


244

RAPIDA DETECCION DE MULTIPL{CACIONES ESTAFILOCOCICAS EN
ALIMENTOS

R. Victor F. Lachica

Microbidlogn, Laboratorio Unifitado de Alimentos, OPS/OMS/INCAP /Gobierno de
Guatemala, Instituto de Nutricidn de Centro Ametica y Panamd, Guatemala, C. A.

Los métodos de deteccign de enterotoxinas estafilocsci-
cas no som prdcticos para exdmenes mtinarics de ali-
mentos, por lo que se ided un procedimiento de depuracidn
en que la nucleasa termoestable se wutiliza como indicio
de multiplicaciones estafilocscicas en alimentos. El uso
de un medio barato de agar, dcido deoxirribonucleico y
azul de toluidina, facilita la rdpida deteccion de la en-
zima en tres o cuatro horas, con minima manipulacion.
Los estudios indican en gran medida que la produccion
de termonucleasa es una propiedad carécteristica de casi
todas las cepas de S. aureus. La produccion de la enzima
en diversos alimentos estd estrechamente relacionada con
la multiplicacion de S. aureus y la produccidn de entero-
toxinas. La tolerancia de la enzima es comparable con la
de éstas, Entre las pocas muestras de alimentos comer
ciales analizadas hasta la fecha, las que dan resultados
positivos en cuanto a la presencia de enterotoxina también
contienen termonucleasa.

Introduccion

La intoxicaciédn por alimentos estafilocécicos es una enfermedad comGn
en el mundo entero y se produce cuando un Individuo propenso Ingiere entero-
toxinas elaboradas por  Staphylococcus aurcus. Los sTntomas varfan, siendo
los més comunes el vémito y la diarrea que sobrevienen en el término de 2 a
6 horas después y, por regla general, la enfermedad dura de unas pocas horas
a un dfa,

Segln estudios realizados en Estados Unidos, alrededor de la mitad de la
poblacién tiene bacterias de S. aurcus en la nariz y en la piel. Es préctica-
mente imposible evitar la contaminacién de alimentos por este microorganismo,

El procedimiento ideal para diagnosticar la intoxicacién por alimentos
estafilocbclicos es el anélisis que permite detectar la presencia de enterotoxi=
na en el alimento sospechoso. Se ha logrado progresar mucho en los ensayos
serolégicos, siendo el método preferente el de Casman y Bennett (1). Como la
sensibilidad de las pruebas es relativamente baja, se requieren complicados
procedimientos de concentraclén y purificaclén. Para fines de control de ca-
lidad, el costo de la deteccién de enterotoxinas en alimentos es prohibitivo y
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el proceso requiere mucho tiempo,

Los laboratorios de control pueden determinar féciimente la pnesencm
de una posible colonia de S. aurews en productos alimenticios, Se requiere un
medio de multiplicacién que suprima la proliferacién de otros microorganismos
en alimentos, Se han determinado varios medios selectivos y de diagnéstico,
pero como &stos no suprimen el crecimiento de la totalidod de los microorga-
nismos que no son S. aureus, se efectian ademés diversas pruebas de diagnés=
tico, También es preclso confirmar los resultados mediante la prueba de coa-
gulasa a fin de obtener el diagnéstico completo de la presencia de S. aureus,

Las desventajas de este procedimiento son las siguientes: 1) requiere va
rios dfas para llevarlo a término; 2) la recuperacién de S. aurews en colonias
mixtas puede que no indique la verdadera poblacién méxima, y 3) en alimen-
tos calentados y/o fermentados, pueden persistir enterotoxinas preformadas,
decreclendo a su vez el S. aureus viable a niveles no detectables.

