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1. RESUMEN

En México se consume principalmente quesos frescos y elaborados de forma
artesanal, en pequefias y medianas industrias muchas de las cuales utilizan leche sin
pasteurizar, a pesar que de acuerdo a la NOM-121-SSA1-1994, los quesos deben ser
elaborados con leche pasteurizada. El objetivo del presente trabajo fue determinar la
prevalencia de Staphylococcus aureus en diversos quesos elaborados en el Estado de
Hidalgo. Del 2007 al 2008 se recolectaron un total de 159 muestras de quesos procedentes
de diferentes municipios del Estado de Hidalgo (Pachuca, Tulancingo, Tula, Huichapan,
Zimapan, Ixmiquilpan, Actopan, Meztitlan, Molango, Huejutla, Apan, Tizayuca, y la region
Tepehua), la presencia de S. aureus se realiz6 de acuerdo a la NOM-115-SSA1-1994. El
aislamiento de S. aureus se realizé en Laboratorio Estatal de Salud Publica en Hidalgo, 30
de estas muestras fueron caracteristicas a Staphylococcus aureus a partir del medio de
cultivo selectivo agar Baird Parker. Se aislaron colonias tipicas de S. aureus (colonias
negras, brillantes, convexas y rodeadas de un halo transparente de 2 a 5 mm de diametro),
para la identificacion de las bacterias se realizar6bn las siguientes pruebas de
precaracterizacion: tincibn de Gram, catalasa, actividad citocromo-oxidasa, coagulasa y
termonucleasa. De cada una de estas muestras se tomaron 5 colonias, posteriormente las
cepas que fueron Gram-positivas, cocos, citocromo oxidasa negativas, catalasa, coagulasa
y termonucleasa positivas, Unicamente 60 de 150 cepas, se caracterizaron a nivel de
especie con la ayuda del sistema Vitek® semiautomatizado con una tarjeta Vitek® GPI
(1305 bioMérieux® S.A., F). El 81.66% de las cepas bacterianas aisladas de
Staphylococcus fueron de la especie S. aureus, 13.31% de estas cepas fueron
identificadas con otro tipo de especie de Staphylococcus y 5% de las cepas no fueron
identificadas a nivel género. Por ultimo se realiz6 la deteccidn de toxinas estafilocécicas
mediante técnicas inmunoldgicas y técnicas moleculares. Se confirmé que el gen que
codifica para la enterotoxina “A” no se encuentra en las cepas de Staphylococcus aisladas.
No debemos descartar la presencia de otros genes que producen otras toxinas diferentes.
El S. aureus es causante de intoxicaciones alimentarias por la produccion de
enterotoxinas, la presencia de esta bacteria en el aislamiento indica una inadecuada

manipulacion del producto. Estos resultados muestran la insuficiencia de las medidas



sanitarias aplicadas a la comercializacion de este alimento y la posibilidad de contener

enterotoxinas que pueden ocasionar intoxicacion estafilococica representando de esta
manera un riesgo para la salud publica.

Palabras clave: Staphylococcus aureus, enterotoxina “A”, PCR, ELISA.



2. INTRODUCCION

El queso es actualmente considerado un alimento muy seguro. En particular, en el
caso de los quesos elaborados con leche pasteurizada, el procedimiento de pasteurizacion
que elimina el riesgo de organismos patdgenos viables (Little et al., 2008). Sin embargo,
las bacterias patdégenas transmitidas por los productos lacteos, incluyendo el queso, son
histéricamente responsables de muchos brotes de origen alimentario (De Buyser et al.,
2001). Investigaciones epidemioldgicas han demostrado que los patdgenos son bacterias
responsables de estos brotes los cuales pueden contaminar al queso a través de la leche
cruda, leche pasteurizada inadecuadamente o pasteurizacion posterior a la contaminacion
con microorganismos originalmente derivados de la leche cruda o entornos de fabricacion
(Little et al., 2008).

Los patdgenos microbianos en alimentos, han sido confirmados como la causa
principal de las enfermedades transmitidas por estos productos, destacando las
intoxicaciones por cepas enterotoxigénicas de Staphylococcus aureus e infecciones por
Salmonella. Los sintomas caracteristicos de la intoxicacion estafilocécica son nausea,
vomito, dolor abdominal y diarrea; se desarrollan entre 1 y 6 horas después de haber
consumido el alimento (Bergdoll, 1990). Si contienen enterotoxinas pueden ocurrir otras
manifestaciones, como dolor de cabeza y disnea, pero con menor frecuencia,
generalmente los sintomas no persisten mas alla de las 24 horas; en casos severos puede
haber deshidratacién, originando descompensacion electrolitica; las muertes son raras y
puede ocurrir en ancianos, nifios o personas débiles por alguna enfermedad (Varnam y
Evans, 1991).

El S. aureus, es considerado omnipresente, encontrandose en las mucosas y piel de
la mayoria de los animales de sangre caliente (ICMSF, 1998), en el humano el principal
reservorio es la cavidad nasal, ocasionando lesiones en la piel principalmente en brazos,
manos y cara; también se puede encontrar en garganta y en el tracto intestinal, pasando
de estas localizaciones al aire, polvo, ropa, utensilios y equipos, llegando a contaminar los

alimentos (Jay, 1994).



Las enterotoxinas de Staphylococcus spp pueden ser identificadas por diferentes
meétodos rutinarios como ELISA, ensayos de inmunodifusion, etc., (Nema et al., 2007). Los
resultados con estos métodos, dependen de la cantidad de toxina presente, por lo cual es
posible los falsos negativos cuando es baja. La PCR ha demostrado ser una técnica
especifica y sensible para la deteccién de Staphylococcus spp y los genes que codifican

para sus enterotoxinas (Rooney et al., 2004).



3. REVISION DE LITERATURA
3.1 Definicion y clasificacion de las ETA’s

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA’s) son un sindrome
originado por la ingestion de alimentos y/o agua que contengan agentes etioldgicos en
cantidades tales que afecten la salud del consumidor a nivel individual o grupos de
poblacion.

La Organizacion mundial de la Salud (OMS), ha definido a las ETA’s como “una
enfermedad de caracter infeccioso o toxico que es causada, 0 que se cree que es
causada, por el consumo de alimentos o agua contaminada”. Son llamadas asi porque
el alimento actia como vehiculo de transmision de organismos dafiinos y sustancias
toxicas (OMS, 1992).

Se han descrito méas de 250 enfermedades diferentes transmitidas por alimentos. Las
cuales tienen muchos sintomas diferentes, por lo que no hay un “sindrome” que sea una
enfermedad transmitida por los alimentos. Sin embargo el microbio o toxina se introduce en
el cuerpo a través del conducto gastrointestinal y a menudo ocasiona los primeros
sintomas tales como nauseas, vomitos, calambres abdominales y diarrea, sintomas

comunes en muchas enfermedades transmitidas por alimentos.

La gama de las enfermedades transmitidas por alimentos cambia constantemente.
Hace un siglo, la fiebre tifoidea, la tuberculosis y el célera eran enfermedades comunes
transmitidas por alimentos. Las mejoras en la seguridad alimentaria, tales como la
pasteurizacion de la leche, el enlatado seguro y la desinfeccion de los suministros de agua,
han eliminado esas enfermedades. Hoy otras infecciones transmitidas por alimentos, entre
ellas el parasito Cyclospora o la bacteria Vibrio parahemolyticus. Microbios recién
reconocidos emergen como un problema de la salud publica por diferentes razones: los
microorganismos pueden propagarse con facilidad por todo el mundo, nuevos agentes
microbianos pueden evolucionar, cambios en el medio ambiente, la ecologia, las practicas

de produccion de los alimentos y los habitos de consumo (OMS, 1992).



Un brote de ETA’s se produce cuando dos o mas personas sufren una enfermedad
similar luego de ingerir un mismo alimento y los andlisis epidemioldgicos sefialan al

alimento como el origen de la enfermedad, con una posterior confirmacion del laboratorio.

Las ETA’s pueden manifestarse a través de:

Infecciones transmitidas por alimentos: son las enfermedades que resultan de la
ingestion de alimentos y/o agua contaminados que contienen organismos vivos especificos
tales como bacterias (salmonelosis), virus (hepatitis viral tipo A), hongos y parasitos
(toxoplasmosis), que en la luz intestinal puedan multiplicarse o liarse y producir toxinas o
invadir la pared intestinal, y desde alli alcanzar otros aparatos o sistemas. Tienen un

periodo de incubacion mucho mas prolongado.

Intoxicaciones causadas por alimentos: ocurren cuando las toxinas de bacterias o
mohos estan presentes en el alimento ingerido. Estas toxinas generalmente no poseen olor
o sabor y son capaces de causar enfermedades después que el microorganismo es
eliminado. Algunas toxinas pueden estar presentes de manera natural en el alimento, como
es el caso de ciertos hongos. Ejemplos: Clostridium botulinum, Listeria Monocytogenes,

Staphylococcus aureus.

Toxi-infeccion causada por alimentos: es una enfermedad que resulta de la ingestiéon de
alimentos con una cierta cantidad de microorganismos causantes de enfermedades, los
cuales son capaces de producir o liberar toxinas una vez que son ingeridos. Ejemplos:
colera (Castro, 2007).

3.1.1 Causas de las ETA’s
e Enfriamiento inadecuado.
¢ Preparacion de los alimentos con demasiada anticipacion al consumo.
e Almacenamiento inadecuado.
e Conservaciéon a temperatura ambiente.

e Coccion insuficiente (temperaturas inadecuadas de coccion).



¢ Higiene personal insuficiente.
e Contaminacion cruzada.
¢ Ingredientes de origen dudoso.

e Contacto de alimentos con animales y/o sus excretas.

3.1.2 Factores que favorecen el desarrollo bacteriano

Temperatura: la mayoria de las bacterias se desarrollan con mayor rapidez a los 37 °C; sin
embargo también se pueden multiplicar entre los 20-50 °C. A fin de prevenir su desarrollo
en los alimentos se debe lograr que la temperatura durante la conservacion sea inferior a

los 5 °C y superior a los 65 °C durante su coccion.

Humedad: los microorganismos prefieren la humedad y alimentos con alto contenido
proteico. Las altas concentraciones de azucar, sal y ciertos condimentos ayudan a prevenir

el crecimiento bacteriano.

Tiempo: ciertas bacterias pueden reproducirse cada 20 minutos. Por este motivo los
alimentos no deberdn permanecer a la temperatura de la zona de peligro mas tiempo del

necesario.

3.1.3 Agentes etiolégicos
e Biologicos: (bacterias y/o sus toxinas, hongos, virus, parasitos)
e Quimicos: productos quimicos incorporados a los alimentos (plaguicidas,
fertilizantes, veneno, etc.)

e Fisicos: cuerpos extrafios (metales, vidrio, madera, etc).

La contaminacion bacteriana suele ser la que se produce con mayor frecuencia. El
tiempo transcurrido hasta que se manifiesta la enfermedad y los sintomas varian de
acuerdo al agente responsable de la contaminacion (Jay, 1997). Las bacterias causantes
de enfermedad se llaman bacterias patdégenas. No todos tenemos la misma sensibilidad
frente a estas bacterias. Los ancianos, las mujeres embarazadas, los nifios y los enfermos

son mas susceptibles y en ellos los efectos pueden ser mas serios. Afortunadamente, no



todas las bacterias son perjudiciales para la salud, incluso algunas de ellas son utilizadas

beneficiosamente en la produccién de alimentos como es el yogurt.

La contaminacién se puede realizar en cualquier etapa de la cadena alimentaria,
desde la obtencion de la materia prima hasta el almacenamiento en casa. Las bacterias
patbgenas pueden estar presentes en el alimento al momento de comprarlo o llegar a él
por una contaminacion posterior. Los alimentos cocidos y aquellos que estan listos para
comer también son susceptibles a la contaminacién a través de alimentos crudos (carnes,
pollo, pescado), jugos de alimentos crudos, manos, utensilios de cocina, tablas,etc. que se
encuentren contaminados. Esta transferencia de microorganismos patdgenos de un

alimento a otro se denomina contaminacion cruzada.

3.1.4 Sintomas

Los sintomas mas comunes de las ETA’s son: nauseas, vomitos, colico abdominal y
postracion. En casos severos puede ocasionar dolores de cabeza, dolores musculares,
alteraciones temporales de la presidon sanguinea y arritmia cardiaca, dichos indicios
pueden presentarse desde unas horas hasta una semana después de la ingestion del
alimento contaminado. Estos sintomas pueden variar dependiendo del agente causal,
cantidad del inoculd, la presencia de toxinas en el alimento, la cantidad del alimento
consumido y el estado de salud de la persona, entre otros factores (Gonzalez y Rojas,
2005). Para las personas inmunocompetentes, la mayoria de las ETA’s son enfermedades
pasajeras, que soblo duran un par de dias y sin ningun tipo de complicacion, pero para las
personas mas susceptibles como son nifios, ancianos, mujeres embarazadas o los que se
encuentran inmunocomprometidos pueden ser mas severas, que pueden dejar secuelas o

incluso provocar la muerte (Marriot, 1997).

En el periodo comprendido entre 1980 a 1989 el Laboratorio Nacional de Salud
Puablica realiz6 una revision de las toxiinfecciones alimentarias de origen microbiano y
parasitario en México, se confirmaron 58 brotes de los 79 estudiados (73%), el 24.1%
ocurrié en reuniones, 10.3% en escuelas o guarderias, 8.6% en restaurantes y 8.6% en

hospitales. El principal microorganismo implicado fue S. aureus, que provoco el 48.2% de



los incidentes. Salmonella enterica caus6 34% de los brotes, siendo el serovar typhimurium
la que se aisl6 con mas frecuencia. Los alimentos involucrados principalmente fueron:
quesos 29.3%, pasteles 15.5%, carne cocinada 15.1%, leche 13.8%, pescados y mariscos
7.0%. Los brotes estudiados constituyen una minima parte de los que suceden en el pais,
por lo que concluyeron que es necesario implementar y actualizar técnicas que permitan el
diagnéstico de patogenos relacionados con la toxiinfeccion alimentaria (Parrilla et al.,
1993).

3.2 Caracteristicas de género y especie del Staphylococcus

En el género Staphylococcus se incluyen las bacterias Gram-positivas que tienen una
gran importancia en la medicina, tanto humana como veterinaria, por cuanto tienen la
capacidad de causar una gran diversidad de infecciones en el ser humano y en los
animales. El S. aureus es el prototipo del género y es reconocido desde hace decenas de
aflos como un patégeno importante. Sin embargo, recientemente se han involucrado el
grupo de Staphylococcus coagulasa-negativa en numerosas infecciones en seres
humanos, tanto intra como extrahospitalarias, asi como también en animales domésticos y

salvajes (Rojas et al., 2007).

El diametro de una célula individual de Staphylococcus es de 0.7 a 1.2 um.
Tipicamente, los Staphylococcus muestran una reaccién positiva a la tincién de Gram. Sin
embargo, células en cultivos viejos o ingeridas por fagocitos pueden mostrarse como
Gram-negativos. La clasica morfologia de racimos de uva es mas evidente en cultivos
sobre medios solidos. Esta morfologia se debe a que los Staphylococcus se dividen en tres
planos perpendiculares sucesivos y a que las células hijas no se separan completamente.
Los Staphylococcus, son inmoviles, carecen de flagelos y no forman esporas. Ciertas

cepas tienen la capacidad de producir una capsula extracelular de polisacaridos.

