v

v 2006R )

UNIVERSIDAD LA SALLE

ESCUELA DE QUIMICA
INCORFPORADA A LA UN.AM.

“VIABILIDAD Y CAPACIDAD PRODUCTORA DE
DE ENTEROTOXINA B DE Saureus S-6 EN
JAMONES, AL SER SOMETIDOS A
DIFERENTES TEMPERATURAS DE
COCCICN Y ALMACENAMIENTO".

TESIS PROFESIONAL

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO

P R E S E N T A

MARIA CRISTINA SALAS PEREZ
Director de Tesis

M. C. CONSUELO LOBATO CALLEROS

MEXICO, D. F. 1991



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



ESTA TESIS SE REALIZO EN EL
LABORATORIO DE INVESTIGACION DE LA
ESCUELA DE CIENCIAS QUIMICAS, EN LA
UNIVERSIDAD LA SALLE.



1.

Introduccicn

1.1 Generalidades de 5. aureus

1.1.4 Influencia de agentes externos

.1.1 Habitat
.1.2 Aislamiento
.1.3 Factores que afectan la resistencia

Al CALlOr .ttt et ey

l-ll‘l-l

1.1.3.1 Medio de suspension .....
1.1.3.2 PH tvenvnnnenne i
1.1.3.3 Actividad de Agua (Aw) ..
1.1.3.4 Hidratos de carbono ......:
1.1.3.5 Lipidos ....... e

el crecimiento de S.aureys ......... B
1.1.4.1 Flora antagonista ...........%
1.1.4.2 Nitratos y nitritos .
1.1.4.3 Ahumado .......... .. oo iuu. s
1.1.4.4 Clorure de Sedio .......

Enterotoxinas Estafilocdcicas

1.2.1 Caracteristicas de Enterotoxinas

1.2.2 Composicidn Quimica

1.2.3 Condiciones para la produccicn de
enterotoxinas .........

3.1 Composicidn atmosferica
.2.3.2 Temperatura ..............
.2.3.3 Acddez ... L il
.2.3.4 Clorurc de sodio .......... :
.2.3.5 Daflo subletal ...........

[T TP

1.2.4 Deteccidn de enterotoxinas ......
Intoxicacidn estafiloedcica ........ L

1.3.1 Incidencia en Mexice ......... L
1.3.2 Alimentos implicados ............ 0.

Generalidades del Jamén ............ R }ﬂ.' .....

1.4.1 Contaminacidn de carne fresca durante
su obtencidn ............ ... 0000 O |



2.

3.

1.4.2.1 Carne .. P S .o . .34
1.4.2.2 GraBa8 ....,coceveisnnsnnal .. 34
1.4.2.3 88) ... sl e 34
1.4.2.4 Sazonadores .......... . 35
1.4.2.5 Fogfatos ....... 35
1.4.2.6 Azucares .. 35
1.4.2.7 Agua .... ceas . 35
1.4.2 8 Nitrito de sodio . 35
1.4.3 Elaboracidn de jamoh cocido troceads ........ 37
1.4.4 Tratamiento térmico en carnes curadas .,,,... 39
1.4.4.1 Proteso de coccion en jamones ....... 39
3 4.2 Normas que aplicar durante el
calentamiento ..... e, 40
1.4.5 Normas microbioloBiCas ..........oveeeniine.. 41
1.5 JUBtIfIiCACLOD .ottt i, 43
L o R - R PRI P 44
Materiales y metodos ... .. .. ...ttt i e e e 45
3.1 Caracterizacion de la cepa de §.aureus 5-6 46
3.1.1 Observacion microscopica 4
3.1.2 Morfologia colonial .................. . 46
3.1.3 Prueba de ¢088Ula8a ... ...'terernnian PR 1 -]
3.1.4 Prueba de termonucleasa 467
3.1.5 Prueba de catalasa ..... &7
3.1.6 Fermentacidn de azicares . a7
3.1 7 Movilidad ........ . i e 47
3.1.8 Reaccicn de Voges-Proskauer ........0..0 .00 .. 47
3.1.9 Prueba de reduccidn del nitratoe .......... . .... 472
3.2 Comprabacién de la produccidn de enterotoxina .i ..... 48
3.3 Prueba de inmunodifusidn radial simple
modificada para la deteccidn de enterotoxina ...
3.4 Curva de Crecimiento de §.aureus $-6 -
3.5 Eatandarizacion del inmoculo ................
3.6 Analigis microbioldgico de la carne

1.4.2 Funcicn de la materia prima ......... w0500 34

3.6.1 Mesofflicos aerobios totales ......... reesres. 852
2 Coliformes totales ...... P 14
3 Aislamiento e 1dentif;cacidn de

SalMon@L1A ... ... iieii st 52




3.7 Formulacioh y proceso de elaboracidn del Jamon

troceado cocido et e e e e,
3.8 Andlisis microbioldgicos de los jamones. ...
3.9 Extraccidn y deteccion de enterotoxina . ...

N

Resultados y diseusion ...............
4.1 Morfologia microacdbica .
4.2 Morfologia colonial ...
4.3 Pruebas bioquimicas ......

Coagulasa y termonucleasa'.{‘
Catalasa .........

3.1

3.2

.3.3 Fermentacion de azucares
.3.4 Movilidad .........
3.5
3.6
3.7

Voges-Proskauer .......
Reduccidn de nitratos ......
Licuefaccidn de la gelatina

BANDDDDN

4.4 Produccidn de enterotoxinas ......

4.5 Identificacidn de enterotoxina .........

4.6 Curva de crecimjento de §.aureus S- 6

4.7 Estandarizaclon del indculo ........700. 77

4.8 Andlisis microbjoldgico de la carne .... 77

4.9 Efecto del curado sobre $.aureus ..... PN 78

4.10 Tratamientos térmicos de coccidn ............... ... 79

4.11 Caracteristicas microbioldgicas de .
los JAMONESE ......vovininanenns B U U AP A - 2 §

4.12 Extraccidn y deteccidn de enterotoxina ......... .. 85

5. Conclusiones

............. f et ee e i e a. 102

6. Bibliografia .......c.ceiiiinieranilett et tiaaaeaanaans.. 103



INDICE ‘CUADROS

Cuadro 1. Caracteristicas diferenciales de las especies
de Staphylococcus ........... e et
Cuadro 2. Factores que influyen en el creclmiento de
S.aureus E T S e
Cuadro 3. Caracterxst1cae f:slcas ’4 qulmxuas de las
enterotoxinas estafilocdcicas .......... e ..
Cuadro 4. Composicion de aminoadcidos de la
enterotoxina B ....... .. it PR

Cuadro 5. Produccidn de enterotoxina en caldo BHI
Cuadro & Composicidn del jamdn cocido ...........c.uuuinn.
Cuadro 7. Especificaciones microbioldgicas para el
8
Q

jamen cocido ... ... e PR

Cuadro . Formulacidh del jamon troceado cocide ...... el
Cuadro . Temperaturas empleadas en el almacenamiento

de los jamones €oCidoS .......ciiiiiiiiriiieaaaas
Cuadro 10. Morfologia colonial del §.aureus S-6 ...........
Cuadro 11. Caracterfisticas bioqufmicas de S.aureus S-6 ....
Cuadro 12. Andlisie microbioldgico de la carne de cerdo....
Cuadro 13. Cuentas de mesofilicos aerobios totales y su

relacidn con S.aureug en los jamones durante

su proceso y vida de anaquel ...................
Cuadro 14. Efecto de las sales de cura sobre la

viabilidad de S.aureus ........... . 000ttt
Cuadro 15. Efecto de los tratamientos termicos sobre

la viabilidad del S.aureus ............. [
Cuadro 16. variacidn en el numero de S.aureus

la vida de anaquel de los jamones ........... PN
Cuadro 17. Relacion entre el nimero de S.aureus y la

apariencia figica de los jamones durante 1la

vida de anaquel ..,..,... .. 00 ttiriietitaneannn
Cuadro 18. Resultados de la prueba de inmunodifusidn

radial simple modificada en los extractos
de 1OB JaMON@B ..........cc.vveuennenonnnn [P



INDICE FIGURAS

Figura 1. Enlace entre las moléculas de cisteina

en la enterotoxina B .......... .. .0 niiii.. 16
Figura 2. Prueba de radioinmunoenSayo ............... . 26
Figura 3. Prueba de ELISA ..... O oo 28
Figura 4. <Cambios que pueden ccurrir durante el

curado de la carne ......... ettt ie e 36
Figura 5. Metodo de elaboracidn de Jamon trcceado

BT o o = - -
Figura 6. Prueba de termonucleasa ...... P O -4
Figura 7. Método del celofsdn para produccidh de

enterotoxina ....... ... . F A - &
Figura 8. Prueba de 1nmunod1tu51on radlal s;mple

mod:szada e a i PR NN -1
Figura 9. Mdtodo de Baird- Parker para cuantif;cacidn

de S.aUrelUS . ......cor0suvrasansrsssssssvansere 65
Figura 10. Tratamientos termicos empleados en 1la

coccion de log Jamones ............euce0iianes. SO
Figura 11. Método de extraccidn de enterotoxina de

alimentos ........ v eaean. F I -1
Figura 12. Curva de erec;mientc de S.aureus S-6 en

medio BHI .................... e e, 97
Figura 13. Tasa de destruccidn del S.aureus en los

diferentes tratamientos tdérmicos .............. 88

Figura 14. Variacidn de las cuentas de S.aureus en el

jamdn cocide a 66 °C, durante su vida de

ANBGMEL ...t teart sttt catiatrartaesaesnse 99
Figura 15. Var;ac;on de las cuentas de $.aureus en el

jamdn cocido a 68 ©C, durante su vida de

ANBGUBL ... it i et e i et it eas, 100
Figura 16. Variacidn de las cuentas de $.aureus en el

jamon cocido a 70 °C,, durante su vida de

ANAQUEL . L.ttt ceeeea.. 102




CAPITULO I

INTRODUCCION

1.1 GENERALIDADES DE S_pureus

Taxondmicamente, el estafilococo ha sido
clasificado dentro de 1la familia Micrococcaceae. El genhero
Staphylococcus esta constituido por varias especies: S.aureus,
S.epidermidis, S.hyicus Yy S.intermedius, las cuales se

diferencian bdsicamente en la habilidad de producir coagulasa,
endonucleasa y de fermentar el manitol (cuadro 1).

El S.aureus se define como cocos gram positivos,
cuyo diametro se encuentra entre 0.8 - 1.0 micras. La forma como
sBe agrupan mas frecuentemente es en racimos. Son microorganismos
anaerobios facultativos, fuertemente catalasa positivos, no
mévilea, no forman eaporas y algunas cepas poseen cépsula o capa
viscosa (59).

Los estafilococos pueden desarrollarse en medios que
contengan 7.5 % de NaCl. La mayoria crecen a temperaturas entre
6.5y 45 °cC, siendo la dptima de 37 °C. El rango de valores de
pH que pueden tolerar esta comprendido entre 4.5 y 9.3, siendo el
intervalo mas favorable de 7.0 a 7.5. El valor de actividad de
agua (Aw) minimo para permitir el crecimiento aerdbico de las

c€lulas es de 0.86 (7)(59) (Cuadro 2).



CUADRO 1.

MEDIO DE
PRUEBA

Coagulasa
DNAsa
Manitol
Foafatasa
Pigmentacion

Hemdlisis

CARACTERISTICAS DIFERENCIALES DE LAS ESPECIES
DE Staphylocggcus.

S.aureus S.epidermidis S.hyicus S.intermedius
+ - v -
+ Ve v +
Acido \'A - -
vy v-
Dorado Blanca Blanca Blanca
+ Vs . - +

4 Variable, en su mayor{a positiva
Lt variable, en su mayoria negativa
3 variable

Fuente: Bergdoll, M.S. (1972)



CUADRO 2. FACTORES QUE INFLUYEN EL EL CRECIMIENTO DE

S.aureup
EACTOR MINIMO OPTIMO MAXIMO
AW 0.83-0.86 0.99-1.0 0.99-1.0
pPH 4.0 6.5-7.5 9.8
Temperatura
{°C) 6.5 30-37 45-47.8
NacCl
(%) ] 0 18

Fuente: Minor, T.E. (1971).



1.1.1 HABITAT

El sS.aureus es un organismo ampliamente diseminado
en la naturaleza, se puede aislar del aire, aguas, suelo, heridas
infectadas, membranas nasales, folfculos capilares, plel vy

perineo de animales de sangre caliente (7)(21).

1.1.2 AISLAMIENTO

Para facilitar el aislamiento de S.aureus, han
sido desarrollados varios medios selectives y diferenciales. El
uso de estos estd basado en su tolerancia al cloruro de sodio,
habilidad para reducir los teluritos, fermentacion del manitol y
reaccion con la lipovitelina, protefna del huevo (63).

El medio de Baird-Parker ha sido ' seleccionado
por la A.0.A.C. ( Asscociation of Official Analytical Chemists )
como el mas apto para el aislamiento de S.aureus de los

alimentos, conteniendo telurito de potasio y yema de huevo como

agentes diferenciales (93).

El S.aureus tiene la habilidad de reducir
aercdbicamente los teluritos a su forma metdlica, con 1la
consiguiente formacidn de colonias negras. Tambien utiliza la

lipovitelina del huevo de la siguiente forma:

a. Transparencia del medic yema de huevo por protedlisis.

b. Desarrolle de zonas opacas dentro de las zonas
transparentes, es decir, aparicidh de un precipitado blancoe
amarillento por la formacion de sales de calcio y magnesio

los dcidos grasos liberados (3)(63).



Las colonias de S_aureus en el medio de Baird-Parker
presentan la siguiente morfologia colonial: colonias negras,
brillantes, convexas, de 1-1.5 mm de diimetro, viscosas, rodeadas

por halos transparentes de 2-5 mm de diametro (2)(42).

La mayorfa de las cepas patdgenas de $.aureus presentan
las sigulentes caracteristicas bioquimicas: fermentan el
manitol, lactosa y sacarosa; producen hemélisis; sOn coagulasa
y fosfatasa positivas; reducen el azil de metileno y 1los

nitratos; producen termonucleasa e hidrolizan la urea (3).

1.1.3 FACTORES QUE AFECTAN LA RESISTENCIA
AL CALOR

Loe principales efectos del calor sobre 1las ce€lulas
microbianas son: desnaturalizacion de las protefnas, ruptura en
la estructura del acido desoxirribonucleico (DNA) v dafios en 1la
membrana citoplasmitica.

La desnaturalizacioch de las proteinas implicadas en la
respiracién Yy multiplicacidn celular, son consideradas como la
causa mas importante de muerte celular.

