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1, INTRODUCCION

1.1 INTOXICACION ESTAFILOCOCICA.

Este 1 21-1-] de 1intoxicacion se encuentra entre las
enfermedades de origen alimentario mas comunes en Me:xico y en el
mundo; es causada por la i1ngestion de alimentos que contienen
toxinas producidas por ciertas cepas de Staphylococcus (18). Sus
sintomas son los caracteristicos de una 1ntoxicacion alimentaria
gastrointestinal, se presentan en pocas horeas, cof  duracion
relativamente corta y sin efectos secundarios posteriores. Debido
a lo anterior, los medicos son raramente consultacos, lo gque
ocasiona que no existan cifras reales reportadas en relacién a su

incidencia (37) (352).

1.1.1 Antecedentes histéricos.

El \ntere; en el estudio de las 1i1ntoiicaciones surgio a
principios del siglo pasado: sin embargo hasta 1880, Koch vy
fasteur observarogn al microorganismo causante. Ogston le otorgoe
el nombre de "Staphylococcus" debido a Su agrupacion semejante a
racimos de uvas. En 1884, Rosenbach obtuvo el primer cultivo puro
en medioc solido. Owen en 1907, demostro que €1 organismo
implicaao en este tipo de intexicacion alimentaria era
especificamente el Staphylococcus aursus. Barber en 1914, fue el
primer investigador gque relaciond esta intaxicacion con
sugtancias e:ogenas producidas por el meroorganismo. Este
reporte no fue reconocido y durante muchos afos la enfermedad fue
atribuida a otros agentes micrebilanos. Hacia 1930, NUMBrosos
investigadores como Dack, estudiaron la enfermedad asociandola

directamente con S.aureus y sus toxinas presentes en alimentos

<]



que son consumidos despues de transcurridas varias horas de Su
preparacion. Desde 1948 hasta la fecha. se han realizado estudios
para conotsr de manera mas especlfica las caractericticas vy
comportamiento ode S.,aureus v sus enterotoxinas. Entre los
investigadores que mayor informacién han reportado sobre este

tema, se encuentran: Casman. Surgalla, Bennet y Bergdoll (37).

1.1.2 Naturaleza de la enfermedad.

1.1.2.1 Sintomas.- Se presentan despues de la ingestion del
alimento que contiene enterotoxina, en un periodo de incubacidn
que varia de 30 minutos a 8 horas. La naturaleza y grado de los
sintomas se determinan por la cantidad de toxina consumida y la
sensibilidad del i1ndividuo a la misma (22) (23).

Los transtornos mas comunes son nauseas, vomito, calambres
abdominales y diarrea. Aunque el vémito es el sintoma
caracteristito de esta intoxicacidn, se puede presentar en otras
enfermedades de origen alimentario o‘no manifestarse en todos los
casos de 1ntoiicaciongs estafilococicas.

En los casos severos llegan a presentarse cefaleas,
contracciones musculares, schock, anorexia, cianosis, salivacaion,
malestar general, nauseas. sSUDOT, deshidratacion, fiebre e
hipotensidn arterial. Esta ultima, en ocasiones persiste por
algunns dias provocando )n:apa:xqad en el enfermo para la
realizacion de sus actividaaes normales (12).

En la mayoria de los casos. la recuperacion es rapida, de |
a T dilas, por 1o gque rara ves se aplica tratamiento medico. La
mortalidad es extremadamente baja. se llega a presentar en

persaonas debiles o lactantes por un manelo tnadecuado ae la

El



intoxicacion (37).
1.1.2.2 Diagndastico.— Fara identificer camo agente

etiolégico al S.aureus en enfermedages ce origen &limentario,

sabre todo cuando 1nvoluceran & mas da una persons coh s{i-tomas
de 1ntonicacion, COomo sSON dlarrea y vomlto: se reqguiere conacer
los alimentos consumdos en forma previa & la manifestacion de
los sintemas. De esta lista se descartan anguellos que por  sus
caracteristicas no peraiten el crecimiento del microorganisma, vy
de los restantes se eligen los comunmente i1nvolucrados en este
tipo de enfermedad. A los alimentas sospechosos se les detecta la
presenciz de S.aureus: si existen cuentas elevadas. s@ puede
inferir que se trata de una 1ntoxicacion estafilocécica., Existen
pruebas bioquimicas como la coagulasa y termenuclisasa, due son
uxiliares en 1la identificaciédn de cepas anterctostigenicas de
este migcroorcanismo. Aunque la prueba definitiva cara determinar
la causa de la enfermedad es la identificacién de la
enterotosina., la mayoria de las ocasiones no se cuenta con el
aliments sospechoso en cantidad adecuada., de aproximadamente 100
Oy 0 los reactivos aproplados para la realizacidon del analisis,
por lo que el dictamen se hace en forma general con base en la

presencia de cepas presuntivamente enterotoxigénicas (1&).

1.1.2.3 Mecanismo de intoxicacion,— El modo de accian de las
enterotoxinag no estd enteramente comprendido, pero los
principales sintomas supopen wuna accion sobre las visceras
abdominales. Estos compuestos muestran gran afinidad por las
paredes del estomago e intestinos, produciendo enterocolitis

(61).
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1.1.2.4 Inmunidad.— La suceptibiligad a 1ntoxicaciones
estafilococicas varta de un individuo a otro. Depende de diversos
factores coma son la cantidad de enterotoxina consumida,
distribucioen de la misma sn el alimento v exposiciones anteriores
a Bestas substancias. Debido a la duracion de la enfermedad y a su
frecuencia, NoO se adquiere inmunidad.

Se sabe gue la dosis minima de enterotoxina necesaria para
producir sintomas es de 0.015 a 0.357 ug por kg de peso corporal

(15) (52).
1.1.3 Epidemiologia.

1.1.3.1 Inecidencia.- La recurrencia de intozicaeciones
estafiloctéei1cas de origen alimentario, ha sido ampliamente
estudiada en parses desarrollados como Estados Unidos, a
diferencia de ptros en gque comunmente No se repartan o no se
identifica el agente etiolagico._ En México, el Laboratoric
Nacional de Salud Publica, realizée un estudie en el periodo
comprendido entre 1980 y 1989, con el fin de conocer las agentes
involucrados mas comunmente en brotes de tokinfecciones
alimentarias de origen microbiano y parasitario. Se realizo la
revision de su incidencia, estudiando 7% brotes. de 1los cuales se
confirmaran S8 (73%). Estos se presentaron en reuniones 4.1,
escuelas o guarderias (10.3%), restaurantes (8.&4%) y hospitales

(B.8%) . El principal microorganismo i1molicado fue S.aureus, que

provocoe el 48.2% ae 1los incidentes. Los brotes estudiados
constituyen splo une minima parte de los que en tealidad se

presentan en nuestre nals (30),

1



1.1.3.2 Alimentos 1nvolucrados en los brotes.— Muchos
alimentas constituyen un  encelente medio de cultivo para el

crecimiento de S.awreus. En Mexico, los principales productos

alimentarios 1nvolucrados en estos brotes son: quesos  (29.3%).
pasteles (15.5%). carnes (15.1%), leche (1%.8%) y pescados o
Mari1scos 7.0%1 (30). Su almacenamiento a bajas temperaturas es
impo-tante en la inhibicion del crecimiento del microorganismo,
s1n  embargo. no si1empre esta temperatura es la torrecta o los
tratamientos térmicos previos adecuados para su destruccién (B)
(3I8) .

Se ha observado gue el crecimientc de S.aureus en alimentos,
alcanza un nivel de 10f a 10* unidades formadoras de colonias
(UFC) por gramo, en 4 a 8 horas de permanencia a temperatura
ambiente. Esta cantidad de celulas es suficiente para producir la

enterotaiiina, en niveles que causan intoxicaccian (41) (43).

1.1.3:.3 Fuente del organismo en alimentos.—- Los brotes
investigadas, mencionados anteriormente, en su mayoria fueron
originados por la contaminacion de los alimentos a través del
personal de la industria alimentaria, generalmente después de la
caccion, aungue algunos son atribuidos a alimentos en  estado
crudo. En ambos casos, la proliferaciéon es favorecida por la
ausencia de refrigeracion preventiva, la gual inhibe el
crécim:ento del microorganismo y produccion de enterotoxina.

El egquipo usado en la =laboracidn de productos alimentarios
es atro factor 1mportante a considerar en la determinacion del

origen del organismo contaminante (37).



Los animales son tambien fuente contaminante de S.aureus,
siendo los bovinos 1o transmisores mas 1mportantes, ya que
sufren infecciones mastiticas que ocasionan la contaminacion de
grandes volumenes de leche. En l& actualidad el uso de
pasteurtzaci1on y refrigeracion de la leche ha ocasionado una

disminucion en la frecuencia de este fenomeno.

1.2 CARACTERISTICAS DE Staphylococeus aureus.

1.2.1 Clasificacion .
Taxonomicamente el S.aureus pertenece a la familia
Micirococcaceae. El generec Staphylococcus estid dividido en varias

especies: S.aureus, S.epidermidis, S.hvigus e 8S.intermedjus,

entre otros. Esta divisidén se basa en la habilidad de les
microorganismos para producir coagulasa. endonucleasa y fermentar

manitol (8) (9).

1.2.2 Habitat.

Varios nformes consideran al §,aureus como ubicuo, debido a
su presenc:a genegralizada en la naturaleza: polvo, aire, ropa,
suelo, agua, efluentes naturales e insectos. La fuente principal
se sitda en la nariz del hombre, aunque también se encuentra en
la piel, manos, heridas i1nfectadas, guemaduras. forunculos, acné,

descargas nasales y de garganta, asi como en heces (18) (31).

1.2,3 Morfologia y fisiologia.

Los estafilococos son células esféricas de ¢.8 a 1.0 u de
diadmetro. Se presentan individualizadas, por pares o en pequaflas
cadenas que se reoarten en tres planos. formando racimes

irregulares. Algunas cepas jovenes pueden tener una capa de 1limo

-



o0 capsula:s son 1nmoviles y no esporuladas. El S.aureus es
aerdbico facultativo, pero crece mejor en presencia de oxigeno.
En medios salidos de agatl, forma colonias opacas. lisas,
convexas, de aspectc brillante y de color crema a amarillo
anaran)ade, por formacion de plgméntos de lipocrome que dependen
de la cepa y condiciones de crecimiento (&8).

En forma aerobica o anaetrobica el S.autreus produce acido a
partir del manitol, glucosa. lactosa y maltosa, entre otros
azucares y alcoholes polihidricos. Sintaetiza, varias toinas como
toxina y entercotoirainas; endonucleasa termorresistente y

coagulasa (14).

1.2.4 Caracteristicas bioquimicas

En el cuadro 1, se muestran las principales caracteristicas
brogquimicas del S,aureus. Estas son dea gran ayuda para su
diferenciacion. Tambien se ha observado que eiiste correlacidén
entre la enterotoxigenicidad de laE cepas de esta especie y la
produccisn de coagulasa y termonucleasa, aungue hay excepciones

{10) (62).

1.2.5 Factores que influyen en el crecimiento.
Existen numerosos factores gue modifican el crecimitentc del

microorganismo (cuadro 2).

1.2.5.1 Temperatura.— El rango de temperatura optime para el
crecimiento de S.aureus es de 35 a I °C. no obstante, el
microorganismo es capdcz de acaptarse a temperaturas de 10 a 45
°C; occasionalmente algunas cepas pueden cirecer incluso por debajo

o arriba de estos valores (3) (95).

.



Cuadro 1, Caracteristicas bioquimicas del S.aureus

PRUEBA RESPUESTA
Catalasa +
Coagulasa +
Termonucleasa +
Fermentacidn de manitol +
Fermentacidn de lactosa +

Fermentacién de sacarosa

+
Fermentacidn de glucosa +
Movilidad -
Licue:accién de gelatina *
Reaccidn de Voges-Proskauer +
Reduccidn de nitrato &

+ prueba positiva
-~ prueba negativa

Fuente: Mac Faddin, J.F. (13'8 4)




cuadro 2. Factores que influyen en el crecimiento de S.aureus

VALORES
FACTOR MINIMOS OPTIMOS MAXIMOS
Aw 0.83-0.86 0.39-«1.0 0,99-1.0
pH 4.0 6.5-7.5 9.8
Temperatura {°C) 6.5 30-37 45-47.8
NaCl (w) o o i8

Fuente: Bergdoll, M. s, (1972)



1.2.5.2 pH.~ La mayoria de las cepas de S.aureus se
desarrollan entre valores de pH de 4.5 a 9.3, con un optimo de
7.0 a 7.5. El pH de crecimiento depende del tipo de media, 1a
concentracion de cloruro de soogio thasta 18%), el tamafo del

inoculo y la atmasfera (40) (85).

