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INTRODUCCION

Sin lugar a dudas, los padecimientos que se adquieren por
ingestién de alimentos contaminados figuran entre los de
mayor relevancia dentro de nuestro medio, dados sus altos
indices de morbilidad a cualquier edad y, adicionalmente, sus

notables tasas de mortalidad en la poblacién infantil.

Entre las enfermedades intestinales m&s comunes destacan las
gastroenteritis ocasionadas por Rotavirus, Escherichia coli
-ambos wmicroorganismos de gran significado en Pediatria-,
Salmonella sp, Campylobacter fetus subsp jejugi, Shigella sp,
Entamoeba histolytica, Vibrio cholerae y otros vibriones,
Yersinia enterocolitica, etc. Sin embargo, también resultan
importantes las intoxicaciones alimentarias asociadas a
Staphylococcus aureus y, con menor frecuencia, afectando
principalmente a los nifios que consumen férmulas l&cteas, a

Bacillus cereus.

Cabe sefialar que los mecanismos a través de loa cuales dichos
microorganismos contaminan los alimentos, resultan muy
diversos, involucrandoe a las personas y metodologias
relacionadas con su comercializacidn ~produccidn,
procesamiento, almacenamiento, empaque y distribucién-, como

a quienes los cocinan, reparten, consumen o comparten.



El presente trabajo pretende establecer la probable
frecuencia con la que diversos productos carnicos
distribuidos en tiendas de autoservicio, llegan a contener
Salmonella sp, E, coli y/o S. aureus, debido a que cominmente
dicha clase de alimentos se consideran muy poco riesgosos

como fuentes de contagio en los padecimientos intestinales.

La relevancia de Salmonella y S. aureus es directa, debido a
que ambas bacterias provocan este tipo de afecciones, en
tanto que E, coli sélo se considera muy virulenta en nifios
-principalmente en los menores de 5 afios- pero, a cambio de
ello, su presencia es un claro indice de contaminacién fecal
Yy, por lo tanto, establece la posibilidad de que 1los
productos implicados contengan a otros microorganismos

patdgenos que se transmiten por via oro-fecal.

OBJETIVO:

Establecer la frecuencia de Salmonella sp, Escherichia coli
y/o Staphylococcus aureus, en diversos productos cidrnicos que

se expenden al plblico en tiendas de autoservicio.



I, GENERALIDADES SOBRE Salmonella y Escherichia coli

i. Clasificacidén Taxondmica

Salmonella Y Escherichia pertenecen a la familia
Enterobacteriaceae, cuyos principales géneros restantes son:
Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella, Morganella, Proteus,
Shigella y Serratia. Adicionalmente, las especies de mayor
relevancia de ambos géneros en cuestidén son Escherichia coli
(dnica especie reconocida dentroc del segundo de ellos) y
Salmonella typhi, Salmonella enteritidis y Salmonella
choleraesuis en el primero, si bien se mencionan otras como
S, paratyphi, S. typhimurium, S. schottmulleri y S.
hirschfeldii, entre ellos, que en la actualidad se consideran

variedades de S, enteritidis (2, 7, 11, 15, 31).

El nombre de 1la familia mencionada proviene del latin
Enterobacterium, que significa bacteria intestinal, aungue
aquélla sdloc agrupa a los bacilos Gram negativos cuya
caracteristica comin mds trascendente es su contenido guanina
+ citosina (G/C) en el DNA, mismo que varia entre 38 y 60

moles % (31).

Dentro de cada género, las distintas especies sélo difieren

en 10 a 20 moles % de G/C, aunque existen algunas que,



debiendo pertenécer a un mismo género, actualmente se
encuentran clasificadas dentro de otro; tal es el caso de
Morganella morganii, la cual anteriormente se denominaba
Proteus morganii. Cabe seflalar que estas situaciones sor
posibles hoy en dia dado que, desde hace apenas algunos afios,
el concepto taxondémico se fundamenta en nuevas técnicas como
las de hibridacidén, las cuales incuestionablemente resultan

mas especificas (31).

Por otra parte, la familia Enterobacteriaceae se encuentra
extensamente distribuida, tanto en las plantas, el suelo y el
medio ambiente, como en la flora habitual del huﬁano, algunos
de sus miembros formando parte de los microorganismos que
colonizan las mucosas en condiciones de salud; aunque durante
mucho tiempo se pensdé que la familia no manifestaba actividad
de fosfatasa, lo cierto es que recientemente se detectd que

la mayoria de sus integrantes presenta esta caracteristica
(2, 7, 31).

ii, Caracteristicas microscépicas

Tal como ocurre con la mayoria de los miembros de su familia,
Salmonella y Escherichia son bacilos rectos Gram negativos
que miden 0.5 a 3 u de ancho por 1.5 a 6 u de largo,
generalmente méviles (con excepcién de algunas cepas de E.
coli), no esporulados y no capsulados, si bien E. coli

presenta ocasionalmente material capsular y 2 especies de



Salmonella: S, typhi y S. hirschfeldii poseen diversas
sustancias extracelulares antifagocitarias {antigeno Vi) que
simulan grandes cAdpsulas. Cabe sgeflalar que ambos géneros

deben su movilidad a flagelos peritricos (2, 10, 23, 31).

iii. Propiedades culturales

Aunque todos los microorganismos que constituyen el objeto de
este <capitulo son organétrofos, también degradan los
carbohidratos mediante fermentacidén. De cualquier manera,
dependiendo de la composicidn de los medios en los que se les
cultiva, la disminucidén del pH es el fendmeno que revela la
utilizacién de 1los azicares durante el crecimiento de

cualquiera de estas bacterias (2, 7, 10, 15).

Medios de cultivo

Salmonella y E. coli presentan requerimientos nutricionales
similares; es decir, no son exigentes y pueden desarrollar
hasta en los medios minimos tales como la gelosa y el caldo
nutritivos, si bien generalmente se les cultiva en medios que
favorecen su crecimiento, al tiempo de que proporcionan mayor

informacién sobre su presencia durante su deteccidn.

Dichos medios se consideran selectivos, porque inhiben
eficazmente el desarrollo de numerosas bacterias Gran

positivas, aunque también se clasifican como diferenciales,



merced a que en ellos se puede observar si los

microorganismos fermentan o no la lactosa (2).

En este sentido, los bacilos contemplados en el presente

trabajo se dividen de la siguiente manera (2, 7, 11, 15):

~-Lactosa positiva: Escherichia coli (tal como también lo son

Klebsiella, Enterobacter y Citrobacter),

~Lactosa negativa: Salmonella (y los géneros Serratia,

Proteus, Morganella, y Shigella).
Cabe sgefialar que, de acuerdoc a su grado de selectividad, los
medios a los que se hace referencia se clasifican en alguno

de los 3 grupos siguientes:

a. Ligeramente selectivos: el agar desoxicolato lactosa

(ADL), EMB, Endo y Mac Conkey (McC).

b. Moderadamente selectivos: el agar desoxicolato citrato

lactosa sacarosa (DCLS), SS y XLD,

c. Altamente selectivos: el agar sulfito de bismuto (ASB)

y verde brillante (VB).

Aparte de sus inhibidores, los medios mencionados contienen



peptonas, lactosa (o adicionalmente otro carbohidrato
fermentable s6lo por los microorganismos lactosa positiva) y
un indicador que virard de acuerdo al pH asociado a la
capacidad -o incapacidad- que presenta(n) la(s) bacteria(s)
cuyo desarrollo sustentan; en este sentido, previa incubacién
de 24 h, las 1lactosa positiva habran generado acidez,
mientras que las lactosa negativa -al no haber podido emplear
los carbohidratos presentes- produciran alcalinidad, derivada
de la utilizacidén de las peptonasg para obtener su fuente de
carbono. Ademds, algunos medios contienen tiosulfato sédico y
sales ferrosas para detectar sintesis de &cido sulfhidrico, e
inclusive, alglin inhibidor de swarming (crecimiento en
enjambre), para impedir que el género Proteus -en caso de
estar presente en la muestra- contamine las colonias
"aisladas" del resto de los bacilos que hayan desarrollado

(2, 18).

Condiciones de incubacién

Dado que Salmonella y Escherichia son facultativas, 1los
cultivos en los que se sospecha su presencia deben incubarse

en las condiciones clésicas de aerobiosis (31).

Ademéds, por el hecho de que estas bacterias son meséfilas, su
temperatura O&ptima de incubacién es de 35°C, resultando

suficientes 24 h para el desarrollo de colonias visibles.



