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OBJETTIVO?:

v A pesar de la extensa investigacidn sobre -
Staphylococcus aureus, sus requerimientos de crecimien =

to, epidemiologia y medidas de combate, este microorganis
mo contimia siendo uno de los principales organismos pro-
ductores de intoxicaciones alimentarias. La intoxicaciéq_
causada por Staphylococecus aureus se caracteriza por su —
baja mortalidad y relativamente corta duracidn.

La intoxicacidn es causada por un grupo de to—
xinas potentes, diferenciadas seroldgicamente, estables =
al calor, las cuales son dificiles de determinar rutina -
riamente en las instalaciones de elaboracidén de alimentos.

Por estas razones, las medidas que se han toma
do para combatir al organismo e impedir la produccidn de_
enterotoxinas han sido especialmente criticas. No hace mu
cho tiempo que la Ciudad de México se vid sacudida por =
una intoxicacidn masiva de nifios, los cuales habian inge-
rido un producto derivado de la leche; este brote fué su—
mamente dramdtico y causd el pdnico en muchas familias me
Xicanas, -

Es por esto que nos aplicamos a la blisqueda bi
bliogrifica de nuevos métodos mis sensibles y rédpidos, a_
fin de que en el futurc, en casos que esperamos sean for—
tuitos; sea mds fécil determinar la presencia de estas to



xinas alimentarias, asi como establecer las medidas ade -
cuadas para evitar en todo lo posible su formacidn en los
alimentos.



LECHE Y PRODUCTOS IACTEOS

Caracteristicas:

lALa leche es un liquido segregado por las glan—
dulas mamarias de las hembras de los mamiferos tras el na
cimiento de la cria, es un liquido de composicién comple—
jas, blanco y opaco, de sabor dulcéjy reaccién idnica (pH)
cercana a la neutralidad.

: [ﬁLa funcidn natural de la leche es la de ser el ’
alimento exclusivo de los mamiferos jévenes durante el pe
riodo critico de su existencia, tras el nacimiento, cuan-
do el desarrollo es rapido y no puede ser sustituido por_
otros alimentoso}

JLa leche es una emulsién de materia grasa en —
forma globular, es un liquido que presenta anglogias'cqpn.
\‘ ei'plasma‘sanguingg. Este liquido es asfmismo una suspen—'
/ sién de materias proteicas en un suero constituido por -
’:'una solucién verdadera que contiene principalmente, lacto

sa y sales minerales.

L,La leche de vaca contiene 88% de agua y 12% de
s6lidos, los sélidos comprenden 3.3% de proteina, 3.6% de
grasa v L4.7% de lactosad En la Tabla 1 se da la composi =
cidn media de la leche de vaca en sus principales elemen—



tos y las propiedades fisicas mis importantes.

En la Tabla 2 se da el valor nutritivo de la =
leche de vaca, estas cifras muestran que 570 ml. diariog_
de leche proporcionan una gran parte de las proteinas, el
calcio, la riboflavina y la vitamina "A" necesarios.

"/

\&\Produétos licteoss

Entre los productos licteos se encuentrans
1) Leche de consumo, no modifica,da°
a) Leche cruda.
b) Leche pasteurizada y esterilizada.

2) Cremas parte de leche rica en materia grasa y separada
de la leche desnatada mediante reposo o centrifugacidn,

3) Mantequilla: obtenida por batido de la crema.

LY Queso: Obtenido por coagulacidén de la leche, general =
\ mente bajo la accidén del cuajo. E1 codgulo se separa -
Jdel suero (que contiene las sustancias solubles) y for
;ma el queso tras el prensado y la maduracidén; contiene
{1@ caseina y la grasa de la lechey La Tabla 3 indica -

un modo Wtil de clasificar los tipos y variedades im =
portantes de queso. Se basa en gran parte en las pro -
piedades de textura de los quesos y er el principal ti
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de maduracién, La Tabla /4 muestra las composicio =

nes aproximadas, en porcentajes, de varios de estos —

quesos,

Leches elaboradas:

a)

Leche entera en polvo: la leche entera se deshidra—
ta hasta el nivel de un 97% de sélidos mediante el
secado por atomizacidn o en tambor.

Leche descremada en polvo que no contiene grasa.

Leche en polvo semidescremada que se usa en ocasio—
nes para la alimentacidn infantil,

Leche evaporada o condensada sin endulzar: la leche
evaporada es la forma de leche concentrada que més_
se usa, se concentra hasta que su contenido de sé-
lidos sea aprox1madamente 2:25 veces el de la leche
entera naturalv Generalmente su procesamlento sigue
este orden:la leche cruda entera se .clarificajyse con
centra, se fortalece con vitamina D ( para que con—
tenga 400 unidades por litro cuando la leche evapo-
rada se diluye con un volumen igual de agua ),-se.=—
homogenelza se introduce a las latas, se esterili-—
za ya envasada en grandes autoclaves de operacidén -
contlnua a unos. 117.5°C por 15 min. y se enfria. Es
te tratamiento térmico da a la leche’ evaporada_elA=
color caramelizado y el sabor a cocidb;que71a carqg‘
teriza. ' :

Leche condeusada, endulzadas a diferencia de la le-=
che evaporada, la leche concentrada azucarada no es
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té, estéril, pero la multipl icacidn-de las. bacterias
presentes en este product: se evita mediante la ac—
Gidn preservatlva del azticar, El producto se hace a
" base de leche pasteurizada, concentrada primero y -
luego suplementada con sacarosa, Se ajustan la con—

centracidn y la adicidn de azicar a fll’l de que ésta

represente un 63% del producto final.

f) Leche fermentada.

. La_leche fresca sblo-se conserva durante pocas
horas, a menos que se enfrie, la leche esterilizada se -
conserva durante varias semanas . Sin embar'go, la razén -
prlnclpal para pasterlzar la leche es garantlzar que las
bacterias patogenas, provenientes de una vaca que pueda -
estar enferma o de leche contaminada, no causen infeccio=-
nes al consumidor /El producto mds nuevo introducido al =—
mercado es la leche tratada a temperaturas sumamente ele—
vadas que se conserva durante varios meses.

,1:3 pasterlza01on es un tratamiento a base de
calor ligero.y provoca la perdlda de aprox1madamente el -
20% de la vitamina "C", el 10% de la tiamina y una canti-

idad menor de la vitamina- B, ,+ De todas maneras, como la -~
leche contribuye en muy pogo al contenido en vitamina "C"

de nuestra dieta, estas pérdidas representan una desventa
ja muy pequefia en comparacién con el beneficio de contar_
con una leche innocua,

Se distinguen tres tipos de pasterizacidns
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1) Pasterizacidn por lotes o de retencién: En que se ca —
lienta_cada. partlcula de la leche hasta que alcanza -
_una temperatura m1n1ma de 62 7°C y se retlene por un -
mlnlmo de 30 mlglﬂégemas de. ellmlnar los patégenos co—
munes este tratamiento tamblen 1nact1va la enzima lac—
tea llpasa9 que de otr’amaner'a9 enran01ar1a la leche,

2) Pasterlzaclon a elevada temperatura por corto tlempo°
~Se emplea una. temperatura minima de 71, 5°C y se retie—
‘ne por un minimo de quince segundos.