1.2.5.3 Actividad de agua (aw).- Otro de los factores
importantes en el crecimiento del microorganismo es la aw. En
numerosas cepas s ha reportado crecimiento a niveles tan bajos
como 0.83, aunque el éptimo se encuentra en un rango de .99 a

1.0 (30) (96).

1.2.5.4 Atmosfera.— La tasa de crecimiento del S.aureus en
condiciones amaersbicas es mas baja que en presencia de oxigeno y

depende de los factores antes mencionados (24).

1e2.5.85 Cloruro de sodio.- El crecimiento del organismo es
inversamente proporcional a la concentracién de NaCl en el medio
de suspension. aunque es capaz de crecer en presencia de hasta

18% (14) (40) (6B).

{.2.46 Métodos de aislamiento y enumeracidn.

Para recobrar al microorganismo de una aran variedad de
alimentos, se utilizan medios de enriquecimiento y selectivos que
permiten el crecimiento de S.aureus e impiden el desarrollo de
otros microorganismos. El principal problema se presenta cuando
es necasario recuperar ceélulas dafadas (71).

El método recomendado por la FDA (1976) y AOAC (46.036-

44.040) para el aislamiento de S.aureus es el de Baird-Farker

(BP). Contiene telurito de potasio como acente selectivo , yema
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de huevo como agente diferencial. Puede ser empleado para la
recuperacion de microorganismos dafMados (40). El estafilococo
crece a altas concentraciones de sal (18%), por lo que antes de
identificarlo se realiza un cultivo de enriquecimiento con agar
soya tripticaseina (AST) con 10% de cloruro de sodiof se presenta
el inconveniente de que los microorganismos daflados no crecen en
presencia de un alto contenido de esta sal (101).

El organismo sembrado en BF, se incuba de 4% a 4B horas, a
35 o 37 °C. Las colonias tipicas de §,aureuss circulares, lisas,
convexas, humedas, de color gris a negro azabache, de 2 a 3 mm de
diametro, a menudo con una aureola exterma blanca por la
reduccion de teiurito y un halo de opaco a claro per la accion
sobre la yemaj son contadas y seleccionadas para la realizacién
de las pruebas de coagulasa y termonucleasa (7) (10) (71) «(83).

Fara la cuenta de celulas daftadas, se aprovecha sU
incapacidad de crecer en presencia de NaCl, su numero se obtiene
de la ditferencia entre las gue crecen en AST gon 7% de NaCl

(organismos sin dafiao) y AST_sin NaCl (organismos totales) (44).

1.2.7 Efectos del calor sobre las células

El tratamiento térmico es el método mas comin para destruir
organismos. Cuando la aplicasign del calor es insuficaente, el
microorganismo es solo inactivado, sufre 10 que se conoce como
dafio sub—-letal, que 1le impide a 1la cé¢lula reproducirse en
condiciones normales (44) . El efecto depende de s5U
termorresistencia.

€n las células microbianas. el calar preoduce la

desnaturalizacidn o coagulacion de las proteinas implicadas en la



multiplicacion y respiracion. ructurs de enlezez en =1 acido
desoxiribonucleéico (ADN) ¥ ribonucleico (AFNY v aafios en
membrana citoplasmatica (82).

El dgeterioro de la membrans celu.ar v i gpresisn osictica
interna, producen  1a  ruptura de la mambrana en  los puntos
debiles, facilitando la fuga del material citoplasmatico (11)
{45) (46) (49).

En el caso de que ocurra daMo sub-letal, unicamente se
afecta en forma ligera la membrana., el ARM , &1 resto de 1la
celulsa. Se ha reportado que 10s microorganisnmos daMaoos. en un
medic de cultive adgecuado que. contanga una Tuente Je aminoaci1dos,
gluzosa v sales. reparan sus defectos y se regactivan despues de
un tiempa. rla existen estudios que reporten el mecanismo que
si1gue la reactivacion de células dafitadas de S.aureus en alimentos

crocesados (26) (88).

1.2.8 Factores que influyen en la resistencia al calor

La resistencia al calor de los microorganismos depende del
tiempo y temperatura del tratamiento térmico, cepa. condiciones
de crecimiento, edad del cultivo, medio de suspensi1on v metodo de

recuento de celulas oartadas (48) (81) (B87).

1.2.89.1 Medio de suspensidn.— Los componentes asi como las
caracteristicas fisicoguimicas oel medio en que se encuentren
suspendidos 10S mlcroofrganismos; ya sSea una solucion  reguladora,
medi1o de cultivo o alimento,i1nfluyen directamente en su
resi1stencia ante =l cslor. Cuants mas rico en nutrientes sea el

medic. mayor sera la proteccion sobre las celulas (37).



Los azucares contenidos en el medio, sumentan ls resistencia
termica de las celulas. Este efecto se debe pri-.cipalmente a la
disminucion de la aw. tanto del medio coms i1ntracelular.

Se ha reportado qQue la sacarsss as el carbonidrato que
provoca una mayor resistencia de las céluias al calor. en
comparacién con otros carbonhidratos simples (28). Los compleios
como el almidon Y la pectina, dan proteccaion a las
microorganlismos y mayor estabilidad ante tratam:ientos térmicos
(11) (50).

tas células suspendidas en grasas, aceites, o medios con
alto contanido de AC1dOS Grasos, son dificilmente destruidas, a
diferencia de las suspendidas en medio acuoso, debldo a la escasa
conductividaad térmica de los lipidos (11) (S0) (92).

Se ha demostrado oue los Acidos grasos de cadena larga son
maz efectivos que los de cadena corta en la proteccion contra

dafic termico (11).

1.2.8.2 pH.~- Los estafilococos resisten major el calor en un
pH proximo & 7.0, a medida gue el pH se aleja de este valor, las
celulas se& hacen mas sensibles al tratamiento. debido a la
perdida en estabilidad de las proteinas celulares. For ello, un
alimenta muy acido requeririd de un periodo mas corto ge
tratamiento termico o menotr temperatura, para la destruccion de

las micreorganismos presentes (S50).

1.2.8.3 Aw.- Conforme se reduce el contenido de humedad del
medio de suspension. la resistencia de las Mmicroorganlismos

disminuye (3&) (96).
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La forma =xacta en gue la humedad facilita la
desnaturalizacion termica de las proteinas, no ha side
estaclecida, pero se cree gue es determinante en la formacidn de
grunos lLi1bres -5H, con el consiguiente aumento en la capacidad de
captacion de agua. La presenc:a de esta, permite entoneces la

ruptura oor calor de enlaces peptidicos (50).
1.3 ENTEROTOXINAS ESTAFILOCOCICAB.

1.3.1 Naturaleza.

Se descubrio, aque las enterotoiinas de §.aureus son
proteinas extracelulares (14)., En forma posteriar a SLL
purificacion, se diferenciaron mediante snticuerpos especificos,
los siguientes tipos: A, E. C. D y E. Tres formas de
enterotoxinas C fueron i1dentificadas con base a su variacion en
‘la  respuesta 1nmunologica y punto isoelectrico: denominandoles
Ciy €1 ¥ G (?3). Los antxsueras! corresponhdientes nan sido
oreparados (32) (8Q0).

Las enterotoxinas son moleculas simples de proteina,
altamente toxicas, de colof blanco cuando estan puras, con peso
molecular relativamente bajo. son higroscopicas. solubles en agua
Yy soluciones salinas. Se han determinado tambien sus secuenclas

de aminoaAcidos y puntos 1soelectricos (14) (49) (cuadra I).

1.3.2 Estabilidad.
Las enterotox:inas estafilococicas. son mucho mas estables
!
ague el resto de las proteinas celulares (98). En su estado activo

resisten l: accion de en2imas proteociiticas como la renina,

papaina, tripeina y guimotripsina.



Cuadro 3. Caracteristicas fisicoquimicas de las enterotoxinas es-

tafilocécicas.

TIPO DE ENTEROTOXINA
PROPTIEDAD A 8 c c n E

PESO MOLECULAR* 27,000 28,366 34,100 23,000 27,000 29,600

DOSIS EMETICA .
(ED ug/ mono) S S 5 5-10 20 10-20

CONTENIDO NnE
NITROGENO (%) 16.2 16.1 1.2 16.0

PUNTO .
ISOELECTRICO 6.9 8.6 8.6 7.0 7.4 7.0

ABSORCION
MAXIMA (nm} 27 277 277 217 378 3717

VISCOSIDAD
REDUCIDA (mi/g) 4.07 3.81 3.40 3.70 -

COEF ICLENTE DE
SEDIHENTACION .
{s® ,w) . S 3,03 + 2,78 3.00 2.99 - 2.60

EXTINCION
(E icm) 14,6 14.4 121 12.1 10,8  12.5

* Daltones

Fuente: Dryan, F.L. (1979)



A valares de oH bdaJos, su resistencia a las enzimas
disminuve. Las 1rradiaciones solo reducen la concentracidn de las
toximas sin 1nactivarlas. Son relativamente termorresistentes,
s1endo la F mas que la A y la D (15). La 1nactivacion por calor
estz 1nfluida por el oH y la composicidn del medio termico (13)
{75). Se ha informado asi mismo de su reactivacién durante el
almacenamiento posterior al tratamiento térmico (14) (50). En los
alimentos, las enterotoxinas no resultan completamente
inactivadas por la ceoceién nermal, pasteurizacion u otros
tratamientos térmicos usualmente aplicados. Ademas. a dosis
igﬁales las toxinas calentadas sresentan mayor actividad

bioldgica gue las no tratadas (94) (14).

1.3.3 Sintesis.

La evidencia acumulada indica que la sintesig de
enterotoxinas en la célula se lleva a cabo por dos vias
diferentes, B y C por medio dé plasmidos Yy A, Dy E
cromosomalmente. Esto se confirma con lo siguiente:

-Las cantidades de enterotoxinas By C son mucho mas
variables de un organismo a. otro. que las de A, D y E.

~Las células pueden incrementar la sintesis de enterotoninas
B y €. bajo ciertas condiciones y en el resto de enterotoxinas es
muy dificil aumentarlo.

Se ha demostrado que la superficie de la celula esta
relacionada con la oroducciton de enterotoxinas B y C.

tta enterotoxina B ha sido estudiada con mayorr detalle,
debido a las grandes cantidades producidas por algunas cepas. Su
sintesis se realiza en mavor cantided en la fase  exponencial de



crecimiento de S.sureus. Se nan estudiado los reguszrimientos
minimos  para la produccidn de estas toxinas, congluyéndose 1z
necesidad de aminodc:idos como arginina, cistina y fenilalanmina,
sales inorgaénicas y vitaminas. Con estos nutrientes se han
abtenido de 5 a 6 ug/ml de enterotoxina B, con un minima de

crecimiento celular (3. -

1.3.4 Mdtodos de produccidn.

Los métodos usados para la produccidn de enterctoxinas,
denenden de la extensiodn y propdsito del estudio, siendo mas
breves los wtilizados en la determinacian ae la
enterotoxigenicidad de las cepas, gue los empleados para su
purificacion (37) (14).

Numerosos cambios se han realizade en las técnicas de
laboratorio desde el método que aplice Dack en 1930, con ¢aldo
infusién de ternera en medio semisdlido (1% de agar), incubado a
37 °C por 48 a 72 horas, bajo 20% de didxido de carbono (&73.

Actualmente, para producir pequeffos volumenes con  alta
concentracién de enteraotoxina, se usa caldo infusion cerebro
corazon (BHI) en medio sélido empleando el método de celofan
s0D1re agar y en medio liquido aplicando la técnica de cultiva en
saco.

La caseina hidrolizada pancreadtica y sus variantes. son
utilizadas para la obtencion de grandes volumenes de
enterotoxina. por las ventajas que presentan al contener
conpuestos da bajo peso molecular de facil eliminacion durante la

purificacian (&7).



