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1, INTRODUCCION 

1,1 INTOXICAC!ON ESTAF!LOCOCICA. 

Este t100 de 1ntox1cac1on se encuentra entre las 

enfermedades de origen al imentar10 mas comunes en Me:aco y en el 

mundo; es causada por la ingest;iOn de alimentos que contienen 

toxinas prooucidaB por ciertas cepas de Staphylococcus <18). Sus 

sintomas son los caracteristicos de una intoxicación alimentaria 

gastrointestinal, se presentan en pocas horas, con durac ion 

relativamente corta y sin efectos secundarios posteriores. Debido 

a lo anterior, los med1cos son raramente consultaoos, lo que 

oc:as1ona que no existan cifras reales reportadas en relac:10n a SLt 

inc:1denc1a (37> (52). 

1.1.1 Ant•cedente• histOricos. 

El 1nteres en el estudio de las into::1caciones surgio a 

pr1nc1p1os del siglo pasado; sin embargo hasta 1880, Koch y 

F'asteur observaron al m1croorgan1smo causante. Ogston le otorgo 

el nombre de "Staphylococcus" deb1do a su agrupac:iOn g.emeJante a 

racimos de uvas. En 1884. Rosenbach obtuvo el primer cultivo pul"'o 

en medio solido. Owen en 1907, demostro que el or9an1smo 

impl icaao en este tipo de intoxicación al imentar1a era 

e9pecificamente el Staphyioc:occus aureus. Barber en 1914, fue el 

investigador que relacionó esta intoxicac1on con 

su9tanc1as e::ógenas producidas por el m1croorgan1smo. Este 

reporte no fue reconocido y durante muchos artes la enfermedad fue 

atr1bu1da a otros agentes microbianos. Hacia 1930. numerosos 

inve1it1gadores como Dack, estudiaron la enfermedad asociAndola 

di rectamente con s. aureus y sus to}: in as presentes en alimentos 
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qL.te son coriswn1dos despues de transc:L1rr1das varias horas de su 

preParacion. Desde 1948 hasta la fecha. se han realizado estudios 

par•a conocer de maner·a mas especifica las caracteristicas y 

comportam1ento de S. aureus y sus enteroto:(1naii. Entre los 

investigadores que mayor informac16n han reportado sobre este 

tema, se encuentran: Casman. Surgalla., Bennet y Bergdoll <37>. 

1.1.2 Naturaleza de la enfermedad. 

1.1.2.1 Síntomas.- Se presentan después de la ingest10n del 

alimento que contiene enterotox1na, en un periodo de 1ncubac10n 

que varia de 30 minutos a 8 horas. La naturale:a y 9t·ado de los 

sintomas se determinan cor la cantidad de toH1na consumida y la 

sensibilidad del individuo a la misma <22> (23). 

Los transtornos mas comunes son náuseas, vomito, calamares 

abdominales y diarrea. Aunque el vómito es el sintoma 

característico de esta intoxicac10n, se puede presentar en otras 

enfermedades de origen alimentario o no manifestarse en todos los 

casos de 2nto:1icac1ones estafilococicas. 

En los casos severos llegan a presentarse cefaleas, 

contracciones musculat·es, schock, anoreNia. c1anos1s. salivac1on. 

malestar general, nauseas. sudor. deshidratac1on, fiebre e 

hipotensión arterial. Esta última, en ocasiones persiste cor 

alc;¡Lmos dias provocando inc:apaci~ad en el enfermo para la 

realizaciOn de sus ac:t1.,11daces normales (12>. 

En la mayoria de los casos. la recuperac:.1on es 1·ap1da. de 

a J dias, por lo oue rara ~e= se aplica t1·atam1ento medico. La 

mortalidad es er~'tremadamente baja, se llega a presentar en 

personas débiles o lactantes por L.ln maneJo 1ncidecuado .J€: la 



intox1cac1ón <37). 

1.1.2.2 D1agnost1co. - F'ar-a ider.t1ficc·· como agente 

et1ológ1co al S.aL11"'eus en enfermedacie: Ge origen i:-l1mentar10. 

sobre todo cuando in~olucr·an a mas de una persone ccn si~tomas 

de 1nto:;1cac1on, como son 01arrea y vomito~ se requiere conocer 

los alimentos cqnsum1dos en forma previa a la man1festac1on de 

los sintomas .. De esta lista se descartan aquellos que por sus 

caracterist1cas no permiten el crec1m1ento del microorganismo, y 

de los restantes se eligen los comunmente involucrados en este 

tipo de enfer·medad. A los alimentos sospecnosos se les detecta la 

presenc1:- de S.a~; s1 e:dsten cuentas elevadas. :>e puede 

inferir que se trata de una intoxicación estafilocóc1ca. Existen 

prueba:. bt0Quim1~as como la coagulasa y termonucleasa, aue son 

au:üliares en la identificación de cepas enterotci:igenicas de 

este m1croorgan1smo. Aunque la prueba definitiva oara determinar 

la causa de la enfermedad es la identificación de la 

enterotouina. la. ma:1oria de las ocasiones no se -=uenta con el 

al1ment;:i soscechoso en cantidad adecuada. de apro}amadamente 100 

g, o los reactivos aorop1ados para la realización del análisis, 

por lo que el dictamen se hace en forma general con base en la 

presencia de cepas presuntivamente enterotoxigénicas (16>. 

1.1.2.3 Mecanismo de intox1cacion.- El modo de acción de las 

enteroto>: inas no está enteramente comprend1qo, pet"o los 

pr1nc:1pales sintomas suponen una acción sobre las visceras 

abdominales. Estos compuestos muestran gran afinidad por las 

caredes del estomago e intestinos, produciendo enterocolitis 

(bl). 
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1.1.2.4 Inmunidad.- La suceptibilidad 

estafiloc:Ocicas varia de un individuo a otr"o. Depende de diversos 

factores c:omo son l~ cantidad de enterotoKina consumida, 

distribLtcion de la misma en el alimento y e:-:pos1ciones anteriores 

a estas substancias. Debido a la durac1on de la enfermedad y a su 

frecuencia, no se adquiere 1nmun1dad. 

Se sabe Que la dosis minima de enteroto){ina necesaria par& 

prcduc 1 r" sin tomas 

(15) (52>. 

de 0.015 a 0.357 ~g por Kg de peso corporal 

1.1.3 Epidemiologia. 

1. 1. 3. 1 lnc1denc1a.- La recur•r•enc:1a de into::icac1ones 

estafilocOcicas de origen al1mentar·10, ha sido ampliamente 

estudiada en paises desarrollados como Estados Unidos, a 

diferencia de otros en que comunmente no se reportan o no se 

identifica el agente etiologico. En Mé>:ico. el Laboratorio 

Nacional de Salud Pública, realizo un estudio en el periodo 

comprend1do entre 198ü y 1989, con el fin de conocer los agentes 

involucrados m"s comunmente en brotes de toxinfecciones 

alimentarias de origen microbiano y parasitario. Se realizo la 

rev1sion de su inc1denc1a. estudiando 79 brotes. de los cuales se 

confirmaron 58 <73:~>. Estos se presentaron en reuniones <24.1~~>, 

escuelas o guarderías ~ 10.3%), restaurantes <8.6'l.J ) hospitales 

(8.6%). El principal microorganismo imolicado fue S.aureL1s, que 

provoco el 48.21. oe los incidentes. Los brotes estud1Ados 

constituyen solo un~ min1ma parte de los Que en realidad se 

presentan en nuestro ca.is (30). 
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1.1.3.2 Alimentos involucrados en los bt~otes .. - Muchos 

alimentos constituyen un e:;celente medio de cultivo para el 

crecimiento de ~- En Me;dco. los principales productos 

a.l imentarios involucrados en estos brotes son: quesos t29 .. 3%>. 

pasteles (15.51.>. carnes (15.t:.>, leche <13.Bi'.) y pescados o 

mariscos (7. o:.-.> (30). Su almacenamiento a baJas temperaturas es 

impo··"tante en la inhibicion del crecimiento del microorganismo, 

sin embargo. no siempt~e esta temperatura es la correcta o los 

tratamientos term1cos previos adecuados para su destrucción (8) 

(38). 

Se ha observado que el crecimiento de S. aureus en alimentos, 

alcanza un nivel de 10s a 1c1' unidades formadoras de colonias 

<UFC) por gramo, en 4 a 8 horas de permanencia a temperatura 

ambiente. Esta cantidad de celulas es suficiente para producir la 

enterotc::1na, en niveles que causan into:<icacciOn <41) <43>. 

1.1.3.3 Fuente del organismo en alimentos.- Los broteG 

investigados, mencionados anteriormente, en su mayoria fueron 

originados por la contaminacion de los alimentos a través del 

personal de la industria alimentaria, generalmente después de la 

coccion, aunque algunos son atribuidos a alimentos en estado 

ct•L1do. En ambos casos, la proliferaciOn es favorecida por la 

ausencia de refrigeracion preventiva, la cual inhibe el 

crecimiento del microorganismo y producc1on de entercto::1na. 

El equipo usado en la elaboración de productos alimenta.rios 

es otro factor 1moortante a considerar en la determinación del 

origen del organismo contaminante <37l. 



Los animales son tambien fuente contaminante de s . .:.ureus, 

siendo los bovinos los transmisores mas imoortant.es, ya que 

sufren infecciones mastiticas Que ocasionan la contaminac1on de 

grandes .1olümenes de leche. En l¿¡ actL1al id ad el LISO de 

oasteur1zac10n y refrigeracion de la leche ha ocasionado una 

disminucion en la frecuencia de este fenomeno. 

1.2 CARACTERISTICAS DE Staohylococcus aureus. 

1.2.1 Clasificación 

Ta.xonomicamente el s.aureus pertenece a la fam1 lia 

Micrococcaceae. El genero Staphylococcus está dividido en varias 

especies: S.aureus, S.eoidermidis, S.hy1cus e S. intermediu!2, 

entre otr·os. Esta div1siOn se basa en la habilidad de los 

microorganismos para pr~oducir coagulasa. endonucleasa y fermentar 

man1tol <B> (9). 

1.2.2 H.lbitat. 

Varios informes consideran al S.aureus como ubicuo, debido a 

su presencia generalizada en la naturalezas polvo, aire, ropa, 

suelo~ agua, efluentes naturales e insectos. La fuente principal 

se sitúa en la nariz del hombre. aunque también se encuentra en 

la piel, manos, heridas infectadas, quemaduras. forúnculos, acné, 

descargas nasales y de garganta.. a.si como en heces (14> (31). 

1.2.3 Morfologia y fisiologia. 

Los estafilococos son células esféricas de 0.8 a 1.0 J.l de 

diámetro. Se presentan ind1v1duali::.adas, por pares o en pequel'1as 

cadenas que se reoarten en tres planos. fo1,mando racimos 

irregulares. Algunas cepas JOvenes pueden tener una capa de limo 
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o caosL+la: son inmóviles y no esporuladas. El s.aureus es 

aerObico facultativo, pero crece meJor en presencia de oxigeno. 