3) Pasterlza01on ultra riapidas En la que la leche se ca -
lienta en capa fina a 120°C por 1 seg. Pueden utilizar
se 125-135°C de 2 a 3 seg.; esta pasterizacion afecta
a la protelna y a la ‘grasa de la leche. Se usa general
mente con 1eches con poca grasad

La leche pasterizada no estd estéril, de mane—

/ ra que es preciso enfriarla rapldamente despues de la pas

xterlzaclon a fin de impedir la multlpllcaclon de las bac—

' terias superv1v1entes9 se enfria hasta alcanzar temperatu
_ras de unos 7°C o 1nfer10res a ésta,

Microorganismos patdgenos en la leches

La leche y la mayor parte de los productos 1@2
teos (crema, mantequilla, queso, etcn), pueden contener -
microorganismos patdgenos para el hombre y ser agentes de

i
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transmisién de enfermedades contagiosas, estos microorga
nismos tienen varios origenes:

1) E1 animal:

a) Cuando existen microorganismos en la mama pasan a —
la leche con el ordefio, éste es el origen mas impor
tante del bacilo tuberculoso (BK tipo bovino), bru—
celas y estafilococos. Las enterobacterias (E. coli
Salmonella)g Coxiella burneti, los estreptococos y-—
otros microorganismos menos frecuentes, pueden te —

ner este erigen,

b) El animal puede ser una causa indirecta de infec ~—
cidén mediante los excrementos; las particulas de és
tos, bajo diferentes formas, llegan ficilmente a la
leche cuando su recogida no se hace con cuidado y-—
los microorganismos peligrosos como BK y brucelas,—
penctran de esta manera en ella.

c) La proximidad de animales de otras especies aumenta
los riesgos de infeccién, por ejemplo la cabra es -
un vehiculo de brucelas.

2) El medio exterior: Las aguas y el suelo son depésitog_
de microorganismos patégenos. Con el polvo, las gotas_
de agua y las infiltraciones diversas, estos microorga
nismos pueden llegar a la leche en el momento de la re
cogida y a lo largo de las manipulaciones y tratamien—
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tos a que se le somete. Este tipo de contaminacién no

es especifico de la leche, sino que puede encontrarse

en todas las sustancias alimenticias; se refiere prin

cipalmente a los causantes de enfermedades propias
del hombre, por ejemplo: Salmonelas; estreptococos,
bacilos diftéricos (Corynebacterium diphteriae), vi
rus de la poliomielitis y otros, ‘

3) El hombre: E1 mismo hombre es una causa directa de
contaminacidén que no debe despreciarse; puede reali
zarla por las menos, las expectoraciones, los vesti
dos sucios vy de otras muy diversas maneras.

Toxinass ’

La leche y los productos liacteos pueden pre
sentar un peligro para €l hombre, no solamente a causa
de la presencia de bacterias patdégenas sino también a
cauga de las sustancias tdxicas elaboradas por algunas
ellas (bacterias toxigenas). Estos venenos se difunden

de
en

el medio y son de diferentes clases; los mas importantes_
desde el punto de vista de la higiene de la leche son los

producidos por los estafilococos. Se han encontrado en

la

leche otros microorganismos productores de toxinas mucho
mis temibles, pero felizmente se presencia parece ser ra-—

ra, se trata de Clostridium perfringens y de C. diphte

riae.

El peligro no reside en la simple presencia

-

de
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un pequefio mimero de estos microorganismos toxigenos, si-
no que se manifiesta cuando las condiciones son favora . =—
bles para su multiplicacidén, especialmente durante la -
permanencia prolongada a temperaturas medias en los bido-
nes o depésitos; entonces proliferan y forman su toxina,

Una propiedad importante de estas sustancias =
téxicas es, en general, su termoestabilidad; permanecen —
bajo forma activa en condiciones que provocan la destruc—
cién de las bacterias, como la pasterizacién y la deseca-—
cién de la leche. La eliminacidén de las bacterias patige—
nas no significa, por consiguiente, que siempre se ha rea
lizado un saneamiento total. El mantenimiento de la leche
a bajas temperaturasbes, evidentemente, un medio eficaz -
para impedir la produccién de toxinas.
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TABLA. 1

LA LECHE DE VACA

Composicidén tipica y propiedades fisicas

i

Composicién Estado fisico de los componentes
gramos
. por litro
ABUA +osuenneesovancssansenssssa | 905 ' " Agua libre (disolvente)+ agua ligada (3,7%)

Glicidos: 1actosa secesessoseses . 49 Solucidén
LipidoS seesvsssesscancannsssses] 35 .
Materia grasa propiamente di-

CHA 4evevesvevonareonsasoonnas 34 Emulsién de los gldbulos grasos (3 a 5 micras)
Lecitina(fosfolipidos) .veees. -0,5
Parte insaponificable (estero—
les, carotemos, tocoferoles).. 0,5
ProticdoS.escessesscscnessvsncens | 3k ) Suspensidn micelar de fosfocaseinato de cal
CaseiNa svcscscecrsvsasnssoses 27 (0,08 a 0,12 micras)
Prétidos "solubles"(globulinas, .
albiminas).ueeeceses susvosnns 5,54 Solucién (coloidad)
Sustancias nitrogenadas no pro : Solucién (verdadera)
teicaSiaieoernscarncccasannnus 1,5] ‘Solucién o estado coloidal (P y Ca)
N X 9 (sales de K, Ca, Na, Mg, etc.)
del dcido citrico(en dcido)...| o2 ’
del 4cido fosférico(P,0 Yeeraod = . 2,6
del dcido clorhidrico (NaCl)..| 1,7

Componentes diversoS..eiveseesees
(vitaminas,cnzimas,gases,di —

sueltos). ) trazas
Extiracto seco (total)..eeeeeaess| 127
Extracto scco desengrasado ... 92




PROPIEDADES FISICAS:

Densidad de la leche completa.seccececcnss

Densidad de la leche descremada.sscsvesses

Densidad de la materia grasa ..cceiseccces
Poder caldrico (por litro), calorias .....

pH s s0RvIeINIPERIOIIRSILILIOIOOCIIERIEORISIIEBR TR

v

1,032
1,036
0,940

16,66,8

15

Conductibilidad eléctrica, mhos ,,......

Tensién superficial (dinas/em/15%):ce.4s
Viscosidad absoluta (15°).cesceccceccsss
Viscosidad relativa (especifica).ieescse
Indice de refracCidl .....eevevessssoes
Punto de congelacidNe.eeeeesceionsasacss

Calor especifiCo ceecescssscacscescsiane

" Alais, Ch. (1971).

45X10-4
53
' 0,0212-0,0354
1,6-2,15
1,35
-0,55°
0,93
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TABLA .2

Valor nutritivo de lal.]..:eche de vaca.

keal. proteina  Ca Iﬁviemq Verano 01 B,
(g). (mg) (U.I) (U.I) mg. mg.
Por 28 g. 19 . 0. 34 0 40 0.1 0.04
" Por 570 ml. 380 18 680 600 850 0.2 0.8
Propo.:jci(‘;n de la
racién diaria B : o ' : :
por 570 ml. 1/6, 1/3 100% 1/4 1/3 1/5 1/2

Fisher, B.P. (1972)
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LECHE Y PRODUCTOS LACTEOS

TABLA 3
CLASIFICACION DE QUESOS 1

BLANDOS:
Sin Madurar:
Poca grasa__requesdn, queso fresco, quesc de panadero.
Mucha grasa__ queso crema, Neufchatel (como se elabora en los
Estados Um.dos)

Madurados: Bel Paese, Br:.e, Camembert, queso cocldo, queso de
mano, Neufchatel (como se elabora en Francia).
SEMTBLANDOS:, c o

Madurados principalmenté por bacterias:l Brick, Mirster,
Madurados por bacterias y microorganismos en la superficies Lim-
‘ burger, Port-Salut, Trapista.
Madurados, principalmente por mohos. en el interior: Roquefort, -
) Gorgonzola, Azul, Stilton, Wensleydale.
DUROS:

Madura.dos por bacterias, con ojos: Enunentaler, Gruyere.
" MUY DUROS (para rallar):

Maduros por bacterlas. Asiago viejo, Parmesanoc,' Romano, Sapsago,

Spalen,”
QUESOS_PROCESADOS?
7 Pasteurlza.do, empacado en fr1o, productos a.nalogos.