Tabla 1. Caracteristicas de los principales medios de cultivo

diferenciales/selectivos, empleados para realizar el
aislamiento de enterobacterias (2, 18).
MEDIOS DE INDICADOR DETECCION DE INHIBICION
CULTIVO AC. SULFHIDRICO| DE SWARMING
Endo fucsina NO NO
EMB eosina NO NO
Mac Conkey rojo neutro NO NO
Tergitol 7 azul de bro NO S1
mo-timol
Agar DLS rojo neutro NO +/-
Agar DCLS rojo neutro NO +/-
Agar SS rojo neutro SI S1
Agar XLD rojo de fe- SI +/-
nol
Agar VB rojo de fe- NO NO
Agar SB | ~-mee-m-aa- SI +/-
Agar HK azul de bro NO NO
motimol
claves:
DLS = desoxlcolato lactosa sacarosa
DCLS = desoxicolato cltrato lactosa sacarosa
5SS = Salmonella-Shigella
E'XLD = xilosa-llsina-desoxlcolato
VB = verde brlllante
SB = sulflto de bismuto
HK - Hecktoen entérico
EMB = Eoslna-azul de metlleno
+/-~ = varlable, dependiendo de cada cepa,



Tabla 2. Comportamiento de los indicadores presentes en los
diferentes medios de cultivo incluidos en la Table

1 (2, 18).

INDICADOR COLORACION A COLORACION A COLORACION A
pH ACIDO pH NEUTRO pH ALCALINO

Fucsina rojo magenta rosa claro rosa claro

Eosina vino oscuro vino claro vino claro

Rojo neutro rosa intenso rosa claro amarillo

Azul de bromo amarillo verde azul

timol

Rojo de fenol - amarillo rojo rojo intenso

o lila

L J
Los medlios Iinciuldos en la tabla 1 presentan un pH neutro
antes de la Incubaci®dn correspondiente,

Morfologia macroscépica

Esta depende en gran medida del medio de cultiveo y de cada
género, 8i bien estos microorganismos producen colonias
circulares de 2 a 4 mm de didmetro, convexas, blancas ©
grisdceas (cuando el medio no contiene indicador), de bordes
regulares, consigtencia butirdcea y aspecto hdmedo.
Adicionalmente, E.coli da lugar a colonias con brille
metdlico azul-verdoso en Endo y EMB, amarillas en Tergitol 7,
XLD, VB y Hecktoen y de color rosa intenso en MacConkey, agar
8S, DLS y DCLS; por su parte, las colonias de Salmonella sp

suelen ser negras (por la produccidn de HzS) en agar SS, XLD,



ASB y Hecktoen, amarillo paja en MacConkey en MacConkey, DLS

y DCLS y de color rojo intenso en XLD y VB (2, 18, 31},

iv., Pruebas de identificacién

Aunque existen numerosas pruebas para llevar a cabo la
identificacién de estas bacterias, précticamente cada
laboratorioc selecciona las que considera mas confiables,
tomando en cuenta también los costos y su disponibilidad. En
general, los medios implicados suelen contener diferentes
fuentes de carbén y algin revelador que permite poner de
manifiesto el tipo de enzimas producido por <cada
microorganismo, obteniéndose finalmente un patrén de

resultados que conduce a su deteccién.

En otras palabras, dichas pruebas bioquimicas suelen
diferenciar al género vy, ocasionalmente, a la especie
aislada, con base en su capacidad "egpecifica" para utilizar

0 no los sustratos involucrados.

Aunque es muy conveniente comparar la totalidad de los
resultados con tablas elaboradas después de numerosos
estudios experimentales (consultar la tabla 3), algunas
pruebas representan verdaderos indicadores sobre la identidad
de cada bacilo Gram negativo. Por ejemplo, entre los ladtosa
positiva, s6lo E. coli convierte al triptofano en indol; de

la misma manera,, en los lactosa negativa, la mayoria de las
"
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cepas de Salmonella sp es HeS positivo, tal como también
sucede con Proteus, pero ambos géneros difieren en cuanto a

la ureasa, la cual es positiva para este Ultimo (18, 24).

Tabla 3. Resultados de las principales pruebas biogquimicas
asociadas a la identificacién de enterobacterias
(2, 7, 15, 18).

~-FERMENTACION -

MICROORGANISMO GLU LAC MAN SAC SUL GAS CIT IND MOV UR
E. coli + + + + - + - + + -
K. pneumoniae + + + + - + + -

E., aerogenes + + + + - + + - + -
C. freundil + + + + + + + - + -
P. mirabilis + - - - + - + - + +
P. vulgaris + -+ -+ -4+ o+t
M. morganii + + + +
S. marcescens + + - - + - + -
Salmonella sp + + + Vv Vv - +
Shigella sp + + - - v Vv -
CLAVES: GLU = GLUCOSA, LAC = LACTOSA, MAN = MANITOL, SAC =

SACAROSA, SUL = AC. SULFHIDRICO, CIT = CITRATQ, IND = INDOL,
MOV = MOVILIDAD, UR = UREASA, V = VARIABLE

Las pruebas bioquimicas elegidas en este trabajo se mencionan
a continuacién, describiendo brevemente sus respectivos

fundamentos:

Pruebas efectuadas en el agar hierro de Kligler (18, 24)

En este medio es posible determinar si los microorganismos

11



fermentan o no glucosa y lactosa, asi como su capacidad para
producir gas (Hz + CO2) y/o &cido sulfhidrico. El fundamentc
correspondiente se asocia al hecho de gue dicho medio se
encuentra inclinado en "pico de flauta" y contiene peptonas,
1 % de lactosa, 0.1 % de glucosa y trazas de rojo de fenol,
asi como tiosulfato sdédico y sales de hierro; la bacteria
analizada se siembra por estria ondulada sobre el '"pico de
flauta" y por picadura en el fondo del tubo, procediéndose a
incubar durante 24 h a 35°C, para realizar las lecturas

correspondientes.

Los regultados pueden ser los siguientes:

1) Glucosa positiva y lactosa positiva, cuando todo el

medio de cultivo manifiesta coloracién amarilla.

2) Glucosa positiva y lactosa negativa, cuando la porcidn
inferior del medio es amarilla y la del ‘“pico de

flauta" aparece rojo intenso o lila.

3) Glucosa negativa y lactosa negativa, si todo el medio
permanece rojo o esta coloracién se intensifica, o
inclusive, ocurre un vire a lila.

Cabe sefialar que las coloraciones amarilla y roja intensa -o

lila- de los 3 casos anteriores, se relacionan con el vire

12



del rojo de fenol a pH &cido y alcalino, dependiendo de 1la
fuente de carbén utilizada y de la concentracién de esta
Gltima: un microorganismo glucosa positiva y lactosa negativa
consumird rapidamente la glucosa del ‘"pico de flauta"
originando inicialmente un pH 4&cido, pero a las 24 h se
encontrard empleando las peptonas de esa porcidn y ésta
manifestard alcalinidad -coloracién roja intensa o lila-. Lo
anterior no sucederd en el fondo del tubo, puesto que en ella
existe mayor cantidad de glucosa y, en ese lapso, la parte

inferior continuari dcida (amarilla).

4) Produccidén de gas, cuando el agar manifiesta ruptura o

se desplaza hacia la parte superior del tubo.

5) Sintesis de dcido sulfhidrico, cuando
-independientemente de la coloracién relacionada con el
comportamiento del rojo de fenol- se observa un

precipitado negro.

Capacidad para utilizar citrato (18, 24)

Esta prueba se realiza en el agar de Simmons cuya
presentacién es inclinada "en pico de flauta", y su contenido
fundamental es: citrato como Gnica fuente de carbén, fosfato
dibdsico de amonio como Gnica fuente de nitrdgeno e indicador

azul de bromotimol,

13



La bacteria se siembra scbre la superficie del 'pico de
flauta" y el medio se incuba durante 24 h a 35°C antes de
realizar la lectura. La prueba se considera positiva si el
indicador vira a azul -originalmente es verde- en la porcidén
que circunda al desarrollo; el cambio se debe a la hidrdlisis
de la sal aminada -la cual reditda hidréxido de amonio que
alcaliniza el medio-, fendémeno que s6lo se presenta cuando el
microorganismo es capaz de emplear el citrato., Es preciso
recordar que las bacterias ge procuran una fuente de

nitrégeno, siempre y cuando dispongan de la de carbén.

Prueba de la manitolasa (18, 24)

El nombre de manitolasa se refiere a todo un conjunto o
complejo de enzimas encargadas de llevar a cabo la
transformacién del manitol, un azidcar-alcohol, en fructosa
6-fogfato, con lo cual es posible incorporar al sustrato
dentro del <ciclo Embden-Meyerhoff, redituando A&acidos
organicos cuya presencia se puede detectar con base en el

vire de un indicador &cido-base.
El medio mds utilizado para realizar esta prueba es el caldo
manitol rojo de fenol, que contiene principalmente manitol,

peptonas y rojo de fenol.

Previa incubacién a 35°C durante 24 h, la lectura se efectda

considerando que la prueba es positiva cuando el indicador ha

14



virado a amarillo o, en su defecto, negativa si dicha

coloracidén es roja intenso o lila.

Pruebas de la ureasa y de fermentacidn de sacarosa (18, 24)

El medio utilizado en el presente trabajo fue el caldo
L]
sacarosa-urea, que contiene principalmente urea, sacarosa,

rojo de fenol y azul de bromotimol.