Entre las distintas caracterfsticas fislolégicas y de cultivo de los estafi~
lococos, ninguna ha resultado ser un indicio totalmente confiable de enferotq-
xigeneicidad, Con base en los estudios efectuados por Evans y colaboradores
(2), se acepta en general que la capacidad de producir enterotoxina se limita
al S. aurexs, aunque no todas las cepas la tienen,

Durante demasiado tiempo, la prueba de coagulasa en tubo ha sido el
Gnico criterio utilizado para identificar S. aurexs. Esta practica ha causado
cierta confusién cuando se aislaban o veces cepas cuyos resultados eran posi-
tvos en cuanto a la presencia de enterotoxina, pero negativos en cuanto a la
de coagulasa, la copacidad de mutacién observada en este microorganismo
Impulsé el estudio de otras propiedades,

Se analizan en este trabajo los estudios sobre la utilidad de la nucleasa
termoestable (o termonucleasa) como un indicador de la multiplicacién de S.
aureus en alimentos,

Termonucleasa: Propiedad Estable y Caracteristica de S. aurcus

SegGn hemos visto, la capacidad de prodycir termonucleasa es una pro-
piedad estable del S. aureus. Entre las 251 cepas productoras de enterotoxina
del Food Research Institute Culture Collection (Wisconsin), el 95% produjo
termonucleasa y el 93%, coagulasa (3). En otro estudio encontramos que la
totalidad de los 1,619 aislamientos cifnicos de S, aurews formaron termonu-
cleasa; tres fueron los resultados negativos en cuanto a la presencia de coa-
gulasa (4), Las observaciones de Jasper (5) con aislados de S. aureus relacio-
nados con mastitis bovina corroboraron nuestras conclusiones,

Al parecer, la capacidad de elaborar termonucleasa es también propie~
dad caracterlstica del S. aurcus. Entre los 68 aislados lGcteos de S. cpidemuidis
que examinamos, el 50% produjo nucleasa termolébil; cinco de los 10 microco
cos también exhibieron nucleasa termolébil (6). Por otra parte, de los 1,781
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cocos gram positivos y catalasa positivas aislados de un hospital, 60 produjeron
nucleasas fermolébiles (4). Més de cien de las bactesigs aerébicas mesoftlicas
de distinto género qua depuromos para determinar cepas productoras de termo=
nucleasa de Streptococcus pyogenes, Serratia marcencens, Serratia liguifaciens

y 'Aeromonas hydrophila elaboraron de inmediato nucleasas detectables, pero
termosensibles {dafos Inéditos). Chesbro y Auborn (7) observaron que ninguna
de las 19 bacterias examlinadas por ellos produclan termonucleasas.

Metodologia

Chesbro y Auborn (7) fueron los primeros en sugerir la deteccién de la
termonucleasa en alimentos como indicador de una multiplicacién de S. aureus.
Estos investigadores emplean un método espectrofotométrico corriente que im-
plica laboriosas etapas de purificacién para reducir a un nivel bajo los oligo-
nucleStidos y nucleétidos circundantes que crecen naturalmente, Otros auto=
res han tratado de eliminar la ruriﬁcaclon previa requerida mediante el uso de
&cido deoxirribonucleico con 14C como sustrato de la enzima (8). El costo y
las precauciones especiales necesarias en el manejo,de majerlales radioactivos
anulan las ventajas del procedimiento,

Por nuestra parte, hemos establecido un método sencillo y barato que
consiste en colocar pequefias partfculas de alimento sélido precalentado bajo
vapor sobre una capa fina de un medio de detecciédn de nucleasa. Alternati=
vamente pueden recortarse pocillos de 2 mm sobre el medio, los que se llenan
de muestras de alimentos ITquidos precalentados en agua hirviendo, Las zonas
rosa que se forman alrededor de las partfculas de comida o de los pocillos des=-
pués de un perfodo de incubacién de 3 a 4 horas a 37°C indican actividad de

nucleasa.