1.3.5 Factores que intervienen en su produccidn.

FPara la obtencion de enterotoxinas, se reguieren de
condiciones mas rigidas aque 1a€ empleadas para el crecimiente del
microorganismo. perc de igual forma dependen una de la otra. En
alimentos, las factores son semejantes a los aplicados a medios

de cultivo (cuadro 4).

1.3.5.1 Temperatura.— Se ha observade una mayor sintesis de
enterntosinas a 37 e°C, aungue se han rreportado pequefas
producciones entre 10 Yy 30 °oC (88). Vandenbosh, obtuvo la maxima
praduccion de enterotoxina B, en una cepa S-63 y L, en cepa FRI1-
137, a 40 °C, Otros investigadores han delimitado temperaturas
desde 10 hasta 50 °C como minimas y maximas para su sintesis.
Cambios en temperatura, afectan en mayor grado la sintesis de

enterotoitina, gue el crecimiento del microorganismo (63).

1.3.5.2 pH.— E1 rango de pH para la prcduc?inn de
enterctoxinas, va de 5.15 a 9.0, observandose un optimo de 7.0.
para la sintesis de enterotoiinas que se incrementa en forma
directa con la concentracién de clorura de sodio (42) (84&).

1.3.5.3 Aw.— La aw necesaria varia con el medio de
suspension, sin  embargo se ha menclonado gue debe encontrarse

entre valores de 0.9 a 0.97 (96).

1.3.5.4 Atmosfera.— La producci16n dée enterotoxinas ocurre
tamnto en condiciones aerctbicas como anaerdblcas v no  depende
directamente de esta condicion. sin embargo la presencia de

oxigene 1ncrementa su sintesis (688).



cCnadro 4. Factores que intervienen en la produccién de entero-
toxinas estafilocdcicas.

VALORES
FACTOR, MINIMOS OPTIMOS MAXIMOS
Aw 0.9 0.99 1.0
pH 5.15 7.0 9.0
Temperatura {(°C) 10 30 -~ 38 45
NaCcl (%} o [+ 10
atmdsfera (% 02) - 10 -

- no ha sido reportado

Fuente: Minor, T. E. (1971)



La presencia de un 10} de oxigeno disueltao. es suficiente

para lograr una mdxima produccien (3I2) (63).

1,3.5.4 Cloruro de sodic.— La presencia de minerales como
cloruro de sodio, afecta la preduccion de enterotoiinas. Se ha
observado que la sintesis optima se realiza ceon ©Z, pera puede

llevarse a cabo en un rango de ¢ a 10 % {(42) (&3).

1.3.6 Deteccidn.

La deteccion de enterotoiinas es importante, tanto para el
diagndstico de brotes de i1ntoxicac:i:dnes estafilocdclicas, como
para 1nvestigaciones al respecto (74&). Ai presentarse un brote,

se aplican tecnicas de aislamiento de S.awreus en los alimentos

sospechosos. se implementa un método para inducir la produccion
de anterotoxinas y posteriormente se identifica el tipo, por
comparac:én con enterotoxinas de referencia. Finalmente se puede
canfrontar con la extralda a partir de heces y orina del enfermo,
para definir la.causante de la intoxicacion. En los casos en que
no es posible aislar al microorganismo., €s necesario extraer las
toxinas directamente del alimento. Esta técnica es larga y tiene
como finalidad obtener la enterotoxina en forma concentrada para
una mejor identificacion (37).

Los métodos existentes para la deteccian de enteroctoiinas,
prasentan cierta eficiencia, Yy su eleccién se basa en la
finalidad del estudio.

l.as praincipales teécnicas pueden dividirse en sistemas
biolegicos y serolégicos.

Los Lioldgicos, resultan en la mayoria de las ocaslones los

mas accesiples, rapidos y menos costosos. La toxina es aplicada



Al snimal de e:;perimentacion y la aparicién de los sintomas de
intoxicacion observables, come vémito vy diarrea, se interoretan
como evidencia de la presencis de un téiico. Yea que otras toxinas
Drovocan estos sintomas, se requiere de una digestion previa con
tripsina para eliminarlas. De cualquier forma, los si1stemas
biolégicos no permiten diferenciar el tipo de enteroctoxina, ni la
cantidaa presente.

Los sistemas serologicos, pueden ser empleados tanto para
mediciones cualitativas, como cuantitativas de enterotoxinas. Se
aprovecha la propiedad que tienen de producir anticuerpos en
animales de laboratorio. La posibilidad de gque las enterotodinas
formen un precipitado al reaccionar con los anticuerpos
especificos, se emplea como base en la demostracion de su
nresencia, LOSs principales sistemas de este tipo, s€ mencionan a
continuacion (14):

-Tubo de difusion en gel o método de Oudin. Se emplea un
tubo en el cual se tiene antitoxina i1ncorporada en agar. Se
agreqQa la muestra presuntiva y se observa la precipitacion en la
zona de eguivalencia. Tiene una sensibilidad de S - 200 ua/ml.

~Doble difusion en ael. Esta prueba presenta una
sensibilidad de S5 ~ 10Q ug/ml. Se utiliza wna placa con
perforaciones, en la del centreo se coloca la solucién con el
antigeno ¥y la enterctoxina de referencia y los extractos a probar
en pozos adyacentes: al existir difusion, se formara una banda de
precipitacion en el punto en que i1nteraccionsn ambod compuestos.

-Precipitacion en tubo. Es cuantitativa, se realita mediante
el contacto entre la toxina y antitoixina ccrrgspona:ente, en

forma semejante al método de Oudin, Finalmente se cuantifica

ias



nitrogeno total en la zona de precinitacion, por ia ‘tecnica de
micro-kKjeldahl, que se relsciona con la cantidad de 'entarntuxxna
presante (100).

~Hemaglutinacion. En esta técnica. 1lo0s anticuerpcs estan
unidos a eritrocitos. Dicha solucidn al ponerse en contacto con
la toxina, genera la reaccion de aglutinacién. Su sensibilidad es
de 0.0015 ug/ml.

=Difusion radial simple. Fresenta una sensibilidad de 1.0
ng/ml, €1 antisueroc se agrega al agar. se mezcla y vierte en
placas aue s2 dejan enfriar. Se realizan perforacianes a las que
se agrega =1 extracto de enterotoiina. Despues de 24 haras, las
nlacas se revelan con Acido acético-etanel, la formacidn de un
halo de crecipitacion indica la presencia de enterotoiina.

~Rad1oinNMUNOEeNsayo., Sensibilidad de L0015 - T0.010
Mg/ml. E1 procedimientc incluye la adsorcion de la enterctoxina
especifica sobre una placa sensible pata antigenos.
Fosteriormente se aflade la toxima marcada con iodo radiactivo, se
deja actuar por un tiempo. se remueve la entarotoxina excedente y
se determina la radiactividad em:itida (17) (51) (100).

-ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay). Es una técnica
rapida y especifica. La sensibilidad en el caso de alimentos es
de menos de V.1 ngr/ml de extracto. Los princioios de este método
son identicos a los de radiocinmunoensayc. Se emplea una enzima
unida a la enterctoxina o anticuerpo especifico: la cantidad de
esta. sera directamente proporcironal a la cantidad de
enterotoxina orobada. Se mide a traves de una variacian de colar,

producto de la reacciédn de un craomogeno con la enzima {(3S5) (55).



1.4 LECHE.

1.4.1 Definicidn.

La leche es el producto {integro del ordefMo completo de una
hembra lechera sana. bien alimentada y no fatigada. Ha de se+r
recoglda higiénicamente y no contener calostro (97). Es un
liquido compleyo, neterogeneo, variable en su  composicion Yy

facilmente alterable (2).

1.4.2 Caracteristicas fisicoquimicas.

La leche es un liauido blance, opaco, daos veces mas viscosc
que el agua, de sabor ligeramencte dulce y o©lc> poss acentuado.
Sus principales caracteristicas fisicoquimicas se describen en el
cuadro S (84).

De modo esguematico. se puede cons:derar 13 leche como una
emulsicn de materia grasa, en forma globular, en uwna soelucion
acunsa gue Contlene numerosos elementos: unos en solucion y otros
en estado coleoidal. Este liquicoc es al mismo tiempo. una
SUEDensi1on de& materias proteinicas en un suero constituido por
una solucion verdadera que contiene princaipalmente lactosa
sales minerales (2).

Cuantitativamente, el agua es el elemento mas 1moortante,
representa  aproiximadamente el 90 % del peso de la leche. Los
otros elementos constituyen el extracto seco total (EST), aue
alcanza habitualmente la cifra de 1285 - 130 g/1.

El1 entracto seco maaro ‘ESM) ¢ expresa el contenido de la
leche en materia seca libre de grasa. Esta ciftra es mucho mas

constante gue la cel EST y casi: siempre se apro:xima a 90 g/,



Cuadro 5. Caracteristicas fisicoquimicas de la leche

de vaca

DENSIDAD A 15°C (g ; cm>) 1.030-1.034

CALOR ESPECIFICO (cal/g) 0.93

PUNTO DE CONGELACION (°C) -0.5

pH 6.5-6.6

ACIDEZ  (°D) _ 16-12
1.35

INDICE DE REFRACCION A 20 °C :

Estas cifras se refieren a leche fresca y nomal

Fuente: Santos, M.A. (1987)




Algunaos componentes de la leche =assan presentes en
cantidades medibles y pueden determinarse con  mayvor ©  menor
facilidad, oLraos se encuentran sdlc en cantioades vestiglales vy
su determinac:itn es mas difical.

Entre los primeros pueasen citarse: la grasa,lactosa. sales
minerales v sustancias ni1trogenadas. Enrre 10s segundos: enzimas,
pramantas y vitaminas. El caracter esencial de la composicion de
la lecne es la armonia y equllibrio en que se encuentran sus

componentes. siendo por tanto, un alimento de wvalor nutritivoe

inestimable. en onarticular para los mifios {(cuadro &) (70) (97).

1.4.3 La leche coma medio de cultivo.

La 1leche ae vaca s una solucidn neutra. fuertemente
tamponada. rica en susianclas nutritivas de los cuatro grupos:
glucizos. protidos. lipidos y sales: comtiene factores ae
zZrecimiento especiales como vitaminas del grupo B, por lo antes
expuesto constltuye un buen medio de cultivo para los organismos
hetarotrctos aptos para asimilar la lactcsa y proteinas; pero no
es un medio de cuitivo universal, como algunos consideran, por
ziversas razocnes (99):

-La fuents energcetica esta constituida solamente por
lactosa: azucar que es metabolizado mefos frecuentemente gue la
gliucosa.

-S1 el contenico de proteinas es elevado. mas del 3%, la
cantidad ge aminodcidos libres y péptidos es bajJa . lo que Tlimita
el crecimiento de numerosas especies bacterianas (81).

-En la leche cruda se han encontrado sustancias

antibacterianas. que existen en forma natural. como lacteninas.




Cuadro 6. Composicifn quimica media de un litro de leche de vaca

I Constituyente pldstico o energético:

Agua 900-910 g

Grasa 35-40 g Lactosa 47-52 g
EST 125-130 g

ESH 90-95 g Sustancias
nitrogenadas 37-36 g

Sales 9-9.5g
I Biosatalizadores difiecilmente determinables o en muy pe-
quena proporcién:
Pigmentas
Enzimas y
Vitaminas

IIT Gases disueltos (4-5 % del volumen de la leche a la salida
de la mama:

Gas carbdnico
Oxigeno y

Nitrégeno

Fuente: Veisseyre, R. (1980}




aglutipinas y lisozimas, que la protegen contra la 1nvasion de
.ciertos germenes senscibles o producen un estadoc de latencia en

los mismos al orincipio de su desarrollo (&) (73).

1.4.4 Flora microbiana de la leche.

La leche proveniente de animales sanos, contiene
microoroanismos. debido a la penetracion de los mismos en la ubre
y arrastre mecanicoj posteriormente tambien estd suleta a
contaminacian por manipulacion vy contacto con diversos
recipientes (39) (?0).

Las vacas, area de ordefo, equipo Y personal de
procesamiento, son las principsles fuentes de microorganismos en
la leche y sus derivados. For tanto es de suma importancia 1la
higiene y sanidad en cada aspecto de la abtencion de un  producto
lacteo, para asegurar un bajo contenido microbiano y calidad
persistente.