En esta prueba, la urea es o no hidrolizada dependiendo de
que el microorganismo produzca ureasa, la cual se considera
una enzima constitutiva. En caso positivo, esta Gltima
catalizard la reaccidén produciéndose didxido de carbono,
amoniaco y agua y, con ello, se generari carbonato de amonio
~-cuyo pH es alcalino-. De esta manera, el vire de los
indicadores rojo de fenol y azul de bromotimol conferirdn una

coloracidén morada o lila al medio.

Por otra parte, si la bacteria posee capacidad para fermentar
sacarosa -lo cual generalmente no sucede cuando produce
ureasa-, los dcidos originados via Embden-Meyerhof
disminuirdn el pH del medio, apareciendo una coloracién

amarilla,
Cabe seflalar que, una vez que se ha llevado a cabo 1la

inoculacién correspondiente, la lectura se efectda, previo

periodo de incubacién de 24 h a 35°C.

15



v. Importancia de Salmonella sp en los alimentos

La presencia del género Salmonella en los alimentos posee un
significado wmuy especial, porque precisamente todos los
padecimientos relacionados con él tienen su origen en la via
de penetracidén oral del microorganismo vy, consecuentemente,

en su establecimiento y colonizacidén intestinal (19, 33).

Por lo general, se acepta que las enfermedades causadas por
Salmonella (salmonelosis) se dividen en 3 clases: a)las
gastroenteritis, - cuyo principal agente etioldgico es la
especie S, enteritidis, tiene un periodo de incubacién de 2 a
5 dias y se caracteriza por fiebres moderadas, dolor
abdominal, vomitos ocasionales, espasmos en el intestino y
diarrea, con evacuaciones que presentan moco, y una duracidn
que fluctda entre los 3 y 8 dias; b)septicemia, entidad
clinica en la que destaca Salmonella choleraesuis, la cual
pasa f&cilmente desde el intestino hacia el torrente
circulatorio, provocando los signos clé&sicos de invasidn
sanguinea: fiebre elevada, néuseas y vémitos ocasionales,
postracidén, dolor muscular generalizado y cefalalgia intensa;
c)las fiebres entéricas: tifoidea y paratifoidea, ocasionadas
por S. typhi y las cepas paratificas (S. paratyphi, S.
schottmulleri y S. hirschfeldii), respectivamente (16, 19,

23, 32, 33).

Cabe mencionar  que las septicemias poxr Salmonella

16



choleraesuis presentan indices de frecuencia mucho menores
que las debidas a E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, S.
aureus y otras especies; contrastando con lo anterior, las
gastroenteritis por S, enteritidis figuran entre 1los
trastornos intestinales de mayor importancia, tanto en nifios
como en adultos vy, finalmente, las fiebres entéricas
representan las salmonelosis de mayor gravedad (4, 11, 15,

16, 32).

Egtas dltimas, independientemente de la especie involucrada,
ge caracterizan por presentar un periodo prodrdmico que
fluctda alrededor de 7 dias, en 1los cuales el enfermo
experimenta molestias poco definidas (desgano, anorexia,
mareo, febriculas y estrefiimiento) que no le hacen suponer una
afeccidén determinada sino cansancio inexplicable. La etapa
mids grave del padecimiento ocurre en la segunda semana,
cuando el microorganismo ha ingresado al torrente
circulatorio y se establece en bazo, higado y vesicula
biliar; en este caso, los sintomas son los de una septicemia
clasica, con fiebres muy elevadas, e inclusive, una roséola
tifica (pequeflos perc numerosos exantemas en la piel) que
aparece en aproximadamente la mitad de los pacientes; es
precisamente en esta etapa donde la afeccién puede conducir a
defunciones y, por lo tanto, en donde el individuo requiere
de cuidados extremos; finalmente, si se superan exitosamente

los graves riesgos implicados, la persona llega hasta la

17



tercera semana, en la cual el microorganismo se ha desplazado
-a través del <colédoco- hasta el intestino delgado,
presentandose un cuadro diarreico poco severo, que suele no
alterar considerablemente el equilibrio hidrico y

electrolitico del organismo (2, 4, 7, 32}.

vi., Importancia de Escherichia coli en los alimentos

Puesto que E, coli figura entre los miembros regulares de la
flora intestinal humana y de los animales de sangre caliente,
su presencia en los alimentos y en otros productos de consumo
humano (medicamentos, agqua, etc.) se considera "indice
incuestionable de probable contaminacidén fecal" y, por lo
tanto, éugiere la probabilidad de que su consumo dé lugar a
enfermedades intestinales tales como disenterfa bacilar o
amebiana, las diferentes salmonelosis, enteritis aguda por
Campylobacter jejuni, Yersinia enterocolitica o diversos

vibriones, ascariasis, teniasis (o cisticercosis), etc. (2,

4, 14).

No obstante, por si misma, puede ocasionar enteritis
epidémicas a nifios menores de S5 afios y a turistas, cuando se
trata de cepas patdgenas en intestino. En este aspecto, la
especie se subdivide en 5 clases: ECET (E. coli
enterotoxigénica), que en nuestro medio es la que afecta con
mayor frecuencia a nifios y turistas (en los iltimos de los

cuales provoca "diarrea del viajero"); ECEP (E. coli
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enteropatégena), cuya incidencia sdlo es rebasada por la de

ECET; ECEI (E. coli enteroinvasiva) ; ECEH (E. coli
enterohemorrdgica) y ECEA (E, coli enteroadherente) (6, 8,
17, 21, 28}).

En otras palabras, se trata de una especie que, conjuntamente
en cuanto a sus 5 clases, se considera en América Latina como
la segunda causa de muerte infantil por deshidratacidn, sdlo

superada en tal sentido por los Rotavirus.

Los bacilos 'agrupados como ECET se caracterizan por producir
las enterotoxinas termoldbil (TL) y termorresistente (TR},
las cuales inducen la salida de gran cantidad de agua de las
células de la mucosa intestinal. Con ello, el paciente
manifiesta una notable deshidratacidén sin fiebre, acompaﬁada
por n&useas, célicos abdominales y evacuaciones sin

leucocitos polimorfonucleares (2, 7, 10, 15, 25).

En el laboratorio, para llevar a cabo la detecciédn de la
toxina termoldbil, se puede recurrir al método tradicional
que utiliza asa ileal de conejo; s8in embargo, en la
actualidad existen técnicas méis precisas como las que
incluyen sueros anti-toxinas, cultivos celulares donde se
observan alteraciones morfoldgicas de las mismas, o bien, a
la mds reciente que emplea sondas que sdlo hibridizan con las

cepas gque poseen el pliasmido que codifica para su

19



sintesis. Para poner de manifiesto a la toxina
termorresistente, se utiliza la prueba con ratdén lactante ¢
métodos inmunoldgicos tales como RIA o ELISA, 1los cuales
requieren el empleo de un suero antitoxina que se prepara con
la ayuda de una proteina acarreadora, ya que dicha toxina
posee un peso molecular muy bajo y, por tanto, no es

inmunogénica por si misma (25).

Por lo que respecta a E. coli enteroinvasiva, se ha observado
que posee un pldsmido de 140 megadaltons que codifica para la
produccién de algunas proteinas de membrana externa que le
confieren la capacidad de penetrar en células epiteliales de
la mucosa intestinal, reproducirse y provocar su destruccidn;
lo anterior provoca la presencia de moco, sangre y abundantes
polimorfonucleares en la material fecal, ademds de fiebres

altas y dolores abdominales severos como sucede en la

disenteria por Shigella sp (6, 17, 21, 22).

Es importante mencionar que ECEI posee algunas
caracteristicas idénticas a Shigella, ya que al igual que
ésta, es inmdévil y no fermenta la lactosa; ademds, ambas

cruzan antigénicamente,
Su identificacidén en el laboratorio se realiza utilizando

cultivos celulares o mediante métodos inmunolégicos tales

como el de ELISA que utiliza anticuerpos contra las proteinas
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de membrana externa asocliadas a la invasividad; otro método
relativamente nuevo incluye la utilizacidn de DNA que sdlo
hibridiza con las cepas que poseen el pldsmido; ademds, puede
emplearse el método tradicional de Sereny que consiste en
inocular la cepa en la conjuntiva de un cobayo; dicha cepa se
congidera invasiva si 48 h después aparece conjuntivitis en

el animal (7).

En cuanto a las ECEH, se ha encontrado que sdlo estéa
involucrado el serotipo 0157:H7, el cual se relaciona
directamente con la colitis hemorrdgica y el sindrome urémico
hemolitico. Los principales signos clinicos son fiebre y una
notable presencia de sangre en las heces aunque con ausencia
de leucocitos polimorfonucleares; esta dltima caracteristica
diferencia la enfermedad por ECEH de la provocada por ECEI o

Shigella (21).

