.7%
(1 muestra) fué positiva para la coagulasa. En cuanto a la termonucleasa directa del
alimento s6loc el 21.1% (4 muestras) fueron positivas. (ver tabla #11).

) De las 77 muestras que presentaron cuentas mayores de 5000 co-
lonias/g de alimento, se observa que 35 muestras fueron positivas para la termonuclea-
s5a directa del alimento para un 54.5% . La termonucleasa aislada de la colonia presen-
to el 98.7% de positividad (76 muestras) mientras gue 69 muestras fueron positivas pa-
ra la coagulasa. ( ver tabla # 12 ).

Relacionando el No. de colonias de S. aureus/g de alimento con
regspecto a la termonucleasa directa del alimento se puede cbservar que 7 muestras que
presentaban cuentas menores de 100, fueron positivas para la termonucleasa directa del

alimento, mientras que 47 muestras ﬂ!eron negativas. En cuentas de 100 o mis colonias
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" de S. aureus/g de alimento, 39 muestras fueron positivas para la termonucleasa direc-
 del alimento y 57 muestras fueron negativas (ver figura #13).
En cuanto a la relacidn entre la coagulasa,

termonucleasa direc-
del alimento y la termonucleasa a partir de la cepa aislada, se puede observar que

en cuentas menores de 100 colonias /g de alimento, la mayor correlacidn se present6
cuando hubo negatividad para los tres parametros (85.18%) {ver tabla #14): en cepas
con cuentas de 100 a 5000 colonias de S. aureus /g de alimento se observa que la mayor
correlacién se presentd cuando la coagulasa y la termonucleasa a partir de la colo-
pia fueron positivas mientras la termonucleasa directa del alimento fué negativa
(73.6%) (ver tabla #15); y por ultimo en wuestras con cuentas de 5. aureus mayores de
5000 la mayor correlacién se presentd con igual positividad para la coagulasa y la .
termonucleasa a partir de la cepa aislada de la colenia, y negatividad para la termonu-
cleasa directa del alimento (46.75%). Aunque en este caso también hubo bastante corre-

lacidén cuando los tres parametros fueron positivos (42.85%). (ver tabla #16).

En la tabla # 17.-se correlacicna la determinacidn de la termo-

nucleasa directa del alimento y la determinacién de - la termenucleasa aislada de la

colonia en muestras con cuentas menores de 100 colonias /g de alimento, mientras que
en la tabla # 1B se relacionan en muestras con cuentas de 100 a 5000 colonias de

S. aureus /g de alimento, y por ultimo esta relacidn en muestras con cuentas mayores
de S000 colonias/g de alimento se ilustra en la tabla # 19.

En la tabla #20 se observa que en muestras que presentaron termo-
nucleasa directa del alimento positivas, el mayor porcentaje se obtuvo cuande también
fueron positivas
tras,80.45%). En

nucleasa directa

la coagulasa y la termonucleasa a partir de la cepa aislada.(37 mues-

esta misma tabla #20 se obtuvieron 5 muestras que presentaron termo-
del alimento positiva

iva, ¥y negativa tanto la coagulasa como la termonu-

cleasa a partir de .la cepa aislada, y estas 5 muestras tienen cuentas de menos de 100
colonias de §. aureus/g de alimento.



TABLA #

B.-~ RESULTADOS FINALES Y TOTAL DE MUESTRAS

ANALIZADAS.

a6

Muestras | No. de colonias TERMONUCLEASA DI~ | TERMONUCLEASA A
de RECTA DEL ALIMENTO | PARTIR DE LA CE-
CI;\:E?O i. aureus/ g COAGULASA PA AISLADA.
de alimento.
DIAMETRO DEL HALO ( mm )}
1 menos de 100 NEGATIVO 0 Q
2 200 000 POS£TIVO 4] S
3 menos de 100 NEGATIVQ 0 Q
4 1l 000 000 POSITIVO 2] 10
5 500 000 POSITIVO 10 i3
& 2 000 000 POSITIVO 0 6
7 4 600 000 POSITIVO 0 10
8 84 000 POSITIVO 0 =]
] 8 000 POSITIVO ) 9
10 128 000 POSITIVO [+ =}
11 66 000 - POSITIVO 4] 11
12 800 000 POSITIVO o ° .
13 9 200 000 POSITIVO o] 7
. 14 menos de 100 NEGATIVO 8 0
15 10 000 000 POSITIVO o 10
16 6 080 000 POSITIVO ) 13
17 160 000 POSITIVO 10 11
18 22 000 POSITIVO Q 10
19 menes de 100 NEGATIVO 0 o
20 480 000 POSITIVO 0 13
21 4 240 000 POSITIVO 6 10
22 - 10 000 POSITIVO 4 10
23 501 POSITIVO aQ 8
24 1 800 POSITIVO 4 9
25 menos de 100 NEGATIVO 0 0
26 43 000 POSITIVO 0 10
27 3 500 POSITIVO 0 10
28 menos de 100 NEGATIVO 0 o
29 menos _de 100 NEGATIVO o 0
30 100 POSITIVO 8 4
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TERMONUCLEASA DI~