La mayoria de las especies del género Staphylococcus crecen relativamente bien en
medios de cultivo sencillos como agar sangre, agar nutritivo, agar tripticasa soya y otros.
Las colonias individuales de Staphylococcus crecidas sobre agar nutritivo son opacas, con

bordes definidos, circulares, convexas y de 1 a 4 mm en diametro. El clasico color amarillo



oro de las colonias de S. aureus es debido a la presencia de carotenoides (aureus en latin
significa oro). Murray et al., (1999) describen a este género como cocos Gram positivos,
de 0.5 a 1.5 ym de diametro, pueden estar agrupados o en pares, cadenas cortas (3 a 4
células), no forman esporas, catalasa positiva, oxidasa negativa, limitan la formacion de la
capsula, muchas especies son anaerobios facultativos, excepto el S. saccharolyticus y S.

aureus subsp. anaerobius.

La pigmentacion es usualmente aparente luego de 18-24 horas de incubacién a 37
°C, pero es mas pronunciada cuando los cultivos son mantenidos a temperatura ambiente
de 24-48 horas adicionales. Esta caracteristica es pronunciada también por la presencia de
monofosfato 0 monoacetato de glicerol en el medio de cultivo. Es importante destacar, sin
embargo, que la pigmentacién colonial no es una propiedad exclusiva de S. aureus, sino
que estd también presente en otras especies del género incluyendo a S. arlettae, S.

chromogenes, S. haemolyticus y otras (Rojas et al., 2007).

Las especies de Staphylococcus son metabdlicamente muy activas, por lo que
generalmente no requieren la adicion de nutrientes especificos. Su temperatura 6ptima de
crecimiento es de aproximadamente 35 a 37 °C aunque crecen también a temperatura
ambiente. Los Staphylococcus son anaerobios facultativos y usualmente son productores
de catalasa. Excepto por S. aureus subsp. anaerobius y S. saccharolyicus, el crecimiento
de los Staphylococcus es rapido y abundante bajo condiciones aerdbicas. Estos dos
miembros del género Staphylococcus no son productores de catalasa y crecen mejor en
condiciones anaerobias. La cadena respiratoria de los Staphylococcus y de los
Micrococcus difieren en la composicion de citocromos y menaquinona. La mayoria de los
Staphylococcus contienen citocromos tipos a y b, mientras que los Micrococcus tienen los
tipos c y d. Las especies S. caseolyticus, S. lentus y S. sciuri contienen citocromos tipos a,

b ademas de dos citocromos tipo c.

En el género Staphylococcus se incluyen actualmente 32 especies, cuyos nombres se

muestran en la tabla 1.
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Tabla 1. Especies que constituyen el género Staphylococcus.

S. aureus S. haemolyticus S. cohnii S. carnosus

S. epidermidis S. hominis S. xylosus S. piscifermentans
S. capitis S. lugdunensis S. kloosii S. felis

S. caprae S. schleiferi S. equorum S. intermedius

S. saccharolyticus S. muscae S. arlettae S. delphini

S. warneri S. auricularis S. gallinarum S. hyicus

S. pasteuri S. saprophyticus S. simulans S. chromogenes
S. caseolyticus S. sciuri S. lentus S. vitulus

(Rojas et al., 2007)

Algunas especies estan constituidas por dos o0 mas subespecies tabla 2.

Tabla 2. Especies de Staphylococcus que estan constituidas por subespecies.

S. aureus S. aureus subsp. aureus, S. aureus subsp. anaerobius

S. capitis S. capitis subsp. capitis, S. capitis subsp. ureolyticus

S. cohnii S. cohnii subsp. cohnii, S. cohnii subsp. urealyticum

S. schleiferi S. schleiferi subsp. coagulans, S. schleiferi subsp. schleiferi

(Rojas et al., 2007)

3.2.1 Antecedentes de los estafilococos

La denominacion Staphylococcus (significa racimos parecidos a los de uva) fue
mencionada por primera vez por el cirujano escocés Sir Alexander Ogston quién, en una
serie de articulos clasicos publicados entre 1879 y 1882 describio la presencia de este
organismo obtenido de abscesos humanos y demostro que causaba enfermedad. Dos
afios después, Rosenbach describi6 su crecimiento en un cultivo puro y llamé
Staphylococcus aureus al coco que formaba colonias de color naranja (Baird Parker,

1990).
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La primera observacion registrada que asocio los estafilococos con la intoxicacion
alimentaria probablemente fué hecha por Vaughan y Sternberg quienes en 1884,
describieron una investigacion de un importante brote de enfermedad en Michigan que se
creia que habia sido causado por comer queso. Mediante examen microscoépico, los
citados autores descubrieron que el queso estaba contaminado con un organismo esférico
al que denominaron micrococo. Mientras que Berber en el afio de 1914 fue quien demostré
claramente la intoxicacion alimentaria estafilococica por beber leche que se habia
guardado sin refrigerar, procedente de una vaca que padecia una mastitis estafilococica.
Se ha demostrado que S. aureus es un organismo habitual y muy distribuido que participa

en las intoxicaciones alimentarias (Adams y Moss, 2000).

3.2.2 El Staphylococcus aureus

El S. aureus pertenece a la familia de Micrococcaceae, cocos Gram positivos de 0.5
a 1.5 um de diametro, no esporulados, inmévil, catalasa positiva, lipasa positiva, sobrevive
a la desecacion, es halofilico. Organismo mesofilo que tiene su crecimiento 6ptimo a 37 °C,
pero puede crecer en un rango de 7 a 48 °C, crece mejor en pH neutro, pero también lo
puede hacer entre 4 y 10. Generalmente, crece a actividad de agua (Aw) elevada pero
puede crecer en concentraciones de 25% (p/p) de cloruro de sodio (Aw= 0.85), esta
bacteria puede resistir condiciones de secado Y liofilizado, pero no al calor, tiene valores de
D (tiempo de destruccion de los microorganismos para que estos se reduzcan en un 90% y
también conocido como el tiempo de reduccién decimal, el cual depende de la

temperatura) variando desde 5 a 10 minutos a 121 °C hasta varias horas de 80 a 100 °C.

El patégeno aislado con mayor frecuencia en casos de toxi-infecciones alimentarias
es S. aureus (Bean et al., 1996) microorganismo comensal de nasofaringe, piel y mucosas
de hombres y animales (ICMSF, 1996). Su presencia en los alimentos se asocia
directamente al empleo de materias primas contaminadas 6 una O un inadecuado

procesamiento del alimento (Bean et al., 1996).

Este agente produce diversas enterotoxinas (A, B, Ci1, C2, C3, D, E, G, He l)
causantes de toxi-infecciones alimentarias (Halpin y Marth, 1989) y que son facilmente

identificables con antisueros especificos (Dinges et al.,, 2000), posteriormente se
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describirdn algunas de sus caracteristicas. La produccion de estas toxinas depende
principalmente de la naturaleza del alimento, de los procesos a los cuales fue sometido
(crudo, cocido, fermentado, etc.) y de su potencial exposicidon a temperaturas de abuso
(Halpin y Marth, 1989; Bennett, 1992).

La deteccion de enterotoxinas en las cepas de S. aureus aisladas, generalmente no
se realiza y se asume que las cepas productoras de coagulasa y termonucleasa son
enterotoxigénicas (Dinges et al., 2000). Sin embargo, la Administraciéon de Drogas y
Alimentos (FDA) establece que la sola presencia de grandes cantidades de S. aureus en
los alimentos no constituye evidencia suficiente para incriminar un alimento como causante
de toxi-infeccion, sino que es necesario ademas, evaluar la produccion de enterotoxinas en

los aislados (Bennett y Lancette, 1995).

Aungue la fuente de contaminacion de S. aureus a los alimentos suele ser del
hombre, en ocasiones el origen animal es bien definido. Esta bacteria es una de las causas
mas importantes de la mastitis en el ganado lechero a nivel mundial, ya sea subclinica,
aguda o cronica (IDF, 2005). Por su parte, Matos et al., (1991) indican que existen diversas
fuentes de contaminacion de S. aureus que provocan mastitis en hatos lecheros,
incluyendo el alimento, las camas, las manos de los operadores, pelo, piel de los pezones,

encontrando que en todas las muestras se aislé esta bacteria.

3.2.3 Efecto de las sales y otros productos quimicos

Aungue el S. aureus crece bien en medios de cultivo sin NaCl, puede crecer bien en
concentraciones de 7 a 10%, y algunas cepas pueden crecer hasta en 20%. Las
concentraciones maximas que permiten el crecimiento dependen de otros parametros tales

como temperatura, pH, actividad de agua (Aw), y potencial de oxidacién-reduccion (Eh).

El S. aureus tiene un alto grado de tolerancia a los compuestos como el cloruro de
mercurio, telurito, neomicina, polimixina y azida de sodio, todos los cuales han sido
utilizados como agentes selectivos en medios de cultivo. S. aureus, pueden ser

diferenciados de otras especies de estafilococos por su mayor resistencia a acriflavina.

13



En el caso de borato, S. aureus es sensible, mientras que S. epidermidis es
resistente (Jay, 1970). Con novobiocina, S. saprophyticus es resistente, mientras que S.
aureus y S. epidermidis no lo son. La capacidad de tolerar altos niveles de NaCl y algunos
otros compuestos, es compartida por Micrococcus y Kocuria, que estdn ampliamente
distribuidos en la naturaleza y se producen en los alimentos en general, en mayor numero

que los estafilococos, con lo que la recuperacion de este Ultimo es mas dificil.

3.2.4 Temperatura

El intervalo de crecimiento de S. aureus se encuentra entre 10 y 45 °C, aunque
algunas cepas pueden crecer a temperaturas ligeramente por debajo o por encima de las
seflaladas. La temperatura 6ptima estda en torno a 35 y 37 °C. La produccién de
enterotoxina alcanza su maximo entre 35y 40 °C, dependiendo de la cepa de que se trate
de S. aureus. Las temperaturas minima y maxima para la producciéon de enterotoxina son

respectivamente 16 y 45 °C.

Respecto a la inactivacion por el calor de S. aureus los valores D tipicos (que
representan los minutos necesarios a una determinada temperatura para reducir la
poblacion microbiana en un 90%) son 2,10 a 53 °C y 1,75 a 58 °C. La exposicion a
temperaturas inferiores afecta a las células pero no las destruye. Las lesiones resultantes
de un tratamiento térmico subletal incluyen: Dafios en la membrana citoplasmatica;

alteraciones en la actividad metabdlica y degradacion del RNA ribosémico (Ordal, 1971).

Los estafilococos son bastante resistentes a la congelacién, sobre todo
comparandolos con algunas bacterias gram-negativas como E. coli y Salmonellas. Minor y
Marth (1972) han demostrado que la congelacién de este germen en caldo tripticasasoja,
seguida de un almacenamiento a -30 °C durante 24 horas y una posterior descongelacion

no tienen efecto sobre la viabilidad de este microorganismo.
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3.2.5. Requisitos nutricionales para el crecimiento

Los estafilococos al igual que otras bacterias Gram-positivas requieren de ciertos
compuestos organicos para su nutricion. Los aminoacidos son necesarios como fuentes de
nitrégeno, y la tiamina y acido nicotinico como fuentes de vitaminas del complejo B.
Cuando se cultiva en condiciones anaerobias, parecen requerir de uracilo. En un medio
minimo para el crecimiento aerdbico y la produccion de enterotoxina, el glutamato
monosoédico actia como C, N, y fuentes de energia. Este medio contiene sdlo tres
aminoacidos (arginina, cistina, y fenilalanina) y cuatro vitaminas (pantotenato, biotina,
niacina y tiamina), ademas de sales inorganicas (Miller y Fung, 1973). La arginina parece

ser esencial para la produccion de enterotoxina B (Wu y Bergdoll, 1971).

3.3 Clasificacion taxonémica del Staphylococcus

El Manual de Bergey’s lo considera dentro de la familia Micrococcaceae, al lado de
los géneros Micrococcus y Planococcus (Holt et al.,, 1994). Este ultimo curiosamente es
movil mediante uno o dos flagelos. Algunos microbidlogos piensan que el género
Staphylococcus deberia separarse de estos otros y formar la familia Staphylococcaceae
(ICMSF, 1996). La hibridacion de ADN ribosomal y analisis comparativo de
oligonucledtidos del 16S ribosomal han demostrado que los estafilococos es un grupo
coherente a nivel de género, se diferencian de otros miembros de la familia debido a su
bajo contenido de G + C entre 30 y 40% mol (Muto y Osawa, 1987).

3.4 Caracteristicas bioquimicas del Staphylococcus aureus

Los estafilococos obtienen la energia por medio de la glicélisis, la ruta de hexosa
monofosfato y el ciclo del &cido tricarboxilico (Minor y Marth, 1976). El funcionamiento de
estas rutas depende de las condiciones del cultivo. La glucosa es metabolizada tanto

aerdbica como anaerdbicamente para formar piruvato.

Durante el crecimiento en anaerobiosis el piruvato puede: Reducirse a lactato por el
lactato deshidrogenasa; sufrir una dismutacion, por la que una molécula de piruvato se

reduce a lactato y la otra se oxida a acetato y dioxido de carbono 6 formar acetoina a partir
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del acido a-acetolactico por condensacion de acetaldehidrodifosfotiamina con piruvato,
seguida de una descarboxilacion del &cido. En algunas circunstancias, la acetoina puede
reducirse a 2,3-butanodiol u oxidarse a diacetilo.

Los productos finales del metabolismo anaerdbico son: lactato (73 a 94% de los
productos finales), acetato (4.7%) y trazas de piruvato. Durante el crecimiento en
condiciones aerodbicas, el piruvato se oxida a acetato, el cual puede oxidarse de nuevo
para entrar en el ciclo del acido tricarboxilico a través del acetyl-CoA. Los principales

productos finales del metabolismo aerdbico son: acetato, didéxido de carbono y lactato.

Este microorganismo puede usar como fuente de carbono y energia diversos
carbohidratos como son; glucosa, lactosa, maltosa y manitol, los cuales son transformados
en acido piravico. Si las condiciones de crecimiento son mas aerobicas que anaerdbicas
puede utilizar mas carbohidratos que los citados como fuente de energia y de carbono,

como por ejemplo muchas hexosas, pentosas, disacaridos y polioles originandose acido.

A partir de la arabinosa, celobiosa, dextrina, inositol, rafinosa, ramnosa y xilulosa no
se produce acido a pesar de que también son utilizados. La esculina y el almidén no son
hidrolizados por esta bacteria. Reduce los nitratos y produce amoniaco a partir de la
arginina por accién de la arginina dehidrolasa. Puede producir también cantidades
inapreciables de sulfuro de hidrogeno a partir de la cisteina. El acido glutdmico y la lisina

no son decarboxilados por este germen.

Durante el crecimiento de S. aureus se sintetizan varias enzimas y proteinas como:
proteasas, lipasas, fosfolipasas, lipoproteinas, esterasas y liasas. La mayoria de las cepas
de S. aureus son capaces de hidrolizar proteinas nativas (hemoglobina, fibrina, clara de
huevo y caseina) y polipéptidos (gelatina). También pueden hidrolizar lipidos, Tweens,
Spans y fosfolipoproteinas liberando acidos grasos. Algunas cepas producen lecitinasa C,

mientras que otras sintetizan acido hialurénico que degrada los mucopolisacaridos.
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3.5 Definicién de Staphylococcus aureus

El Staphylococcus aureus microorganismo que se desarrolla en medios de cultivo
selectivo y diferencial, que es capaz de dar positiva la prueba de coagulasa y
termonucleasa (NOM-115-SSA1-1994).

Razones para determinar el Staphylococcus aureus en Alimentos (NOM-115-SSA1-
1994):

e Confirmar la presencia de este microorganismo como agente causal de una
enfermedad de origen alimentario.

e Determinar si un alimento o ingrediente es fuente potencial de este microorganismo
enterotoxigénico.

e Demostrar la contaminacion post-proceso la cual es usualmente debida a contacto
humano o con superficies inadecuadamente sanitizadas.