QUESOS DE SUERO:’

Mysost, Primost; Ricotta.

Manual Ném. 54 del U.S. Dept. Agr. 1953
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STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Caracteristicas:

Familia Micrococcaceae: Son células esféricasﬁ
de 0.5 a 3.5 jidedidmetro, se dividen en mis de un plano_
para formar racimos regulares o irregulares o paquetes, =
Méviles o inméviles., No se producen estados de latencia.—
Gran positivas,

Metabolismo respiratorio o fermentativo. Pro=
ducen acido sin gas de la glucosa. Sus requisitos nutri =
cionales son variables. Todas las cepas crecen en presen—
cia de 5% de NaCl; muchas crecen en 10-15% de NaCl. Cata-—
lasa positivas.

Son aerobias o anaerobias facultativas. E1 con
tenido de G (guanina) + C (citosina) del DNA va de mis o=
menos 30-75 moléculas %.

La familia estd formada por tres géneros: Mi —

crococcus, Staphylococcus y Planococcus. En la Tabla 5 se

dan las principales caracteristicas dé los tres generos -
comparados con el género Aerococcus.




Género II. Staphylococcus Rosenbach: Son célu—
las esféricas de 0.5~1.5 ju de didmetro, se presentan -
aisladas, en pares y se dividen en mds de un plano para_
formar racimos irregulares. Sén inméviles. No se les cono
cen etapas de latencia., Gram positivas.

La pared celular contiene dés componentes prin
cipales: un péptidoglucano y sus acidos teicoicos asocia
dos. E1 péptidoglucano consta de glucana compuesta de uni
dades que repiten la uniénJB 154 de N-acetil-glucosamina_
y residuos de dcidos N—acetil-murdmico que van unidos a —
través de N—acetil-muramil-L-alanina unidos a subunidades
_peptidicas que consisten de N —(L~alanil-D-isoglutamil) -
~L~lisil-D~alanina. Las subunidades peptidicas estin uni-—
das transversalmente por puentes de pentapéptidos que con
tienen principalmente glicina. Estos puentes se extienden
desde el residuo NE~-lisina, residuo de una subunidad pép-
tida al C—terminal D-alanina de una subunidad péptida ve
cina, Estan enlazados en una proximidad muy estrecha a la
péptidoglucana los dcidos teicoicos que, dependiendo de -
la especie, contienen ribita o glicerina unidos a un azi-
car o a un aminoazicar,



TABLA 5

Caracteristicas diferentes de los géneros de la familia

Micrococcaceae y del género Aerococcuc. (Streptococcaceae).

21

Micrococcus - Staphylococcus Planococcus ' Aerococcus

Células esféricas, Gram-positivas + + + +
Disposicién: Recimos irregulares +. + - -

Tetradas v - + +
Fermentacidon de la glucosa - + - d
Citocromos + o+ + -
Catalasa: Heme + + + -

No heme ‘ -~ - - v
Formacion de perdxido de hidrégeno - - - +
Movilidad ‘ . - - + -
Pigmento amarillo-pardo . . .- - + o
Contenido de G+C del DNA (Moles%) 66 - 75 30~40 39-52 37-41

mayor‘parté (90% o mads) de las cepas es positiva.
mayor parte (90% o mis) de las cepas es negativa.,

Bergey's Manual, 8a ed,

1975

= caracteres inconstantes y en una cepa algunas veces puede ser positivo y en otras negativo.
= Algunas cepas (menos del 90%) son pogitivas.
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Son quimioorganétrofos, metabolismo respirato-
rio y fermentativo, producen catalasa; las menagquinonas —
y citocromos a, bl y O forman el sistema de transporte -
electrdnico; pueden estar presentes pigmentos carotenoi =—
des. El oxigeno es el aceptor de electrones universal ter
minal, Una amplia escala de carbohidratos puede ser utili
zada, particularmente en presencia de aire, con la produc
cién de 4cido pero no de gas, En condiciones de Anaerob@g
sis el principal producto de la fermentacién de la gluco—~
sa es el dcido ldctico, en presencia de aire el principal
producto es el 4dcido acético con pequeflas cantidades de -
COZ; habitualmente se forma acetona como un producto fi —
nal del metabolismo de la glucosa. E1 pH terminal en cal-—
do glucosado sin amortiguar es de L.2-5.L. Por lo comin —
no se produce dcido a partir de la arabinosa, celobiosa,—
inosita, inulina o rafinosa. Por lo comin no hidrolizan -
al almidén ni a la esculina. ‘

Se forman enzimas y toxinas extracelulares, -
pueden ser hidrolizados una variedad de proteinas y sus ~
tratos que contienen grasas. No se forma indol. Se requie
ren amino dcidos y vitaminas para el crecimiento aerobioj
ademias, se requiere uracilo y una fuente de carbono fer -
mentescible para el crecimiento en anaerobiosis.

Anaerobios facultativos,; el crecimiento es mas
rapido y abundante bajo condiciones aerobias. lLa tempera-—
tura Sptima de crecimiento es de 35-40°C; la escala de -
crecimiento es de 6.5~46°C; el pH Sptimo es de 7.0-7.5; —
la escala de pH de crecimiento es de 4.2.-9.3.
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La mayor parte de las cepas crece en presencia
de 15% de NaCl o 40% de bilis. Son sensibles a la lisis -
por la endopeptidasa de la lisostatina (1 unidad/ml.). Re
sisten a la lisis por la lisozima (100 ju/ml.). General —
mente son sensibles a los antibidticos tales como los que
tienen nB lactama y antibidticos macrélidos, tetraciclinas,
novobiocina y cloramfenicol, pero son resistentes a la po
limixina y a los polienos. Son sensibles a los antibacte-
rianos como los fenoles y sus derivados, a los compuestos
que abaten la tensidén superficial, las salicilamidas, car
bamidas, halbgenos (cloro y yodo) y sus derivados como =
las cloraminas y yodSforos. Generalmente son sencibles al
calor (D6Ooc=3 min. o mis en regulador, pH 7.0). Son mode
radamente resistentes a las radiaciones )f (D valor apro
ximado de 20 Krads en amortiguador, pH 7.0). Son huéspe -
des para una amplia escala de bacteridfagos que pueden te
ner una escala estrecha o amplia de huéspedes. Se ha de -
mostrado la transferencia de caracteres por transduccién_
para S, aureus, ’

Estdn principalmente asociados con la piel, -
glindulas de la piel y las membranas mucosas de los anima
les de sangre caliente. Su escala de huéspedes es amplia_
y muchas de las cepas son patégenas potenciales. E1l conte
nido de G+C del DNA va de 30-40 moles %.