Russell (79), eehalc que en cdlulas no formadoras de
egporas, la degradacién del acido ribonucleice ( RNA ), se
relaciona eatrictamente con la muerte inducida por caleor.
Para que el crecimiento pueda iniciarse, eg necegario
reparar los dafos ocurridos en el RNA y en la membrana (4).

La resistencia al calor que pueden adguirir las células

auspensién, pH, tipo de tratamiento térmico, condiciones de



crecimiento Yy el metodo empleade para el recuento de

supervivientes (40)(85).

1.1.3.1 MEDIO DE SUSPENSION

Las caracteristicas f{sico-quimicas que presente el
medio de suspensién en que se calienten 1los microorganismos
influyen en su resistencia al calor.

El efecto mas importante sobre la resistencia al calor
lo ejerce el pH de la suspensidn, ademds de la actividad de agua
(Aw), 1la presencia de hidratos de carbono y lfPidoa. Debido a

que los alimentos varfan en estas caracter{sticas, la resistencia

(4).

1.1.3.2 pH

En forma general, los estafilococos resisten mejor el
calor en un pH proximo a 7.0. Conforme el pH se aleja de este
valor, ocurre un aumento en la sensibilidad t€rmica debido a que
tanto 1las proteinas como los microorganismos en pgeneral, van
perdiendo estabilidad. Por ello, para los tratamientos térmicos
en alimentos muy dcidos, es necesario aplicar menos calor para

lograr una disminucidn en el nimero de microorganismos (45).

1.1.3.3 ACTIVIDAD DE AGUA (Aw)

La resistencia al calor de 1las células microbianas

aumenta en proporcién a la disminucidn de la humedad,



La desnaturalizacion de las proteinas es un mecanismo
de muerte termica Yy 8e produce mas répidanente cuando pe emplea
calor humedo.

No ha sido establecida la forma exacta en que el agua
facilita 1la desnaturalizacidn térmica de las protefnas, pero se
ha seflalado que deternmina la formacidn de grupos -SH libres, con
el consiguiente aumento en la capacidad de las proteinas para
captar agua. La presencia de é€sta, permite la ruptura por el
calor de los enlaces pept{dicos, proceso que requiere mas energia

en ausencia de agua (45).

1.1.3.4 HIDRATOS DE CARBONO

La presencia de azdicares en el medio determina un
incremento en la resistencia térmica de los microorganismos
suspendidos en el. Probablemente, este efecto se deba
principalmente a la disminucion de la actividad acuosa, tanto del
medio que loa rodea como intracelularmente, causada por la alta
concentracidn de azicares (45).

Corry (18), halld que la sacarosa era el carbohidrato
que provocaba una mayor resistencia de las bacterias al calor.
El orden decreciente de su resistencia para los S carbohidratos
investigados fue: sacarosa » glucosa » sorbitol » fructosa
glicerina.

La presencia de carbohidratos mas complejos como el
almiddn o la pectina, parece dar alguna proteccidn a las células,

aumentando su estabilidad al calor (4)(85).



1.1.3.85 LIPIDOS

Los estafilococos suspendidos en grasas o aceites son
mas dificiles de destruir que aquellos que se ehcuentran en un
medio acuoso, debido a la escasa conductividad teérmica del aceite
Y a que la humedad celular Be ve directamente afectada (4)(45).

Sugiyama (89), demostro el efecto protector frente al
calor de los acidos grasos de cadena larga, Yya que al parecer

€stos son mas efectivos que los de cadenha corta.

1.1.4  INFLUENCIA DE AGENTES EXTERNOS
SOBRE EL CRECIMIENTO DE S.aureus

1.1.4.1 FLORA ANTAGONISTA

Cuando un alimento ha sido contaminado por S.aureus, el
desarrolle de éste puede ser influfdo por la presencia de otros
microorganismos (4S5).

Peterson et al. (71) vy Troller et al. (91), han
demostrado que los estafilococos son incapaces de competir con
las bacterias cominmente transmitidas por los alimentos, tanto en
los productos frescos como en los congelados. Es decir, a
temperaturas que favorezcan el crecimiento de los estafilococos,
la microflora normal de los alimentos es antagdnica a sy
crecimiento, actuando competitivamente frente a los elementos
nutritivos y modificando 1las condiciones ambientales hasta
hacerlas desfavorables para el crecimiento del estafilococo.

Las principales bacterias antagdnicas para S.aureus

incluyen: Acinetobacter, Aeromonas, Bacillus, Pseudomonas,




Enterobacteriaceae, Lactobacillaceae, Streptococcaceae Y

1.1.4.2 NITRATOS Y NITRITOS

El nitrato sodico (NaNO ) y el nitrito sodico (NaNO, )
forman parte de las fdrmulas empleadas para el curado de 1la
carne.

El nitrito sddico esta permitido en carnes curadas a
niveles que no excedan 156 ppm (15).

La accion del nitrito de sodio sobre los
microorganismos sSe lleva a cabo mediante el acido nitroso (HNO3z)
no disociado. Este puede reaccionar con una amplia gama de
sustancias, entre ellas la mioglobina, acido ascd}bico, fenoles,
aminas secundarias, grupos amino y tiol.

La accion antimicrobiana del acido nitroso es

dependiente del pH de la siguiente manera:

= Un pH arriba de 7.5 puede contribuir al crecimiento
bacteriano.

= El efecto antibacteriano cuando el pH se encuentra entre
6.0 y 7.0 es muy reducido, debido a que solo se encuentra
presente una pequena fraccion de acide nitroso no
disociado.

- A un pH entre 4.5 y 5.5 se tiene un amplio efecto
antimicrobianc.

* Debajo de pH 4.5, el dcido nitroso se descompone en écido
nitrico, dxido nitrico y agua, los cuales no tienen 1la

misma actividad contra los microorganismos (15)(45).



Concentraciones de nitrito de sodio del orden de 200
‘ug/g, no afectan el crecimiento de §;§g§§g§ o su produccion de
enterotoxina en caldo BHI ( Infusioh Cerebro~Corazdn ) a un PH
de 7.0. 8in embarge, 120 ug/ml de nitrite, 2 R de pal comin Yy
200 ug/ml de nitrato redujeron el total de enterotoxina producida

(55).

1.1.4.3 AHUMADO

El efecto conservador del ahumado, es resultado de la
combinacidn del secado y deposito de los agentes quimicos que
resultan de la descomposici&n termica de la lefa, entre éstos se
encuentran: acidos, alcoholes, aldehidos, cetonas, fenoles,
raesinas, compuestos de carbonilo, ceras y alquitranes. Los
Scidoa, fenoles y carbonilog, se consideran como los componentes
que mas contribuyen al olor y sabor del humo.

El1 formaldebfdo, los .ébidos y fenoles, son agentes
antimicrobianoa y se les considera responsmables de la mayor parte
de la aceidn antibacteriana en las carnes ahumadas.

El humo 1fquido a 0.08 % retrasa pero noc detiene el
crecimiente de las bacterias. Por encima de 0.4 %, los efectos
conservadores gon excelentes, pero el olor a humo es muy intenso

(&) .

1.1.4.4 CLORURO DE SODIO

Una de las formas mas antiguas de conservacich de los
alimentos es el empleo del cloruro de sodio (NaCl).

La concentracidn salina necesaria para impedir el

10



crecimiento microbiano depende del pH, actividad de agua, tipo de
microorganismo, temperatura vy composicioh quimica del sustrato
(25).

Dentro de los efectos de la gal sobre las bacterias, se
encuentran la plasmclisis, deshidratacidn, eupresidn del oxigeno,
interferencia con las enzimas y alteracidn del pH. Cuando su
concentracicn es muy elevada, los iones cloro o modio se vuelven
tdxicos .

La tolerancia a 1la sal de los microorganismos es
variable. Los estafilococos pueden resistir niveles de
aproximadamente 30 %, al igual que los micrococos y bacterias

formadoras de esporas (37)(45).

1.2 ENTEROTOXINAS ESTAFILOCOCICAS

Las enterotoxinas estafilococicas son protefnas
extracelulares producidas por algunas cepas de S.aureus en
ciertos alimentos y medios de cultivo en el laboratorio. Tienen
un peso molecular bajo, alta toxicidad, relativamente baja
antigenicidad y estan clasificadas en 7 grupos: A, B, Cy, C,,
C; , D y E; todas ellas tienen estructuras y propiedades

biologicas similares (46)(78}.

1.2.1 CARACTERISTICAS DE ENTEROTOXINAS

Las enterotoxinas puras son de color blanco,

higrosc&ﬁicas, muy solubles en agua y soluciones salinas.
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Algunas de las propiedades fisicas y quimicas de las
enterotoxinas ge ilustran en el cuadro 3 (60).

Cuande se encuentran en estado activo, pueden resistir
la accion de enzimas proteoifticas tales como tripaina,
quimotripsina, renina y papaina, ademas, son de lae pocas toxinas
bacterianas de naturaleza proteinica resistentes al calor
{7)(45).

Metzger, et al. (57), realizaron un estudio donde
demogtraron que 3.0 x 10‘ U.F.c. {Unidades Formadoras de
Coloniae ) / ml, produjeron 1.46 +/- Q.51 ug de enterotoxina
B / ml, en medio Agar Soya Tripticasa (AST).

En los alimentes, las enterotoxinas no resultan
completamente inactivadas por la coceidn normal, la
pasteurizacidn u otros tratamientos teérmicos corrientes. Tatini
{90), afirma que el tratamiento teérmico no garantiza 1la
inactivacion de dichas toxinas. Por otra parte, a dosis iguales,
las toxinas que han pasado por un tratamiento t€rmice, presentan
mayor actividad biologica que las no tratadas.

Read et al. (?73), demostraron que los preparados brutos
de toxina son mas termoestables que las toxrinas puras.

La enterotoxina B es la nmas termoestable, requiriendo
para su inactivacicn un calentamiento a 99 °C durante 87 minutos
6.

El <calentamiento de la enterotoxina B a 60,80 y 100 °C
provaca una répida pérdida de 1la activacion de 1la misma,
debido tanto a 1la accidn té€rmica, como a la unidn de &ata
enterotoxina con las protefnas de 1a carne (mioglobina o

metamioglobina) (73(81).
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CUADRO 3. CARACTERISTICAS FISICAS Y QUIMICAS DE LAS
ENTEROTOXINAS ESTAFILOCOCICAS

EROPIEDAD A B € Ca P | 4
PESO MOLECULAR 27,800 28,366 34,100 34,000 27,000 29,600
DOSIS EMETICA
( Ebgy ug/mono) 5 5 5 5~10 20 10-20
CONTENIDO DE
NITROGENO (%) 16.2 16.1 16.2 16.0 - -—
PUNTO
ISOELECTRICO 6.9 8.6 8.6 7.0 7.4 7.0
ABSORCION -
MAXIMA (nm) 277 277 277 277 378 377
VISCOSIDAD . .
REDUCIDA (ml/g) 4,07 3.81 3.40 3.70 -— C-=

Fuente: Bryan, F.L. (1979)
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Jamlang et al. (44), encontraron una pe}didu mas répida

de la actividad inmunoldéica cuande la enterotoxina B fue

calentada en una solucion reguladora de acetatos o fosfatos a una
temperatura de 70 a 80 °C, que a la temperatura de 90 a 100 °C.
Reichert y Fung (74), demostraron que la enterotoxina B

inactivada por el calor, despues de 24 horas de almacenamiento

podia reactivarse dependiendo del tiempo de calentamiento y

temperatura aplicada, habiendo una mayor recuperacion despu€s de

ser sometida a 80 °C.

1.2.2 COMPOSICION QUIMICA

Las enterctoxinas son cadenas simples de polipéptidos
que contienen cantidades relativamente grandes de lisina,
aspartato, glutamato Yy tirosina. Aunque existen diferencias en
1a co-posicién de 1las mismas, estas no revisten mayor
significancia, excepto por el efecto que pueden ejercer sobre su
punto isoelectrico (7).

La enterotoxina B esta formada por 239 aminoacidos
{cuadro 4), siendo el aminoacido N-terminal el acido glufgmico Y
el C-terminal la lisina (23). Tiene un puente disulfuro entre 2
moléculas de cisteina, localizado en el centro de la proteina
(23)(46)(48) (figura 1).

Chu et al. (92}, estudiaron el afecto de la
acetilacidn, succinilacicn, guanidinacidn y carbamilacidn sobre
la actividad biolégica de la enterotoxina B, producida por cepas
S-6. Demostraron que la guanidinacién del 90 % de loa restos de

lisina no tiene efecto sobre la actividad de 1la enterotoxina.
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CUADRO 4, COMPOSICION DE AMINOACIDOS DE LA ENTEROTOXINA B
. ( 8/100 g proteina )

Amincacido %

Alanina 1.3
Arginina 2.7
Aspartato 18.1
cisteina 0.7
Glutamato 9.5
Glicina 1.0
Histidina 2.3
Isoleucina 3.5
Leucina 6.9
Lisina 14.9
Metionina 3.5
Fenilalanina 6.2
Prolina 2.1
Serina 4.1
Treonina 4.5
Tirosina 11.5
Triptofano 1.0
Valina 5.7

Fuente: Bergdoll, M.S. (1972)
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Sin embargo, la acetilacidh, succinilacion y carbamilacich
disminuyen la carga neta positiva de la toxina, aportada por los
grupos  agino. Se piensa que la carga positiva normal de 1la
toxina juega un papel importante en la actividad em€tica y su

capacidad combinatoria con anticuerpos especificos.

1.2.3 CONDICIONES PARA LA PRODUCCION
DE ENTEROTOXINAS

1.2.3.1 COMPOSICION ATMOSFERICA

Metabdlicamente, S.aureus se considera como una
bacte;ia anaerobia facultativa que crece con mayor velocidad bajo
condiciones aerébicas, por lo tanto, la aereacion tiene un efecto
positivo en su crecimiento y s{ntesis de enterotoxinas (B84).

McLean et al. (55) y Dietrich et al. (22), encontraron
que 1la aereacion con agitacion a 37 °C, permite que S.aureus
produzca mayor enterotoxina B. Con un 100 % de oxigeno disuelto,
el crecimiento del microorganismc a 37 °C es méximo, pero no hay
si{ntesis de enterotoxina B. La maxima produccién de dicha
enterotoxina se da con 10 % de oxfgeno disuelto.

En los alimentos, S.aureus crece y produce enterotoxina
bajo condiciones anaerdbicas. Genigeorgis et al, 31),
reportaron que la enterotoxina B se produjo en jamones incubados
a 22 y 30 °C, ambos bajo condiciones aerdbicas y anaerdbicas.
Mientras que el crecimiento de S.aureus puede predecirse, no se
puede anticipar la producci&n de enterotoxina en jamones.