¢ Los alimentos sujetos a contaminacion post-proceso con tipo enterotoxigénico de
Staphylococcus aureus representan un riesgo por la flora competitiva que
normalmente restringe el crecimiento del Staphylococcus aureus y la produccién de
enterotoxinas.

e Este tipo de alimentos se vuelven mas peligrosos, si ademas son sujetos a un
inadecuado manejo o son mantenidos a temperaturas de conservacion
inapropiadas.

e Los alimentos perecederos tales como: carnes crudas y procesadas, ensaladas,
productos de pasteleria y productos de leche, son los mas comunmente asociados

con intoxicacion estafilococica.

3.6 Alimentos implicados en la intoxicacion estafilococica

Los alimentos perecederos tales como: carnes crudas y procesadas, ensaladas,
productos de pasteleria y productos de leche, son los mas comunmente asociados con
intoxicacién estafilocdcica. Los alimentos vegetales, rara vez, son responsables de la

intoxicacién, a no ser que el alimento en su conjunto sea una mezcla que contenga uno o
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mas ingredientes de origen animal y en este caso lo méas facil es que sean éstos los que la

provoquen.

3.6.1 Carne y productos carnicos

Las carnes frescas se contaminan con estafilococos durante el sacrificio o durante la
manipulacion posterior. Las carnes que se encuentran en el comercio estan entre un 20 y
100% contaminadas con estafilococos (Minor y Marth, 1976). Lo mismo que ocurre con la
leche, los estafilococos en la carne no crecen bien a causa de la flora competidora.
Cuando ésta se elimina parcial o completamente, como ocurre en las semiconservas
carnicas, los estafilococos, siempre que el resto de los factores sean favorables pueden
crecer y producir toxina. Las sales del curado no inhiben a este microorganismo y en las
carnes maduradas el pH debe ser de 4.8 o inferior para que se produzca una inhibicion. El
ahumado en caliente puede inactivar el S. aureus por efecto del calor mas que por el
propio humo. ElI ahumado frio, que se emplea en algunos embutidos, puede incluso
favorecer el crecimiento de este microorganismo (Minor y Marth, 1976). EIl envasado al

vacioé favorece la inhibicién del S. aureus en los productos céarnicos.

3.6.2 Productos lacteos

Los estafilococos enterotoxigénicos se encuentran en leches de animales que sufren
mastitis producidas por S. aureus. El ambiente que rodea a los animales y los ordefiadores
son otras fuentes a tener en cuenta. Aunque los estafilococos pueden crecer y producir
toxina, en condiciones adecuadas, en leche cruda; la leche pasteurizada es mejor sustrato
ya que en la mayoria de los microorganismos competidores han sido eliminados (Minor y
Marth, 1976). Con aplicacion de practicas higiénicas adecuadas, un control en los procesos
de fabricaciébn y la utilizacibn de -cultivos iniciadores apropiados en los productos
fermentados se puede conseguir eliminar casi por completo el riesgo de intoxicacion

estafilococica por estos alimentos.

3.6.3 Otros alimentos
El pescado recién capturado normalmente esta libre de estafilococos, sin embargo,

se puede contaminar posteriormente a partir de los manipuladores, durante su
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conservacion en hielo, fileteado y otras operaciones. En el pescado los estafilococos
pueden crecer y producir toxina siempre que la microflora natural haya sido eliminada

parcial o totalmente (Minor y Marth, 1976).

En carne de pollo es similar al de otras carnes, Unicamente es preciso sefialar que
los pollos asados en barbacoa pueden suponer un problema especial si el calentamiento,
almacenamiento y manipulacion son inadecuados.

En los huevos frescos los estafilococos no suelen penetrar ni crecer, sin embargo,
en los cocidos, si se enfrian utilizando aguas contaminadas, pueden hacerlo y ademas
producir toxina, ya que las propiedades antimicrobianas del huevo desaparecen por

ebullicion.

Los pasteles son también alimentos peligrosos si la nata y la crema con que se
fabrican estan contaminadas con S. aureus y si las condiciones de manejo permiten su
crecimiento y la produccion de toxina. En cremas sintéticas no es facil que se desarrolle a

no ser que se altere la composicion de las mismas por estar en contacto con la pasta.

Las ensaladas que a menudo contienen ingredientes que son cortados y mezclados
con las manos, son alimentos en los que la presencia de S. aureus es frecuente, no suele
producir problema si se controla correctamente su pH y temperatura. La contaminacion de
alimentos se da por fallas en la higiene personal y la manipulacién inadecuada en los
alimentos (Adams, 2009).

3.7 Definicién del queso

El término latino de la palabra queso es “caseus”, la FAO lo ha definido de la
siguiente manera: “Queso, es un producto fresco o madurado obtenido por drenaje (del
liquido) tras la coagulacion de la leche, nata, leche desnatada total o parcialmente, grasa

lactea o una combinacion de estos componentes” (Scott, 1991).

3.7.1 Clasificacion de los quesos
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Frescos
e Frescales: Panela, Canasto, Sierra, Ranchero, Fresco, Blanco, Enchilado, Adobado.
¢ De pasta cocida: Oaxaca, Asadero, Mozzarela, Del Morral, Adobera.

e Acidificados: Cottage, Crema, Doble crema, Petit Suisse, Nuefchatel.

Madurados

e Madurados prensados de pasta dura: Afiejo, Parmesano, Cotija, Reggianito.

e Madurados prensados: Cheddar, Chester, Chihuahua, Manchego, Brick, Edam,
Gouda, Gruyere, Emmental, Cheshire, Holandés, Amsterdam, Butterkase,
Coulomiers, Dambo, Erom, Friese, Fynbo, Havarti, Harzer-Kase, Herrgardsost,
Huskallsost, Leidse, Maribo, Norvergia, Provolone, Port Salut, Romadur, Saint
Paulin, Samsoe, Svecia, Tilsiter, Bola, Jack.

e De maduracion con mohos: Azul, Cabrales, Camembert, Roquefort, Danablu,

Limburgo, Brie.

Procesados
e Fundidosy
e Fundidos para untar.
e Otros quesos: frescos, madurados y procesados no considerados, deberan observar
lo dispuesto en este ordenamiento. (NOM-121-SSA1-1994)

3.8 Método de identificacion y pruebas mas importantes para diferenciar al S.

aureus.

3.8.1 Fundamento:

Segun la NOM-115-SSA1-1994 Este método permite hacer una estimacion del
contenido de Staphylococcus aureus en alimentos, se efectla directamente en placas de
medio de cultivo selectivo y diferencial, con la confirmacion mediante las pruebas de
coagulasa y termonucleasa. Este método es adecuado para el analisis de alimentos en los

cuales se esperen mas de 100 células de Staphylococcus aureus por gramo.
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Método microbiolégico. Se utilizan diversos medios para el aislamiento de
Staphylococcus aureus, que desempefia un papel muy importante en los casos de
intoxicacion por alimentos e infecciones clinicas humanas. La férmula del presente agar
Baird-Parker fue publicada en (1962) por Baird-Parker. Se utiliza ampliamente y se incluye
en numerosos procedimientos estandar para el andlisis de alimentos, cosméticos o agua
de piscinas con el fin de detectar la presencia de Staphylococcus aureus (Lancette y
Bennett, 2001). Asi mismo, puede utilizarse para el aislamiento de S. aureus a partir de
muestras clinicas y también se denomina agar huevo-telurito-glicina-piruvato (ETGPA)
(Chapin y Laudercale, 2003).

El agar Baird-Parker es un medio parcialmente selectivo, contiene las fuentes de
carbono y nitrdgeno necesarias para el crecimiento. La glicina, el cloruro de litio y el telurito
potdsico (capacidad de los estafilococos de reducir el telurito a telurio) actian como
agentes selectivos. La yema de huevo constituye el sustrato para determinar la produccion
de lecitinasa y, ademas, la actividad de lipasa. Los estafilococos producen colonias de
color gris oscuro a negro debido a la reduccion del telurito; los estafilococos que producen
lecitinasa descomponen la yema de huevo y crean zonas transparentes alrededor de las
colonias correspondientes. Es posible que se forme una zona de precipitacion debido a la
actividad de lipasa. El medio no debe utilizarse para el aislamiento de estafilococos

diferentes de S. aureus.

Los estafilococos coagulasa positiva (Staphylococcus aureus) producen colonias
brillantes, convexas, de color gris oscuro a negro, con 0 Sin una zona transparente
alrededor de las colonias. Los estafilococos con coagulasa negativa producen crecimiento
debil o nulo, con colonias de color gris a negro, habitualmente sin zonas transparentes ni
opacas. A menudo se inhiben los organismos diferentes de los estafilococos. Si se produce
crecimiento, las colonias pueden adquirir un color de marrén a gris o volverse incoloras, sin
zonas transparentes ni opacas. La identificacion presuntiva que se obtiene de este medio

debe confirmarse con pruebas adicionales (Mac Faddin, 1985).
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3.8.2 Identificacidn

Las pruebas mas utilizadas esenciales y obligatorias a realizar para diferenciar al S.
aureus de otros estafilococos es la tincion de Gram (se utiliza para diferenciar las bacterias
Gram positivas de las Gram negativas), la prueba de la catalasa (enzima que protege a las
células frente al peroxido de hidrogeno producido en el metabolismo del oxigeno), la
prueba de la coagulasa (coagulacion del plasma sanguineo, caracteristica mas confiable
para la identificacion de S. aureus), la prueba de la termonucleasa (destruccién del DNA

por nucleasas que han resistido la ebullicién).

3.8.2.1 Tincion de Gram

La tincion de Gram o coloracion Gram es un tipo de tincion diferencial empleado en
microbiologia para la visualizacién de bacterias. Debe su nombre al bacteri6logo danés
Christian Gram, que desarroll6 la técnica en 1884. Se utiliza tanto para poder referirse a la
morfologia celular bacteriana como para poder realizar una primera aproximacion a la
diferenciacion bacteriana, considerandose bacteria Gram positiva a las bacterias que se
visualizan de color violeta y bacteria Gram negativa a las que se visualizan de color rosa.
En este método las bacterias se tifien en primer lugar con cristal violeta, tratdndolas
posteriormente con solucién de yodo. A continuacion se tratan las extensiones bacterianas
con etanol o acetona, con lo cual se elimina por completo el tinte violeta de las bacterias
Gram negativas, pero no de las bacterias Gram positivas. Como colorante de contraste se
puede emplear fucsina fenicada diluida o safranina, con el fin de tefiir las bacterias Gram

negativas.

Con este método se produce una division de las bacterias en dos clases:

1. Gram positivas: incluyen especies tanto moviles (via flagelos) como inmoviles con
forma de bacilo (Bacillus, Clostridium, Corynebacterium, Lactobacillus, Listeria) o
coco (Staphylococcus, Streptococcus); con gruesas paredes celulares o sin ellas
(Mycoplasma).

2. Gram negativas: incluyen especies como Pseudomonas y Escherichia (Harrigan y
Mc Cance, 1979).
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Las bacterias Gram-positivas y Gram-negativas se tifien de forma distinta debido a
las diferencias constitutivas en la estructura de su pared celular. La pared de la célula
bacteriana sirve para dar tamafio y forma al organismo asi como para prevenir la lisis
osmotica. ElI material de la pared celular bacteriana que confiere rigidez es el
peptidoglicano. La pared de la célula Gram-positiva es gruesa y consiste en varias capas
interconectadas de peptidoglicano asi como algo de acido teicoico. Generalmente, 80-90%
de la pared de la célula Gram-positiva es peptidoglicano. La pared de la célula Gram-
negativa, por otro lado, contiene una capa mucho mas delgada, Unicamente de
peptidoglicano y esta rodeada por una membrana exterior compuesta de fosfolipidos,
lipopolisacéaridos y lipoproteinas. S6lo 10 a 20% de la pared de la célula Gram-negativas es

peptidoglicano.

3.8.2.2 Catalasa

Los estafilococos y los micrococos se diferencian de los estreptococos, los
enterococos y las bacterias “tipo-estreptococos” por la prueba de la catalasa. Esta prueba
detecta la presencia de enzimas citocromo oxidasas (Koneman et al.,, 2008). La enzima
catalasa se encuentra en la mayoria de las bacterias aerobias y anaerobias facultativas
gue contienen citocromo; la excepcién principal es el Streptococcus. Por lo general, los
organismos gque no poseen el sistema citocromo carecen también de la enzima catalasa y

por lo tanto no pueden descomponer el peréxido de hidrogeno.

La enzima catalasa descompone el peréxido de hidrégeno (H202) en agua y oxigeno
bajo la formula 2 H202 —2 H20 + O2. De esta manera las bacterias se protegen del efecto

toxico del H202, que es un producto final del metabolismo aerobio de los azucares.

A) Utilizada originariamente para diferenciar entre los géneros:

- Streptococcus (-) del Micrococcus (+) y/o Staphylococcus (+).

- Bacillus (+) del Clostridium (-).

- Listeria monocytogenes (+) y/o Corynebacterium (+) del Erysipelothrix (-). Excepciones: a)

Corynebacterium pyogenes (-); b) Corynebacterium haemolyticum (-).
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B) Ayudar a la diferenciacidon de especies:
- Moraxella bovis (v) y Moraxella kingii (-) de otras especies de Moraxella (+) (Mac Faddin,
1985).

La prueba de la coagulasa convencional se puede realizar mediante los siguientes

procedimientos:

3.8.2.3 Prueba en portaobjetos “coagulasa ligada”

La mayoria de las cepas de S. aureus tienen un término coagulasa o “factor de
aglutinacién” en la superficie de la pared celular. Este factor reacciona en forma directa con
fibrinbgeno en plasma y causa una aglutinacion celular rapida. La prueba se puede realizar
con un cultivo en agar sangre, agar CNA u otro medio nutritivo no selectivo, pero no debe
efectuarse en medios con alto contenido salino (p.ej. agar manitol sal) porque éste provoca
la aglutinacion de algunas cepas de S. aureus. Las cepas que son negativas en la prueba
de la coagulasa en portaobjetos deben confirmarse con una prueba de la coagulasa en
tubo, porque las cepas deficientes en factor de aglutinacion por lo general produciran
coagulasa libre. Algunas cepas de las especies de S. lugdunensis y S. schleiferi
subespecie schleiferi también producen factor de aglutinacion y pueden ser positivas con la
prueba en portaobjetos (Koneman et al., 2008).

3.8.2.4 Prueba en tubo “coagulasa ligada y libre”

El principio de esta prueba es comprobar la facultad de un organismo de coagular el
plasma por accién de la enzima coagulasa. La prueba de la coagulasa se utiliza de manera
especifica en la diferenciacion de especies pertenecientes al género Staphylococcus: S.
aureus (reaccion +), S. epidermidis (reaccion -). Por lo general una prueba de coagulasa
positiva es el criterio diagnostico final para la identificacion del Staphylococcus.

Frecuentemente esta prueba es utilizada como indice de virulencia o patogenicidad.

La coagulasa, enzima producida por el S. aureus, es relativamente termoestable, ya

que resiste temperaturas de hasta 60° C durante 30 min. Probablemente es de naturaleza
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proteica y es facilmente inactivada por las enzimas proteoliticas (Mac Faddin, 1985). La
coagulasa detectada por este método se segrega de forma extracelular y reacciona con
una sustancia en el plasma llamada factor de reaccion coagulasa (CRF) para formar un
complejo que, a su vez, reacciona con el fibrinbgeno para formar fibrina (formacion del
coagulo) (Koneman et al., 2008).