Las cepas de dicho serotipo que se aislan de pacientes con
colitis hemorrdgica o sindrome urémico hemolitico poseen
plédsmidos que codifican para las citotoxinas semejantes a la
Shiga y Vero. La primera es aparentemente idéntica a la
potente citotoxina/neurotoxina/enterotoxina producida por
Shigella dysenteriae tipo 1, ya que también reacciona y es
neutralizada por anti-toxina de Shiga. Muchas cepas también
elaboran una segunda citotoxina llamada Shiga-like 2 6 toxina

Vero que no es afectada por la antitoxina mencionada (4, 21).
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Por lo que respecta al grupoc ECEP, éste es el que
generalmente ocasiona confusidn, ya que cuando los
investigadores se refieren a &1, muchos lectores piensan
légica pero errdneamente que se trata de cualquier E, coli
capaz de ocaslonar trastornos intestinales; sin embargo, este
grupo sélo se integra por las cepas cuyo mecanismo de
patogenicidad no se relaciona con la produccién de

enterotoxinas ni con invasividad (17, 22, 30).

En la actualidad se ha incrementado el interés por
caracterizar debidamente a este grupo, al grado de que se
intenta esyablecer su clasificacién mediante diversas vias:
serol6gicamente en funcién de su antigenoc O, con base en su
forma de adherirse a células HeLa o Hep 2 en presencia de
D-manosa o de acuerdo a su capacidad para incorporar en su
genoma fragmentos de DNA que codifican para una proteina de
membrana externa a la gque se ha denominado EAF (Factor

entercadherente de E, coli enteropatdgena) (30).

Por lo que toca a los métodos seroldgicos, se ha asociado
este grupo a serotipos bien definidos que pueden detectarse
utilizando sueros polivalentes como el ‘“pasteur"; sin
embargo, varios autores reportan poca confiabililad en los
resultados correspondientes, ya gue sbélo el 50 % de los
1islamientos reportados como ECEP son confirmados como tales
1l probarse con sueros provenientes de laboratorios de

referencia (21, 30).
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Por otro lado, Trabulsi y Scaletsy observaron que ECEP se
adhiere a células Hela o Hep 2 mostrando dos caracteristicos
patrones de adherencia: "adherencia localizada® o "adherencia

difusa" (30).

Por lo que corresponde a la aplicacién de técnicas de indole
genético para efectuar la deteccién de ECEP, destacan los
trabajos de Nataro y cols, quienes obtuvieron una sonda de
una kilobase que sdlo hibrida con el DNA de cepas de E, coli

que muestran adherencia localizada (4).

Debido a las interrogantes sobre el mecanismo de
patogenicidad de este grupo, muchos investigadores han
estudiado el fendmeno. Asi, Polotsky notd que las cepas ECEP
causaban lesiones histopatoldégicas en el intestino humano;
concretamente, destruian las microvellosidades aunque sin

invadirlas (30).

Mas tarde, Cantey y Blake analizaron biopsias de intestino
delgado de conejos inoculados con E.coli del serogrupo 015
{(cepa RDEC-1) no productora de enterotoxinas y no invasiva,

detectando destruccién de las microvellosidades (6).

Posteriormente, Ulshen reportd un caso de diarrea severa en
una infante, en el cual evidenciaron este mismo fendmeno

asociado a la presencia de una gran cantidad de E. coli (10°
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microorganismos por mililitro) en las correspondientes
biopsias del intestino. Knutton, aplicande la microscopia
electrdnica al estudio de enterocitos, propuso la posible
explicacién de la destruccién de las microvellosidades; €l
postula que se lleva a cabo un proceso de vesiculacidén de la
membrana en dos etapas: el evento inicial que se presenta al
adherirse la bacteria al receptor celular a través de pili vy,
el segundo, que parece estar asociado a alteraciones del
epitelio intestinal, el cual experimenta la elongacién vy
vesiculacién de sus microvellosidades durante la adherencia
intima; al parecer, este iltimo fendmeno también estd mediado
por adhesinas localizadas en la superficie bacteriana (EAF)

{(17) .

En dicho proceso de destruccién de las microvellosidades
influyen 1las concentraciones de calcio, ya que cuando se
encuentran por arriba de las normales, los filamentos de
actina se rompen en porciones m4s cortas y, bajo estas
condiciones, cada vellosidad se torna termodin&micamente
inestable permitiendo que las bacterias se unan fuertemente a

su membrana.

Con estos y otros estudios actuales, se espera que en un
futuro inmediato pueda establecerse con exactitud el
mecanismo de patogenicidad de E. coli enteropatégena para que

al sumarse ésto con lo que se conoce sobre los otros grupos,
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sea posible disefiar alyin método que prevenga eficazmente las

diarreas en infantes.

Tabla 4.

Principales

grupos seroldgicos "O' de cepas

diarreogénicas de E, coli (21).

Categoria patogénica

Enteropatdégena
(EPEC)

Enterotoxigénica
{ETEC)

Enteroinvasiva
(EIEC)

Enterohemorrigica

(EHEC)

Serogrupos O

18, 26, 44, 55, 86, 111, 114, 118
125, 126, 127, 128 ab, 142, 158.

1, 6, 7, 8, 9, 15, 20, 25, 27,

60, 63, 75, 78, B8O, B85, 88, 89,
99, 109, 114, 115, 128,148,
159.

28, 112, 124, 136, 143, 144, 152,
164.

157
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I11. GENERALIDADES ACERCA DE S. aureus

i. Taxonomia

T

El género Staphylococcus pertenece a la familia
Micrococcaceae y se divide actualmente en 27 especies: S.
aureus, S, epidermidis, S. haemolyticus, S. saprophyticus, S.
lugdunensis, S. schleiferi, S. capitis, S. saccharolyticus,
S. warneri, S. hominis, S. cohnii, S. xylosus, S. simulans,
S. auricularis, S. caprae, S, kloosii, S. equorum, S.
gallinarum, S. arlettae, S. intermedius, S. delphini, S.
carnosus, S, hyicus, S, chromogenes, S, sciuri, S.
caseolyticus y §. lentus (2).

v

1i. Microscopia

Los estafilococos son bacterias esféricas cuyo didmetro
fluctda entre 0.8 y 1.0 micras (alrederor de un décimo de
didmetro del eritrocito humano); no poseen flagelos ni
esporas y sblo algunas cepas son capsuladas; ademés, se tifien
facilmente reteniendo el colorante de Gram de manera tenaz,
aunque esta propiedad varia en los cultivos viejos y los que

se obtienen en condiciones adversas (2, 7, 15, 31).

Su agrupacién caracteristica en acilimulos parecidos a racimos

de uvas es la mas evidente, aunque séloc se observa en las
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preparaciones provenientes de muestras biolégicas y de
cultivos sdélidos; su pared celular consta de una capa externa
rica en proteinas y de una capa interna de mucopéptido;
aungue su estructura antigénica ya se ha definido, los
diversos antigenos tienen poco valor en su identificacién,
exceptuando a la proteina A de los estafilococos coagulasa
positiva (ECP), la cual se utiliza para diferenciar a este
grupo mediante la reacciédn pseudoinmune (2, 7, 10, 11, 15,

27).

Cabe mencionar que dicha proteina A se fija a la porcidn Fc
de las moléculas de IgG (salvo la IgG3), quedando los Fab de
estas ltimas en libertad de combinarse con su antigeno
especifico. Por tanto, la proteina A se ha convertido en un
reactivo importante en inmunologia y tecnologia diagnéstica,
en particular, por lo gque vrespecta a las pruebas de

coaglutinacién (2).

iii. Resistencia a los agentes fisicos, quimicos y biolégicos

Los estafilococos figuran entre las bacterias no esporuladas
mads resistentes, ya que pueden sobrevivir a muchas
condiciones ambientales desfavorables durante su camino de un
hospedador a otro; son muy resistentes a la luz, temperaturas
externas extremas y desecaciédn, por lo cual @estos
microorganismos se pueden transmitir adn por medio del polvo.
Ademds, sobreviven dias a semanas en el pus desecado Y en
esputo, y pueden resistir calor hdmedo hasta de 60°C durante

30 minutos (7, 11).
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Los estafilococos sobreviven a la accién de los fenoles y a
la de muchos otros desinfectantes empleados en los
laboratorios (cloruro de magnesio, cloruro de benzalconio,
etc.). La adicién de 7 a 8 % de cloruro sédico a los medios
de cultivo permite su desarrollo, inhibiéndose el de casi
todas las demds bacterias., De hecho, el disefio de medios
selectivos para su aislamiento se basa en esta propiedad y/o
en su capacidad para soportar la oxidacién por teluritos.
Finalmente, su resistencia a la penicilina suele depender de
su capacidad para producir B lactamasa, propiedad transmitida
por conjugacidén o transduccidén y que implica la presencia de
plasmidos. A la fecha, s8e han descrito otros pléasmidos
estafilocbdeccicos portadores de genes relacionados con la

resistencia a numerosos antibidticos (2, 10, 12).

iv. Propiedades culturales
a) Medios de cultivo

Aunque estos microorganismos se reproducen facilmente en el
laboratorio previa siembra en caldo o agar nutritivos, los
medios de cultivo que carecen de tiamina y &cido nicotinico
no favorecen su desarrollo; sin embargo, en los medios
corrientes suelen existir cantidades pequefias de egtas
vitaminas. Su crecimiento en sangre es mds abundante y poné
de manifiesto ciertas hemolisinas de accidén enérgica (a, B, 7

o &) (15).
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Independientemente de que el laboratorio emplea gelosa sangre
para lograr el aislamiento de estos microorganismos, se
suelen incorporar al anédlisis otros de naturaleza selectiva,
tales como el S110 y el manitol sal agar -que deben su
gselectividad a su alto contenido en NaCl-, asi como Baird
Parker y Vogel Jhonson -cuyo agente inhibidor es el KeTeOs3 al

1 %- (18).

b) Condiciones de incubacidn

Estos microorganismos desarrollan dentro de limites muy
amplios de temperatura (10 a 40°C), aunque su oéptima se
encuentra entre los 30 y 37°C. Es importante precisar que, su
pigmentacidn caracteristica -la cual sdlo es producida por

ciertas especies-, se produce mejor entre los 19 y 25°C (7).