Cuando se ha inoculado e incubado S.aureus en

camarones, bajo condiciones aerdbicas y a temperaturas menores de
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26 °C con aereacion, Be detectd produccicn de enterotoxina B

despues de 7 dfas (84).

Bennett Y Amos (5), encontraron que sandwiches

conteniendo niveles detectables de enterotoxina, fueron

organolépticamente aceptables,

1.2.3.2 TEMPERATURA
La temperatura para 1la producci&h de enterotoxina

empleada con mayor frecuencia es de 37 °cC. La toxina puede

sintetizarse a temperaturas de 25 y 30 °C, pero en menor cantidad
que ha 37°C (13). MclLean et al. (55), reportarocn que solo
pequenas cantidades de enterotoxina B se produjeron a 16 y 20 °C.
La cantidad decrecid marcadamente conforme la temperatura

disminuyoﬂ

Hojvat y Jackson (35), realizaron un estudio sobre la
produccién de enterotoxina B en medio BHI con agitacidh y a
diferentes temperaturas (cuadro 5).

Genigeorgis (31), observe que Jjamones almacenados
anaerdbicamente a 10, 22 y 30 °C, presentaron crecimiento de
S.aureus y produccidn de enterotoxina B.

Algunos resultados de estudios en los cuales emplearon

medios microbioldgicos mintdticos sugieren que:

a. La temperatura thima para la produccién de enterotoxina son

pocos grades por arriba que la de crecimiento.

b. Los cambios en la temperatura, afectan mas fuertemente la
sintesis de enterotoxina que el crecimiento del
microorganismo.

18



CUADRO &§. PRODUCCION DE ENTEROTOXINA EN CALDO BHI
TIEMPQ TEMPERATURA CANTIDAD ENTEROTOXINA
(dias) ¢ °c ) (ug /7 ml )

8 3s 1,000

8 30 300

8 25 150

8 20 25

Fuente: Hojvat y Jackson (1969}
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Aquelles alimentos que son sujetos a algdn abuso en la
temperatura de almacenamiento ( » 10 °C), deben ser considerados
como candidatos potenciales para producir un atagque de
intoxicacidn.

La reduccicn en la produccicn de enterotoxina a bajas
temperaturas, es debido a un efecto directo en la biosintesis de
toxina, o ©bien, como resultado de algdh cambio en el estado

fisioldgico o nutricional del microorganismo (70)(84).

1.2.3.3 ACIDEZ2

El pH al cual algunas cepas de §S.aureus crecen,
dependeré del tipo de medio, concentracion de sal, tamaho del
indculo y atmdsfera. La produccidn de enterotoxina se limita a
un pH de 5.15 a 9.0 (83).

Genigeorgis et al. (32), demostraron que el pH mas bajo
que permite el crecimiento y produccién de enterotoxina de

ureus aerdbicamente es de 4.0.

Scheusner et al. (82), demostraron que la enterotoxina
B se detectd en un tiempo de 4-6 horas en caldo BHI, incubado a
37 °C y ajustado inicialmente a un pH de 5.02 o 9.08. Cuando se
parte de un pH de 6.8, hay mayor produccién de enterotoxina B que
de un valor inicial de 5.3 a 6.0 (75).

Scheusner y Harmon (83), estudiaron que la enterotoxina
estafilocodcica es producida en una variedad de alimentos, cuyo
rango de pH va de 5.5-6.6, peroc no la detectaron en aguellos cuyo

pPH fuera inferior a 5.0,
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Los alimentos en cuyo PpProceso esta’ implicado una
fermentacion o acidificaci&h, en caso de haber sido preparados en
forma apropiada, no deben presentar suficiente crecimiento de
S.aureus como para que se lleve a cabo la biosintesis de
enterotoxina, aun cuando exista un abuso en la temperatura de

almacenamiento (60)(65).

1.2.3.4 CLORURO DE SopIo

su desarrollo, tales como pequefias cantidades de Na” y c1”.

La optima produccich de enterotoxina se realiza con 0 %
de NaCl, pero puede producirse en un rango de 0-10 3. La
sintesis de enterotoxina B decrece de un valor de aproximadamente
500 ug/ml a 0 ug/ml, al incrementarse el nivel de NaCl de 0 a
10 X (55).

Empleando el medio BHI con un pH inicial de 6.0 a 6.9,
Genigeorgis y Sadler (30}, encontraron abundante produccién de
enterotoxina B despues de incubar a 37 °C durante 48 horas, en
presencia de 2-6 % de NaCl; hubo una reduccidn en la sintesis con
un 8 % de NaCl y no la hubo con 10 % de sal (84).

Para reducir el consumo de sodio, se ha sugerido que el
NaCl sea reemplazado parcial o completamente por KCl, MgCl,
CaClz o una combinacion de dichas sales, aunque ho se conoce el
efecto que pueden tener sobre el crecimiento y produccién de
enterotoxina (66).

Morita et al. (61), demostraron que el adicionar Mg al
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medio de cultivo, - estimula la produceish de enterotoxina por

S-aureus.

1.2.3.5 DANO SUBLETAL

Cuando S.aureue ee sujeto a factores como calor, frfo,
radiacién o agentes quimicos, presenta un dafic celular evidente
(24)(39).

La principal manifestacidn de dafic en S.aureus, es la
péraida en la composici&n de la membrana. asf, algunos
componentes celulares como acidos nucleicos, aninoibidos,
péptidos, 1{pidos y iones, pueden encontrarse en el medio
extracelular como respuesta (36)(38)(41).

Las celulas dafadas presentan una mfinima capacidad
metabdlica y no pueden llevar a cabo la sintesis de enterotoxina
{10). Sin embargo, <cuando ocurre un daflo por efecto del calor,
puede haber una recuperacion del microorganismo al ser
transferido a un medio que contenga una fuente de aminoécidos,
glucosa, fosfato y magneslio (36)(41)}.

Colline~-Thompson et al. (16), demostraron que cuando
un medio microbioldgicamente adecuado, la bacteria reparada pudo
crecer, su desarrollo y sintesis de enterotoxina B, fueron
similares a aquellas celulas sin dabno. Del wismo modo,
sugirieron gque el S.aureug dafiado por algin proceso en la
elaboracion de alimentos, puede recuperarse e iniciar la sintesis
de enterotoxina, sobre todo a temperaturas de almacenamiento

elevadas (84).
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1.2.9 DETECCION DE ENTEROTOXINAS

Los principales nétodos para la deteccich de
enterotoxinae, pueden dividirse en sistemas bioldgicos y
meroldgicos.

En los sistemas eerol&éicos, Be aprovecha la propiedad
que tienen las enterotoxinae de producir anticuerpos en animales
de laboratorio (7).

El hecho de poder formar un precipitado al reaccionar
el antigeno con el anticuerpo, se emplea como base de varios
reétodos para demostrar la presencia de enterotoxinas. Algunos
csistemas seroldgicos propuestos para el engayo de las

enterotoxinas comprenden:

a. Prueba en tubo de difusicn en gel.

Se enplea un tubo en el cual se tiene antitoxina
previamente incorporada en el agar. Se agrega la solucidn que
contiene la enterotoxina y se observa la precipitacion en la zona
de eguivalencia. Tiene una sBensibilidad de 5-200 ug/ﬁl dé

enterotoxina.

b. Prueba de doble difusion en gel.

Esta prueba tiene una sensibilidad de 5-10 ug/ml de
entarotoxina. Se emplea una placa en la cual se realizan algunas
perforaciones. Se coloca la solucion con el antfgeno y
anticuerpo en pozos adyacentes, al difundir se formard una banda
de precipitacién en el punto en que interaccionan. Esta tecnica
se emplea para detectar la presencia de enterotoxina en extractos

obtenidos de alimentos.
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<¢. Prueba de prccipltncién an tubo.
Es una prueba cuantitativa, la cual se realiza poniendo
en contacto la toxina con la antitoxina correspondiente. Se

analiza el nitrégeno total en la zona del precipitado por 1la

técnica de micro-kjeldahl (92).

d. Prueba de henuglutinncién.

En este méiodo. los anticuerpos estan unidos a
eritrocitos. Esta solucion se pone en contacto coh la
enterotoxina y si hay suficiente concentracion de antigeno, Be
llevara a cabo la reaccidh de aglutinacidn. La sensibilidad de

la teécnica es de 0.0015 ug/ml de enterotoxina (92).

e. Prueba de difusidn radial mimple.

La prueba tiene una sensibilidad de 1.0 wug/ml de
enterotoxina. El antisuero se agrega al agar, se mezcla y se
vierte en placas que se dejan enfriar. Se realizan perforaciocnes
y se colocan concentraciones diferentes de enterotoxina. Se deja
la placa incubar durante 24 horas en un ambiente hiumedo. La
enterotoxina habra difundido alrededor de los pozos formando un
anillo de precipitaciéh, el cual puede ser medido y asi elaborar

una curva estandar (92).

f. Prueba de radicinmunoensayo.

La prueba tiene una sensibilidad de 0.0015-0.010 ug/ml
de enterotoxina. El procedimiento en general consiste en que la
antitoxina especifica pe adsorbe sobre una placa sensible para
antigenos. Se agrega la toxina marcada con I“' y se deja actuar

por un tiempo, se remueve la enterotoxina excedente y se
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determina radiocactividad emitida (8)(92) (Figura 2).

g. EL1SA (Enzyme Linked Immunosorbeant Assay).

Es una de las tecnicas mas rapidas y especi{ficas para
detectar la presencia de toxinas estafilocdcicas. La
sensibilidad del método en el caso de alimentos es de menos de
0.1 ng por ml de extracto. Los principios para esta prueba son
identicos a los de radiocinmunocensayo.

Este método incluye el uso de una enzima unida a 1la
enterotoxina o anticuerpo especifico. La enzima frecuentemente
se encuentra unida al anticuerpo de manera que la cantidad de
enzima-anticuerpo que de el desarrcllo del color, sera
directamente proporcional a la cantidad de enterotoxina en 1la
muestra probada.

El método en general es el siguiente:

a. En una placa de microtitulacidh, se agrega el ant{geno
especifico (extracto del alimento) a probar. Se lava la placa
despuéﬂ de un tiempo de reaccidn.

b. Agregar la solucidn que contiene el anticuerpo. Dejar
actuar por un tiempo.

c. Adicionar un ligando, que tendra la capacidad de unirse
especfficamente al anticuerpo. Este ligando contiene la
enzima correspondiente (por ejemplo, peroxidasa).

d. Observar el desarrollo del color colocando scobre la placa el
sustrato (cromdgeno), que por medic de la accion de la enzima,
produce una reaccion colorida que puede medirse con un lector

espec{fico para placa de microtitulacidn (9)(27) (48)
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(. Figura 3 ).

1.3 INTOXICACION ESTAFILOCOCICA

Debido a que los casos individuales de intoxicacicn
estafilocdcica no soh denunciados Yy @ que numerosas personas
afectadas no acuden al médico, se desconoce 1la extension e
importancia de la enfermedad (46).

Se carece de datos fehacientes sobre el minimo de
enterotoxina necesario para producir sintomas en las personas.
Gilbert (56), estudic que los sintomas resultan de una variacidn
de 0.015 a 0.357 ug de enterotoxina por kilo de peso corporal,
as{ como una variacidn en la sensibilidad a la toxina entre
individuos (46).

Hobbs (33), indicd gque debe haber de S00,000 a
1,000,000 de células de S.aureus por gramo, para poder producir
sintomas de toxiinfeccidén alimenticia en el hombre.

Genigeorgis et al. (31), observaron que el recuento
celular minimo sobrepasaba 4 x 10 U.F.c. en los jamones
toxigéhicos e hicieron notar que incluso tras un periodo de
incubacion de dos meses a 10 °c, éstos conservaban su aspecto
normal, aun conteniendo mas de 10* estafilococos por gramo de
carne.

El perfodo de incubacich de un brote tipico, suele ser
de 30 minutos a 8 horas, con un mayor numero de ocurrencias a las

2-4 horas siguientes a la ingestion del alimento sospechoso.
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. { Figura 3 ).

1.3 INTOXICACION ESTAFILOCOCICA

Debido a que los camos individuales de intoxicacion
estafilococica no son denunciados Y a que numerosas personas
afectadas no acuden al médico, s=se desconoce 1la extension e
importancia de la enfermedad (46).

Se carece de datos fehacientes sobre el minimo de
enterotoxina necesario para producir sintomas en las personas.
Gilbert (56), estudid que los s{ntomas resultan de una variacicn
de 0.015 a 0.357 ug de enterotoxina por kilo de peso corporal,
as{ como una variacidn en la sensibilidad a la toxina entre
individuos (46).

Hobba (33), indicé que debe haber de 500,000 a
1,000,000 de células de S.aureus por gramo, para poder producir
sintomas de toxiinfeccidn alimenticia en el hombre.

Genigeorgis et al. {31), observaron que el recuento
celular minimo sobrepasaba 4 x 16° U.F.c. en 1los jamones
toxigehicos e hicieron notar que incluso tras un per{odo de
incubacion de dos meses a 10 °C, €£stos conservaban su aspecto
normal, aun conteniendo mas de 10‘ estafilococos por gramo de
carne.

El periodo de incubacicdn de un brote tipico, suele ser
de 30 minutos a 8 horas, con un mayor nJmero de ocurrencias a las

2-4 horas sBiguientes a la ingestién del alimento sospechoso.
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La gravedad de los sintomas var{a segun la
concentracidn de enterotoxina en el alimento, la cantidad
ingerida de €ste y a la susceptibilidad del individuo. Los
principales sintomas son: nauseas, vdmitos, calambres abdominales
y diarrea. En algunos brotes, tambien pueden producirse shock,
anorexia, cianosis, salivaci&h, malestar, sudoracion v
deshidratacion (13).

El mecanismo de accion de la enterotoxina no esata
entendido completamente, pero probablemente causa vomito v
diarrea por su accion emetica en la regidn abdominal (24).

Los sintomas suelen atenuarse al cabo de uno o dos
dias. Debido a l1a rapidez con que se instauran los s{ntomas ¥y a
la corta duracion de la enfermedad, rara vez se recurre a un

tratamiento (13).
1.3.1 INCIDENCIA EN MEXICO

El Laboratorio Nacional de Salud Pﬁblica, particip6 en
un estudio en el que se realizd una revisicdn de toxiinfecciones
alimentarias de origen microbiano y parasitario entre 1980 y
1989.