Debido a la gran diversidad de las fuentes de contaminacién,
la magnitud y tipo de organismaos presentes es muy varlable vy
depende de las condiciones particulares de cada lote de iiquaido
(S6).

En el cuadro 7 se méncionhan los ptrincipales girupos de
micraoorganismos presentes en la leche, clasificados de acuerdc a
su tipo bioguimice y respuesta a la temperatura.

Los microorganismos contaminantes en la leche dque revisten

mayor 1mportancia son las patogenos., como el S.aureus. Este

organismo tiene su origen prinpcipalmente en infecciones

mastiticas de las vacas (71).



Cusdro 7. Tipes bloquimicos de microorsanisncs en lechs

TiPa AICROORGANISHOS SUSTRATOS OTRAS M—
210QUINICO IEPRESENTATIVOS FuETE ¥ PRODUCTOS TINALLS CARMCTERISTICAS
Productores ..“np;«won 3ulaceiy Utensilics para la Lactoss a dcldo letico A los qus solo
de &ctdo s ordens, pastura y y/a fc. acético, aleohol producen fc. Lictico
plancas aellice y dléxido de [ conoce Como tips
carbone hemoternantatives A los
qua producen varics
coapuestos, camo
heterafermentativos
Lactobacilos; L.cased Alimantos Lactoss a dcido tctica Alqunos Lactohscilow
L.plancarm alnacensdos an ¥ otros productos son hosoCermentativor,
silow, estifrcol otrom son
haterofermantativos
Microbactarias: estifrool, atenatlios| Lactosz & &g, lctico y Alqunas de astas
Nicobacterium para ordefar atros productas finsles; bactarias pusden sobre-
derivadon de la leche | ne producen wanto feido vivir 12 exposicién a
como o estreptococos temperaturas altas como
¥ lactobacilon 80-84°C par 10 min,
H.luteus de las Pequefias cantidades de Rezisten al cator act
#ovarians y qlindul, Las dcido resultan de la déntl] do; algunas croas sen
S.graudencetchii da las vacas, utensl- | fermentaciSn de 1a lactosa] capaces de sobrevivir
Iios pars ordefs Los micrococos ton ligera- | a 61¢C por 20 min.
senta procecllticos
Coliformes: L.coll Zatifrool, agus con- lactosa & mezcla de 1a presencia da colifor=
Enterobacter serogenes taainada, suela y productos Cinales, como eas an leche s un indie
plantas Azidon, gases y cowpuss- cador de su calidad sany
toA nautros N taria
Productar es Coliformess Suslo. estifircol, squl La lackosa ua fermanta Los grandes reciplentes
de qas Closeridiua tueiricim ¥ alimentos con acum:lacién de gas, tienen aus thpas
- &xte +u una mexcla de levantadas por 1a
difaldo de carbono » praaidn cnanda la conta
B hldriqens, o solo didxida | minacién por las bacte.
da carbono n el caso da | rias productoras de qas
1a ferdentacidn par s Buy eleveda
leveduras
rermentacién | Algaligenes Tlarra, sqva, plantss | Low wicroorganirse ain- | L4 leche favarece 12
filants @ Enterobactst & r_gnnn Yy aliseuntos tetizan un satezial poli- | Cormacién de cdpsula: la
en tiras ‘Streprocaccus cretoris . sachrido viscoso que leche astdTil descremads
forma caran de limo o frecusatenents
chpaulam a las cllulas cono madio de cultive
para la formacién de
efpenta
Protasifricos | pacillus sp.: B.subtilia Tlerra, agua, utensl- | begradan la casofna hasta | tos productos finsles de
B.cfemoris lios 1a protediieis leparten
iy P degr: “ 1a lache olores y tatg
Proteus sp. emu-, 1a protesituis res anormal
Ereptococcus 14 1a coa~ o, puede ia-
b qu:uglcn dw la caselna con | partirle color a la lecha
la genina
Lipolfeicos Atdrolizan 1a grass de la | almunos ctdom gr

pentciilius sp. -

TierTs, aqua, utenai=
lion

lechs hasts glleercl y
Kcisos grasos

a la leche alor dessgrada
ble y udor agrio -

Fusnt,

1 Palcuar, K. 3.

t19a1)



1.4.5 Situacion actual de la industria lechera en Méaxico.

En México, la problematica de la leche como alimento basicao,
radica en la insatisfaccion del consumo de los sectares socirales
que la reguieren: niMos. mujeres emparazadas v en periodo de
lactanc:a.

Otro problema 1mportante, es la presencila de contaminantes

microbianos como S.aureus enterotoxigénico, en leches

principalmente en polvo y de i1mportacion (99).

A pesar de la deficiencia en la produccidn de leche: existen
estados de la republica que tienen una produccidn mayor que la de
autoconsumo. Esto 1mplica, que la leche producida en regicnes an
las que 1la transportacion hacia las ciudades que cuentan con
empresas procesadoras sea dificil se pierdan grandes volumenes,
sobre todo en é&pocas en que la produccion se incrementa.

Durante 1986. existieron excedentes de hasta 1.384 millones
de litros, de las cuales, algunos fueron canalizados a reglones
deficitarias. que en ese mismo afo presantaron un déficit de
2,154 millones de litros.

Sin embargo, la produccidn lechera durante 1986 fue de 7,400
millones de litros aproximadamente. necesitandose un total de
9,500 millones de litros para satisfacer las necesidades de 1la
poblacidn. En las cuadros 8 ¥y 9 se observa la produccion nacional
de leche, de 1980 a 1988 y la demanda desde 1988 hasta 1995.

Los faltantes de leche fluida, generan la necesidad de
importacien de volumenes considerables de leche en polva, para

cubrir la demanda nacinal (cuadro 10) (1) (19).



Cuadro 8. Produccidn nacicnal de leche de vaca

PRODUCCION DE LECHE TNCREMENTO EN RELACION
Ao (MILLONES DE LITROS)  _ | AL ARO ANTERIOR M)
1980 6741.5 1.49
1981 6856.4 1.70
1982 6923.6 0.98
1983 6768.4 2,24
1984 6860.0 1.35
1985 7474.4 8.96
1986 7696.1 2.99
1988 8160.2
1995¢ 9500.0

* Estimado

Cuadro 9. Necesidades estimadas de leche fluida
(Millones de litros}.

ARO MINIMA MAXIMA
1986 £8662.3 9569.3
1987 9088.5 9973.1
1988 9551.0 10395.0
1989 10138.4 10209.2
1990 10316.3 . 10420.0
1991 10478.7 10638.8
1992 10646.3 10862.3
1993 10816.7 10090,36
1994 10989.7 11323.3
1995 11165.5 11561.0

Cuadro 10. Volumen de importacidn de leche en polvo

aflo VOLUMEN (MILES DE TONELADAS)
1980 194.691
1981 133,282
1982 97.427
1983 95,000
1986 119,391
1987 182,876
1988 173.000

Fuenta: Aguirre, M.E. {1989)




le4.6 Queso.

El quesd es un producto lacteo concentrade, gue contiene
principalmente grasa, caseina, sales insolubles, fqua con
peguefas cantidades de sales solubles, lactosa y albdmina (2)
(&0 (77).

Fuede ser elaboradeo a partir de leche entera, parcialmente
descremada. descremada o suero y puede 0 ng contener crema o
sélidos lacteos deshidratados no grasos.

Se obtiene por la coagulacién de la caselina mediante renina
y/o Acido lac%ico u otres Acidos o enzimas utiles. segquida del
desueradao, en el curso del cual el lactosuero se sepatra de la
cuajada (2) (?) (97) (101), Pueden adicionarse o no agentes de
maduraciaon y someterse a tratamientos adicionales durante el
proceso: calow, presién y salado (74) (90).

La 1importancia de la elaboracidn de queso. tadica en Qque
constituye una forma de aumentar la vida de anaquel de la leche,
vy al igual aue esta, tiene pocos rivales en el campo de la
nutricion, por ser una fuente rica en calcio y proteipnas. Tambisn
potr sus cualidades organolépticas vy gran variedad es uno de 1los

mejores alimentos del hombre (27) (54).

1.4.7 Proceso de elaboracion de quesa fresco.
En 1la figura 1 se presentan las principales operaeciones que

se realizan para la fabricaciédn de queso fresco (60) (57).

1.4.7.1 Estandarizacion de la leche.— Es necesarip uniformar
los contenidos de grasa y sélidos totales presentes en leche, de
tal farma aue el producto cumpla con  las especificacicenes

legales. Dicha composicitn se puede ajustar afadiendo crema,
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IRECIBO DE-LECHEI

fesTanparrzacron oe w.s. )

PASTEURIZACION
(63°C 30 minutos)

ENFRIAMLIENTO
(36°C}

L}dicion de cuajo

AGITACION

PREDESUERADO
{30% vol. tot. )|

‘HOLDEO
lREFRIGERhCIBHl

Figura 1. Proceso de obtenciSn de queso fresco

Fuente: Lobato, C. (1987)



descremando. o mediante la adician de leche descremada o solidas

lacteos np grasas (97).

1.4.7.2 Pasteurizacidn.~- La generalizacien dei uso de aste
proceso, en }la leche, ha aumentadao en los ultimos afos. Aunque
presenta  numerosas variantes; de las cuales la mas utilizada es
la pasteurizacion rdpida a 72 °C, 15 segundos todas persiguen
las mismas finalidades:

~Destruccién de microorganismos patégenns, principalmente

Mycobacterium tuberculosis.

-Reduccidén de la flora banal, con el fin de mejorar la
canservaci1an del producto y facilitar la actividad de cepas
seleccionadas.

—“Aumente del rengimienta gquesern (1 a 0%, debide a la
desnpaturalizacion de proteinas solubles, mayor retencion de arasa

en la cuajada = nsolubilizacion de sales minerales (&0).

1.4.7.23 Coagulacion de la leche.- Es el cambio de la leche
de su estado liguido a sélide: o de un coloide compleaa 2 una
solucian coloidal semisolida, por precipitacion de la caseina. La
estructura de este coloide es tan particular, gque la mayor parte
de la grasa, bacterias, sales minerales y otros compuestins quedan
atrapados en la matriz prateinica formada por la caseina (72)
(R7).

Esta operacion puede llevarse a cabo principalmente de dos
formas:

—-Acidificacion. La acidificacidn esbonténsa a  adicionande
acide hasta un pM de 4.7 pravoca la precipitacion de la caselna

eliminando el calcion. E1 co4gulo formado prerde toda su

A



flexibilidad, los granulos ng se unen para formar  wuna pasta
homogenea y. €1 gueso siempre gueda granuloso.

~Coagulacién enzimética. La hidrolisis o accidn proteolitica
de la renina u otras enzimas con el misme efecto, desestabiliza
el sistema micelar. Frimeramente se separan las fraccionas
soluble e insoluble de 1la caseina, invirtiendoe su carga y
haciendola mas sensible a la precipitacion con iones calcio.
Posteriormente las micelas se agregan en la presencia de calcia,
formando una red que agrupa los globulos de grasa, suero y demas
particulas presentes. El codgulo formado es elastico y firme (&0)

(?7).

1.4.7.4 Corte de la cuajada y desuerado.- A través de esta
operacion, se favarece la sineresis que provoca la expulsitn de
suero retenido en la cuajada. Esta pérdida de agua confiere mayor
firmecza al producto determinando su cansistencia final, contenido
de lactosa y por tanto de acido lactico.

El desuerado y la acidificacidn estan antimamente
relacionados y deben guardar cierta proporcidan para la obtencion
de buenos resultados. La acidex afecta la naturaleza gquimica y
apariencia fisica del coaqulo; despues de la coagulacion
enzimatica la caseina se encuentra en forma de paracaseinato
dicadlcico. al reaccionar con el Acida lactico producido por la
accion de los microorganismos se transforma en paracaselnato
monocalcico que da elasticidad y ductibili:dad al queso, s1 existe
mayor cantidad de Acido se forma paracaseina libre que praovoca la
pérdida de elasticidad dando dureza y consistencia quebradiza

(figura 2) (92 (27).
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Parxacaseinato Acido Paracaseinato Lactato

¥ g +
dicilcico lictico monocalcico de calcio
Paracaseinato Acido Paracaseinato Lactato

+ — +
monocilciceo lactico libre de calcio

Figuzra 2. Transformaciones de la caseina en relacién a la
presencia de Acido l&ctico

Fuente: Lobato, C. (1987}



1.4.7.5 Moldeado.—- Al colocar la cuajaga en moldes se le da
forma al aueso, continuan el desuerado y destruczion de2 la

lactasa (2) (60).