A la presidén atmosférica normal de aerobiosis se logra un
desarrollo més abundante, pero muchas cepas se reproducen
-aunque en medida escasa- en ausencia de oxigeno;
adicionalmente, se ha observado que el exceso de bidxido
carbdnico aumenta la produccidén de enterctoxinas por S,

aureus, sobre todo si el medio posee almidén (1, 3).

c¢) Morfologia macroscépica

La mayoria de las cepas de Staphylococcus aureus produce un
pigmento dorado amarillento; en cambio, varios ECN presentan
pigmentos que varian del blanco al amarillo 1limén. Las

colonias de S. aureus en medios sélidos guardan semejanza cor
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manchas redondas de pintura, con un diidmetro que varia entre
3 y 5 mm, de acuerdo a la composicién del medio, mostrando -a
diferencia del resto de las especies- extensas zonas de

hemélisis (10, 11, 15).

v. Pruebas de identificacidn
a) Deteccidn del género

Una vez efectuado el aislamiento de colonias sospechosas de
estafilococos, es necesario contar con la seguridad de que se
trata de este género, lo cual por lo regular se logra
mediante la observacién de extensiones tefiidas al Gram. Sin
embargo,"en caso de persistir algunas dudas, puede recurrirse
a la realizacién de 1la prueba de 1la catalasa, para
diferenciar a estos microorganismos -que la dan positiva-, en
relacidn con los estreptococos -cuyo resultado es negativo-

(24) .

A continuacién se describen los principales aspectos

asociados a la prueba de la catalasa.

Prueba de la catalasa (18, 24)

La catalasa es una enzima que descompone al peréxido de
‘hidrégeno (H202) en oxigeno y agua., Quimicamente es una
hemoproteina bastante similar a 1la hemoglobina, con 1la
diferencia de que los cuatro &tomos de hierro contenidos en

++4
)

su molécula, se encuentran en su estado mis oxidado (Fe ,

mientras que en la hemoglobina lo estdn en estado reducido
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**)y. Exceptuando a los estreptococos y a Gardnerella

(Fe
vaginalis, las bacterias aerobias y facultativas poseen esta
enzima, no asi la mayoria de las anaercbias que, con el
objeto de llevar a cabo la degradacidn del mismo sustrato,

producen la peroxidasa.

La reaccidn catalizada por la catalasa es

CATALASA
2Hz202 2H20 + QOa

Dentro del laboratorio de Bacteriologia, la prueba de 1la
catalasa se utiliza generalmente para diferenciar al género
Streptococcus {-) del Staphylococcus (+) Yy, «con menor
frecuencia, para hacerlo entre las especies de bacilos Gram
positivos y entre las micobacterias. Para llevarla a cabo es
necesario disponer, por un lado, de una solucidn de perdxido
de hidrégeno al 30 % -almacenada en frasco A&ambar y en
refrigeracién- y, por otro, de un cultivo puro de 18-24 h del
microorganismo por probar, contenido en una caja de Petri o
bien en tubos de ensayc exentos de sangre, toda vez que los

eritrocitos poseen esta actividad enzimética.

El procedimiento mds sencillo y rapido incluye el uso de un
portacbjetos, en el cual se colocan, primeramente, una asada
del microorganismo -ya sea que éste se encuentre en medios
sélidos o en un cultivo 1liquido- vy, posteriormente, se

vierten sobre ésta una o dos gotas de la solucidédn de H202 al
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30 %. La reaccidn es tan rapida gue bastan unos segundos pars
que en la solucién que estid en contacto con las células, se
emplecen a notar burbujas ocasionadas por el Oz gque se

desprende.

b) Diferenciacidén de especie

Una vez que el aislamiento se ha identificado plenamente como
Staphylococcus, puede procederse a determinar 1la especie
correspondiente, iniciando con la prueba de la coagulasa

-para establecer si se trata de S, aureus o de ECN- (26).

La tabla 5 muestra los patrones de identificacién de 1las

principales especies patdgenas para el humano.

Tabla 5. Pruebas involucradas en la identificacidén de las
principales especies estafilocdcecicas (2, 26).

PRUEBA 1 2 3 4 5 6

COAGULASA +

FACTOR AGLUTINANTE + - - - (+) +

TERMONUCLEASA + +

FOSFATASA ALCALINA + + - - - +

LECITINASA + - - - -

ORNITINA DC (d) + -

UREASA d + - + d -

RESISTENCIA A

NOVOBIOCINA - - +

MANITOLASA + (+} - - + +
CLAVES: 1 = S, aureus; 2 = S, epidernidis; 3 = 8.
haemolyticus; 4 = S. saprophyticus; 5 = S. lugdunensis; 6 =
S, schleiferi; d = 11 a 89 % de cepas positivas; ( ) =

reaccidén tardia.
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A continuacién se describen los aspectos relevantes de las
pruebas més empleadas en los laboratorios clinicos y
farmacéuticos, mismas que tienen como objetivo central

diferenciar entre S. aureus y los ECN -como grupo-.

Prueba de la coagulasa (18, 24, 26)

.« = P

La coagulasa es una proteina de composicién quimica
desconocida y que resulta relativamente termoestable, ya que
resiste temperaturas de hasta 60°C durante 30 minutos; es muy
sensible a la accidén de enzimas protecliticas y, como posee
una actividad similar a la de la protrombina -que la capacita
para convertir el fibrindégeno en fibrina, alin cuando en el
medio de reaccidn se encuentren ciertas sustancias
anticoagulantes-, permite que el infectdlogo 1la detecte

mediante reacciones simples,

En cuanto a su funcién in vivo, ésta consiste principalmente
en interferir la fagocitosis, debido a que genera la
produccién de redes de fibrina alrededor de los
microorganismos, impidiendo que el fagocito entre en contacto
con ellos para englobarlos; sin embargo, al parecer también
neutraliza la actividad antimicrobiana que el suero normal

manifiesta contra los agentes infectantes.

Tocante a su mecanismo de accidn, existen evidencias de que

la coagulasa puede inducir la activacién de un mecanismo
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alterno de coagulacién, habilitando a un componente del
plasma, denominado factor reactivoe de la coagulasa o FRC,

para convertir el fibrinégeno en fibrina.

De hecho, se sugiere que la coagulasa es una sustancia muy
parecida a la protrombina que, al reaccionar con el FRC,
forma un compuesto muy parecido a la trombina. Este paso es
el decisivo porque, como es sabido, es la trombina la que
activa al fibrinégeno para formar fibrina en el proceso

normal de la coagulacién.

De acuerdo a lo anterior, la coagulasa origina la coagulacién
del plasma en dos pasos: inicialmente se verifica una
reaccidén entre la enzima producida por el microorganismo y el
FRC y, posteriormente, las redes de fibrina son producidas

por efecto del complejo formado en el paso anterior.

Recordando el proceso que se efectda en la dltima etapa de la
coagulacién sanguinea en el organismo, es posible relacionar
el mecanismo asociado a la enzima estafilocbdccica (diagrama

1.

Como se puede observar en el diagrama 1, existen una
coincidencia y una diferencia entre los mecanismos de la
coagulacién sanguinea y el que implica a la coagulasa: ambos
requieren de fibrinégeno, pero el que implica a la enzima

estafilocéccica no necesita de la presencia de iones ca'.
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Diagrama 1. Los pasos cruciales en el proceso de coagulacidén
de la sangre y su relacién con la reaccién en 1la que
participa la coagulasa estafilocbccica,

TROMBOPLASTINA

-

PROTROMBINA —————— TROMBINA
conversiOn
| l

FIBRINOGENO ~——————-—— FIBRINA

conversiOn

I

COAGULASA + FRC ——————— [COAGULASA-FRC]

En este sentido, debe recordarse que el plasma -a diferencia
del suero- siempre contiene algin anticoagulante que mantiene

atrapado al ca'’.