En medios sol idos de ag&r, forma colonias opacas. 

convexas, de asoecto brillante y de color crema 

lisas, 

amarillo 

anaranJado, por formación de oigméntos de lipocromo que dependen 

de lci cepa y condiciones de crecimiento (68). 

En forma aerobica o anaerobica el S.aureus produce ácido a 

partir del man1tol, glucosa, lactosa y maltosa. entre otros 

azucares y alc:chole: ool1hidricos. Sintetiza, varias to::ina• como 

to><ina y en terete:: in as; endonuc leas a termct"re: i sten te y 

coagulasa (14>. 

1.2.4 CarAc:teristic~s bioquimic•• 

En el cuadro 11 se muestran las principales c:aructer1st1cas 

bioquim1cas del S.aureLts. Estas son de 9ran ayuda para su 

diferenciacion. T.ambien se ha observado que e~:iste correlación 

entre la enteroto><igenic:1dad de la~ cepas de esta especie y la 

produccion de coagulasa y termonucleasa, aunque hay excepciones 

(10) (62). 

1.2.5 Factores que influyen en ol crecimiento. 

EKisten numerosos factores que modifican el c:recimiento del 

m1croorganismo <cuadro 2). 

1.2.5.1 Temperatura.- El rango de temperatura optimo para el 

crecimiento de S.aureus es de 35 a :07 °C. no obstante, el 

microor9an1smo es capá~ de adaptarse a tempet·aturas de 10 a 45 

ºC; ocasionalmente algunas cepas pueden cr·ecer incluso por debaJo 

o art•iba de estos valores (5) (95>. 



Cuadro 1. Caracterí.sticas bioqu!micas del S.au~ 

PRUEBA RESPUESTA 

Coagulasa + 

Termonucleasa 

Fermentación de manito! 

Fermentación de lactosa 

Fermentación de sacarosa 

Fermentación de glucosa 

Movilidad 

Licuefacción de gelatina 

Reacción de Voges-Proskauer 

Reducción de nitrato 

+ prueba positiva 
- prueba negativa 

Fuente: Mac Faddin, J.F. (1 '3 8 4) 

+ 

+ 

+ 

+ 

.. 
+ 

+ 



cuadro 2. Factores que influyen en el crecimiento de.~ 

VALORES 

FACTOR MINIMOS OPTIMOS MAXIMOS 

AW 0.63-0.66 0.99-1.0 0.99-1.0 

pH 4.0 6 .5-7 .5 9.6 

Temperatura ('C) 6.5 30-37 45-47 .0 

NaCl (') o o 16 

Fuente: Berqdoll, M. s. ( 1972) 



1.2.s.2 pH.- La mayoria :1e las e: epas de s.aureus se 

desarrollan entre valores de pH de 4 .. 5 a 9.3, i:on un optimo de 

7.0 a 7.5. El pH de crec1m1ento depende del t100 de media, la 

concentracion de cloruro de 50010 thasta 18~~). el tamarro del 

inoculo y la atmOsfera (40) (85). 

1.2.S.3 Actividad de agua <aw> .- Otro de los factot"es 

importantes en el crec:im1ento del microor9an1smo es la aw. En 

numerosas cepas se ha reportado crec1m1ento a niveles tan bajos 

como 0.83. aunque el óptimo se encuentra en un ran90 de 0.99 a 

1.0 (301 (96). 

1.2.5.4 Atmósfera.- La tasa de crecimiento del S.aureus en 

cond1c1ones anaer6b1cas es mas baJa que en presencia de oxigeno y 

depende de los factores antes mencionados (24). 

1.2.s.s Cloruro de sodio.- El crecimiento del organismo es 

inversamente proporcional a la c:oncentraciOn de NaCl en el medio 

de susoenston. aunque es capáz de crecer en presencia de hasta 

18'Y. (14) (40) (68). 

t.2.6 Métodos de aislAmianto y enum•raciOn. 

Para recobrar a.l microorganismo de una gran variedad de 

alimentos, se util1=an medios de enriquecimiento y selectivos que 

permiten el crecimiento de S.aureus e 1mp1den el desarrollo de 

otros microorganismos. El principal problema se presenta cuando 

es necesario recuperar células da~adas <71>. 

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

46.0401 oara el aislamiento de S.aureus es el de Ba1rd-Parker 

<BP>. Contiene telur1to de potaste como agente selectivo~ yema 
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de huevo como agente diferencial. Puede ser empleado pat"a la 

r~ec1-1peracion de microorganismos dartados <40>. El estafilococo 

crece a al tas concentraciones de sal ( 18i'.), por lo que antes de 

identificarlo se realiza un cultivo de enriquecimiento con agat"' 

soya tr~ioticaseina <AST> con lO'l. de cloruro de sodio1 se presenta 

el inconveniente de que los microorganismos daf'1ados no crecen en 

presencia de un alto contenido de esta sal <101). 

El organismo sembrado en BP, se incuba de 45 a 48 horas, a 

35 o 37 ºC. Las colonias tipicas de 5.aureus;;i circulares, lisas, 

convet:as~ húmedas, de color gris a negt"o azabac:.he, de 2 a 3 mm de 

diámetro. a menudo con una aureola externa blanca por la 

raduccion de telurito y un halo de opaco a claro por la accion 

sobre la yema, son contadas y seleccionadas para la realización 

de las pruebas de coagulasa y termonucleasa <7> (10> <71> (83>. 

Para la cuenta de celulas daf"ladas, se aprovecha su 

incapacidad de crecer en presencia de NaCl, su número se obtiene 

de la diterencia entre las que crecen en AST con 7i'. de NaCl 

<organismos sin dal"fo> y AST. sin NaCl (organismos totales> <44>. 

1.2.7 Efectos del calor sobre las células 

El tratamiento térmico e!i el método mas común para destruir 

ot~ganismos. Cuando la aplicación del calor es insuficiente, el 

microorganismo es solo inactivado, sufre lo que se conoce como 

daho sub-letal, que le impide a la célula reproducirse en 

condiciones normales (44l. El efecto depende de su 

termorresistencia. 

En las células microbianas. el calot~ produce la 

desnaturali::aciOn o coagulación de las proteinas implicadas en la 
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mult1plicacion 

desoxiribonucléico CADN> / ribonucleico {AFNJ. v aa~os 

membrana citoplasmática (82J. 

en 

El deterioro de la membr·~na celu~ar• y l~ ~:·esi~n osrr~tica 

interna. Pr"odllcen la r·uotLtra de la membrana en los ountos 

debiles, facilitando la fuga del material citoplasm~t1co <11) 

(45) (46) (49). 

En el caso de que ocurri?. daf'lo sub-letal. un1camente se 

afecta en form~ ligera la membrana. el ARtJ ~ el t•es~o de la 

célula. Se ha t•eoortado qua los microorganismos da~aoos. en un 

medie de cultive· adecuado que contenga una fuente ce am1noac:idos, 

9lvc:osa ;.. sales, reparan sus defectos y se reactivan despues de 

un t1emco. rJo existen es'tud1os Que reporten el mecanismo c:iue 

si9ue la ~"'eact1vacion de células daliadas de S.aureus en alimentos 

orocesacos <26> (88>. 

1.2.8 Factores que influyen en la resistencia al calor 

La r•esistenc1a al calor de los micr•oorganismos depende del 

tiempo y temoeratura del tratamiento térmico, ceoa. conaiciones 

de crecimiento. edad del cultivo, medio de suspens1on y metodo de 

recuento de células oahada~ <48> (81) (87>. 

1.2.a.1 Medio de suspensión.- Los componentes asi como las 

caracteristicas f isicoquimicas del medio en cue se encuentren 

susoendidos los m1croorganismos; ya sea una soluc:ion reguladora, 

medio de cultivo o alimento.influyen directamente en SLI 

resistencia ante el c~lor. Cuanto mas rico en nutr·1entes sea el 

medio. mayor ser.:.. la protección soore las células <37>. 
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Los azúcares contenidos en el medio. e.ument:3.n l¿o r~e=::.stenc:ia 

termica de las células. Este efecto se debe ori·.cipalmente a la 

disminucion de la aw. tanto del medio com~ in~racelul~r·. 

Se ha reportado que la saca1·osa as el ca1•bon1drato que 

provoca una mayor resistencia de las células al calor•. en 

comparación con otros carbonidratos si moles <28>. Los complejos 

como el al miden y la pectina. dan Pf'otecc1on a los 

microorgan1smos y mayor estab1l1dad ante tratamientos térmicos 

(11) (50). 

Las células suspendidas en grasas. aceites, o medios con 

alto contenido de ácidos grasos, son dif1cilmente destruidas, a 

·:::liferencia de las suspendidas en medio acuoso. debido a la escasa 

conductividad térm1.=:i. de los lip1dos <11> (50) <92). 

Se ha demostrado oue los ácidos grasos de cadena larga son 

ma:: efecti'.1os Que los de cadena corta en la protección contra 

datfo <::er"mico <11). 

1.2.e.2 oH.- Los estafilococos resisten mejor el calor en un 

ct-t pro;dmo a 7.0, a medida oue el cH se aleJa de este ,¡alor, las 

células se" hacen mas sensibles al tratamiento. debido a la 

perdid~ en estabilidad de las proteinas celulares. Poi~ ello, un 

alimento mt.ty ác:ido requerirá de un periodo mé\s corto de 

tratamiento term1co o menor temperatura. para la destruccion de 

los microor9anismos presentes C50). 

1.2.8.3 Aw.- Conforme se reduce el contenido de humedad del 

medio de suspensión. la resistencia de los m1croorgan1smos 

disminuye (36) (96). 



La forma e:~ac:ta en Que la hLtmedad facilita la 

desnatural1:acton term1ca de las proteínas. no ha sido 

estaclec1da. pero se cree oue es determinante en la fo1·mac:1ón de 

grLl:los :ibres -SH, con el cons19u1ente C'\Umento en la capacidad de 

captac1on de agua. La presencia de esta, permite entonces la 

ruptura cor calor de enlaces peptid1cos <SO>. 

1.3 ENTEROTOXINAS ESTAFILOCOC!CAS. 

1.3.1 Naturaleza. 

Se desc:ubr10, Que las enteroto::1nas da S.aureus son 

orote1nas extt"acelulares C14>. En forma po~terior a SLl 

purificac1on, se diferenciaron mediante c;nt1cuerpos espEc:ificos, 

los siguientes tipos: A. [..i, c. D y E. Tres formas de 

enterotox1nas C fueron identificadas con base a sLt var1ac:1on en 

la respuesta inmunolog1c:a y punto isoelec:tr1co; denom1nandoles 

CJ, Ci. y C1 <93). Los anti sueros. correspondientes na.n sido 

oreparados <52> <BO>. 