1.4.7.6 Salado.- Los métodos mas comunes para la aplicacion
de sal al aueso fresco, consisten en la colocaci16n de &ste en una
salmuera tuerte o frotacidn de su superticie con sal seca. Tiene
la finalidao de protegerlo contra microorganismos indeseables,
coadyuvar al Jdesuetrado por su accién higroscopica, 1mpartirle
sabar. actuar soore las enzimas., aumentar la solubilidad de las

proteinas del suero ¥y regular la acidez (39) (460).



1.5 JUSTIFICACIOM

Las i1ntowicaciones estafilocecicas, se encuentran entre las
enfermedsdes de origen alimentario mas comunes en México y en el
mundo. Por otra parte, el caracter ubicuo cel S.aureus v las
malas practicas higienicas en el manejo, procesamiento Y
conservacion de los alimentos, aumenta la sucept:ibilidad de los
mismos a ser contaminados con este microorganismo.

En nuestro pais, los principales alimentos involucrados en
este tipo de intoxicacion, son la leche y sus derivados como el
queso.

Se nan realizado numerosos estudios acerca del crecimiento y

Aroduccion de enterotoinina de S.aureus en medios de cultivo de

laporatorio, pero no se han estudilado aplicados a un alimento
como el queso fresco.

Se sabe que & temperaturas v tiempos determinados de
tratamients teemico. el S.aureus sufre 1o que se conoce como dahbo
sub—letal, ague le provoca pérdilda de actividad. no obstante, con
med1ios de cultiva adecuados y condiciones de laborator:io
controladas, =1 microortanismo pueds reactivarse recuperando la
mavoria de sus funciones metabolicas.

For lo anterior, se propone el estudio del efecto cel daho
sub—letal, en el crecimiento y produccidn de enterotoxina B de
S.aureus, a traves de la incculacion del microorganismo datiado en
quésns. posteriormente saometidos a diferentes temperaturas de

almacenafiiento. tanto adecuagas como 1nadecuadas para su

conservacion.



2.0BJETIVOS

— Determinar las condiciones de tiempo y temperatura, que

acasionen un mayor porcentaje de dafio sub-letal en S.aureus.

- Analizar el desarrollo de 5.,aureus, con y sin dafo sub~
letal, durante el almacenamiento a diferentes temperaturas, de

las quesos frescos inoculados con este microorganiismo.

- Evaluar la capacidad de produccién de enterotoxina B de
S.aureus, con ¥y sin dafo sub-letal, en queso fresco sometido a

diferentes temperaturas de almacenamiento.



3. MATERIALES Y METODOS

I.1 CEFA.

La cepa de Staphylococcus aureas (S=21, productora  de

enterotoxina B, mantenida en agar BHI. fue proporcionaca por el
l.aboratorio de Microbiologia Sanitaria de la Escuela Nacional de

Ciencias Biologicas del Instituto Folitécnico Nacional.

.2 CARACTERIZACION DEL S.aureus.
La identidad de la cepa nroporcionacga para la realizaciédn de

este trabajo, e comprobo mediante las siguientes ptuebas.

Z.2.1 Observacidn microscdpica.

# una ssada de un cultivo puro. de Z4 horas de S.aureus en

caldo BHI, se 1le aplicd tincion de Gram, posteriormente se
abserveo al microscopio. La agrupacion de coCas en raci1mes

1rregulares, Gram (+), es tipica del microorganismo (20) (71).

3.2.2 Morfologia colonial.
Se semord por la tecnica de estria cruzada en agar BHI, una

asada de cultivo de S.aureus y se ohserve morfologia colonial.

3.2.3 Catalasa.
Se aMadi® una gota de peréxido de hidrogeno al J%, sobre una
colonia pura del microorganismo. La formacion casi inmediata de

burbujas de oxigeno, indica prueba positiva (62).

3.2.4 Coagulasa.
En un tubo d2 ensavo se colocaron 9.5 ml de plasma humanao o©
de conejo y 9.5 ml de un cultive purc de S.aureus en calde BHI de

18 a 24 horas, se giro suavemente el tubo para lograr la
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suspension  del organismo y se 1ncubd en bafo de agua a 3I7 eC.
Coms ptueba positiva se considera la formacién de wun codgulo o

filamentos de fibrina (42) (78).

3.2.85 Termonucleasa.
Emn una taja de petri, se akadieron & ml de agar DNAsa
fundido. Una vex solidificado., se realizaron perforaciones de 2mm

de diametro. Un cultivo puro de S.aureus en caldo BHI, se calento

en bafo maria a 90 °C, durante 15 wminutos. Con una pipeta
Fasteur, se tomd parte del cultive v se :Alacﬁ an los pozos. Se
incubd en camara humeda a 37 °C, durante 4 horas. Para revelar se
agrego una solucidn de ac. clorhidrico 1IN, de tal forma que
cubriera la superficie de la caja. Como actividad positiva se
considera la formacion de un halo claro alrededor de los pozos

(58) (62) (78).

3.4.6 Fermentacidn de azucares.

Una asada de un cultivo puro de S, aureus de 24 horas en
BHI., se inoculo en cuatre tubos, conteniendo cada uno calde base
rojJo de fenol Yy los siguientes azticares: manitol, glucosa,
lactosa y sacarosa. Se incubaron 24 horas a 37 °C. El  vire del
indicador to0jo de fenol a amarillo, representa la fermentacidn

del azucar correspondiente (10} (&2).

3.2.7 Movilidad.

Se emplea un medio semisdlido especifico, sulfidrico 1i1ndol
movilidad sim, que se siembra pot picadura para abservar
movilidad. El1 crecimiento sola sobre la linea de picagura

indicard la ausencia de mobilidad (62).

e



3.2.8 Licuefaccidn de gelatina.
El medio de gelatina nutritiva inoculado por oicadura con el
mieroorganismo se incubd de 27 a 25 °C por 1 & 4 dias. Una

prueba positiva consiste en la licuefaccitdn a las 24 horas (&62).

3.2.9 Reaccidén de Voges-Proskauer.

Determina la capacidad de produc:ir acetilmetilcarbinol
mediante la fermentacion de la glucosa. Se detecta por la
variacion de color del reactivo agregado al medio de crecimiento

(62) .

2.2.10 Reduceién del nitrato.
Evalua la capacidad del otpanismo para producir nitritos o
nitrégena libre a partir de la reduccidn de nitratos. observanle

par el cambio de color (62).

3.3 METODD DE FRODUCCION DE ENTEROTOXINA.

Fara poder identivicar la enterotoxina que produce la cepa
de S.aureus utilizada, se indujo la produccion aplicando el
metodo de celofan sobre agar que a continuacion se describe
{figura 3) :

—-Recortar circulos de celofan para dialisis y papel filtro,
con un diametro ligeramente menor al de la caja de petri (Qem) .
Humedecerlos con agua destilada y colocarlos alternacamente en
una caja petri. Esterilizar a 121 9C. 1% minutos.

-De un cultivo puro de S,aureus en BHI, i1ncubado a 37 ©oC
durante 18 a 24 horas. se tomaron 0.1 ml, se sambrd y daistribuyé
perfectamente, con una varilla de vidrio sobre placas de agar

BHI. en las que se colocd previamente una membrana de celafan.



E X .
H } 9 em.didmetro
“.-_;'

Celotén pora diglisis ~ Y, Colotar las clreulos
Pesmmeene=ts)  himedos alternadomente
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Coja petri
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oeem—" gL
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T
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———p elreiofdn y distribuir 7
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* Saurevs membralu de galafdn
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de.butfar de fosfatos 0.01 M.
fotmuoodifusicn -~ C;) ‘—_——-J
rodial simple

Centifugar
2500 :pm/aomin.

Figura 3. Método de celofln sobre agar
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=Se i1ncubo a X7 -°C, durante 24 horas.

-El . cracimiento " se cosechod con 2.% ml de solucion
reguladora ges fosfatos ©.0LM v centrifugd a 3,500 rpm durante 30
minutos. El sobrenadante se utilizae para la prueba de

inmunodifusion radial simple modificada (78) (79).

3.4 IDENTIFICACION DE ENTEROTOXINA B POR INMUNODIFUSION
RADIAL SIMFLE MODIFEICADA.

La tecnica de inmunodifusidn radial simple, se empled para
detectar la presencia de enterotoxina 5§, en los extractos
ocbtenidos a partir de la cepa mediante el método de celofan vy de
los quesos elaborados (figura 4). En su realizacion se llevaron a
cabo las siguientes operaciones:

-Fara la oreparacion del medio base para las placas (agar al
1.8 ). se disolvieron 18 ¢ de agar purificado en 900 ml de
solucién reguladora de fosfatos ¢.2 M y se agregaron 109 ml de
timerasal al 1| %. Se guardd en valumenes de S ml.

-Fara cada placa se prepararon 19 ml de agar antitoxina. A
9.3 ml de agar al 1.8%, fundido a 70 °C, se le agregaron 0,7 ml}
de antitoxina B. Fosterior;ente se vacid en una caja de petri, se
mazcld ¥y enfrid hasta gue solidificara.

-Las placas ya preparadas se colocaron sobre un  papel con
cuadriculado de 1| cm . €n el centro de cada cuadricula se hizo
una perforacién con la base de una pipeta asteur, de & mm de
diametro.

-Uno de los pocos se llend con la enterotoxina de referencia
v 21 resto con los extractos a propbar. Se incubo a 37 °ec, en

camara humeda. dutrante toda la noche.
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—El revelado de las placas se realizd con una mezcla S:i:4
de etanol, ac. acetico y agua destilada. La fcrmacion de un halo
opaco alrededor de los pozos indica la presancia de enterotoxina

B (?1).

3.5 ADAPTACION DEL §S.aureus EN CALDO LACTOSADO.
Con el fin de adaptar al microorganismo usado. a la
utilizacion de la fuente energética de la leche, la lactosa, se

hicieron resiembras consecutivas en caldo lactosado.

3.6 CURVA DE CRECIMIENTO.
Se realizé mediante dos metodos: cuenta viable para

bacterias y espectrofotometricamente.

3.6.1 Cuenta viable para bacterias.

-5 preparo un cultivo puro de S.aureus en caldo lacgtosado,
incubads a 37 °C, durante 18 a 24 horas.

—Con I ml del cultivo antes mencionado se inocularon S00 ml
de caloo lactosado estetri1l, se homogenizd perfectamente. Este
medic se mantuvo a 37 °C antes y después de tomar cada muestra.

~La cuenta de bacterias se llevo a cabo a diferentes tiempos
de i1ncubacion. efectuandose diluciones decimales en serie (cuadero
i1,

—-Se tomé ! ml de las tres ultimas diluciones y se colocd en
cajas FPetri, posteriormente se adicionaron 15 a 20 ml de agar
para cuenta estandar (ACS), previamente fundido y enfriado a 45
°C; las cajag se homogenizaroh pot rotacién en la superficie de la

mesa de trabajo e incubaron a 37 °C durante 24 horas, *



Cuadro 11. Tiempos de incubacidn en el método de cuenta
viable para hacterias.

TIEMPO DE INCUBACION
{horas) DILUCIONES
0.0 1074 a 1078
1.0 1074 a 107¢
2.0 1074 2 1078
3.0 107% a 1077
4.0 1077 5 1077
5.0 1072 a 10”7
6.0 1072 a 1077
7.0 10”7 a 1072
8.0 1077 4 1072
9.0 1077 2 107°
10.0 1677 2 107°
1.0 1077 a 107
12.0 1077 a 107°




3.6.2 Meétodo espectrofotométrico.

-Fara esta tecnica se empleo el espectrofatametro
"Spectronic 20", calibradao con agua destilada a 600 nm, Yy se
utilizo como blanco el medio de cultivo empleado ACS.

—-Se tomo una alicuota de 15 a 20 ml del medio empleado para
la cuenta viable simultaneamente y en los tiempos especificados,
se anoto el porcentaje de fransmitencia (4T) y absorpancia (Z4A)
para cada caso.