3.8.2.5 Prueba de la termonucleasa

Prueba de la Desoxirribonucleasa (DNasa)

Algunas cepas de S. aureus pueden producir reacciones de coagulasa en tubo
equivocas o débiles y los aislamientos raros pueden ser en efecto coagulasa negativos. En
estos casos, puede ser util realizar otras pruebas que se correlacionen bastante con la
produccion de coagulasa. S. aureus produce DNasa y una nucleasa termoestable que
tienen actividades endonucleoliticas y exonucleoliticas (Langlois et al., 1989). Ambas
enzimas hidrolizan acido nucleico (acido desoxirribonucleico, DNA). La DNasa puede ser
detectada por la inoculacién en motas grandes de varias colonias del microorganismo en

un medio de prueba DNasa que contenga el colorante metacromatico azul de toluidina.

3.9 Pruebas confirmatorias adicionales
3.9.1 Prueba de oxidasa

La prueba de la oxidasa esta basada en la producciéon bacteriana de una enzima
oxidasa. Esta reaccion de la oxidasa se debe a la presencia de un sistema citocromo
reducido por el oxigeno molecular, el que a su vez actia como aceptor de electrones en la

etapa terminal del sistema de transferencia de electrones.

Todas las bacterias aerObicas obtienen su energia por la respiracion, proceso
responsable de la oxidacion de diversos sustratos. El oxigeno molecular oxida un sustrato
con la intervencion del sistema de transporte de electrones. El oxigeno es el aceptor de
hidrogeno final, produciendo a partir del hidrogeno agua o peroxido de hidroégeno, segun la

especie bacteriana y su sistema enzimatico.

3.9.2 Fermentaciéon del Manitol
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Se trata de un medio altamente selectivo debido a su alta concentracion salina. En
el medio de cultivo, el extracto de carne y la pluripeptona, constituyen la fuente de carbono,
nitrdgeno, vitaminas y minerales, el manitol es el hidrato de carbono fermentable, el cloruro
de sodio (que se encuentra en alta concentracion) es el agente selectivo que inhibe el
desarrollo de la flora acompafante, y el rojo fenol es el indicador de pH. Los estafilococos
coagulasa positiva hidrolizan el manitol acidificando el medio; las colonias aparecen
rodeadas de una zona amarilla brillante. Los estafilococos coagulasa negativos, presentan
colonias rodeadas de una zona roja o purpura. Las colonias sospechosas, se resiembran
en un medio sin exceso de cloruro de sodio para posteriormente, realizar la prueba de la
coagulasa. Las bacterias que crecen en un medio con alta concentracion de sal y
fermentan el manitol, producen &cidos, con lo que se modifica el pH del medio y vira el
indicador de pH del color rojo al amarillo. Los estafilococos crecen en altas
concentraciones de sal, y pueden o no fermentar el manitol. Esta propiedad se utiliza en
estudios epidemioldgicos para detectar S. aureus en el suelo, heces y en la seleccién de

portadores nasales del microorganismo (Koneman et al., 2008).

3.10 Sistemas de identificacion rapida

Para facilitar la identificacion en el laboratorio de rutina o clinica, se han desarrollado
equipos para la identificacion rapida de especies por sistemas automatizados que
requieren sélo unas pocas horas a un dia para la realizaciobn de estas pruebas. La
Identificacion de un numero de la especie Staphylococcus se puede hacer con una

precision de 70 a 90% utilizando los sistemas comerciales (Kloos y Bannerman, 1994).

Desde su introduccion, estos sistemas se han mejorado y ampliado para incluir mas
especies. Su fiabilidad seguira aumentando como resultado de una creciente base de
datos y la adicién de las pruebas mas exigentes. S. aureus, S. epidermidis, S. capitis, S.
haemolyticus, S. saprophyticus, S. simulans y S. intermedius se pueden identificar de
manera fiable por la mayoria de los sistemas comerciales disponibles. Para algunos
sistemas, la fiabilidad depende de las pruebas adicionales segun lo sugerido por el
fabricante, existen kits comerciales miniaturizados para la identificacion de S. aureus:

Medio rapido Kit APl Rapidec Staph. Se basa en la deteccion de la enzima coagulasa
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preformada y permite la deteccion de S. aureus y otras especies en 2 horas; Kit API Staph
Ident (diferencia S. aureus de S. hyicus); ATB 32 Staph. Este sistema sirve para la
identificacion completa de especies de Staphylococcus, se basa en pruebas
convencionales, o bien, en pruebas convencionales y en la determinacion de enzimas
especificas. El sistema ATB 32 Staph identifica totalmente gran niumero de especies de
Staphylococcus y Micrococcus. Los resultados se obtienen después de 24 horas de
incubacion; Staphilase (detecta el factor de coagulacion). Se utlizan en la prueba
particulas de latex coloreadas, que ayudan al reconocimiento de las cepas coagulasa
positivas. El kit lleva un control coagulasa negativo; Staphaurex (detecta la coagulacion y la
proteina A). La prueba se hace sobre una plantilla especial que permite reconocer
facilmente reacciones positivas y negativas; El sistema Vitek® es un sistema rapido y
automatizado disefiado por bioMerieux para la identificacion de distintos grupos de
bacterias y levaduras. El sistema consta de las tarjetas bioquimicas (GPI) y de un complejo
equipo informatico. Este incluye un médulo de llenado a vacio de las tarjetas, un
incubador-lector, una computadora que utiliza un software que analiza los datos obtenidos
y una impresora. La tarjeta se llena automaticamente por un sistema de vacio a partir de
una suspension del medio de cultivo puro con solucién salina al 0.45%, la turbidez que se
debe obtener esta indicada en el colorimetro segun el microorganismo a determinar (GPI o
GNI). Se deposita el tubo en una gradilla especial que viene adaptada para colocar
también la tarjeta. Mediante un tubo de transferencia se conectan la gradilla y el tubo. Se
introduce todo en una cadmara que aplica vacio a través de la plaquita, ésta capta la
suspensién de las células, se tiene que comprobar que los pocillos estan perfectamente
llenos y sin burbujas. Este proceso tarda alrededor de un minuto. Una vez llena la tarjeta,
la incubacién normalmente se realiza a 35 °C durante 6 a 8 horas. Se han descrito otros

métodos alternativos para la identificacion de S. aureus (Isigidi et al., 1989).

3.11 Importancia de la deteccion de enterotoxinas estafilococicas

Las enterotoxinas estafilococicas son metabolitos excretados en el medio de cultivo,
alimentos u otro medio en el transcurso del crecimiento de S. aureus enterotoxigénico. Una
misma cepa puede producir, simultaneamente, 2 a 3 tipos de toxina. Las enterotoxinas de

S. aureus son un grupo heterogéneo de proteinas globulares de cadena simple. Son
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termoestables, solubles en agua y con un peso molecular que oscila entre 28,000 y 35,000
daltons. Se reconocen actualmente 9 enterotoxinas estafilocécicas seroldégicamente
distintas: A, B, C1, C2, C3, D, E, F y G. Se identifican cada una de ellas en contacto con sus
anticuerpos correspondientes. Las enterotoxinas estafilococicas se caracterizan por ser
altamente resistentes al calor y a los rayos gamma. A 121 °C se destruyen en el transcurso
de 5 a 10 minutos y perduran durante horas a 80° C. Su termorresistencia varia en funcion
del serotipo, grado de pureza, concentracion y naturaleza del medio, principalmente. A
veces, las enterotoxinas no se inactivan completamente en condiciones normales de

coccion o pasteurizacion en practicas culinarias.

Se ha indicado que son producidas por el organismo por lo menos en dos formas
diferentes. La produccién de los tipos B y C se halla bajo control plasmidico/cromosémico y
son producidas principalmente al final de la fase estacionaria del crecimiento como
metabolitos secundarios; los tipos A y E se hallan bajo control cromosémico (el tipo D bajo
control plasmidico) y son producidos durante toda la fase logaritmica del crecimiento
(Bergdoll, 1979; ICMSF, 1998).

Estas diferencias estan reflejadas en la formacion de los diferentes tipos en los
alimentos. La mayoria de los brotes de intoxicacion alimentaria implican a las enterotoxinas
Ay D, que se forman en los alimentos en una gama de valores de pH, Aw y de Eh mucho
mas amplia, por ejemplo, que la correspondiente a las enterotoxinas B y C. Los biotipos
humanos de Staphylococcus aureus producen enterotoxinas mas frecuentemente que los

biotipos aviares y que los biotipos animales (Isigidi et al., 1992; ICMSF, 1998).

Por lo que se refiere a la incidencia de la enterotoxigenicidad, el 75% de las cepas
humanas de S. aureus estudiadas por Hajek y Marsalek y el 28% de las aisladas de
animales domesticos, producian los tipos A, B, C de enterotoxina. Este porcentaje
contrasta con solo el 1.2% de 490 aislamientos que pertenecian a otros tipos animales de
S. aureus. Esto parece indicar que las cepas de S. aureus que proceden de fuentes
humanas producen las enterotoxinas A, B o C con mayor frecuencia que las cepas

patogenas para animales. Sin embargo, a la hora de interpretar estos datos, se requiere
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cautela. Muchas cepas de S. aureus producen mas de un tipo de enterotoxina. Con todo,
todavia esta pendiente la atribucién de la produccién de las enterotoxinas D, E, Fy G a los
biotipos humanos y animales (Mossel et al., 2003).

Las cepas de S. aureus de origen humano producen enterotoxina A mas
frecuentemente. Tales estafilococos también son las causas predominantes de la
estafiloenterotoxicosis humana. Wienecke averigué en 1974 que las enterotoxinas
producidas mas frecuentemente por 120 cepas asociadas con brotes de intoxicacion
alimentaria eran de los tipos A (73%), D (40%), C (15%) y B (1.7%). Otras razones de esta
elevada incidencia de las toxinas A y D son el hecho de que son producidas bajo una serie
mas amplia de condiciones intrinsecas y extrinsecas y también el de que en el ciclo de

crecimiento son producidas antes que las demas toxinas.

La originalmente descrita enterotoxina F ha sido identificada como la toxina
productora del sindrome de shock toxico (TSST-1) en mujeres y en ocasiones en hombres.
Se trata de una enfermedad multisistémica caracterizada por el comienzo subito de fiebre,
vomitos y diarreas, hipotension, enrojecimiento conjuntival, "lengua de fresa" y exantema
(con posterior descamacion). Investigaciones actuales indican que la produccion de TSST-
1, elaboradas por cepas de S. aureus, mantiene una relacion directa con algunos serotipos
toxigénicos que provocan brotes de intoxicacion alimentaria, en estudios que se han
realizado en cepas aisladas en humanos, alimentos y animales domésticos. Los alimentos
mas asociados con los brotes de intoxicaciébn alimentaria son las ensaladas frias,
productos avicolas (principalmente ensalada de pollo), dulces de crema, productos lacteos
(principalmente quesos) y el jamdn sobre todo el cocido o alimentos elaborados con éste
(Bécquer et al., 1996).

La cantidad de toxina que causa la enfermedad depende del peso y de la
sensibilidad individual, pero generalmente se coincide en que 0,1 a 1 ug/kg causara la
enfermedad en una persona (Everson et al., 1988). En los animales, la exposicion reiterada
a un determinado tipo antigénico de toxina origina un aumento de la tolerancia (ICMSF,
1998). Las enterotoxinas se diferencian entre si por las siguientes propiedades quimicas y
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fisicas: a) peso molecular; b) punto isoeléctrico; c) coeficiente de extincion; d) coeficientes
de sedimentacion y difusion; e) viscosidad, y f) densidad. Los pesos moleculares oscilan
entre 28,000 y 35,000 daltons (27,800 para la enterotoxina A y 34,100 de la Ci). Los
puntos isoeléctricos oscilan entre 7.0 a 8.6. Los aminoacidos principales son: Lisina, acido
aspartico, acido glutamico, tirosina. Las enterotoxinas B y C también contienen metionina
(Marth, 1969).
3.11.1 Inactivacion

Las enterotoxinas son extraordinariamente resistentes al calor y también a la
irradiacion vy. Los valores D para la destruccion térmica dependen del tipo de toxina y de las
condiciones de la prueba, variando desde aproximadamente 5-10 minutos a 121 °C hasta
varias horas de 80-100 °C. La inactivacién de las enterotoxinas por el calor representada
graficamente como valores D en funcién de la temperatura de calentamiento muestra un
modelo de curva campaniforme. Este comportamiento se interpreta como el efecto de la
agregacion de enterotoxina, especialmente de 79-80 °C, que es reversible a temperaturas
mas elevadas. La resistencia de las enterotoxinas a valores acidos del pH es menor que a
valores neutros. Con respecto a la transradiacion y, en diversos alimentos han sido
determinados valores de D de 27 a 93 kGy (Mossel et al., 2003).

3.11.2 Actividad bioldgica

A diferencia de las enterotoxinas producidas por V. cholerae, E. coli y Clostridium
perfringens, las enterotoxinas estafilococicas no actian directamente sobre el
revestimiento del tracto intestinal. No causan acumulacion de liqguido en las asas
intestinales ligadas. Su accion se ejerce sobre el sistema nervioso central, activando los
centros del vomito en el cerebro. Se dispone de pocos resultados cuantitativos acerca de la
dosis minima necesaria para desencadenar los sintomas de la intoxicacion alimentaria en
las personas. Un estudio extenso realizado en América obtuvo un valor correspondiente a
la dosis eméticaso de 0.2 ug kg de peso corporal humano para las enterotoxinas A, B 'y C.
A partir de estos datos, se puede deducir que una persona adulta tendria que ingerir
aproximadamente 10-20 ug de enterotoxina para padecer los sintomas de la intoxicacion
alimentaria. Muchos autores consideran que esta dosis es excesivamente elevada; con

base a los estudios epidemioldgicos, es posible que una dosis tan insignificante como 1 ug
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de enterotoxina pueda causar los sintomas de la intoxicacion en los individuos sensibles
(Mossel et al., 2003).

3.12 Prevencion de la intoxicacion estafilococica

La mayoria de los brotes de intoxicacién alimentaria estafilococica son producidos
por carnes cocidas frias, especialmente la de las aves, los lacteos como en los quesos y
productos carnicos curados como el jamén cocido. Los alimentos implicados a veces
incluyen productos tales como los pasteles rellenos de nata, alimentos marinos
(camarones) y, menos frecuentemente, conservas vegetales y de pescado, éstas
contaminadas por la manipulacion, a través de las microfugas u orificios existentes en las
latas.

Existen muy buenas razones de por qué la intoxicacién alimentaria estafilococica
implica principalmente a estos tipos de productos. En primer lugar, porque generalmente
sélo contienen un numero escaso de otros microorganismos contaminantes. En este caso,
S. aureus es capaz de crecer rapidamente, por no ser inhibido por microorganismos
antagonistas, a los que es muy sensible, y de alcanzar niveles téxicos antes de que tenga
lugar la alteracion. En segundo lugar, la Aw de muchos de los productos implicados es
suficientemente reducida como para impedir el crecimiento de la mayoria de las bacterias
Gram negativas y de algunas Gram positivas, eliminando aun mas o reduciendo la
competencia. En tercer lugar, es posible que la mayoria de estos alimentos sean
manipulados antes de ser servidos, con lo que se contamina el alimento que, es posible
que después se deje a temperaturas ambientales durante algunas horas antes de ser
consumido permitiendo con ello que tenga lugar la multiplicacién de los microorganismos y

la formacion de las toxinas.

