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OBJETIVOS

* Determinar el porcentaje de células dafiadas en cultivos
de S.aureus tratados a 63°C por periodos de 0 a 30 min.

* Analizar las respuestas bioguimicas del microorganismo
con dafio sublatal.

* Comparar el crecimiento y produccién de enterotoxina
entre S.aureus con y sin dafio subletal en crema pastelera
almacenada bajo diferentes tewmperaturas. '



1. INTRODUCCION
1.1. Caracteristicas Generales de 8,aureus

1.1.1 Clasificacién. S.aureus pertenece a la familia

Micrococcaceas. Dentro del género Staphylogoccus, se
encuentran las especies S.aureus, S.epidermidis, vy
B8.saprophyticus, entre otras. Esta divisién se basa en sus

diferentes respuestas bioquimicas.

£.aureus es la especie patégena.
S,epidermidis, comGnmente conocido como estafilococo blanco,
produce infecciones minimas en la piel (28)(26).

1.1.2 Morfologia y fislologia. Los estafilococos seon
organismos redondos u ovales cuyo didmetro promedio de 1 um
varia segin la especie y edad del cultivo. Son inméviles, no
esporulados y gram positivos. Se disponen en grupos que
parecen racimos de uvas. Sus caracteristicas gon mis
pronunciadas cuando se cultivan en medios s&lidos que en
liquidos. En estos Gltimos aparecen a menudo como cadenas
cortas, pero a diferencia de los estreptococos, los
estafilococos rara vez forman cadenas que contengan mas de
cuatro miembros. Habitualmente no son capsulados (54) (27).

Son aerobios y anaerobios facultatives. A las
24 h de incubacién se observan colonias opacas grandes, de 2
mm de diimetro, redondas, convexas, de aspecto brillante, de
borde entero, consistencia butirosa Y facilmente
emulsionables. El color amarillo dorado de sus colonias se
debe a la presencia de carotenoides, dicha pigmentacidn
generalmente es apreciable tras 18 a 24 h de crecimjento a
37°C, pero es mis pronunciada cuando los cultivos se
mantienen a temperatura ambiente durante otras 24 a 48 h.
Esta pigmentacién también aumenta si el medio ests
enriquecido con monofosfato o monocacetatoe de glicerol, El



pigmento no es producide durante el crecimiento en medie
anaerobio o en un cultive liquido (27).

1.1.3 Crecimiento y metapolismo. Su crecimiento es
en general m&s axuberante en condiciones aerobias que en

anaerobias, 4

S.aursus figura entre las bacterias gue no
forman esporas. Permanece viable durante meses en la
superficle de placas de agar selladas y almacenadas a 4°C Yy
puede ser cultivado a partir de muestras desecadas con
muchas semanas de anterioridad. Algunas cepas son
termorresistentes, soportan temperaturas de hasta 60°C
durante 30 min (3). Son sensibles a la accién bactericida de
ciertos colorantes bésicos, por ejemplo, violeta de
genciana. Son resistentes a los desinfectantes tales como
cloruro de mercurio y fenol. Presentan una elevada
tolerancia a la sal, medios que contengan 7.5 a 10 % de
cloruro de sodio (NacCl) permiten su crecimiento, mientras
que inhiben otros gérmenes (27). Cuadro 1

La mayoria de las cepas crecen con facilidad
en un medio quimicamente definido gue contenga glucosa,
sales, aminodcidos, tiamina y &cido nicotinico.

Forman &cido a partir de la glucosa, manitol,
xjlosa, lactosa, sacarosa, maltosa y glicerol. Licuan la
gelatina; reducen los nitratos a nitritos; decoloran el azul
de metileno y la tintura de tornasol. Producen endonucleasas
termorresistentes.

En agar sangre es frecuente obsgervar una zona
clara de hemélisis (B - hem6lisis) alrededor de las
colonias. §S,aureus puede producir cuatre hemolisinas



CUADRO 1.  CARACTERISTICAS DE LAS ESPECIES DE
Staphylococcus

MORFOLOGIA S.aureus  S.epidermis  S.saprophyticus  S.hominis
Células:

Tamafio (mm) 0.8-1.0 0.5-1.5 0.8~1.2 1.0-1.5
Colonias:

Elevacién R R L.C c
Transmisién

de luz [e] by o (o]
Diémetro(mm) 2 -3 2~ 4 5 -8 3 -4
Pigmento + - v v
Fisiologia:

Crec.anaerobio + + + +
Crec.en NaCl 10% + W + W
Crec.a 45°C + + v +

Reacciones blogquimicas:
+

Hemélisis W - W
Manitol + - - -
Maltosa + + + +
Glucosa + + + +
Sacarosa + + + +
Voges Proskauer + + + v
Reduccién de

nitrato + + - -
Fosfatasa + + - -
Coagulasa + - - -

Desoxirribonucleasa +

Sensibilidad a antibiéticos.

Novobiocina + + +
Penicilina v v + v
Tetraciclina + + + v
Eritromicina + + + +
Donde:

R = Levantada L.C = Convexa baja C = Convexa

W = Débilmente positivo V = Negativo Variable

0 = Opaca T = Transltcida

Fuente: W.E., Kloos and K.H. Schleiffer (1975).



distintas, con espectros liticos diferentes (alfa, beta,
gama, delta) (54)(27}.

Pueden producir coagulasa, son catalasa
positivos. Son capaces de generar intoxicaciones
alimentarias debido a gque algunas cepas sintetizan
enterotoxinas termoestables, gue soportan la temperatura de
ebullicién durante 30 min (54) (36).

La patogenicidad de S5.aureus se demuestra por
medio de las pruebas coagulasa y DNA-asa termoestable.
Anteriormente se consideraba cepas patégenas, aguellas gue
daban resultados positivos en la prueba de coagulasa, pero
estudios recientes han demostrado que una cepa
enterotoxigénica puede ser coagulasa negativa {60).

L. Reyes y L. Mota estudiaron la
enterotoxigenicidad de cepas S.aureus aisladas en quesos,
observando que de 165 cepas enterotoxigénicas encontradas en
100 quesos; 155 fueron coagulasa positivas y 10 fueron
coagulasa negativas. Otras investigaciones demestraron dque
algunas cepas de S.aureus siendo coagulasa negativa sen
termonucleasa positivas o débilmente positivas, por lo que
se realiza la prueba de DNA-asa paralelamente a la de
coagulasa (60).

1.1.4 Habitat. S.aureus se puede aislar de una gran
cantidad de fuentes, siendo el hombre y los animales las
principales. Estd presente en fosas nasales, garganta,
cabello y piel. Su presencia es mayor tratdndose de personas
relacionadas con hospitales, debido a que muchas infecciones
como barros y enfermedades como neumonia, son causadas por
este microorganismo (19)(67).

Puede ser aislado de muchas especies animales,
siendo los bovinos los més importantes a causa de la



relacién de esta bacteria con la mastitis, Puede también
encontrarse en el aire, polvo, agua, desechos humanos Y
animales (19)(67).

1.2. FPactores que altaran su Crecimiento

Existen factores en el medio ambiente de los
microorganismes que son letales o potencialmente letales
para elleos, como los que a continuacién se describen.

1.2.1 p.H., Cada microorganismo tiene un pH minimo,
miximo y 6ptimo en funcién de su crecimiento. E1 pH &ptimo
para S.aureus se considera de 7.5. Este valor préximo a la
neutralidad es benéfico para la mayoria de las bacterias. El
rango de los valores de pH que puede tolerar S.aureus esté&
comprendido entre 4.5 y 9.3.

Este parametro no afecta unicamente la
velocidad de su crecimiento sino también: el grado de
supervivencia durante su almacenamiento, tratamiento
térmico, desecacién o cualquier otro sistema de
conservacién. Un pH inicial adecuado se puede transformar . en
otro desfavorable por desarrollo del propio microorganismo o
de una flora de caracter competitivo. Por el contrario un pH
que en principio es insuficiente, puede modificarse como
consecuencia del crecimiento de una poblacién microbiana y
favorecer 1la multiplicacién de otros gérmenes. El pH del
medio donde el cultive va a crecer depende del tipo del
medio, la concentracién de cloruro de sodio, la medida del
in6culo y las condiciones atmosféricas (68) (39).

1.2.2 Temperatura. Se ha informado que las bacterias
sobreviven a temperaturas comprendidas entre 25 y 90°C. ILa
temperatura minima de crecimiento de §,aureus es de 6.3°C,



la maxima es de 45 ~ 47.8°C, considerando como temperatura
&ptima 30 - 37°C.

1a influencia de la temperatura sobre el
crecimiento es en realldad, una medida de su efecto sobre
las actividades enzimiticas de la célula; Cuando desciende
la temperatura, disminuye esta actividad y en consecuencia
el crecimiento de la célula. En el punto de congelacién
cesa esencialmente el metabolismo debido a que también la
célula queda privada de agua libre, elemento esencial para
el transporte de nutrientes y eliminacién de los productos
de desecho. Cuando la temperatura se encuentra por encima de
la 6ptima para el crecimiento, 1la actividad metabslica
aumenta considerablente, pero al mismo tiempo se incrementa
la velocidad de degradacién de enzimas y protefnas, por
desnaturalizacién, provocando alteraciones y la muerte de la
célula (56)({68)(13) (39).

1.2.3 Actividad de agua. Los microorganismos tienen
una necesidad absoluta de agua. La actividad acuosa (Aw)
minima para S.aureus es de 0.83 - 0.86;la Sptima es de 0.99.

Las necesidades de humedad de -los
microorganismos pueden variar con ciertos factores como: a).
la clase de soluto empleado para reducir la actividad
acuosa: en muchos wmicroorganismos, la actividad acuosa
minima para el crecimiento es practicamente independiente
del soluto utilizado; otros en cambio requieren diferente Aw
minima de acuerdo con @l soluto empleado, asi{ el cloruro de
potasio (KCl) suele ser menos téxico que el NaCl y éste
Gltimo menos inhibidor que el sulfato sédico; b). el valor
nutritivo del medio de cultivo: cuanto mejor sea el medio,
mas baja ser& la actividad acuosa linite o ninima; c}. la
temperatura: los microorganismos toleran mejor Aw bajas, si
la temperatura es la éptima para el crecimiento; dj. aporte
de oxigeno: para el desarrollo de los microorganismos



aerobios se necesita una actividad acuosa mas baja en
presencia de aire que en su ausencia, ocurriendo 1lo
contrario en el caso de los anaerobios; e}. p.H.: los
microorganismos toleran actividad acuosa mas baja a valores
de pH préximos a la neutralidad, que en medios 4cides o
alcalinos; f). inhibidores: su presencia acorta el intérvalo
de valores de actividad acuosa que permiten el crecimiento
del microorganismo.

El rango de actividad acuosa se restringe si
alguno de 1los factores del medio no es 6ptimo,
incrementéndose este efecto cuando los elementos
desfavorables son mas de uno. Una AW no propicia no s6lo da
lugar a una disminucién en la velocidad de crecimiento, sino
también a un descenso en la produccién méxima de células y
un retraso en la iniciacién del crecimiento durante la fase
de latencia (56) (68) (39).

1.2.4 Presibn osmbtica. El cambio en la presisn
osmbtica es uno de los factores gque amenazan la existencia
de los microorganismos en su microambiente. La sal presente
en el agua afecta el crecimiento microbiano, de hecho 1los
bacteri6logos clasifican a las bacterias segln su capacidad
o incapacidad para crecer en sustratos con diferente
concentracién de sal. Esta sustancia disuelta, altera 1la
pPresién osmbtica que controla de forma selectiva el
crecimiento microbianoe (56).

Cuando las concentraciones de sal y azficar son
elevadas, 10-15% y 50-70% respectivamente, se inhibe el
crecimientoc microbiano; en este caso el mecanismo de
inhibicién bacteriana es por plasmélisis. Las células son
deshidratadas, pueden ser destruidas o permanecer viables
pero en condiciones estaticas (54).



S.aureus puede desarrollarse en medios
contenfiendo 7.5 % de MaCl, siendo el valor miximo soportado
de 18% . Cuadro 2

1.3. Métodos de Ydantificacién, Aislamiento ¥y Recuento de
8.8Ureus

1.3.1 Pruebas bloquimicas. S.,aureus puede ser
caracterizado wmediante sus respuestas bioguimicas, tales
como las gue se sefialan a continuacién.

a}). Fermentacién de hidratos de carbono.
Determina la capacidad del organismo para fermentar un
hidrato de carbono especifice incorporado a un medio basico
produciendo &cido, este Gltino se detecta en forma visible.
El medio base gue se utiliza eas generalmente rojo de fenol.
Una prueba positiva se observa por la formacién de un color
amarillo en el caldo (13)({50}.

b}. Catalasa. Comprueba la presencia de la
enzima catalasa, gue es producida por la mayoria de las
bacterias aerobias y anaercbias facultativas gue contienen
citocromo. Esta enzima es capaz de descomponer el perbxido
de hidrdgeno gue se forma como producto terminal oxidativo
de la descomposiclén aerxdhica de los azficares. Una respuesta
positiva consiste en la formacitn inmediata de burbujas de
oxigeno (13} (50).

¢}y Coagulasa, Medlante esta prueba se detecta
la facultad del organismo para coagular el plasma por la
accién de 1a enzima coagulasa. Se utiliza de mnanera
especifica para la diferenciacién de especies pertenecientes



CUADRO 2. FACTORES QUE ALTERAN EL CRECIMIENTO DE §,aureus

FACTOR MINIMO OPTIMO MAXIMO
PH 4.0 5.5 - 7.5 9.8
Temperatura (°C) 6.3 30 - 37 45 - 47.8
Aw 0.83 - 0.86 0.99 0.99 - 1.0

Nacl (%) 0 0 15:- 18 -



al género S.aureus. Esta prueba es usada como indice de
virulencia o patogenicidad, sin embargo, estudios hechos por
Stutzenberger y San Clemente observaron que algunas cepas
coagulasa negativas también producen enterotoxinas.

La coagulasa, enzima producida por $.aureus es
relativamente termoestable, ya que resiste temperaturas de
hasta 60°C durante 30 minutos. Es de naturaleza protefica y
es ficilmente inactivada por las enzimas proteoliticas. Se
desconoce el mecanismo exacto y la estructura gquimica de
esta enzima, esin embargo se sabe que desempefia cierto papel
en la coagulacién, actuando sobre algun componente que se
encuentra en el suero para producir un codgulo o trombo. In
vitro, la coagulasa aumenta la velocidad de coagulacién del
plasma, el resultado final es la formacién de un coigulo de
fibrina (13)(50) (47).

coagulasa bacteriana
Plasma Codgulo de fibrina

Mecanismo normal de la coagulacién:

Protrombina

<

Enzima tromboquinasa

13
Trombina

Fibrinégeno > Fibrina (cdégulo)

d) . Licuefaccitn de la gelatina. Permite la
evaluacién de un organismo para producir enzimas de tipo
proteolitico. (gelatinasas) que licuan la gelatina.

10



tas proteinas que se producen naturalmente son
demasiado grandes para penetrar en una célula bacteriana,
por lo tanto para poder ser utilizadas, primero deben ser
catabolizadas en componentes mis pequefios a través de
enzimas exocelulares de tipo proteolitico, gelatinasas que
son secretadas por clertas bacterias. Este proceso comprende
dos etapas y el resultado final es una mezcla de amino&cidos
individuales (50).