Se confirmaron un 7?3 R de brotes de intoxicacion. Los

lugares donde se presentaron con mayor frecuencia fueron:

4
Reuniones 24.1
Escuelas o
guarderias 10.3
Restaurantes 8.6
Hogpitales 8.6
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El microorganismo que estuve implicado de una manera

muy importante fue el S.aureus, responsable del 48.2 % de los

brotes.

Los alimentos mayormente implicados se mencionan a

continuacidn (19):

%
Quesos 29.3
Pasteles 15.5
Carne 15.1
Leche 13.8
PeBcados y
mariscos 7.0

1.3.2 ALIMENTOS IMPLICADOS

Los alimentos implicados en intoxicaciones
estafilocdcicas son: carne de res y cerdo, aves, mariscos,
huevos, 1leche y sus derivados, productos de panificacidh, frutas
y hortalizas, ensaladas y carnicos procesados.

La carne en lata, 1la mortadela, el jamén Yy el cerdo
ahumado, constituyen los principales vehfculos de enterotoxina.
Las carnes frescas casi no intervienen debido a que se trata de
productos perecederos que suelen conservarse en el refrigerador a
temperaturas que no facilitan el crecimiento y/o produccidh de
enterotoxinas. Las carnes ahumadas, en cambio, muchas veces se
dejan imprudentemente a temperatura ambiente.

Algunae ensaladas como la de papa, macarrones o atin,
son a veces causa de brotes de intoxicacidn. Diversos productos
de pasteleria y panificacidn, tales como flan, crema, merengue,
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pastel de limdn y bufiuelos rellenos, estan implicados de una
manera significativa. Los brotes causados por los rellenos
utilizados en las pasteleriae, constituyen un excelente medio de
cultive en donde los estafilococos se desarrollan perfectamente a
la temperatura ambjiente.

En las mesas que conservan callentes los alimentos en
las cafeterfas, restaurantes y maquinas expendedoras de alimentos
calientes, puede tener lugar el desarrolle de estafilococos y la
produccidn de toxinas (4)(28).

Otros productos involucrados son la salsa holandesa, el
budin de pan, los aderezos a base de carne de aves, salsas, Jugos

de carne y arroz frito (4).

1.4 GENERALIDADES DEL JAMON

Dentro de la clasificacion de los derivados cé}nicos,
se encuentra 1la siguiente division en base a los cortes de 1la
carne:

= Picados. Implican subdivisidn de la carne cruda y el
producto final esta formado por pequefias porciones de carne.
Dentro de esta divisidn se encuentra el jamdn troceado cocido,

mortadela, salami, etc.

- No picados. Se preparan a partir de carnes completas

e intactas. En este grupo se encuentra el Jamén cocido de pierna
(72).

Se denomina * jam5n * al producte elaborado con carne

de la pierna trasera del cerdo, separada transversalmente del

resto del costado en un punto no anterior al extremo del hueso de
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CUADRO 6. COMPOSICION DEL JAMON COCIDO

COMPONENTE z

Agua 230-64
Grasa 5-49
Protefna 15-27
Cenizas 2-4
NaCl 5-10

Fuente: Egan, H. (1988)
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la cadera, excluyendo la carne picada no triturada. La carne
deberd curarse y podra’ tratarse con especies y sgustancias
aromaticas para posteriormente cocerse o ahumarse (56).

La ccmpoaieidh del JSamon curado se presenta en el

cuadro 6 (24).

1.4.1 CONTAMINACION DE CARNE FRESCA
DURANTE SU OBTENCION

La calidad de los productos carnicos aptos para el
consurmo humano, es inseparable de la higiene durante su obtencion
¥ en cada una de las etapas productivas.

Las fallas higiehicas durante la matanza y destace,
influyen en una gran contaminacidn microbiana de la materia prima
carne, la cual no puede ser compensada por ninguna otra medida
posterior de la producciéh, mas aﬁh, se programa de antemano una
inevitable disminucidh cualitativa en los productos finales (86).

La contaminacicn mas importante de la carne es de
origen externo,durante el sacrificio, manipulacidh y tratamientos
a que se somete. Durante la sangria, desuello y cuarteado de los
animalea, las principales fuentes de microorganiamos son las
partes externas del animal (piel, pezuﬁas y pelo), conteniendo
ademas de su flora natural, gran numeroc de contaminantes que
proceden del suelo, agua, piensos y esti€rcol. Los cuchillos,
pafios, aire, manoe y ropa del personal, son posibles fuentes de
contaminacidn intermedia (28). Durante la evisceracioﬁ, puede
presentarse una contaminacion a partir del intestino.

La conservaci&% de la carne, como la de casi todos los
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alimentos que se alteran con facilidad, se lleva a cabo por una

7 ’
combinacion de metodos. A menos que el enfriamiento se realize

inmediatamente y con rapidez despuéh del sacrificio, la carne
puede experimentar cambios perjudiciales en Bu apariencia y
sabor, ademds de soportar el crecimiento de microorganiemos antes
de ser convenientemente tratada para 8y conservacion, El
almacenamiento durante un tiempo prolongado a temperaturas de
rerrigeraeiéh. puede hacer aumentar ligeramente 1la carga
microbiana (28).

1.4.2 FUNCION DE LA MATERIA PRIMA

A continuacidn se describen los ingredientes

tradicionales que se emplean en la elaboracidn del jamdn:

1.4.2.1 Carne. Se define como el tejido muscular
de animales sanos. Contribuye al valor nutricional y textura de
los Jjamones mediante sus compoenentes principales que son:

proteina, grasa y agua.

1.4.2.2 Grasa. La grasa empleada afecta en forma
deseable la jugosidad y suavidad de los jamones. Sus funciones

son: ¢
s Mejorar la suavidad, jugosidad y sabor del jamon.

» Congtituir una fuente de energfa.

= Dar efecto de satisfaccionh al consumidor.

1.4.2.3 Sal. Tiene las siguientes funciones:

* Mejorar el sabor.

34



®* Contribuir a ligar agua debido a que aumenta la

cantidad de prote{na soluble potencialmente
utillizable.
* Influye en la conservacion del Jjamdn. Aunque log

niveles wutilizados no son elevados, previene el
crecimiento bacteriano, inhibiendo el desarrollo de

la flora normal.

1.4.2.4 Sazonadores. Producen sabores deseados
que influyen en la aceptabilidad del producto per el consumidor.
El mas empleade en la elaboracich del jamon es el glutamato

7
monosodico.

1.4.2.5 Fomfatos. Incrementan la capacidad
ligante de agua del musculo al interaccionar con sus proteinas,

aumentando su hidratacion y solubilidad.

1.4.2.6 Azucares. Son utilizados en los jamones
en pequefias cantidades. Realzan el sabor de la sal y algunas

especias, ademas de impartir sabor dulzoh a los productos.

1.4.2.7 Agua. Es probablemente el ingrediente
mas importante. Su adicicn en 1la elaboracidn de Jjamdn es
esencial pues contribuye a una adecuada jugosidad en su textura y

asabor.

1.4.2.8 Nitrito de sodio. Desempefia  las

siguientes funciones en embutidos:

* Impartir al producto terminado la coloracion y

sabor de carne curada (Figura 4 ).
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FIGURA 4. CAMBIOS QUE PUEDEN OCURRIR DURANTE EL
CURADO DE LA CARNE

Fuente: Frazier, W.C. (1981)
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* Inhibir el desarrollo del Cl.botulinum (80).

1.4.3 ELABORACION JAMON COCIDO TROCRADO

El proceso de elaboracion del jamdn troceado cocido se

describe a continuacidn:

a.

Se selecciona la carne, eliminando el exceso de grasa.
Cortar en cubos de aproximadamente 5 ¢m por lado.

Afiadir S00 ml de malmuera por cada 3 Kg de carne.
Masajear vigorosamente durante 30 minutos.

Los jamones &me dejan curar durante 16-24 horas a una
temperatura aproximada de 5 °C.

Se enfunda una cantidad de jamon correspondiente al
tamafio del molde en una malla de algoddn.

Se coloca la tapa al molde ejerciendo una presich
uniforme.

Se sumergen los moldes en pailas con agua a 70-80 °cC,
hasta que la temperatura en el centro alcanze los 70 °C.
Se saca el Janén del molde y de la malla. Se lava con
agua tibia y se recortan los bordes sobresalientes.

Los Jjamones se embuten en fundas de plastico y se ata el
extremo.

El producto se comercializa bajo refrigeracién (S54)

( Figura 5 ).
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FIGURA 5. METODO DE ELABORACION DE JAMON TROCEADO COCIDO
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1.4.4 TRATAMIENTO TERMICO EN CARNES CURADAS

El tratamiento . t€rmico de carnes curadas se lleva a
cabo en autoclaves con agua o aire caliente, o bien, en tanques
abiertos con agua a temperaturas de 70 a 85 °C, lo que da lugar a
una temperatura final en el centro del producto entre 65 y 75 °C.

Los productos que se manipulan despu€s de tratados
térmicamente, pueden contaminarse al ponerse en contacto con el
equipo o personal, con una flora gue crece bien a pesar del
contenido de sal y nitrito, siendo los aumentos en las cuentas
bacterianas de unas 10 veces por semana a 5 °C y de 100 veces a
10 °cC.

El patégeno mas importante de las carnes curadas
pasteurizadas es el S.aureus, que rara vez sobrevive a un
tratamiento teérmico, pero que frecuentemente es un contaminante
procedente de las manos de las personas que manipulan y envasan
las carnes despues de procesadas. Su crecimiento no lo controlan
lams concentraciones corrientes de sal y de nitritos, ademSB, a
temperaturas adecuadas para su crecimiento aerébico, forman

enterotoxina (23).

1.4.4.1 PROCESO DE COCCION EN JAMONES

El proceso de coccidn debe programarse de manera que se
compaginen la capacidad de conaervacién, enrojecimiento y
estabilidad del color, con un rendimiento y sabor aceptables.

Los Jjamones 8se cuecen en funcidn de su temperatura
interna. Son suficientes temperaturas internas de 62 o 64 °c.

Si los productos curados cocidos se fabrican para
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introducirse en envases © conservarse en recipientes, se
reconienda siempre incrementar la temperatura interna a 70 °C y
mejor todavia, a 72 °c. cada grado de aumento de la temperatura
de escaldado, proporciona una capacidad de conservacicn y
estabilidad del color sustancialmente mas largas.

Los gérmenes acidificantes y alteradores del color como
lactobacilos y estreptococos, no se pueden destruir con
temperaturas internas de 64 °C, En la cocciéh, hasta que &e
logra alcanzar la temperatura interna deseada, conviene tener en
cuenta que la aplicacién de calor debe Buspenderse cuando la
temperatura alcanzada este unos 2 o 3 gradoe por debajo de la
temperatura interior prevista como 6ptima, Ya que en el seno del
jamon tiene lugar todavia una elevacion de la temperatura, aun
cuando la 2zona cortical ya se haya enfriado. De esta manera,
pueden evitarse perdidas innecesarias por coccion como
conaecuencia de alcanzar temperaturas internas demasiado

elevadas (29).

1.4.4.2 NORMAS QUE APLICAR DURANTE EL
CALENTAMIENTO
Existen algunas reglas que deben observarse al llevar a
cabo la coccidn de embutidos, estas son:
= Cocer de acuerdo a la temperatura interna.
»  Temperaturas internas de 62 a 64 °cC, son
insuficientes desde el punto de vista de la

capacidad de conservacion.
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* No elevar las temperaturas internas por encima de

75 °C (29).

1.4.5 NORMAS MICROBIOLOGICAS

Lag especificacionese microbioldgicas para el jamon

cocido estan resumidas en el cuadro 7 (64).
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CUADRO 7. ESPECIFICACIONES MICROBIOLOGICAS PARA
EL JAMON COCIDO

PRUEBA CUENTAS PERMITIDAS

. / g maximo )

Mesof{licom Aerobios 100,000
totalesa
S.aureus 1,000
Salmonella Negativo en 25 g

Fuente: Norma Oficial Mexicana (1984)
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1.5 JUSTIFICACION

Por lo antes expuesto, se asume qQue en nuestro pafs, la
ingesta de productos carnicos procesados, constituye una cauma
muy importante de morbilidad por intoxicaciones. Las cepas
enterotoxigenicas de S_.aureus, son

responsables de

aproximadamente un 48 X de los brotes registrados.

Por otra parte, debido a que se ha reportado que el
estafilococo #se destruye a las temperaturas de coceion de 1los
embutidos, se ha estudiado que la presencia de déate
microorganismo en los productos antes mencionados, se debe
fundamentalmente a una manipulacioﬁ sanitaria deficiente en la
obtencién de la carne en los rastros, durante su proceso y en la

distribucion del producto.

Por 10 tanto, 8e propone un estudio de los afectos que
tendra sobre el S.aureus, en cuanto a su viabilidad y capacidad
productora de enterotoxina B, al realizarse operaciones termicas
deficientes en la elaboracidn de embutidos cocidos, como el

jamdn.

43



CAPITULO 11

OBJETIVOS

Determinar la viabilidad de S aureus al ser
sometido bajo diferentes condiciones de tiempo vy
temperatura, enmpleados en la industria para 1la

elaboracich de Jamoﬁ.

Analizar la capacidad de produceich de

enterotoxina del S$.aureus S-6, en janones sometidos

a diferentes tenperaturas de coceidn v
almacenamiento.
Determinar la variacion de U.F.C. { Unidades

fisica de los jamones en el transcurso de la vida de

anaquel del producto elaborado.
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Para

actividades:

CAPITULO 111

MATERIALES Y METODOS

Comprobacién de la producciéh de enterotoxina.

este estudio, pe realizaron las siguientes

Prueba de inmunodifusion radial simple modificada

para la identificacidn de la enterotoxina B.
Estandarizacion del incculo.
Analisis microbiologico de la carne.

Formulacion y proceso de elaboracich de

troceado cocido.
Analisis microbiclaﬁico de los jamones.

Extraccidn y deteccioh de enterotoxina.
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3.1 Caracterizacich de la Cepa de S_pureus S-6.

Se empled S.aureus S-6 productor de enterotoxina B,
cepa proporcionada por el Laboratorio de Microbiologfa Sanitaria
de la Escuela Nacional de Ciencias Biol&gicae. Para
caracterizarla, Be le realizaron las pruebas que a continuacich

se mencionan.

3.1.1 observacion microscopica. Se tomo una asada de
un cultivo de 24 horas en caldo BHI y se llevo a cabo una tincion
de Gram, para observar la agrupacidh de cocos en racimos, Gram

positivoms, tipicos de S.aureus (11).

3.1.2 Morfologia colonial. Se sembro por la tetnica

ae 1ey6 la morfologia colonial en las colonias aisladas.