Los brotes de intoxicacion alimentaria estafilococica por productos carnicos
fermentados (salami, chorizo y otros embutidos) se presentan como resultado del
crecimiento de estafilococos enterotoxigénicos en la masa sin embutir o ya embutida; éstos
producen enterotoxinas antes de que el pH de la carne baje suficientemente como
consecuencia de la fermentacion lactica, de la que es responsable la propia flora lactica de

la carne o la constituida por los cultivos iniciadores afiadidos. El S. aureus es, a veces,
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causa de un importante problema si la fermentacion inicial no ha sido correcta, el S. aureus
desaparece totalmente de los productos céarnicos fermentados durante la fase de
maduracidn, pero su ausencia o0 presencia en escaso numero en el producto terminado no
significa seguridad si ha fallado de alguin modo la fermentacion. Es aconsejable que la
industria realice en embutidos fermentados acabados la prueba de termonucleasa (TNasa)
para determinar la posible presencia de enterotoxinas. En carnes cocidas se puede
encontrar S. aureus en pequefio nimero (1x102%/g). Niveles mas altos indican una
manipulacion posterior a su elaboracion poco cuidadosa, o que el control de refrigeracion
ha sido inadecuado. Estas carnes (jamon cocido, pollo asado, etc.) consumidas en frio
pueden ser causa de intoxicacion estafilococica que se suele desencadenar en pequefios

brotes.

El S. aureus se puede aislar en escaso numero en productos lacteos fermentados.
La posible intoxicacion estafilococica estd asociada solamente a algunos tipos de queso
duro, como el cheddar y similares. En este tipo de queso, el drenaje del suero se realiza a
una temperatura y un tiempo apropiados para el crecimiento del germen antes de someter
al producto a salazén. Si existen S. aureus, cabe la posibilidad de que se multipliquen vy, si
es enterotoxigénico, que elabore toxinas. Algun caso de intoxicacion estafilocécica por
consumo de queso elaborado con leche pasteurizada, ha sido consecuencia del
acantonamiento de S. aureus enterotoxigénico tipos A y D en las véalvulas de la maquinaria
utilizada en la elaboracion del queso. Si se contamina el producto, se forma la toxina

durante su maduracion.

Las enterotoxinas estafilococicas no son inactivadas por los tratamientos de la
pasteurizacion comercial, esto es aplicable a algunos de los tratamientos que se utilizan
para esterilizar productos enlatados, si la materia prima esta colonizada intensamente por
S. aureus. La mayoria de los casos de intoxicacion alimentaria estafilococica que implican
a productos enlatados han sido consecuencia de la contaminacién por fugas durante la
manipulacion después del tratamiento térmico y no como consecuencia de que la toxina

haya permanecido activa a pesar del tratamiento aplicado.
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La prevencion de la intoxicacion estafilocdcica debe basarse en lo siguiente:

e uso de materias primas e ingredientes de buena calidad;

¢ higiene adecuada a lo largo de la lineas de tratamiento o procesado para evitar la
contaminacion;

e en alimentos crudos fermentados (embutidos y queso) el control se debe realizar en
la fase de fermentacion;

e cuando los productos no poseen las propiedades antimicrobianas intrinsecas
adecuadas, evitar su colonizacién, manteniendo las temperaturas de los alimentos
por debajo de 7 °C, ya que el S. aureus es un organismo termotrofo (Mossel et al.,
2003).

3.13 Ensayos para enterotoxinas

Hay varios procedimientos, como los ensayos con animales, inmunoldgicos, de
biologia molecular, etc; biosensores para detectar enterotoxinas estafilocécicas. La
produccién de enterotoxina necesita un largo tiempo de incubacion (20 h). Algunos de los
factores que afectan el periodo de incubacion son el pH, la actividad del agua y los

sustratos utilizados.

Métodos de amplificacion de ADN (reaccion en cadena de la polimerasa, PCR)
pueden mostrar la presencia de cepas de Staphylococcus aureus enterotoxigénica antes
de la expresion de enterotoxinas en la base de las secuencias de genes especificos y de
esta manera detectar la posible fuente de contaminacién. La ventaja de los métodos de la
PCR es que es capaz de detectar los genes que codifican la produccién de enterotoxina
estafilococica también de un tratamiento térmico de los alimentos, porque el ADN se
mantiene sin cambios (Tsen y Chen, 1992), (Holeckova et al., 2002). Entre las pruebas
seroldgicas utilizadas para la deteccién de enterotoxinas estafilocdcicas durante afios, han
tenido preferencia las de gel difusibn en agar, como el método microslide. Este
procedimiento, ademas de no ser muy sensible (su sensibilidad es de 100 ng/ml de cultivo)
tampoco es facil de ejecutar. La sensibilidad en alimentos es de 5 ng/g, cantidad escasa
para la deteccidn de enterotoxinas en estos productos. Otro inconveniente es que necesita

una extraccion a partir de una muestra importante de alimento (100 g). Las técnicas de
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aglutinacion latex detectan entre 0.1-10 ng de enterotoxina en 1 ml de extracto de alimento
(Rose et al.,, 1989). Son mas faciles de usar que los métodos ELISA, pero menos
sensibles. Ambos métodos, ELISA y Latex, son apropiados en la rutina de laboratorio; no
obstante, hay que tener en cuenta que, aun con el mas desarrollado ELISA, pueden

aparecer algunos falsos positivos y negativos (Park et al., 1992; Becker, 1994).

Numerosos métodos se basan en la evidencia de las enterotoxinas directamente en
el alimento (ELISA, aglutinacidon en latex inversion pasiva y otros), con la posibilidad de
detectar cantidades en nanogramos de enterotoxinas en un gramo o0 en un mililitro de
alimento (Sharma et al., 2000); (Burdova et al., 1994); (Gouloumes et al., 1996); (Strachan
et al., 1997). Los kits ELISA ("Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay" Ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas) basados para la deteccion de enterotoxinas
estafilocdcicas estan comercialmente disponibles. Todos los kits son capaces de detectar
SEA, SEB, SEC, SED, y ver en los niveles de menos de 1 ng/g de alimento.

En el método OSP (Optimum Sensivity Plates) se usan filtrados del cultivo que se va
a probar para ver si existen enterotoxinas cuando se les enfrenta con enterotoxinas
estandar. Se trata de una reaccion de precipitacion y su sensibilidad es de 100 ng/ml. Es
una modificacion del método original de gel difusion. La técnica de aglutinacion RPHA
(Reversed Passive Haemagglutination) se ha utilizado también para la deteccién de
enterotoxinas estafilocdcicas, no obstante, algunos autores han encontrado en ella mucha
menos sensibilidad que la que se consideraba que tenia en un principio y, por otra parte,
produce un alto nivel de reacciones cruzadas no especificas. La RPLA ( Reversed Passive
Latex Agglutination) ha sustituido a la anterior. Su sensibilidad es de 0.25 ng/ml. Los
resultados se obtienen a las 16 horas. Para realizar esta prueba existe un kit comercial:
Denka-Serken; Unipath. Su sensibilidad es analoga a ELISA y RIA. Da falsos positivos. Se
necesita partir de un extracto del alimento. A pesar de la buena aceptacion del kit
comercial utilizado para el método RPLA, la mayoria de los esfuerzos han derivado hacia
las técnicas de enzimoinmunoensayo (ELISA), que se consideran faciles y de alta
sensibilidad y especificidad. Existen kits comerciales para la deteccion de enterotoxinas
estafilococicas basados en pruebas enzimoinmunoensayo (ELISA): Polestyreno Ball Assay
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(Laboratory Diagnostic, Dr. W. Bommeli); Ensayo en placa minititer de TECRA. EIl Gltimo
método citado es mas sencillo y los resultados se pueden leer visualmente; se detectan 0.1

ng/g en alimentos en 48 horas y 0.3 ng/ml en cultivos.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

e Determinar la presencia de Staphylococcus aureus y enterotoxina “A” en quesos

frescos elaborados en diferentes jurisdicciones sanitarias en el Estado de Hidalgo.

4.2 Objetivos Especificos
e Aislar S. aureus de quesos frescos elaborados en el Estado de Hidalgo, asi como
identificar esta bacteria por medio de pruebas bioguimicas tradicionales y mediante

el sistema de identificacidon microbiana Vitek®.

¢ Identificar la presencia de enterotoxina “A” por medio de la técnica de inmunoensayo
visual “TECRA®” y por la presencia del gen que codifica para la enterotoxina “A” por

medio de la Reaccion de la Cadena de la Polimerasa.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Toma de muestras

Se analizaron 159 muestras de quesos frescos elaborados en el estado de Hidalgo.
Estas muestras analizadas se obtuvieron del LESPH, las cuales provienen de diferentes
jurisdicciones sanitarias como son; Pachuca, Tulancingo, Tula, Huichapan, Zimapan,
Ixmiquilpan, Meztitlan, Molango, Huejutla, Apan, Tizayuca y Tepehua, de acuerdo al
muestreo que realiza dicha dependencia. Se seleccionaron 30 muestras de queso con
presencia de presuntos de Staphylococcus aureus como lo establece la NOM-115-SSA1-
1994 posteriormente se seleccionaron 60 cepas para realizar la pruebas de identificacion

bioquimica y presencia de enterotoxina “A”.

5.2 Andlisis microbioldgicos
5.2.1 Preparacion de la muestra

En el area de trabajo de Microbiologia de Agua y Alimentos del LESPH bajo un
ambiente estéril, se pesaron 10 g de cada muestra de queso fresco en una bolsa estéril
para Stomacher (Nasco) en la cual se adicioné 90 ml de solucién reguladora de fosfatos
(Reproquifin) y se llevd al homogeneizador Stomacher-400 circulator (Seward) por 2
minutos a una velocidad media; la cual formaba la dilucién 101. Después se realizaron
diluciones seriadas tomando 10 ml de la bolsa y se depositd en frasco de vidrio que
contenia 90 ml de solucion reguladora de fosfatos. Este paso se repitio hasta la dilucion
10% como lo menciona la norma NOM-110-SSA1-1994.

5.2.2 Determinacion de Staphylococcus aureus
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Para el conteo y aislamiento de S. aureus se utilizé agar Baird Parker (Bioxon), para
lo cual se utilizaron cuatro placas con agar por muestra, identificadas con nimero y
dilucion correspondiente, a partir de cada dilucion se deposité el inoculé de 0.1ml en el
agar por cada una de las diluciones realizadas por muestra, se distribuyé sobre la
superficie del agar con varillas de vidrio esteriles en forma “L” utilizando una para cada

placa, se incubaron a 37 °C durante 48 horas.

Posteriormente, se seleccionaron placas que tuvieran colonias tipicas de S. aureus,
que presentaran una coloracion negra, circulares, brillantes, convexas, lisas con diametro
de 1 a 2 mm, con presencia de una zona opaca Yy un halo claro alrededor de la colonia. De
acuerdo a la tabla 3 mencionada en la NOM-115-SSA1-1994, se seleccionaron el nUmero
correspondiente segun al conteo inicial de cada caja, estas colonias caracteristicas de S.
aureus se sembraron por método de estria en agar BHI (Oxoid) y se incubaron a 37 °C de

18 a 24 horas, para realizar posteriormente las pruebas de precaracterizacion.

Tabla 3. Forma de seleccién de colonias de acuerdo a la NOM-115-SSA1-1994 a partir de

agar Baird Parker.

No. de colonias sospechosas en placa No. de colonias por probar
Menos de 50 3
51a100 5
101 a 150 0 méas 7

Las colonias seleccionadas, se sembraron en tubos de 13 x 100 con 1 ml de caldo
BHI (Fluka) e incubaron a 35 °C durante 24 horas. Después de este periodo de incubacion
con una pipeta de 1 ml se pasé 0.3 ml de cada cultivo a un tubo estéril de 13 x 100 para la
prueba de termonucleasa y en otro tubo de 13 x 100 estéril 0.2 ml de cada cultivo para la

prueba de coagulasa. Con el fin de realizar la identificacion de la especie de S. aureus.
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5.2.3 Prueba de coagulasa

Los tubos que contenian 0.2 ml del cultivo anterior se agreg6 0.2 ml de plasma de
conejo (Microlab) diluido 1:1 v/v con solucion salina estéril al 0.85% a cada uno. Se
incubaron en un bafio de agua a 37 °C durante 24 horas y se observo si existia formacion
del codgulo considerando como prueba positiva, si no hay formacién de éste, como prueba

negativa.

5.2.4 Prueba de termonucleasa

Los tubos que contenian 0.3 ml del cultivo de BHI se calentaron durante 15 minutos
en un bafo de agua hirviendo, se prepar6 una laminilla con medio para DNasa que
contiene colorante azul de toluidina (Sigma), con la punta de una pipeta Pasteur limpia y
estéril se hicieron orificios sobre el agar, se adicion6é una gota de cada uno de los cultivos,
se incub6 a 37 °C en cdmara humeda durante 24 horas, la aparicién de un halo de color
rosa extendido de por lo menos 1 mm alrededor de la perforacién se considerd prueba

positiva.

Apartir del crecimiento bacteriano de agar BHI se realizaron las pruebas de
precaracterizacion siguientes:
5.2.5 Tincion de Gram

De las colonias sospechosas aisladas en el medio, se realizd la identificacion de
morfologia microscopica por tincibn de Gram como lo describe (Harrigan y McCance,
1979), con el fin de identificar si las bacterias eran Gram positivas o0 Gram negativas.

De cada una de las colonias se tomé con una asa bacteriologica y se colocé en un
portaobjetos limpio con una gota de agua destilada, se mezclo y dejo secar a temperatura
ambiente, posteriormente se fijé con calor, se cubrid con colorante de violeta de Genciana
(Hycel) durante 1 min, se escurrio el colorante, y sin enjuagar se cubrié con solucion Gram
yodo (Hycel) durante 1 min se lavé con una mezcla de alcohol-acetona (Hycel) hasta
decolorar y se escurrid, posteriormente se cubrié con colorante de safranina (Hycel)

durante 1 min, se enjuagd con agua repetidas veces hasta que no se observaron restos de
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colorante y se dej0 secar a temperatura ambiente, la preparacion se observd en un

microscopio Optico marca Leitz con el objetivo 100X utilizando aceite de inmersion.

5.2.6 Prueba de la catalasa

Se realizd prueba de catalasa a temperatura ambiente con el método del
portaobjetos procedimiento (Harrigan y McCance, 1979); con la punta del asa
bacteriologica se tomoé del centro de una colonia pura de 18 a 24 horas y se coloco sobre
un portaobjetos de vidrio limpio, agregando una gota de H202 al 30%, la liberacién de gas
en forma de burbujas que se observa de manera inmediata se considera como una prueba

positiva.

5.2.7 Prueba de la oxidasa

La prueba de oxidasa (BBL Dry Slide) es un procedimiento cualitativo para
determinar la presencia o ausencia de la actividad de la citocromo C oxidasa en bacterias.
Esta actividad depende de la presencia de un sistema intracelular de citocromo oxidasa
qgue cataliza la oxidacion de citocromo C por el oxigeno molecular, que entonces actla
como el aceptor terminal de electrones del sistema de transporte de electrones del

organismo.

Los organismos que contienen citocromo C en la cadena respiratoria son oxidasa
positivos y cambian el color del reactivo a morado; los organismos que no contienen
citocromo C en la cadena respiratoria no producen la oxidacion del reactivo y no cambian

el color del reactivo dentro de los limites temporales de la prueba, siendo oxidasa negativa.