Una respuesta positiva se observa de la
siguiente manera: las particulas libres de carbonos se
depositan en el fondo del tubo, por lo que al agitarlo
suavemente estas particulas vuelven a suspenderse
presentdndose como una nube '"negra visible" (50).

gelatinasas
Protefna + Hy0 ————————> polip&tidos
proteinasas

gelatinasas
Polipéptidos + Hy0 ———————> amino&cidos
peptidasas individuales

e). Desprendimiento de &cido sulfhidrico.
Determina la liberacién de A&cido sulfhidrico, por accién
enzimitica sobre los aminodcidos azufrados,la reaccién
producida se evidencia por la formacién de sulfuro ferroso
de color negro (S0). ’

La proteblisis de las protefnas genera
aminodcidos individuales. Algunas especies heterotréficas
son capaces de liberar azufre enzimdtico a partir de los
diferentes aminodcidos que lo contienen, produciendo el gas
&cido sulfhidrico (H;S). La enzima responsable de esta
actividad es la cisteinasa. La peptona, cisteina, cistina y
tiosulfato, const'ituyen fuentes de azufre (50).
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Bacteria(medio &cido) + tiosulfato de sodio > HaS (9)

Hpy5 + iones férricos -—————> sulfuro ferroso !
(citrato férrico (precipitado negro)
de amonio )

£f}. Prueba de la leche con tornasol.
Diferencia organismos sobre 1la base de sus miltiples
reacciones metabélicas en un medio lécteo (50).

La leche contiene lactosa junto con tres
proteinas: caseina, lactocalbGmina y lactoglobulina. Por lo
tanto un organismo en este medio puede mostrar una o varias
propiedades metabblicas caracteristicas: fermentacifén de la
lactosa, reduccién del tornasol, formacién de codgulo,
peptonizacién y formacién de gas (50).

El tornaseol incorporade a la leche es
indicader de pH y de potencial redox, permitiendo asi la
identificacién de diversas funciones metab&licas de un
organismo. S.aureus coagula la leche tornasclada (50).

g). Rojo de metilo. Comprueba la capacidad de
un organismo para producir y mantener estables los productos
4cidos terminales de la fermentaci6tn de la glucosa 'y vencer
la capacidad amortiguadora del sistema. Es una prueba
cualitativa de la produccién de 4cido. Se basa en el empleo
de rojo de metilo como indicador de la concentracién de
iones hidré6geno, la cudl depende de la relacién gaseosa (COp
y Hz) que a su vez es un indice de los diferentes ciclos del
metabolismo de la glucosa que muestran diversos organismos
(50).

h). Reduccidn del nitrato. La transformacién

del nitrato (NO3) en nitrito (NOz) y gas nitrégeno (N2},
tiene lugar generalmente en condiciones bajo las cuales el
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organismo obtiene oxigeno del nitrato, FEsta respiracién
anaerSbica es un proceso de oxidacién por el cuil las
sustancias inorganicas, especlalmente nitrato y sulfato y
raramente hidratos de carbono, proporcicnan oxigeno para la
obtencién de energia del microorganismo (50).

Las posibilidades del producto final en 1la
reduccién del nitrato son muchas: nitrito, amoniaco,
nitrégeno molecular, oxido nitrico, etc (50).

La prueba positiva se observa per la formacidn
de un color rosade o rojo intense, agregando los reactivos
correspondientes (50).

1). Fosfatasa. Detecta la produccién de
fosfatasa por un organismo en cantidad suficiente para
desdoblar el difosfato de fenolftalefina, La liberacién de
fenolftaleina es detectada por un cambio de color en el
medio, debido a que al reaccionar con un &lcall presenta un
color rojo rosado brillante (50).

fosfatasa
Difosfato de fenolftaleina ~—————> Fenolftalefna
libre

Fenolftaleina + 4lcalli ———> rojo rosado brillante

j) . Ureasa. Esta prueba permite evidenciar el
desdoblamiento de 1la urea en dos moléculas de amoniaco,
mediante la accién de la ureasa, enzima microbiana vinculada
con la desconposicién de los compuestos orgdnicos.

NH;
ureasa
> COy + HyO + 2 NHy 4:1 (NHg) o CO5

\
C=0 + 2 HOH
/

NH3
_Urea amoniaco
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Una respuesta positiva consiste en la
formacién de un color rojo-rosado intenso en el caldo (50).

k). Reaccién de Voges Proskauer. Determina la
capacidad del organismo para producir un producte final
neutro, el acetilmetilcarbinol (acetoina), a partir de la
fermentacién de la glucosa. Este carbohidrato es
metabolizado en &cido pirGvico, intermediario clave en 1la
glucdlisis. A partir de este &cido, una bacteria puede
sequir muchas vias, siendo la produccién de acetoina una de
ellas (50).

1). DNA-asa. La termonucleasa es una enzima
extracelular producida por las células de S,aureus patégeno
que hidroliza 1los enlaces éster de fosfates del DNA.
Presenta dos caracteristicas importantes, su
termoestabilidad, ya que resiste temperaturas de 90°C
durante 15 min. y su resistencia a elevadas concentraciones
de NaCl. Una colonia de organismos gue crece en una placa de
agar y que produce esta enzima muestra una zona clara
alrededor del pozo. Con &cido clorhidrico (HCL) 1N el resto
de la placa, presentars un aspecto turbio.

La nucleasa de S.aureus es una fosfodiesterasa
con actividad de endo y exonucleasa que desdobla el DNA y el
RNA para producir tres fosfomononuclebttidos.Estd compuesta
de una sola cadena polipeptidica de P.M. 16,800 daltons;
para una actividad maxima requiere de catt (50).

m). Hemblisis. El medio empleado para la
realizacién de esta prueba es agar nutritivo, al cuil se le
aflade sangre entera a upa concentracién de 5 %. Este medio
tan extremadamente rico, propicia el crecimiento de muchos
microorganismos, que por sus necesidades alimentarias
especiales resultan dificiles de cultivar en el laboratorio.
Muchos de estos organismos producen exoenzimas denominadas
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hemolisinas con efectos destructives sobre los glébulos
rojos, algunos microorganismos sintetizan hemolisinas beta
gue destruyen y decoloran la hemoglobina de los glébulos
rojos, fenfmeno que se observa en la caja de agar sandre,
nadiante la formacién de areas clarificadas alrededor de las
colonias (13) (50) (34).

1.3.2 Medios de aislamiento. Existen variog métodos
para el recuento o aislamiento de estafilococo en los
alimentos; difieren principalmente en el tipo de agentes
selectivos utilizados siendo &stos principalmente:
concentraciones altas de NacCl, teluritoc sédico, cloruro de
litio y azida sédica.

1.3.2.1 Agar manitol sal. Altamente selectivo
por contener 7.5% de NaCl, factor que excluye el crecimiento
de casi todas las bacterias. Sin embargo S.aureus crece
facilmente en este medio, ya que contiene un alcchol
fermentable, el manitol, que las cepas patégenas de este
microorganismo generalmente metabolizan. La inclusién de
rojo de fenol como indicador tiene como finalidad detectar
la presencia de estafilococos o micrococos no -patégenos,
incapaces de fermentar el manitol, por lo que ocasionan el
vire del rojo de fenol a su color alcalino puro (rojo o
plirpura) o no modifican el color del medic. Los organismos
que fermentan el manitol producen un halo amarillo alrededor
de sus colonias, slendo &ste indicativo de estafilococos
patégenos. Cualquier colonia roja o plGrpura se clasificara
como perteneciente a microorganismos no patégenos (13) (51).

Estudios realizados demostraron que el medio
agar-manitol-sal, que se usaba frecuentemente, es poco
eficiente para la determinacién de S.aureus, ya que no
reveld presencia de éste en muestras de gueso inoculadas con
este microorganismo (52).
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1.3.2.2 Baird-Parker. Se ha informado que
constituye un medio selectivo y diferencial en el que pueden
desarrollarse células de estafilococos gque han sufrido un
estres o daflo subletal por diversos agentes como
temperatura, congelacién, liofilizacién, etc. No obstante en
algunos casos la recuperacién no es posible, por lo que se
recomienda a veces una revitalizacién antes de la siembra,
en caldo infusién de cerebro y corazén o en caldo soya
tripticaseina.

Las colonias positivas a este medio se
observan de forma regular, brillantes de color negro u
obscuro intenso, rodeadas de halos de aclaramiento
circundante (13} (56). Estudios realizados en los que se
compararon diferentes medios usados para la enumeracién de
S.aureus en alimentos, demostraron que el medio de Baird
Parker fue el més satisfactorio para tal fin (52) (30).

1.3.2.3 Vogel Johnson. Se utiliza para la
identificacién de S.aureus en alimentos procesados, pudiendo
desarrollarse células de este microorganisme que han sufrido
un estres o dafio subletal mediante la aplicacién de diversos
agentes (41).

1.3.2.4 Agar Soya Tripticasefna. Con 7.5 % de
NaCl excluye el crecimiento de muchas bacterias, sin embargo
S,aureus crece facilmente en este medio (9).

1.3.3 M&todos generales para cuenta de S.aureus.

1.3.3.1 Contaje en placas (método estandar).
Los microorganismos se siembran por dos métodos: siembra en
profundidad y siembra en superficie éste Gltimo no debe
enplearse -cuande se sospecha © se sabe que el alimento
contiene pocos microorganismos.
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Las colonias deben enumerarse en cuanto
finaliza el tiempo de incubacién y puede realizarse de dos
maneras: a) manualmente, con ayuda de una lupa y un
numerador de mano, o empleando un cuenta colonias de Quebec
con numerador incorporado; b) automdticamente, empleando
cuenta colonias con numeradores automiticos.

El ntimero de colonias en las placas debe
disminuir en forma inversamente proporcional a la dilucién
sl se ha realizado una buena homogenizacién de la muestra.

Este método es m&s seguro para la enumeracién
de S.aureus que el métode del nfimero mis probable (67) (34).

1.3.3.2 Namero maAs probable (NMP). Se emplea
para obtener una estimacién de la poblacién microbiana en
los alimentos en donde se Bospecha la existencia de un
ntmero bajo de microorganismos.

El método del nfmero mis probable se utiliza
para la enumeracién de estafilococos en alimentos crudos,
cuando se presume la presencia de un nfimerc inferior a 100
UFC/g. También se emplea cuando existe competitividad entre
especies (67) (39) {45) (24).

1.4 Resistencia de 8.aureus.

En comparacién con otras buacterias no
esporuladas, es una de las mas resistentes a los agentes
fisicos. Los cultivos en agar nutritivo pueden permanecer
viables durante afios. Muchas cepas son resistentes al secado
y se han aislado de libros y ropas hasta 14 semanas después
de la contaminacién. También son bastante resistentes a los
agentes gquimicos, Una determinada cepa de §,aureus sirve
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para la valoracién de los antisépticos en relacién con su
resistencia frente a una solucié$n de 4cido fénico al 2 %
para establecer asi el indice o coeficiente fenélico.

La dran mayoria de las cepas crecen en
presencia de 10 $ de NaCl, algunas incluso al 15 %. Esto
tiene, importancia en la conservacién de alimentos con sal,
porque S.aureys puede crecer y formar enterotoxinas en
alimentos conteniendo cantidades de sal que, en otras
circunstancias serian suficientes para actuar como
conservador. Frecuentemente la tolerancia a la sal
proporciona la base para utilizar los medios selectivos
apropiados en el aislamlento de estas bacterias.

Una caracteristica comGn con otros organismos
gram positivos es que estos cocos son sensibles a la accién
bacteriostitica de los colorantes de trifenil-metano y son
suceptibles a los antibi6ticos, eficaces contra las
bacterias gram positivas, incluyendo la penicilina y muchos
de los antibi6ticos de amplio espectro. Sin embargo son
especialmente propensos a desarrollar clerta resistencia a
las drogas Yy las generalizaciones en cuanto a la
sensibilidad pueden no ser aplicables a todos los aislados
corrientes.

Muchas de las infecciones estafilocécicas
graves Yy amenazantes para la vida, se adquieren ahora en los
hospitales. En estos ambientes, los individuos son més
susceptibles a 1la infeccién a - causa de enfermedades
intercurrentes y de otros factores predisponentes. La
proporcitn de portadores de estafilococos, tanto en los
pacientes de un hospital como en los empleados, normalmente
es mis elevada que en la poblacién general, Ademis 1la
proporcion de cepas resistentes a las drogas en estos
portadores es también significativamente mé&s alta. Asi las
" infecciones '~ nosocomiales producidas - por estafilococos
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resistentes a las drogas, especialmente en el servicio de
cirugfa o en unidades de quemados, constituyen un problema

médico grave.

tas c&lulas de estafilococos son més
resistentes al calor que las de otras bacterias. Mientras
que la mayoria de las bacterias se destruyen en 30 min a
60°C, S.aureus necesita temperaturas mis altas y tiempos mis
largos, como 80°C durante 1 h. La resistencia al calor esté
acompafiada por temperaturas de crecimiento miximo méas
elevadas (28) (26).

1.5 Toxinas y enzimas producidas por 8.aureus.

Algunos microorganismos producen sustancias
venenosas de peso molecular elevado conocidas como toxinas.
Pueden ser excretadas al medio que 1los rodea (exotoxinas) o
retenidas dentro de la célula (endotoxinas) (26).

Las exotoxinas son difundidas y eliminadas por
la célula productora al medio que la rodea o al sistema
circulatorio y tejido del huésped. Son proteinas que pierden
su toxicidad cuando se calientan o se tratan con &cidos. Hay
datos de gque su toxicidad se debe a la configuracién
espacial de aminodcidos en sus mol&culas. Cuando este
arreglo se altera se pierde la toxicidad y las sustancias
resultantes se conocen como toxoides (26).

Las toxinas y los toxoides tienen la propiedad
de estimular la produccidn ‘de antitoxinas, las cuales

neutralizan las toxinas en el cuerpo del huésped (26).

Muchos microorganismos no elaboran toxinas
solubles en células vivas o intactas, pero producen

‘19



endotoxinas que se liberan cuando las células se
desintegran. La presencia de sustancias téxicas en 1los
cultivos de tales bacterias se debe a la lisis de algunas
bacterias, gque ocurre durante el Gltimo perfodo de
desarrollo. Comparadas con las exotoxinas, las endotoxinas
son: a) relativamente termoestables, b) no forman toxoides,
c) son menos téxicas. La composicién de las endotoxinas
varia de acuerdo a la especie o cepa de bacteria que 1las
produce y de la manera gque han sido extraidas y purificadas.
Las endotoxinas son altamente pirégenas, es decir preducen
fiebre en el huésped. Algunas inhiben la fagocitosis, pero
otras la estimulan (26).

La virulencia de algunos microorganismos se
debe en parte a las enzimas y otras sustancias metah6licas
(26).

Algunos de los metabolitos que produce
S.aureus, son de accibén téxica y otros de accién enzimidtica.
Esta toxicidad se ha sometido a investigacién y se han
aislado y caracterizado muchos de los principlos téxicos.
Entre los mis importantes estdn las citotoxinas, incluyendo
hemolisinas y leucocidinas; las enterotoxinas; exfoliatinas;
exotoxinas pirégenas y las actividades enzimaticas, que son
entre otras la coagqulasa, hialuronidasa y las quinasas (26).