3.1.3 Prueba de coagulasa. Se agregaron a un tubo de
ensayo 0.5 ml de plasma humano o de conejo con 0.5 ml de un
cultivo puro en caldo de 18-24 horas. La auspensiéﬁ del
organiemo se 1ogr6 girando suavemente el tubo, el que se incubo’
en baflo de agua a 37 “cC. Si al cabo de 4 horas no hay presencia
de coégulo, se deja en el bafio o en incubadora a 35-37 °C hasta

el dia siguiente (53).

3.1.4 Prueba de termonucleasa. En una caja de petri
chica, se colocaron 6 ml de agar DNAsa fundido. Una vez

solidificado, se realizaron perforaciones de 2 mm de didmetro.

°C durante 15 minutos. Con una pipeta pasteur, se tomé parte del
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cultivo y se adiciond a los pozos. Se incubd en camara hiumeda a
37 °C durante 4 horas. Como revelador se utilizd una solucion de
HCl 1 N, que cubriera la superficie de la caja. La aparicidn de
un halo claro alrededor del pozo Be considera como prueba

pomitiva (50)(Figura 6).

3.1.5 Prueba de catalasa. Una colonia de cultivo puro
de 18-24 horas, se colocd sobre un portaobjetos limpio.
Posteriormente, se adiciond una gota de agua oxigenada al 3.0 %.
Una respuesta positiva es 1la formacion de burbujas ( liberacicn

de gas } (53).

3.1.6 Fermentacion de azucares. A varios tubos con
una asada de un cultivo de 24 horas en agar BHI, Be les adiciond
unc de los siguientes azdcares: manitol, glucosa, sacarosa Yy
lactosa. Cada uno de estos fue inoculado con una asada de un
cultivo de 24 horas en agar BHI. Se incubaron a 37 °C durante 24
horas. El vire de color del caldo rojo de fenel a amarillo,

indica una prueba positiva (3).

3.1.7 Movilidad. Se empleé esta pPrueba para
determinar si un organiemo es mdvil o inmovil en un medio de

cultivo especial (53).

3.1.8 Reaccion de Voges-Proskauer. Esta prueba
perliti& observar la sintesis de acetilmetilcarbinol (acetoina) a

partir de la fermentacich de la glucosa (53).

3.1.9 Prueba de reduccich del nitrato. Se implemento

para evaluar la accidn reductora de S.aureus sobre nitratos, a
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traves de la cual €gtos ultimos Be transforman en nitritos o

nitrdéeno libre (53).

3.1.10 Prueba de la licuefaccidn de la gelatina. Para

lplic5 eata prueba observando su accicn sobre la gelatina,

licuandola (53).

3.2 comprobacidn de la Produccich de
Enterotoxina.
Para comprobar la s{ntesis de enterotoxina tipo B por
la cepa sgeleccionada, se aiguid’la tetnica del celofan que se

describe a continuacich:

a. Recortar c{rculos de papel celofan para didlisis ¥y de papel
filtro de un diametro de 9 cm. Humedecerlos con agua
destilada y colocarlos alternativamente en una caja petri vy

esterilizar a 121 °C durante 15 minutos.

b. De un cultivo de $.aureus en BHI incubado previamente a 37

°C durante 24 horas, tomar 0.1 ml.

c. Sembrar y distribuir homogéEeamente con una varilla de
vidrio estéril Bobre placas de medio BHI, sobre la cual se

colocd previamente una membrana de celofan estéril.
d. Incubar la placa a 37 °C durante 24 horas.

e. Cosechar el crecimiento con 2.5 ml de solucidén reguladora de

fosfatos 0.01 M.
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f.

8-

Centrifugar a 3,500 rpm durante 30 minutos.
El sobrenadante se utiliza para la prueba de inmunodifusio%

radial simple modificada (77)(Figura 7).

3.3 Prueba de Innunodifuaiﬁn Radial Simple Modificada
Para la Deteccion de Enterotoxina.

rd
Esta tecnica 1nmunolo§ica permite 1la deteccicn de

enterotoxina espec{fica con una sensibilidad de 1.0 ug/ml.

Para la preparacioﬁ de las placas, se disuelven 18 g de agar
purificado en 900 ml de buffer de fosfatos 0.2 M y se
agregan 100 ml de solucicn de timerosal al 1 %. Guardar en

volimenes de 5.0 ml.

Para cada prueba Be preparan 10 ml de agar conteniendo 1la
antitoxina ( 9.3 ml agar al 1.8 % fundido a 70 ¢ + 0.7 ml

de antisuero B ).

De la mezcla agar-antitoxina fe colocan 10 ml en cada caja

petri. Las placas se refrigeran aproximadamente 20 minutos.

Para 1la perforacién de los pozos, las cajas se colocan sobre
un cuadriculado de 1 cm, elaborado en papel. En el centro de
cada cuadro, con 1la base de una pipeta pasteur se hacen

perforaciones de aproximadamente 0.6 mm.

Uno de los pozos se llena con la enterotoxina de referencia
¥ los otros con los extractos de las diferentes muestras a

probar.,
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f. Incubar a 37 °C durante toda la noche en un ambiente hiumedo.

g. Cubrir la superficie de la caja con la siguiente solucioh:

500 ml de metanol + 100 ml acido ac€tico + 400 ml de agua

destilada.

h. La formacicn de un anillo de precipitacidﬁ alrededor de los
pozos, se toma como evidencla positiva de la presencia de la

enterotoxina correspondiente en el extracto (88)(Figura 8).

3.4

A partir de una curva de crecimiento se pueden
determinar los distintos tiempos en los cuales un microorganismo
alcanza las diferentes fases que comprenden su crecimiento. El
método me realizo de la siguiente manera:

a. Un cultivo de S.aureus incubado de 18-24 horas a 37 °C, en

agar BHI, se cosecho con 15 ml de caldo BHI e inoculcd en 500

ml de caldo BHI, homogenizando posteriorrente.

b. La calibraci&h del espectrofotémetro {Spectronic 20), se

realizo a una longitud de onda de 600 nm.

c. En las celdillas del espectrofotdhetro previamente
esterilizadas, se adicionaron S5 ml del cultivo resermbrado y

se procedi& a leer absorbancia.

d. La alicuota antes mencionada, se regree& al matraz incubado
a 37 °c. Cada hora se llevaron a cabo estas mediciones
hasta obtener lecturas constantes. Para cobservar la curva de

crecimiento, se graficaron los datos obtenidos, colocando la
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abeorbancia en el eje de las ordenadas y el tiempo en el de

las abcisas.

3.5 Estandarizacicn del Indculo.

.
Para mantener constante el numero de microorganismos
presentes en los indculos a utilizar, se emplearon las técnicas

de empectrofotometria y vaciado en placa.

a. En 1la curva de crecimiento de S.aureus S-6, se determino el
‘
tiempo de incubacion necesario para que el microorganismo se

encuentre en fase logarftmica.

b. Del perfodo que comprende 1l1la fase logarftmica del
i : : 4 3

microorganismo, se selecciono un tiempo constante al cual se

tomd una alicuota de 1 ml del cultivo de S.aureus para

realizar la cuenta de microorganismos por el método de

vaciado en placa (69).

c. Para realizar el nétodo espectrofotométrico, se tomd
simultaneamente una alicuota de 5 ml de cultiveo y se leyJ en
el eapectrofotémetro {Spectronic 20) la absorbancia a una

longitud de onda de 600 nm.

d. Se relacionaron la absorbancia y el nimero de
microorganismos en el periodo establecido. Para asegurar la
confiabilidad de los resultados, esta tecnica se efectuc por

triplicado.
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3.6 Andlisis Microbiologico de la Carne.

Para evaluar la calidad sanitaria de la carne de cerdo,
materia prima fundamental en la elaboracion del jamon, fue
necesario someterla a andlisis microbiolégico, llevando a cabo

para tal fin, un muestreo al azar.

3.6.% Mesof{licos serobios totales. En esta tecnica
la muestra es dilufda progresivamente. Se toman‘ alicuotas de
cada dilucion y Be inoculan en cajas de petri, a los que Be
adiciona un medio de cultivo. Se incuba en condiciones
definidas. Se cuentan 1las colonias presentes y determinan de

acuerdo con la magnitud de la dilucidn practicada (1)(17).

3.6.2 Coliformes totales. La presencia en los
alimentos de este tipo de microorganismos, constituye una
evidencia de contaminacidn fecal. Los métodos establecidos para

Bu deteccion emplean mediom diferenciales con lactosa (17).

3.6.3 Aislamiento e identificacioh de Sslmonella. Las
teécnicas usadas en este caso, constan de varias etapas:

* pre-enriquecimiento

* Enriquecimiento

* Aimslamiento en medios selectivos

* Identificacidn presuntiva mediante pruebas

bioquimicas (17).

3.6.4 Aislamiento a idantificacion de S.aureus. Se

. P A
empleo’la técnica de Baird-Parker que se describe a continuacion:
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a. Se pesaron 10 g de la muestra y homogenizaron con 90 ml de
‘

solucion amortiguadora de pH 7.2 en un vaso de licuadora

durante 90 8. A partir de esta dilucidn 1:10, se prepararon

diluciones decimales hasta 1:10,000.

b. Se transfirieron 0.1 ml de cada una de las diluciones 10-t.

-3 -4

10 y 10 , @ placas de Baird-Parker,

c. La distribucich del incdculo sobre la superficie del agar Be

realizd con una varilla de vidrio esteril.
d. Las cajas se incubaron a 35-37 °C durante 24-48 horas.

e. Se realizd’ el recuento de colonias tfpicas de §.aureus

(60)(Figura 9}.

3.7 Formulacion y Proceso de Elaboracicn del
Jamcn Troceado Cocido.

Se elaboraron 30 jamones de 1 Kg cada uno. Para ello,
ae empleJ el mismo lote de carne y la formulacicn que se presenta
en el cuadro 8 (54).

El proceso de elaboracion se lleve a cabo de la

siguiente manera:

a. Salmuera. Se preparon disolviendo los ingredientes antes

.
mencionados en agua, a excepcion de la carne.

4 .
b. Inoculacion de S.pureus en la carnea. Un cultive de
S.aureus S-6 en caldo BHI de 18-24 horas a 37 °c, con una cuenta

de 500 X 106 U.F.C./ml, se cen:rifugJ a 2,500 rpm durante 30

‘
minutos. Se resuspendieron las celulas en la salmuera empleada

53



CUADRO 8. FORMULACION DEL JAMON TROCEADO COCIDO

CANTIDAD INGREDIENTE
1 Kg Pierna trasera de cerdo
600 ml Agua
18 g Sal de grano
3 & Azdcar
15 g Accoline
7 Condimento para jamoh
0.3 g Glutamato monosddico
12 g Sal de cura
Fuente: Manuales para educacion agropecuaria (1990)
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en la elaboracion de los Jamones. Para cada Kg de producto, &se

emplearon 100 ml de cultivo.

c. Masajeo y Curado. A la pierna deshuesada se le quitaron
el exceso de grasa, los tendones y ligamentos. Se cortaron
pPlezas de carne con forma de cubos de aproximadamente 5 cm por
lado. sSe afladieron 500 ml de la salmuera preparada por cada 3 Kg
de carne, Posteriormente, se masajec durante 15 minutos, se dejo’
reposar 60 minutos a temperatura ambiente y se masnjeo’nuevamente
por 1S minutos. Despue% de un reposo de 30 minutos a temperatura
ambiente, se adicionaron otros 500 ml de salmuera masajeando 15
minutos. Se colocd el recipiente en una camara de refrigeracion

a & °C durante 16-24 horas.

d. Forijado. Dentro de los estoquinetes se incorpore 1 Kg de
carne curada, tratando de presionar para evitar la presencia de

aire. Se cerro el estoquinete con hilo cafiamo.

e. Coccidh. La coccion se hizo en bafio mar{a a 80 °C. E2
estoquinete se introdujo en el agua de manera que 1o cubriera
completamente. Para este estudio, se establecieron las
siguientes temperaturas en el centro del producto durante su
coccidn: 66, 68 y 70 °C ( figura 10 ). Las mediciones se
realizaron en diferentes puntos de los jamones coh un termometro
de aguja. El tiempo aproximado fue de 50 minutos por Kg de carne
o el equivalente en que la temperatura interna de la pieza
alcanzara el valor establecido. Después de la coccidn, se

sacaron los jamones del agua y Be dejaron enfriar.
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.2y . coccioh a 66 °C

27 Jamones - > Coccion a 68 °C

e » Coccién a 70 °c

FIGURA 10, TRATAMIENTOS TERMICOS EMPLEADOS EN LA
COCCION DE LOS JAMONES
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£. Almacenamiento. Las temperaturas de almacenamiento
Propuestas para evaluar el comportamiento de S.aureus y vida de
anaquel del producto fueron 8, 20 y 37 °cC. Esta ultima sirvid
como punto de referencia para poder comparar las varjiaciones en
bajo condiciones dptimas y no adecuadas ( cuadro 9 }.

bDurante la vida de anaquel, se realizc un control

diario de la temperatura, para lo cual se emplearon termometros

de maximos y minimos.

3.8 Analisis Microbioldgicos de los Jamones.

Las determinaciones que se realizaron en los jamones
cocidos fueron: cuenta de mesofilicos aercobios totales y de
S.aureus (1)(17)(60).

Se establecieron diferentes per{odoa para el muestreo
de los jamones:

* pespues del tratamiento térmico.
* 1a. pemana de vida de anaquel.

® 2a, semana de vida de anaquel.

Al mismo tiempo qQue se efectuc el andlisis
microbiol&gico, se 1llevo’ un control de la apariencia fisica de
los jamones, anotando los diferentes cambios en el aspecto y los
signos de descomposicidﬁ que se presentaran en los nismos durante

el almacenamiento.
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CUADRO 9. TEMPERATURAS EMPLEADAS EN EL ALMACENAMIENTO
DE LOS JAMONES COCIDOS

TEMPERATURA DE PIEZAS DE TEMPERATURA DE
goccIon JAMON ALMACENAMIENTO
(°c ) ( °c )

66 3 8
T 66 3 20
66 3 37
68 3 8
68 3 20
68 3 37
70 3 8
70 3 20
70 3 37
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3.9 Extraccicdn y Detaeccicn de Enterotoxina.

Una vez que el periodo de vida de anaquel [inalizd: se

- .
procedio a realizar la extraccion de enterotoxina de los jamones

mediante 1a tecnica que a continuacicn me describe:

a.

Pesar 100 g de muestra. Agregar 140 ml de agua destilada,

triturar y homogenizar durante 2-3 minutos en licuadora.