Las enteroto::inas son moléculas simoles de proteina., 

altamente toxicas, de color blanco cuando estan curas, con peso 

molecular relativamente ba.Jo. son hi9roscopi~as. solLLbles en aQUC' 

y soluciones salinas. Se han determinado ta.meten sus secuencias 

ae aminoácidos y puntos isoelectr1cos (14) <69> <cuadro 3>. 

l.3.2 Estabilidad. 

Las enteroto::inas estaf1lococ:11::as. son mucho mas estables 

cue el resto de las proteinas celulares <98>. En su estado actl'.o 

resisten l~. acc:ion de en=1mas oroteo.tit1cas como la ren1na. 

papalna. tripetna y qu1motrips1na. 



Cuadro 3. características fisicoquímicas de las entero toxinas es-

tafilocócic:as. 

TIPO DE ENTEROTOXINA 

PROPIEDl\D A B e e D E 

PESO MOLECULAR* 27,000 28, 366 34, 100 321,000 27, 000 29,600 

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

CONl'ENIOO OE 
NITROGENCl (') 16. 2 16. \ 1ti. 2 16.0 - -
PUNTO 
ISOELECTRICO 6. 9 B.6 B.6 7 .o ~ .4 7 .o 

ABSORCION 
MAXIMA (rnnl 277 277 277 277 370 377 

VISCOSIDAD 
REDUCIDA (ml/gl 4.07 3.81 3.40 3. 70 - -
COEF ICIENrE DE 
SEDIUENTACION 
(Sº ,w) . s 3.03 2. 76 3.00 2.99 - 2.60 

EXTINCION 
(E lcm} 14.6 14.4 12.1 12. 1 10.B 12 .5 

• Oaltones 

Fuente: Dryan, F.L. (1979) 



A ·,¡alares de oH OaJos, su resistencia a las enzimas 

disminuye. Las lrrad1ac1ones solo r~educ:en la c:oncentrac:iOn de las 

to::1nas sin inac:tivarl¿1s. Son relativamente termorresistentes. 

siendo la B mas aue la A y la D <15>. La inac:t1vac:10n cor calor 

est~ influida cor el cH y la c:omoosic:1ón del medio térmico (13> 

<75). Se ha informado asi mismo de su reactivación durante el 

almac:enam1ento posterior al tratamiento térmico <14) <SO>. En los 

alimentos, las enteroto>: in as no resultan completamente 

inact1vadas por la cocción normal, pasteuri::ac:1on u otros 

tratamientos térmicos usualmente aplicados. Ademas. a dosis 

iguales las toH1nas calentadas presentan mayor actividad 

biológica que las no t1·atadas <94) (14). 

1.3.3 Sintesia. 

La evidencioii. acumulada índica que la sintesis de 

enterotoxinas en la célula se lleva a cabo por dos via• 

diferentes. B y e por medio cte plásmidos y A, D y E 

cromosomalmente. Esto se confirma con lo siguiente: 

-Las cantidades de enterotoHinas B y C son mucho ma: 

variables de un organismo a otro. q1..1e las de A, D y E. 

-Las células cueden incrementar la sintesis de enteroto::ina& 

B y c. bajo ciertas condiciones y en el resto de enteroto:anas e<:: 

muy dificil aumentarlo. 

Se ha demostrado que la superf1cie de la célula está 

relacionada con la oroducción de enterotoH1nas B y C. 

La enterotoNina B ha sido estudiada con mayor· detalle, 

debido a las grandes cantidades producidas por algunas cecas. Su 

sin tesis se real i::a en mayor cantidc'.l.d en la fase· exponencial de 



crecimiento de S.aureus. Se nan estudiado los recu8t'lmientos 

minimos para la producción de estas to::inas, concluyéndose le 

necesidad de aminoácidos como arg1nina, cistina y fenilalanina, 

sales inorgánicas y vitaminas. Con estos nutrientes se han 

obtenido de 5 a 6 ..ug/ml de enteroto::1na B, con un min1mo de 

crecimiento celular <3>. 

1.3.4 Métodos de producción. 

Los métodos usados para la producción de enteroto>:inas, 

dependen de la extensión y propósito del estudio, siendo mas 

breves los L1 ti l izados en l<> determ1naciOn oe la 

enterotox1gen1cidad de las cepas, que los empleados para su 

purificación <37) <14>. 

Numerosos cambios se han realizado en las técnicas de 

laboratorio desde el método que aplicó Dac~t en 1930, con caldo 

infusión de ternera en medio seniisólido <1% de agar>, incubado a 

37 ºC por 48 a 72 horas. baJo 20i'. de dióxido de carbono <67). 

Actualmente. para producir pequeffos volúmenes con alta 

concentt"ac1ón de enterotoxina, ae usa caldo infusion cerebro 

corazon <BHI> en medio sólido empleando el método de celofán 

soore agar y en medio liquido aplicando la técnica de cultivo en 

saco. 

La caseina h1drolizada pancreática y sus variantes. son 

ut:ilizadas para la obtenci6n de grandes volúmenes de 

entero to>: inü.. por las ventajas que presentan al contener' 

compuestos de bajo peso molecular de fácil elim1naciOn durante la 

purificación <67>. 
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1.3.5 Factores que intervienen en su producción. 

Para la obtencion de enterotoxinas, se t"eQuieren de 

condiciones mas r1gidas cue las empleadas para el crecimiento del 

microot-ganismo. pero de igual forma dependen una de la otra. En 

alimentos, los factores son semejantes a los aplicados a medios 

de cultivo Ccuadro 4). 

1.3.5.1 Temperatura.- Se ha observado una mayor sintesis de 

entet"oto~; in as a 37 ºC. aunque se han reportado pequetsas 

producciones entre 10 y 30 oc C88>. Vandenbosh, obtuvo la máxima 

producc:ion de enterotoxina B. en una cepa 5-b, y C, en cepa FRI-

137, a 40 °C. Otros investigadores han delimitado temperaturas 

desde 10 hasta 50 ºC como minimas y máximas para su sintesis. 

Cambios en temperatura, afectan en mayor grado la sintesis de 

enterotoaina, cue el crecimiento del microorganismo (b3). 

1.3.5.2 pH.- El rango de pH para la produccion de 

enterotoxinas, va ae 5. 15 a 9. O, observándose un óptimo de 7. O. 

para la sintesis de enterotc::1nas que se incrementa en for .. ma. 

directa con la. concentt"aciOn de cloruro de sodio C42> (86). 

1.3.S.3 Aw.- La aw nec:esar-ia varia con el medio de 

sL\spension. sin embargo se ha mencionaoo que debe er.contrat-se 

entre valores de 0.9 a 0.97 (9b>. 

1.3.5.4 Atmósfera.- La producc10n de enterotoxinas ocurre 

tanto en condiciones aeróbicas como anaeróbicas y no depende 

directamente de esta cond1cion. :sin embargo la presencia. de 

0Ki9eno incrementa su sintesis (88). 



Cuadro 4. Factores q_ue intervienen en la producción de entero
toxinas estaf ilocócicas. 

VALORES 

FACTOR, MlNillOS OPTIMOS MllXIMOS 

1\w 0.9 0.99 1.0 

pH 5. 15 7 .o 9.0 

Temperatura <•el 10 ]Q - 38 45 

NaCl (\) o o 10 

Atmósfera (\ º2) - 10 -

- no ha sido reportado 

Fuente: Minor, T. E. (1971) 



La presencia de un 10;'. de oxigeno disuelto. es suficiente 

para lograr una máxima produce ión (32> (63). 

1.3.5.4 Cloruro de sodio.- La pr•esencia de minerales como 

cloruro de sodio. afecta la producción de enteroto;onas. Se ha 

observado c:iue la sin tesis óptima se real i;:a c:on Oi'., pero puede 

llevarse a cabo en un rango de O a 10 i'. <42> <63). 

1.3.6 Detección. 

La deteccion de enteroto::inas es imoortante, tanto para el 

dia9n6stic:o de brotes de intoxicaciónes estafiloc6cic:as, como 

para investiga.e: iones al respecto (76). Al presentat"'se un brote, 

se aplican tecn1c:as de aislamiento de 5.aLlreus en los alimentos 

sospechosos. se implementa un método para i1iducir la producción 

de anterotoxinas y posteriormente se identifica el tipo, por 

comparación con enterotoxinas de referencia. Finalmente se puede 

confrontar con la e::traida a partir de heces y orina del enfermo, 

para definir la causante de la intox1cacion. En las casos en que 

no es posible aislar al microorganismo. es necesario extraer las 

toxinas directamente del alimento. Esta técnica es larga y tiene 

como finalidad obtener la enterotoxina en forma concentrada para 

una meJor ident1fic:acion <37). 

Los métodos e:<istentes para la detec:cicn de enteroto:;inas, 

presentan cierta eficiencia, y su elec:c:iOn se basa en la 

finalidad del estudio. 

Las principales técnicas pueden dividirse en 

biologic:os y serológic:os. 

sistemas 

Lo¡¡ biolOgicos, resultan en la mayoria de las ocasiones los 

mas ac:c:esioles, rapidos y menos costosos. La toNina es aplicada 



al ,;\n1mal de e.:oer1ment;ac10n y la apat'lCión de los síntomas de 

intoxicac1on observables, como vómito y diarrea. se interoretan 

como evidencia de la presenc1~ de un to::ico. Ya aue otras toxinas 

orovoca..n estos sintomas, se requiere de una digest10n previa con 

trips1na pat•a eliminarlas. De cualquier forma, los sistemas 

biol091cos no oermiten d1fet""enciar el tipo de enteroto:dna, ni la 

cant1dad or·esente. 

Los sistemas serolog1cos, pueden ser empleados tanto para 

mediciones cualitativas, como cuantitativas de enteroto::inas. Se 

aprovecha la propiedad que tienen de oroduc1r anticuerpos en 

animales de laboratorio. La posib1 lid ad de ciue las enteroto::1nas 

formen un precipitado al reaccionar con los anticuerpos 

esDecif1cos. se emolea como base en la demostrac:ion de su 

oresenc1a. L..os principales sistemas de este tipo, se mencionan a 

cont1nuaciOn (14>: 

-Tubo de difusión en gel o método de Oud1n. Se emplea un 

tubo en el cual se tiene antito;:1na incorporada en agar. Se 

agrega la muestra cresunt1va y se observa la prec1p1tacion en la 

zona de equivalencia. Tiene una sensibilidad de 5 - 200 .u9/ml. 

-Doble d1fus1on en gel. Esta prueba presenta una 

sensibilidad de 5 10 JJg/ml. Se utiliza una Placa con 

perforaciones. en la del e.entro se coloca la soluc16n con el 

anti9eno y la enteroto>:ina. de referenc1a y los e:<tractos a probar 

en pozos adyacentes; al existir difusiOn. se formará una. banda de 

prec1pitac1on en el punto en que inte1'acc1onen ambos compL•esto':. 