Especie Staphylococcus aureus: Son esferas de_
0.8-1.0 1 de didmetro. Las células se presentan aisla -
das, en pares y se dividen en mds de un plano para formar
racimos irregulares. Algunas cepas poseen una capsula go—
mosa. La pared celular contiene fésforo orginico, ribita,
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glucosamina, dcido muramico, glicina, lisina, 4cido aspir
tico, serina, acido glutdmico, alanina y pequefias cantida
des de treonina, prolina, valina y leucina. Estos compo —
nentes se pueden presentar en tres principales componen—
tes de la pared celular que son los peptidoglucanos, los_
dcidos teicoicos de la ribita, y la proteina A del preci-—
pitindgeno que es especifico para la especie., Las membra—
nas celulares contienen los glucolipidos, mono y diglucos
sil-diglicérido y los fosfolipidos, lisil—fosfatidil-—gli—
cerol, fosfatidil=glicerol y cardiolipina,

Las colonias son lisas, poco convexas,zbrillqg
tes, butirosas y con un borde entero. Bajo condiciones =~
_que inhiben el crecimiento normal se pueden producir colo
nias variantes (R) & rugosas o (D) enanas. La pigmentacidn
de las colonias es extremadamente variable, de aqui la va
riedad de epitetos especificos tales como aureus, albus y
citreus que se han aplicado a esta especie. El color de_

las colonias en la mayor parte de las cepas es naranja, =
aunque ciertas cepas resistentes a los antibidticos y ce—
pas de fuente de bovino estin mids cominmente pigmentadas_
en amarillo. El crecimiento sobre gelosa inolinada es -
abundante, opaco, liso, plano, himedo y blanco, de color_
amarillo o naranja. En caldo el crecimiento primeramentq_
da por resultado turbiedad, mds tarde el caldo se vuelve_
claro con un depdsito fino que facilmente se puede poner_
en suspensién; frecuentemente hay una pelicula en forma -
de anillo.

Son quimioorganétrofos. Metabolismo respirato—
rio y fermentativo. Las menaquinonas y citocromos a, bl y
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O forman el sistema de transporte electrdnico enlazado a
la membrana. Se producen pigmentos carotenoides por la -—
mayor parte de las cepas, dando células que van, en color,
desde el naranja obscuro al amarillo pilido la produccién
de pigmentos depende de las condiciones de crecimiento y—
pueden variar dentro de una sola cepa. La energia se ob —
tiene via glucdlisis, el esquema de la hexosa monofosfato
y del ciclo del &cido citrico. El funcionamiento de estos
ciclos depende de las condiciones del crecimiento. La res
piracidn endégena ocurre ya sea por la utilizacién de ami
no acidos libres dentro de la célula o por la utilizacidn
~del poli-B-oxibutirato.

La catalasa se produce por células que crecen
aerobiamente y puede estar ausente en las mutantes que -—
tienen deficiencias respiratorias. La glucosa es fermenta
da con la produccién de dcido L-lictico Spticamente inac—
tivo. En presencia de aire se producen principalmente ace
tato y pequeflas cantidades de cozcﬁse produce dcido en =~
condiciones aerobias o anaerobias a partir de la glucosa,
lactosa, maltosa y manitol, En presencia de aire una am —
plia escala de carbohidratos se utilizan como fuente de —
carbono y energia. Las hexosas, pentosas, disacdridos y —
alcoholes azucarados son metabolizados con produccién de
dcido. No se forma dcido de la arabinosa, celobiosa, dex
trina, inosita, fafinosa, ramnosa o xilosa, La esculina -
y el almidén, por lo comin, no son hidrolizados. El acido
hialurénico puede ser hidrolizado por la liasa del &cido_
hialurdnico. Se produce acetona como un producto final =~
del metabolismo de la glucosaj pH terminal en caldo gluco
sado 4.4 a 5.0, Los nitratos son reducidos por las nitra-—
tasas, Se produce amoniaco a partir de la arginina por la
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accidén de la dihidrolasa de la arginina. Se pueden formar
cantidades huella de sulfhidrico a partir de la cisteinaj
el 4cido glutdmico y la lisina no son descarboxilados.

Se producen proteasas, lipasas, fosfolipasas,—
lipoproteinlipasa, esterasas y liasas. La mayor parte de
las cepas hidrolizan a las proteinas de origen animal, -
por ejemplo hemoglobina, fibrina, albdmina de huevo, ca —
seina y polipéptidos tales como la gelatina. Los lipidosm
son hidrolizados por los agentes tenso depresores como =
los Tweens, Spans y fosfolipoproteinas con la liberacidn_
de 4cidos grasos. Algunas cepas producen lecitinasa A pe—
ro no lecitinasa C; la fosfolipasa C posee actividad be -
ta~hemolisina conira la esfingomielina. Los mucopolisaca—
ridos pueden ser degradados por las liasas del dcido hia-
lurénico y las glucanas de la pared celular por la lisozi
ma. Las cepas de fuentes animales y las cepas antibidtico
resistentes generalmente producen menor cantidad de este_
tipo de enzimas. Las coagulasas las producen virtualmente
todas las cepas; se producen varias coagulasas antigéniqg
mente diferentes y especificas a partir del sustrato. Se_
producen tres hemolisinas (alfa, beta y delta) que se dis
tinguen por el tipo y escala de hemélisis en eritrocitos
de borrego, conejo y humanos. Una sola cepa produce mis —
de una hemolisina; la beta hemolisina se produce:mas co —
minmente, en cepas que provienen.de animales. Se producen
fosfatasas 4cidas y/o alecalinas y nucleasas termorres1s -
tentes (fosfodlesterasas)

Hasta doce amino acidos, adenina y tiamina, se
requieren para el crecimiento en aerobiosis; para el cre—
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cimiento en anaerobiosis se requieren uracilo y una fuen-~
te de carbono fermantescible. Los anaerobios facultativos
crecen mejor bajo condiciones aerobias.

£y

La mayor parte de las cepas crecen entre 6.5 —
y 46°C,4e1 6ptimo es de 30-37°C; los valores de pH estén_
entre 4.2 y 9.3; el pH dptimo es de 7.0-7.5; vy en 15%_de_
NaCl o 40% de bilis. La actividad de agua minima que per—
mite el crecimiento de las células que crecen en aerobio~
sis es de 0.86. E1 contenido de G+C del DNA es de 30.7-39
moles %. (Bergey's Manual...l).

Ciertas cepas, bajo condiciones favobles, pro-—
ducen no solamente exotoxinas (hemotoxina, dermatoxina, —
toxina letal, etc.), sino también enterotoxinas, las cua
les son potentes y causan intoxicaciones alimentarias, =
los estafilococos producen cinco tipos seroldgicos de en—
terotoxinas: A, By C; D y E, que difieren en su toxicidad
(Minor y Marth,...2) .

La enterotoxina A pura es un material suave, -
blanco, altamente higroscépico y muy soluble en agua y so
luciones salinas. Tiene un punto isoeléctrico de 7.20 a —
4°C, con un peso molecular de 27,800, el cual se determi—
né por equilibrio de sedimentacidén. Sobre gel de polia -
crilamida, en presencia de desnaturalizantes, da un peso_
molecular de 27,500, Da una absorcién mdxima de 277 nm, -
un coeficiente de sedimentacidén (S ) (S) de 3.03 y un_
coeficiente de difusién (D)? (cm? setl) de 9,8 x 10~7.
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La molécula estd formada de una cadema polipep
tidica con un puente disulfuro y grupos sulfhidrilo 1i -
bres. Se ha identificado la serina como C—terminal, pero_
no como N-terminal libre. La dosis letal (EDSO) por via —
intravenosa es de 0.03 jg/kg. .

(Spero v col.. ..53).