Agregar 10 ml de HCl 1.0 M, mezclar y llevar hasta pH final

de 4.5.
Centrifugar a 3,500 rpm a 4 °C durante 50 minutos.
Ajustar el sobrenadante a pH 7.5 con NaOH 5 M,

Agregar 15 ml de cloroformo y mezclar durante 3 minutos con

agitador magnético.
Centrifugar a 3,500 rpm a 4 °C durante 30 minutos.

Separar el cloroformo ajustando el sobrenadante a un pH de

4.5 con HC1 1.0 M ( Bi la muestra praecipita se centrifuga de

nuevo ).

Ajustar el pH a 7.5 con NaOH 5 N. Agregar 20 ml de resina

Anberlite ¢€6-50 (previamente tratada) por cada 100 ml de

sobrenadante.
Tratamiento de la resina: pesar 100 g de resina y
suspenderla en 1.5 1 de agua destilada. Agregar NaOH 5 M

hasta pH 12, agitar durante 1 hora. Lavar varias veces con

agua destilada. Agregar HCl 6 M hasta pH 12. Agitar durante

59



1 hora. Lavar con agua destilada varias veces hasta que el
pH Bse mantenga constante. Suspender la resina en solucion
amortiguadora de fosfatos de sodio a un pH de 5.6. El PpH

final de la resina debe de ser de 5.6 - 5.9.

Homogenizar la muestra durante 1 hora con agitador magne%ico

a4 C.

Filtrar 1la resina y lavar con 200 ml de una solucich
reguladora de fosfatos 0.015 M y pH de 5.9. Descartar el

lavado.

Resuspender la resina en 30 ml de fosfato disodico 0.15 M,

con una barra magnética durante 45 minutos a 4 °C.

Filtrar la resina, Utilizar el elufdo y descartar 1la

resina.

Agregar 1 g de agar purificado y agitar con barra magnética

a 4 °C durante 1 hora.
Filtrar. Recolectar el filtrado descartando el agar.

El filtrado se coloca en un tubo de dialisis dentro de una

solucion de polietilén glicol al 30 % durante toda la noche.

Extraer el saco de dialisis del polietilén glicol, lavar con

agua tibia. Dejarlo 30 minutos en agua tibia.

Colocar el extracto en un tubo de centrffuga y lavar el saco
tres veces con agua destilada cuidando de que el volumen no

sea mayor a 5 ml.
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Al tubo de centrifuga agregar 0.5 ml de cloroformo y mezeclar

vigorosamente,

Centrifugar a 3,500 rpm durante 30 minutos a 4 °c. Decantar

el sobrenadante y traspasarlo a un fraeco pequeno.

Liofilizar la muestra.

bisolver el 1liofilizado con 0.4 ml de tripsina al 1 =%,

dejando digerir durante 30 minutos a 37 °C (76)(Figura 11).

Realizar la prueba de inmunodifueidn radial simple

modificada, sehalada en 3.3.
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CAPITULO . 1v

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Morfologfa Microscdpica.

Al realizar un frotis de un cultivo de §,aureus S-6 vy
tefiir por la tecnica de Gram, se observaron célulaa esfericas
{cocos), gram positivas, cuya agrupacion era semejante a racimos
de uvas.

E1 examen de una preparacién teflida por Gram, permite
estudiar tanto la morfologia como la reaccich al Gram de las
bacterias (68).

A las formas esfericas de las bacterias se les conoce
con el nombre de cocos, los que manifiestan modelos de agrupaci&n
celular caracteristicos de egpecies determinadas (12). E1 géhero
Staphylococei da una tincicdh al Gram positiva y presenta un
actmulo irregular de las c€lulas que bdsicamente semejan racimos
(68). ‘

La tincion de Gram esta directamente relacionada tanto
con la composicidn quimica como con la estructura fisica de 1la
pared celular. Las paredes de las bacterias Gram positivas son
muy gruesas Yy contienen una gran proporcidh de peptidoglucano,
polimero formado por acido acetilmuradmico, acido
acetilglucosamida y un pébtido de 4 c s aminoé%idos. Al

realizarse la tincio%, el complejo cristal violeta-Iodo queda
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retenido en la pared celular deapuéﬁ del tratamiento con etanol,
debide a que se presenta una disminucidn en el diametro de los
poros del pébtidoglucano, evitando la salida del complejo de las

celulas (12)(68).
4.2 Morfolog{a Colonial.

Los resultados de la morfolog{a colonial del §.aureus
S-6 concuerdan con los reportados por Koneman et al, (47)
(cuadro 10}.

Estos datos permitieron evaluar las caracteristicas
descritas para las colonias de este tipo de microorganiemo y
establecer las pruebas bioqufmicas a realizar posteriormente.
Adicionalmente, 1las observaciones registradas fueron de utilidad

para la seleccich de otros medios de cultivo.

4.3 Pruebas Bioquf-icau.

Como parte de la caracterizacidn del S.aureus, se

realizaron pruebas para evaluar 1la actividad bioqu{mica o

metabdﬁica del microorganismo.

4.3.1 Coagulasa y termonucleasa. La primera que se
lleve a cabo fue la de coagulasa por ser la mas simple vy
constituir una de las pruebas auxiliares en la identificaci&H de
S.aureus potencialmente patogéhico. Esta basada en la produccidﬁ
de coagulasa, una enzima proteica cuya actividad es semeiante a

la protrombina, capaz de transformar el fibrindéeno en fibrina,

provocando la formacio% de un coééulo visible. Permite
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(68}).

La cepa en estudio did un resultado poBitivo (cuadro
11), s8in que ello sea determinante para afirmar que este
microorganismo es capaz de producir enterotoxina, puesto que se
ha reportado que algunas cepas coagulasa-negativas producen
enterotoxinas o han sido agentes etioldbicoé en algunas
intoxicaciones estafilocccicas (52).

Baird-Parker (2), realizo’ un estudio donde comprobo”

que mas del 90 7 de 1las cepas de producen

coagulasa,

El S.aureus S-6, tambien presentd respuesta positiva a
la prueba de la termonucleasa, enzima extracelular producida por
algunas especies de estafilococos que hidroliza los enlaces €ater
de fosfato del DNA. Dos de sus caracter{sticas importantes son
su termoestabilidad ( resiste temperaturas de 90-100 °C durante
15 minutos ) y Bu resistencia a la inactivacio; en medios con
elevadas concentraciones de clorure de sodio (45}.

Se ha reportado que existe en S.aureus una alta
correlaciéh entre su produccidh de coagulasa y termonucleasa con
la sintesis de enterotoxinas. En un estudio realizado al
respecto, 8e analizaron 250 cepas enterotoxigeﬁicas, de 1las
cuales el 93 % produjeron coagulasa y el 95 % termonucleasa (49).

Durante mucho tiempo, la prueba de la coagulasa se tomo”
como criterio para la determinacidh de una posible
enterotoxigenicidad de cepas de S.aureus. Sin embargo, debido a

mutaciones, existen cepas de este microorganismo que han perdido
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la capacidad de producir coagulasa como para dar una reaccioh
positiva. En general, gme aceptaba que la produccidn de toxinas
se llevaba a cabo por cepas de S.aureus coagulasa positiva, sin
embargo, Be han aislado algunas enterotoxigehicas coagulasa
negativas y termonucleasa positivas.

Por lo antes expuesto, 8ie busco otra caracteristica
fislologica que permitiera una mejor identificacion de $.aureus
enterotoxigénico, como es la produccicn de .termonucleasa.
Lachica (S51), publicd un estudio en el que la prueba de

termonucleasa presenta una mayor correlacion que la prueba. de

coagulasa con la produccion de enterotoxinas.

4.3.2 Catalasa. Otra de las exoenzimas importantes
es la catalasa, cuya identificacion se usa en la diferenciacioh
ribida y facil de las colonias de estafilococos ( fuertemente
catalasa positivas ) y estreptococos ( catalasa negativas ). Su
funcioﬁ es la de descomponer el agua oxigenada { H202 ) en
ox{geno y agua (47).

Se comprobo’mediante la realizacioh de esta prueba por

S-6 produce esta enzima.

4.3.3 Fermentacion de azucares. En la
caracterizacion del S.aureus, la fermentacich de los hidratos de
carbono juega un papel importante. En este estudio, se emplearon
el manitol, 1la glucosa, sacarosa y lactosa. Los resultadosa
fueron pogitivos en todos los casos (cuadrc 11).

Se ha reportado que cada microorganismo tiene 1la

capacidad de fermentar un determinado hidrato de carbono
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incorporado en un medio basico y de esta mahera se pueden
obtener  modelos de fermentaciéh para uha determinada especie
bacteriana (53).

El manitol es un alcohol polihfdrico producto de 1la
reduccidn de un monosacarido. Su fermentacidn es una prueba
altamente selectiva para la confirmaciéh de cepas de
estafilococos patdéenos {59} .
aerdbicamente acido a partir de la glucosa, lactogsa y sacarosa,
propiedad que es de utilidad para el estudio del microorganismo.
El iEido asd formado, Be detecta por el vire a color amarillo del

rojo de fenol presente en el medio.

4.3.4 Movilidad. La cepa en estudio se sometic’ a
egsta prueba, obteniendose un resultado negativo. El crecimiento
fue acentuado en la 1l{nea de siembra, manteniendose clara el area
circundante (53).

Lo anterior indica que el microorganismo en cuestion,
carece de flagelo, organo de naturaleza proteica que sirve como

medio de locomocidn en algunas bacterias (53)(68).

4.3.5 Voges-Proskauer. Mediante esta prueba ee
demostro que la cepa de S.aureus S-6 sintetiza acetil metil-
carbinol (acetof{nma), compuesto que se evidencié'en el medio de
cultivo, al agregar unas gotas de una soluci&h de alfa-naftol e

hidrdxido de potasio y observar una coloracion rojo rosada.

4.2.6 Rnduccioa de nitratos. El1 S.aureus fue capaz de

reducir el nitrato, debido a que puede obtener oxfgeno a partir
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del nitrato, ponie%dolo de manifiesto a traves de la presencia de
un producto final catabdlico ( por ejemplo nitrito o nitrogeno ),

o bien, por la ausencia de nitrato en el medio de cultivo (53).

4.3.7 Licuefaccion de la gelatina. El medio de
gelatina nutritiva es muy sensible para detectar cepas de
S.aureus que son fuertes productoras de gelatinasas, enzimas que
son secretadas para desdoblar protefnas, provocando la digeatioﬁ
o licuefaccion de la gelatina presente (53).

El S.aureus $5-6 produjo gelatinasa al someterme a la

prueba de hidrdlisis de la gelatina (cuadro 11).

4.4 Produccioﬁ de Enterotoxinas.

Al aplicar la tecnica del celofah para la produccion de
un perfodo de incubacidn de 24 horas a 37 °c, fue suficiente para
la sintesis de toxina en niveles superiores a 1 ng, limite m{nimo
detectado por el método de inmunodifusicn radial simple
modificada. Se ha reportado que esta tdcnica ofrece como
ventajas la produccidn de niveles relativamente elevados de
enterotoxinas en poco tiempo y sin requerir grandes cantidades de
cultiveo ( 13 ).

Uno de 1los factores primordiales a considerar en 1la
produccién de enterotoxinas a nivel laboratorio, es precisamente
el medio usado para el crecimiento de S.aureus. Los resultados
obtenidos <con BHI, fueron satisfactorios por contener los
elementos nutritivos que favorecen en el microorganismo la

sinteais y excrecion de metabolitos como las enterotoxinas
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{57).

La posterior extraccion de enterotoxina se facilito al
usar en la elaboracién de las membranas tubos de diaﬁisis,
impermeables a moldeulas con pesc molecular mayor de 12,000 D.
La enterotoxina B posee un peso molecular de 28,366 D, por lo que
la membrana utilizada impidid su difusidn hacia el medio. Por
tanto, al realizar el lavado de €ata con una solucioch

amortiguadora, se recuperd’casi la totalidad de toxina producida.

4.5 Identificacidn de Enterotoxina.

El nmétodo de inmunodifusicn radial simple modificada,
permit16 confirmar la sintesis de enterotoxina B por la cepa de
S.aureus S-6, mediante la formacidn de anillos de precipitacioﬁ,

como resultado de la reaccidn inmunoldgica de la enterotoxina B
con el antisuero espec{fico correspondiente.

Los anticuerpos usados en los metodos de laboratorio
para la deteccicn de enterotoxinas, s8on aislades de animales,
generalmente a partir de conejos.

Las reacciones antigeno-anticuerpo se estudian
f;cilmente in wvitro, empleando preparaciones de ant{geno y
antisueros. Segun la naturaleza de los mismos y de las
condicicnes escogidas para la reaccidn, pueden observarse
diferentes tipos de respuestas serolcgicas, entre las cuales se
encuentra la de precipitacién (12).

Los anticuerpos presentan dos sitios de combinacion, a
los que pueden unirse los epitopos de 2 moléculas de antigeno,

€stas ultimas a su vez pueden combinarse con otras unidades de
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anticuerpos, ‘de tal manera que se forman agregados antigeno-
anticuerpo que precipitan en el medio. Por lo antes expuesto,
este tipo de reacciones Bon muy Utiles en determinaciones
cualitativas y cuantitativas de anticuerpos y/o antigenos (12).

En la teécnica aplicada, el antisuerc se agregd al agar
Y la muestra a analizar se coloce en las perforaciones
realizadas en puntos diferentes de la placa de agar. Despues de
un tiempo de incubacidn en cdmara hdimeda a 37 °c, ‘Be observd la
formacion de anillos de precipitacicn alrededor de los pozos, de
las muestras conteniendo la enterotoxina.

Al emplear esta técnica, Meyer y Palmieri (58) pudieron
detectar niveles de enterotoxinas del orden de 0.31 ug/ml.

El mnetodo tiene las ventajas de poder llevarse a cabo
de una manera sencilla y de Ber muy sensible en las
determinaciones de rutina a cepas de eatafilocecos
enterotoxige€nicas (88). Su limitaciocn es el alto costo de la
adquisicidn de las toxinas de referencia y los antisueros
.correspondientea en Meéxico, s8in embargo, existe un proyecto del
Instituto Politécnico Nacional para la produccicn, aislamiento y

purificaciéh de estas.

4.6 Curva de Crecimiento de §.sureus S-6

En la figura 12, se observa la curva de crecimiento del

S.aureus S-6, realizada por un método espectrofotométrico a una
‘
longitud de onda de 600 nm. Las bacterias en una sBuspension

absorben la luz de tal manera que un cultivo con aproximadamente

[

10 a 108 U.F.C./ml se observa turbio. Instrumentos sensibles
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como un eapectrofoto&etro. pueden servir para medir cambios en la
masa celular de un cultivo, el cual debe ser lo suficientemente
denso para que el instrumento registre alguna turbidez, dada
tanto por c€lulas vivas como muertas (12). Para asegurar como
células predominantes aquellas con elevada actividad biologica,

. .
se partio de un cultivo de S_.aureus incubado durante 18 horas a

37 °c.