3.7 DANO TERMICO SUB-LETAL EN S.aureus.

Para ocasionar el dafo sub-letal en los microorganismos a
iAncular en los quesos, se emples el método del tubo capilar. La
temperatura empleada fue la correspondiente a la pasteurizacion
rapida de IF leche (72 °C). El medic de calentamiento usado fue
leche en polvo reconstituida. El procedimiento se describe a
cantinuacion (figura 35) (35) (47):

=Con 3 ml de un cultivo puro de S.aureus en Galdo lactosado
de 18 a 24 horas, se 1nocularon 100 ml de leche entera en polvo
reconstituida. Se incubd a 37 °C. durante 21 tiempo determinado a
traves de la curva de c¢recimiento, en el gue el microortanlsmsd
alzanza su fase exponencial de crecimiento (6 horas).

-Se colocaron ©0.05 ml del cultivo antes citado, en un tubo
capilar de 1 mm de diametro.

-E1 capilar con el cultivo se sujeto a un termometro, dentro
de un tubo de Thiell con agua a 72 °C. Los tiempos de exposicion
aplicados fueron ©, 5, 10, 15, 20, 25 y 30 segundas.

—Inmediatamente despues de aplicado el tratamiento térmico,
cada tubo capilar se i1ntradujo en un bato de agua helada y colocd

en un tubo cara diluciop con 9.95 ml de agua esteril.
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~5e realizaron diluciones decimales hasta 10-! Yy Ssembraron
las. tres ultimas en AST con 7.0 % de cloruro de sodio v AST. La
incubacion fue a 37 °C, durante 18 a 24 horas.

—Las colonias de S.aureus se contaron, expresandose como
UFC/mt.

-El numero de células daMadas se calculéd restando al numero
de células que crecieren en AST sin  NaCl (células viables
totales) las que crecieron en AST con 7.0 % de NaCl (células sin

dara) (26},

3.8 ESTANDARIZACION DEL INOCULO,

Fara conocer el numero de células necesarias a ser
inoculadas en la leche empleada en la elaboracion de las aquesos,
se eligid el tiempo de tratamiento teérmico que generd un mayor
porcentaje de células dafadas. Se repitid cinco veces Yy se hizdé
cuenta viable en la misma farma aque en el método del tubo
capilar., Debido a que también se i1nocularon ceélulas sin dafio sub-
letal, se realizaron repeticiones en €l tiempo cero de

tratamiento térm:ico y se calculd 21 promedio de UFC/ml.

3.9 ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LA LECHE EN POLVD.
Fara cenocer 1a calidad microbiplégica de la leche en polvo
empleada como materia prima de los quesos, se llevaron a cabo las

siguientes determinaciones.

3.9.1 Preparacion de la muestra.
Se pesaron 10 ¢ de leche en polvo y homogenizaron con 0 ol
de agua esteril (dilucién 107'). A partir de esta mezcla se

prepararon diluciones decimales nasta 107,

(4
o



3.9.2 Cuenta de mes&filos aerocbios totales

Se' inoculd 1 ml g= las tres ultimes diluc: snes en una caja
Petri. despues se adicionaron 20 ml de : .5. La | ambgeneizacitn se
hizo por rotacion sobre la mesa de trabalo. La ihncubacion fue a
37 °C durante 1B & 24 horas. E1 numero de colon:as se reports en

TUFC/ml (3 (27> (28).

3.9.3 Cuenta de celifermes totales.
Una asada de la praimera dilucion se sembro en placas de
agar bilis rojo violeta (RVBA).Se incubo de 24 a 48 horas y

contd =1 numero de colonias caracteristicas (27) (28).

3.9.4 Aislamiento e identificacidan de Salmonella.

Se sembraron 2 g de muestra en tubos con caldo selenito y
tetrationato. Se 1ncubd de 1B a 24 horas a 37 °C. Una asada de
zada tubo se sembrdé en agar verde brillante, agar ®osina azul de
metileno (EMB) y sulfito doe bismuto. A las colonias
sosoecthosas se las hacen pruebas biogquimicas para comprobar la

presencia Salmonella (27) (28),

3.2.5 Cuenta de §.aureus.

Se utilize el meétodo de Baird-Farker, que consiste en
sembrar U.1 ml de las tres Gltimas diluciones y distribuir
perfectamente con una varilla de vidrio esteril. Se realizo el

recuento de colonias tipicas de S.aureus (27) (28B) (89).

3.10 ELABORACION DE L.08 QUESOS.
Quesos de 500 g, se elaboraron a partir de leche en polvo

reconstituida "Nido" del mismo lote. La formulacién para cada

qguaso se muestra en el cuadro 12.



Cuadro 12. Formulacién del queso fresco

MATERIA PRIMA CANTIDAD
Leche en polve 650 g
Cloruro de calcio tg
Cuajo (Cuamex XXX, fuerza 1:10,000) 2.5 m:
Cloruro de sodio 15 9
Agua 2 it




El proceso de elaporacion de los aquesos abarce las
siguientes operaciones (figura 6):

—~Reconstitucidn de 1a leche en polvo. Se prepararon 22 1%
disolviendo perrtectamente la leche en el acua, mantenienda una
temperatura de 37 °C.

~Suplementacién de calcio ionico a la leche. Gon el fin de
obtener una coagulacion mas eficiente. se adiciond una solucion
de cloruro de calcio, 0.2 g en 10 ml de agua, Yy ce mezeclo
perfectamente.

—Inoculacidn de la leche con 8.aupeus. Se utilizaron para
este fin 1ndculos de 300 x 107 UFC de este microorganismo en
leche, con daMo sub-—letal en tubo capilar o sin daflo, segun el
tratamiento a realizar. Se mezclaron perfectamente con la leche
en polvo reconstituida.

—Coagulacion. Se agrego a la leche una disolucion acunsa de
cuajo (Cuamex XXX, fuerza 1:10 00d), en una concentracion de .05
% de este agente coagulante por litro de leche. Se mezcld
cuidadosamente y dejo reposar hasta la formacion de un coagulo
consistente, aproximadamente 15 min.

~Corte de la cuajada. Se trealizd el corte del codoule en
pequefios cubos de aproximadamente Z cm por lado.

—Salada. Se elimino el 30 % del suero presente y adiciono a
la cuajada wna mezcla de cloruro de sodio suera, que permitiera
obéener alrededor de 3I% de sal en el queso. Se espers unos
minutos.

—Desuerado. Se separd el suero restante de la cuajada.

—Moldeado.La cuajada se colocd en moldes de acero inoxidable

con S90g de capacidad., permaneciendo en refrigeracion. 24 horas.
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~Almacenamientao. Se aplicaron tres temperaturas de
almacenamiento: durante dos semanas. retrigeracion (3 a 4 °C),
Ambiente (20 a 22 °C)3; y a (27 °C) temperatura -obtima -da

crecimiento par upa semana (60), -
F.11 ANALISIS MICROBIOLOGICOS POST-PROCESQ.

3.11.1 Analisis del suero.

Se reunice el suero obtenido dei desuerado y se mezclo
pertectamente. Se realizaron diluciones decimales hasta 10'“, y
se oObtuvo la cuenta de mesofilicos aerobios totales v S.aureus

(4) (27) (89).

3.11.2 Analisis de los guesos.

Se tomaron muestras ge 10 g de cada aqueso en diferentes
periodos de almacenamiento: 1nicial, primera semana, y segunda
semanay y se realizaron cuentas de mesofilicos aerobios y

S.aureus (4) (27) (89).

3.12 EXTRACCION DE ENTERDTOXINA.

Despues de transcurrido el periodo de almacenamiento. ge
tomaron muestras de los quesos y se llevd a cabo la extraccion de
enterotosiina por el siguiente metodo (figura 7):

-Pesar 100 g de aueso. Agregar 140 ml de agua destilada,
triturar y homogeneizar 3 min. en licuadora.

-Agregar 1¢ ml de HCl ©.1 M, mezclarle bien y ajustar el pH
final a 4.5,

-Centrifugar a 3 S00 rpm a 4 °C durante 30 min.

-Pasar el sobrenadante a un vaso de precipitados, ajustar el

pH a 7.5 con NaOH S ™.

51
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—Agregar 15 ml de cloreforma y mezclar con agi1tador
magnetico por I min.

-Centraifugar a 3 SO0 rpm a 4 °C durante 30 min.

-Separar 2l clorofarmo ajustando el sobrenadante a un M de
4.5 con HCl 0.1 M (si hay precipitacién centrifugar de nuevo Yy
descartar).

-Ajustar el pH a 7.5 con NaOH S M, s1 hay precipitado
centrifugar e nuevo y descartar.

—-Agregar 3I0 ml de resina Amberlite CGB-SO con pH de S.6,
previamente tratada-

Tratamiento de la resina.- Pesar 100 g y suspenderla en 1.5
1t de agua destilada. Agregar NaOH S M hasta pH de 12, agitar
durante 1 hora. Lavar varias veces con agua destilada. Agregar
HC1 &M hasta pH de 2. Agiltar durante 1 hora. Lavar varias veces
con agua destilada y suspender en solucion amortiguadora de
fosfatos a pH 5.6. El pH de la resina debe de ser de S.4 a 5.9.

-Mezclar durante ! hora con agitador magnético a 4 °C.

~Filtrar la resina a traves de un embudo buchner y lavar con
200 ml de solucidn reguladora de fosfatos 0.015 M v pH 5.9.
Descartar el lavado.

-Suspender la resina en 30 ml de solucion reguladora de
fosfatos ©.,15 M gon 0.9 % de cloruro de sodio. Ajustar el pH
lentamente a 6.8 y agitar con barra magnetica por 45 min. a 4 °C.

~Filtrar la resina, guardar el eluido y descartar la resina.

-Agregar 1 g de agar purificado y agitar 1 hora a 4 °C con
barra magnetica.

-Filtrar y colocar el filtrado en un tubo de celofan rara

dialisis. Introducir en una disoluciaon de polietilen gligal al

&1 .



30 7 durante toda la noche.

~Extraer el saco de didlisis y lavar con agua tibia. Dejarlo
reposar en agua tibia.

—-Colocar el extracto en un tubo de centrifuga, &1 1gual que
los lavacos del saco, con un volumen no mayaor de S ml,

—Centrifugar a 3 500 rpm a 4 °C durante 20 min.

—Transferir a un frasco pequefio y liofilizar,.

-Disalver el liofilizado con 0.4 ml de tripsina al 1 %,
dejandae digetir por 30 min, a 37 °C.

—-Hacer la prueba de inmunodifusion radial simple modificada,

para la deteccidn de enterotoxina B (33) (78).

&4



4. RESULTADOS Y _DISCUSION.

4.1 CARACTERIZACION DE LA CEPA.

4.1,1 Morfoleogia microscdpica.
Despues de realizar la tincion de Gram, se abservaron al
microscopio, células esfeéricas (cocos), agrupadas en racimos

irrequlares con teaccion de Gram (+), propia de S.aurgus? sin

embargo. asta prueba por si sola no permite su diferenciacién de

otras especies de la familia Micrococcaceae que presentan estas

mismas caracteristicas (21).

4.1.2 Morfologia colonial.

Unas de las principales caracteristicas de las bacterias son
su  apariencia y crecimiento en un medio de cultivo especifico.
Los resultados de la morfologia colonial de la cepa de §.aureus
S-6, toncuerdan con lgs reportados en la literatura (cuadra 13)

(33,

4.1.3 Catalasa.

£5 wuna enzima producida por S.aureus, que descompone la
molécula de perdxide de hidrogenc. liberando oxigeno €1 gue se
hace patente mediante la formacion de burbujas. El micreorganismo
estudiado produce esta enzima. Por medio de esta prueba se puedo
diferencirar el estafilococo (catalasa positivo), de estreptococos

(c;talasa negativos) (53).

4.1.4 Coagulasa.
Es una prueba simple, utilizada como presuntiva en la

identificacaién de cepas enterotoxigénicas de' §.,aursus.



Cuadro 13, Morfologia colonial del S,aureus S-6

CARACTERISTICA RESULTADO
Medio de crecimiento Agar BHI
Tamaho 2 - 3 mm
Color RAmarillento
Consistencia Cxemosa
Borde Entexo
Aspecto Himedo
Elevacién Convexa
Luz transmitida Opaca

Luz reflejada Briliante
Superficie Lisa

bo



La produccion de 1la enzima coagulasa, Qque acsua como
activador del plasma coaqulando el fibrinégeneo, permite que se
lleve a cabo esta prueba.