-Prec1pitac10n en tLlbo. Es cuantitativa. se reali::a mediante 

el contacto entre la to~ina y antitoxina cor1·espondiente. en 

forma semeJante al método de Oud1n. Finalmente se cuantifica 



nitrógeno total en la ~ona de prec1citac1on. por la tecn1ca de 

m1cro-kJeldahl, que se relaciona con la cantidad de entero'toxina 

presente < 100>. 

-HemaQlutinaciOn. En esta técn1ca. los ~~ticuerpcB est~n 

unidos a eritrocitos. Dicha soluc10n al oonerse en contacto con 

la toxina, genera la 1•eac:.ciOn de a9lut1nac:.iOn. Su sensibilidad es 

de 0.0015 µgtml. 

-DifusiOn radial simple. F'resenta Ltna sensibilidad de 1.0 

J,.lg/ml. El ant1suero se agrega al agar .. se me=cla y vier·te en 

Placas oue ss deJan enft•iar. Se realizan perforaciones a las que 

se agrega el eHtracto de enteroto::1na.. DespUes de ::4 horas, las 

olaca.s se revelan con ácido acético-etanol, la formación de un 

halo de crec1p1tación indica la presencia de enteroto::ina. 

-Rad io1nmLmoensayo. Sensibilidad de (1.(1015 

µg/ml. El proced1m1ento incluye la adsorcion de la enterotc}:ina 

escecif1ca sobre una placa sensible para antigenos. 

F'os'ter1ormente se .3-ffade 1.3 to>tina mat·cada con iodo radiactivo,. se 

d.eJa actuar por un tiempo. se remueve la enterotoxina e::cedente y 

se determina la radiactividad emitida <17> (51) (100>. 

-EL ISA <En:o:yme L1nked ImmLlnosot~bent: Assay). Es una técnica 

rapida y especifica. La sens1bilidad en el caso de alimentos es 

de menos de 0.1 ngtml de extracto. Los princtcios de este método 

son identicos a los de radio1nmunoensa.yo. Se emplea una enzima 

unida a la enterotox1na o anticuerpo especifico: la cantidad de 

esta. sera directamente proporc1onal a la cantidad de 

enterotox1na orobada. Se mide a través de una var1c3c16n de color, 

prociucto de la reacción de un cromo9eno con la en:1ma <35) (55>. 



1. 4 LECHE. 

1.4.l Definición. 

La leche es el oroducto integro del ordef"lo completo de una 

hembra lecher:?. sana. bien alimentada y no f¿;.t1gada. Ha de ser 

recogida h19ién1c::amente y no contener calostro <97> •. Es un 

llou1do comoleJo. neterogeneo. variable en su compos1c1on y 

fac1lmente alterable (2). 

1.4.2 Caracteristicas fis1coquim1cas. 

La leche es un liou1do blanco. opaco. ctos ~·eces mas v1s:osc 

oue el agua. de sabor· 119e1·amen~e dulce y ole·· pc~o acentuado. 

Sus or1nc1oales cat•acterist1cas f1s1coouim1c::as se oescr1ben en el 

cuadro 5 (84). 

De modo escuemát1co. se puede considerar la leche como une 

emuls1on de materia grasa. en forma globular·, en Llna soluc10n 

acuosa que con-;1ene numerosos elementos; unos en soluc1on y ott"os 

en estado coloidal. Este l iouico es al mismo t i.emco. una 

suscens1on de materias crotein1cas en un suero const:1tu1do cor 

una solL\cion verdadera oue contiene pr1r.c1oalmente lact:osa 

sales m1net"ales (2). 

Cuant1tat1·vamente, el agua es el elemento mas imoortcmte. 

reoresenta aoro:amadamente el 90 ~~ del peso de la leche. Los 

otros elementos constituyen el extracto seco total tEST>, que 

alcan~a habitualmente la cifra de 1:5 - 130 gil. 

El e:;tract:o seco magro 1 ESM>, e:<oresa el contenido de la 

leche mate1·1a seca lib1·e de gr·asa. Esta cifra es mucho m~s 

constante aue la cel EST y casi s1emo1·e se aoro::ima a 9(1 g/l. 



cuadro S. características fisicoquímicas de la leche 

de vaca 

DENSIDAD l\ 15°C (g I cm
3

) 1. 030-1. 034 

CALOR ESPECIFICO ( cal/q) 0.93 

PUNTO DE CONGEIJ\CION .( ºC) -0.5 

pH 6.5-6.6 

ACIDEZ (ºO) 16-18 

INDICE DE REFRA.CCION A 20 ºC 
1.35 

Estas cifras se refieren a leche fresca y norf.\al 

Fuente: santos, M.A. ( 1987) 
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Algunos componentes de la leche estan presentes en 

cantidades medibles y pueden determinarse con mayor o menor 

facilidad. otros se encuentran sólo en c:::ant icades .,,estig tales y 

su determ1nac1ón es mas dificil. 

Entre los primeros pueaen citarse: la grasa, lactosa. sales 

minerales sustancias nitrogenadas. Ent"re los segundos: enzimas, 

piqmentos ~ v1tam1nas. El c:::at·acter· esencial de la composicion de 

la lecne es la armenia y equil1br10 en que se encuentran sus 

componentes, siendo cor tanto. un alimento de valor nutt·it1vo 

inestimable. en ,:¡articular para los nihos <cuadro b) <70> <97). 

1.4.3 La leche como medio de cultivo. 

La leche de vaca es una solución neutra. fuertemente 

tamoonada. r1c:::a en sus;:ancias nutritivas de los cuatro grupos: 

gluci=os. pr•ct1dos. 1101dos y sales: contiene factores de 

~recim1ento esoec1ales como vitaminas del grupo 8, por lo antes 

expuesto con9tituye un ouen medio de cultivo para los organismos 

het2rotrcfos actos cara as1m1lat· la lactcsa y oroteinas; cero no 

es un medio de cultivo universal. como algunos consideran, poi" 

=iversas razcnes <99): 

-L" iuent~ enerc;aetica está constituida solamente pot"' 

lactosa: azuc:ar cue es metaoo11zado menos frecuentemente QUe la 

giucosa. 

-Si el contenido de proteinas es eleva.do. mas del 3'l.. la 

cantidad oe aminoácidos libres y pépt1dos es baJa • lo que )imita 

el crecimiento de numerosas especies bacterianas <81>. 

-En la leche cruda se han encontrado sustancias 

ant1bacter1anas. que existen en forma natL1r .. al. como lacten1nas. 



Cuadro 6. composici6n quími·::a oedia de un litro de leche de vaca 

Constituyente plástico o energético: 

Agua 900-910 g 
Grasa 35-40 g lactosa 47-52 g 

EST 125-130 g 
ES!-i. 90-95 g Sustancias 

ni trogcnadas 3 7-36 g 

Sales 9-9.5g 

II Biocatalizadores dificilmente determinables o en mu;· pe
queña proporción: 

Pigmentos 

Enzimas y 

Vitaminas 

III Gases disueltos (4-5 \ del volumen de la leche a la salid..t 
de la rnan1a: 

Gas carb6nico 

Oxígeno y 

Nitrógeno 

Fuer.te: Veisseyre, R. {1='.>80) 



aglutininas y liso:imas, que la protegen contra la invasion de 

ciertos germenes sensibles o producen un estado de l&tenc1a en 

los mismos al or1ncioio de su desat·rollo (6) <73>. 

1.4.4 Flora microbiana de la leche. 

La leche proveniente de animales sanos, contiene 

microorQanismos~ debido a la penetración de los mismos en la ubre 

y arrastre mec~n1co; poster•iot•mente también está suJeta a 

contaminación por manipulación y contacto c:on diversos 

recipientes (39> (90). 

Las vacas, area de orde~o, equipo y personal de 

procesamiento, son las principales fuentes de microorgan1smos en 

la leche y sus derivados. Por tanto es de suma imPortancia la 

higiene y sanidad en cada aspecto de la obtenc10n de un producto 

lacteo, para asegurar un bajo contenido microbiano y calidad 

persistente. 

Debido a la gran diversidad de las fuentes de contaminac1ón, 

la magnitud y tipo de organismos pre9entes es n1uy variable y 

depende de las condiciones particulares de cada lote de liquido 

(56>. 

En el cuadro 7 se mencionan los principales 91·upos de 

microor9an1smos presentes en la leche, clas1f1c:ados de acuerdo a 

su tipo bioquimico y respuesta a la temperatura. 

Los m1croor9anismos c:ontam1nantes en la leche que revisten 

mayor importanc ta son los patógenos. como el s. aur·eus. Este 

organismo tiene su origen pr1nc:ioalmente en in fe ce iones 

mastitic:as de las vacas <71>. 
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1.4.5 Situación actual de la industria lechera en MéKico. 

En México. la problemática de la leche como alimento oasico, 

radica en la insatisfacc:ion del consumo tle los sectores sociales 

que la requieren: nirlos, mujeres embara=adas y en periodo de 

lactancia. 

Otro problema importante. es la presencia de contaminantes 

microbianos como S.aureus enterotoxigénico. en leches 

orincipalmente en polvo y de importaciOn (99>. 

A cesar de la deficiencia en la produccion de leche: existen 

estados de la republica que tienen una producción mayor que la de 

autoc:onsumo. Esto implica, que la leche producida en regiones en 

las que la transportación hacia las ciudades oue cuentan con 

empresas procesadoras sea dificil se pierdan granoes volúmenes, 

sobre todo en épocas en que la produc:ciOn se incrementa. 

Durante 198ó. existieron excedentes de hasta 1.384 millones 

de litros. de los cuales, algunos fueron canalizados a regiones 

deficitaria$. que en ese mismo arlo pt'esentaron un déficit de 

2.154 millones de litros. 

Sin embargo, la producción lechera durante 1986 fue de 7.400 

millones de litros aproximadamente. necesitándose un total de 

9,500 millones de litros para satisfacer las necesidades de la 

población. En los cuadros 8 y 9 se observa la producción nacional 

de leche. de 1980 a 1988 y la demanda desde 1988 hasta 1995. 

Los faltantes de leche fluida, generan la necesidad de 

imcortación de volumenes considerables de leche en oolvo, para 

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



Cuadro 8. Producción 'nacional de leche de vaca 

PRODUCCION DE LECHE ~REMEN'!'O EN !tELAClON 
11!10 (MILLONES DE LITROS) - l\L i\110 AN'l'ERIOP. t \) 

1980 6741. 5 1.49 
1981 6856.4 1. 70 
1982 6923:6 0.98 
1983 6768.4 2.24 
1984 6860.0 1.35 
1985 7474.4 8.96 
1986 7696.1 2.99 
1988 8160.2 
1995* 9500.0 

* Estimado 

Cuadro 9. Necesidades estimadas de leche fluida 
(Millones de lit.ros) . 