En la curva de crecimiento obtenida se pudieron

identificar diversas fases:

a. Fase lag o de retraso. Se alcanz5'en las primeras 2 horas
poateriores a la inoculacidn del medio (figura 12).
observd que dyrante este perfodo, la tasa de crecimiento del
microorganismo fue muy baja, puesto que estos necesitan una
adaptacién al medio de cultivo. Las bacterias se encuentran
deficientes en enzimas y coenzimas que requieren sintetizar en
cantidades suficientes para poder llevar a cabo ;a ' produccioﬁ

de metabolitos esenciales que no estan presentes (68).

b. Fase log o exponencial. Las celulas en este perfbdo (2-7
horas ) se multiplicaron a un elevado ritmo constante durante
cada unidad de tiempo { figura 12 ). La pcblacioﬁ
microbiana se encuentra realizando una actividad metabdlica
acelerada, que favorece su multiplicaci§h figiologica (12).

En general, las células durante esta fase de
desarrollo, son las mas uniformes y las de uso mas comun para
estudios sobre el metabolismo (68).

Una de las razones por la que se seleccionJ la fase

75



logar{tmica del microorganisme como la adecuada a este estudio,
fue el conocimiento de que audn cuando 1la enterotoxina B
{metabolito primario) es sintetizada durante todas las fases de
crecimiento, la tasa de produccidh en este estadic es la mas

elevada (57).

c. Fase astacionaria. Se presentd a partir de las 7 horas
( figura 12 ), existiendo wuna tendencia hacia- el cese del
desarrollo, atribuyendose principalmente al agotamiento de
algunos nutrientes. Por un tiempo, 1la poblacidh permanece
constante como resultado de una ausencia de division celular, o
bien, debido a un equilibrio del {ndice de reproduccidﬁ con el de

mortalidad bacteriana (12).

d. Fase de nuerte. Durante este estudio no se llegd’a esta
fame, porque como ya Be mencionJ. €ste metodo no permite
identificar las c€lulas muertas. En este perfodo, la viabilidad
disminuye 1lentamente al presentarse escasez de las sustancias
nutritivas esenciales y acumulacion de productos inhibidores,

como dcidos (68).

La curva de crecimiento permitiJ predecir el tiempo que
una poblacidh del S.aureus en estudio requiere para 8u
desarrollo, asi mismo, reconocer que durante algunas fases del
crecimiento, las c€lulas son jovenes y presentan gran actividad
metabélica,mientras que en otras Se encuentran en fase de muerte,
de tal manera que existen enormes diferencias estructurales y
funcionales entre los microorganismos que se cosechan en

diferentes etapas de desarrollo (12)(47).
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No es f{actible poder analizar una sola celula
bacteriana. Sin embargo, 8i 1la totalidad de las cdlulas se
encuentran en el mismo estadio de desarrolle, los resultados que
Be obtendréh en el andlisis de toda 1la cosecha pueden ser
equivalentes a una sola. El método comin de sincronizacion de
cultivos, se basa en el hecho de que las ce€lulas maa pequefias, en
la fase logar{tmica, son aquellas que acaban de dividirse.
Cuando a €stas se les separa, 8e encuentran rAzoﬁablemente bien

aincronizadas entre si (12)(68).

4.7 Estandarizacicn del Indcule.

El 4incculo a adicionar a la carne cen la que ge
elaboraron los jamones, se estandarizd en el per{bdo en el que el
microorganismo se encofitraba en fase logarftmica de crecimiento,
por las razones antes expuestas.

Los m€todes espectrofotométrico ¥y contec por vaciado en
placa, permitieron establecer que un cultivo en BHI de §.aureus
S-6, con 18-24 horas de incubacion a 37 ® ¢, registrando una
absorbancia inicial de 0.11 a 600 nm, debia ser resembrado e
incubado por 5 horas para obtener una absorbancia de 1.01,

relacionada con una cuenta celular de 490 x 106 U.F.Cc. / ml.

4.8 Andlisis Microbicldgico de la Carne.

Por no existir una norma oficial para el control
.
fisico, quimico y microbiologice de carne fresca, los datos
.
obtenidos del andlisis microbiolégico gue se realizo a la carne

de cerdo, previamente congelada por 24 horas, no se pudieron
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relacionar con estéhdares establecidos. No obstante, se han
reportado en este preducto cuentas de microorganismos mayores a
10‘ U.F.C. / cm , condiciones en la que ya presenta mal olor y
mucosidad (28). En 1la carne utilizada para este trabajo, se
encontro un promedio de bacterias mesofilicas aerobias de 101
U.F.C. / g {(cuadro 12).

En realidad, 1la carne constituye un excelente medio de
cultivo para numerosos microorganismos, debido‘a su elevada
actividad de agua y riqueza en proteinas y minerales. Por otra
parte, contiene algunos carbohidratos susceptibles de
fermentacicn (gluccBeno) y un pH favorable para el desarrollo de
gé}menea (28).

La v{a de contaminacidn mas importante en la carne es
la externa, presentihdose mayor incidencia durante el sacrificio,
manipulacidn y tratamientos posteriores a que se somete. Durante
la sangrf{a, desuello y cuarteado de los animales, las principales
fuentes de microorganismos son las partes externas del animal

(piel, pezufias y pelo) y el tubo digestivo (45).

4.9 Efecto del Curado sobre 8.aursus,

No se observo un efecto inhibitorio de los componentes
de la salmuera sobre el crecimiento de S.aureus inoculado en 1la
carne antes del curado, aun cuando dichc proceso se realizd bajo
condiciones de refrigeracid% a 8 °C. En el cuadro 13, se observa
que la poblaci&n aumento alrededor de cuatro veces, en todos los
casos. Se han reportado algunos compuestos que pueden influir en
el crecimiento de S.aureus en carne durante el curado, estando
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ESTA TESIS NO DEBE
SAUR DE LA BIBLIOTECA

entre estas el nitritio de sodio; sin embargo, la cantidad
aplicada en este caso fue de 4.8 ug/g, cifra mucho menor a los
200 HME/8 que han sido estudiados como 1n65uos para el
S.aureus. La concentracicn de nitrito de sodio, ademés se ve
disminuida durante el almacenamiento Y ceccidn de los embutidos,a
traves de Bu reduccidn por microorganismos y agentes quimicos
reductores como el ascorbato, a oxido nitroso y fijacion de este
dltimo a 1la mioglobina, para formar el pigment6 hematocromo,
responsable del color rosado de los jamones cocidos (4).

El cloruro de godio es otro factor que puede influir
sobre el §.aureus, sin embargo, este microorganismo puede
resistir niveles de aproximadamente 20 %. Los jamones que @ge
elaboraron presentaron alrededor del 3 % de clorure de sodio
(37)(a5).

El intervalo de temperaturas en el gque el S.aureus
presenta una elevada tasa de crecimiento, comprende de 6.5-45 °C,
por 1lo que 8 °C fue una temperatura que permitié a la poblacio%

incrementarse en numero (7)(59).
4.10 Tratamientos Termicos de Coccion.

En la figura 13, se observa que lom tratamientos
teérmicos empleados para el cocimiento de los janones, resultaron
insuficiente para destruir todas las células de S.aureus S-6
pregentes; mediante este proceso, se lograron destrucciones del
46, 78 y 88 %, valores correspondientes con temperaturas internas
de 66, 68 y 70 °C, respectivamente.

Entre los principales efectos que el calor ejerce sobre

.
las celulas bacterianas, se encuentran la desnaturalizacion de
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proteinas, ruptura de 1la estructura del DNA y dafios en la
membrana citoplasm;tica. Se ha conseiderado que la causa mas
importante de muerte celular es la desnaturalizaciocn de 1la
proteinas que estan implicadas tanto en la respiraci6n como en la
multiplicacidn celular (4).

Existen otros estudios donde se ha seRhalado que en
aquellas celulas que no forman esporas, la degradacion del dcido
ribonucleico esta muy relacionado con la muerte célular inducida
por el calor (79).

celular, consiste en la pé}dida de la composici&h de la membrana,

por 1lo cual, componentes celulares como acidos nucleicos,
aminoécidos, pébtidos, lfpidos y diones, pasan al medio
extracelular (36)(38)(41). Las celulas dafiadas sufren una
disminucidn en su capacidad netabélica, presentando una

1nactivaci$ﬁ selectiva de las enzimas y una desnaturalizacicn
parcial de las protefnas celulares (10). Sin embargo, las
c€lulas afectadas teérmicamente pueden recuperarse por
transferencia del microorganismo a un medio que contenga al menos
una fuente de auinoécidos. £lucosa, foafato y magnesio (36)(41).
Collins-Thompson et al. (16), demostraron que al
traspasar células de S.aureus daffadas por calor a un medio de
cultivo adecuado, pudieron desarrollarse Y asintetizar
enterotoxina B.
las temperaturas empleadas en la elaboracién de embutidos
cocidos, es este estudio no se long su total eliminaciéh, puesto

que en dicho proceso influyen los componentes del medio de
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suspensién, en este caso del jamon.

El jamdh presenta alrededor de 42 % de humedad. El
agua facilito’ la desnauralizacion termica de 1las protefnas
celulares. El calor hiumedo determina la formacidn de grupos -SH
libres con el consiguiente aumento de la capacidad de 1las
protefnas para captar agua. La presencia de €sta permitio’ 1la
ruptura por el calor de los enlaces pept{dicoa (45) .

Por el contrario, existen factores que éesfavorecen el
dafio letal termico mobre S.aureus, como es el caso de la grasa.
El jamon la contiene en aproximadamente 45 % (28). Debido a su
baja conductividad térmica, impide la transmisioh efectiva del
calor al microorganismo, actuando como barrera de proteccidh
contra factores externos. Se ha observado un comportamiento
similar al de las grasas por parte de las proteinas; componente
presente en 15-27 % ( 67 ).

El cloruro de sodio presente en el producto, tambien
pudo inhibir el dafio celular por calor. Un estudioc BsBobre el
efecto de los aditivos durante tratamientos térmicos de celulas
de S.aureus, demostro que el clorure de sodio affadido a la
suspensicn, protegic 1la integridad de las células, no as{ la

glucosa (30).

4.11 Caracter{sticas Microblolé&ic-- de los Jamones.

Bajo todas las temperaturas de almacenamiento de 1los
jamones (B, 20 y 37 °¢c), Bse observo una tendencia de incremento
en el indice de crecimientoc de S.aureus conforme se aumento’ la

temperatura en el centro del jamoh durante Bsu coccidn
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(cuadro 15). Celulas dafadas de S.aureus como ya se menciond, en
medios de cultivo adecuados son capaces de recuperarse y realizar
sus funciones metabdlicas normales, incluyendo la de
reproduccion. Ademas,se ha demostrado que este microorganismo al
ser sometido a tratamientos termicos consecutivos, va
degarrollande una mayor termoresistencia ( 10 ). No existen
informes de como influye esto en su tasa de crecimiento,
posterior a la reestructuracidén celular. Sin. embargo, 1los

resultados de este trabajo muestran una mayor velocidad de

crecimiento en las célulaa sometidas a mayores temperaturas.

En las figuras 14,15 y 16 se presentan las variaciones en

el crecimiento del S.aureus S-6 durante las distintas

temperaturas de almacenamiento, en estas se puede apreciar una
relacion directamente proporcional entre el nimero de U.F.C./g
con la temperatura de conservacion utilizada. Este es uno de los
factores que mas influyen en la proliferuci&h de los organismos,
ya que conforme la temperatura aumenta, las reacciones qufnicns y
enzimaticas que tienen lugar para el crecimiento, se dan a
velocidades cada vez mas elevadas (12).
a7 °c, razoﬁ por 1la que bajo éhta. el micrcorganisme fue npas
activo con la consiguiente obtencioh de cuentas celulares nuy
elevadas. Una temperatura de conseryacién de 20 °¢, resulto
-también ser adecuada para promover una buena proliferacidh
celular, aunqgue a una mayor velocidad ( figuras 14,15 y 16 ).
La temperatura de refrigeraci&n (8 °¢) que se utilize

en este estudio, al ser un valor muy cercano a la temperatura
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minima de creciniento reportado para S.aureus de 6.5 °¢C, el
crecimiento fue mas lento ( figuras 14,15 y 16 ).

Por 1lo antes expuesto, la conservacion de embutidos
exige primordialmente un buen manejo de las temperaturas de
almacenamiento, puesto que su abuso es la principal causa de la
répida descompoaicidﬁ de lcs nismos.

Como s®e aprecia en los cuadros 13 y 15, la tasa de
destruccidn celular se elevo conforme el trataﬁiento teraico
aplicado fue mas severo, Sin embargo, este no fue lo suficiente
como para que las cuentas celulares disminuyeran al menos un
cielo logarftmico, para lo cual se requeriria aumentar el tiempo
de coccidn ( 45 ).

Aparentemente, el procesc de coccidn no ocasiond danos
irreversibles en las células de S.aureus S-6 que no se
destruyeran, ni en la flora presente, puesto que mostraron uha
alta tasa de crecimiento bajo 1las tres temperaturas de
almacenamiento. Esto pudo ser el resultado de una recuperacidh
celular al encontrarse en un medio de cultivo adecuado = (jamon)
que permiticd un buen desarrollo y recuperacién de lop
microorganismos ( cuadros 13 y 15 ).

Aun cuando el nimero de microorganismos mesof{licos
de alrededor de 106 U.F.C./g, por lo que se deduce que su
competividad fue limitada. Al observar los cuadros 13 y 15, se
puede apreciar en los jamones sometidos a tratamientos termicos
de 66, 68 y 70 °C, una disminucion progresiva de 1la cuenta

inicial de mesof{licos aerobios, tendiendo a variar en forma
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En el caso de los jamones cocidos a 70 °C y almacenados

bajo refrigeracidh, aunque el ndhero de organismos mesofflicos

competitividad, por 1lo que Bon varias las bacterias gque pueden
inhibirlo o desplazarlo, como lo demostraron Peterson et al. (71)
y Troller et al. (91), al realizar un estudio tanio en productoe
frescos como congelados.

La microflora normal en la carne Yy sus derivados,

comprende los generos: Aeromonas, Bacillus, Streptococcus,
Lactobacillaceae, Acinetobacter y Enterobacteriaceae,
microorganismos antagénicos al S.aureus, por actuar

competitivamente frente a los elementos nutritivos y modificar
las condiciones ambientales en forma desfavorable para el
creciniento del eatafilococo (45)(62).