La enterotoxina B es una exoproteina soluble —
en agua, Se puede obtener muy pura de los sobrenadantes —
de las cepas estafilocdcecicas. Es un mitégeno mo especifi
co, que estimula a los linfocitos "in vitro" para llevar
a cabo transformaciones blastoides con actividad mitética
y para dejar en libertad el factor inhibidor de la migra—
cién del macrofago. La enterotoxina B es una proteinma glo
bular con un peso molecular de 28,500, se compone de una _
cadena peptidica que contiene 239 amino icidos residuales.
El enlace sencillo disulfuro, intramolecular, se extiende
hasta 21 amino acidos entre los residuos 92 j 112; 32 de_
los 34 residuos aromdticos en la molécula de la toxima es
tan localizados fuera de la vuelta disulfuro, la cual es—
td cerrada. Los residuos bidsicos y acidos estén distribui
dos a lo largo de' la cadena. Tiene un punto 1soeleetrlco
de 8.7 (Warren y col. ...4)

Se han identificado dos tipos de enterotoxina
C, que se designan como C. y C,. Ambas dan valores 1dent1
cos de peso molecular y coeficiente de sedlmentaczon, pe—~
ro poseen diferentes movilidades electroforéticas y pun ~
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tos iseoléctricos. La enterotoxina C, tiene un punto isoe
léctrico de 8.6 y la C2 de 7.0 (Minor y Marth ...5).

La entefotoxina C, tiene dos ligaduras peptidi
cas, una sencilla y otra doble y; por hidrélisis con trip
sina, una parte de la molécula hidrolizada da un peso mo—
lecular de 29,100 y un coeficiente de sedimentacién de =~
2,85, lo cual es casi idéntico a la enterotoxina Cl' Es -
tos segmentos de la enterotoxina C1 son altamente mitogé-
nicos, La dosis letal de la enterotoxina C,, por via in —
travenosa, (EDSO) es de 0,30 jug/kg. (Spero y col. ...6).

Entre las propiedades bioldgicas y seroldgicas
de las enterotoxinas eétafilocéccicas estd la de poseer —
una notable estabilidad térmica. La estabilidad térmica —
de las enterotoxinas estd influenciada por la naturaleza_
del alimento, pH, presencia de NaCl, etc., y el tipo de -
enterotoxinas; la enterotoxina "A" es relativamente mas —~
estable al calor a pH de_6.0 o mayor, que a pH de 4.5 a -
5.5. La enterotoxina D es relativamente mis estable a pH
de 4.5 a 5.5 que a pH 6.0 o mayor.

Los tratamientos térmicos cominmente usados —
en alimentos procesados, como la pasterizacién (72°C/15 —
seg) o temperaturas de ultra calentamiento (143°C/9 seg)-
o ahumado y calentamiento para curado de salchichas a -
70-100°C o calentamiento de queso Cheddar a 70-90°C, no -
son efectivos para completar la destruccion de la entero—
toxina A o D cuando se encuentran inicialmente a niveles
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normales en alimentos (0.5 a 1.0 j1 g/100 ml o g). Las en—
terotoxinas A o B (30 jug/ml) en calentamiento a 100°C du
rante 25 min. en solucién salina con 2% de gelatlna y -
0.3% de proteasa paptona y a pH de 7.0, retienen su acti—
vidad bioldgica para humanos y se observa un aumento en —
su_actividad'biolégica después del tratamiento con calor.
El tiempo de duracidn requerido a una cierta temperatura_
para la completa destruccién de la enterotoxina, en un -
alimento dado, depende de la sensibilidad del sistema de_
identificacién usado y la cantidad de muestra del alimen-—
to usado. E1 tratamiento térmico de las toxinas en leche_
las inactiva (€ de 0.02 jug/ml) en 15 min. a 121,1°C; =
_entre 13,8-~1/4.8 min, para la enterotoxina A y 12, 8—13 8 -
' m1n. para la tox1na D. (Tatlnl... 7)

El tiempo requerido para un 90% de inactiva: —
cidén de la enterotoxina B a 110°C (valor D._.) en regula
dor de Veronal 0,0/M(pH 7.4) es de 18 min. ¥ en caldo de_
carne de vaca es de 60 min. (Lee v cole oos 8)«
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Produccidén de enterotoxinas en alimentos:

Temperatura del producto: Las temperaturas Sp—
timas para la produccidn de toxinas y crecimiento del or—
ganismo estidn entre 35 y 39°C. los limites de temperatura
en que crece son amplios y varian de 7°C a una temperatu—
ra mixima de 48°C aproximadamente. Los porcentajes de cre

cimiento disminuyenNprogreéivamente conforme se acercan —
a las temperaturas minima y mdxima. La produccién.de ente
rotoxinas ocurre entre limites de temperatura en tanto es
trechos, normalmente cesa alrededor de 10°C y 45°C. La =
enterotoxina B tiene una escala de temperaturas algo pe -
quefia para su produccién 15.2 a 43.2°C. La temperatura ép
tima para la produccidn de enterotoxina es mds o menos, —
la misma que para el crecimiento (35—39°C) A las tempera-—
turas que exceden los 45°C, o a menos de 5°C se restringe
severamente o limita el crecimiento y la produccidn de en
terotoxina>por este microorganismo .

pH del producto: El pH minimo para iniciar el_
crecimiento estafilocéccico es alrededor de 4.6 a 4.7, és
to depende del 4cido usado para ajustar el pH y de otras_
condiciones del huésped., El limite superior de pH para el
crecimiento es probablemente de unos 9.5 a 9.8; no obstqg
te, la produccidn de enteratoxina normalmente no ocurre a
pH de 9.0 y se reduce al 50% a pH 8.0 niveles de pH de -~
5.0 o menos se produce poca o ninguna toxina. E1 valor 62
timo de pH para la produccidén de enterotoxinas By C es —
de 6.8, mientras que la sintesis de enterotoxina A ocurre
Sptimamente en una escala de pH de 5.3 a 6.8. La enteroto
xina B se desnaturaliza rdpidamente a pH de 3.5. La com—
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binacidon de temperaturas elevadas y diversos valores de -
pH; elevados o bajos, con frecuencia acelera la inactiva—
cidn.

Act1V1dad de agua del producto: Uno de los as—
pectos mis 81ngu1ares del crecimiento de S. aureus es su_
habilidad para crecer a_nlveles de aw relatlvamente baJose

El aw minimo para crecer en la mayoria de los medios de -
laboratorio es aproximadamente de 0,803 algunas cepas pue
den crecer a un aw de 0.83. La produccidn de enterotoxina
se suprime marcadamente por reduccién del aw. La.produc —
cidén relativa de toxina por las células productoras - cesa_
virtualmente a niveles de aw, 0,90; no obstante; el creci
miento, como se observé antes, ocurre a aw_ muy bajos, -
(Troller... 9 y 10).

Crecimientc asociado con el de otros microorga
nismoss Otro factor limitante del crecimiento,vque proba-
blemente ocurre en alimentos pero que no es explotado fre
cuentemente para obtener una dlsmlnu01on activa del creci
miento estafllococclco en allmentos, es la inhibicidén por

otros microorganismos. Como regla general, este organismo
no es un buen competidor y en- la mayorla de las circuns -
tancias tiende a ser suprimido por el crecimiento de = -
otros microorganismos. El origen de estos factores compe-—
titivos puede ser el resultado de la produccién de sustan
cias inhibidoras, competencia nutricional, o la altera -
cidn de varios factores ambientales a niveles que no le =
son favorables. Los microbidlogos lacteos estan de acuer—
do en que un buen iniciador activo es esencial para preve
nir el crecimiento de S.. aureus durante la fabricacidén -
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del queso. En esta situacidén las bacterias del dcido ldc—
tico suprimen el crecimiento del estafilococo y la pfodqg
cidén de enterotoxina A.