TERMONUCLEASA A
PARTIR DE LA CE-

Muestras | No. de colonias

de. RECTA DEL ALIMENTO{PA AISLADA.

queso S. aureus / g COAGULASA

Ne. de alimento. DIAMETRO DEL HALO ( wm ).
31 menos de 100 NEGATIVO 0 0
32 menos de 100 NEGATIVO o] 0
33 menos de 100 NEGATIVO [o] ]
34 .10 760 000 POSITIVO o 6
35. 3 760 000 POSITIVO 5 5
36 8 720 000 POSITIVO [ 6
37 100 000 000 POSITIVO 7 7
38 10 000 00O POSITIVO o] 10
39 30 000 POSITIVO 0 11
40 10 000 Q00 POSITIVO 0 10
41 menos de 100 NEGATIVO [+] 0
42 menos de 100 NEGATIVO [¢] ¢}
43 100 POSITIVO o 5
44 menos de 100 NEGATIVO 0 o
45 22 500 POSITIVO 0 9
46 10 000 000 POSITIVO 0 11
47 menos de 100 NEGATIVO 0 o
48 menos de 100 NEGATIVO 0 0
49 menos de 100 NEGATIVO 0 [i}
50 88 000 POSITIVO o 10
51 menos de 100 NEGATIVO a 0
52 1 200 POSITIVO 0 5
53 menos de 100 NEGATIVO [¢] o]
54 300 POSITIVO 0 6
55 menos de 100 NEGATIVO 0 [}
56 220 000 POSITIVO 4 13

. 87 70 000 NEGATIVO [} 11

58 menos de 100 NEGATIVO 8 o
59 1 500 000 POSITIVO 6" 10
&0 500 000 POSITIVO [ 13
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Muestras | . TERMONUCLEASA DI~ (TERMONUCLEASA A

de yo. de colonias RECTA DEL ALIMento [PPRTIR DE LA CEPA

gz?"m S. aureus / g COAGULASA pISLADA .

de alimento. DIAMETRO DEL HALO (mm).

61 100 600 POSITIVO 0 8
62 35 000 POSITIVO 0 10
63 menos de 100 NEGATIVO 4] 0
64 menos de 100 NEGATIVO [s) 0
65 menos de 100 NEGATIVO 0 o
66 1 000 POSITIVO 0 4
67 200 POSITIVO o 4
68 menos de 100 PQOSITIVO 0 6
69 60 000 POSITIVO ] 8
70 100 POSITIVO [ 3
7 100 000 POSITIVO 0 10
72 menos de 100 .NEGATIVO 0 0
13 1 100 00" POSITIVO 0 10
74 200 POSITIVO 0 [
75 200 POSITIVO v a
76 350 000 POSITIVO 0 8
77 menos de 100 NEGATIVO 0 o
78 menos de 100 NEGATIVO 0 ]
79 menos de 100 NEGATIVO 0 [}
80 500 000 POSITIVO ] 6
81 menos de 100 NEGATIVO 0 ]
az menos de 100 NEGATIVO 0 1]
83 19 S00 POSITIVO o 8
84 110 000 POSITIVO 0 0
85 menos de 100 NEGATIVO 0 o
86 menos de 100 NEGATIVO 0 Q
87 300 POSITIVO 0 8
as menos de 100 NEGATIVO 0 0
89 50 000 POSITIVO o 8
S0 menos de 100 NEGATIVQO 0 0
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TERMONUCL.
Muestras [No. de colonias TERMONUCLEASA DI~ | P carn
e RECTA DEL ALIMENTO
quesos §-.aureus / g COAGULASA : bl
No. de alimento.
DIAMETRO DE HALO ( mm ).
981 400 000 POSITIVO 0 10
92 menos de 100 POSITIVO 6 1]
93 500 NEGATIVO 0 a8
94 100 POSITIVO o &
95 mas. 38 000 000 POSITIVO 10 10
96 187 POSITIVO o 9
97 220 o000 POSITIVO 6 10
98 585 000 POSITIVO [} 9
99 1 470 ©oOO PQOSITIVO 6 10
100 15 640 000 POSITIVO 6 S
101 menos de 100 NEGATIVO 8 ]
102 menos de 100 NEGATIVQ 4 [¢]
103 menos de 100 NEGATIVO 0 [1]
104 menos de 100 NEGATIVO [} 0
105 menos de 100 NEGATIVO [} 0
106 menos de 100 NEGATIVO 4 0
07 150 000 POSITIVO 0 8
108 mas 9% 000 000 NEGATIVO 6 10
109 més ‘3‘8 ¢00 000 POSITIVO 6 9
110 160 000 POSITIVO 2 9
111 menos de 100 NEGATIVO 0 4]
112 6 000 NEGATIVO 0 10
113 menos de 100 NEGATIVO 0 aQ
114 menos de 100 NEGATIVO 0 [¢]
115 menos de 100 NEGATIVO 1] [}
116 100 POSITIVO 0 8
mas de
117 10 000 000 POSITIVO 0 10
11e mas de
10 000 000 POSITIVO 8 10
119 menos de 100 NEGATIVO 0 0
120 476 000 POSITIVO 0 12
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Muestras [No. de colonias TERMONUCLEASA DI- giRM?gUCLEASA A

:339503 5. aureus / g COAGULASA RECTA DEL ALIMENTO AI:{ADA[.)E Lh CEPR

No. de alimento

DIAMETRO DE HALO (mm).