AllO MINIMI\ MllXIMI\ 

1986 8662.3 9569.3 
1987 9088.5 9973.1 
1988 9551. o 10395.0 
1989 10138.4 10209.2 
1990 10316.3 10420.0 
1991 10478.7 10638.8 
1992 10646.3 10862.3 
1993 10816. 7 10090.36 
1994 10989. 7 11323.3 

1995 11165.5 11561.0 

cuadro 10. Volumen de importación de leche en polvo 

l\llO VOLUMEN (MILES DE TONELllDl\S) 

1980 194.6~1 

1981 133.282 
1982 97 .427 
1983 95.000 
1986 119.391 
1987 182.876 
1988 173.000 

E'uente: AqUirre, M.E. {1989) 



1.4.ó Queso. 

El Queso es un producto lacteo concentrado. que contiene 

principalmente grasa. caseína. sales i.nsolubles. .::gua c:on 

peQueNas cantidades de sales solubles, lactosa y albúmina (2) 

(bO> 177), 

Puede ser elaborado a oartir de leche entera, parcialmente 

descremada. descremada o suero y puede o no contener crema o 

sólidos lácteos deshidratados no grasos. 

Se obtiene por la coagulación de la ca.saina mediante renina 

y/o ácido láctico LI otros ácidos o enzimas Utiles. seguida del 

desuerado, en el curso del cual el lactosuero se separa de la 

cuaJada <2> (9) <97> (101). Pueden adicionarse o no agentes de 

maduración y someterse a tratamientos adicionales durante el 

proceso: calor, presión y salado <74) (90>. 

La 1moortancia de la elaboración de queso. radica en que 

constituye una forma de aumentar la vida de anaquel de la leche. 

y al igual oue esta. tiene pocos rivales en el campo de la 

nutrición, por set" una fuente rica en calc:io y proteínas. Tambien 

por sus cual ida.den organoléptic:as y gran variedad es uno de los 

meJores alimentos del hombre (27) (54). 

1.4.7 Proceso de elaboración de qUe$O fresco. 

En la figura 1 se presentan ~as principales operaciones QUe 

se real izan para la fabricación de queso fresco <60) (97). 

1.4.7.1 Estanda.rizaciOn de la leche.- Es necesario uniformar 

los contenidos de grasa y sólidos totales presentes en leche. de 

tal forma oue el prodL1cto cumpla con las especif1caciones 

legales. Dicha comoosición se puede aJustar ahadiendo crema, 
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Adicion de cuajo 

ttECIDO DE ·LECHE 

ESTANDARIZACION DE H.G. 

Pl\STEURIZACION 
(63ºC 30 minutos) 

REFRIGERACIOU 

Figura 1. Proceso de obtención de queso fresco 

Fuente: Lobato, C. (1987) 



descremando. o mediante la adic1on de leche descremada o solidos 

lacteos no grawas (97). 

1.4.7.2 Pasteurización.- La 9eneral1zacion del uso de este 

proceso, en la leche, ha aumentado en los últimos aMos. Aunque 

preBenta numerosas ·.¡ar1antes; de las cuales la. maii utilizada. es 

la pasteurizac10n r~p1da a 72 ºC• 15 segundos; todas pers19uen 

las m1sm~s finalidades: 

-Destrucción de microorga.n1smos patógenos, principalmente 

Mycobacter1um tuberculosis. 

-Reducción da la flora banal, c:on el fin de mejorar la 

conserva.c10n del prodttcto y facilitar la activ1dad de cepas 

selecciona.das. 

-Aumento del rend1m1ento ouesero ( 1 a 104) ~ debido a la 

desnaturalización de proteinas solubles, mayor retencion de grasa 

en la cuaJada e insolub1lización de sales minerales (60). 

1.4.7.3 Coa9ulac1on de la leche.- Es el cambio de la leche 

de su estado liquido a sólido; o de un coloide comcleJo a una 

solución coloidal semis6l1da, por prec1p1tac16n de la caseina. La 

estructura de este coloide es tan part1c:ular, que la mayor parte 

de la grasa, bactet"·ias" sales minerales y ott"os compuestos quedan 

atrapados en la matr1z proteinica formada por la case1na (72) 

(97). 

Esta operación puede llevarse a cabo principalmente de dos 

for-mas: 

-Ac1dificac1on. La ac1dific:ac16n esoont~nea o ad1c1onando 

~cido hasta un pH de 4.7 provoca la prec1pitac1on de la caseina 

el im1nando el calcio. El coagulo formado pierde toda su 



fle:<ib1lidad. los gránulos no se unen para formar una pasta 

homogenea y el oueso siempre queda granuloso. 

-Coagulación en::imática. La hidrolisis o acc:ión proteolit1ca 

de la ranina LI otras enzimas con el mismo efecto, desestabiliza 

el sistema micelar. Primeramente se separan las fraccionas 

soluble e insoluble de la caseina. invirtiendo su carga y 

hacu~ndola mas sensible a la precipitaciOn con iones calcio. 

Posteriormente las m1celas se agregan en la. presencia de calcio, 

formando una red que agrupa los globulos de grasa. suero y demás 

particulas presentes. El coágulo formado es elástico y firme (60> 

(97). 

1.4.7.4 Corte de la cuaJada y desuerado.- A través de esta 

operación, se favorece la sinéresis que provoca la e:.~pulsión de 

suero retenido en la c:uaJada. Esta pérdida de agua confiere mayor 

firme::a al producto determinando su consistencia final, c.onteniao 

de lactosa y por tanto de ácido láctico. 

El desuerado y la acidificación están 1ntimamante 

relacionados y deben guardat~ cierta proporción para la obtención 

de buenos resultados. La ac1de:: afecta la naturaleza qui mica. y 

apariencia fisica del coágulo; después de la coagulación 

enzimat1ca la caseina se encuentra en forma de paracase1nato 

d1cálcicc. al reaccionar con el ácido láctico producido por la 

acción de los mic:roorganismos se transforma en paracaseinato 

monocálcico que da elasticidad y ductibilidad al queso, si existe 

mayor cantidad de ácido se forma paracasetna libre que provoca la 

pérdida de elasticidad dando dure=a y c.ons1stenc1a quebradiza 

(figura 2) <9> (27>. 
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Paracaseinato Acido Paracaseinato Lactato 
+ - + dicálcico láctico monocálcico de calcio 

Paracaseinato A e ido Paracaseinato Lactato 
+ 

- + monocálcico láctico libre de calcio 

Figura 2. Transformaciones de la caseína en relaci6n a la 
presencia de ácido láctico 

Fuente: Lobato, C. (1987) 



1.4.7.5 Moldeado.- Al colocar la cuaJaoa en moldee se le ca 

forma al oueso, continuan el desuet•ado y oest1•uc~1on de la 

lactosa (2) (60). 

1.4.7.6 Salado.- Los métodos mas comunes para ia aplicac10n 

de sal al oueso fresco, consisten en la colocacion de éste en una 

salmuera fuerte o frotación de su suoerf1c1e con sal seca. Tiene 

la tinal1dao de protegerlo contra m1croorgan1smos indeseables, 

coadyuvar al desuerado por su acc10n higroscop1ca, impartirle 

saoor. actuar soore las en;:1mas, aL\mentar la solub1l1dad de las 

proteinas del suero y regular la acidez <39> (60>. 



1. 5 JUSTIFICACIDN 

Las into:.:icac:1ones estaf1lococ1cas. se encuentr:1.n entre las 

enfermedades oe origen al1mentar10 mas comunes en México y en el 

mL1ndo. Por otra parte, el caracter Ltbicuo oel S.aureus ·~ las 

malas prácticas h191en1cas en el maneJo, procesamiento y 

conservacion de los alimentos, aumenta la sucept1b1l1dad de los 

mismos a ser contaminados con este m1croor9an1smo. 

En nuestro país, los principales alimentos involucrados en 

este tipo de into):lcación, son la leche y sus derivados como el 

queso. 

Se nan realizado numerosos estudios acerca del crecimiento y 

oroducc1on de enteroto::1na de S.aureus en medios oe cultivo de 

laborator10, pero no se han estudiado aplicados!;\ 

como el queso fresco. 

al 1mento 

Se sabe que a temperaturas tiempos determinados de 

tratamiento term1co. el S. aureus sufre lo que se conoce como dal"lo 

sub-letal, oue le provoca cérd1da ce act1v1dad. no obstante. con 

medl::ls de cultivo adecuados y cond1c1ones de laboratorio 

controlacas. el m1croor9an1smo puede reactivarse 1·ecuperando la 

mayoria de sus funciones metabólicas. 

Fo1· lo anterior, se propone el estudio del efecto del dal"lo 

sub-letal. en el crec1m1ento y croducción de enterotoxina 8 de 

S.aureus. a traves de la inocL1lación del microorganismo dañado 

quesos. posteriormente sometidos a diferentes temperatur~s de 

almacenamiento. 

conserv~c1ón. 

tanto adecuacas como inadecuadas 

"' 

para su 



2. OBJETIVOS 

Determinar las cond1c1ones de tiempo y temperatura, que 

ocasionen un mayor porcentaJe de daf"lo sub-letal en S.aureus. 

Analizar el desarrollo de S.aureus, cor1 y sin da~o sub

letal, du1·anta el almacenamiento a diferentes temperaturas, de 

los quesos frescos inoculados con este m1c:roorgan1smo. 

Evaluar la caoac1dad de producc:10n de enterotoxina B de 

S.aureus, con y sin daf'fo sub-letal, en queso fresco sometido a 

diferentes temperaturas ce almacenamiento. 
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3. MATERIALES V METODOS 

3.1 CEPA. 

La cepa de Staphylococ:c:L1s ~ <S-.=.1, productora de 

enterotoH1na B~ mantenida en agar BHI. ft.1e prooorc:ionaaa por el 

Laboratorio de M1c1·ob1ologia San1tar1a de la Escuela Nacional de 

Ciencias B1olOgic:as del Instituto Politéc:n1c:o Nacional. 

3.2 CARACTERIZACION DEL S.aureus .. 

La identidad de la cepa ot•opor·c1onaoa para la real1zac10n de 

este tratJaJo. se comprobo mediante las s19u1entes pruebas. 

3.2.1 Observación microscópica. 

~ una asada de un cultivo out•o. de 24 horas de S.aureus en 

caldo BHl, se le aol1c:O tinc:ion de Gram, posteriof"'mente se 

observo al m1crosc:ooio. La agruoac10n de cocos en racimos 

irregulares. Gram l+J. es tipic:a del m1c:rcorgan1smo <20> <71). 

3.2.2 Morfologia colonial. 

Se semoró cor l~. técnica de estria cruzada en agar BHI, una 

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

3.2.3 Catalasa. 

Se aNadiO una 9ota de pet"ó>-:1do de hidrOgeno al .~'l., sobre una 

colonia pura del m1croorgan1smo. La formación casi inmediata de 

burbujas de o:dgeno, indica prueba positiva (62>. 