Aprovechamiento_de oxigeno: La composicién de =

la atmésfera puede también restringir el crecimiento y =
produccién de enterotoxina. El estafilococo crece bajo am
bas condiciones, aerobia y anaerobia en medios de labora-
torios; no obstante, la produccidn de toxina normalmente =
se reduce bajo condiciones anaerobias. Esta es la razén ~
del interés cientifico de produccidén de enterotoxina para
investigacién, que propone con frecuencia que los frascos
con cultivo se agiten, o que los vasos de fermentacidn se
aireen para maximizar la produccién., En alimentos existéﬂ
una situacidn similars el crecimiento y formacion de toxi
na pueden ocurrir bajo condiciones anaerobias, pero el =
crecimiento y la cantidad de toxina producida no son tan_
grandes como en presencia de oxfgeno,

Aditivos quimicos: Los aditivos quimicos ac =~
tualmente sirven poco para suprimir el crecimiento estafi

locdecico. Por supuesto, existen inhibidores quimicos pa-
ra S, aureus, pero su uso, por una variedad de razones, =
no se permite en alimentos.

Los 4dcidos acético, fosférico, citrico y lacti
co son relativamente efectivos como supresores del creci-
miento, pero estos dcidos son efectivos principalmente en
la forma no disociada y se requieren valores de pH relati
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R i
vamente bajos. El nitrito en concentraciones de 200 ppm -

también prolonga la fase estacionaria e inhibe el creci -
miento de S. aureus pero no afecta la produccidén de la en
terotoxina, al igual que el propionato de sodio y benzoa
to de sodio. El sulfito de sodio en concentraciones de -
1000 ppm disminuye la produccién de enterotoxina A. Los —
azicares reducidos xilosa, lactosa, glucosa, maltosa y =
fructosa, tienen un efecto protector para la enterotoxina
A, cuando ésta se calienta a 60°C, ( .Troller ...9; Chor—
dash y Potter ... 11).

S. aureus es capaz de crecer en presencia de -
NaCl en concentraciones de 12% a 20% y 35°C; la produc =
cién de enterotoxina B es inhibida a menos de 35°C en pre
sencia de 4 y 8% de NaCl y con 12% de NaCl a temperatura _
de 4=35°C, Las concentraciones de 10% de NaCl no afectaq_
la producciéh de enterotoxina A. La produccién de entero-—
toxina C es afectada por el NaCl a concentra01ones de =
leﬁ (Minor y Marth. ...5). h

Sintomas de la intoxicacion.— El1 consumo de -
alimentos contamlnados, con suficiente cantidad de entero
toxina, usualmente origina sihtomas 1n101a1es de envenena

miento alimentario estafilocécecico en "humanos en 2 a A h,
no obstante, el tiempo inicial puede variar de 0.5 a méq_
de 7 h. E1l principio de los sintomas de la intoxicacién =
en humanos se manifiesta por salivacidén, seguida en rapi-
da sucesién por nausea, vémito, dolores y ‘con frecuencia_
diarrea. Las complicaciones pueden ir acompafiadas de ata-—
ques severos que incluyen deshidratacidén, choque, y san -
gre y moco en el excremento y en el vémito. Otros sinto —
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IDENTIFICACION DE CEPAS ESTAFILOCOOCICAS

Medios y métodos para el aislamiento de estafilococos:

Staphylococcus aureus coagulasa positivo, es una de las_
bacterias que mis permanece en los alimentos, por lo cual
representa un serio riesgo potencial en alimentos, ain -
cuando no todos los estafilococos coaulasa positivo produ

cen enterotoxinas. Hay casos en los cuales las bacterias,
S, aureus coagulasa positivo han causado intoxicacién -—.
por alimentos y raramente han sido reportados. Esta es -
una de las causas principales, en microbiologia de alimen
tos; para hacer anidlisis exactos en el nimero de estafilo
cocos coagulasa positivos presentes en los alimentos an —
tes de aceptar o rechazar un lote,

Se han desarrollado diversos medios selectivos
para identificar al estafilococo. El uso de estos medios_
se basa en la tolerancia a la sal, produccién de hemotoxi
na, habilidad para reducir en aerobiosis teluritos o meta
les de telurio (con la consecuente formacidn de colonias_
negras), produccién de pigmento amarillo, reaccién de la_
yema de huevo, etc. Ninguna de estas propiedades, ya sea_
aislada o en combinacidn, puede garantizar la correcta -
identificacidén; por lo tanto se requieren todavia pruebas-
adicionales sobre las prépiedades de S. aureus. (Niskanen
y Aalto. ...12)

Otro asunto que se plantea para la correcta -
identificacidén de S. aureus, es el dafio que causa a las —
células el tratamiento térmico, reduccidén de la actividad
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de agua, liofilizacidn, etc.

Casi todos los métodos y medios selectivos -
que han sido propuestos para el recuento de S, aureus, -
son inhibidores para las células lesionadas, Una excep =
cién es la gelosa de Baird-Parker, la cual ha demostrado_
ser efectiva para el recuento de células lesionadas por —
congelacidén, secado o por calor, Esto se debe a que el pi
ruvato es el componente responsable del crecimiento acre—
centado de las células lesionadas y sus efectos se deben_
a la degradacidén del perdxido de hidrdgeno (HZOZ)' Un
efecto similar lo tiene la adicidn de catalasa al medio,

La produccidén de H.,O0, durante el crecimiento —
aerobio y la incapacidad de las células dailadas para des—
truir este compuesto tdxico da-por resul tado una pérdida_
en la capacidad formadora de colonias, Ya que la catalasa
celular se reduce por lesidn térmica y por el NaCl que co
minmente se encuentra en los medios selectivos para esta—
filococos. Esta pérdida de productividad se supera con la
adicidén de catalasa. La adicidén de catalasa a diferentes_
medios, que anteriormente eran inadecuados para el recuen
to de S. aureus lesionado, incrementa el recuento sobre —
estos medios.

Entre los medios recomendados para el recuento
de S. aureus se encuentra; en primer lugar, la gelosa de_
Baird~Parker, por ser menos inhibitorio que los otros me~—
dios propuestos, le siguen: la gelosa soya tripticasa =~
(TSA); gelosa soya tripticasa con 7.0% de NaCl (TSAS); ge
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losa de Vogel—=Johnson (VJ); gelosa manitol sal (MsA); ge—
losa telurito polimixina-yema de huevo (TPEY); gelosa 110
para Staphylococcus (S 110); caldo soya tripticasa con =
10% de NaCl (TSBS).

La adicidn de catalasa, para mejorar los me ~—
dios propuestos para el recuento de S. aureus, se hace de
la siguiente manera:

A los medios TSA y Vd se les afiade piruvato —
de sodio en concentraciones de 0.1 y 1.0% respectivamente,
antes de hacer la esterilizacidn en autoclave (121°C por_
15 min). La catalasa de bovino (3900 unidades/mg) se afia—
de a los medios gelosados; excepto a la gelosa de Baird—
Parker (ya que ésta no la necesita por ser la Unica gelo—
sa que no es inhibitoria para el estafilococo), por asper
sidén de 0,1 ml de una solucidén al 0.2% esterilizada por =
filtracidén, dando por resultado aproximadamente 780 unida
des por placa o tubo (10 ml)° Todos los tubos y placas se
incuban a 35°C durante 48 h, (Flowers y col. ... 13).

Otra técnica para el recuento de S. aureus es_
la técnica del nimero mis probable (NMP). Se considera ge-
neralmente mis eficiente para conocer nimeros bajos de or
ganismos o cuando hay elevados niveles de organismos com—
" petitivos. E1 valor del NMP es un cidlculo de la poblacién
¥y no un numero preciso de organismos viables. Las cuentas
microbioldégicas se reportan como "nimero de microorganis—
mos por cantidad de muestra por el método del NMP.
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Cuando S, aureus estd presente en bajas canti-
 dades, puede significar un riesgo importante en los ali —
mentos para personas mayores o ancianos y para criaturas.
Ademas, los estafilococos presentes a niveles bajos, en —
alimentos precocinados, se consideran a menudo como un 12
dice de que se tuvieron malos cuidados en la sanidad. Por
esto se recomienda el procedimiento del NMP para la enume
racién de nimeros bajos ( € 100/g) de estafilocoéoé, em—
pleando caldo soya tripticasa (TSB) y caldo soya triptica
sa con 10% de NaCl (TSBS).