El resultado de esta prueba fue positive. lo que da una
pauta para suponer la enterotoiigeneicidad de la cepa que se usé,
pero no asegura esta funcion metabdlica ya gue se han reportado
excepciones a esta relacion. se sabe que 90 % o mas de las cepas

de §.3aureus enterotoxigenicas producen coagulasa (&1).

4.1.3 Termanucleasa.

La termconucleasa es producida por algunas cepas de §.aureus,
hidroliza los enlaces fosfato del DNA, es termoestable y resiste
altas concentraciones de NaCl.

Al igual gue la prueba de coagulasa, la termonucleasa fue
positiva (50).

Se ha reoortado uwna relacion mas estricta entre la
preoduccidon de esta enzima y la de enterotoxinay por lo Que las
pruepas de coagulasa y termonucleasa en conjunto son utilizadas
para la presuncion de cepas enterotodigénicas de g.aureus (57)

(58).

4.1.6 Fermentacién de azucares.

Todos los acucares probados: manitol, lactosa, sacarosa y
g9lucosa, fueron fermentados por la cepa representanda por tanto
una prueba positiva. La prueba de manitol, resulta altamente
selectiva para la confirmacidn de cepas patagenas de S.aureus

(62) (68).



4.1.7 Movilidad.

El S.aureus es un microorganismo que ng tiene flagelo,

organelo aue tiene la funcion de permitir l1a movilidad de 1la
célula. El resultado de esta prueba fue negataivo, con  un
erecimiento acentuado en la linea de siembra y con el medio

circundante claro (&2).

4.1.8 Licuefaccion de gelatina.

La gelatinasa. enzima producida en grandes cantidades panr
S.aureus, permite su identificacion, a traves de su accion sobre
un medio de gelatina nutritivo, provocando la licuefaccien del

mismo. La cepa estudiada mostrd esta actividad enzimatica.

4.1.9 Reaccidn de Voges—Proskauer.
Mediante esta prueba se determina la capacidad del
microorganismo para producir acetilmetilcarbinol tacetoinal,

producto final neutro de la fermentacion de glucosa. E1 S, aureus

S~& presentd reaceidn positiva.

4.1.10 Reduccion de nitrato.

En esta prueba se observéd un resultado positivo, que
confirmé la capacidad del S.aureus S-4 para producir sustancias
que reducen los nitratos a nitritos o nitrdgeno libre (&62).

Todas los resultados ge las pruebas bioguimicas, concuerdan

caon los reportados en la literatura (cuadro 14).

4.2 PRODUCCION DE ENTEROTOXINA B.
El método de celofan sobre agar, hace posible obtener altas
concentraciones de enterotoiina. que permiten comprotbar su

progduccian e 1dentidad. al someterla posteriormente a una



Cuadro 14. Caracteristicas bioquimicas de S.aureus

Prueba Respuesta
Coagulasa +
Catalasa +
DNasa +
Glucosa +
Hanitol +
Sacarcsa +
Lactosa +
Hovilidad -
Acido sulfhidrico +
Licuefaccidn de gelatina

a 22 °C +
Voges-Proskauver +
Reduccidn de nitrato +




reaccion de 1dentificaci1on  antigenoc-anticuerpo. Ademas. la
duracion de esta técnica (24 horas a 37 °C), oermite obtener
resultados rapidos con una pequefia cant:idad de medio {(22).

El agar BHI que se utilizo, contiene la cantidad suficiente
de nutrimentos, para permitir el crecimiento y proaguccion de
enterotoxina a niveles suficientes para su deteccion. La membrana
de celofan sobre el medio contribuye a wuna purificacion y
extraccion de la enterotoiina mas sencillas, ya que facilita la
eliminacidn de praductos metabdlicos no importantes con un peso
molecular menor de 12 000 D. La enterotoxina B, al poseer un peso
de 28 3646 D, queda retenida en la superficie de la membrana, por
lo que su recuperacidén e lleva a cabo, mediante el lavado de 1la
misma con una solucién amortiguadora (65).

Medrante este método se obtuvo un extracto de la cepa de

S.aureus S-6.

4.% IDENTIFICACION DE ENTEROTOXINA B.

t.a posipilidad de i1dentificar enterotoxinas por un método
serologico como el de ipmunodifusidn radial simple modifigada., se
tavorece por la capacidad que tienaen las toiinas de  reaccionar
con  su antisuero especifico, uniendose de tal forma que despues
de un revelado con una mezcla acido y alecchol, se formen halos
aopacos alrededor del pozo, en la =2ona en que las dos sustancias
se unen por difusion.

El diametro del halo de precipitacion es proporcional a la
cantidad de toxina agregada al pozo, por 1o que esta prueba puede
ser de caracter semicuantitativo.

El extracto obtenico mediante el metodo de celofan sobre



agar, sSse orobo mediante 1nmunodifusion, comprobanacse que la cepa

proporcionada de S.awreus S5-6 produce la enterotoxina B (21) (&6)

(711,

4.4 ADAPTACION DE S.aureus A CALDD LACTOSADO.

El S.aureus degrada la lactosa cuando este azucar representa
su  unico medio energeético. Al principio el microorganismo no se
encontraba adaptado a su utilizacion directa por falta de algunas
metabolitos, por lo que fue necesario llevar a cabo cinco
resi1embras que facilitaron su Optimo crecimiento.

En  nuestro caso. deseabamds conocer el efecto de la
temperatura de almacenamiento y dafo termico, sobre el
crecim:iento del microorganismo y produccion de enterotoxina B, en
un derivado lacten como el quesoc: por lo que se hizo necesario
adaptarla a la utilizacieon de lactosa (azucar de la leche), y de
esta forma impedir que la desadaptacidn 1i1nterviniera en los

factores a determinar.

4.5 CURVA DE CRECIMIENTO.

Debide a que las particulas suspendidas en un liquido
absarben la 1luz, es posible medir con un instrumento sensible
como )1 espectrofotometro la concentracion del mismo, o en
nuestro caso el crecimiento celular relacionado con el gradnl de
absorcion de luz. En 1la figura B, se observa 1la curva de
creﬁim1entc obtenida a partir del metodo espectrofotometrico, a
una longitud de orda de 400 nm3 en ella se aprec:ian tres de las

cuatro fases del crecimienta celular (20) (71).
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4.5.1 Fase de retardo o lag.

En este periodo que caomprendio las dos primeras horas de
incubacidn, las celulas aumentan su tamafio permaneclendo
inalterada la poblacidn celular total. Fisioldogicamente dichas
cédlulas se encuentran muy activas, sintetizando las enzimas Yy
COoENnI1mMas Necesarias para su dptimo tuncionamiento. En la parte
final de esta fase, las celulas comienzan a dividirse de manera

irregular, hasta que 1nicia la siguiente etapa.

4.9.2 Fase logaritmica o exponencial,

Esta etapa se presentd entre las 2 y ? horas de incubacidn,
presentandose wmultiplicac:ién tregular y a ritmo constante. El
desarrotilo. asi camo la produccion de enterotoiina B son
maximos, por lo gue los microoraanismas en esta fase resultan de
gran interes para el estudio de la produccion de enterctoxina.
Fosteriormente todas las funciones de desarrallo y produccion de

substancias comienzan a disminuir gradualmente.

4.5.3 Fase estacionaria.

La tendencia al cese del desarrollo que se cbserva en las
tres vtitimas horas de nuestra curva, representa la fase
estacionaria de crecimiento, que puede deberse al agotamiento de
algunos nutrientes y el inicio de la acumulacion de sustancias
toit1cas de desecho. El gue la curva permanezca constante 1ndica
que el desarrollo se ha detenido o que se ha equllibrado con el

ritmo de muerte celular.

4.5.4 Fase de declinacidén o muerte.

Emn esta etapa las bacterias mueren rapidamente en forma



exponancial, a la 1i1nversa de 1lo que sucede en la fase
logaritmica. No se observd en nuestra curva, ya Qgue el

espectrofotometro detecta tanto ceélulas muertas coma vivas.
4.6 TRATAMIENTO TERMICO.

El tratamiento térmico se llevo a cabo a 72 °C. utilirando
el método del tubo :épllar ya descrito. Se calcularon los
porcentajes promedio de células que mueren, viables y dahadas

(cuadro 15).

En la figura 9, se observa que al aumentar el tiempo de
tratamiento térmico, hay un mayor porcentale de destruccién de
ceélulas que va desde un 18% a los 5 segundos hasta un 72%Z a los
20 segundos. Estos datos muestran que las condiciones empleadas
en la pasteurizacidn rapida de la leche, 72 °C, 15 segqundos,
fueron 1insuficientes para la destruccidn total de §.aureus, aun
cuanda mediante el meétoda del tubo capllarl se obtuvo una
transferencia de calor casi instantanea. Bajo estas condiciones
s0lo se destruy® el 46 % de la poblacidn de §.aurgus. Sin
embargo, estos dos Cratamléntas no Eon totalmente equiparables,
debido a aque existen diferencias en sus métodologias, Yy otros

factores como la cantidad inicial de microorganismos.

A partir del numero de células que permanecieron viables
(figura 10), se calculd el porcentaje de celulas dafradas (figura
11), eligiendose dos tiempos de tratamiento térmicoj 20 segundos

(727 de dane) y 20 segundos (92% de daffo); para ser inoculados en

las Qquesos a elabaorar y observar el desarrollo del S.aureus vy

produccion de enterotoxina B durante el almacenamiento.
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Cuadro 15, Resultados del Tratamiento Térmice a 72°C

Tiampo a b c d
{s)
o 100 0 o o
5 82 18 2 a8
10 65 35 15 85
15 54 16 53 47
20 45 55 72 28
z5 36 . 64 1 as 15
3o | 28 72 92 8

a= % de cElulas viables
b= "%+ de células destruidas
c= % de células daihadas

d= % de c&lulas sin dafio
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Figura 9, Porcentaje de destruccifn durante el
tratamiento térmico a 72°C
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El calor aplicado a los microorganismas ouede causar la

desnaturalizacion de protefnas., ruptura de la estructura del DNA

y dakios a 1a membrana citoplasmatica (11). L& degradacion del DNA

desnaturalizacion de proteinas 1mplicadas en la respiracion,

estan relacionadas directamente con la muerte celular (82).

las células dafadas, disminuyen su capacidad metabolica,

presentando una disminucian selectiva de las encsimas v

desnaturalizacion parcial de las proteinas celulares (11). A

pesar de esto, se ha reportado la recuperacion de los

microoprganismaos en  su crecimiento y metabolismo 1incluyendo

la produccién de enterotoiina al ser transferidos a un medio con

aminoacidos, glucosa y minerales como fostatos vy maonesio (25)

a9,

La pasteurizacion rapida de la leche a 72 °C, 15 g, deberia

destruir a todas las células presentes, pero mediante el

tratamiento aplicade a un cultivo del arganismo en leche, no se

logro destruir al total de la poblaciédn mitcrobiana. Esto puede

deberse, ha que se ha comprobado un efecto protector, saobte los

microorganismos, de los componentes del medio de suspensién, que

el caso de la leche son principalmente: proteinas, grasa Yy

sales minerales (29) (38) (40) (B9).

4.7 ESTANDARIZACION DEL INOCULOD.

Con el fin de conocer el numera promedio de ceélulas a

inocular en los quesos, se hicieron cinco repeticiones del

tratamiento térmico por el método del tubo capilar, con  un

cultivo opuro de S.aureus en fase logaritmica de crecimiento (6

Moras). tratando termicamente a los microorganismos 20 y 30 s.

VA T W BERE
SAUR B LA AELMTECH



De la misma forma se nicieron repeticiones sin  tratamiento

¥

termico para estandarizar el inédculo en 300 u 10 UFC.

4.8 ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LA LECHE EN POLVO.

La leche en polvo, par el proceso que sufre para su
elaboracion y contenido de humedad tan bajo, dificilmente deberia
‘presentar el problema de contaminacién con microorganismas. Sin
embatgo, en leche en polvo de importacion se ha encontrado

S.aureus enterotoxigénico. Estudios realizados per la Escuela

Nacional de Ciencias Biolégicas del Institutoe Politécnicao
Nacional, sobre la presencia de cepas enterotoxigénicas de

8. aureus en leches &n polvo Nacionales, muestran cantidades

importantes de este organismo en las mismas.