Se realizé la prueba de oxidasa (BBL Dry Slide) en un portaobjetos desechable que
tiene zonas de reaccion de papel filtro que contiene N,N,N’,N’-tetrametil-p-fenilenediamino
dihidrocloruro y acido ascorbico como agente reductor y estabilizante. De la colonia pura
antes mencionada se tomé una asada que se extendio en la zona de reaccion del BBL Dry
Slide sobre un circulo de 3-4 mm de didmetro, la ausencia de cambio de color se considera

como prueba negativa.
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5.3 Identificaciéon de microorganismos por el sistema Vitek®

Del cultivo puro de las cepas aisladas sospechosas de ser Staphylococcus (cocos
Gram-positivas, catalasa, coagulasa y termonucleasas positivas, citocromo oxidasa
negativas) se caracterizaron a nivel de especie en el equipo sistema Vitek®
semiautomatizado con una tarjeta Vitek® GPI (1305 bioMérieux® S.A., F), tarjeta
recomendada para bacterias Gram positivas, en las cuales se incluyen ciertas pruebas
bioquimicas para su identificacion como son; BAC, Bacitracina; OPT, Optoquina; HCS,
Hemicelulosa; 6NC, Cloruro de sodio al 6%; 10B, 10% Bilis; 40B, 40% Bilis; ESC, Esculina;
ARG, Arginina; URE, Urea; TZR, Rojo de tetrazolium; NOV, Novobiocina; DEX, Dextrosa;
LAC, Lactosa; MAN, Manitol; RAF, Rafinosa; SAL, Salicina; SOR, Sorbitol; SUC, Sacarosa;
TRE, Trehalosa; ARA, Arabinosa; PYR, Piruvato; PUL, Pullulan; INU, Inulina; MEL,
Melibiosa; MLZ, Melezitosa; CEL, Celobiosa; RIB, Ribosa; XYL, Xilosa.

El informe de resultados que el equipo realiza sobre las pruebas bioquimicas,
incluye un porcentaje de proximidad con las especies mas cercanas, en el caso de que la
identificacion no haya sido posible, puede recomendar la realizaciébn de alguna prueba

adicional.

5.4 Deteccion de toxinas estafilococicas
La presencia de enterotoxinas en los alimentos se determind mediante técnicas

inmunoldgicas y técnicas moleculares.

5.4.1 Técnicas inmunoldgicas

Las técnicas inmunoldgicas mas utilizadas para la deteccion de presencia de
enterotoxinas producidas por S. aureus son las técnicas ELISA y la técnica de aglutinacion
con particulas de latex, que es capaz de detectar 0.1-10 ng de enterotoxina en 1 ml de
extracto del alimento (ICMSF, 1998). Aunque la prueba de ELISA es mas sensible que la

prueba con particulas latex son de ejecucion menos facil.
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Se realiz6 un estudio de inmunoensayo visual de enterotoxina estafiloc6cica de
acuerdo a la NOM-184-SSA1-2002 por el método de ELISA (Tecra®) y se llevé acabo de

acuerdo al siguiente diagrama de flujo (Figura 1).

Los resultados pueden leerse visualmente usando la Tarjeta de Colores provista (Anexo) o
un lector de placas.

10g de muestra + 20ml de regulador Tris o0 agua, mezclar

l
Ajustar el pH a 4 (HCI 10M) centrifugar 10min a 3000-5000rpm
!
Filtrar el sobrenadante y ajustar el pH 7-8 (NaOH 1M)
1
50ul del aditivo de la muestra (10) + 1ml del eluido
!
Determinar la presencia de peréxidasa—100ul extracto + 100ul substrato (6)
1
Prelavado: llenar los pozos con solucién de lavado, incubar 10min/t amb.
!

Pasar alicuotas de 200ul de controles +/- y muestra dentro de los pozos individuales y

cubrir con parafilm, incubar 2h a 35-37°C

1
Primer lavado: 4 veces con solucion de lavado
!
Adicion del conjugado (4): agregar a cada pozo 200ul, incubar 1h/t amb.
1
Segundo lavado: 5 veces con solucion de lavado
!
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Adicién del sustrato (6): agregar a cada pozo 200pl, incubar 30min/t amb

l

Agregar a cada pozo 20pul de solucion stop (8)

l

Interpretacion de resultados visual (lector de ELISA) o espectrofotometro 405nm.

Figura 1. Diagrama de flujo para deteccion de presencia de enterotoxina “A” de S. aureus
por la técnica ELISA.
5.4.2 Técnicas moleculares

Una de las técnicas moleculares para la deteccion de las enterotoxinas producidas
por S. aureus es la utilizacion de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). La cual
fue utilizada para detectar el gen sea que codifica la producciéon de enterotoxina “A”, esta
ha sido descrita por diversos autores (Betley y Mekalanos, 1988; Bohach y Schlievert,
1987; Bayles y landolo, 1989; Couch et al., 1988; Munson et al., 1998; Ren et al., 1994;
Zhang et al., 1998).

Presencia de enterotoxina “A” por la tecnica de PCR
La extraccion ADN se realiz6 a partir del crecimiento bacteriano en agar BHI
siguiendo las recomendaciones de Hoffman y Winston (1987), la preparacion, condiciones

y visualizacion de los fragmentos de ADN para la PCR se muestran en la figura 2.

La Cepa de trabajo utilizada fue: del género Staphylococcus especie aureus
ATCC 25923
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En tubo eppendorf agregar crecimiento bacteriano

!

Afadir 0.2ml *solucién de extraccion + 0.2ml de fenol-cloroformo 1:1 y Homogeneizar en vortex por

2min
!
Centrifugar a 5000rpm por 5min a 15°C, el sobrenadante a otro tubo eppendorf
1
Afadir 20pL de acetato de sodio + 600uL de etanol absoluto a -20°C, mezclar en vortex

!

Centrifugar 10min a 12000rpm, decantar el sobrenadante
!

Afiadir 500uL de etanol al 70%, mezclar en el vortex
!
Decantar y centrifugar por 2min, retirar los residuos de etanol

!

Resuspender el ADN con 50uL de agua destilada
!

(2uL de ADN (25 ng) + 10pL master mix + **2uL de primers + 6L de agua) reaccion total de 20puL

!

Proceso inicial de desnaturalizacion a 94°C/2 min, 30 ciclos de amplificacién del ADN,

siguiendo las etapas: desnaturalizacion 94°C/30seg, alineacion 48°C/30seg y extensién a 72°C/7min.

l

Gel de agarosa al 1.5% con UltraPure™1X TAE Buffer
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l

En cada pozo 6L de muestra + 4uL de colorante de blue/orange 6X loading Dye

l

En una camara para electroforesis acoplada a una fuente de poder 10min a 25V y 40min a 50V.

l

Fragmento aproximado de 470pb

Figura 2. Diagrama de flujo para deteccion de presencia de la enterotoxina “A” por la técnica PCR.
* (NaCl 100mM, EDTA 1mM, Tris 10mM pH 8.0, SDS 1%, Triton 2%)
*»* SEAF 5(TAA GGG AGG TGG ATA TAA TGA GTT)3, SEAR 3 (AGG GCA ATG AAT AAA AGT AAT

GTA A)5’ que se encuentran en el gen SEA que codifica la produccion de enterotoxina “A”.
6. RESULTADOS Y DISCUSION

El Staphylococcus aureus esta relacionado en intoxicacion alimentaria por su
habilidad de producir gran variedad de toxinas extracelulares Borges et al., (2008). Dinges
et al., (2000) mencionan que las exotoxinas de S. aureus cuando son ingeridas con el
alimento pueden provocar nauseas, vOmitos y calambres abdominales en
aproximadamente 4 horas después de la ingestion de los alimentos. Considerando que las
enterotoxinas estafilocdcicas son importantes por ser los principales agentes de
intoxicacion de origen bacteriana para el hombre por lo que su deteccion es esencial para
un diagnostico preciso y vigilancia de los alimentos Fueyo, (2005).

6.1 Recuentos de muestras analizadas en diferentes jurisdicciones sanitarias del

Estado de Hidalgo.

En la tabla 4, se indica la procedencia de cada una de las diferentes muestras
analizadas, asi como el promedio de unidades formadoras de colonias de S. aureus

obtenidas de agar Baird Parker.

De los quesos aislados de las diversas jurisdicciones antes mencionadas se
obtuvieron cultivos positivos en casi todas las jurisdicciones con excepcién de Meztitlan,

Apan y Tepehua, las jurisdicciones con mayor frecuencia relativa de aislamientos que
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alcanzo6 hasta un 50% fue Huejutla, en donde se obtuvé un aislamiento promedio de 6.28
ufc/g de queso analizado, esta alta incidencia podria ser debido a que generalmente no se
emplean buenas practicas de fabricacion y en esta zona las condiciones medio
ambientales se caracterizan por temperaturas altas lo cual favorece el crecimiento de este
microorganismo Yy la produccion de enterotoxinas. Diaz y Gonzalez, (2001) mencionan que
en Venezuela, el queso blanco fresco es uno de los alimentos de mayor consumo,
encontrandose una cantidad importante del producto comercializado en el mercado,
procedente de pequefios productores, quienes sin preparacion técnica alguna, se
aventuran a realizar esta actividad, es probable que estas condiciones imperen en la
jurisdiccion sanitaria de Huejutla. Entre los errores que se cometen, destacan el empleo de
materia prima inadecuada y sin ningan tratamiento de higienizacién, condiciones sanitarias
inapropiadas durante el proceso, deficiente refrigeracibn en el producto terminado, y
ausencia de un empaque acorde. Simedo do Carmo et al., (2002) mencionan que en Minas
Gerais, Brasil, el analisis de quesos y leche no pasteurizada en un brote de S. aureus
mostré que estaba presente en 2.4x10% — >2.0x10% ufc/g y ademds producian
enterotoxinas. Parrilla et al., (1993) mencionan que en México se ha reportado como
agente causal al S. aureus en el 45% de los brotes lo cual ocasion6 792 casos y 5
defunciones. Los alimentos que actuaron como vehiculo fueron basicamente productos
lacteos (11 quesos, 4 leche). El tipo de toxina que se encontrd frecuentemente fue la "A"
(38.5%). En el 35% de los incidentes no se identificé la toxina. Marquez y Garcia, (2007)
sefialan que el 48% de las muestras en quesos telita elaborados en los estados
venezolanos Aragua y Miranda presentaron niveles mayores a 10° ufc/g de S. aureus. Asi
mismo, los mas altos niveles (> 107 ufc/g) se encontraron en 44 y 64% de las muestras
provenientes de los estados Bolivar y Guarico, respectivamente. Lo cual pudo deberse
posiblemente a una mala manipulacion, este tipo de queso fresco es considerado como un
producto de riesgo alimentario debido a sus caracteristicas intrinsecas, asi como también,
a que se elabora sin ningun tratamiento térmico previo, lo que facilita el crecimiento de
microorganismos patdogenos como el S. aureus a niveles que permiten la formacion de

enterotoxinas.
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Tabla 4.- Recuentos de S. aureus en diversos quesos elaborados en diferentes

jurisdicciones sanitarias en el Estado de Hidalgo.

Frecuencia relativa

No. de
Jurisdiccibn  muestras <100 Recuento de muestras
Sanitaria  analizadas ufc/g >100 ufc/g positivas log ufc/g
Pachuca 26 84.61 15.38 4.00
Tulancingo 36 83.33 16.66 5.578
Tula 7 71.42 28.57 4.301
Huichapan 24 95.83 4.16 5.041
Zimapan 7 85.71 14.28 5.913
Ixmiquilpan 9 77.77 22.22 5.847
Actopan 6 66.66 33.33 4.115
Meztitlan 3 100 0
Molango 6 50 50 4.884
Huejutla 24 45.83 54.16 6.278
Apan 2 100 0
Tizayuca 3 66.66 33.33 4.041
Tepehua 4 100 0
Otro 2 50 50
Total 159
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30.81 %

“Presencia
& Ausencia

Figura 3. Prevalencia de S. aureus en quesos frescos en el Estado de Hidalgo.

En la figura 3 se muestra el porcentaje de aislamiento de S. aureus en quesos
frescos provenientes de diversas jurisdicciones sanitarias en el Estado de Hidalgo. El
30.81% de las muestras analizadas fueron positivas a este microorganismo. Borbolla et al.,
(2004) reportan una prevalencia en el Estado de Tabasco para esta bacteria del 11% en
alimentos para consumo humano, de las cuales 27 muestras fueron de diferentes tipos de
gueso. Vanegas et al., (2008) encontraron que las 13 muestras de quesos distribuidos en
tiendas, plazas de mercado y ventas callejeras todas presentaron S. aureus coagulasa
positivo y enterotoxigénicas debido a que se encontrd la presencia del gen que codifica
para la enterotoxina “A”. Vasek et al., (2004) mencionan que Estafilococos coagulasa
positiva se presentaron en el 37% de los quesos, y solamente en el 8%, los niveles fueron
preocupantes (>10° ufc/g). Sin embargo, por el amplio rango de hallazgo (102-10° ufc/g), su
origen tanto humano como animal (por ubres enfermas con mastitis subclinica) y su
persistencia en quesos (Psoni et al., 2003) no deberia descartarse una concientizacion de
los manipuladores durante la elaboracion del producto. Lujan et al., (2006) mencionan que
de las 30 muestras analizadas en tres distritos de Lima-Peru, 24 (80%) presentaban
conteos de S. aureus por encima de 102 ufc/g limite maximo establecido por la Norma
Técnica Peruana (NTP) 202.087 para el queso fresco producido de manera artesanal se
observo que el 53.3% de las muestras presentaba un valor 2 10° ufc/g, asi mismo el valor
promedio de la carga bacteriana hallado fue de 3.5x10° ufc/g. La NTP establece requisitos
microbiol6gicos no mayores de 10 a 10?2 ufc/g para S. aureus. Esto indica el alto grado de
contaminacion alcanzado por este alimento proveniente del contacto con la piel, boca y

fosas nasales de quienes manipularon el alimento.
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6.2 Recuentos de diferentes tipos de quesos frescos elaborados en el Estado de
Hidalgo.

En este estudio, los quesos analizados son alimentos de amplio consumo en la
poblacién, que debido a la riqueza de sus nutrientes y consumo rapido se contaminan
facilmente con S. aureus generalmente debida a portadores durante el procesamiento o
manipulacion (Park et al., 1994).

En la tabla 5, se muestra la distribucion de aislamientos y cuentas de (ufc/g) de S.
aureus por tipos de queso. De estos resultados queda claro que el queso tipo fresco tiene
mayor promedio de recuento positivos (ufc/g) a S. aureus esto nos indica que la mayoria
de las industrias no pasteurizan la leche para la elaboracién del queso, practica que de

acuerdo con la NOM-121-1994 deberia ser llevada a cabo.

Tabla 5.- Recuentos de Staphylococcus aureus en diferentes tipos de queso

elaborados en el estado de Hidalgo.