3.2.4 Coagulasa. 

En un tubo de ensayo se colocaron 0.5 ml de plasma humano o 

de conejo y 1).5 ml de un cultivo puro de s.aut .. eus en caldo BHI de 

18 a 24 horas, se giro suavemente el tubo para lograr la 
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suspension del organismo y se incubo en baf'lo de agua a 37 ªC. 

Como prueba positiva se considera la formación de un coágulo o 

filamentos de fibrina C62) <78). 

3.2.S Termonucleasa. 

En una caja de petri, se af'lad1eron 6 ml de agar DNAsa 

fundido. Una ve= sol1dif icado. ~e r·ealizaron oerforaciones de 2mm 

de diC\metro. Un cultivo puro de S.aureus en caldo BHI, se calentO 

en baf'lo maria a 90 ªC. durante 15 minutos. Con una pipet'3. 

Pasteur, se tomó parte del cultivo y se c:oloc6 en los pozos. Se 

incubo en cámara húmeda a 37 °c, durante 4 hor&s. Para revelar se 

agrego una solucion de ác. clorhidrico 1N, de tal forma que 

cubriet"a la superficie de· la caja. Como actividad positiva se 

considera la formac:ion de un halo claro alrededor de los po=os 

<38) (62) <78). 

3. 4. 6 Fermentación de azúc•res •. 

Una asada de un cultivo puro de §..,,_ a.ureus de 24 horas en 

BHI. se inoculo en cuatro tubos, conteniendo cada uno caldo base 

ro Jo de fenal y los s1gL11entes azucares: man1 tal, glucosa, 

lactosa y sacarosa. Se incubaron 24 horas a 37 °C. El vire del 

indicador rojo de fenol a amarillo, representa la fermentación 

del azucar correspondiente <10> <62>. 

3. 2. 7 Movilidad. 

Se emplea un medio semisOl1do especifico. sulfidr1co indol 

movi 1 idad <SIM), que se siembra por pic•dura para observar 

movilidad. El crecimiento solo sobre la linea de 01cadura 

indicará la ausencia de mobil1dad <62>. 



3.2.8 Licuefacción de gelatina. 

El medio de gelatina nutritiva inoculado por oicadura con el 

microorgan1smo se incubó de 2::'. a 25 ° C oor 1 a 4 d 1 as. Una 

prueba Positiva consiste en la 11cuefacc:1ón a las 24 horas (62). 

3.2.9 Rea.cción de Vogass-Pro&kauer. 

Determina la capacidad de producir acetilmetilcarbinol 

mediante la fermentación de la glucosa. Se detecta por la 

variación de color del reactivo agregado al medio de cree1m1ento 

(62). 

3.2.10 Reducción del nitrato. 

Evalua la caoac1dad del organismo para producir nitritos o 

nitrógeno libre a partir de la reducción de nitratos. observaole 

por el cambio de color <62). 

3.3 METODO DE PRODUCCION DE ENTEROTOXINA. 

Para poder 1dentii1car la enteroto::1na oue produce la cepa 

de S . .J.ureus utili:::ada. se indujo la produccion aplicando el 

metodo de celofán sobre agar que a continuacion se describe 

(figura 3> 

-Recortat· circules de celofán para diálisis y papel filtro, 

con un diametro liger'amente menor' al de la caja de petri (9cm1. 

Humedeeerlos con agua destilada y colocarlos alternaoamente en 

una caja pe tri. Esteri 1 izar a 121 a C. 15 minutos. 

-De un cultivo puro de S.aureus en BHI, incubaCJo a 37 oc 

durante 18 a 24 horas. se tomaron (1.1 ml, se sembró y oistribuy6 

perfectamente, con una varilla de v1dr10 sobre placas de agar 

BHI. en las que se colocó previamente una membrana de celofán. 



, ... --..... , 
i \ 9 cm.dlámetro 
'• I ..... _, 

Celalán para diáli1i1 /' O 9 cm.diámetro 
Caja petrl 

Colator lo.s circulo• 
húmedo• alternadamente 

Papel flllro 

5ml Cllltbro. 

de S.aureus 

Prueba de 
lnrnunodilu1ión 
r.adial simple 

¡ 
l--------------J ---------·-·;g ·--·--- ------·---- -

Esterlllxor 

121'c/l.5.minuto• 

Inocular O.lml sobre ~ 
el celofán y di1tribulr ,,,..--.. 

con hi1apo e1téril --------------· 
Agar llHl pH=.6 coa 
mambr1a de plofán 

Incubar a37'c/20us 

¡ 

u 
ColllChc:i.< .crecimiento coa 2.5 mi 
de.'buller de losfalol 0.01 M. 

4- g .. ~'----~I 
Centrifugar 
asoo rpm/30.mia. 

Figura J. Método de celofán sobre agar 



-Se incubo a 37 ºC. durante 24 ho1·as. 

-El crecimiento se cosechó con =.5 ml de solucion 

r·eguladora de fosfatos O.D1M y centrifugó a ~,500 rpm ourante 30 

minutos. El sobr·enadante cara 1 a prueba de 

inmunodifusián radial simple modificada (78) <79). 

3.4 IOENT!FICACION DE ENTEROTOXINA B POR !NMUNODIFUSION 

RADIAL SlMF'LE MODIFICADA. 

La tecnica de inmLtnodifusián radial simple, se empleó para 

detectar la presencia de enteroto~nna B, en los e~:tractos 

obtenidos a partir de la cepa mediante el método de celofán y de 

los quesos elaborados {figura 4). En su realización se llevaron a 

cabo las siguientes operacion~s: 

-Para la preparación del med10 base para las olacas (agar al 

1.8 %). se disolvieron 18 g de agar purificado 9(H) ml de 

solución reguladora de fosfatos o. 2 M y se agregaron 100 ml de 

t1merosal al 1 ·1.. Se guardó en volucñenes de 5 ml. 

-Para cada placa se prepararon l(J m! de agar antitoxina. A 

9.3 ml de agar al 1.e:;, fundido a 70 °c, $9 le agre9a1·on 0.7 ml 

de antitoxina B. Fosteriormente se vació en una ca.Ja de petr1, se 

mezcló y enfrió hasta que solidificara. 

-Las placas ya preparadas se c:oloc:a.ron sacre un papel con 

cuadriculado de 1 cm En el centro de cada cuadricula se hizo 

una perforación con la base de unc"l pipeta asteur, de 6 mm de 

diámetro. 

-Uno de los oo:os se lleno con la enterotoxina de refer·enc1a 

:1 el resto con los e~tractos a prooar. Se incubó a 37 °c, en 

cámara húmeda. durante toda la noche. 



""í--------~r Refrigerac e, ______ _,, _____ _.. 20 min. 

-

9.3 mi. Ajiar al J.8 Y. 
0.7mlanlilaxioa B 

Revela• can: 
500 mL me tonal 

o.s.,.. 

--+ .100 mLác.ocética ~ 
,400 mi.agua destilada 

lcm. 

Incubar a 37'C teda 

la noche en cámara 

humeda. 

Prueba positiva: 

halo claro 

Fi!Jura 4. Método de inm1¡nod ifusión radial simple 
modificado 



-El revelado de las placas se reali=ó con una me~cla 5:1:4 

de etanol, ac. acetico y agua destilad~. LB fo1·mac1on de un halo 

opaco alrededor de los pozos indica la presencia de enterotoxina 

B 191>. 

3.5 ADAPTAC!ON DEL S,aureus EN CALDO LACTOSADO. 

Con el fin de adaptar al microorganismo usado. a la 

utili;:ación de la fuente energética de la leche, la lactosa. se 

hicieron resiembras consecutivas en caldo lactosa.do. 

3.6 CURVA DE CRECIMIENTO. 

Se real1;:ó mediante dos métodos; cuanta viable para 

bacterias y espectrofotometricamente. 

3.6.1 Cuenta viable para bacterias. 

-Se preparo un cultivo puro de S .. aur.eus en caldo lactosa.do. 

incubaco a .-:.7 °c. durante 18 a 24 horas. 

-Con 3 ml del cultivo antes mencionado se inocularon 500 ml 

de caldo lactosa.do ester1 l, se homogen izó per-fectamente. E!ite 

medio se mantuvo a 37 °c antes y desoués de tomar cada muestra. 

-La cuenta de bacterias se llevo a cabo a diferentes tiempos 

de 1ncubac1ón. efectuandose diluciones decimales en serie <cuadro 

11>. 

-Se tomó 1 ml de las tres ultimas diluciones y se colocó en 

cajas Petri. posteriormente se adicionaron 15 a 20 ml de agar 

para cuenta estAndar (ACS>, previamente fundido y enfriado a 45 

ºC; las c•jas se homogen1zaron por rotación en la super"ficie de lil 

mesa de trabaJO e incubaron a 37 ºe durante 24 horas. ~ 



Cuadro 11. Tiemoos de incuhación en e!. '!tétodo de cuenta 
viabie para hacterias. 

TIEMPO DE UICUBACION 
(horas) DIWCIONES 

o.o 10-4 a 10-6 

1.0 10-4 a 10-6 

2.0 10- 4 a 10-6 

3.0 10- 5 a 10-1 

4.0 10-s a 10-7 

s.o 10- 5 a 10-1 

6.0 10-s a 10-1 

7 .o 10-1 • 10-9 

a.o 10-1 a 10-9 

9.0 10-1 • 10-9 

10.0 to-7 a 10-9 

11.0 10 
-7 

a 10-9 

12.0 1 o-7 • 10-9 



3.6.2 Método espectrofotométrico. 

-Para esta tecnic~ se empleo el espectrofotómetro 

"Spectronic ::!1)", calibrado con agua de!itila1da a 600 nm, y se 

utilizo como blanco el medio de cultivo empleado ACS. 

-Se tomo una alicuota de 15 a 20 ml del medio empleado para 

la cuenta viable simultaneamente y en los tiempos especificados, 

se anotó el porcentaje de transm1tanc1a Ci'.T) y absorbancia <'X.A> 

para cada caso. 

3.7 OAND TERMICO SUB-LETAL EN S.aureus. 

Para ocas1onat• el daf1o sub-letal en los microorgan1smos a 

inocular en los quesos, se empleó el método del tubo capilar. La 

temperatura empleada fue la correspondiente a la pasteuri::ac:ion 

t•áp1da de la leche C72 ºCl. El medio de calentamiento usado fue 

leche en polvo reconstituida. El procsdimiento se describe a 

continuaciOn (figura 5) (3ó) (47>: 

-Con 3 ml de un cultivo puro de S.aureus en caldo lactosa.do 

de 18 a 24 horas, se inocular•on 100 ml de leche entera en polvo 

reconstituida. Se incubó a 37 ºC"' durante el tiempo determinado a 

través de la. curva de crec1m1ento, en el que el microorgan1SAKJ 

alcanza su fase exponencial de ct·ec1miento (6 horas,. 