121 30 000 NEGATIVO 1] 10
122 12 000 NEGATIVO 0 10
123 606 000 POSITIVO 10 11
124 | ™*19%000 000 POSITIVO 8 12
125 "réslgeOOO 000 POSITIVO 6 11
126 10 000 000 POSITIVO 8 ]
127 5 000 D00 POSITIVO 8 8
128 600 000 POSITIVO 8 10
129 9 000 NEGATIVO [}] 0
130 750 000 POSITIVO 6 10
131 650 000 POSITIVO 5 9
132 menos de 100 NEGATIVO 10 5 .
133 500 000 POSITIVO ] 6
134 800 000 POSITIVO < 6
135 120 000 NEGATIVO S 10
136 600 000 POSITIVO 8 8
137 190 000 POSITIVO q 6
138 18 000 POSITIVO 6 8
139 menos de 100 NEGATIVO o 0
140 menos de 100 NEGATIVO 0 o
141 menos de 100 NEGATIVO [} 0
142 menos de 100 NEGATIVO o a
143 menos de 100 NEGATIVO 0 0
144 menos de 100 NEGATIVO [} o
145 150 000 POSITIVO 8 10
146 20 000 POSITIVO 7 8
147 500 POSITIVO 190 10
148 1 000 POSITIVO 10 8
149 menos de 100 NEGATIVO 0 0
150 500 000 POSITIVO 7 7




TABLA # 9

RESULTADOS TOTALES DE MUESTRAS A LAS CUALES SE LES
DETRMINO: No. DE COLONIAS DE S. aureus /G DE ALI -~

MENTO,

TERMONUCLEASA DIRECTA DEL ALIMENTO,

TERMO -~

NUCLEASA A PARTIR DE LA CEPA AISLADA Y COAGULASA.
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No. de colonias de

Termonucleasa direc-

Termonucleasa a par-

S. aureus /g de ta del alimento. tir de la cepa ais- Coagulasa
alimento. lada.
100 a » : : - s + : + .
100 f[soo00 5000] Positivas| Negativas |Positivas | Negativas [Positivas | Negativas
54 19 77 46 104 97 53 89 61
Diametro Diametro
Prom. del Prom. del
halo 8mm. hale 7mm.
No. total de muestras analizadas: 150.




TABLA # 10
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Muestras que presentan menos de 100 colonias de S. aureus/g de alimento.

54 muestras — 36%

TERMONUCLEASA DIRECTA

TERMONUCLEASA A PARTIR

DEL_ALIMENTO. DE LA CEPA AISLADA, CORGULASA
POSITIVAS NEGATIVAS POSITIVAS NEGATIVAS POSITIVAS NEGATIVAS
7 47 2 52 2 52
muestras muestras muestras muestras muestras fruestras
13% 87% 3.7% 96.3% 3.7% 96.3%
TABLA # 11

Muestras que no rebasan el limite permisible de g. aureus

{ 100-5000 colonias / g de alimento)

19 muestras - 12.6%

TERMONUCLEASA DIRECTA

TERMONUCLEASA A PARTIR

COAGULASA
DEL ALIMENTO. DE LA CEPA AISLADA.
POSITIVAS NEGATIVAS POSITIVAS NEGATIVAS POSITIVAS | NEGATIVAS
4 15 19 o 18 1
muestras muestras muestras muestras muestras muestras
21.1% 78.9% 100 % 0% 94.771% 5.3%
TABLA # 12
Muestras que rebasan el limite permisible de S. aureus
(mas de 5000 colonias/g de alimento)}
77 muestras - 51.3%
3
TERMONUCLEASA DIRECTA TERMONUCLEASA A PARTIR
COAGULAS
" | DEL_ALIMENTO. DE LA CEPA AISLADA. OAGU A
j—=
POSITIVAS NEGATIVAS POSITIVAS NEGATIVAS POSITIVAS NEGATIVAS
35 42 . 76 1 69 8
muestras muestras muestras muestra muestras muestras
45.45% 54.55% 98.7% 1.3% 89.61% 10.39%




TABLA # 13

RELACION ENTRE LA TERMONUCLEASA DIRECTA

DEL ALIMENTO Y EL HUMERO DE COLONIAS DE

5. aureus .

Cuenta menor de

100 colonias de

Cuenta de 100 o mas

colonias de §.aureus/g

5. aureus/g de alimento. de alimento.

TERMONUCLEASA DIRECTA
POSITIVA.

7 muestras

13%

39 muestras

40.62%

TERMONUCLEASA DIRECTA
NEGATIVA.

47 muestras
87%

57 muestras
59.37%

TOTAL

54 muestras

96 muestras
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TABLA # 14

RELACION ENTRE LA CORGULASA, LA TERMONUCLEASA DIRECTA .
DEL ALIMERTO Y LA TERMONUCLEASA A PARTIR DE LA CEPA
AISLADA, EN MUESTRAS QUE PRESENTAN MENOS DE 100 COLO=-
NIAS DE S. aureus /G DE ALIMENTO.