De esta manera, el hecho de que ocurra la
coagulacidédn durante la prueba, permite acreditar al
microorganismo como productor de coagulasa. Sin embargo, para
que lo anterior se considere como posibilidad dnica, es
necesario que la cepa analizada sea pura, ya que otros
microorganismos podrian utilizar al anticoagulante como

fuente de carbono y, al degradarlo, la consecuente liberacién

del ca'' reactivaria la ruta que se presenta en el organismo.

Otro aspecto importante en la realizacién de la prueba,
radica en la eleccidn del plasma que se va a emplear; debe
considerarse principalmente su origen, va que se ha
encontrado que algunas cepas presentan resultados positivos

con el humano y el de conejo, pero negativos con el de
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bovino.

Para llevar a cabo la prueba, se adiclonan asépticamente 0.5
ml de plasma de conejo reconstituido en un tubo de ensayo
estéril, al que posteriormente le son agregados 0.5 ml de un
cultivo 1liquido y puro de 18-24 h del microorganismo
analizado; los componentes se mezclan rotando el tubo y se
procede a incubar a 37°C hasta que sSe observe la formacién,

bien sea de redes de fibrina o de un coidgulo.

La reaccidn se considerara positiva si ocurre cualquier grado
de coagulacién visible dentro del tubo. Las bacterias
coagulasa fuertemente positiva pueden producir el codgulo
dentro de las primeras cuatro horas, razdén por la que es
recomendable leer el resultado a intervalos de 30 minutosg, ya
que S. aureus también produce fibrinolisinas, y la accidén de
éstas puede destruir el codgulo, provocando la obtencidn de
resultados falsos negativos cuando se toman las lecturas en
lapsos mayores. Otras cepas de S. aureus sdlo son capaces de
producir suficiente cantidad de <coagulasa hasta que
transcurren cerca de 18 h. Por tal motivo, es conveniente
revisar nuevamente a las 24 h los cultivos que en los

primeros tiempos se observen como coagulasa negativa.
Finalmente, es importante hacer notar que, a mayor virulencia

de la cepa analizada, menor serd el tiempo en que la prueba

serd positiva,
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Prueba del factor aglutinante (9, 26)

El factor aglutinante -antes conocido como coagulasa ligada-
debe su nombre actual a que las pruebas en que se manifiesta

aparentan reacciones de aglutinacién; dicha sustancia se
encuentra intimamente ligada a la cé&lula bacteriana {(aunque
se desconoce la naturaleza de dicha unidn}, por lo cual no se
encuentra en filtrados de cultivos y puede ser detectada
mediante una prueba en portaobjetos. Por otra parte, el hecho
de que su reactividad no se vea afectada por la accidn de
anticuerpos inducidos por la coagulasa demuestra que la
estructura quimica de ambas es diferente, ademds de que
convierte el fibrindgeno en fibrina directamente, sin 1la

necesidad de que intervengan factores plasmiticos,.

La realizacién de la prueba es sencilla y rapida, ya que
basta poner en un portaobjetos una colonia del microorganismo
suspendida en solucidn fisioldgica estéril homogeneizada y, a
un lado de ella, una gota de plasma; ambas partes se mezclan
perfectamente con un aplicador de madera y la observacidén de
un precipitado granular o de acidmulos blancos al cabo de 20 a
30 segundos deberd interpretarse como positiva; cuando estas
caracteristicas no se presentan dentro de los dos o tres
minutos siguientes a la ejecucidén, la prueba se reportara

negativa,

Es importante mencionar que el factor aglutinante y 1la

coagulasa pueden tener el mismo valor diagnéstico en 1los
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laboratorios clinicos, siempre que el primero se haya
detectado en la prueba corregpondiente. Sin embargo, cuando

86lo se realiza esta dltima y ha resultado negativa, el
analista estard obligado a llevar a cabo la prueba de la
coagulasa, en razén de que 15 a 45 % de las cepas de S.

aureus no son productoras de factor aglutinante.

Prueba de la nucleasa termoestable (18, 24, 26, 29)

Otro recurso utilizado para clasificar a los estafilococos
dentro de la especie S. aureus, estd basado en la deteccidn
de enzimas capaces de degradar al DNA, Sin embargo, se ha
comprobado que en dicho género existen dos complejos
diferentes que catalizan la reaccién, a los cuales se conoce
como DNAsa termolabil y DNAsa termoestable, respectivamente,
Yy que en realidad sdlo el segundo de ellos puede establecer
la presencia de S, aureus -aunque este microorganismo

gintetiza ambos-.

Para demostrar la existencia de los dos complejos enzimdticos
en los estafilococos, los investigadores recurrieron a
introducir una pequefia variante en la metodologia original,
la cual consiste en exponer a la cepa -cuya actividad se
desea investigar-, a temperaturas de 90 a 100°C, antes de

inocularse en el medioc que contiene al sustrato.

Al complejo enzimdtico capaz de llevar a cabo su actividad
degradativa después de haber sido expuesto a la temperatura,

se le conoce como DNasa estable al calor o termorresistente,
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mientras que, al que pierde esa capacidad, se le denomina

DNasa termolédbil.

Las formas termorresistente y termoldbil se han puesto de
manifiesto en la mayoria de los ECP, en tanto gue en los ECN
s6lo se ha demostrado la presencia de la lltima de ellas. Sin
embargo, la prueba considerada como definitiva para la
deteccidén de Staphylococcus aureus -tanto en las industrias
alimentaria y farmacéutica, como en el laboratorio clinico-

es la prueba de la coagulasa.

La metodologia que se sique para llevar a cabo la prueba que
evalia la produccién de DNAsa por los microorganismos, es
bastante sencilla: se parte de un cultivo puro del
microorganismo cuya actividad se desea probar -ya sea que se
tenga en un medio liquido o en uno sdlido-, el cual se
siembra por estria en el medio agar para DNAsa, que contiene
DNA entre sus componentes; posteriormente se incuba a 35°C
durante 18-24 h y, una vez que se ha obtenido desarrollo, se
adiciona 1 ml de HCl 1 N que se distribuye sobre toda la
superficie del medio; al cabo de 3 minutos, apareceradn zonas
transparentes alrededor de las colonias productoras de DNAsa,
mientras que alrededor de aquellas que no lo hagan, el medio
conservard el aspecto opaco que el DNA confiere al mismo.
Cabe seflalar que puede ser sembrada en alguna otra porcién de
la superficie del medio, alguna cepa que haga las veces de
control negativo, con el objeto de que las personas que nc

cuentan con experiencia en la interpretacién de los
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resultados de esta prueba, puedan comparar entre una reaccidn

positiva y una negativa.

En cuanto a la prueba que evalia de una manera cualitativa
Gnicamente la produccién de DNAsa termorresistente, ésta
tiene como variantes que el cultivo puro de microorganismos
por probar debe tenerse en forma liquida, de tal manera que
antes de ser sembrado en el medio agar para DNAsa, pueda
resistir una exposicidén a la temperatura de un bafio de agua
hirviendo durante 15 minutos, sin que por ello pueda verse
fundido el medio o inundado el cultivo (lo cual puede ocurrir
s1 en su lugar es expuesta una placa que contenga medio
s6lido); la metodologia posterior es la misma que la

anteriormente mencionada.

Prueba de la lecitinasa (2, 18, 24)

La lecitina o yema de huevo, es un fosfolipido y representa

el sustrato natural sobre el cual actdan las lecitinasas.

Desde el punto de vista de la identificacién de S, aureus,
esta prueba es la mis utilizada en andlisis de alimentos para
detectar la pregencia de esta especie, misma que figura entre
los principales agentes causales de intoxicaciones

alimentarias.

La prueba consiste en inocular las muestras en el medio Baird
Parker, que se elabora adicionando yema de huevo a la base.

El fosfoldpido confiere una turbiedad evidente al medio, y
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ésta se pierde alrededor de las colonias lecitinasa positiva,
previa incubacién de 24 h a 35°C,

Cabe mencionar que el medio Baird Parker también contiene 1 %
de KaTeOa, por lo cual las colonias de S, aureus manifestaran
una coloracién negra, ademids de ser circundadas por halos

transparentes asociados a la hidr6lisis de la lecitina.

Prueba de la manitolasa (18, 24, 26)

Con este nombre se conoce al sistema enzimdtico mediante el
cual una célula bacteriana es capaz de 1llevar a cabo 1la
utilizacidn de manitol; quimicamente, éste es un
azlcar-alcohol o un alcohol polihidrico, muy similar a otros
-adonitol, dulcitol y sorbitol-, que también son producidos a

partir de la reduccién de monosacidridos:

REDUCCION
D-manosa — manitol

La via mediante la cual S. aureus metaboliza a este compuesto
es la glicélisis, misma que sucede una vez que han ocurrido
reacciones en las que 8e vVven involucradas isomerasas,
ligasas, transferasas y oxidorreductasas, para transformar al

manitol o a la manosa -segtin el caso-, en fructosa-6-fosfato.