Observamos que el método es lo suficientemente sensible para detectar
la presencla de nanogramos de termonucleasa en distintos alimentos sin extrac
cién, purificacién o concentracién previas (9). En ninguno de los alimentos
aparecié el halo de color rosa vivo sin el ogregado de termonucleasa estafilo-
cbcica, es decir, no hubo reacciones positivas falsas, La carne salada de vaca
y de cerdo que sustentaron una buena multiplicacién de la cepa 5-6, en todos
los casos dieron resultados positivos en cuanto a la presencia de termonuclea~-
sa y, en casi todos, en cuanto a la de lo enterotoxina B, Dos productos ali-
menticios {pollo y pavo), contaminados naturalmente con enterotoxing, revela=
ron presencia de termonucleasa, El medio de deteccién de nucleasa (0 TDA)
consiste fundamentalmente en una mezcla de ozul de toluidina (AT), &cido
deoxirribonucleico y agar en tampén Tris a pH9. Es estable ol esfuerzo flsico
y resistente a la descomposiciédn microblana (10),

Metacromasia
A diferencia de los colorantes monocromé&ticos, los metacrométicos, ta~=

les como el azul de toluidina no obedecen a la ley de Beer dado que su es=
pectro de absorcién varfa al cambliar la concentracién del colorante o en
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presencia de poltmeros aniénicos en solucién acuosa, La solucidn acuosa di-
luida de azul de toluidina tiene la méxima de absorcién de 612 nm, Michcelis
(11) explica que la presencia de un polianién como el agar hace que se poli-
merice el colorante, desplazando la mé&xima de absorcién @ 540 nm, punto en
que la mezcla es de color rosa vivo, Por otra parte, cuando a la solucién colo=
rante se agrega Gcido deoxirribonucleico (ADN) se produce un pequefio des-
plazamiento a una longitud de onda més alta que, a simple vista, parece azul.,
Observamos que ello ocurre tanto en presencia del &cido (ADN) como del
agar, El comportamiento de la toluiding azul en presencia del &cido (ADN)
puede ser andlogo al del complejo de acridina anaranjada y &cido deoxirribo=
nucleico, notificado por Lerman (12), en que el colorante se intercala entre
capas sucesivas de los pares bésicos. Los complejos de toluidina azul con agar
son aparentemente m&s débiles que con &cido nucleico y éste despaza la m&-
xima de abosrcién a una longitud de onda més elevada. Sélo cuando desapare
ce el &cldo ADN, tal como en el caso de la hidrélisls, es que el colorante ac-
tGa sobre el agar cambiando la coloracién a rosado (10),

Ensayo Cuantitativo

El medio de deteccién de nucleasa también sirve para el ensayo cuanti-
tativo de termonucleasa (13). La relacién de la concentracién diagramada de
nucleasa con la pigmentacién rosa alrededor de los pocillos es lineal, Puede
trazarse una curva esténdar utilizando diluciones dobles de nucleasa estafilo=
cbcica comercial, en serie,

Cords y Tatini (14) modificaron el procedimiento ogregéndole una fase
de extraccién que comprende lo siguiente: se afiade 40 ml de agua a 20 g de
muestra de alimento y se mezcla durante 3 minutos. Luego la suspensién se
centrifuga al frfo durante 30 minutos, El sobrenadante se trata con 0,05 volG-
menes de &cido tricloroacético 3 M frfo y se recentrifuga durante otros 30 mi-
nutos, El precipitado se ajusta a un pH de 8.5 con NaOH IN y se resuspende
en un volumen final de 2.0 ml en tampén Tris a pH 9,0. Esta solucién se co=
loca en agua hirviendo durante 15 minutos antes de efectuar el ensayo de ac-
tividad de nucleasa, Queda por determinar si esta etapa de extraccién es
necesaria,

Tolerancia a Condiciones Adversas (**Stress’’) de la Termonucleasa

Con el procedimiento de ensayo de nucleclsa comprobamos que la ter-
monucleasa tiene una elevada resistencia a "stresses" tales como calentamien
to y almacenamiento prolongados (15). Cords y Tatinl (14) observaron que la
enzima y la enterotoxina A podlan detectarse en queso Cheddar, afiejodo du-
rante 6 afios a 4.49C, De hecho, Tatini, et al. (16) determinaron que la termo
nucleasa es més resistente al calor que la erterotoxina ‘A,