54 muestras - 36%

No. . TERMONUCLEASA | TERMONUCLEASA
de muestras . COAGULASA DIRECTA DEL ALI-| A PARTIR DE LA
HENTO . CEPA AISLADA.
N 0 PCSITIVA POSITIVA POSITIVA
1 1.85 POSITIVA FOSITIVA NEGATIVA
4 1.85 POSITIVA NEGATIVA POSTTIVA
o 0 POSITIVA NEGATIVA KEGATIVA
1 1.85 - NEGATIVA POSITIVA POSITIVA
5= 9.25 NEGATIVA POSITIVA NEGATIVA
0 0 - NEGATIVA NEGATIVA POSITIVA
48 8s5.18 NEGATIVA NEGATIVA NEGATICA

« Unicamente la termonucleasa directa del alimento fué positiva.
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TABLR # 15

RELACION ENTRE LA COAGULASA, LA TERMONUCLEASA DIRECTA
DEL ALIMENTO Y LA TERMCNUCLERSA A PARTIR DE LA CEPA
AISLADA, EN MUESTRAS QUE NO REBASAN EL. LIMITE PERMISI-
BLE DE S. aureus (100-5000 COLONIAS/G DE ALIMENTO).

19 muéstras:<-i2.6%.

No. TERMONUCLEASA TERMONUCLEASA
lde muestras * CORGULASA DIRECTA DEL A PARTIR DE LA

ALIMENTO. CEPA AISLADA.

4 21.05 POSITIVA POSITIVA POSITIVA

0 (4] POSITIVA POSITIVA NEGATIVA

14 73.68 POSITIVA NEGATIVA POSITIVA

o 0 POSITIVA MNEGATIVA NEGATIVA

0 0 NEGATIVA POSTTTIVA POSITIVA

0 V] NEGATIVA POSITIVA NEGATIVA

1 5.26 NEGATIVA NEGATIVA POSITIVA

Q 0 NEGATIVA NEGATIVA NEGATIVA




TABLA # 16

RELACION ENTRE LA COAGULASA, LA TERMONUCLEASA DIRECTA

DEL ALIMENTO Y LA TERMONUCLEASA A PARTIR DE LA CEPA
AISLADA, EN MUESTRAS QUE REBASAN EL LIMITE PERMISIBLE
DE S. aureus (MAYOR DE 5000 COLONIAS/G DE ALIMENTO).

77 muestras -~ 51.3%
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No. TERMONUCL EASA TERMONUCLEASA
% CORGULASA
de muestrag DIRECTA DEL ALI-|2 PARTIR DE LA

MENTO. CEPA AISLADA.
33 42,85 POSITIVA POSITIVA POSITIVA
0 0 POSITIVA POSITIVA NEGATIVA
36 46.75 POSITIVA NEGATIVA POSITIVA
o] 2] POSTTIVR NEGATIVA NEGATIVA
2 2.58 . NEGATIVA POSITIVA POSITIVA
Q 0 NEGATIVA POSITIVA NEGATIVA
5 6.49 NEGATIVA NEGATIVA BOSITIVA
1 1.29 ) NEGATIVA NEGATIVA NEGATIVA




MUESTRAS QUE PRESENTAN MENOS DE 100 COLONIAS DE S. aureus

(0-99 COLONIAS

TABLA 17

3
i

/G DE ALIMENTO).

54 muestras-3.

S7
6%

TERMONUCLEASA DI-
RECTA DEL. ALIMEN-
TO (+) - y

TERMONUCLEASA AIS-

>

(+)

LADA DE LA COLONIA

TERMONUCLEASA DI~
RECTA DEL ALIMEN-
TO (+), y
“TERMONUCLEASA AIS-
LADA DE LA COLONIA
(-)

TERMONUCLEASA DI1-
RECTA DEL ALIMEN-
TO (=), y
TERMONUCLEASA AIS-
LADA DE LA COLONIA
(+)

TERMONUCLEASA DI
RECTA DEL ALIMEN-
TO (=), ¥

TERMONUCLEASA AISH
LADA DE LA COLONIN

()

1 muestra

1.85%

6 muestras

11.1%

1 muestra

1.85%

46 muestras

85.18%

TABLA # 18

MUESTRAS QUE NO REBASAN EL LIMITE PERMISIBLE DE 5. aureus

(1005000 COLONIAS/G DE ALIMENTO) .