Como se vié anteriormente el caldo TSBS es in—
hibidor para las células de S. aureus que han sido dafia —
das por el calor, debido a su alto contenido de sal. Este
inconveniente se elimina o se supera con la adicidn de ca
talasa a un nivel de 200 unidades/ml o de piruvato al 1%—
(peso/vol). E1 piruvato se afiade al medio antes de meter—
lo al autoclave. (Brewer y cols o..ll)
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PRODUCCION DE ENTEROTOXINAS

Medios y métodos sugeridos para produccién en gran escala
de enterotoxinas: ;

Durante los Ultimos afios se han hecho progre -
sos notables en la elucidacion de las condiciones ambien-—
tales bajo las cuales crece y produce sus enterotixinas —
Staphylococcus aureus v en el desarrollo de procedimien —

tos para la determinacién de estas toxinas en alimentos.

En la industria de alimentos (especialmente -~
las de fabricacidn de queso y salchichas fermenfadas) mu—
chos de los laboratorios no estin equipados para llevar =
a cabo procedimientos quimicos més avanzados y pueden ca-—
recer de personal y tiempo para analizar grandes nﬁmeros_
de muestras, por lo tanto, siempre se necesitan métodos —
confiables, sencillos, ridpidos y que sean baratos. Tales_‘
procedimientos permiten discriminar gran numero de mues =
tras de alimentos y que la industria de alimentos esta =
blezca programas para desechar en masa y planear éxperi -
mentos adicionales para conocer mas acerca de la fisiolo—
gia de la produccién de enterotoxinas.

En presencia de cantidades crecientes de com —
puestos organicos, ya'sea en el medio de cultivo, o del -
alimento, o de los que producen los estafilococos, los mé
todos seroldgicos se vuelven menos confiables y requieren
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un cierto grado de purificacidén de la enterotoxina., Es -
esta purificacién la que permanece como un cuello de bote
1lla que no se ha podido solventar para poner en evidencia
la toxina,

En la prictica, el procedimiento para la deter
minacién de enterotoxinas por métodos serolégicos se lle—
va a cabo en cuatro pasos:

1) Extraccidén de las enterotoxinas a partir de los alimen
tos.,
2) Purificacién.

3) Concentracidn a niveles que se puedan poner en eviden—
ciaj vy

L) Determinacién.

Los procedimientos actualmente recomendados pa

ra la determinacidn de las enterotoxinas estafilocdccicas
en alimentos son laboriosos y consumen mucho tiempo. E1 —
método que se ha utilizado mis extensamente para la ex -~
traccidn, purificacién y concentracidén de las enterotoxi-—
nas es el método de Casman y Bennett. Dependiendo del ti-
po de alimento, se ha modificado este método y asi se pue
de lograr determinar las enterotoxinas en 1 a 7 dias. La_
mayor parte de los métodos para la recuperacidén de las en
terotoxinas a partir de alimentos, se basa en el empleo -
de cromatografia por intercambio idnico. Recientemente se

Py
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han reportado los métodos de radio—inmuno—ensayo en fase
sdlida para la determinacién de las enterotoxinas; son -
métodos mas rapidos, sencillos y sensibles, pero requie —
ren un mane jo especial de reactivos y equipo.

Entre los diversos métodos de separacién bio -
quimica de las enterotoxinas a partir'de alimentos,~esté_
el desarrollo de la cromatografia de afinidad. Este méto-
do permite el aislamiento de sustancias de acuerdo con su
funcién bioldgica, por lo cual difiere radicalmente de =~
las técnicas cromatogrificas convencionales én las cuales
la separacién depende de las diferencias quimicas y fisi—
cas entre las sustancias, Debido a las iriteracciones Uni-
cas de especificidad antigeno—anticuerpo, la cromatogra -
fia de afinidad permite la separacién de o el antigeno o-—
el anticuerpo en forma sumamente purificada.'(Genigeorgis
y Kuoe ... 15).

Una propiedad que tltimamente se ha estudiado_
¥ que se puede tomar como una medida precisa del creci =
miento significativo de S, aureus en un producto alimenti
cio, es la produccién de nucleasa, la cual es especifica_
. vy caracteristica de S. aureus y estéblg al calor,

La nucleasa, asi como las enterotoxinas, puede
sobrevivir a los procedimientos de tratamiento que matan_
al organismo. Debido a la dificultad y al tiempo que se —.
pierde en demostrar.la presencia de las enterotoxinas, se
ha estudiado la presencia de la nucleasa activa en alimen
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tos para determinar un indice de contaminacidén por S, au~
reus y produccidn de enterotoxinas,

Un método sencillo es el siguiente:

- Medio de gelosa para la prueba de nucleasa: a
100 m1 de agua se afladen 0,6 g de trizma base, 0.045 g -
de 4cido desoxirribonucleico DNA, Difco), 1.25 g de agar_
(Difco), 1.0 g de NaCl, y 0.2 ml de solucién de cloruro -
de calcio (CaClZ) 0.01 M. E1 pH se ajusta a 9.0 con HC1 1
N. La solucidén se hierve durante 20 min antes de ser va —
ciada en cajas de Petri (_60 por 15 mm); TInmediatamente -
antes de usarse se hacen horadaciones en la gelosa, sepa—

radas mis o menos 1 cm con un horador del Nim. 2, y los =
tapones son removidos por succién. El medio puede ser al—
macenado en frascos tapados, durante varias semanas, a —
temperatura ambiente, asi el pH y la carencia de nutrien-—
tes lo hace del todo estable.

Procedimiento de extraccidn y ensayos Para un_
alimento liquido, como la leche, se usa una muestra anali
tica de 20 a 30 ml., Para alimentos sélidos se mezclan 15
a 20 g con agua en una licuadora Waring. Cada muestra es_
vertida en un tubo de centrifuga, y el pH se ajusta a -~
5.5. Los tubos se tapan y se colocan en un bafio de agua —
hirviendo durante 20 min, en seguida se enfrian en un ba—
fio de hielo, entes de centrifugar, usando una centrifuga_
de cabezal, durante 45 min a 7500 rpm. Se usan pipetas - -
Pasteur para transferir gotas del fluido sobrenadante de_
los tubos centrifugados a los cortes en el medio de deso-
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xirribonucleasa ( DNAsa ). Las placas se incuban durante_
1 h, a 50°C y se inundan con HCI 4 N.

Las zonas claras con un anillo de precipitado,
que indican nucleasa activa, son visibles inmediatamente
viéndolas sobre un fondo obscuro. En los niveles mis ba —
jos que se pueden poner en evidencia (3 3 ng/ml de extrac
to), las zonas tienden a desvanecerse rapldamente, y se —
obscurecen por precipitacidén en un minuto. Las zonas cla-
ras llegan a ser mucho mas estables conforme aumentan =—
los niveles de nucleasa que se analizan. Con esta prueba_
se pueden evidenciar hasta 10 ng/g de producto. ( Koupal
y Deibel.. 16)

Otro procedimiento para determinar entetrotoxi-
nas en alimentos es el método de precipitacidn con sulfa-
to de amonio y tratamiento enzimidtico.