Hemolisinas. Son sustancias que liberan
hemoglobina de los gl6bulos rojos. Son producidas por varias
clases de bacterias. Las hemolisinas bacterianas de las
diferentes especies difieren en su naturaleza guimica y
mecanisme de accién. La virulencia e invasividad de 1las
bacterias se incrementa por su capacidad de producir
hemolisinas. Las cepas hemoliticas de bacterias patdgenas
son mds virulentas que las cepas no hemoliticas de la misma
especie. ILas hemolisinas bacterianas producen cambios
visibles en las placas de agar sangre. Existen éuatrb tipos
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de hemolisinas alfa, beta, gama y delta, las cuales se
pueden separar electroforéticamente (26).

La alfa hemolisina tiene accién sobre los
glébulos rojos Yy los leucocitos de algunos animales, pero no
del hombre. Se denomina alfa hemolisina c¢uando algunas
bacterias reducen la hemoglobina a metahemoglobina,
produciendo en las placas de agar sangre una zona verde
alrededor de las colonias (26).

La beta hemolisina actfia sobre los glébulos
rojos de algunos animales. Causa lisis después de que los
tubos han sido mantenidos a temperatura ambiente o de
refrigeracién durante 8 a 12 h, Esta es la llamada lisis
caliente-fria. Se llama beta hemolisina cuando en las placas
de agar sangre, las colonias de bacterias hemoliticas se
rodean de una zona- clara, sin color, que es donde los
glébulos rojos han sido lisados y 1la hemoglobina es
destruida hasta perder su color. La beta lisina es
antigénicamente distinta y menos téxica para los animales de
laboratorio que la alfa 1lisina. A diferencia de la alfa
lisina, la beta lisina se forma lo mismo en condiciones
aerobias que anaerobias (26).

La delta y gama hemolisina actfan sobre 1los
glébulos rojos Yy leucocitos de los humanos y de algunos
animales, las producen estafilococos patégenos. La delta
hemolisina es termoestable (26).

Leucocidina, Esta toxina tiene accién
destructiva sobre los leucocitos humanos y de conejos; no
muestra actividad sobre otros tejidos celulares. 1la
actividad de 1la leucocidina, se mide determinando 1la
cantidad de reduccién del azul de metilenoc en un tubo gde
ensaye que contenga leucocitos y el cultivo especifico o
- filtrado del cultivo. La leucocidina producida por S.aureus
es neutralizada por las antitoxinas estafilocécicas (26).
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Exfoliatinas. S.aureus la produce en caldo de
cultivo, puede obtenerse a partir de los sobrenadantes
libres de células. La toxina o las cepas de estafilococos
que la originan, provocan una exfoliacién generalizada de la
epidermis cuando se inyecta en ratones recién nacidos; esta
es una técnica que se emplea para analizar su actividad
biolégica. Es una exotoxina relativamente potente, 0.2 ug de
toxina purificada producen la separacién de la piel en el
ratén recién nacido, dosis algo més elevadas son efectivas
en el hombre adulto (26).

Exotoxinas pirégenas. En 1979 Schlievert y sus
colegas describieron una toxina aislada de S,aureus que es
similar en muchos aspectos a las exotoxinas pirégenas de los
estreptococos. Esta toxina proteinica es pirbgena para los
linfocitos e incrementa la suceptibilidad a ciertos efectos
de las endotoxinas, como shock letal y dafios en el higado.
Se cree gue el efecto de las toxinas estd relacionado con la
enfermedad de Xawasakl y con el sindrome de shock téxico
(26).

Enzimas estafilocbecicas. S.aureus sintetiza
varios factores enzimaticamente activos que act@an - sobre
sustratos asociados al huésped y a menudo producen efectos
venenosos. Los factores mids importantes son la coagulasa, la
hialuronidasa y las estafiloguinasas (26).

Coagulasa. Algunos estafilococos virulentos
producen una enzima com@nmente llamada coagulasa, que actla
con un activador en el plasma para coaqular el fibrinbBgeno
de ciertos animales. Como parte de esta accién, la fibrina
cubre las paredes celulares de las bacterias y asi las
protege contra la accién . de la fagocitosis. La coagulasak
también estd relacionada con 1la produccién de codgulos
(trombos) en la sangre circulante (26},
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Hialuronidasa. El dcido hialurénico, sustancia
fundamental de los tejidos, es despolimerizade por 1la
hialuronidasa, una enzima producida por la mayoria de las
cepas de S,aureus (26).

Estafiloquinasa. Un gran nimero de
estafilococos son capaces de disolver codgulos de fibrina
mediante una quinasa bacteriana. Esta enzima actud en el
plasma de animales, incluyendo perros y conejos (26).

Penicilasa. Es una enzima que rompe el anillo
beta ~lactam de la penicilina y 1la vuelve inactiva
(26) (54) (27).

Enterotoxinas Desde 1914 se conoce la relaclédn
de estafilococo con intoxicaciones del tipe de
envenenamiento de los alimentos. En 1930 Dack establecid que
esta enfermedad podia deberse a la ingestién de filtrados de
cultivos de cepas de S.aureus que producen enterotoxina,

Las enterotoxinas son proteinas termoestables
producidas generalmente por cepas coagulasa positivas de
S.aureus.

Son termoestables, este término se ve afectado
por los siguientes factores: Concentracién inicial de cada
tipo en los alimentos, medio en el que se realiza el
calentamiento, temperatura del tratamiento.

La enterotoxina inactivada a temperaturas
moderadas puede reactivarse en algunos alimentos. Los
tratamientos pasteurizantes (72°C, 15 seg) o los efectuados
a- temperaturas muy elevadas podrian ser insuficientes para-
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inactivar las enterotoxinas. La enterotoxina del tipo B es
la més termorresistente (68).

La suceptibilidad a la enterotoxina ingerida
gse limita al hombre y a los monos. En el hombre a las 2 o 3
h de ingestién sme produce angustia gastrointestinal aguda
caracterizada por vémitos y diarrea; los sintomas cesan en
pocas horas y no hay efectos secundarios. La dosis de toxina
eficaz para el hombre es de 1 a 4 pg (26) (54) (27).

1.6 Enterotoxinas Eatafilocécicas.

Los agentes responsables de intoxicaclones
causadas por 1la ingesta de alimentos contaminados con
estafilococos son una serie de toxinas denominadas
enterotoxinas, por los efectos que causan en el tracto
intestinal. Se clasifican como enterotoxinas A(SEA), B(SEB),
Cy (SEC3), Cp(SECp), C3(SEC3), D(SED), y E(SEE). Son
identificadas mediante reacciones con anticuerpos
especificos. Su peso molecular varia desde 28 000 a 35 000
daltons. Aungue cada una es inmunolégicamente diferente,
existe alguna relacién antigénica cruzada entre varias de
ellas. Se ha descrito un sexto tipo, denominado
enterotoxina F. Cuadro 3

Las enterotoxinas son protefinas simples, que
estdn constituidas por cadenas sencillas polipeptidicas que
contienen cantidades elevadas de lisina, &4cido aspirtico,
dcido glutamico y tirosina (21) (44)(1).
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CUADRO 3.

CARACTERISTICA

Peso molecular

Punto
isoeléctrico

Absorcién méx. (nm)

Contenido de
Nitrégeno (%)

Dosis emética
(ED 50 pg/mono)

CARACTERISTICAS GENERALES DE ENTEROTOXINAS

277

16.2

277

16.1

ENTEROTOXINA

(38

34,100

277

16.2

Fuente: Bergdoll and Borja. 1972 (49)

c2

34,000

277

16.0

20

29,600
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Las cadenas polipeptidicas estdn unidas por
puentes de disulfuro para formar los enlaces de cistina, la
cudl estd localizada en el centro de la molécula. S6le la
secuencia de aminodcidos de SEA, SEB y SEC son conocidas.
SEB y SEC tienen &reas iguales, pero estas enterotoxinas
tienen s6lo una Area igual a la enterotoxina SEA. Esta
secuencia comfin de aminoicidos se considera el sitio téxico
de la molécula de enterotoxina (21)(44). Figuras 1 y 2

Las cantidades necesarias para que 1la
enterotoxina produzca un dafio al individuo varian de 1 a 4

ug (21).

Las enterotoxinas son higroscépicas, solubles
en agua y solucién salina; resistentes a enzimas
proteoliticas como pepsina, tripsina, renina y papaina, pero
sensibles a la pepsina a pH 2. Sus puntos isolé&ctricos
varian de 7 a 8.6 .

Las enterotoxinas masg frecuentemente
involucradas en contaminacién de alimentos son de las tipos
A y D, mientras que la enterotoxina B raramente se ve
involucrada. sin embargo se encontrdé presencia de
enterotoxina B en huevos (20).

1.6.1 Factores que influyen en la produccidédn de
aenterotoxina

1.6.1.1 Temperatura. la produccién de
enterotoxina - se encuentra dentro de los limites de
temperatura de 10 a 45°C, conslderdndose como éptima 40°C.
Estos valores pueden varifar. Estudios heches por Vandenbosh
y ceolaboradores (17), mostraron que 40°C fue la temperatura
6ptima para la produccién de enterotoxinas B y €, con
limites de 20 y 45°C cuando la incubacién no fue mayor de 24
h. Sin embargo Dietrich y colaboradores (1) reportaron gue

26



TIPO DE

ENTEROTOXINA SECUENCIA DE AMINOACIDOS
SEA -Thr-Ala-Cys-Met-Tyr-Gly-Gly-Val-Thr-Leu~jis-Asp-Asn-psn-Arg-
SEB ~Lys~Thr-gys-Met-Tyx~-Gly-Gly-Val~Thr-Gln~His~-Gly~Asn~Asn-Glu~

SECy ~Lys=Thr~gys-Met=-Tyr~-Gly~Gly~Ile-Thr-Lys-His-Glu~Gly-Asn-His-

Fig. 1 SECUENCIA COMUN DE AMINOACIDOS EN LAS ENTEROTOXINAS

Fuente: Bergdoll 1990 (50)

~Ala-Asn-Tyr-Tyr-Gln-Cys-Tyr-Phe-Ser-Lys~Lys-Thr-Asn-Asp-Ile

Asp
~Val-Gly-Gly-Tyr-Met-Cys-Thr-Lys-Arg-Lys-Thr-Asn-Glu-His-Ser

Fig. 2 ENLACE DE LAS MOLECULAS DE CISTEINA EN LA ENTEROTOXINA B

Fuente: Bergdoll And Robbins 1986 (50)



37°C es 1la temperatura 6ptima para la produccién de
enterotoxina B, A menor temperatura, tanto mayor es el
tiempo necesario para producir una cantidad suficiente de
toxina para causar intoxicacién.

1.6.1.2 p.H., E1 rango de pH para la produccién
de enterotoxina es semejante al del crecimiento de §S.aureus,
es decir de 5.0 a 9.0 .

Genigeorgls y colaboradores (1) demostraron
que el pH mas bajo que permite el crecimiento de S.aureus y
produccibén de enterotoxina aerbdbicamente es de 4.0 .

Pereira y colaboradcres (1) controlaron el pH
en varias fermentaciones y encontraron que el crecimiento
maximo y produccién de enterotoxina A (SEA) y B (SEB)fue de
7.0 y el valor limite para la produccién de enterotoxinas
SEA y SEC fue de 5.0 .

1.6.1.3 Actividad de agua. S.aursug puede
crecer a valores de actividad de agua tan bajos como 0.83,
considerindose como Optimo valores mayores a 0.99. En la
produccién de enterotoxinas existen variaciones en los
requerimientos de Aw. SEA se produce a valores mis bajos que
SEB. Experimentos hechos en laboratorios con alimentos,
indicaron que hubo preduccién de enterotoxina A a valores
menores de 0.90, mientras qgue valores de actividad de agua
mayores de 0.90 son necesarios para la sintesis de SEB.

Troller (20) demostré que Nacl es
significativamente més inhibitorio para la preduccién de SEB
que para la enterotoxina A. Esto se comprobd al realizar un
experimento con §.aureus productor de enterotoxina A y B;
para la produccién de estos metabolitos se utilizé la
técnica de cultivo en saco, utilizando como medio casefna
hidrolizada enriquecida con tiamina y niacina, bajo
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condiciones de 20 a 45°C, pH 4.5 a 9.0 y concentracién de
NaCl de 0-25 %. Los resultados mostraron que la mayor
produccién de enterotoxina se obtuvo a 39.4°C y pH 7. La
sintesis de SEA y SEB fue inhibida a los 20°C y pH 4.5 con
12% NaCl . Esta inhibicién se marcé mds en el caso de SEB
(52).

1.6.1.4 Presencia de otros microorganismos.Es
m&s probable la produccidén de enterotoxina cuando no hay
microorganismos competidores, cuando éstos son escasos o se
hayan por alguna razén inhibidos. Los alimentos contaminados
con estafilococo después de un tratamiento térmico,
constituyen un magnifico medio de cultivo para la produccién
de toxina.

En el tracto intestinal de los pacientes
tratados con antibiéticos, les cuales han destruido o
inactivado la flora competitiva, se desarrolla S.aureus ¥y
produce enterotoxina (21).

1.6.1.5 Condiclonas atmosféricas. S.aureus
puede crecer tanto bajo condiciones aerobias como
anaerobias, pern el crecimiento es maAs lento en condiciones
anaerébicas, por lo tanto la aereacién tiene un efecto
positivo en su crecimiento y sintesis de enterotoxina (21).

McLean y colaboradores (17) encontraron que la
aereacién con agitacién a 37°C, permite gque S.,aureus
produzca mayor cantidad de enterotoxina B. Con un 100% de
oxigeno disuelto, el crecimiento del microorganismo a 37°C
es maximo, pero no hay sintesis de enterotoxina B. La mdxima
produccién de dicha enterotoxina se da con 10% de oxigeno.
Sin embargo investigadores han informado que la enterotoxina
puede ser producida en algunos alimentos bajo condiciones
anaerobias.
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Bennett y Amos (17) encontraron que sandwiches
conteniendo niveles detectables de enterotoxina, fueron
organolépticamente aceptables.

1.7 Deteccidén de enterotoxinas.

La deteccién de enterotoxinas en los alimentos
se puede lograr por el empleo de animales o por
procedimientos in vitro. Entre los animales, se han
utilizade perros, cerdos, palomas, ranas, gatos, monos e
incluso el propio hombre. Diversos investigadores consideran
que el mono es bastante susceptible a las enterotoxinas, por
tal razén, el Gnico método biolégico especifico es la prueba
de alimentacién a los monos. En este método, 50 ml de la
muestra es inyectada por un catéter al interjior del estémago
del mono. Los animales se observan después de 5 horas para
ver si se produce el vémito. Cuando hay emesis, al menos en
dos de seis animales, se considera que la reaccién es
positiva (54).

Estos métodos bioléyicos son muy limitados y
no son altamente sensibles. Rara vez se usa por su costo
elevade y por constituir una prueba cualitativa (54).