19 muestras-l

2.6%

TERMONUCLEASA DI-
RECTA DEL ALIMEN-
TO (+), y

TERMONUCLEASA AIS-
LADA DE LA COLONIA

{+)

TERMONUCLEASA DI-
RECTA DEL ALIMEN-
TO (+), y
TERMONUCLEASA AIS-|
LADA DE LA COLONIA
(=)

TERMONUCLEASA DI-
RECTA DEL ALIMEN-
TO (=), v
TERMONUCLEASA AIS—
LADA DE LA COLONIA
(+)

TERMONUCLEASA DI~
RECTA DEL ALIMEN-
T (=), y
TERMONUCLEASA AIS—
LADA DE LA COLONIA
)

4 muestras
21.05%

0 muestras

Q%

15 muestras
78.94%

0 muestras
0%

MUESTRAS QUE REBASAN EL LIMITE PERMISIBLE DE

(MAYOR DE 5000

TABLA # 19

S. aureus

COLONIAS/G DE ALIMENTO). 77 muestras-51.3%

TERMUNUCLEASA DI~
RECTA DEL ALIMEN-
TO (+) b%

TERMONUCLEASA AIS-

>

LADA DE LA COLONIA
)

TERMONUCLEASA DI~
RECTA DEL ALIMEN:=
TO (+), y
TERMONUCLEASA AIS-|
LADA DE LA COLONIA
(=)

TERMONUCLEASA DI~
RECTA DEL ALIMEN--
T0 (=), ¥
TERMONUCLEASA AIS-
LADA BE LA COLONIA
(+)

TERMONUCLEASA DI-
RECTA DEL ALIMEN-
TO (=), ¥
TERMONUCLEASA AIS—
LADA DE LA COLONIA
(-2

35 muestras
45.45%

0 muestras
0%

41 muestras
53.24%

1 muestra
1.29%
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TABLA # 20

RELACION DE MUESTRAS QUE FUERON TERMONUCLEASA DIRECTA
DEL ALIMENTO POSITIVAS CON LA DETERMINACION DE TERMO-
NUCLEASA A PARTIR DE LA CEPA ALSLADA Y LA DETERMINACION
DE COAGULASA.

No. TERMONUCLEASA [P<RMONUCLEASA A
de muestra IDIRECTA DEL PARTIR DE LA CE~ COAGULASA %
ALIMENTO. PA AYSLADA
37 POSITIVA POSITIVA POSITIVA B80.47
5% POSITIVA NEGATIVA NEGATIVA 10.86
3 POSITIVA POSITIVA NEGATIVA 6.52
1 POSITIVA NEGATIVA POSITIVA 2.17

* Cabe hacer mencidén que estas cinco muestras,

en su totalidad presentan

cuentas de S. aureus con menos de 100 colonias/g de alimento,



11.1.-

11.2.-

11.3.-

11.4.-

11.5.-

11.6.=

11.7 .=

11.8.-

11.9.~
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11.~ DISCUSION DE RESULTADOS.

Analizando los resultados se observa que el 51.3% del total de mues tras, reba-
san el limite permisible por la Sria. de Salud para 5. aureus, (el cual es de
5000 col. de S.:aureus/q de alim.); el 12.6% cae dentro de dicho limite; mien-
tras que el 36% presentan cuentas de S. aureus de 0-99 col./g de alim.

Con respecto a la determinacidn de termonucleasa directa del alimento, de las
150 muestras analizadas, solo 46 muestras (30.66%) fueron positivas; mientras
que 104 muecstras {(692,34%) fueron negativas.

Para la detrminacién de la termonucleasa aislada de la colonia, de las 150 mues—
tras analizadas, 97 muestras (64.66%) fueron positivas; mientras que 53 muestras
(35.34%) fueron negativas.

Con respecto a la determinacién de coagulasa, de las 150 muestras analizadas,

89 muestras fueron coagulasa positivas (59.33%), y 61 muestras fueron coagu-
lasa negativas (40.67%).

De las 150 muestras analizadas, 54 muestras presentaron cuentas de 0-99 col, de

5. aureus/g de alim.; de las cuales 7 muestras (13%) fucron termonucleasa direc-
ta del alimento positivas y 47 muestras (87%) fueron negativas.(Pudiendo ser que
en realidad no presentaran S. aureus).

Por otra parte, relacionando la termonucleasa directa del alimento con la termo-

nucleasa aislada de la colonia, se observa que de las 46 muestras que fueron po-
zitivae para la termonucleasa directa del alimento, 40 muestras (B87%) también

fueron positivas para la termonucleasas aislada de la colonia; mientras que 6

muestras (13%) fueron termonucleasa directa del alimento positivas y termonu-

cleasa aislada de la colonia negativas.

Relacionando la determinacién de termonucleasa directa del alimento con el No.
de col. de S. aureus/g de alim., se observa que de las 46 muestras positivas
para la termonucleasa directa, 7 muestras (15.21%) presentan menos de 100 colo-
nias/g de alim., 4 muestras (8.69%) presentan entre 100 y 5000 ccl./g de alim.,
y 35 muestras (76.1%) rebasan el limite permisible por la Sria de Salud.
Relacionande la determinacidn de termonucleasa directa del alimento con la de-
terminaciédn de coagulasa, se observa que dc_las 46 muestras positivas para la

termonucleasa directa, 38 muestras (86.36%) fueron coagulasa positivas; mien-

tras que B muestras (17.4%) fueron coagulasa negativas.
Por otra parte, relacionando la determinacidén de termonucleasa a partir de la

cepa aislada con la coagulasa {(en muestras con cuentas menores de 100 col. de

S. aureus/g de alim.), se observa que hay una mejor correlacién respecto al
punto anterior, pues todas las muestras que fueron termonucleasa a partir de

la cepa aislada positivas, tambien fueron positivas para la coagulasa.
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11.10.- Por ¥diltimo, y de gran importancia, es lo que se presenta en la tabla #20,

donde se relacionan muestras positivas para la termonucleasa directa del ali-

mento, y se observa que hubo 5 muestras que presentaron negatividad para la

coagulasa Yy la termonucleasa a partir de la cepa aislada, para un 10.86% el cual
@s bastante aceptable. Estas 5 muestras presentan en comin cuentas con menos

e de 100 col. de S aurcus/g de alim., lo cual puede ser la razén principal para

e —_—

obtener dichos resultados.