Recuento de

Tipo de queso  No. de muestra Frecuencia relativa muestras positivas
<100 ufc/g >100 ufc/g (ufc/g)
aro 8 50 50 1395000
artesanal 1 100 0 0
asadero 1 100 0 0
botanero 3 100 0 0
canasto 26 92.3 7.69 220500
de cabra 12 91.66 8.33 110000
de vaca 1 100 0 0
doble crema 3 100 0 0
fresco 28 57.14 42.85 1578500
manchego 5 100 0 0
Oaxaca 55 70.9 29.09 283604.37
panela 12 91.66 8.33 11000
ranchero 3 100 0 0
sierra 1 100 0 0
Total 159
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La NOM-115-SSA1-1994. Método para la determinacion de Staphylococcus aureus
en alimentos, establece que los valores por arriba de 100 ufc/g se convierten en un riesgo
para la salud de los consumidores, por lo que los quesos analizados mencionados en la
tabla anterior frescos (1 600 000 ufc/g) y aro (50% aislamientos) se encuentran fuera de
norma. Por su parte, Araya et al., (2008) mencionan que en una evaluacion bacteriolégica
en queso de cabra distribuidos en el Area Metropolitana de San José, Costa Rica, el
recuento de S. aureus, 3 (20%) de las muestras presentaron valores superiores a los
permitidos por la norma, no obstante, estos valores no llegan al limite inferior necesario
para la produccion de enterotoxina. Diaz y Gonzalez, (2001) mencionan que en la
determinacién de S. aureus detectaron en 50 (69.44%) de las 72 muestras estudiadas, con
un promedio de 1.5x10° ufc/g y un rango de < 100 a 5.0x10° ufc/g. El 41.67 % estuvo por
encima de 10° y el 8.34% sobre 10°. Lo cual indica cargas de S. aureus, entre 100 000 y
por encima de 1 000 000 ufc/g (8.34%), representan un peligro inminente para los
consumidores, por tener mayor posibilidad de contener enterotoxinas, pues se ha
corroborado que los alimentos implicados en intoxicaciones, contienen poblaciones
elevadas del microorganismo. Delgado y Torres, (2003) mencionan que se analizd la carga
microbiana en quesos frescos artesanales comercializados en Lima Perd, lo cual los
resultados obtenidos del porcentaje de muestras que no cumplian con la norma, 53.4%
tenian recuentos superiores a 10° ufc/g, lo que evidencian que los quesos comercializados
en los mercados estudiados presentan condiciones higiénicas deficientes y no cumplen lo
establecido en las normas y regulaciones sanitarias y esto podria implicar la posible
presencia de enterotoxinas estafilocécicas capaces de provocar intoxicaciones

alimentarias.
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6.3 Pre-caracterizacion de bacterias aisladas en Baird Parker a partir de quesos
frescos.

En la tabla 6, se pueden observar los resultados obtenidos para las pruebas
preliminares de diferenciacion de las bacterias aisladas en Baird Parker a partir de
diferentes tipos de quesos frescos elaborados en el Estado de Hidalgo.

Se aislaron un total de 150 cepas de las cuales el 91%, 40%, 100%, 34%, 34%
fueron cocos Gram positivas, catalasa positiva, oxidasa negativa, coagulasa Yy
termonucleasa positiva respectivamente, por lo que sélo 60 de 150 cepas aisladas fueron
sospechosas de ser S. aureus (bacteria cocos Gram positivos, catalasa positiva, oxidasa
negativa, coagulasa y termonucleasa positiva), de estos aislamientos preliminares tenemos
un 40% de cepas que posiblemente sean S. aureus de acuerdo a la descripcién de Mac
FADDIN, etc.

Tabla 6.- Pre-caracterizacion de bacterias aisladas en Baird Parker a partir de diversos
quesos

Frecuencias

Gram + cocos 136/150

Catalasa + 60/150

Oxidasa - 150/150

Coagulasa + 51/150

Termonucleasa + 51/150

Gram + cocos / Catasa + / Oxidasa - / Coagulasa +/ Termonucleasa + 50/150

Estas bacterias fueron utilizadas para las pruebas de identificacion y especie,
aproximadamente el 33% de las cepas estudiadas correspondieron a las caracteristicas
tipicas de Staphylococcus aureus cocos Gram positivos, catalasa positiva, oxidasa
negativa, coagulasa y termonucleasa positiva. Buchanan y Gibbons, (1974) menciona que
el S. aureus tiene un diametro de 0.8 a 1 micrOmetro, aparece agrupado en racimos
irregulares y a veces en pares o de uno en uno. Es una bacteria Gram positiva, excepto en

cultivos de mas de 48 horas, donde pueden aparecer cocos Gram negativos. Es inmévil.
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No produce esporas y a veces algunas cepas producen capsula. EI manual de
bacteriologia sistematica de Bergey's menciona que el género de Staphylococcus se
subdividen en mas de 23 especies y subespecies. Muchos de estos contaminan a los
alimentos. Dentro de estas especies de Staphylococcus se pueden aislar coagulasa
positiva y coagulasa negativa (enzima la cual se asocia con la produccion de la toxina), son
cocos Gram positivos, aislados en pares, o en racimos de uvas de tamafo variable.
Catalasa positiva, oxidasa negativa, no forman esporas, son aerobios a anaerobios

facultativos, no poseen capsula, e inmoviles.
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6.4 Identificacion de Staphylococcus aureus por el sistema Vitek®.

En la tabla 7 se incluyen las pruebas de precaracterizacion requeridas antes de
analizar las cepas por el sistema (morfologia, catalasa, oxidasa asi como la prueba
especifica importante para identificacion de S. aureus; como es coagulasa), los resultados
de identificacion, % de especie, bionumero, y una prueba también importante como es la

fermentacion del azGcar manitol.

Tabla 7. Pruebas complementarias para identificacion, porcentaje, e identificacion de

género y especie de Staphylococcus por medio del sistema vitek®.

cocos % de
Especie Gram Catalasa Oxidasa Coagulasa Manitol especies BionUmero
S. cohnii Positivos  Positiva Negativa Negativa Negativo 1.66 57123020040

S. aureus Positivos Positiva Negativa Positiva Positivo 81.66 77017030041
S. warneri Positivos  Positiva Negativa Negativa Negativo 6.66 76731034040
S. simulans Positivos  Positiva Negativa Negativa  Positivo 3.33 77537030040
S.haemolitycus Positivos Positiva Negativa Negativa  Positivo 1.66 76525020040
ND Negativos Positiva Negativa Negativa Negativo 5
ATCC 25923 Positivos Positiva Negativa  Positiva  Positivo - 76135011041

Pruebas recomendadas por el proveedor para completar la identificacion del sistema vitek®:
Probabilidad normalizada en porcentaje de la fiabilidad de identificacion proporcionada por el sistema vitek®.
ND: No determinado (No identificado por el sistema vitek®).

Los staphylococcus deben ser diferenciados inicialmente por su morfologia colonial
(en este estudio el 95% de las cepas aisladas mostraron cocos Gram positivos, solo 3
cepas presentaron cocos Gram negativos la cual, no fueron identificados por el sistema
vitek®), produccién de diversas enzimas (catalasa +, oxidasa -, coagulasa +, en este caso
las diferentes especies aisladas corresponden con las caracteristicas mencionadas por la
literatura, cabe mencionar que al S. aureus lo Unico que lo diferencia con otras especies es
la coagulasa positiva), resistencia a ciertos antibioticos y la presencia de rutas metabdlicas
para la utilizacion de ciertos carbohidratos (manitol, existen especies en las cuales el 11 al
89% de las cepas dan reaccidon positiva como son; S. aureus, S. simulans y S.

haemolitycus, el S. cohnii y S. warneri su reaccion es variable) (Rojas, 2007).
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Tabla 8. Perfiles bioguimicos de presuntas bacterias de Staphylococcus aureus

identificadas por el Sistema Vitek®

ATCC
S.aureus S.warneri S.simulans S. haemolitycus S.cohni ND 25923
PB + + + + + + +
BAC + + + + - + +
OPT + + + + + + +
HCS + - + - + + -
6NC + + + + + + +
10B + + + + + + +
40B - + + + + + +
ESC - + - - - + -
ARG - + + + - + -
URE + + + - - - +
TZR - + + + + + +
NOV - - - - - - -
DEX + + + + + + +
LAC + - + - + + -
MAN + - + + - + +
RAF - - - - - - -
SAL - - - - - + -
SOR - - - - - + -
SuC + + + - - + +
TRE + + + + + + -
ARA - - - - - - -
PYR - - - - - + +
PUL - - - - - - -
INU - + - - - - -
MEL - - - - - - -
MLZ - - - - - - -
CEL - - - - - + -
RIB - - - - - + -
XYL - - - - - - -
CAT + + + + + + +
BH/CO + - - - - + +

PB, Base de peptona; BAC, Bacitracina; OPT, Optoquina; HCS, Hemicelulosa; 6NC, Cloruro de sodio al 6%;
10B, 10% Bilis; 40B, 40% Bilis; ESC, Esculina; ARG, Arginina; URE, Urea; TZR, Rojo de tetrazolium; NOV,
Novobiocina; DEX, Dextrosa; LAC, Lactosa; MAN, Manitol; RAF, Rafinosa; SAL, Salicina; SOR, Sorbitol; SUC,
Sacarosa; TRE, Trehalosa; ARA, Arabinosa; PYR, Piruvato; PUL, Pullulan; INU, Inulina; MEL, Melibiosa; MLZ,
Melezitosa; CEL, Celobiosa; RIB, Ribosa; XYL, Xilosa; CAT, Catalasa; BH/CO, Coagulasa.

(+) Presencia de actividad o crecimiento  (-) Ausencia de actividad o crecimiento
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6.5 Determinacion de enterotoxina estafilocécica por el método de ELISA.

Los resultados obtenidos de las cepas analizadas para identificacion de enterotoxina
estafilococica por este método de ELISA (NOM-184-SSA1-2002) fuerén NEGATIVOS, lo
cual nos indica que no esta presente esta enterotoxina. La cantidad de toxinas que puede
estar presente en un alimento puede ser minima (50 ng de alimento). No obstante en los
alimentos que provocan brotes de intoxicacion alimentaria, la presencia de éstas oscila
entre 1 y 5 mg/g de alimento Tranter y Rossalyn, (1990). La deteccion de la toxina por el
método inmunoenzimatico (ELISA), el cual detecta iguales concentraciones con similar
consumo de tiempo que el RIA, es el mas factible en muchos laboratorios por la
multiplicidad de determinaciones que pueden realizarse, aunque en ocasiones presenta
algunos inconvenientes en lo referente a los componentes de algunos alimentos (rdbanos y
vegetales escabechados contienen altos niveles de actividad peroxidasa residual), que en
ocasiones interfieren y producen pérdidas en lo concerniente a la especificidad y la
sensibilidad Bécquer et al., (1996).
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6.6 Determinacion de enterotoxina estafilocécica por PCR.

En la figura 4 se muestra el marcador de peso molecular y una muestra control
(ATCC 25923) positiva al gen de la enterotoxina “A” (470 pb).
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Figura 4. Gel de agarosa donde se muestra el marcador de peso molecular y un testigo

positivo al gen de la enterotoxina “A” con un amplificado de 470 pb.

Todas las cepas caracterizadas de S. aureus no presentaron amplificacién, se puede
decir que corresponden a cepas no enterotoxigénicas o pueden corresponder a otras
enterotoxinas con genes distintos para los que no se utilizé los primers correspondientes,
tal como lo reportan algunos estudios, de aislamientos realizados en alimentos, existen
cepas de S. aureus que poseen genes que codifican nuevas enterotoxinas Bécker et al.,
(1998); Blaiotta et al., (2004); Kwon et al., (2004); Omoe et al., (2002); Poli et al., (2007).
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La investigacion de Bania, (2006) estudio el genoma de los S. aureus, ha permitido la
identificacion de nuevos genes que codifican enterotoxinas como superantigenos (SEIs)
algunas de estas se consideran implicadas en intoxicacion alimentaria estafilococica,
reportando que de 50 cepas de S. aureus analizadas, 27 mostraron ser enterotoxigénicas,
de las cuales solo 9 presentan los genes para enterotoxinas comunes (SEA-SEE) y 18
cepas son SEA-SEE negativas; por tanto detectd la presencia de nuevos genes
productores de enterotoxina, se demostro asi mismo que el gen que codifica la
enterotoxina H (SEIH) fue el mas frecuentemente detectado (n=14), mientras que genes
qgue codifican SEIl junto con SEIG fueron detectados en tres cepas. Asi también Poli et al.,
(2007) reporta que en cepas de S. aureus aislados de quesos los genes de enterotoxinas
mas predominantes fueron los genes SER, SED, SEG, y SEM. Estos resultados al igual
qgue el de este estudio apoyan la necesidad de trabajos adicionales sobre la deteccidén de
nuevos genes enterotoxigénicos y su papel en la intoxicacion alimentaria o en su defecto

controlar su presencia en S. aureus aislados de alimentos.

SegUn estudios niveles de contaminacién superiores a 10° ufc/g pueden favorecer la
produccion de enterotoxinas estafilococicas en condiciones ambientales adecuadas tal
como lo reporta Bécquer et al., (1997); Filho y Filho, (2000); Martinez, (1991) quienes
mencionan que existe una relacion directa entre el numero de unidades formadoras de
colonia por gramo y la probabilidad de la presencia de alguna de las enterotoxinas de S.
aureus, asi también Dinges et al., (2000) refiere que algunas cepas de S. aureus cuando
estan presentes en cantidades elevadas en un alimento (>10° ufc/g) en condiciones
adecuadas de temperatura, pH, aw y oxigeno producen una 0 mas enterotoxinas
estafilococicas en los alimentos. En tanto que Borges et al., (2008) menciona que la
ocurrencia de enterotoxinas estafilococicas parece estar relacionada a la habilidad de las
cepas en producir enterotoxinas mas que al grado de contaminaciéon por S. aureus debido
a gue investigaciones evidenciaron la produccién de la enterotoxina por debajo de los 10°
ufc/g en quesos y lo contrario, recuentos mayores a 10° ufc/g no fueron detectadas

enterotoxinas.
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Segun Bécquer et al., (1997) la termonucleasa se puede detectar en alimentos que
contengan concentraciones de microorganismos en el orden de 10° ufc/g. Por tanto puede
ser alternativa adecuada la busqueda de termonucleasa (TNasa) en los alimentos ya que
sirve como un indicador de la presencia de la toxina a niveles elevados. En nuestro estudio
se detectd termonucleasa en el 34% de muestras de S. aureus analizadas pero ninguna de
ellas se encontro el gen de la enterotoxina “A”. Este resultado es comparable al de Suares
et al., (2008) quienes estudiaron la posible correlacion de la presencia del gen de
enterotoxina “A” con la produccidon de las enzimas coagulasa y termonucleasa
demostrando que no existe correlacion entre las tres variables, por tanto no es confiable
utilizar pruebas presuntivas o indirectas para determinar la enterotoxigenicidad en cepas

de S. aureus.
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7. CONCLUSIONES

e EI Staphylococcus aureus no es el unico indicador para una evaluacion higiénica de

los alimentos, ni tampoco es el Unico que puede ocasionar ETA’s.

e La jurisdiccion sanitaria con mayor presencia de Staphylococcus aureus fue Huejutla

con el 50% de aislamiento en los quesos muestreados.

e EI 81.66% de las cepas bacterianas aisladas de Staphylococcus fueron de la

especie S. aureus.

e Otras especies de Staphylococcus aisladas fueron S. warnery (6.66 %), S. simulans
(3.33 %), S. haemolitycus (1.66 %), S. cohnii (1.66 %) y No Determinado (5 %).

¢ No se identificé enterotoxina “A” por el método de ELISA en las cepas de S. aureus
aisladas de los quesos estudiados, sin embargo no se puede descartar la presencia
de otras enterotoxinas. Por medio de la técnica de PCR se confirmé que el gen que
codifica para la enterotoxina “A” no se encuentra en las cepas de Staphylococcus
aisladas.

e La informacion generada en este estudio puede ser util para los programas de
control de calidad, sistemas de analisis sanitarios y vigilancia epidemiologica para
aplicar medidas preventivas y oportunas que permitan el control y prevencion de

este microorganismo.
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8. GLOSARIO

Alimentos potencialmente peligrosos. Aquellos que en razén de su composicion o sus
caracteristicas fisicas, quimicas o0 biolégicas pueden favorecer el crecimiento de
microorganismos Yy la formacion de sus toxinas, por lo que representan un riesgo para la
salud humana. Requieren condiciones especiales de conservacion, almacenamiento,

transporte, preparacion y servicio; éstos son: productos de la pesca, lacteos, carne etc.