Es concebible que las enzimas proteollticas bacterianas puedan inacti=-
var termonucleasa. La Figura 1 muestra que entre las siete cepas bacterianas
examinadas, la proliferacién de Bacillus subtillis y, en especial, Streptococcus
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faecalis var, liquefaciens Inactivé laenzima (15). En condiciones menos fa-
vorables de multiplicacién, por ejemplo, una temperaiyrq més baja de incuba
cién (25°C) o elevado contenido de sal (5% NaCl), el §. faecalis inactivé

menos la enzima (Fig. 2).
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FIGURA 1

Inactivacion de la nucleasa estafilocacica en cultivos de bacterias en creci-
miento La Pseudomonas fragi fie incubada a 259C a través del periodo de

observacion, mientras que todos los demds cultivos se incubaron a 37°C du
ranle las primeras 24 horas, seguidas de incubacion a 25°C de ahi en

adelante
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FIGURA 2

Efectos de la temperatura de incubacion y del contenido de NaCl en el caldo BHI sobre el crecimiento de Streptococcus faecalis
var. liquefaciens (linea sdlida) y la inactivacion de la termonucleasa estafilocdcica (linea quebrada) Simbolos: () 37°C,
0 5% NaCl, ([ ) 25°C, 0.5% NaCl; ( A)37°C, 50% NaCl; (@) 25°C, 5 0% NaCl
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Relacion entre el Crecimiento y la Produccion de Enterotoxina y Termonucleasa

Cords y Tatini (14) y Tdtinl y colaboradores (16) evaluaron hace poco la
relacién entre la multiplicaciér de S. aureus y la produccién simulténea de
termonucleasa y enterotoxina en ciertos alimentos, Como puede observarse en
la Figura 3, en productos lacteos se_ empezé a detectar termonucleasa cuando
la cepa 196 E alcanzé menos de 106/9. Por otra parte, la multiplicacién de=~
bla llegar a 5 x 106/g para detectar enterotoxina, No ocurrié ninguna pro=-
duccién de enterofoxina en el suero de queso, El Cuadro 1 indica una moda-
lidad an&loga exhibida por otras cuatro cepas en carnes: S. aurexs tiene ma=
yor capacidad de elaborar termonucleasa que enterotoxina,
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Tomado de: Tatini et al.(16).

FIGURA 3

Crecimiento de S. aurcus {196E) y produccion de la DNasa y enterotoxina en
leche, leche descremada, crema, y 'suero de queso



CUADRO 1

Crecimiento de S. aureus y produccién de enterotoxina y termonucleasa en carne de res molida y de salchicha de Bologna

incubadas™®
Cepa de Incubacién Cracioi Termonu-  Enterotoxina en
S. aureus Temperatura Tiempo Sustrato recimiento cleasa 100 g
(0°C) (dfas) (CFU/g**) (ug /20 g) (tipo)

237 A 10 9 Carne de res cruda 3.0 X 109 0 -

10 5 Carne de res cocida 5.0 X 106 0.87 -

10 7 Carne de res cocida 3.6 X 107 1.13 + (A,D)
418 10 9 Carne de res cruda 8.0 X 104 ND*** -

10 5 Carne de res cocida 1.6 X 106 1.27 -

10 7 Carne de res cocida 3.6 X 107 ND *** + (B,D)
Z 88 10 56 Salchicha de Bologna 1.9 X 108 36.0 + (A,D)
137 10 56 Salchicha de Bologna 7.5 X 107 0.7 + (C)
418 10 56 Salchicha de Bologna 2.0 X 108 28 + (8,D)
* Tomado de Tatini et al. (16).
bl S. aureus inicial para carne de res molida: 2.0 x 104/9 .

S. aureus inicial para salchicha de Bologna: 1.0 x 108/g .

ek No determinada.