OXIDACION
MANITOL D-FRUCTOSA

ATP
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D-FRUCTOSA D-FRUCTOSA
fosforilada en
HEXOQUINASA la posicién 6

De esta manera, el sustrato serd incorporade al sistema
Embden Meyerhoff-Parnas, cuyos productog finales @&cidos
provocaran una disminucién en el pH del medio de cultivo, que
podrd detectargse mediante el vire a amarillo del indicador

rojo de fenol,

La prueba de la manitolasa constituye una reaccién que, dada
su aceptable exactitud y sencillez, es utilizada en muchos
laboratorios para diferenciar a la especie S, aureus -que la
da positiva- de la mayoria de los ECN -que no lo hacen-.
Puede ser llevada a cabo tanto en medio sélido como en medio
liquido, si bien wuna parte de los analistas prefiere
efectuarla en el primero, al mismo tiempo que se aisla al
microorganismo en medios selectivos con alta concentracidén de

NaCl -como el manitol sal agar-.

De esta manera, se reduce el tiempo de diagndstico, aunque
existe un serio inconveniente: el indice de confiabilidad de
la prueba no es del 100 % y, de no realizarse también 1la
reaccidén de la coagulasa, se estard corriendo el riesgo de
reportar errdneamente al microorganismo aislado, con toda 1la

problemdtica que ello origina.

La técnica se reduce a sembrar la muestra o a la bacteria en

manitol sal agar o en caldo manitel rojo de fenol
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-respectivamente-, dado que sus composiciones incluyen tanto
al sustrato como el indicador; 1los medios se incuban
posteriormente durante 24 h, después de las cuales se hard la
lectura de los resultados, interpretdndose la prueba como
positiva cuando el indicador del medio ha virade a amarillo

o, como hnegativa, cuando dicha coloracién es roja.

Cabe mencionar que en algunos 1laboratorios se prefiere
realizarla en el medio liquido dado que, a la vez que se
lleva a cabo, se obtiene el cultivo liquido de 24 h a partir
del cual puede llevarse a cabo la prueba de la coagulasa er
tubo; esto implica un considerable aumento en el tiempo de
identificacidén, pero con ello se aumenta la confiabilidad del

diagnéstico.

vi. Importancia de Staphylococcus aureus en los alimentos

Sin lugar a dudas, la presencia de los ECP en lo alimentos
resulta sumamente dafiina para los consumidores, en razdén de
que suele traducirse en severos cuadros entéricos que
aparecen muy poco tiempo despuéds de la ingestién

correspondiente (1, 4, 5).

La intoxicacién alimentaria estafilocdccica no es una
infeccidn, sino un verdadero envenenamiento resultante de 1la
ingestidén de alimentos contaminados que contienen toxina
preformada; S. aureus produce seis tipos de enterotoxinas: A,

B, C, D, Ey F, entre las cuales las que con mayor frecuencia

se presentan causando intoxicacién son la A, B y D.
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Regularmente, la fuente de contaminacién es un portador o
enferme manipulador de alimentos; los microorganismos
producen la enterotoxina con gran rapidez, incluso a
temperatura ambiente, pudiendo acumularse concentraciones
peligrosas de la misma en el término de algunas horas;
ademds, como las toxinas estafilocbccicas oponen gran
registencia al calor, el calentamiento no garantiza en modo

alguno su inactivacién.

Al cabo de una a seis horas (periodo de incubacién) de la
ingesta, suelen aparecer néuseas, vdémitos en proyectil vy
diarrea, con espasmos en el colon; la emesis continda a
intervalos de 15 a 30 minutos, hasta que sede el cuadro
patolégico y los calambres abdominales y la diarrea resultan
lo bastante severos para causar deshidratacidén y postraciédn;
otros gsintomas son: salivacién excegiva, sudoraciédn,
cefalalgia y escalofrios, si bien no ocurren episodios
febriles. En general, no se presentan complicaciones ni
secuelas serias, aunque en los ancianos y los nifios puede

producirse colapso circulatorio (7, 13, 15).

Una vez ingerido 1 ug o mis de enterotoxina(s), se inicia una
respuesta neural gque conduce a emesis vagomediada y a
hipermotilidad intestinal. Los estudios sugieren que las
toxinas estafilocdccicas no producen efectos directos sobre
el intestino porque, de hecho, no provocan acumulacién de

liquido en asas intestinales ligadas de conejo, exceptuando a

44



la 8-toxina (4, 14).

Cabe subrayar que la enfermedad cura espontdneamente -cor
recuperacién completa a veces en un dia- al eliminarse las
toxinas ingeridas mediante el vémito y las evacuaciones (11,

13).

El diagnéstico correspondiente se realiza analizando los
alimentos y detectando 10° células estafilocéccicas por
gramo, o bien, poniendo de manifiesto 1la presencia de
enterotoxinas mediante técnicas inmunolégicas; sin embargo,
esto Ultimo =se practica directamente en los alimentos
implicados, porque las metodologias no son lo suficientemente
sensibles para hacerlo en los liquidos orgdnicos
(evacuaciones y vémitos). Por otra parte, los anticuerpos
antitoxina suelen aparecer en el suero del paciente 2 a 6

semanas después del cuadro clinico (4).

Con respecto al tratamiento, 1las intoxicaciones no se
neutralizan con antibidticos. Ocasionalmente, pueden
requerirse liquidos endovenosos, aunque ello sélo tiene
sentido cuando ha sucedido deshidratacién intensa (1, 3, 4,

5, 13).
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I1I1. PARTE EXPERIMENTAL

i. Equipo, material, reactivos y medios de cultivo

-Autoclave

-Balanzas analitica y granataria
-Campana de flujo laminar
-Incubadora ajustada a 35°C
-Microscopio dptico

-Refrigerador (4°C)

-Agitadores de vidrio

-Asas bacteriolégicas

-Cajas Petri desechables

-Espdtulas

-Matraces Erlenmeyer de 500 y 1,000 ml
-Mecheros Bunsen y Fisher

-Pipetas de 1, 5 y 10 ml

-Portaobjetos

-Probetas de 500 y 1,000 ml

-Tripié con tela de alambre

-Tubos de ensaye de 13 x 100 mm

-Aceite de inmersidn
~-Azul de bromotimol

-Cloruro de sodio
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-Coloranteg y reactivos de Gram
-Hidrdéxido de sodio

-N,N p-aminobenzaldehido
-Per6xido de hidrégeno

-Plasma de conejo

-Urea

-Agar Baird Parker

-Agar Citrato de Simmons
-Agar EMB

-Agar de hierro Kligler

-Agar Salmonella-Shigella (SS)
-Agar SIM semisdlido

-Agar Sulfito de bismuto
-Caldo manitol rojo de fenol

-Caldo sacarosa rojo de fenol

ii, Metodologia

En este trabajo s8e 1llevaron a «cabo 4,000 andlisis
microbiolégicos de diversos productos cérnicos (consultar
tabla 6) distribuidos comercialmente en tiendas de
autoservicio, a fin de determinar la frecuencia con la que se
encuentran contaminados con Salmonella, E. coli y/o 8.

aureus.
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Las muestras consigtieron en 6 g de cada lote, obtenidos bajo
condiciones asépticas, que se depositaban en recipientes que
contenian 94 ml de solucién salina isotdénica estéril, se
mezclaban lo mejor posible con este iltimo -mediante el
empleo de agitadores de vidrio estériles- y se incubaban en
los mismos recipientes durante 24 h a 35°C, obteniéndose de

esta manera el macerado de siembra.

Una vez transcurrida la incubacidédn de la mezcla: muestra +
solucidén salina isoténica, a partir de ella se procedia a

realizar lo siguiente:

a)Para detecciédn de Salmonella sp, se depositaba 1 ml en
caldo tetrationato -previa adicidén de lugol de doble
concentracién a este {ltimo, inmediatamente antes de su
inoculacién- y otra cantidad similar en caldo selenito.
Ambos medios de enriquecimiento se incubaban a 35°C durante
16 a 18 h y, posteriormente, de cada uno de ellos, se
sembraban placas de agar SS y agar Sulfito de Bismuto

(ASB) .

b) Para biisqueda de E. coli, se recogian 0.5 ml y se colocaban
sobre la superficie del agar, en placas con gelosa
Eosina-azul de metileno; dicho indéculo se distribuia
después sobre el medio con asa estéril y por estrfa

cruzada.
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c)Para deteccién de S. aureus, se empleaban las mismas
técnicas y cantidades de inéculo, aunque la siembra se

efectuaba en el medio Baird-Parker.