For las condiciones antes mencilonadas, Y con 2l fin de tener
un  control del lote de leche en polve "Nido" empleado en la
elabaoracion de los quesos, se hizo el analisis de Mesofilos
aercbips totales (150 UFCrg) y S.adreus (4 UFC/g), obteniendose

una cuenta promedio de ambos muy baja. En cuanto a los coliformes

y Salmonella no se observd su presencia.

4.9 TRATAMIENTOS EN LOS QUESOS ELABORADOS.

Se elaboraran Qgquesos paor duplx:aﬁu con S.aureus sin

tratamiento termico, con 20 5 (72% de celulas daffadas) v 30 s
(92%. de células daffadas) de tratamiento. con el fin de camparar
El‘ desarrollo y produccion de enterotoiina del microorganismo
con diferente porcentaje de daho, elaborandose seis quesecs para
cada temperatura de almacenamiento a probar trefrigeracion 3-4

°C, ambiente 20-22 °C y optama I7 °C) (cuadro 16).
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Cuadro 16. Caracteristicas de los diferentes tratamientds

TEMPERARTURA TRATAMIENTO TERMICO
TRATAMIENTO DE ALMACENAJ{IENTO # DE QUESOS APLICADO A S.aureus
1 2 gin tratamiento
- refrigeracisn

2 2 20 s de tratamiento
3-4 °C

3 2 30 s de tratamiento

4 2 sin tratamiento
ambiente

5 2 20 s de tratamiento
20=22 °C

6 2 30 s de tratamiento

? 2 sin tratamiento
Sptima

a 2 20 s de tratamiento
37 °C

9 2 30 s de tratamiento

al




La temperatura de 37 °C se utilizo como reTterencia, PGr  ser
la dptima para el crecimiento y la produccion de enterotoxina.

El control de la temperatura se llevo & cabo diariamente,
usando un termometro de maiimas v mimimas.

4.10 DESARROLLO MICROBIOLOGICO EN LOS QUESOS.

En los cuadros 17, 18 y 19 se tabularon las cuentas
abtenidas del analisis microbioldgico de los quesos elaborados y
almacenades a temperatura de refrigeracion, ambiente y dptima.
Para un mayor entendimiento se graficaron los resultados, figuras
12, 13 ¥y 14, en las que se 1lustrse &1 comportamiento de los
aquesos sin tratamiento termico, con 20 segundos de tratamiento vy
30 segundos respectivamente. Las tomas de muestra en todaos los
casos, se llevaroh a cabo en tres pe+riodos de almacenamiento:
ler. dia, la. semana y 2a. semana.

En todos 1los tratamientos de lous quesos, se noto una
tendencia de crecimiento directamente proporcional a la
temperatura de almacenamiente (3I-4 °C, 20-22 ©°C y 37 °C},
aobteniendose una mayor tasa de crecimiento a 37 °C, por ser la
temperatura dptima. Esto es congruente., ya que al aumentar la
temperatura de almacenamiento, desde la refrigeracién a 3-4 °C
hasta la optima a 3I7 ®C, tambien aumentan las funciones
metabolicas de los microorganismos y la velocidad de las
reaccienes. por lo que hay un mavor desarrcollo (21).

A pesar de que los quesos almacenados a la temperatura de
refrigeracidn de 3-4 ¢C, se -encuentran potr debajo de la
temperatura normalmente empleada para la conservacien de los
mismas (8 9C), y para el crecimiento de S.aureus (6.5 °C), se

observo crecaimiento (figura 13).
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En esta misma Tigura, los gquesos con tratamiento termico a
72 °C durante T segundos, crecleron en una mayor proporcion  que
los de 20 segundos de zratamiento v sin tratamiento. par lo que
se confirma que la recuperacion del S.aupreus adafado es mas rapida
canfarme aumenta el tiempo de tratamiento, y su tasa de
'creczmxenta es mayoer que en el microorgasnismo no tratado. Este
mismo comportamiento se pbserva a temperatura  ambiente (figura
1&) y optima (figura 17} (2){44) 49).

Cabe suponer que el daffo ocasionado en el 72 y 24 de las
celulas de S,aureus fue minimo. de manera Qque en condiciones
adecuadas de crecimiento les es muy facil recuperarse v continuar
su crecimiento normal (45) (49).

Sin embargo, se observe gue aun en ambiente no adecuado como
es la refrigeracion a 3I-4 °C, se obtuvo recuperaci1ién del
crecimiento de los organismos dafladas.

En las estadisticas de intox}cacxnnes estafilocécicas vy
alimentos involucradas (30). se reporta que 1la leche y sus
derivados, principalmente los quesos, representan los alimentos
con  mayor incidencia, 43% de las brotes de intoxicaciones en
Mésico. y tomando en cuenta gque en nuestra investigacion el
S.aureus aun con tratamiento térmico y a la temperatura de
refrigeracion tuvo crecimiento, debe cuidarse el procesamiento
higiénico y almacenamiento correcto de los quesos.

' En cuanto & las cuentas de mesofilos aerobies, el §S.adreus
representa la mayor cantidad de los mismos y & pesar da gue €s un
microorganismo de baja compet:itividad, no se vio afectada por la

presencia de Otros miZroorganismos proplos de la leche (71).



Cuadro 17. Crecimiento de S.aureus y mesBfilos aerobios en }os quesos
(expresado en UFC x 10° )

almacenados a 3 -4

°C

TRATAMIENTO TIEMPO DE AIMACENAMIENTO (dfas}

A 72 °C PRUEBA 1 7 14

sin tratamiento {MAT 149 320 389
S.aureus 136 310 328

20 s. MAT 124 342 398
S.aureus 118 329 362

30 s. MAT 123 368 420
S.aureus 120 342 398

MAT mes6filos aerobios totales




Cuadro 1B. Crecimiento de S.aureus y mes&filos aerobios en los guesos
almacenados a 20 - 22 °C {patos expresados en UFC x 107)

TRATAMIENTO TIEMPO DE ALMACENAMIENTO (dfas}

A 72 °C PRUEBA 1 7 14

sin tratamiento ] HAT 122 12,000 175,000
S.aureus 109 11,200 158, 000

20 s. MAT 17 14,200 213,000
S.aureus 104 13,800 197,000

30 s, MAT 129 20,300 220,000
5. aureus 102 19,500 202,000

MAT mesdfilos aerobios totales




Cuadro 19. Crecimiento de S.aureus v mesdfilos aerobios en los qUEesos

almacenados a 37

°c

{Datos expresados en UFC x 10° )

TRATAMIENTO TIEMPO DE ALMACENAMIENTO(d{as)

a 72 °C. PRUEBA 1 7

sin tratamiento MAT 135 142,000
S.aureus 118 130,000

20 s. MAT 128 208, 000
S.aureus 119 173,000

30 s. MAT 130 240,000
S.aureus 113 228,000

MAT mesdfilos aerobios totales

B
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4.11 APARIENCIA DE LOS QUESDS DURANTE SU ALMACEMAMIENTO.

La apariencia de los quesos es un factor determinante para
su ingestidn, de manera que Aguesos con cuentas altas de S.aureus
que pﬁesenten una apariencia fisica y olor desagracables
como consecuencia de la flora asociada. dificilmente seran
ingeridos, disminuyendo asi el riesgo de intoiicacion.

En forma paralela a los analisis microbiologicos en  los
quesos elaborados, se realizo una inspeccidn visual durante su
almacenamiento. Como se observa en el cuadro 20, los quesas
refrigerados a 3I-4 °C durante el periodo de almacenamiento
presentan una aparliencia totalmente agtradable, porque la
refrigeracion 1i1nhibe la descomposicion de los mismasy aungue no

impide totalmente el crecimiento de S.aureus.

Los quesos almacenados a temperatura ambiente presentaron
una ligera descomposicion al final del periodo de almacenamienta
debide a que la temperatura es propicia para la degradacion
microbilana de los princilpales componentes del queso: proteinas vy
grasas, dango olores y colores desaqradables. Por otro lado, la

humedad propia del queso fresceo activa 21 crecimiento de S.aureus

y otros micreorganismos, generando  la degradacion de los
componentes del queso en niveles suficientes para alterar sus
propiedades organclépticas.

Los quesos almacenados a 37 °C, presentaron una apariencia
desagradable desde los tres dias de almacenamiento, por 1lo que
éste se suspendlid a los siete dias. A esta temperatura, optima
para el crecimiento de gran parte de la flora asaciada, era de
esperarse el desarrollo de microorganismos causantes de

descomposicidn.



Cuadro 20. hpariencia fisica de los quesos durante su almacenamiento

TEMPERATURA DE ALMACEMNAMIENTO (°C)
TIEMPO
{dias) 3-4 20~22 37
1 a a a
7 a a =}
14 a b -

a Apariencia fresca y agradable, olor fresco
b Ligero crecimiento de hongos, olor a fermentado

¢ Aspecto y olor desagradables



4.12 EXTRACCION Y DETECCION DE ENTEROTOXINA.

A las muestras ge aqueso tomadas al termino del
almacenamiento. se les someti1o al método de extraccion de
enterotoxina, anteriormente descrito, obteniendose un extracto
translucido de color ligeramente amarillento. Esta solucioen se
empleo para la identificacion de la enterotoxina por el método de
Inmunodifusion Radial Simple Modificada con una sensibildidad de 1
Hg/sml de extracto (cuadero 21). En todos los casos se detecto la

presencia de enterotoiina.

Se ha observado gue cuentas de §S.,aureus enterotoxigenico,

5

que se eencuentran en un rango de 10 a 106

UFC/ml, son
suficientes para producir enterotoxina. For lo anterior, en los
quesos almacenados a temperatura ambiente y optima vy con
apariencia fisica desagradable en los que se alcanzd la poblacidn
de micrperganismos antes mencionada, existid la presencia de
enterotosina, acurriendo este fenaﬁeno aun en los gque contenian
al microorganismo daffado; ya que la temperatura y ambiente no
imp:idieron su crecimiento por ser los adecuados para la
recuperacién de todas las actividades metabolicas incluyendo la

. produccicon de enterotosina B.

En los quesos almacenados bajo refrigeracidn a 3~4 °C, no sé
presupania la presenc:ia de enterotoxina. De acuerdo con las
condiciones aptas para la produccion de toxina y recuperacion de
microorganismos dafados termicamente, una temperatura de 3-4 9oC,
impediria estos dos procesos: se ha observado que la minima
temperatura a la que se produce la enterctoiina es de 10 s C.

Par otro lado. los cuesos almacenados baju. refrigearacion,

. L} N <
tuvieron una cuenta final muy baja de 1O que disminuiria el

25



riesgo. de produccilon de enteroto:ina e intoxicacian.

El riesgo que presentan los oaquesos almacenados DajJo
refrigeracion reside principalmente en gque su aparxenclg fisica
no denota la gpresencila del microorganismo ¥ mucho menos de
enterotoxina, por lo que podria ser consumido causande una

intoxicacion,
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Cuadre 21, Deteccidn de enterotoxin 2 un los diferentes tratanientos

a las dos semanas de almacenaniento,

TRATRMTENTO TERYICO TEMPSRATURA DE, ALMACENAMIENTO
9
BREVIO A 72 °C .
lag Na22 N
NINGUND + 4 '
Ws 4 + +
0s ¢ ¥ t

+ Deteccin positiva de entarotoxina

#* Poca produccibn de encerotoxina




S. CONCLUSIONES.

= La temperatura de 72 9C, empleada en el método del tubo
capi1lar para ocasionar gaflo sub-letal en S.aureus 5-& productor
de enterotoiina B, fue insuficiente para destrur al
microorganismo, permaneciendo viables despues de 30 s, de

tratamiento termico el 28 % de las células.

- E1 S.aureus S-4 i1noculado en los quesos, obhservo  un
1ndice de crecimiento directamente proporciocnal a la temperatura

de almacenamiento.

- El daflo sub-~letal ocasionado con el tratamiento térmico
dado al 3S.aureus es minimo, lo que le permite recuperarse

rapidamente y crecer de manera normal.

- La produccion ae enterntox;na uececfada por el método
semicuantitativo de inmunodifusion radial simple modificado, se
oresentd en tedos los duesos, aunque en menor proparcilon en los
almacenacos a temoeratura de refrigeracion de 2 - 4 °C. 1lo que
implica la reactivacion de su produccion en los micraorganismos

daffados.
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