Los métodos mis cominmente empleados in vitro
para la deteccitn de enterotoxina, se basan en el uso de
anticuerpos especificos para cada una de las diferentes
enterotoxinas. Involucran las reacciones de enterotoxinas
con su especifico anticuerpo en algfin tipo de gel. En &stos
métodos las reacciones toxina-anticuerpo resultan en 1la
formacién de un precipitado, facilmente visible en el agar, :
son altamente especificos. Algunas de ellas se mencionan a
continuacién (54).
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1.7.1 Método de difusién simple. Es una prueba
cuantitativa, que presenta una sensibilidad de 1-2 pg/ml.
Este método fue ideado por oOudin y consiste en colocar el
ant{geno sobre el agar que contiene el antisuero en un tubo
de ensayo de pequefio calibre. Se deja durante horas o dias
para que el antigeno se difunda en el agar, formdndose
bandas de precipitado a distintos niveles, dependiendo del
nGmero y clase de los sistemas antigeno~anticuerpo
presentes. La precipitacién ccurre conforme el antigeno se
dinfunde por el gel, los anillos de precipitado aparecen
primerc en la parte alta del gel y van moviéndose lentamente
hacia abajo. Los factores que determinan los niveles a los
cuales la reaccién se realiza son el tamafio molecular y la
concentracién relativa de los elementos de la reaccién en la
solucién (54). figura 3a

1.7.2 Métodos de doble difusién. Oakley y
Fulthorpe (54) modificaron la técnica de Oudin poniendo el
antisuero en agar, en el fondo de un tubo de ensayo, y
encima una capa de gel de agar sobre la cual se coloca la
solucién del antigeno. Los dos reactivos se difunden el uno
hacia el otro en el agar y la precipitaciébn ocurre en el
punto donde aparece la concentracién Sptima (54). figura 3b

Ouchtrlony ideé un mé&todo de doble difusién en
dos dimensiones que tiene como ventaja la de que se puede
probar simultineamente varios antigenos y antisueros. En
esta prueba los reactivos se difunden desde los pozos
cortados en el agar colocado en una placa de petri. Donde se
encuentran las concentraciénes O6ptimas del antigeno y el
antisuero correspondiente, entre los pocillos, se forman las
bandas de precipitado, Si las bandas de precipitado formadas
por dos antigenos y el anticuerpo se funden en una, en las
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dos muestras, se trata del mismo antigeno; si las bandas se
cruzan, son antigenos diferentes. Este método presenta una
sensibilidad de 0.05 pg/ml (54). figura 3c

1.7.3 Prueba de hemaglutinacidn. En esta
técnica los anticuerpos estan unidos a los eritrocitos. Este
complejo se pone en contacto con la enterotoxina y si hay
suficiente concentracién de antigeno, se llevard a cabo la
reaccién de aglutinacién. La sensibilidad de esta prueba es
de 0.,0015 ug/ml de enterotoxina (54).

1.7.4 Microplaca. Se usa para la deteccién de
cantidades pequefias de enterotoxina que se encuentran en
extractos de conmida

La prueba se realiza sobre un portaobjeto, en
el cudl se colocan dos tiras de cinta negra, delimitando un
drea de 2 cm?, se adiciona una capa fina de agar (agar
noble), esta debe ser lo mis delgada posible, para que el
método tenga la mayor sensibilidad, sobre esta se coloca una
placa de acrilico con 5 orificios. Posteriormente se procede
al llenado de los pozos, respetando la disposicén siguiente:
El pozo central se llena con la antitoxina control, el pozo
superior con la toxina control, y los tres restantes con los
problemas. La nmicroplaca lista se coloca dentro de una caja
de petri, que contenga esponjas hGmedas, la cudl se incuba a
37°C Aurante 24 h. Después de este tiempo, se retira el
molde de plastico, teniendo cuidado de no desprender el agar
del portaobjeto y se observan las lineas de precipitado.
Este método presenta una sensibilidad de 0.1 pg/ml de
enterotoxina (21). Figura 4

1.7.5 Prueba de precipitaciétn cuantitativa.
0.5 ml de la solucién de antigeno se mezcla con 6.5 ml de
antitoxina y se incuba a 37°C por 4 h y posteriormente a 4°C
por 4 dias., Se observa precipitado y se analiza el nitrégéno
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total que se encuentra en esta zona por la técnica de micro-
Kjeldahl, La enterotoxina contenida se calcula con una curva
estandar preparada con toxina purificada y antitoxina (21).

1,7.6 Anticuerpos  fluorescentes. Es una
té&cnica indirecta para visualizar una reaccién que ocurre
cuando un anticuerpo conocido marcado con fluorocromo se
combina con su antigeno homélogo. Si un cultivo mixto o una
muestra se coloca en una l&mina, se mezcla con suero gue
contenga anticuerpo fluorescente conocido y se mira por el
microscopio en el campo oscuro, los microorganismos aparecen
brillantes sobre un fondo negro (54).

1.7.7 Radioinmunoensayo (RIA). Este método se
basa en el uso de enterotoxina pura tratada previamente con
un elemento radjioactivo , el 1125, pa puestra del alimento
es tratada con anticuerpos especificos, seguida por 1la
enterotoxina radicactiva ( 1251-SEA). El complejo formado
antigeno-anticuerpo se precipita adicionando células que
contienen proteina A. Se centrifuga, obteniende el
precipitado que contiene el complejo, al que se le determina
la reaccidén emitida mediante un contador gama, obteniéndose
asi la cantidad de enterotoxina iodada presente (54).

La cantidad de enterotoxina presente en la
muiestra del alimento se relaciona indirectamente con 1la
cantidad de enterotoxina radicactiva presente, a menor
radicactividad detectada, serd mayor la cantidad de toxina
presente (54). )

La sensibilidad del ensayo es de 0.3 ng/ml,
utilizando 10 ul como el mayor tamafio de muestra.

El uso de esta prueba se limita a unos cuantos

1abqrat9rios, debido a la necesidad de poseer = los
requerimientos Dbésicos para el manejo  de “materiales
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radiocactivos, un contador gama, asi como el uso de
enterotoxinas purificadas (54).

1.7.8 Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(ELISA). Es upa de las técnicas mis r&pidas y especificas
para detectar la presencia de toxinas estafilocécicas. La
sensibilidad de éste método es de 0.25 ng/g.

El ensayo de ELISA se basa en la preparacién
de un conjugado, mediante 1la unién de una enzima a 1la
enterotoxina, © bien a 1la antitoxina y depende del
desarrollo de color por la reacclén de una enzima con un
sustrato adecuado. Generalmente la enzima se une al
anticuerpo, asi la cantidad del conjugado enzima-anticuerpo
es directamente proporcional a la cantidad de enterotoxina
en el extracto del alimento. Entonces la cantidad de color
desarrollado es una medida de 1la cantidad de toxina
presente. Esto elimina la necesidad de usar enterotoxinas
altamente purificadas (27).

Existen dos formas de elaborar esta prueba. La
primera es sobre placas para microtitulacién, de fondo
redondo, en las cuales se adhleren los anticuerpos como fase
estacjionaria. Mediante esta forma de ensayo se pueden
analizar muchas muestras con la facllidad de manejo de
microplacas y el uso de un espectrofotémetro para ELISA.

El segundo m&todo desarrollado consiste en el
uso de esferas de poliestireno, a las cuales se adhiere el
anticuerpo. Este método es un poco laborioso si se requiere
el andlisis de varias muestras, ya que cada esfera se debe
manejar separadamente. La principal ventaja es que se
utiliza un voldmen de muestra de 10-20 nl., por lo que
aumenta la cantidad de enterotoxina adsorbida por muestra y
se hace posible el uso de volGmenes de sustrato de 1 ml, de
esta forma el color desarrollado se puede leer en un
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colorimetro, instrumento que poseen los laboratorios. Las
enzimas que se utilizan en esta técnica son la peroxidasa o
la fosfatasa alcalina, como sustrato se usa para-
nitrofenilfosfato, el cuil después de la reaccién enzimitica
se convierte para-nitrofenocl, compuesto de color amarillo.

Freed, Evenson, Reiser y Bergdoll realizaron
una investigacién para el andlisis de enterotoxinas en
alimentos, comparando las técnicas en placa y con esferas.
Determinaron que fue m&s sensitivo el sistema de esferas que
el de placa, por lo que lo recomiendan cuando se necesite
detectar concentraciones bajas de toxina.

Saunders y Bartlett, reiteran la factibilidad
de uso de ELISA y lo presentan como un mé&todo simple y
sensitivoe para la determinacién de enterotoxinas. Resaltan
la facilidad de elaboracién del extracto del alimento,
debido a que al igual que en el RIA, la presencia del
material orgénico no interfiere <con el an4lisis,
eliminidndose todos los pasos de purificacién y concentracién
del extracto necesarios para los métodos en gel, figura 5

Kauffman realizé una comparacién entre la
técnica de ELISA en placa y el radioinmuncensayo. Menciona
como desventaja del RIA la vida media limitada del 11253,
factores de dafio radioactivo, agregacién de la proteina
marcada, pérdida de inmunorreactividad; ademés de las
licencias y requerimientos de seguridad para el uso de
material radioactivo asi mismo este investigador determiné
que la sensibilidad de ELISA es de.2 ng y es muy util en la
deteccifn de enterctoxinas en extractos de alimentos. El uso
de una enzima para reemplazar al 1125 en e1 andlisis, hace
del ELISA una provechosa alternativa para el RIA en cuanto a
seguridad en el laboratorio y economia de operacién (61}.
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1.7.9 Reversed passive latex agglutination
(RPLA) . La reaccién se basa en la capacidad de asociacién de
los antigenos con particulas demasiado grandes, para la
formacién de soluciones o suspensiones coloidales en 1los
medios acuosos. Esas particulas (bacterias, eritrocitos,
partfculas de l4atex, etc) pueden gquedar suspendidas en una
solucién salina y mezclarse con antisueros especificos. Se
denomina reaccién de aglutinacién al fenSmeno en que la
mezela de las particulas de antigeno con los antisueros
especificos provoca una agrupacién de dichas particulas
antigénicas. Por lo general, la aglutinacién puede
apreciarse a simple vista (57).

La Gnica diferencia entre una reaccién de
precipitacién y otra de aglutinacién, radica en el hecho de
que los antigenos precipitantes son moléculas pequefias, en
tanto que los antigenos aglutinantes estén asociados con
particulas de mayor tamafio.

Al igual que las reacciones de precipitaciénm,
las pruebas de aglutinacién requieren un pH apropiado y la
presencia de amortiguadores salinos, para que sean estables
los complejos formados con el antigeno y el anticuerpo.
Ademds debe existir una proporcién adecuada del antigeno
respecto del anticuerpo para gque ocurra la 6ptima
combinacién cruzada de la enterotoxina con su antitoxina

respectiva (57).

En un ensayo de aglutinacién normal, el
anticuerpo soluble reacciona con el antigeno particular,
produciéndose una aglutinacién. En el efecto opuesto,
reaccidn reversible, caso del método Reversed Passive Latex
Agglutination (RPLA), el anticuerpo est4 unido a particulaé
de latex que no intervienen directamente, consideradas como
pasivas. El anticuerpo asi acomplejado, reacciona con el
antigeno soluble, resultando una reacciétn de aglutinacién
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del 1l4tex, a través de la formacién de una estructura
reticular. El1 grado de aglutinacién es directamente
proporcional a la cantidad de enterotoxina presente en 1la
muestra analizar (57).

Este método utiliza una cobertura de
partfculas de l&atex con un anticuerpo especifico, seguido
por la adicién del extracto .del alimento. Si existe
presencia de toxina en el extracto, las particulas de latex
se  aglutinaran. Este procedimiento se realiza en
microplacas, de poliestireno con fondo en V, ya que en éstas
se logra observar fé&cilmente la reaccion de aglutinaciédn
(57) . )

Es de sensibilidad adecuada para la deteccién
de enterotoxinas en alimentos implicados en brotes de
intoxicacién. Desafortunadamente se presentan reacciones de
aglutinacién no especificas y para poder utilizar el RPLA se
debe demostrar que no existan este tipo de reacciones
mediante controles positivos, Park y Szabo evaluaron el
método y determinaron que no hubo reacciones no especificas
en los extractos obtenidos de varios alimentos utilizando el
SET-RPLA comercial determinaron una sensibilidad. de .0.25
ng/ml para las enterctoxinas A,B,C,D.

El método RPLA tiene una alta especificidad y
sensibilidad; la muestra solamente requiere del método de
extraccién simple; es r&pide, debido a que se obtienen
resultados en menos de 24 h; es semicuantitativo y no
requiere de equipo de precisién para la lectura de
resultados (54).

La especificidad del RPLA debe examinarse
rutinariamente con enterotoxinas estdndar y extractos libres
de ellas. Rose, Bankes y Stringer, determinaron gue las
reacciones no especificas, cuando se obtlenen resultades
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falso-positivos en los controles se pueden eliminar mediante
la adicién de hexametafosfato sbédico 10 mM (57) (70). figura
6

1.8 Intoxicacién alimentaria por enterotoxinas
estafilocbcicas.

Alimentos involucrados. Cualquier alimento que
proporcione un medio adecuado para el desarrollo de S.aureug
puede estar implicado en este tipo de intoxicacién. Casi
todos los alimentos hlGmedoe son capaces de permitir el
crecimiento de §.aureus y en consecuencia, determinar la
intoxicacién estafiloc6cica. Los productos deshidratadoes
también pueden transmitir la toxina; se han puesto de
manifiesto brotes de intoxicacién estafilocécica producidos
por el consumo de leche en polvoe reconstituida. La
pasteurizacién y el proceso de desecado, inactivan al
microorganismo, mientras que las enterotoxinas no se ven
afectadas por estos tratamientos debido a su
termorresistencia (63).

Los alimentos que con mis frecuencia se han
relacionado con este tipo de contaminacién son: Jjamdn y
productos andlegos; articules de pasteleria como los bollos
con crema o nata; aves, especialmente el pollo en ensalada;
la ensaladilla de patatas y el queso cheddar. También se
asocian con intoxicacién estafiloc6cica, las conservas de
carne en gelatina, los pasteles de carne, las salsas o jugos
de carne, huevo en polvo, leche, helados, etc (68)((63).

Una de las dificultades relacionadas con la
intoxicacién estafilocécica radica, en el hecho de que al
crecer tales microorganismos en el alimento, no dan lugar a
olores ni sabores manifiestos, presentando por tanto sabor,
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olor y aspecto escasamente diferente al del alimento en el
que no ha existido multiplicacién de organismo.

Las intoxicaciones por estafilococe ocurren
durante todo el afio, aunque con mayor frecuencia en el
verano, por las elevadas temperaturas ambientales. En esta
época todavia es mas importante conservar el alimento en
refrigeracién,

Con la finalidad de conocer los agentes y
alimentos involucrados mds frecuentemente en brotes de
enfermedades trasmitidas por alimentos, se realizé en México
la revisién de intoxiinfecciones alimentarias de origen
microbiano y parasitario, en cuyo estudio participé el
Laboratorio Nacional de Salud PGblica entre 1980 y 1989. Se
confirmaron 58 brotes (73%) de los 79 que fueron estudiados.
Los brotes ocurrieron en reuniones (24.1%), escuelas o
guarderias(10.3%), restaurantes (8.6%) y hospitales(8.6%).
El principal microorganismo implicado fue §S.aureus, que
provocé el 48.2% de los incidentes. Los alimentos
involucrados fueron: quesos {29.3%), pasteles (15.5%),
carne cocinada (15.1%), leche (13.8%) y pescados y mariscos
(7.0%) (19).