Se han propuesto varios procedimientos para la
extraccién de enterotoxinas estafilocOccicas de los ali -
mentos. Muchos de estos métodos se basan en el uso de ma-—
terial intercambiador de iones para una purificacién par-
cial de las enterotoxinas a partir de extractos de alimen
tos,

Un método mis corto es la utilizacién de la ab
sorcién por lotes de las enterotoxinas en resinas inter -
cambiadoras de iones y la digestién proteolitica de los —
extractos parcialmente purificados. El tratamiento enzimé
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tico con una mezcla de tripsina y peptidasa de Pseudomo -
nas es un procedimiento mis Gtil que el empleo de mate —
rial intercambiador de iones. Este método se adoptd para_
poner en evidencia enterotoxinas estafilocdccicas en ali-
mentos con alto contenido proteico. '

El método consiste en la extraccidén de las en—
terotoxinas con agua destilada, tras lo cual las protei =—
nas solubles se precipitan con acido a pH 4.5 y el sobre-
nadante se lava con cloroformo (pH 705)0 El extracto se =
trata con tripsina y peptidasas de Pseudomonas durante -
2 h a 37°C. El material residual, sin hidrolizar, se pre-—
cipita con sulfato de amonio al 60% durante 15 min. a -
4°C, El precipitado se redisuelve en una solucidén amorti-—
guadora de fosfato y se concentra por dialisis con polie—
tilenglicol. E1 concentrado se lava con cloroformo y se =
liofiliza. E1 material seco se disuelve en 0.2 ml de agua
destilada v las enterotoxinas se ponen en evidencia por =
el método de microplaca empleando 24 h de incubacién a =~
37°C; usando este procedimiento es posible, en tres dias,
poner en evidencia de 0.2 a 1.0 ju de enterotoxina A.

/ El principio bisico del método es que los mate
riales que interfieren con la determlna01on de las entero
- toxinas son eliminados por la accién de las enzimas y por
la precipitacidn con sulfato de amonio. La accidn combina
. da de tripsina y peptidasas de Pseudomonas reduce el tama
flo de las moléculas de las proteinas que interfieren y de
los metabolitos microbianos extraidos de las muestras de_
alimentos, a nivel de amino &cidos y polipéptidos que no_
fueron precipitados por el sulfato de amonio.
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Las enterotoxinas estafilocdccicas no se afec—
tan de manera importante por el tratamiento enzimdtico, -
pero son precipitadas con otros materiales no hidroliza —
bles. Las ventajas de este método son su sensibilidad, ra
pidez y el hecho de que el método se puede llevar a cabo_
facilmente alin en laboratorios equipados s6lo con una bue
na centrifuga ademis de otro equipo estidndar que se em ——
plea en laboratorios microbioldégicos. ( Niskanen y Lin -
droth. 17 y 18) '
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CONCLUSIONES.

Las condiciones necesarias para que se produz=
ca un brote de intoxicacidén alimenticia por estafilococos
son?

1) Que el alimento contenga estafilococos productores de_
enterotoxinas.

2) Que sea un buen medio de cultivo para los estafiloco -
cos vy adecuado para la produccién de toxina.

3) Que la temperatura sea adecuada y se les de tiempo su—
ficiente para la produccién de toxina, y

4) Que se consuma el alimento que contiene la enterotoxi-
na. ‘

La leche cumple estas condiciones:

S. aureus se encuentra sobre todo en aquellas
leches que proceden de vacas enfermas que sufren de masti
tis; durante el ordefio pasa a la leche., En muchos esta -
blos, como este ordefio se hace en forma manual, se llega_
a contaminar la leche debido a que el personal no sigue —
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las reglas higiénicas, sobre todo si éste padece de res —
friados, forinculos, etc. La leche, por su contenido pro~
teico, es un eéxcelente medic .de cultivo para el crecimien
to y prodngcién‘de enterotoxinas estafilocdccicas,

La mayor parte de los productores de leche se_
encuentran alejados de las plantas procesadoras de leche,
y carecen en su mayoria de un medio adecuado para la re -
frigeracion de la leche, por lo cual se ven obligados a -
mantener la leche en los bidones durante largo tiempo a -
la temperatura ambiente, hasta que pase el recolector y -
la conduzca a.la planta procesadora, dando por resultado_
un tiempo y temperatura suficiente para que se produzca
1a enterotoxlna.

Aunque la 1eche que ha sido contamlnada con -
S. aureus sea adecuadamente pasterizada y destruido el mi
croorganismo, si se ha producido la enterotoxina, ésta -~
‘permanece en la leche pasando a los productos derivados y
asi llega a los consumidores.

Las medidas preventivas consisten en:

1) Evitar.la contaminacidén de los alimentos por estafilo—
cocos; en el caso de la leche ésto se logra mantenien—
do una vigilancia veterinaria sobre los animales y una
vigilancia sanitaria del personal, ¢

2) Impedir su crecimiento, o sea, tratar de que la leche_
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permanezca el menor tiempo posible sin el tratamiento
de pasterizacién, si ésto no es posible, mantener la -
leche a bajas temperaturas, evitando asi el crecimien—
to y produccidén de enterotoxinas de S. aureus.

3) Destruir los estafilococos que se encuentren en los =~
alimentos ésto se logra con una buena pasterizacién.

La dosis requerida de enterotoxina para causar
sintomas de intoxicacién estafilocSeccica por alimentos en
humanos, ha sido estimada en 10-13 jug. Para individuos =
particularmente sensitivos la dosis puede ser menor de 1_
j1g. Por estas razones los métodos de determinacidén ac —
tualmente en uso para la indentificacidn, tanto del micro
organismo como de la enterotoxina en alimentos sospecho -
80s, pueden no ser dignos de confianza ya que la mayor =—
parte de ellos necesitan de una extraccidén, purificacién_
parcial y concentracién de la enterotoxina, lo cualmcongg
me mucho tiempo. Esta investigacidén bibliogrifica tuvo -
por objeto encontrar métodos mis sensitivos, practicos y-
que consuman poco. tiempo, ademids de ser econdmicos. Entre
los métodos que encontramos fueron:

El medio que més recomiendan los investigado —
res para el crecimiento del microorganismo es la gelosa —
de Bair-Parker, debido a su caracteristica principal de —
no ser inhibitoria para el crecimiento de S. aureus.

Para la determinacién de las enterotoxinas lo
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mejor es el tratamiento enzimdtico y precipitacién con -
sulfato de amonio junto con centrifugacién en frio y did—
lisis. Es un tratamiento que puede garantizar la determi-—
nacién de las enterotoxinas estafllococclcas a partir de_
los alimentos. Este método s$e recomienda sobre todo para_
una identificacidn seroldgica mds exacta de las enteroto—
xinas., Con este método se pueden poner en evidencia de -
0.2 a 1.0 jug de enterotoxina A en tres dias.

Otro procedimiento digno de confianza y mucho_
més répido que el anterior es la produccién de nucleasa .-
-Aunque es una determinacidén indirecta de la presencia de_
enterotoxinas estafilocdccicas, se puede utilizar como un
indice de la presencia de las enterotoxinas estafilocéccl
cas, ya que la nucleasa es caracteristica del‘crecimiento
de S. aureus y es termogétable al igual que las enteroto-
xinas. Este procedimiento se recomienda por ser casi inme
diato, requiere de 2,5 h. aproximadamente, es sencillo y-—
muy Gtil, sobre todo en aquellos laboratorios que traba -
‘jan gran cantidad de muestras y necesitan resultados rapi
dos v dlgﬂOS de confianza para aceptar o rechazar un lote
en el menor tlempo posible,
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