12.1.-

12.2.-

12.3.-

12.4.~

12.5.-

12.6.-

12.7.-

12:8.~

12.9.~

12.10.~

G1

12.- CONCLUSIONES.

Esta determinacidn es muy importante, ya que detecta la enzima termonucleasa
aun cuando el microorganismo no esté presente, lo cual representa una gran ven—
taja, pues mediante otros métodos es necesario aislar primero el microorganis-
mo, y después, a partir de este detectar la termonucleasa.

La concentracidén, tiempe de oncubacidén, la temperatura y pH (8.5), afectan sig-
nificativamente el método de la microplaca por difusién en agar para determinar
la enzima termonucleasa.

La metodologia utilizada para la demostracién de la termonucleasa directamente
del alimento no fué muy satisfactoria, resultando mds confiable la demostracién
de la termonucleasa a partir de la cepa aislada. .
Generalmente para la determinacidn de termonucléasa directa del aliments la
cuenta de S. aureus tiene que ser alta (1000,000 col/g de alim.), aunque exis-
ten factores que interfieren negativamente en una relacidn cuantitativa entre
la cantidad de enzima y el nimero de estafilococos presentes en la muestra (tem-—
peratura, pH, destruccién de colonias por efectos fisicos y quimicos, etc.).

A pesar de lo mencionado anteriormente, se puede detrminar la termonucleasa di-
recta del alimento atn en muestras con 0 o mepos de 100 col de S aureus/g de
alimento,

La deteccidén de termonucleasa directa del alimento puede sugerir inmediatamente
que el alimento estd o estuve contaminado con S._aureus y que es posible la
presencia de enterotoxinas.

La extraordinaria termoestabilidad de la enzima representa una gran ventaja pa-
ra la identificacién de S. aureus y consecuentemente del origen de determinada
intoxicacién alimentaria.

Rutinariamente deben realizarse paralelemente la prueba de la coagulasay termo-
nucleasa para lograr emitir un diagnéstico mas confiable,

Es muy importante el control sanitario de los productos lécteos, ya que, por ser
alimentos que ademas de reunir todos los elementos nutritivos para el desarro;lo
de los microorganismos, generalmente se exponen a diversas fuentes de contamina-
cién por falta de higiene y precaucién en su manejo y almacenamiento.
Generalmente los productos licteos (en especial el queso), son alimento de amplio
consumo que ocacionalmente sufren algin tratamiento capaz de reducir su carga
bacteriana (la pasteurizacién entre ellos, la cual muchas veces es insuficiente

o deficiente).
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Se puede establecer gue nuestros objiectivos se cumplierén en forma general,

pues se logrd determinar la enzima termonucleasa directamente del alimento,
y est@ de compard con la termonucleasa a partir de la cepa aislada, aungue el
porcentaje de correlacidn no fué muy satisfactorio (58%). Por otra parte se
relaciond adecuadamente la determinacién de termonucleasa directa del alimen-—

to con el nomere de colonias de 5. aureus/g de alimento, adn cuando también

de logrd determinar la enzima en muestras gue presentarén 0 colonias (se pue~—
.

de pensar que en algun tiempo estuvd presente el . aureus en e} alimento, pe-

ro

que por efectos fisicos fueron destruidos y 50lo quede presente la enzima
termonucleasa producida en ese tiempo por el §. aureus y que dada su termoes-
tabilidad, logrd resistir dichos efectos fisigos}).

Entre menos colonias de S. aureus esten presentes en el alimento, mejor es la
correlacidn entre la termonugleasa a partir de la cepa aislada y la coagulasa
(100% de correlacidn).

La termonucleasa a partir de la cepa aislada se determiné en la totalidad de
las muestras con cuentas de 5. aureus entre 100 y 5000 col./g de alimento
{100%) y el porcentaje de positividad para la misq? etizima fué menor en mues-
tras que presentaron menos de 100 colonias de S. aurcus/g de alim..(Solo 2
muestras fueron positivas para un 3.7% y 52 muestras fueron negativas para'un

96.3%).

Entre mas contaminado esté el queso, mas positividad presenta la (ermonucleasa
directa del alimento.

Es mejor la correlacién entre la termonucleasa a partir de la cepa aisloda v

la coagulasa, que la termonucleasa directa del alimento y la coagulasa.
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13.- PROPUESTAS Y/O RECOMEWNDACIONES.

13.1.-La técnica aqui descrita para la determinacidon de la termonucleasa directa

: del alimento puede llevarse a cabo de rutina en el laboratorio, ya que por
medio de ella podemos determinar si un alimento es sospechoso de poder causayx
intoxicacidén alimentaria.