1.9 Dafio térmice

Una gran variedad de factores usados en los
procesos para- la elaboracién de productos alimenticios
causan estres o dafic a las células bacterianas que se
encuentran presentes en la wmateria prima, entre estos se
encuentran el calor, frio, radiacién, secado ete
(40) (31) (2) .

Estos tratamientos «como no son lo
suficientemente severos para matar al microorganismo en el
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alimento, son peligrosos ya que afectan la salud ptiblica

(2).

cuentas bajas de S.aureus son considerados
como un indice de falta de sanitizacién en los alimentos
cocinados, listos para comer. Sin embargo es conocido que
cerca de 108 S.aureus/g en el alimento, son generalmente
requeridos para causar intoxicacién en el alimento
(2) (51) (30).

Estos organismos resistentes al calor dekerian
estar ausentes o presentes en pequefias cantidades en el -
alimento, ya que algunos de ellos no son calentados antes de
#u consumo. Por lo tanto se ha recomendado el uso de métodos
para la enumeracién de poco menos de 100 S.aureus/q (2).

La deteccién de un nimero bajo de S.aureus
dafiado es mayor después del periodo de recuperacién en un
medio liquido que por contaje en placa, Esto fue informado
por Giolitti y Cantoni (2).

Paer y col. recomiendan la recuperacién en AST
conteniendo 10 % NaCl, el cudl ellos encontraron esta
técnica superior al del wétodo de Giolitti y Cantoni (51).

Stiles M. E. y P. C. Clark investigaron la
fiabilidad de medios selectivos para la enumeracién de
S.aureus con y sin dafio, ellos probaron la eficiencia de 15
medios selectivos compardndolos «c¢on el Agar Soya
Tripticaseina. El agar Baird-Parker, se escogié como medio
para la cuenta de células dafiadas térmicamente y sin dafio.
El medio agar telurito polimixina yema de huevo, al igual
gue el agar azida yema de huevo dieron resultados favorables
en este estudio. Para el caso de células no dafiadas el agar
Voéel Johnson y agar glicina telurito observaron resultados
favorables, pero después del tratamiento térmico, y 'del
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enriquecimiento de las células en AST para la recuperacién
del dafio térmico, sus cuentas fueron poco fiables (2)(30).

El medio Vogel Johnson se consideraba como
téxico, sin embargo fue utilizado en el estudio por ser un
medio simple y por la disminucién de su toxicidad después de
la recuperacién de 1a célula. Este medio fue altamente
selectivo por S.aureus pero tiene s6lo el 9% del contaje del
medio de Baird-Parker. En el medio agar telurito polimixina
yema de huevo (TPEY), las cuentas fueron similares al medio
Baird-Parker y es apreciablemente més barato. Este tiene las
cuentas mas elevadas pero cultivos de tipicas colonias
negras mostraren que s6lo el 10% de las colonias contadas
fueron gram positivas. Por tal razon es menos selectivo.
Estas observaciones justifican la seleccién de AST y Baird
Parker como medioc control para el estudio de S.aureus con y
sin dafio (2).

El tipo de medio utilizado para S.aureus se ha
sido citado como el principal factor afectante de su
crecimiento. El medio selectivo incrementa el grado aparente
de muerte (30).

La adicién de catalasa a un medio selectivo se
ha propuesto para incrementar la enumeracién de células
dafiadas, pero existe produccion de peréxido‘ de hidrégeno
(H305) ocasionando un efecto bactericida, esta acumulacién
de Hy0; es debida a la parcial inactivacién de la catalasa
(33) .

Baird-Parker y Davenport sugieren el uso de
piruvato, un descompositor de H0; en la enumeracién de

estafilococos estresados (5) (25).

Bucker y col. observaron dos factores de
importancia concernientes al dafio. Primere, la bacteria
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sujeta a estress subletal se vuelve hipersensible a estres
secundarios, tales como los gue se encuentran en un medio
selectivo y segudo la bacteria sujeta a tratamiento subletal
produce lesliones reparables cuando las células se
transfieren a un medio con los nutrientes necesarios para su
recuperacién; es decir que exista en €1 una fuente de
carbohidratos, aminodcidos y fosfatos (6)(1%)(28) (26) (53).

Allwood y Rusel investigaron que al tratar
células de S,aureus a 50°C o 60°C y posteriormente colocadas
a un medio de enriquecimiento e incubadas a 37°C se lleva a
cabo la sintesis de RNA. Aunque el porcentaje de sintesis es
menor que las células no dafiadas. Sorgin y Ordal demuestran
que la sintesis del RNA se relaciona con el procese de
recuperaciédn de cepas tratadas térmicamente de S.aureus
(6) (11} .

Publicaciones de varios laboratorios han
demostrado gque la composicién del medio de enriquecimiento
ejerce una influencia en la recuperacién de células tratadas
térmicamente. La presencia de extractos de levadura aumentan
la recuperacién de la sintesis de RNA (4) (7).

Pariza e Iandolo realizaron un estudio para
determinar si las células dafiadas produjeron enterotoxina en
un medio de enriquecimiento y sin &ste. Ellos observaron que
hubo produccién de enterotoxina tanto en las células que se
enriquecieron comec aguellas gue no se colocarcn en un medic
edecuado de nutrientes, la produccién fue mayor al colocar
la célula en un medio enriquecido.

El nfimero de células de 8.,aureus dafladas, en
una poblacién se puede obtener por diferencia entre el
contaje en placa wutilizando como medio agar soya
tripticaseina (nGmero total de microorganismos) y el
obtenido en agar soya tripticaseina con NacCl
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(microorganismos no dafiados). Bste nétodo se basa en 1la
disninucién en halotolerancia gue presentan las células
dafiadas (30).

Bl dafio que sufre la cé&lula después del
tratamiento térmico ocurre en varios sitios, los cambios
importantes son:

Presenta un dafio en la membrana
citoplasmdtica. Esto permite pérdida del material que se
encuentra dentro de la cé&lula como iones, amino&cidos,
lipidos etc (28}.

Las capacidades metabélicas de las células son
alteradas. Hay una selectiva inactivacién de las enzimas
celulares y una parcial desnaturalizaciébn de las proteinas
de las cé&lulas (28).

Existe una degradacién del RNA ribosomal (40).

Con S.aureus tratado a 52°C, estos cambios
probablemente ocurren simultaneamente o© en una secuencia
ripida, asi que es diffcil de determinar cuil es el primero
o sitio critico del dafio. El dafio puede invegtigarse por la
incapacidad de células §.aureus tratadas térmicamente de
formar colonias en agar conteniepdo 7.5% NaCl. El dafio
térmico es reversible. Las células recuperan la tolerancia a
la sal durante el periodo en el cuil no se multiplican. La
recuperacién a la tolerancia a la sal es independiente de la
recuperacién de la actividad enzimitica, sintesis de
lipidos, balance de ¥ / Nat. (5).

Hurst y col. informan dque después del
tratamiento térmico subletal, 1a habilidad de S.,gureus de
formar colonias en un medio elevado de sal, esta relacionado
con el nivel de MqH' celular. En 1974 estos Investigadores -

47



propusieron que la pérdida de Mg** celular conduce a 1la
pérdida de 1la tolerancia a la sal, pero estas teorias no
llegaron a fortalecerse. Sin embargo observaron que el Mg++
celular incrementa al principlo y al final del ciclo de
crecimiento. Mas tarde en 1976 informaron que el Mg*' es un
requerimiento indispensable para la recuperacién del dafio
térmico subletal. Realizaron varios experimentos utilizande
diferentes medios de recuperacién y observaron due las
células dafiadas mueren cuando los fosfatos o aminodcidos son
omitidos del medio de recuperacién, pero cuando este medio
no contenfa vitaminas, glucesa, Nat y K%, ne hubo
recuperacién de la célula. Sin embargo si el medio no
contiene Mq++ causa muerte y disminucién en la recuperacién
de la cé&lula (5)(3)(70)(71).

Basdndose en éstos resultados realizaron un
medio minimo de recuperacién, el cuil contenia sélo %1076 y
de Hg++, como impureza y observaron gue las células dafadas
recuperaron su tolerancia a la sal. Posteriormente a este
medio le agregaron 10-3 M de etilendiamintetracetato (EDTA)Y ,
lo que impide la recuperacitn de la célula, pero al
adicionar 10-2 M de Mg'*, permitis la completa recuperacién
de la célula. Esto se debe a que en un principio la afinidad
de las células por el Hg++, es mayor que el EDTA, esto se
debe a que el Adcido tecnolco captura polimeros de Mg, y las
células dafladas pierden D-alanina de su complejo &cido
tecnoico y por lo tanto la afinidad de &cido tecnoico con el
Mg*t es mayor. Al continuar con la recuperacién el Mg't es
capturado por el EDTA presente en el medio, disminuyendo el
nivel de Mg™', al agregar concentraciones mayores de Mg**,
forma &ste un complejo con el EDTA, dejando Hg++ libres para
la célula. Por ésta razébn el Hg++ afecta la viabilidad y
recuperacién de la célula dafiada (70) (71).

Los iones de Mg++ son necesarios para la
actividad de las ‘enzimas y para la integridad de ribosomas.
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Tomlins y col. estudiaron el fendmeno de dafio
¢ recuperacién de las enzimas deshidregenasa oxoglutarato,
deshidrogenasa malato y deshidrogenasa lactato de §,aureus.
Encontraron gque las enzimas son sensibles al dafio térmico.
Ellos realizaron varios experimentos con estas enzimas,
observando que la actividaa enzipatica de las
deshidrogenasas malato y lactato llegaron a recuperarse, Sin
embargo la recuperacién de la deshidrogenasa oxoglutarato no
se observa su recuperacién. Los estudios que realizaron no
mostraron hasta que punto de la recuperacién o de
crecimiento se llegé a la completa actividad de las enzimas
sensibles al calor (10).

Otro ion importante es el xt 1a pérdida de
jones de k* por la célula es una de las consecuencias de
dafio térmico, debido al requerimiento de kt por cilertas
enzimas y para el funcionamiento ribosomal (10)(17).

Pariza e Iandolo estudiaron el comportamiento
de la coagulasa, ya gque es una enzima gque se utiliza como
indice de wvirulencia o patogenicidad, obzservaron que
suspensiones de $.aureus dafiadas térmicamente a 54°C por 15
min, produjeron coagulasa durante la recuperacién en el
medio soya  tripticaseina; &stas células estresadas
térmicamente producen coagulasa despues de 2 h en la fase
lag. Al iniciar la sintesis de coagulasa &sta fue rdpida con
un promedio de 10 a 15 unidades/ml producidas. Cuando la
recuperacién fue completa la sintesis de coagulasa ceso.
Adicionando cloranofenicol al medio de recuperaci6bn (50
#yg/ml) inhibe la sintesis de coagulasa, perec eata no
interfiere en la recuperaci6én normal de la tolerancia a la
sal (53).

La sintesis de coagulasa durante 1la
recuperacién es independiente de la cantidad molar de buffer

458



en el cual las células son dafiadas, de la edad de las
células y el grado de dafio (53).

En el medio completo de recuperacién las
células recobran la tolerancia a la sal en 6 h, en este
tiempo la coagulasa también se detecté, pero la cantidad
mixima se observé s6leo cuando las vitaminas estuvieron
presentes, por lo tantoe las vitaminas estimulan la
produccién de coagulasa pero no afecta la recuperacién. Sin
embargo la produccién de coagulasa no es necesaria para la
recuperacién del dafio térmico de $.aureus (53).

La sintesis de proteinas fue estimulado por 1la
regeneracién ribosomal. La coagulasa es una proteina con
propiedades enzimdticas, esta sintesis depende de los
ribosomas dados de la célula., Las células dafiadas reducen el
contenido ribosomal y no pueden producir coagulasa. Durante
la recuperacién en un medio, la sintesis de los ribosomas
ocurre répido y la coagulasa se detecta (53).

En 1979 Hershey estudia otra alteracién de
daflo térmico. El1 establece dque la bacteria sobrevive a
tratamientos térmicos mostrando un incremento en el periocdo
de lactencia, cuando se transfiere a un medio conveniente de
recuperacién (6) (11).

El incremento de la fase lag depende de la
temperatura a la cudl, la célula ha sido expuesta. Se ha
demostrado que la preolongacién de la fase es un efecto
directo de dafio (6)(11).

Jackson y Woodbine confirman estos
comentarios, los cuales encontraron gque la fase lag se
prolonga con el tiempo de exposicién del organismo a la
temperatura letal, que fue incrementando (6)(11). o
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Jackson y Woodbine piensan que el término
naxtensién de la fase lag" debe ser sustituido por que
cuando los organismos no dafiados se inoculan en un medio, la
fase lag se puede extender por la variacién de diferentes
factores tales como la cantidad del inéculo, la temperatura
de incubaci6én, edad del cultivo y los componentes del medio.
Asi en el caso de los organismos dafiados hay un periodo de
ajuste, después de la inoculacién en un medio de nutrientes
(4) (29) .

Existen compuestos que proteden a las células
bacterianas contra la muerte o efectos de dafic que aparecen
con el calor, que disminuyen o eliminan 1la pérdida de
constituyentes celulares (4).

James L.Smith y col observaron gque no existe
dafio o muy poco cuando S.aureus es tratade térmicamente en
la presencia de NaCl y hay una marcada disminucién en
pérdida de constituyentes celulares (46) (49). ’

La pérdida de los costituyentes celulares
ocurren en la ausencia de dafio. El dafio térmico puede estar
acompafiado por pérdida de materiales absorbidos por
ultravioleta, pero no siempre pérdida de materiales es
indicative de dafio (8) (49).

Cuando las células son calentadas en buffer de
fosfatos conteniendo sal, azGear, amino&cidos, redujeron el
dafio en un 5% de lo encontrado en estudios anteriores. Pero
encontraron que las células perdieron mds materiales cuando
se calentaron en una solucién buffer conteniendo polioles y
fructuosa, que solamente usando buffer. No se conoce el
mecanismo por el cual estos compuestos previenen el dafio,
pero no la pérdida de materiales (8)(49).
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La elevada concentracién de solutos producen
una mayor proteccién contra el dafic térmico., Smith y
Benedict informaron gue un incremento en la concentracién de
la sal, incrementa la protecciébn a las células en el
tratamiento térmico, pero existe una disminucién de esta
proteccién cuando la concentracién de la sal se encuentra en
un largo periodo de calentamiento. Las bases bioguinmicas
para la interaccién entre la concentracién de soluto y
temperatura en prevencién del dafio celular no ha sido
determjinada (46).

Hurst y Hughes demostraron que estos
compuestos permiten aumentar el limite méximo de temperatura
de crecimiento de S.aureus esto se evidencié en los
experimentos los cuales demostraron que el NaCl extendiende
la temperatura, desde 44°C a 46°C; estos investigadores sme
refieren a este incremento como el miximo 1limite de
temperatura de crecimiento. Por lo tanto el NaCl actua como
ternoprotector. Ellos también observaron que estos
termoprotectores también incrementan la resistencia al caler

(8).

Smith y col reportaron gue temoprofectores
son todos aquellos componentes que presentan los siguientes
efectos: crecimiento por arriba de la temperatura limite,
incremento en la sobrevivencia bajo condiciones
desfavorables, disminucién del dafio térmico (8).