174



CUADRO 2

Presencia de termonucleasa, enterotoxina y S. aureus en productos alimenticios preparados comercialmente®

] Termonucleasa Enterotoxina en
Fuent .
Tipo de producto uente S. aurews /g ( 4g/20 g) 100 g (tipo)
Salchicha de Génova Ap** ND*** 4.0 + (A)
Ag** ND 4.4 -
Ag** ND | 36.8 -
Ag** ND 2.0 + (A)
Mantequilla By ** 3.5 X 104 1.0 + (AY
Bo** << 100 1.0 + (A)
B3** << 100 2.0 + (A)
By** <<100 5.0 +(A)
Bg** <100 1.5 -
Leche descremada en polvo C ** 2.5 X 10° 36.0 + (A)
D 100 0.2 -
Leche malteada en polvo E ** 4.4 X103 47.0 + (F)
Queso Cheddar F ** ND 7.0 + (A)
G ND 0.6 + (D)
H-N 0.16 a 7.0 X 107 0.51-10.86 -

* Tomado de Cords y Tatini (14} y de Tatini et al. (16).
* De un lote involucrado en una intoxicacién estafilocécica por alimentos.
*hw ND = No determinado,

AT A
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En el Cuadro 2 se resumen los estudios de Cord y Tatini (14) y de Tatini
ct al. (16) sobre alimentos naturalmente contaminados, En todos los casos se
detect$ la presencia de termonucleasa en muestras de alimentos que contenfan
enterofoxina. Se determinb que las cepas que se multiplicaban en las muestras
de queso H a N eran S. aureus no enterotoxigenéticas, Esto explica por qué
los resultados fueron positivos para termonucleasa, y negativos para enteroto-
xina, La mantequilla, leche descremada en polvo y leche malteada en polvo
contenfan un nivel de S. aureus que no indicaba peligro potencial, pero todos
dieron resultados positivos en cuanto a la presencla de termonucleasa y, salvo
una muestra de mantequilla y leche desnatada en polvo, también para la ente-~
rotoxina. Es evidente que el procedimiento basado en enzimas es confiable
para detectar la multiplicacién de S. aureus y la prueba de depuracién para
determinar la posible presencia de enterotoxina en alimentos.

Conclusiones

Hemos examinado las observaciones que tndican la ventaja de aplicar el
procedimiento de deteccién de la termonucleasa en alimentos, como indiclo
de crecimiento de S. aureus. No obstante, cabe sefalar que hasta la fecha”
s6lo un reducido nGmero de investigadores lo ha analizado, Serfa de sumo in-
terés que otros evaluaran este método, sobre todo para determinar la necesidad
de inclulr en el proceso la etapa de extraccién aqul comentada.

Se discuten los aspectos poco précticos inherentes a los métodos de de-
teccibn de enterotoxinas estafilocécicas para el examen rutinario de alimen=
tos. Esta situacién ha impulsado el desarrollo de un procedimiento de tamiza-
je usando la nucleasa termoestable como indicador del crecimiento estafilocs-
cico en los alimentos, Se comenta el uso de un medio barato, el azul de to-
luidina~ADN-~agar que facllita la deteccién de la enzima en un término de
tres a cuatro horas y con un mfnimo de manipulacién, Los estudios a este res~
pecto, sefialan enf&ticamente que la produccién de la termonucleasa es una
propiedad Gnica compartida por casi todas las cepas de S, aureus.

Se ha logrado determinar que la produccién de la enzima en diferentes
alimentos est& estrechamente asociada con el crecimiento de S. aureus y con
la produccién de la enterotoxina, La folerancia de la enzlma a condiciones
adversas ("stress") es comparable a la de la enterotoxina, Entre unas pocas
muestras comerciales de alimentos examinadas hasta la fecha, 1as que son po-
sitivas para la enterotoxing, ha podido comprobarse que &stas contienen tam-
bién la termonucleasa.
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