13.2.-5i el alimento resulta sospechoso mediante la técnica antes mencionada, reali-
iar la determinacién de enterotoxinas (esta prueba no se determina en rutina
por sus cuidados excesivos y alto costo).

13.3.-Se¢ debe concientizar a las personas que tienen acceso directo a la manipula-
cién de alimentos, de tener una buena salud y una buena higiene general.

13.4.-La leche por ser un alimento rico en nutrientes, debe de almacenarse en condi-

ciones adecuadas como son: temperatura de refrigeracidn, tanques de almacena-

miento limpios y debidamente saneados, exdmenes microbiolégicos continuos, etc.

i13.5.-Realizar muestreos periddicos de productos lacteos, principalmente en luga-

res insalubres o de bajo nivel econdmice, asi como de diferentes lugares de
venta (tiendas de autoservicio, abarrotes, restaurantes, plantas, etc) para

tener un control microbioldgiceo adecuado por parte de la Secretaria de salud.
13.6.-5e sugiere establecer en los laboratorios de diagndstico microbioldgico la
prueba de termonucleasa como un criterio de identificacidn de . aureus, tanto

en el Area médica como en el area de microbiologia de alimentos.
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l4.- ANEXOS

14.1.~ Preparacién y estandarizacidn de soluciones.

a) Acido tricloroacética (TCA) 3 M, 100 ml.

P.M. 163.39 g/mol 163.39g ——m—ememmm e 1 Molar
X mememmmme—ee— 3 Molar
X= 490.20g
490.20g —e—memcmm——— 1000 ml
X - 100 ml

X= 49.02g aforados a 100ml.
b} Hidroximetin-aminometano (TRIS) 0.05M, 100 ml.

P.M. 121.1 g/mol 121,11 ——smmeeene 1 Molar
X mmecmmcme—- 0.05 Molar
X= 6,055g
6.055g——umamm—em 1000 ml
X e 100 ml

X= 0.605g aforados a 100ml.
c) Hidréxido de sodio (NaOH) 1 N, 100 ml.

P.M. 40.0 g/mol. 40.0g 1w 1000 mi

X INwm— 100 mi
X= 4.0g aferados a 100ml.

.d) Acido clorhidrico (HCL) 1N, 100 ml.
P.M. 36.5 g/mol 36.5g 1N 1000 ml1
densidad l.1lB8g/ml X 1IN 100 ml
pureza 36% ' X= 3.65g
Densidad = masa/volumen Volimen= masa/densidad = 3.65g/1.18g/ml -3.09ml
3.09mMl —meme e 36%
. 100%

%X=8.58ml aforados a 100 ml.

14.2.- Preparacidn v estandarizacion de Mediog de cultivoe.

a) Agar Baird-Parker ( Agar glicina-piruvato-telurito-yema de huevo).

Este agar se utiliza para el aislamiento selectivo y enumeracién de esta-

filococos coagulasa positivos.
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Formula aproximada en g/l :

Peptona de caseina

.~10.0
Extracto de carne -~5.0
Extracto de levadura 1007 -

Cloruro de litio

2 550
Agar '15.6-~
Glicina lé.Dj
Piruvato de sodio 10{0

pH final 6.8% 0.2
PREPARACION:
Suspender 60.0g del medio deshidratado en un litro de agua destilada. Remo-
jar de 5 2 10 minuto. Calentar agitando frecuentemente y hervir durante
1 minuto. Distribuir y esterilizar en autoclave a 121% (15 1b de presién)
durante 15 minutos.
Enfriar a 45-50°C y agregar 10 ml de solucién de telurito de potasio al 1%
¥ 50 ml de emulsidn de yema de huevo.
Homogenizar suavemente y vaciar en cajas de petri.
Este medio de cultivo contiene cloruro de litio y telurito, para la inhi-
bicidén de la flora acompafiante, en ténto que el piruvato y la glicina.ac-
tdan favoreciendo selectivamente el crecimiento de estafilococos.
Scbre el medio de cultivo opaco por su contenido en yema de hueve las co-
lonias de estafilococos muestran dos caracteristicas diagnosticas por li-
pdlisis y protedlisis; se producen halos y anillos caracteristicos y debi-
do a la reduccidén de telurito a telurio se desarrolla una coloracién negra.
La reaccién con la yema de huevo y la reduccién de telurito se presentan en
notable paralelismo con la coagulasa positiva y, por lo tanto, pueden uti-

lizarse como indice de esta Gltima.

b) Agar Azil de Toluidins-DNA (TDA).
Formula aproximada en g/l :

DNA { Merck) 0.3
Agar (difco) 10.0
Cacl2 (0.01M) 1.0 ml
NaCl 10.0
Azl de toluidina (0.1M) -~—- 3.0 ml
TRIS ( Sigma pH 2.0) 6.0

pH final 9.0 % 0.2



66
PREPARACION:

Disclver completamente el DNA y el agar en la solueién TRIZ. Cuando ya se

haya disuelto tetalmente afadir el NaCl y CaClz. Calentar a ebullicién
hasta la disolucidn total. Al final agregar los 3.0 m! de azul de toluidi-

na. Vertir el medio caliente en a placa de termonucleasa y dejar solidifi-
car. El medio se almacena en refrigeracién y para utilizarse posteriormente
solo se funde, sin que con esto el medioc pierda en lo mas minimo sus carac-
teriticas originales. ’

c)‘Infusion de Cexebro-Corazén (galdo BHI).
Es un medio liguido muy rico en nutrientes y esbecialmente 1itl para el cul-
tivo y desarrollo de germenes delicados y dificiles. Se utiliza para reali-

zar la prueba de Coagulasa y la prueba de termonucleasa a partir de la cepa
aislada.