Hughes y Hurst observan que la morfologia de
las células de S,aureus que crece a 45°C en la presencia de
agentes protectores (5.8% NaCl), difieren apreciablemente de
células que crecen a 37°C en la usencia de adicién de Nacl.
La septacién de las células a elevadas temperaturas llega a
ser irregulares, ellas tienen un engrosamiento de la pared
celular y se forman en grupos o racimos. Mientras que
células dque. crecen a 37°C con © sin NaCl se forman

52



individualmente. Las células que crecen a 45°C fueron
notablemente mas resistentes al calor y sobreviven mas
tiempo en varios alimentos (8).

Jackson estudié que el dafio de S.aureug no
s6lo es causado por el calor sino también puede ser
ocasionado a bajas temperaturas, y asi informé gque al
exponer el microorganismo a 5°C, se da un dafio metab6lico,
manisfestado como progresiva pérdida de capacidad de formar
colonias en Agar manitol sal (MSA) . La recuperacién de las
células se di&é al incubar a 37°C por 2 h. Demostré que el
daflo tiene relacién con el aumento de la sesibilidad de NaCl
y de los requerimientos nutricionales. Estas observaciones
de dafio metabSlico a bajas temperaturas son continuas con
los efectos, ya conocidos de la temperatura en sistemas
biolégicos (31)(55)(37).

Por abajo de 1la temperatura minima de
crecimiento, el metabolismo no cesa completamente. Ciertas
funciones como la multiplicacién y divisién de la célula
pueden no ocurrir a temperaturas por debajo del limite de
crecimiento, pero algunas otras actividades pueden ocurrir.
A temperaturas minimas el metabolismo es desbalanceado y
estc puede ser causado por el dafio metabSlico (31) (55)(37).

Robert P. y col. reportaron ¢ue el concepto de
dafio metabdlico va de acuerdo al dafio de la bacteria por
calor, radiaciétn ultravioleta y toxicos quimicos. Los
experimentos de Corran y Evans indican que la bacteria que
scbrevive a la destruccién debida a los agentes fisicos y
quimicos mencionados anteriormente, son exigentes en sus
necesidades nutricionales que 1las células no expuestas
(31) (37) (55) .
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1.10 Crema pastelera

La crema pastelera es un postre totalmente
casero que puede conservarse durante 24 h en el
refrigerador. Constituye una preparacién dulce, mids o menos
fluida, de consistencia untuosa. Estd& hecha a base de
huevos, leche, azficar y harina, que 1le imparte su
consistencia caracteristica. A veces es enriquecida con
mantequilla y perfumada de diferentes maneras. Puede usarse
come relleno de diferentes pastas (mil hojas, croissant,
etc), como guarnicién (tartas, flanes) o para ciertos
postres calientes (souflés) o frios. Por lo general se
utilizan frias o tibias (35)(63).

Los alimentos que se elaboran a partir de
elevadas proporciones de leche como es el caso de la crema
pastelera, no s6lo son nutritivos para el hombre, sino
también proporcionan un buen medioc para el crecimiento de

microorganismos.

Estos productos se pueden contaminar muy
facilmente con .aureus, dado su amplio habitat; se
contaminan por el contacte con superficles de trabajo,
utensilios y manos. Si tales alimentos se mantienen en un
lugar. caliente, los microorganismos crecen y en este proceso
sintetizan enterotoxina. El ré&pido enfriamiento de tales
alimentos, al menos a 10°C y preferiblemente 4°C, limita el
crecimiento de éstos y muchos otros microorganismos,
evitando de esta forma la produccién de enterotoxina. AGn
asi dichos alimentos deben consumirse inmediatamente después
de su elaboraci6n. El tratamiente que se les da a éste tipo
de alimentes es suficiente para destruir las formas
bacilares comunes y las bacterias gram negativas, ambas
responsables de 1la descomposicién del producto, asi como
también para destruir las formas sapré6fitas comunes. Por lo
tanto S.aureus tiene de nuevo la posibilidad de crecer sin
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la interferencia de las bacterias competitivas. Los pasteles
rallenos de crema o natilla han causado problemas de salud
piblica, especialmente en casos en que el personal del
obrador o encargado de la venta los han manipulado en
condiciones de falta de refrigeracién. Esta deficiente forma
de manejar los alimentos ha disminuido algo en los Gltimos
afios debido a las advertencias de los inspectores sanitarios
Y algunas pastelerias importantes han parado la produccién
de estos articulos durante los meses de verano. Sin embargo
aln es f4cil ver pasteles de crema o rellenos en escaparates
sin refrigeracién, que son vendidos (12)(60).

Las toxinas producidas por el estafilococo son
termorresistentes. Cuando se encuentran en los alimentos,
las bacterias no esporuladas son relativamente -resistentes
al calor, pero no lo son tanto como las toxinas.
Considerando la termorresistencia de las toxinas en los
alimentos, es posible que el brote estafilococébcico tenga
lugar a partir de alimentos con toxina.
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1.1T JUBTIFICACION

La importancia de S.aureus en el alimento radica en la
capacldad qgue presentan algunas de. sus cepas para producir
enterotoxinas, causantes de un gran nGmero de intoxicaciones
alimentarias en México; debido a que é&stas protelinas son
termorresistentes. ’

Los alimentos mas involucrados en éste tipo de
contaminacién son la leche y los productos c&rnicos, El
S.aureus encuentra en éstos los nutrientes apropiades para
su desarrollo.

En los alimentos cocinados o industrializados, los
estafilococos son excelentes indlcadores de los cuidados
higiénicos con que son manipulados.

Por lo antes expuesto, la industria alimentaria realiza
andlisis microbiolégicos especificos para la detecclén de
S.aureus enterotoxigénicos. Las pruebas bioquimicas se
encuentran entre las. mis usadas por su relacién con el
metabolismo del microorganisme y por su costo relativamente
. bajo en comparacién con las pruebas antigeno-anticuerpo
correspondiente a cada tipo de toxina.

Cuando una bacteria es tratada térmicamente, sufriendo
un dafio subletal éstas pruebas pueden dar resultados falsos
positivos o negativos, ya que sufre cambios en su
metabolismo.

De acuerdo con lo investigado debe tomarse en cuenta que
un tratamiento térmico no siempre es suficiente para
destruir el §S.aureus presente en un alimento, por le tanto
es importante realizar pruebas especificas fiables  al
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microorganisme y de esta forma asedgurar un mejor control
sanitario del alimento.
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2. MATERIALES Y METODOS.

Para el desarrollo de este trabajo, se hicieron las
siguientes actividades.

Caracterizacién de la cepa de S.aureus.

Verificacién de la produccién de enterotoxina tipo A.
Deterninacidn de la curva de crecimiento de S.aureus.
Estandarizacién del inéculo.

Andlisis microbiolégico de la leche entera en polvo
utilizada en tratamiento térmico y elaboracién de crema
pastelera.

Tratamiento térmico de S.aureus. Determinaciones de
destruccién celular y poblacién dafiada.

Aplicacién de prueba bioquimicas especificas al .
nicroorganismo, estando éste con y sin dafio.
Recuperacién de células dafiadas y evaluacién posterior
de su respuesta bioquimica.

Capacidad productora de  enterotoxina en el
microorganismo dafiado.

Elaboracién de crema pastelera y su inoculacién con
S.aureus con y sin tratamiento térmico,

Determinacién de S.aureus y mesofilicos aerobios en
crema pastelera a diferentes temperaturas y tiempos de
almacenamiento.

Extraccién de enterotoxina del alimento.

Deteccién de enterotoxina A en la crema pastelera
por el método de RPLA (Reversed Passive Latex
Agglutination).
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2.1 caracterigacién de la cepa FRI~100.

Se utilizé una cepa S.aureus FRI-100
productora de enterotoxina A, la cual fue donada por el Dr.
Merlin S. Bergdoll, del Food Research Institute, Wisconsin
University, USA.

La caracterizacién de la cepa se hizo a través

de diversas pruebas.

2.1.1. Observacibtn microscoépica. Para esta
observacién se tomé una asada de un cultivo de §.aureus de
24 h en caldo infusib6bn-cerebro- corazén (BHI), y se sometié
a tincién de Gram.

2.1.2. Morfologia Colonial. Un iné6culo de la cepa de
S.aureus se sembrd en agar BHI por la té&cnica de estria
cruzada.

2.1.3. Pruebas blogquimicas. Tomando en consideracién
las respuestas bloguimicas caracteristicas de este
microorganismo, se determiné llevar a cabo las pruebas que a
continuacién se describen.

2.1.3.1. Fermentaciébn de azfcares, Una asada
de S,aureus, se inoculé en cuatro tubos, conteniendo cada
uno calde base rojo de fenol y los siguientes azficares al
1%: manitol, maltosa, glucosa y sacarosa. Se incubaron
durante 24 h a 37°C. El vire del indicador rojo de fenol a
amarillo, representa la fermentacién del azlcar
correspondiente ({50).

2.1.3.2. Voges Proskauer. Para su desarrollo,
una asada de un cultivo puro de S.aureus de 24 h en caldo

lactosado, se inoculé en un tubo. conteniendo dicho medio,
La incubacién se realizé a 35°C durante 24 a 48-h. En forma
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posterior se adicionaron 0.6 ml de solucién de alfa naftol y
0.2 ml de solucién de hidréxido de potasio (KOH), reactivos
que fuercn incorporados al medio por agitacién. Después de
un tiempo de reposo variable, aproximadamente de 24 h, 1la
aparicién de un hale color rosa a carmesin se tom6é como
prueba positiva (50).

2.1.3.3. Rojo de Metilo. El procedimiento
comprendié la inoculacién de tubos conteniendo el medio rojo
de metilo-vVoges Proskauer (RM/VP), con una asada de un
cultivo puro de S,aureus de 24 h en caldo lactosado. Se
incubd a 35°C durante 24-48 h, después de este tiempo se
agregaron 0.2 ml de rojo de metilo. Una respuesta positiva
se observé a través de la formacién de un color rojo en el
caldo (50).

2.1.3.4. Prueba de coagulasa. A un tubo de
ensayo conteniendo un cultivo de S,aureus en caldo infusién
cerebro, corazén (BHI), incubado a 37?C durante 12-24 horas,
se le afiadié 0.5 ml de plasma humano. Se mezcléd’
perfectamente e incub6 en bafio de agua a 37°C, de 12 a 24 h.
La formacién de un codgulo firme, que permanecié adherido al
tubo, se consideré como prueba positiva (50). '

2.1.3.5, Prueba de termonucleasa. En general
las cepas de S.aureus patdgenas producen DNA~asa, enzima que
actta sobre el DNA presente en el medio usado para este
ensayo. En una caja de petri, se colocaron 6 ml de agar
DNA-asa fundido. Una vez solidificado, se realizaron
perforaciones de 2 mm de difmetro. Con una pipeta Pasteur se
tomé6 parte de un cultivo de S.aureus en caldo lactogade
incubado a 37°C durante 12 a 24 h y se adicion6 a los pozos.
Se incubs a 37°C durante 24 h. Como revelador se utilizs,
. cubriende la superficie de la caja, una solucitén de HCl-1N.
Una colonia de organismos que producen esta enzima, muestra
una zona clara alrededor del pozo (50).
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2.2, verificacién de la produccién de enterotoxina tipo
A. :

Para la corroboracién del tipo de enterotoxina
sintetizada por 1la cepa seleccionada, se indujo su
produccién  a través del método de celofdn sobre agar, el
que ge describe a continuacién.

- Se recortaron circulos de celof&n para
dislisis y papel filtro, con un di&metro ligeramente menor
al de la caja petri (9cm). Se humedecieron con agua
destilada y se colocaron alternadamente en una caja petri,
Se esterilizé a 121°C, 15 min.

- De un cultivo puro de §S,auyreus en BHI,
incubado a 37°C durante 18 a 24 h, se tomaron 0.1 ml gue se
sembraron y distribuyeron perfectamente con una varilla de
vidrio sobre placas de agar BHI, en las que previamente se
colocd una membrana de celofén. Se incubdé a 37°C durante 24
h. .

- El crecimiento se coseché con 2.5 ml de
solucién reguladora de fosfatos 0.01 M La suspensién celular
se centrifugd a 4500 rpm por 30 minutos y se investigé en el
sobrenadante la presencia de enterotoxina por el método
Reversed Passive Latex Agglutination (RPLA) (17) (60). Figura
7

El desarrollo del método de RPLA es e}
siguiente:

Se utilizaron placas para microtitulacién de
poliestireno con fondo en V para el ensayo de aglutinacién.
Se empled una linea de 12 pozos para cada ensayo.(figura 6)
El diluyente, que funciondé como amortiguador salino, se
introdujeron 25 gl en los pozos destinados a las diluciones
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sucesivas {pozos nfimeros 2 al 11). Se adicionaron 50l de la
muestra en el primer pozo, del cual se tomaron 25uk para
pasarlos al segundo pozo. Después de homogenizar, se tomaron
2541 del segundo pozo Yy se transfirieron al tercero,
continuando asi sucesivamente hasta llegar al pozo nGmero
11, de este Gltimo, después de homogenizar, se eliminaron
2541 con el fin de igualar voldmenes en todos los pozos. Al
pozo nGmero 12 se adicionaron directamente 2541 de la
muestra. Figura 8

Los reactivos de ldtex se agitaron para lograr
una suspensién homogénea. Se procedié agregar 25s1 del latex
sensibilizado, con antitoxina estafilocécica A, a todos los
pozos conteniendo muestra, excepto al pozo nlmero 12, en el
cuidl se agregd el mismo volGmen de 1liatex control, no
sensibilizado con antitoxina estafilocébcica A, como control

negativo.

Adends se manejaron otros controles para
verificar el funcionamiento de los reactivos, asi como 1la
especificidad de la prueba:

Control positivo: solucién de enterotoxina A,
en presencia de latex sensibilizado.

control negativo (1): solucién de enterotoxina
A, en presencia de latex control.

Control negativo (2): diluyente, en presencia

de latex sensibilizado.

Control negativo (3): diluyente, en presencia

" de latex control. :

Las preparaciones de 1la microplaca se
homogenizaron al terminar de agregar los reactivos para una
mejor distribucién de éstos y de las muestras. Se dejaron en
reposo en una superficie - libre de vibraciones y a
temperatura ambiente. Los resultados se leyeron a simple
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vista después del tiempo de incubacién de 20 a 24 h,
considerandose como resultado positivo una aglutinacién de
los reactivos de l4tex en el seno del liquido y como
negativo una sedimentacién del latex (57).

Este es un método semicuantitativo debido a
que se puede observar el nivel de aglutinacién de latex. A
medida gue va aumentande la dilucién, la aglutinacién va
siendo menor (57).

2.3. bDeterminacién de la curva de Crecimiento de g.aureus
FRI-100.

Al medir el crecimiento bacteriano, se puede
demostrar que una poblacién de microorganismos dada, pasa
por varias fases de crecimiento en un periédo de 24 h o més
de incubacién. Esta informacién permite seleccionar el
tiempe de incubacién necesario para que el organismo en
cuestién, se encuentre en la fase de crecimiento requerida,
misma que en este trabajo fue la logaritmica. Ademds esta
determinacién proporciona el nlmero de organismos viables en
funcién del tiempo de incubaci6n (13).

Para la realizacién de la curva de crecimiento
se utilizaron los métodos espectrofotométrico y de placa
vertida (13) (54). En ambos casos se prepararon cultivos de
S,aureus FRI-100 en caldo lactosado, incubando a 37°C
durante 18-24 h.