Seleccién de las colonias y pruebas de identificacidn

Previa incubacién durante 24 h a 35°C de las placas de agar
SS, ASB, EMB y Baird Parker, se procedié a llevar a cabo lo

descrito a continuacidn:

Por lo que regpecta a Salmonella sp, las colonias negras que
aparecian en SS y ASB se sometian a frotis al Gram -para
comprobar a inmersidén que se trataba de bacilos cortos Gran
negativogs- y se les realizaban pruebas de fermentacién de
glucosa, lactosa, manitol y sacarosa, de movilidad, de
produccién de gas (Hz + CO2), Hz2S, ureasa e indol y de
capacidad para utilizar citrato. Los medios elegidos para la
diferenciacidén bioquimica seflalada fueron: Kligler, Citrato
de Simmons, SIM, Caldo manitol-rojo de fenol y Caldo
sacarosa-urea, Yy las reacciones involucradas se leyeron
después de una incubacién de todos ellos, a 35°C durante 24
h. Se determind presencia de Salmonella sp cuandeo los
resultados obtenidos fueron: glucosa, manitol, HaS, Yy
movilidad positivos, asi como lactosa, sacarosa, ureasa e
indol negativos; en cuanto al citrato, todas las cepas
identificadas lo dieron pogitivo, por lo que se les consideré

como S. enteritidis.
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En cuanto a E. coli, se seleccionaron las colonias nucleadas
o que presentaban brillo metédlico en EMB. Las pruebas de
identificacién utilizadas coinciden con las mencionadas en el
parrafo anterior, estableciéndose el hallazgo de esta especie
cuando las lecturas resultaron: glucosa, lactosa, manitol,
gacarosa, movilidad e indol positivos y, en contraste, el

citrato, ureasa y HaS fueron negativos.

Finalmente, en relacidn con S, aureus, las colonias negras
obtenidas en el Baird Parker se observaron a inmersién -para
comprobar gque se trataba del género en cuestidén- y se
sembraron en caldo manitol-rojo de fenol, principalmente
cuando se habian encontrado rodeadas por halos transparentes
-lecitinasa positivas-; previa incubacién a 35°C durante 24
h, los cultivos liquidos correspondientes se sometieron a la
prueba de la coagulasa, afiadiéndoseles antes unas gotas de
NaOH cuando el pH era &acido, hasta alcanzar pH aproximado de
7. El1 plasma utilizado fue de conejo y la incubacién
secuencial se efectué a 35°C, tomindose las lecturas cada 60
minutos, durante las 4 primeras horas; los casos en que no se
detectd algliin grado de coagulacién se volvieron a incubar
otras 20 h, antes de determinar que se trataba de especies
coagulasa negativa. La prueba de la coagulasa se tomd en
cuenta como el parametro determinante para establecer

presencia de S, aureus.

50



iii, Resultados

La tabla 6 hace referencia a las respectivas frecuencias de
Salmonella sp, Escherichia coli y Staphylococcus aureus en

los productos carnicos analizados:

La primera se detectd en 18 de las 4,000 muestras, para un

global de 0.5 %, distribuido como sigue: 1.3 % en carne
molida de res, 0.3 % en carne molida de pollec, 0 % en bistek
de res, 1 % en carne de res, 0.8 % en filete de pescado, 0.3
% en jamén, 0.5 % en chorizo, 0.3 % en salchicha, 0 % en

tocino y 0.3 % en pastel de pollo.

En cuanto a E. coli y S. aureus, sus respectivas frecuencias
globales fueron de 43 y 14, para 1.1 % y 0.4 %, distribuidas
de la siguiente manera en los diversos productos: 3 ¥ y 0.5 %
en carne molida de res, 1 % y 0.3 % en carne molida de pollo,
0.5 % y 0.8 % en bistek de res, 1.3 % y 0.3 % en carne de
res, 0.8 ¥ y 0.8 % en filete de pescado, 1 % y 0.5 % en
jamén, 0.5 % y 0 % en chorizo, 1.5 % y 0 % en salchicha, 0.8

%y 0.3 % en tocino y, finalmente, 0.5 % y 0.3 % en pastel de

pollo.
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Tabla 6. Frecuencia de Salmonella sp, E. coli y/o S. aureus
en diversos productos cérnicos distribuidos
comercialmente en tiendas de autoservicio.

MUESTRAS ---CAS50S8 POSITIVOS---
PRODUCTOS ANALIZA- Salmonella E, coli S. aureus

DAS  (#) " B B s | w5 |
H DE RES 400 5 3 12 3.0 2 0.5
H DE POLLO 400 1 4 1.0 1 0.3
BISTEK DE RES 400 0 2 0.5 3 0.8
CARNE DE RES 400 4 5 1.3 1 0.3
F DE PESCADO 400 3 3 0.8 3 0.8
JAMON 400 1 .3 4 1.0 2 0.5
CHORIZO 400 2 2 0.5 0 0.0
SALCHICHA 400 1 0.3 6 1.5 0 0.0
TOCINO 400 0 3 0.8 1 0.3
P DE POLLO 400 1 . 2 0.5 1 0.3
TOTALES 4,000 18 0.5 43 1.1 14 0.4

CLAVES: H = HAMBURGUESA (CARNE MOLIDA}); F = FILETE; P =
PASTEL.

iv. Discusién

Como puede observarse en la tabla 6, la frecuencia global de
los 3 microorganismos estudiados, en productos carnicos de
distribucién comercial en tiendas de autoservicio, es
relativamente baja: 0.5 % para Salmonella, 1.1 % para E. coli

y 0.4 % para S. aureus.

52



Ello implica que Salmonella puede encontrarse presente en uno
de cada 200 lotes, E. coli en uno de cada 100 y S. aureus en
uno de cada 250. En este sentido, lag frecuencias
correspondientes ya no parecen despreciables, si se considera
que las tiendas de autoservicio estédn consideradas como
expendedoras de alimentos confiables para la comunidad, tanto

debido a los precios como a sus respectivos prestigios.

En cuanto a la deteccién de Salmonella, la cifras mayores se
encontraron asociadas a la carne molida de res (1.3 %), a la
carne de res (1 %), al filete de pescado (0.8 %) y al chorizo
(0.5 %), todos los cuales se ingieren previo proceso de
cocimiento. Por tal wmotivo, las frecuencias de este género
podrian considerarse menos importantes; de hecho, en jamén,
salchicha y pastel de pollo, productos que suelen consumirse
tal como se adquieren, las cifras observadas son de 1 en 400

(0.3 %) en los 3 casos,

Por lo que toca a E. coli, su frecuencia méxima también se
obtuvo en carne molida de res (3 %) y en carne de res (1.3
%), tal como ocurridé con Salmonella; aunque ambos tipos de
producto se consumen después del cocimiento, es muy claro que
los carnicos de res figuran entre los mids frecuentemente
contaminados, si bien ello varia cuando se trata de bistek;

cabe subrayar que en la salchicha se detectaron frecuencias
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relativamente elevadas de E. coli (1.5 %), lo cual de alguna
manera confirma las apreciaciones de numerosos autores, en
cuanto a que los embutidos suelen exhibir indicadores de

clara contaminacién fecal.

Por lo que respecta a S. aureus, sus mayores frecuencias se
localizaron en bistek de res (0.8 %), filete de pescado (0.8
%), carne molida de res (0.5 %) y jamdn (0.5 %); en este
contexto, debe considerarse que las enterotoxinas
estafilocdccicas pueden resistir las temperaturas de coccién,
y que las intoxicaciones alimentarias relacionadas con esta
especie involucran con gran regularidad el consumo de
sandwiches de jamén, En este aspecto, es importante mencionar
que el jamén es sometido a procesos de cocimiento antes de su
distribucidén y, por lo tanto, que su contaminacién por 8.

aureus aparenta asociarse a su almacenamiento.

Sin lugar a dudas, algunos resultados del trabajo merecen una
atencién mayor; en particular, los obtenidos para productos
de res, tales como la carne molida, la simple y el bistek,
mismos que sugieren que los microorganismos se incorporan al
producto durante su procesamiento: la carne molida siempre se
encontrd contaminada con mayor frecuencia que la carne de res
simple. No obstante, el bistek de res se manifesté como un
producto contaminado con menos frecuencia que los anteriores,

excepto en el caso de S, aureus.
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De cualquier manera, las frecuencias globales de Salmonella y
S. aureus no rebasaron el 0.5 % y, como se esperaba, la de E.
coli resultd mayor a las de las bacterias anteriores, aln
cuando los valores individuales no reflejan una consistente

contaminacién fecal de los productos analizados.
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CONCLUSIONES

1. Los productos carnicos de distribucién comercial er
tiendas de autoservicio resultan confiables en cuanto
ausencia de contaminacién bacteriana, si bien algunos lotes
llegan a manifestar la presencia -en bajas proporciones- de

Salmonella, E. coli o S, aureus.

2. En relacién con Salmonella y S. aureus, E. coli es la
especie bacteriana que mids frecuentemente aparece como

contaminante en productos carnicos.

3. Entre los productos cdrnicos que 1llegan a presentar
contaminacién con Salmonella, E, coli y/o S. aureus, destaca
muy particularmente la carne de res; por lo tanto, sSeria
conveniente recomendar su adecuada coccidén previa a la

ingestién.

4. Dada la regularidad con la que el jambén, el pastel de
pollo y la salchicha se consumen tal como se adquieren
comercialmente, el control microbiolégico de dicheos productos

resulta de mayor relevancia.
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