-Se colocaron (1.05 ml del cultivo antes citado, en un tubo 

capilar de 1 mm de diametro. 

-El capilar con el cultivo se suJetó a un termómetro, dentro 

de un tubo de Thiell con agua a 72 °c. Los tiempos de expos1c1on 

aplicados fueron C>, 5. 10. 15. 20. 25 y 3(1 segundos. 

-Inmed1ata!nente después de aplicado el tratamiento térmico, 

cada tubo caoilar se introdLlJO en un batl'o de agua helada y coloco 

en t..tn tubo oara diluc1on con 9.95 ml de agua esteril. 



jeringa 

•• u 

. ., 

capilar con 
O.OS ml 

de cultivo 

,._ ____ term6metro 

- baño de agua a 12•c 

capilar 

~ ~ \ ! t '!.~::·:~. 
=~a·=~ ... , 
~ ~ agua esteril 

b "" AST + 7' NaCl 

(37°C, 24 h) 

ª"" agar soya tripicai:ie!na sin NaC] 
b= agar soya tripicaseína con 7\ de NaCl 

a - b = células dañadas 

·Figura 5. Método del tubo capilar 



-se realizaron diluciones decimales hasta 10.
5 

y semcraron 

las. tres Ultimas en AST con 7.0 i'. de clo1·u1•0 de sodio y AST. La 

incubaciOn fue a 37 °c. dur~nte 18 a 24 horas. 

-Las colonias de S.aureus se con-caron, e;:presandose como 

UFC/ml. 

-El numero de células daf'1adas se calculó restando al numero 

de células oue crecieron en AST sin NaCl <células ·tia.bles 

totales) las que crecieron en AST con 7.0 % de NaCl (células s1n 

daNo) (2bl. 

3.B ESTANDARlZAClON DEL INOCULO. 

Para conocer el número de células necesarias a ser 

inoculadas en la leche empleada en la elaboracion de los ouesos, 

se el iQió el ti.empo de tratamiento térmico que generó un mayor 

porcentaJe de células dañadas. Se repitió cinco veces y se hizo 

cuenta viable en la misma forma aue en el método del tubo 

capilar. Debido a que también se inocularon células sin da.No sub-

letal, se real1=aron repeticiones en el tiempo cero de 

tratamiento térm1co y se calculó el promedio de UFC/ml. 

3.9 ANALlSIS MlCROBlOLOGICO DE LA LECHE EN POLVO. 

Para conocer la calidad m1crob1ológ1ca de la leche en polvo 

empleada como materia prima de los quesos, se llevaron a cabo las 

s1gu1entes determ1nac1ones. 

3.9.1 Preparación de la muestra. 

Se pe•aron 10 9 de leche en polvo y homo9an1zaron con 90 ml 

de agua esteril (diluc16n 10~ 1 ). A partir de esta mezcla se 

prepararon di luciones decimales hasta 10~'i • 
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3.9.2 Cuenta de mesófilos ae1'ob1os totales. 

Se inoculó 1 ml o~ las t1·8s ult1m's d1l~c: 1nes en una caJa 

Petr1. despues se ad1c1onaron 20 ml de, .S. La t :Jmogene1zac1ón se 

h1:0 por rotac1on sobt•e la mesa de trab~Jo. La 1ncubac1on fue a 

37 ºC durante 18 é\ 24 horas. El nú.mero de colon.i as se reporto en 

UFC/ml <4> <27> <28>, 

3.9.3 Cuenta de coliformes totales. 

Una asada de la primera dilL1c1ón se sembt"O en placas de 

agar b i l 1s t•ojo violeta <RVBA>.Se incubo de 24 a 48 horas y 

contó el numero de colonias caracterist1cas <27> (28>. 

3.9.4 Aislamiento e identificación de Salmonella. 

Se sembraron 2 g de muestra en tubos con caldo selenita y 

tetrationato. Se incubó de 18 a 24 horas a 37 ºC. Una asada de 

cada tubo se sembró en agar verde brillante, agar eos1na azul de 

metileno <EMB> y sulfito de bismuto. A las colonias 

soscecnosas se les hacen pruebas bioquimicas para comprobar la 

presencia Salmonel la (27) (28). 

3.9.5 Cuenta de S.aureus. 

Se utilizó el método de Baird-Parker, que consiste en 

sembrar ú.1 ml de las tres últimas diluciones y distribuir 

perfectamente con una varilla de vidrio esteril. Se realizó el 

recuento de colonias tipicas de s.aureus C27) (28> (89). 

3.10 ELABORACION DE LOS QUESOS. 

Quesos de 501) g, se elaboraron a oartir de leche en polvo 

rec:onst1.tu1da ''Nido" del mismo lote. La formulación para cada 

queso se muestra en el cuadro 12. 



Cuadro 12. Formulación del queso fresco 

HA'l'ERll\ PRIMA Cl\NTIOl\D 

Leche en polvo 650 q 

Cloruro de calcio 1 9 

cuajo (CUamex XXX, fuerza 1 : lo, 000) 2.5 ml 

Cloruro de sodio 15 g 

Agua 2 lt 



El proceso de elabot~aciOn de los ouesos abarco las 

s1gu1entes operaciones (figura 6): 

-Reconstitución de la. leche en polvo. Se prepararon :! lt 

d1solv1endo oerrec"T::amente la leche en el ac;iua. manteniendo una 

temperatura de 37 ºC. 

-Suplementación de calcio ionice a la leche. Con el fin de 

obtener una coagulacion m~s eficiente. se ad1c1on6 una solucion 

de cloruro de calc10, 0.2 g en 10 ml de agua, y se mezcló 

perfectamente. 

-Inoculac10n de la leche con s.aureus. Se utilizaron para 

este fin 1nóculos de 300 :: 10 'UFC de este m1croorg•in1smo en 

leche, con daNo sub-letal en tubo capilar o sin daNo, según el 

tratamiento a realizar. Se me::claron perfectamente con la leche 

en polvo reconstituida. 

-Coagulación. Se agrego a la leche una d1solucion acuosa de 

cuajo (Cuame~{ XXX. fuer:a 1: 10 000) '· en una concentracion de 1).05 

i". de este agente coagulante por litro de leche. Se me:cló 

cuidadosament2 y dejo r~posar hasta la formacion de un coagulo 

consistente. apro:·:1madamente 15 min. 

-Corte de la cuaJada. Se realizo el corte del coágulo en 

pequel'fos cLtbos de apro:umadamente 2 cm por lado. 

-Salado. Se elimino el 30 i". del suero presente y adiciono a 

la cuajada una me;:cla de cloruro de sodio suero, que permitiera 

obtener alrededor de 3i". de sal en el queso. Se espero unos 

minutos. 

-Desuerado. Se separo el suero restante de la cuajada. 

-Moldeado.La cuajada se coloco en moldes de acero inoxidable 

con 50(19 de capacidad, permaneciendo en refrigeraciOn, 24 horas. 
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Obtenci6n de Reconstitución de Calentamiento 

Ha ter ia. vr ima leche en polvo 37 •r. 

( 12 \ de sólidos) 

Analisis 

eiicrobioloq~cos 

coagulación Adiciéil -dA- inóculo Ad.'!-ción de cloruro 

36ºC, 15-30 min ~ 10
5

- 10
6

UFC/ml de calcio (0.2 9/ltl 

I• 
e 

Desuerado Desuerado 

parcial ( 30\) 

Almacena.miento 

3-4 ºC, 20-22 ºC y 37 ºC l'folúeado 

semanas 

Figura 6. Proceso de elabcraci.Sn de queso fresco. 



-Almacenamiento. Se ap 11 e: aro¡¡ tres tempera'CLtrc..s de 

almacenamiento: durante do5 semanas. 1·efr1ger·aciOn \3 a 4 ºCJ, 

Ambiente l:!O a ºC); y a (37 ºC) teme ere tut"·a oot1ma de 

crec1m1ento cor una semana. l60). 

3.11 ANALISIS NICROBIOLOGICOS POST-PROCESO. 

3.11.1 Analisis del suero. 

Se reunio el suero obtenido del desuerado y se mezclo 

pertectamente. Se real t :::at"'on di luciones decimales hasta le).-., y 

se obtuvo la cuenta de mesofilicos aerobios totales y S.aureus 

(4) (27> (89>. 

3.11.2 Analisis de los quesos. 

Se toma1·on muestras ce 10 g de cada Queso en diferentes 

periodos de almacenamiento: inicial, primera semana, y segunda 

semana; y se realizaron cuentas de mesofilicos aerobios y 

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

3.12 EXTRACCION DE ENTEROTOXINA. 

Desoues de transcurrido el periodo de almacenamiento. se 

tomaron muestras de los Quesos y se llevó a cabo la extracción de 

enteroto::1na por el siguiente metodo (figura 7): 

-Pesar 100 g de queso. Agregar 140 ml de agua destilada, 

triturar y homogeneizar 3 min. en licuadora. 

-Agregar 10 ml de HCl 0.1 M, mezclarlo bien y ajustar el pH 

final a 4.5. 

-Centrifugar a 3 500 rpm a 4 °C durante 50 min. 

-Pasar el sobrenadante a un vaso de precipitados. aJustar el 

pH a 7.5 con NaOH S M. 
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-Agregar 15 ml de cloroformo y me:clar con 

magnético por 3 m1n. 

-Centrifugar a ~. S<J(J rpm a 4 ºC durante 30 m1n. 

agitador 

-Separar el clorotormo aJustando el sobrenadante a un pH de 

4.5 con HCl 0.1 M <si hay prec1p1tac16n centrifugar de nuevo y 

descartar>. 

-AJustar el PH a 7.5 con NaOH 5 M, si hay precipitado 

centrifugar ae nuevo y descartar. 

-Agregar 30 ml de resina Amberlite CG-50 con pH de 5.6, 

previamente tratada. 

Tratamiento de la resina.- Pesar 100 g y suspenderla en t.5 

lt de agua destilada. Agregar NaOH 5 M hasta oH de 12, agitar 

durante 1 hora. Lavar varias veces con agua destilada. Agregar 

HCl 6M hasta PH de 2. Agitar durante 1 hora. La.v.;:1r varias veces 

con agua destilada y suspender en solL1ciOn amortiguadora de 

fosfatos a pH 5.6. El pH de la resina debe de ser de 5.6 a 5.9. 

-Mezclar durante 1 hora con agitador magnético a 4 ºC. 

-Filtrar la resina a través de un embudo t:Juchner y lavar con 

200 ml de solución reguladora de fosfatos 0.015 M y pli 5.9. 

Descartar el lavado. 

-Suspender la resina en 30 ml de soluc1on regulador~a de 

fosfatos 0.15 M con 0.9 % de cloruro de sodio. Ajustar el pH 

lentamente a 6.8 y agitar con barra magnética por 45 m1n. a 4 °C. 