Con 3 ml de este cultivo se inocularon 100 ml
de caldo lactosado. La temperatura se mantuvo a 37°C durante
12 h, periodo en el cual se.realizaron muestreos cada hora.
Para el método de placa vertida, se prepararon cajas petri
estériles con 6 a 10 nl de agar Baird-~Parker, en éstas se
' colocaron diluciones decimales consecutivas de las muestras
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de 1 m}l, tomadas cada hora. Las placas se incubaron a 37°C
durante 24 a 48 horas.

Para la determinaci6n espectrofotométrica, se
tomaron simultineamente alicuotas de 5 ml de cultivo, a
éstas se ley6 su absorbancia en un espectrofotémetro
Spectronic 20, a 600 nm. Estas mediciones se llevaron a cabo
hasta la obtencién de lecturas constantes (13}.

2.4 Batandarigacién del indculo.

De la curva de crecimiento de §S,aureus FRI-
100, se determiné el tiempo de incubacién necesario para que
el microorganismo alcanzara la fase logaritmica; de éste
perfedo se selecciond un tlempo constante, a la mitad del
mismo; en é&ste se tom§, una alfcuota de 1ml del cultivo de
S.aureus y se realizé cuenta por el método de vaciado en
placa.

Para utilizar el mismo nGmero de células como
in6culo, éste se estandarizé empleando las técnicas de
espectrofotometria y vaciado en placa.

Para el método espectrofotométrico, se tomaron
simulténeamente alicuotas de 5 ml de cultivo, a las que se
leyd su absorbancia a 600 nm en un espectrofotémetro
Spectronic 20.

Se relacionaron la absorbancia y el nGmero de
nmicroorganismos en el perfodo establecido. Para asegurar la
confiabilidad de estos resultados, se realizé esta técnica
por triplicado (13). '
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2.5 Andlisis microbiolégico de 1a lache entera en polvo.

Para evaluar la calidad sanitaria de la leche
que se utilizé en este trabajo, fue necesario someterla a un
andlisis microbiolégico. se determinaron mesofilicos
aerobios, coliformes totales y aureus, é&ste Gltimo por las
técnicas de Baird-pParker y Van Doorne (19).

2.5.1 Preparacién de la muestra. Se pesaron 10 g de
leche, los que se homogenizaron con 90 ml de agua estéril,de
esta mezcla se prepararon diluciones decimales hasta 1074,

2.5.2 Mesofilicos aeroblos. Se realizé segln el
método de siembra en profundidad, preparando las diluciones
con solucién buffer. Se hicieron diluciones hasta 10"4, como
medio de cultive se empleo agar para cuenta estandar. Las
placas con las_diluciones sembradas se incubaron a 37°C por
48 horas. Los resultados se expresaron en UFC/ml de leche.
(34) .

2.5.3 celiformes. Esta determinacién se realizé por
el método de placa vertida utilizando el agar rojo-violeta-
bilis, incubando a 35°C por 24-48 h. Los resultados se
expresaron en UFC/ml (34}).

2.5.4 S.aureus. Se emplearon las técnicas de Baird-
Parker Y Van Doorne. La primera consiste en sembrar 1 ml de
las tres Gltimas diluciones de la muestra por el método de
placa vertida, utilizando agar Baird~Parker adicionado de
emulsién de yema de huevo. Las cajas se incubaron a 37°C por
24-48 h. Posteriormente se realizé el recuento de colonias
tipicas (19).

El método de Van Doorne varfa del de Baird-

Parker en el enriquecimiento en anaerobiosis, que se realiza
en forma previa en el alimento a analizar, con objeto de
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reactivar las células dafladas por tratamientos utilizados
durante el procesado de 1los alimentos. El1 procedimiento
consiste en colocar 50 g de leche en polvo en un matraz
conteniendo 100 ml de caldo Baird-Parker. Incubar a 37°C por
.24 a 48 horas. En caso de observar crecimiento, es decir un
precipitado negro, se toman 0.1 ml de la mezcla y se siembra
en superficie en cajas petri que contengan agar Baird
Parker. Se dincuba a 43°C durante 24 h. Las colonias
caracteristicas de S,aureus con o sin halo de clarificacién
se identifican por la prueba de termonucleasa (21). Figura 9

2.6 Tratamiento térmico de 8.auraus.

Para ocasionar el dafio térmico subletal en las
células, se utllizé una temperatura de 63°C, la que
corresponde a la de pasteurizacién lenta de la leche,
durante 0 a 30 min. Para su aplicacién se empleb el método
del tubo capilar. El procedimiento que se siguié fue:

a} Con 3 ml de un cultivo puro de S.aureus en caldo
lactosado de 18 a 24 h, se inocularon 100 ml de leche entera
en polvo reconstituida al 12% de s6lidos totales. Se incubs
a 37°C durante el tiempo determinado a través de la curva
de crecimiento, como el necesario para que el microorganismo
alcance su fase exponencial de crecimiento.

b) Se tomaron 10 ml de este cultivo y se centrifugaron a
4500 rpm durante 1.5 h. Se elimind el sobrenadante y el
sedimento se resuspendié en 10 ml de leche entera en polvo
reconstituida estéril.

¢) Se colocaron 0,05 ml del cultive resuspendide en siete
tubos capilares de 1 mm de diimetro, nlmero que corresponde
a los intervalos de tiempo, cada 5 min, tomados de 0 a 20
min; periodo que se usd en esta prueba.
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d) Los capilares con el cultive se sujetaron a un
termémetro dentro de un tubo de Thiele con agua a 63°C.

@) Inmediatamente después del tratamiento, cada tubo
capilar, incluyendo un blanco, se introdujeron en un bafio de
agua helada y se colocaron en un tubo para dilucién con 9.95
ml de agua estéril,

f) Se realizaron diluciones decimales hasta 10-4
sembraron por placa vertida en agar soya tripticaseina con
cloruro de sodio a concentraciones de 0, 7.5, 10, 12 y 15
%, La incubacién fue a 37°C durante 18-24 h. Figqura 10

que se

g) Las colonias de S.aureus se contablilizaron en ambos
medios y se expresaron como UFC/ml.

h) Basandose en el principio de que células Qafiadas no
son capaces de crecer en un medie con 7.5 § de NaCl, el
porcentaje de células dafiadas se calculd por la siguiente
expresidn:

cuenta en AST - cuenta en AST+NaCl x 100

% dafio =
cuenta en AST

(23)

2.8 Aplicacidén de pruebas bloquimicas especificas en el
miocroorganismo, estando &ste con y sin dafio.

Para determinar la respuesta bioquimica del

microorganismo con y sin dafio subletal, se tomaron de los
cultivos sometidos a 63°C durante 0 a 30 min y gque se
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incubaron en AST con NaCl y sin esta sal, tres colonias
representativas que se desarrollaron en AST con NaCl y cinco
colonias representativas que se desarrollaron en AST sin
NaCl. Cada colonia se colocé en un tubo de ensayo con 1 ml
de solucién salina al 0.9%, de aqui se tomaron alicuctas de
0.05 ml para la realizaci6n de las siguientes pruebas
bioquimicas: Rojo de metilo. Voges-Proskauer, coagulasa,
DNA-asa y fermentacién de azGcares como manitol, glucosa,
sacarosa y maltosa (34) (50). figura 11 .

También se realizé observacién microscépica
mediante tincién de gram, en colonias presentes en las cajas
con AST y AST con NacCl.

2.9 Recuperacién de 8,aureus FRI-100

Con objeto de que las células dafiadas se
recuperaran, de cada tubo con las colonias tomadas de las
cajas petri con AST, en soluclién salina, referido en el
punto anterior, se colocaron alicuotas de 0.05 mnl gue se
sembraron en tubos con 3 ml de caldo soya tripticasefna. Se
incubé durante 12, 24 y 72 h a 37°C. Después de cada
perfiodo, los cultivos se volvieron a someter a las pruebas
bioquimicas antes mencionadas (41). figura 11

2.10 Capacidaa productora de enterotoxina del
microorganismo dafiado.

Al analizar los porcentajes de células dafiadas
por aplicar 63°C por diferentes tiempos, se seleccioné el
pericde que provocé el mayor porcentaje de células con dafio.
Estas condiciones se aplicaron a un cultivo puro de 8.aureus
FRI-100 y posteriormente se indujo en el mismo cultivo la
produccién de enterotoxina por la técnica de celofdn. - La
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deteccién de este metabolito se llevé a cabo por el método
RPLA. El méteodo fue:

a) En cuatro tubos capilares se colocaron 0.05
ml un cultivo de S,aureus en leche.

b) De 1los cuatro tubos capilares, dos se
sometieron a 63°C por 25 min y los dos restantes se
consideraron como controles.

c) Los dos tubos capilares gue se sometieron a
63°C por 25 min, se rompieron en un tubo de ensayo
conteniendo 9.95 ml de agua estéril. El mismo procedimiento
se aplicd al control. Se agité la mezcla.

d) De cada tubo, se tomaron 0.1 ml y se sembré
por el método de placa vertida en cajas petri gue contenian
agar BHI, sobre el cuil se colocé previamente, una membrana
de celofén estéril. Posteriomente se incubé a 37°C durante
24 h.

e) El crecimiento se coseché con 2.5 ml de
solucién amortiguadora de fostatos a pH 7.

£) Se centrifugd a 4,500 rpm durante 30 a 60
min y el sobrenadante se utilizé para la detecciédn de
enterotoxina por el método de RPLA (60). Figura 12

2.11 Elaboracién de crema pastelera y su inoculacién con
8.aureus con y sin tratamiento térmico.

En un recipiente se mezclaron los primeros
ingredientes, observados en el cuadro 4, con la raspadura
del 1limé6n, la mezcla se colocd a. fuego lento, moviendo
constantemente . para evitar la formacién de grumos. = Cuando
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CUADRO 4.

Ingredientes

Leche
Fécula de maiz
AzGcar

Raspadura

de un limon

CREMA PASTELERA

850 g de crema pastelera

Cantidad

15 g

30 g



empez6 en ebullicién se retiré del calor. Se continué
agitando hasta su enfriamiento, para que de esta manera no
se forme nata (35}.

Inmediatamente después de su obtencién en el
laboratorio, a 1la crema pastelera se le determinaron
S.aureus y mesofilicos aerobios, el primero por el método de
Baird~Parker, haciendo diluciones hasta 1076 (19).

La crema pastelera realizada en el laboratorio
ge dividié en ocho porciones de 10 g cada una, cuatro se
inocularon con S.aureus con dafio térmico, y otras cuatro con

el microorganismo sin dafio.

Dos lotes de cada uno de estos tratamientos se
almacenaron en refrigeracién (4°C) y los otros 2 lotes, a
temperatura ambiente (20°C) durante 72 h.

En la crema pastelera se hicieron
determinaciones de mesofflicos aeroblos y S.aureus,
inmediatamente después de ser inoculada y a las 24 y 72 h de
almacenamiento. A las 72 h, también se realizé la extraccién
y deteccién de enterotoxina, esta Gltima por el método de
RPLA. Figura 13

2.12 Bxtraccidn simple de la enterctoxina del alimento

Se tomaron 50 g de la muestra y se
homogenizaron con 75 ml de agua estéril para extraer 1la
enterotoxina. Posteriormente se adicioné 4cido clorhidrico
para ajustar la mezcla a pH 4.5. Se centrifug6. El pH del
sobrenadante se ajusté a 7.5 con NaOH 2N, centrifugando una
vez mds en caso de formacién de precipitado. Siguiendo con
el .contraste del sobrenadante, la grasa se extrajo con
cloroforme (1 ml /10 ml de extracto).
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La fase acuosa obtenida, conteniendo 1la
enterotoxina, es llamada extracto del alimento y se utilizé
para la realizacién del método RPLA (57) (60) . figura 14
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3. REBULTADOS Y DIBCUSION
3,1 Morfologia Microscépica.

Al realizar un frotis de un cultivo de
S.aureus, tefiide por la tincién de Gram, se observaron
células esféricas agrupadas a modo de racimos, Gram

positivas.

La tincién de Gram es una herramienta de gran
valor taxonémico. Al aplicar la tincién, automdticamente se
divide a todas 1las bacterias en dos categorias: Gram
positivos y Gram negativos.

La tincién de Gram estd relacionada con la
conposicién quimica y estructura fisica de la pared celular
del microorganismo. La pared celular de las células Gram
positivas es m&s sensible a la deshidratacién con alcohol,
este compuesto act@a cerrando los poros de la pared celular.
En estas condiciones el complejo yodo-violeta cristal no
puede escapar hacia el exterior de la célula, lo cual
resulta en la retencién del colorante primario. La pared
celular de organismos gram negativos es mis rica en lipidos
que la de los Gram positivos y aparentemente no se cierran
sus poros durante el tratamiento con alcochol, por lo cual el
decolorante arrastra todo el colorante primario. Por 1lo
anterior al aplicar la tincién de Gram a una mezcla de
varios tipos de bacterias, algunos aparecen morados (Gram
positivos) y otros rojos (Gram negativos) (13)(21). S,aureus
se tifie fdcilmente siendo éste Gram positivo.

Entre las caracteristicas morfolégicas mas
relevantes de ureus, estd su notable tendencia a
presentarse como masas de células esféricas arracimadas. La
forma esférica de las células se conoce como c¢ocos (21).
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3.2 Morfologia colonial.

Los resultados de la morfoloia colonial de
S.aureus se observan en el cuadro 5:

En forma tipica, en su aislamiento injicial el
microorganismo produce un pigmento amarillo dorado. Sin
embargo esta caracteristica es variable, pueden verse
colonias blancas o palidas.

Su color amarillo se debe a los carotenoides
presentes en la cé&lula. La pigmentacién es apreciable tras
18 a 24 horas de crecimiento a 37°C, pero es m&s pronunciada
cuando los cultivos se mantienen a temperatura ambiente y en
un medio que contenga carbohidratos (54).

3.3 Pruebas Bioquimicas.

Para la identificacién de la cepa S.aureus
FRI-100 productora de enterotoxina A, se utilizaron las
pruebas biogquimicas antes mencionadas, dande ' resultado
positivos en todos los casos. Cuadro 6.

3.4 Produccién des enterotoxina,

Al aplicar a la cepa FRI-100, el mé&todo de
celofan sobre agar para la produccién de enterotoxina A, se
observé que el perfodo de incubacién de 24 horas a 37°C fue
suficiente para la produccién de enterotoxina en cantidad
adecuada para ser detectada por el método de RPLA, cuyo
limite de sensibilidad es de 0.25 ng/ml (60).

Estudios recientes han comparado -métodos de
produccidén de enterotoxina, asl como el medio utilizado para
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CUADRO 5 MORFOLOGIA COLONIAL S.aureus

Caracteristicas del cultivo Resultados
Medio de crecimiente BHI ,AST
Tamafio de las colonias 2=3 mm
color amarillo
Elevacién Convexa
Transmisién de luz Opaca
Luz reflejada ] ‘ brillante
Forma circular
Borde entero

Aspecto . Hamedo

Consistencia Cremosa



CUADRO 6 RESPUESTA A PRUEBAS BIOQUIMICAS §.aureus CEPA
FRI-100

PRUEBA RESPUESTA

Fermentacién de azGcares:

Manitol (+}
Maltosa (+)
Glucosa (+)
Sacarosa ) (+)
Voges proskauer {(+)
Rojo de metilo (+)
Coagulasa AR
DNA-asa - A

(+) Respuesta positiva a la prueba



el crecimiento de S.aureus. Estos estudios llegaron a la
conclusién de que el método de celofdn sobre agar, es la
mejor técnica para la produccién de enterotoxinas A, D y E,
por presentar una mayor correlacién con la sintesis de
enterotoxinas, tomando en cuenta que uno de los factores
importantes para la produccién a nivel laboratorio, es el
medio usado para el crecimiento de §.aureus. Se concluyd que
el medio BHI presenta los mejores resultados por contener
los elementos nutritivos que favorecen la sintesis,
excrecién de metabolitos, asi como enterotoxinas del
microorganismo (56).