En este estudio, se obtuvieron cuentas muy elevadas de
S.aureus, probablemente porque en general los jamones presentan
concentraciones de cloruro de sodio del orden de 5-10 %,
concentracicn a la que este microorganismo es capaz de

desarrollarse, pero no as{ un gran nimero de bacterias.

4.12 Aspecto y Olor de los Jamcones Durante su
Almacenaniento.

Debido a que la apariencia fimica de los alimentos es
un factor determinante para su ingesta, se realizd una evaluacidn

del aspecto y olor de los jamones durante su almacenamiento, en
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forma = paralela a los anélisis microbioldﬁicos. Jamones que
lleguen a contener enterotoxinas por contaminacich de S.aureus y
que presenten signos evidentes de deacomposicioﬁ, dif{cilmente
seran ingeridos, por lo que el riesgo de sufrir una intoxicacion
disminuye notablemente.

En el cuadro 17, se presentan los resultados de 1la
evaluacidn del aspecto y olor de 1los Jamones durante su
almacenamiento.

El olor es con frecuencia el primer s{ntoma de
alteracicn que se hace evidente en las carnes curadas. En 1los
jamones, el olor predominante fue el que se conoce como "agrio",
el cual puede deberse tanto a la presencia de decidos volatiles
(formico, ace€tico, butfrico), como al crecimiento de levaduras y

bacterias pertenecientes principalmente a los géheros

del agriado no pueden iniciar su desarrollo a temperaturas de
refrigeracién, pero [-$3 continuarlo una vez iniciado a
temperaturas mas elevadas (28).

Las wmodificaciones en el color que presentaron 1los
jamones, pueden ser consecuencia de la produccioﬁ por algunas
bacteriae de ciertos compuestos oxidantes, principalmente
perd&idos y Bulfuro de hidrd&eno. Del mismo modo, aparecen por
la presencia de bacterias pertenecientes a especies de
Lactobacillus y Leuconostoc, o bien, por las esporas verdes de
algunos mohos del genero Penicillum, como el P.expansium,
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Los jamones presentaron una pelicula superficial
viscosa, la cual puede ser causada por la presencia de algunos
mohos, levaduras y/o bacterias, estas ultimas pertenecientes
fundamentalmente a los géneros Pseudomonas, Achromobacter,

Streptococcus, Leuconostog, Bacillus y Micrococcus. Cuando los

productos se encuentran bajo temperatura de refrigerucién, la
humedad abundante favorece el crecimiento de las bacterias
pertenecientes al  grupo Pseudomonas vy esbx_;gmeéesssr_': a
temperatura ambiente, los micrococos y otros mesof{licos entran
en competencia con Pseudomonas y bacterias afines (28).

El jamon es un alimento con un elevado contenido de
grasa, por lo que al encontrarse expuestos al aire, puede
llevarse a cabo la oxidacioh de grasas no saturadas. Por otra
parte, tanto bacterias lipoliticas (Pseudomonas,Achromobacter),

como algunas levaduras, pueden producir lipélisis y acelerar la

oxidacicn de las grasam (28).

4.12 Extraccion y Deteccicn de Enterotoxina.

Al finalizar la vida de anaquel, se tomaron muestras de
todos los Jjamones para llevar a cabo la extraccion de
enterotoxina y posteriormente, se elpleJ la técnica de
inmunodifusicn radial aimple modificada para au posible
identificacion. Para las tres temperaturas de almacenamiento
enpleadas, 1los regultados fueron positivos en todos los casos
{cuadro 18).

Aun cuando uno de los principales signos de dafio

celular en S.aureus, en caso de ser enterotoxigéhico, es la
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inhibicich en la sfntesis de toxinas, se ha demostrado que al
transferir estas células a un medio de cultivo
microbioldgicamente adecuado, come puede serlo el Jjamon, Be
recuperaréﬁ presentande un buen crecimiento y producci&h de
enterotoxina (16). Se sugiere tambien que el S.aureus dafado por
algdh proceso en la elaboracion de alimentos, puede recuperarse e
iniciar la sintesis de enterotoxina, sobre todo a temperaturas de
almacenamiento elevadas (84). .

La temperatura optima para la produccion de
enterotoxina de S.aureus es de 37 °C (13). La cantidad de toxina
producida decrece marcadamente conforme la temperatura disminuye,
como lo demostraron Mclean et al. (55) al emplear temperaturas de
16 y 20 °c. Tambien Genigeorgis (31), observo que Jjamones
almacenados anaerdbicamente a 10, 22 y 30 °cC, presentaron
produccion de enterotoxina B. En este trabajo se evidencic 1la
sintesis de enterotoxina por S.aureus, a pesar de encontrarse
bajo condiciones de refrigeraciéh. en niveles mayores de 1 ug,
1fmite de sensibilidad del metodo.

Se ha rencionado que bajo condiciones de refri;erlcién
(8 °C), hay una reduccion en la sfntesie de toxinas, en caso de
pre=sentarse, debido a un efecto directo en la biosfintesis de
toxina, o bien, como resultado de algin cambio en el estado
ti-ioldkico o nutricional del microorganismo (84).

Otro factor que tanbiéh influye en la produccidﬁ de
enterotoxinas es el pH. La sintesis me limita a un pH de 5.15 a
9.0 ; el jamén tiene un pH de 5.5-6.0 (83). Scheusner y Harmon

(83), estudiaron que la toxina estafilocdcica se produjo en una

variedad de alimentos cuyo rango de pH fuera de 5.5-6.6, pero no
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la detectaron en aquellos cuyo pH fuera inferior a 5.0.

En los Jamones, existieron =zonas de aerobiosis y
anaerobiosis. La aereacicon tiene un efecto positive en el
crecimiento y sintesis de enterotoxinas de S.aureus (84). Sin
embargo, en los alimentos, el mierocorganismo crece y la produce
bajo condiciones aerdbicas y anaerdbicas. Genigeorgis et al.
(31), reportaron gque la enterotoxina B Be aintetizd bajo
condiciones aercbicas y anaerébicas en jamones in;ubados a 22 vy
30 °C. Mientras que el crecimiento de S.aureus puede predecirse,

no se puede anticipar la produccién de enterotoxina en jamones

(84).
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CUADRO 10. MORFOLOGIA COLONIAL DEL S pyraug 8-6

CARACTERISTICA RESULTADO
Medio de crecimiento Agar BHI
Tamafio 2-3am
Color Amarillenta
Congistencia Cremosa
Borde Entero
Ampecto Humedo
Elevacion Convexa
Luz transmitida Opaca
Luz reflejada Brillante
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CUADRO 11. CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE S.aureug S-6

PRUEBA RESPUESTA

Coagulasa +

Catalasa +

DNABa +

Glucosa Produccion de acidez
Manitol Produccion de acidez
Sacarosa Produccion de acidez
Lactosa Produccion de acidez
Movilidad d

HS *+

Licuefaccion de la

selatina 22 °C +
Voges-Proskauer +

Reduccidn nitrato +

1 Vesatigios

89



CUADRO 12. ANALISIS MICROBIOLOGICO

PRUEBA

Mesofilicoe aerobios
totales

Coliformes totales

S.aureus

DE LA CARNE DE CERDO

50

Negativa

90



_ CUADRO 13.

SU PROCESO ¥ VIDA DE ANAQUEL

CUENTAS DE MESOFILICOS AEROBIOS TOTALES Y SU

TEMFERATURA INTERNAJ

DE COCCION 66 68 70
(°c)H
TRATAMIENTO,
MAT S.aureus MAT |S.aureus MAT | S, aureus
%) (%)

Carne curada 350 74,28 380 60.5 230 71.7
Carne cocida 190 73.7 100 50 30 66.7
8°c (1a.semana) 300 53.3 280 70.6 500 40
8 °C (2a.semana) 650 38.5 450 55.5 750 66.6
20 °C (1a.semana) 600 75 500 58 850 70.6
20 °C (2a.semana) 1,500 50 1,100 63.6 2,500 60
37 9C (1a.semana) as50 66.8 450 71.1 1,200 75
37 °C (2a.semana) 7,500 46.7 6,500 46.1 8,500 40

MAT : Mesoff{licos aerobios totales ( 10% U.F.C./g )
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CUADRO 14. EFECTO DE LAS SALES DE CURA SOBRE LA
VIABILIDAD DE §,aureys.

T.I.C. 66 68 70
TRAT.
S.aureus |Incremento| S.aureus !Incremento] S,aureus |Increment
(10*uFcre)| ¢ %) (10" UFC/g (%) |c1c*urcred « 2
Inoculo 56 "s0 38
Carne
Curada 260 364 230 360 165 334
T.I.C.: Temperatura interna de coceicn (°C b)
TRAT. : Tratamiento
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EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS TERMICOS SOBRE

CUADRO -15.
LA VIABILIDAD DEL S.aureus.
TIC 66 70
TRAT.
S.aureus Destruﬁéién éiauréus Destruceion] S.aureus | bestrucd
S.aureus ‘ 2 pureus S=ISUIsta
10* UFC/g) { % )= o7 (10%UFC/g) { %) {10°UFC/g) %)
Carne E
Curada 260 230 - 165
Carne . o
“ocida 140 46.15 50 78.2 20 88
TIC: Temperatura interna de coccion (°C )
TRAT: Tratamiento :
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CUADRO 16.

VARIACION EN EL NUMERO DE §$.pursus DURANTE

LA VIDA DE ANAQUEL DE LOS JAMONES

TIC 66 68 70
TRAT.
S.aureus |[Inecrementd S.aureus|Incremento |S.aureus|Increm
to* VEc/g €% ] R urrg (%) lo*wiesg | € %)
Carne Cocida 140 50 20
8 °C (1a.semana)] 160 14.2 220 340 200 900
8 °C (2a.gemana) 250 56.2 250 13.6 500 150
20 °C (1a.semana) 450 221.4 290 480 600 2,900
20 ©°C (2a.semana) 750 66.6 700 141.3 1,500 150
37 ®C (1a.semana) €35 353.6 320 540 900 4,400
37 °¢ (2a.semana)l 3,500 451.2 3,000 a837.5 3,400 277.

TRAT:
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CUADRO 17. RELACION ENTRE XL NUMERO DE CELULAS DE S_aureys
Y LA APARIENCIA FISICA DE LOS JAMONES, DURANTE LA
VIDA DK ANAQUEL.

TEMPERATURA Cuenta §$.aureus
M.HAC%NAHI!NTO ( 10¢ U.F.C.7g ) APARIENCTIA FISICA
c)
1a.Senana 2a.Semana 1a. SEMANA 2a. SEMANA
Color correcto. Al corte Al corte presento un nucleo
. fue blando Y jugoso. palido con verdeado en la
8 190 350 Consistencia satisfactoria. superficie. Consistencia
satisfactoria. Superficie
mohosa y pringosa.
Color correcto. Blando y Enmohecimiento y pringosidad
20 350 1,000 jugoso. Ligero olor a agrio. en el exterior. Nucleo palido.
Olor agrio. Superficie
verdeada.
37 600 5,000 Nucleo y exterior palido. Color palido. Enmohecimiento y
Blando, jugoso. Olor agrio. pringosidad en la superficie.
Fuerte olor agrio.




CUADRO 18. RESULTADOS DE LA PRUEBA DE INMUNODIFUSION
RADIAL SIMPLE MODIFICADA EN LOS EXTRACTOS

DE LOS JAMONES.

TEMPERATURA DR
ALMACENAMIENTO 8 20 87
{°¢C)
TEMPERATURA DE
boccIon (°c )
66 8 + +
€8 a + +
70 a + +

+ Enterotoxina positiva
a Vestigios
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ABSORBANCIA (nm)

CURVA DE CRECIMIENTO DE S.aureus

12

Longitud de onda de 600 nm

1.0
09

08

07

06

05

04

0.3

0.1

FIGURA 12.

TIEMPO (Homs )

CURVA DE CRECIMIENTO DE S.aureus S-~6 EN MEDIO BHI.
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U.F.C,/gX108

CUENTA DE S.aureus
COCIMIENTO JAMON

260

240 // N

220/ V2

200 GLL 4,
7 /]

180

160

14 0 |

120

100 |

80 |

€0

40

20 {

TEMPERATURA COCIMIENTO (C)

ANIES COCIMIENTO -DESPUES COCGIMIENTO

FIGURA 13. TASA DE DESTRUCCION DEL S.aureus S-6 EN LOS
DIPERENTES TRATAMIENTQOS TERMICOS.
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CUENTA DE S.aureus
JAMON COCIDOA 66 GRADOS

3,000 J

2,500

2,000

1,500

U.F.C,/gX108

1,000

500

INC. 8 . 20 31
TEMPERATURA INCUBACION (*C)

// hha.sEMmnn B . sivnna

FIGURA 14. VARIACION DE LAS CUENTAS DE S.aureus EN EL JAMON

COCIDO A 66 °C, DURANTE SU VIDA DE ANAQUEL.
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CUENTA DES. aureus

JAMON COCIDO A 68 GRADOS

3,500

3,000

2,500
o
;m 2,000 - —
} 1,500
S

1,000

500

o VI
INIC. 8 20 37

TEMPERATURA INCUBACION (C)

(/12 SEMANA . s

FIGURA 15. VARIACION DE LAS CUENTAS DE S.aureus EN EL JAMON
COCIDO A 68 °C, DURANTE SU VIDA DE ANAQUEL.
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CUENTA DES.aureus
JAMON COCIDO A 70 GRADOS

3,500

3,000

2,500

2,000

U.EC./gX 10°

600

1,000

600 !

o un—— d—‘

me. 8 20 37
TEMPERATURA INCUBACION (°C)

/10, SEMANA . o

FIGURA 16. VARIACION DE LAS CUENTAS DE S.aureus EN EL JAMON
COCIDO A 70 °C, DURANTE SU VIDA DE ANAQUEL.
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CAPITULO v

CONCLUSIONRES

Al presentar la carne empleada en la elaboracion de
jamon una cuenta de S.aureus inicial aproximada a
10 u.F.c. / & los tratamientos termicos cominmente

empleades en su coccidh, resultaron insuficientes

para la destruccicn total del microorganismo.

Conforme la temperatura alcanzada en el centro del
embutido se incremento, el indice de S.aureus viable

en el producto disminuyo.

La temperatura de almacenamiento estuvo relacionada

directamente con el desarrolle de S.aureus.

Las células de S.aureus que no fueren deatrufdas
por el tratamiento térmico, fueron capaces de
producir enterotoxina bajo las temperaturas de

almacenamiento probadas.

A pesar de que los jamones en la primera semana
almacenamiento contenf{an cuentas celulares elevadas,

apariencia f{sica no se modificd considerablemente.
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