Baird Parker. Agar para el aislamiento y recuento de estafilococos coagulasa positivos en

los alimentos (Staphylococcus aureus).

Brote. Es una clasificacion usada en la epidemiologia para referirse a la aparicion

repentina de una enfermedad debida a una infeccion en un lugar especifico.

Catalasa. Enzima oxidante que descompone el agua oxigenada (peréxido de hidrogeno)

en agua y oxigeno atomico.

Coagulasa. Es un producto extracelular que cataliza la reaccion: Plasminégeno --->

Plasmina. Se estudia en tubo a 37°C con plasma de conejo con EDTA.

Cocos. Tipo morfologico de una bacteria con forma mas o menos esférica.

Entero-toxina. Son la causa del Sindrome de intoxicacion alimentaria, son proteinas
termoresistentes, y su produccion esta codificada en plasmidos, en el cromosoma o en
fagos temperados.

Estafilococos. Género de bacterias inmoviles, esféricas y Gram positivas.

Incidencia. Numero de casos nuevos de enfermedad o accidente que aparecen durante

un periodo, dividido entre la media de la poblacién durante ese periodo.

Inocuo. Aquello al que no hace o que no causa dafio.
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Intoxicacion Alimentaria. es la manifestacion clinica de toxicidad consecuente a la
exposicion a sustancias toxicas vehiculizadas por los alimentos tanto soélidos como
liquidos. Esta ocurre tras la ingestion de alimentos que estan contaminados con sustancias
organicas o inorganicas perjudiciales para el organismo, tales como: venenos, toxinas,

agentes bioldgicos patégenos, metales pesados, etc.

Mastitis. Infeccidbn aguda, sobreaguda o cronica de la ubre, motivada por la invasion
bacteriana de los conductos lacteos, ascendente a partir del pezén, de lo que resulta la

alteracion de la leche.

Microorganismo. Un microorganismo, también Illamado microbio u organismo

microscopico, es un ser vivo que soélo puede visualizarse con el microscopio.

Oxidasa. Es una enzima que cataliza una reaccion de oxidacion/reduccién empleando
oxigeno molecular (Oz2) como aceptor de electrones. En estas reacciones el oxigeno se

reduce a agua (H20) o a peroxido de hidrogeno (H202).

Pasteurizacion. Al tratamiento térmico al que se someten los productos, consistente en
una relacion de temperatura y tiempo que garantice la destruccion de organismos

patdgenos Yy la inactivacién de algunas enzimas de los alimentos.

Patégeno. Es aquel capaz de producir una enfermedad o dafio.

Queso. El producto fresco o madurado, sélido o semisoélido, obtenido de la leche, de la
leche total o parcialmente desnatada, de la nata, del suero de mantequilla o de una mezcla
de algunos o de todos estos productos, coagulados total o parcialmente por la accion del
cuajo u otros coagulantes apropiados, antes del desuerado o después de la eliminacion
parcial de la parte acuosa, con o sin hidrélisis previa de la lactosa, siempre que la relaciéon

entre la caseinay las proteinas séricas sea igual o superior a la de la leche.
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Termonucleasa. Es una exonucleasa que destruye el ADN, se caracteriza por producir

termonucleasa, o sea DNAsa termoestable.

Toxina. Sustancia elaborada por bacterias o microbios que actia como veneno en el

organismo.
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10. ANEXOS

e Medio de Baird-Parker

FORMULA

Ingredientes

Medio base

Solucioén de telurito de potasio
Emulsién de yema de huevo

Preparacion:

Cantidad
95.0 ml
1.0 ml
5.0 ml

Cuando el medio base esté a 45 °C, agregar los demas ingredientes y mezclar. Colocar de

15-20 ml del medio completo, enfriar y dejar solidificar. Las placas pueden almacenarse

por 48 horas a temperatura de 0-5 °C.

e Medio base de Baird-Parker

FORMULA
Ingredientes
Triptona

Extracto de levadura
Extracto de carne
Glicina

Cloruro de litio
Piruvato de sodio
Agar

Agua
Preparacion:

Cantidad
10.0¢g
1049
509
1209
500¢9
10.0¢g
20.0¢
1.01
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Disolver los ingredientes o el agar base en agua y calentar con agitacion constante y hervir
durante 1 min. Esterilizar a 121 °C £1 durante 15 min. Enfriar y mantener el medio a 45 °C.

e Solucién de telurito

FORMULA

Ingredientes Cantidad
Telurito de potasio 10g
Agua 100.0ml

Preparacion:
Disolver el telurito de potasio en agua y esterilizar. La solucidén puede ser almacenada por

varios meses a temperatura de 0-5°C.

e Emulsion de yema de huevo

Preparacion:

Lavar con agua y jabon los huevos frescos que sean necesarios y limpiarlos con una
solucion de tintura de yodo (solucion alcohdlica al 2%) o sumergirlos en solucién de cloruro
mercurico (1:1000).

Enjuagar con agua estéril y secar con gasa estéril.

En campana de flujo laminar o en condiciones asépticas, abrir los huevos y vaciarlos en un
separador de claras estéril.

Transferir las yemas a una probeta hasta un volumen de 60 ml y completar a 90 ml con
solucién salina isotonica.

Verter la emulsion a un matraz Erlenmeyer con perlas de vidrio estéril y agitar fuertemente
para formar la emulsion.

Filtrar a través de gasa.

Las placas deben utilizarse dentro de las 48 horas siguientes a su preparacion.
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e Solucién salinaisotdonica

FORMULA

Ingredientes Cantidad
Cloruro de sodio 0.85¢
Agua 100.0 ml

Preparacion:

Disolver el ingrediente en agua y esterilizar a 121 °C +1 durante 15 min.

e Caldo de infusion cerebro-corazén (BHI)

FORMULA

Ingredientes Cantidad
Infusion de cerebro de ternera 200.0 ml
Infusion de corazén de res 250.0 ml
Peptona de gelatina 10.0 ml
Cloruro de sodio 5.0 ml
Fosfato disodico dodecahidratado 2.5 ml
Glucosa 2.0 ml
Agua 101

Preparacion:
Disolver los ingredientes en agua y calentar ligeramente si es necesario. Distribuir y

esterilizar durante 15 min a 121 °C +1.
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e Agar DNA-Azul de toluidina.

FORMULA

Ingredientes Cantidad
DNA timo de ternera 0.03 g
Agar bacteriolégico 10g
Cloruro de calcio anhidro (0.01 M) 0.10 ml
Cloruro de sodio 109
Azul de toluidina (0.1 M) 0.3 ml
Tris (0.05 M, pH=9) 100.0 ml

Preparacion:

Disolver los ingredientes, excepto el azul de toluidina, agitando hasta completar la
disolucion del DNA y calentar a ebullicién.

Agregar el azul de toluidina una vez que estén disueltos todos los ingredientes y que haya
disminuido la temperatura, homogeneizar hasta la incorporacion completa del colorante.
Distribuir en frascos pequefios con tapon de hule. No es necesario esterilizar.

Tomar un porta objetos limpio y agregar 3 ml del medio fundido esparciéndolo por la
superficie. Cuando el agar solidifique, hacer orificios con la punta de una pipeta Pasteur.

Conservar en refrigeracion para evitar la deshidratacion.

e Solucién de cloruro de calcio anhidro 0.01 M
Cloruro de calcio PM =110.99

Disolver 0.1199 g de cloruro de calcio en 100 ml de agua.

e Solucion de azul de toluidina 0.1 M
Disolver 3.05 g de azul de toluidina en 100 ml de agua.
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e Solucion amortiguadora 0.05 M Tris-(Hidroximetil Amino Metano)
Disolver 6.055 g de Tris en 100 ml de agua, ajustar el pH=9; preparar al momento del uso.

e Tarjeta de colores para la interpretacion visual (lector de ELISA)
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Especificaciones del uso de tarjetas GPI

Basé de datos en el sistema vitek para bacterias Gram positivas.

UdU previsy

Fithd teuiiLd ur

Uso previsto

IMPORTANTE:

Para uso diagndstico in vitro

La tarjeta GPI (identificacion de gram positivos) VITEK esta disefada para
ser utilizada con el sistema VITEK para la identificacién automatizada
de estreptococos clinicamente significativos, estafilococos y un grupo

seleccionado de bacilos gram positivos.

El sistema identifica las siguientes bacterias:

Aerococcus spp.
Arcanobacterium haemolyticum
A. Actinomyces pyogenes
Corynebacterium xerosis y Especies de Corynebacterium
Enterococcus avium

E. casseliflavus

E. durans

E. faecalis

E. faecium

E. gallinarum

E. hirae

Erysipelothrix rhusiopathiae
Gemella morbillorum
Estreptococos grupo G

» Especies de Listeria
Staphylococcus aureus

« S. auricularis

« S. capitis

« S. cohnii

* S. epidermidis

« S. haemolyticus

S. hominis

S. hyicus

S. intermedius

S. lentus

S. saprophyticus

S. sciuri

S. simulans

S. warneri

S. xylosus

Streptococcus acidominimus
« S. agalactiae

* S. anginosus

* S. anginosus (Strep. milleri)
* S. bovis
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Uso previsto

IMPORTANTE:  Para uso diagndstico in vitro

La tarjeta GPI (identificacion de gram positivos) VITEK esté disefiada para
ser utilizada con el sistema VITEK para la identificacion automatizada

de estreplococos clinicamente significativos, estafilococos y un grupo
seleccionado de bacilos gram positivos.

El sistema identifica las siguientes bacterias:

= Aerococcus spp.
Arcanobacterium haemolyticum
A. Actinomyces pyogenes
Corynebacterium xerosis y Especies de Corynebacterium
Enterococcus avium

E. casseliflavus

E. durans

E. faecalis

E. faecium

E. gallinarum

E. hirae

Erysipelothrix rhusiopathiae
Gemella morbillorum
Estreptococos grupo G
Especies de Listerio

* Staphylococcus aureus

S. auricularis

S. capitis

S. cohnii

S. epidermidis

5. haemolyticus

S. hominis

S. hyicus

S. intermedius

S. lentus

S. saprophyticus

S. sciuri

S. simulans

S. warneri

* 5. xylosus

Streptococcus acidominimus
S. agalactiae

S. anginosus

* S.anginosus (Strep. milleri)
* S. bovis
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Boletin Técnico GPI Notas del informe de identificacion GPI

Tabla 16-1: Ejemplo de formula de biontimero GP

POCILLON® [ 1|2 3}4a|5[e6f7]|8] 90| 2fs]1a]15] 6] 17| 8] 19]20] 21]22] 23] 23] 25] 26] 27§ 28] 29] 30
TEST P|B(OJH|6|1}4|E|A*JA|U|[T|N|D|Lfm[R|S|s|[s|[Tfa[r[P|1[m|m|c|r[x}c|B
P s R|R Ala|A|A R E|LyE|[1]|Y
c|1]s|c|BfB|c|cC vix|c|nN Lir E Ljv zjL|B|L]T
v
TValm’de 1[2|14571(2(4)01(2| -§4| 125412412541 |284|1(244| 1284|124
K| test positivo
S
O| Reacciéonde | +| - |4} +|+|+f+]| - LR SRS B R I R T I R R N (RS A A [ S
F | a muestra
T
WVanrde 1/0(411|2|4}1|0 4|11(214|1|2)4|0(0f0|1|2)0|1|0}jo|O|0OjJO|O|0O}O]|1
A| muestra de
R| test
E
Bioniimero 5 g, 5 7 7 0 3 1 0 0 1
dela
muestra
* Control negativo de decarboxilasa
Notas del informe de identificacion GPI
El informe de identificacion GPI de vez en cuando se refiere a las Notas 1
a 12, explicadas en esta seccion.
La seccion Descripciones de los tests para Taxones GPI con GCMS, en este
capitulo, define los tests complementarios mencionados en esta seccidn.
Nota 1: Staphylococcus aureus
Ciertas cepas de Staphylococcus aureus producen resultados bioquimicos
similares a los producidos por S. intermedius en la tarjeta GPI. Utilizar los
siguientes tests para obtener una identificacion definitiva a nivel especie.
Manual de referencia de microbiologia VITEK 16-3

007171-14ES-A (REV 08/2003)
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Tabla 16-12: Pares de organismos GPI con GCMS

Organismo Test 1 Test 2 Test 3
NAG PYR
Staphylococcus capitis - -
» Staph.simulans + e
TRE MAN UREA
Staphylococcus capitis - & R
« Staph. warneri e E &
NOV PXB
Staphylococcus cohnii e =
« Staph. epidermidis - +
NOV PYR ARG
Staphylococcus cohnii + = S
« Staph. haemolyticus = & +
UREA NOV
Staphylococcus cohnii - 4
* Staph. hominis + s
SucC TUR
Staphylococcus cohnii - -
* Staph. saprophyticus + +
NO3 NOV suc
Staphylococcus cohnii - + -
» Staph. simulans + & r
PXB TRE PYR
Staphylococcus epidermidis + - -
* Staph. haemolyticus s + +
ANAGR | A-PHO
Staphylococcus epidermidis + +

» Staph. hominis - .

NOv NO3
Staphylococcus epidermidis - +
* Staph. saprophyticus + -
mur MAN
Staphylococcus epidermidis + 2
« Staph. simulans - +
PXB TRE
Staphylococcus epidermidis + -

* Staph. warneri % +




Boletin Técnico GPI Pares de organismos: Taxones GPl con GCMS

Tabla 16-12: Pares de organismos GPI con GCMS

Organismo Test 1 Test 2 Test 3
VP B-HEM
Staphylococcus aureus + +
« Staph. hyicus - -
VP ONPG
Staphylococcus aureus + -
= Staph. intermedius - +
MAN PYR
Staphylococcus auricularis . - +
» Staph. capitis + -
NOV
Staphylococcus auricularis -
« Staph. cohnii +
UREA
Staphylococcus auricularis -
« Staph. epidermidis +
VP B-HEM
Staphylococcus auricularis - -
« Staph. haemolyticus + +
UREA
Staphylococcus auricularis -
« Staph. hominis +
NOV TRE
Staphylococcus capitis = -
= Staph. cohnii + +
A-PHO PXB UREA
Staphylococcus capitis - - -
« Staph. epidermidis + + +
B-HEM MLT TRE
Staphylococcus capitis - - B
« Staph. haemolyticus + + +
UREA MAN
Staphylococcus capitis - +
« Staph. hominis + -
NOV TRE MANS
Staphylococcus capitis - - +
« Staph. saprophyticus + + -
Manual de referencia de microbiologia VITEK 16-11
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Boletin Técnico GPI

Pares de organismos: Taxones GPl con GCMS

Tabla 16-12: Pares de organismos GPl con GCMS

Organismo Test 1 Test 2 Test 3
UREA B-HEM
Staphylococcus haemolyticus - +
= Staph. hominis + -
NOV ARG UREA
Staphylococcus haemolyticus - + -
* Staph. saprophyticus + - +
UREA ONPG
Staphylococcus haemolyticus - =
« Staph. simulans + 4
UREA
Staphylococcus haemolyticus -
« Staph. warneri +
NOV
Staphylococcus hominis -
« Staph. saprophyticus +
ONPG MLT
Staphylococcus hominis - +
« Staph. simulans + -
ANA GR NAG
Staphylococcus hominis - +
= Staph. warneri + -
ONPG
Staphylococcus hyicus -
= Staph. intermedius +
NOV PYR
Staphylococcus saprophyticus + -
= Staph. simulans - +
NOV
Staphylococcus saprophyticus +
= Staph. warneri -
MAN XYL
Staphylococcus saprophyticus - -
» Staph. xylosus + +
NO3 VP
Staphylococcus simulans + =
= Staph. warneri - +
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