3.5 Curva de crecimiento.

’ En la figura 15 se mnuestra la curva de
crecimiento de S.aureus; a partir de &sta se seleccions como
tiempo de incubacién 7.5 h para los tratamientos posteriores
a que fue sometido el microorganismo.

Este tiempo de incubacién que cae dentro de la
fase logaritmica de la curva de crecimiento, se eligfo por
ser la etapa en la que el microorganismo presenta mayor
actividad metabdlica.

La curva de crecimiento se realizé por 1los
métodos espectrofotométrico y de placa vertida.

Para la medicidén por el método
espectrofotométrico, el 1indice nds Gtil es el de 1la
turbidez, la rapidez de este método permite que se siga la
densidad del cultivo a medida que este crece. La mayor parte
de la turbidez es debida a la dispersién de la luz, que a su
vez depende del elevado Indice de refraccién de las
bacterias (4). Este método es efectivo cuando. se trabaja con
cultivos qgue todavia no han alcanzado 1la parte fiqal de>su.
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fase logaritmica, ya que antes de llegar a este punto, el
nfimero de bacterias muertas en el cultivo es despreciable.
sin embargo se vuelve inexacte conforme aumenta el nimero de
microorganismos muertos durante la fase critica del cultivo.
Por lo anterior se recomienda usar el método del conteo de
colonias para observar los cambios de poblacién durante todo
el ciclo (13).

En la curva de crecimiento obtenida se
pudieron observar las diferentes etapas por las que pasa el
microorganismo en un periodo de 24 horas de incubacién (13).

3.6 Estandarizacién del inéculo.

Para la estandarizacién del in6culo se tomé
la fase logaritmica, por las razones ya expuestas. Con los
resultados obtenidos de los métodos de vaciado en placa y el
método espectrofotométrico se pudo observar que el
microerganismo, debia ser incubado por 7.5 h para alcanzar
la fase logaritmica y obtener una cuenta celular de 150 X
105 urc/ml.

3.7 An&lisis microbioldgico de la leche.

Las muestras del anilisis nicrobiolégico
realizadas a la leche en polvo utilizada fueron concordantes
con las establecidas en la Norma Oficial Mexicana (NOM F-26-
1986)'. La cuenta de mesofilicos aerobios fue de 300 UFC/g,
no hubo presencia de Coliformes, ni de §.aureus. Cuadro 7
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CUADRC 7 ANALISIS SENSORIAL ¥ MICROBIOLOGICO
DE LA LECHE EN POLVO

Pruebas sensoriales:

Color blanco~amarillento.

Olor caracteristico
Sabor caracteristico
Aspecto polvo amorfo de color unifornme,

Pruebas microbiolégicas:

Mesofilicos aerobios: El nfimero de colonias obtenidas

fue de 300 UFC/g.
Coliformes: Negativa

S.;aureus: Negativa



3.8 Tratamiento térmico.

Los resultados de tratamiente térmico fueron
los siguientes:

En las suspensiones de S,aureus tratadas a
63°C durante tiempos de 0 a 30 minutos, se observé una
aisminucién dréistica en el nGmero de células viables, medida
como porcentaje de destruccién celular, que varid de 98.7% a
los 5 minutos de tratamiento hasta 99.76% a les 30 minutos.
Figura 16

La cuantificacién de los microorganismos
sobrevivientes se realizé en AST en ausencia de NacCl, para
asegurar el desarrollo de todas las células, es decir, las
dafiadas y no dafiadas, ya que uno de los efectos del dafio
térmico subletal es la disminucién de la halotolerancia del
microorganismo; este fenémeno se asocia a la pérdida de
iones magnesio (3)(5) (49).

Los valores de destruccién celular coinciden
con lo informado con otros autores cuando indujeron lesiones
aplicando calor.

El dafic fue estimado por cuantificacisén de
células desarrolladas en AST con NaCl en concentracliones de
7.5, 10, 12, 15 % de NaCl y sin esta sal, basadndose en el
pricipio de que las células dafiadas subletalmente no son
capaces de formar colonias cuando el agar contiene 7.5 % de
NaCl. No obstante hubieron algunas células dafiadas que se
desarrollaron en concentraciones tanto de 7.5 % .como 10 % de
NaCl, por esta razén se ellgié la concentracién de 12 %, ya
que al 15 % la inhibici6n fue total.

En la determinacién de 1los porcentajes
de células dafiadas  correspondientes a ‘la poblaci6n
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sobreviviente de cada tratamiento térmico aplicado, se
observé en forma general, un comportamiento en el que a
tiempos que provocan porcentajes de dafio elevado siguen
periodos en los gque existe una mayor destruccidén
celular. (figura 17). Este fenémeno es debido a 1a
vulnerabilidad que 1las células dafiadas presentan ante
tratamientos posteriores 1lo cual ha sido informado por
E.Bucker y colaboradores, quienes resaltan que existen dos
factores de significancia general con respecto a este tipo
de dafio: las bacterias sometidas a tratamientos térmicos
subletales presentan lesiones reparables y su conversién en
organismos hipersensibles ante tipos de estres subsecuentes;
debido a esto la enumeracién de células dafiadas no puede
realizarse en forma confiable utilizando un medio selectivo
(38) (63).

3.9 Pruebas bioquimicas de S.aureus con y sin dafio
sublatal.

Los resultados de las pruebas bioguimicas
realizadas al microorganismo se observan en el cuadro 8.

Como podemos cobservar todas las pruebas
bioguimicas sufrieron algunos cambios después del
tratamiento térmico, lo que nos sugiere que las cé&lulas de
S.aureus si sufren alguna modificacién en su metabolismo.

Se observa que al aplicar 63°C durante 5
minutos el porcentaje de células dafiadas fue de 26.48 '%, en
este caso la respuesta bioquimica de estas cé&lulas muestra
mayor cambie en la prueba de rojo de metilo. )

En un porcentaje de células dafiadas, 27,27 §
obtenido a los 25 minutos, de exposicién al calor, se
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CUADRO 8 PORCENTAJE DEL COMPORTAMIENTO BICQUIMICODE  §. auteus

A LOS DIFERENTES TIEMPOS DE TRATAMIENTO TERMICO.

PRUEBA

t DE TRATAMIENTO TERMICO (MIN)

(SIDANO) -
Q 10 15 20 25 30
MIN] % (IND % J(IN] % J(MIN] % J@IN] % [@IN] % ] INY %

MANITOL 1815 100 | 1315 | 866 | 9nS 12115 80 1315 | 866 | 715 | 46.6 | 815 | 533

‘ MALTOSA 18115 100 | 14/15 | 933 | 9h5 60 14115 { 933 | 1a15 | 866 ans €0 ans 80
GLUCOSA 1515 100 1315 | 86.6 t11s 73.3 1218 80 1315 | 86.6 ais 533 ans €0
SACAROSA | 18/15 100 | 1415 | 933 8/15 533 | 12115 80 1315 | 866 s 46.6 615 40
COAGULASA 1515 100 | 1415 ) 933 | 1015 § 666 | 14/15 | 933 1 14115 | 933 mns 45,6 615 40
- ';. V.P. 15115 100 115 | 733 Is 60 12115 80 1315 | 86.6 ans 266 ens 40
R'.M.: ‘ 15115 100 8ns 3.3 mns 46.6 | 10/115 | 66.6 13/15 | 86.6 ns 20 ans 20
: DNA4a;§ 1515 100 15115 { 86.6 [ 15/15 100 18015 100 15115 100 1515 100 1515 100

(+) = NUMERO DE COLONIAS POSITIVAS.
N = NUMERO TOTAL DE COLONIAS.




observa nuevamente que la prueba de rojo de metilo es la mas
afectada en comparacidn con las dem8s pruebas reallzadas,

La baja respuesta bioguimica es debida al dafio
en el RNA ribosomal responsable de la sintesis de proteinas
entre las que se encueptran las enzimas (40).

De acuerdo con los resultados obtenidos en
este estudio, observamos gque la Gnica reaccién bilogquimica
que en todos los casos dié 100 % de respuestas positivas fuae
la de DNA-asa por lo que seria una referencia adecuada para
la deteccién de cepas de S,aureus enterotoxigénicas, atGn
cuando sus células presenten dafio sublatal (19)(21).

Se han hecho experimentos en los que el dafio
térmico se evalud midiendo el material celular que pasa al
medio de suspensién mediante espectrofotometria, sin embargo
esta pérdida de sustancias no siempre fue indicativa de
daflo, por lo que se considera m&s confiable la aplicacién de
pruebas bioquimicas por estar relacionadas directamente con
la actividad metab6lica del microorganismo (35) (46).

3.10 Recuperacidn de S8.aureus FRI-100.

Pespués de que se enriquecieron las células de
los cultivos con dafio subletal en caldo soya tripticaseina
durante 24 h, se evidenci6 1la recuperacién del
microorganismo al mostrar un 100% de respuestas positivas a
todas las pruebas bioquimicas ensayadas. Esto corresponde
con lo informado por varios investigadores, en relacién a
que las lesiones de la célula que se provocan después de un
dafio térmico, son reestablecidas al colocar dichas células
en un medio adecuado de enriquecimiento. Este medio debe .
tener los nutrigntes necesarios que requieren las cé&lulas
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para su recuperacién, como es una fuente de energia, como la
glucosa, aminodcidos y fosfatos inorgdnicos (40).

3.11 Evaluacién de la produccién de enterotoxina de
g8.auraus con dafic subletal.

por medio de la técnica de agar sobre celofan,
observamos que §S.aureus es capaz de producir enterotoxina
aGn cuando el microorganismo presente un daiio subletal. Lo
que se debe a la reparacién en el micoorganismo de las
lesiones sufridas por el calor, restableciéndose también el
sistema bioquimico necesario para la sintesis de toxinas.

Con la finalidad de comprender la produccién
de enterotoxina de J.aureus con dafio se hicieron varios
estudios,

baniel Y.C. y Linda L. Vanden, realizaron
estudios sobre la enterotoxigenicidad de S,aureus dafiado y
observaron dque este produce enterotoxina B, durante el
periodo de la fase legaritmica de crecimiento. La presencia
de enterotoxina al inlciar 1la fase de crecimiento, 1lo
interpretaron como toxinas pre-formadas por el
microorganismo (31).

Ray Yy colaboradores hicieron estudios con
respecto al §.aureus daflado por liofilizacién, los cuales
reportan que células de este microorganismo, en la mitad de
la fase 1log de crecimiento, se 1llegan a recuperar
rapidamente del dafic sufrido por liofilizacién cuando é&stas
fueron rehidratadas a temperaturas de 20°C - 50°C. A 15°C la
recuperacién del proceso de crecimiento fue lento, a 10°C la
recuperacién y el crecimiento no ocurrié. En este mismo
estudio informan gue hubo produccién de enterotoxina B
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dentro del medio de rehidratacién, aproximadamente cuando
los sobrevivientes iniciaron su crecimiento.

Varios estudios a cerca del metabolismo de
células de S,aureus dafladas por liofilizacién creen que la
sintesis de RNA es necesaria para la primera fase de

recuperacién (38).

D.L. Collins y Hurst estudiaron la produccién
de enterotoxina después que el microorganismo se recuperara;
observaron dque §S.aureus una vez recuperado del estress,
llega a sintetizar enterotoxina B, tan rapido como células
no tratadas térmicamente. Esta observacién es importante
desde el punto de vista de la salud pfiblica, ya gue en el
dafio térmico S.aureus sobrevive a semiprocesos de alimentos
ocasionando a no tener una disminuci6én en la capacidad de
sintesis de enterotoxina (10).

3.12 Crema pastelera

Las colonias de S.aureus con alto indice
subletal, obtenidas del tratamiento a 63°C durante ‘25
minutos y que fueron inoculadas en  crema pastelera
almacenada a temperatura ambiente {20°¢c), mostraron
capacidad de desarrollarse aumentando su nfmero en
aproximadamente 3 ciclos logaritmicos después de 24 h.
Figura 18

En - cambio cuando la crema pastelera fue
inoculada con S.aureus dafado y almacenada en refrigeracién,
el crecimiento del microorganismo a las 24 horas fue pobre,
observindose a partir de ese tiempo una reduccién en el
nimero de células viables, que coincide con lo publicado en
relaciétn a que la temperatura de refrigeraci6n induce
pérdida de viabilidad y dafio metabblico (37). Figura 19
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El mismo experimento se realizé en lotes de
crema pastelera inoculados con §.aureus sin dafio, los que se
almacenaron a temperatura ambiente {20°C) y refrigeracién
(4°Cc), observandose el mismo comportamiento anterior.
Figuras 20 y 21.

3.13 Produccién de enterotoxina en crema pastelera.

Con respecto a la produccién de enterotoxina
en la crema pastelera inoculada con S.aureus, se obtuvieron
los siguientes resultados:

Pe los lotes de crema pastelera almacenados
24 h bajo refrigeraciédn, el que presentd un titulo menor de
toxina fue el inoculado con §S,aureus dafiado. Dichas
concentraciones no variaron a las 72 h de almacenamiento.
Cuadro 9

Relacionando estos resultados con las curvas
de crecimiento a 4°C, una vez mis se enfatiza el efecto que
la temperatura ejerce sobre la actividad metab8lica del
microorganisme (37).
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CUADRO 9 ENTEROTOXINA PRODUCIDA POR S. aureus EN CREMA PASTELERA
CONSERVADA BAJO REFRIGERACION Y EN TEMPERATURA AMBIENTE.

: o . DILUCION
(CELULAS DANADAS)| - . ' R
g : 1:2 Rt 1:8 1:16 1:32 164 | 1:128
24h 4°C + + + + + + + -
2 °C + - + + + + * +
728 4°C + + + + + + + -
20°C + + + - + + + +
DILUCION
GELULAS SIN DANO .
: 1:2 14 18 1:18 1:32 1:64 1128 1:256
24h 4°C + + + + + + * -
20°C + + + + + + + +
72h 4°C + + + + + + - -
20°C + + + + + + + +




4. CONCLUSIONES

* La tolerancia a un 12 % de NaCl es un factor impertante
que nos permite poder determinar las células de S.aureus sin
dafie subletal.

+ Las poblaciones de §S.,aureus con lesiones térmicas
subletales presentaron mayor sensibilidad ante incrementos
del tiempe de exposicién al calor.

* Después del tratamiento térmico S,aureus encuentra una
mayor disminucién en su positividad a la prueba de Rojo de
Metilo y la dnica prueba bloquimica que no se vi6é afectada
por el tratamiento térmico fue la DNA-asa.

* El1 S.aureus con dafioc subletal "bajo refrigeracién
sintetizé enterotoxina en crema pastelera, aunque en menor
cantidad que el organismo sin dafio.
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