Formula aproximada en g/1 :

Infusidn de cerebro de ternera - 200.0

Infusién de corazon de rez 250.0

Peptona de gelatina - : 10.0

Dextrosa 2.0 R
Cloruro de sodio < 5.0

Fosfato disédico - 2.5

pH final : 7.4 ¥ 0.2 B . o =

PREPARACION: )

Suspender 37g del medio deshidratado en dn litro de agua destilada y ca-
lentar ligeramente, envasar y esterilizar a 121°c {15 1b de presién ), duran

te 15 minutos.

14 .3.- TECNICAS ADICIONALES.
a) guenta de colenias de 5. aureus en el medic Baird-Parker.
Pesar 10 g de muestra de alimento ( en este caso queso) y homogenizar du-
rante un min. con 90 ml de solucidén reguladora de fosfatos a pH 7.2. A par-
2 y 1072 con 90 m2
de solucién reguladora de fosfatos pH 7.2. Ya preparadas estas diluciones

decimales (1077, 1072 y 103) wransferir 0.1 ml de cada dilucién a placas

tir de esta dilucién (10™') preparar diluciones de 107

de agar Baird Parker utilizande diferentes pipetas de 1 ml para cada di-

lucién.
Distribuir el inéculo sobre la superficie del agar con una varilla estéril
utilizande una para cada dilucion.

Mantener las placas en esa posicién hasta que el inécule sea absorvido por
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c)

)
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el agar ( aprox. 10 minutos). Invertir las placas e incubar durante 45-48
horas a 35°C (ver figura 11).
Seleccionar las'placas_que tengan entre 20 y 200 colonias tipicas de S. au-:
reus, si no es posible, las placas de diluciones mas altas, aunque tengan
mas de 200 colonias.
Las colonias tipicas son: negras, circulares, brillantes, convexas, de 2-3

mm de dié&metro, rodeadas por una zona clara en todo el medio opaco.

Seleccionar el numero de colonias y realizar la prueba de coagulasa y termo-
nucleasa.

Exrueba de coagulasa.

Sembrar el nimero de colonias (3 colonias, si son sospechosas menos de 50;
5 colonias, si son sospechosas entre 51 y 100; 7 colonias, si son sospecho-
sas més de'101), en 0.05 ml. de caldo BHI. Incubar a 359C durante 24 hr..

Al mismo tiempo inocular en la misma forma cepas conocidas de S. aureus y S.
epidermidis como testiges positivo y negativo respectivamente. Transcurrido
el tiempo de incubacidén, transferir 0.3 ml. a un tubo estéril, para la prue-
ba de la termonucleasa. Al resto del cultivo agregar 0.2 ml. de plasma dilui-
do volumen a volumen con solucidn salina estéril. Incubar en baho de agua

a 35-37°C y observar a intervalos de 1 a 6 hr..{(ver tabla #12).

Considerar positiva la prueba si hay la formacién de coadgulo total en la
mezcla (ver tabla #14).

érueba de termonucleasa a partir de la cepa aislada.
En un portacbjetos limpio y desengrasado, agregar 3.0 ml. del medio Agar-Azul
de Toluidina-DNA fundido. Esparcirloc en toda la supreficie y dejar solidifi-
car. Hacer perforaciones de 2 mm de diametro con una pipeta pasteur. Calentar
el cultivo del caldo BHI (0.3 ml previamente separados en la prueba de coague-
lasa) en bafio de agua a 100°C durante 15 min.. Transferir una gota de cada tu-
bo a los orificios de la placa del agar. Incubar en cémara himeda durante 4
hr a 359 (ver figura #12).

aparicién de un halo de color rosa alrededor de la perforacidén se conside-

ra como prueba positiva.(ver figura #5 y #6).

Reporte del nimere de celepias de 5. aureus en la muestra.

Computar el contenido de microorganismos en el producto tomando en cuenta el
nimero de colonias sospechosas, la dilucién seleccionada para el contec de co-
lonias sospechocas y el volumen de muestra inoculado.

Informar cuenta de S. aureus coagulasa positivos como colonias/g & ml de ali-~
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mento.
Ejemplo: La caja tenia 80 colonias sospechosas en la dilucidn 1:1000.. Se to-
maron 5 colonias para la prueba de coagulasa y termonucleasa. 4 co-

lonias fueron positivas:

5 mmmmmes 4 —§—QS—’5—“ — : 64 % 1000 X 10 : 640,000

64: No. de colonias de S. aureus {confirmadas) .
1000: Dilucidn utilizada

10: Volumen sembrado en la dilucion 1:1000. (Se sem-
bré una décima.
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