-Filtrar la resina, guardar el elu1do y descartar la resina. 

-Agregar 1 g de agar purificado y agitar 1 hora a 4 ºC con 

barra magnética. 

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

diálisis. Introducir en una d1soluc1on de pol1etilen glicol al 



3() % durante toda la noche. 

-Extraer el saco de diálisis y lavat• con agua tibia. DeJarlo 

reposar en agua tibia. 

-Colocat· el eHtracto en un tubo de centr1fL1ga. el igu.al que 

los lavaoos del saco, con un volumen no mayor de 5 ml. 

-Centrifugar a 3 50(1 rpm a 4 ºC durante 30 m1n. 

-Transferir a un frasco peaueho ~ liotili=ar. 

-Disolver el liofilizado con 0.4 ml de tr1psina al %, 

deJandc d19et·ir por 30 min. a 37 °c. 

-Hacer la prueba de inmunodifus1on radial simple modificada, 

para la detección de enterctox1na B (33> <76). 
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4. RESULTADOS Y DISCUSION. 

4.1 CARACTERIZACIDN DE LA CEPA. 

4.1.1 Morfologia m1croscópica. 

Despues de realizar la t1nci6n de Gram, se observaron al 

m1croscop10, células esféricas (cccosJ, agrupadas en racimos 

irregulares con reacc10n de Gram l+), propia de S.aureus: sin 

embargo. esta prueba por s1 sola no permite su d1ferenc1aci6n de 

otras especies de la fam1l1a Mtcrococcaceae que presentan estas 

mismas caracteristicas <21). 

4.1.2 Morfologia colonial. 

Unas de las principales carac:teristicas de la5 bac:tet"ias son 

su apar1enc::1a y crec1m1ento en un medio de cultivo especifico. 

Los resultados de la morfologia colonial de la cepa de S.aur-eus 

S-6. concuerdan con los reportados en la literatura <cutildro 13) 

(53). 

4.1.3 Cata.lasa. 

Es una en=ima producida por S.aureus, que descompone la 

molécula de peroxido de hidrOgeno. libet"ando oxigeno el que se 

hace patente mediante la formación de burbuJa.s. El microorganismo 

estudiado produce esta enzima. Por medio de e¡¡ta prueba se puedo 

diferenciar el estafilococo (cata.lasa positivo>, de estreptococo-. 

(cata.lasa negativos) (!53). 

4.1. 4 Coagulasa. 

Es Ltna prueba simple, utilizada como presuntiva en la 

identificaciCn de cepas enterotoxigénicas de· S.aureus. 



cuadro 13. Morfología colonial del s.aureus S-6 

CARACTERISTICA RESULTADO 

Medio de creciniiento Agar BltI 

Tamaño 2· - 3 IUIU 

Color Amarillento 

Consistencia Cremosa 

Borde Entero 

Aspecto Húmedo 

Elevación Convexa 

Luz transmitida Opaca 

Luz reflejada Bri1'1ante 

Superficie Lisa 

"" 



La producción de la en:ima coagulasa, que ac':t.:.ta como 

activador del plasma coagulando el fibr1110geno, pE•~mite que se 

lleve a cabo esta prueba. 

El resultado de esta orueba fLte oos1tivo. lo que ca 

pauta para suponer la enteroto::1geneicidad de la cepa que se usó, 

pero no asegura esta función metabólica ya que se han reportado 

exceociones a esta relac::i.on. se sabe que 90 ~~ o mas de las cepas 

de s.aureus enterotoxigenicas producen coagulasa (61). 

4.1.5 Termonucleasa. 

La termonucleasa es producida por algunas cecas de s.aureus, 

hidroliza los enlaces fosfato del ONA, es termoestable y resiste 

altas concentrac1ones de NaCl. 

Al igual que la prueba de coagulasa, la termonucleasa fue 

positiva (50). 

Se ha recortado una relación mas estricta entre la 

producc10n de esta enzima y la de enterotoxina, por lo Que las 

prueoas de coagulasa y termonucleasa en conJunto son utilizadas 

para la i:iresunci6n de cecas enteroto::19én1cas de S.aureus (37) 

(58). 

4.1.6 FermentAci6n de azúcares. 

Todos los a:Ucares probados: manito!, l&ctosa, sacarosa y 

9lucosa, fueron fermentados por la cepa representando por tanto 

una prueba poait1va. La prueba de manitol. resulta altamente 

selectiva para la confirmación de cepas patogenas de S.aureus 

(62) <68). 
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4.1.7 Movilidad. 

El s. aureus es un mict·oor9an1smo que no tiene flagelo, 

organelo que tiene la funcion de perm1t1r la movilidad de la 

célula. El resultado de esta prueba fue negativo, con un 

crec1mi.ento acentuado en la linea de siembra y con el medio 

circundante claro (62). 

4.1.B Licuefacción de gelatina. 

La gelat1nasa. enzima pi-cduc1aa en grandes cant1dade• por 

S.aureus, permite su identif1caciOn, a traves de su accion sobr'e 

un medio de gelatina nLttri t l vo, provocando la 1 icuefacc ion del 

mismo. La cepa estudiada mostró esta actividad en=imatica. 

4.1.9 Reacción de Voges-Proskauer. 

Mediante esta prueba se deter~mina la capacidad del 

m1crocrgan1smo para producir acetilmet1lcarb1nol taceto1na>, 

producto final neutro de la fermentación de glucosa. El S.aureus 

S-6 presentó reacción positiva.. 

4.1.10 Reducción de nitrato. 

En esta prueba se observó un resultado positivo, que 

confirmó la capacidad del s. aLtreus S-6 para producir sustancias 

que reducen los nitratos a nitritos o nitrógeno libt"o (62). 

Todos los resultados áe las pruebas bioquímicas, concuerdan 

cor:\ los reportados en la literatura <cuadro 14). 

4.2 PRODUCCION DE ENTEROTOXINA B. 

El método de celofán sobre agar, hace posible obtener altas 

caneen trae iones de entero to~< ina. que permiten como robar sL1 

producc:iOn e identidad. al someterla posteriormente • una 
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Cuadro 14. Características bioquímicas de ~ 

Prueba Respuesta 

Coagulasa + 

Catalasa + 

O Nasa + 

Glucosa + 

Hanitol + 

Sacarosa + 

Lactosa + 

Uovilidad -
Acido sulfhídrico + 

r.icuefacción de gelatina 
a 22 ºC + 

Voges-Proskauer + 

Reducci6n de nitrato + 



reacción Cle 1Clent1f 1c:ac:1ón antigeno-ant1cuerpo. Además. la 

duración de esta técnica C24 horas a 37 ºCJ, cerm1te obtener 

resultados rá1:ndos c:on una cequeha cantidad de medio <22>. 

El agar BHI cue se utilizo, contiene la cantidad suficiente 

de nutrimentos, par·a cerm1tir el crec:1m1ento y procuc:c:1on de 

enterotox1na a niveles suficientes para su detecc1on. La membrana 

de celofán soore el medio contribuye a una pur1f1cac:ion y 

extrac:c1on de la enteroto::ina mas sencillas. ya que facilita la 

elim1nac:i6n de productos metabólicos no importantes con un peso 

molecular menor de 12 1)1)(1 D. La enteroto::ina B, al poseer un peso 

de 28 366 D. queda retenida en la superficie de la membrana. por 

lo que su t·ecuperac16n :e lleva a cabo~ mediante el lavado de la 

misma con una solución amortiguadora (65). 

Med1·ante e:te método se obtuvo un e~trac:to de la <=;epa de 

S. aureus S-6. 

4.3 IDENTIFJCACION DE ENTEROTOXINA B. 

La oos101l1dad de identificar enter·ota::1nas por un método 

serologico como el de inmunodifus1ón radial simple mod1f 1cada. se 

tavorec:e pot· la caoac:idad que tienen las to::1nas de reaccionar 

con SLI ant¡suero esoecif1c:o. uniendose de tal forma que despues 

de un revelado con Lma me:::cla ac:1do y alc:c:;hol, se formen halos 

opacos alrededor del po;:o, en la ::.ona en qL1e las dos sustancias 

se unen por difusión. 

El diámetro del halo de prec:1p1tac:ion es proporcional a la 

cantidad de toxina agregada al pozo, por lo que esta prueoa puede 

ser de carac:ter sem1c:uant1tativo. 

El extracto octen1do mediante el metodo de celof~n sobre 
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agar, se orobO med1cnce inmLtnodifusión, comprob.3.nClose oue la cepa 

proporcionada de S. aL1reus S-6 produce la enterotoxina B <21) (66) 

(91). 

4.4 ADAPTACION DE S.aureus A CALDO LACTOSADO. 

El S. aL1reus degrada la lactosa cuando este azucar representa 

Su único medio energético. Al principio el microorganismo no se 

encontraba adaptado a su utilizac:ion directü por falta de algunos 

metabolitos. por lo que tue necesario llevar a cabo cinco 

resiembras que facilitaron su óptimo crecimiento. 

En nuestro caso. deseabamos ccncc:er el efecto de la 

temperatura de almacenamiento y da.No termico, sobre el 

crec1m1ento del m1croorgan1smo y producción de entet'otox1na B, en 

un derivado lacteo como el queso: por lo que se hizo necesario 

adaptarlo a la utilizac1on de lactosa (azúcar de la leche>, y de 

esta forma impedir que la desadaptación 1nterv1niera en los 

factores a determinar. 

4.5 CURVA DE CRECIMIENTO. 

Debido que las particulas suspendidas en un liquido 

absot'ben la luz, es posible medir con un instrumento sensible 

como el espectrofotometro la concentrac:1on del mismo, o en 

nuestro caso el c:rec1miento celular relacionado c:on el grado de 

absorciOn de luz. En la figura B, se observa la curva de 

c:rec:imiento obtenida a partir del método espectrototometrico, a 

una longitud de onda de 600 nm; en ella se aprec:1an tres de las 

cuatro fases del c:rec:im1ento celular <20> (71>. 
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Figura 8. Curva ñe rrecir.iiento 



4.5.1 Fase de retardo o laQ. 

En este periodo que comprend10 las dos primeras horas de 

incubac1on. las células aumentan su tamano permaneciendo 

inalterada la población celul~t· total. F1s1ológicamente dichas 

células se encuentran muy activas, s1ntet1::ando las enzimas y 

coen::imas necesarias para su óptimo funcionamiento. En la parte 

final de esta fase. las células com1en=an a d1v1d1rse de manera 

irregular. hasta que in1c1a la siguiente etapa. 

4.5.2 Fase logaritmica o exponencial. 

Esta etapa se oresentó entre las 2 y 9 horas de incubación, 

presenténdose multiol1cac1ón reQular y a ritmo constante. El 

desarrollo. asi como la produccion de enteroto::ina B son 

max1mos, por lo que los m1croor9an1smos en esta fase resultan de 

gran in~eres para el estudio de la producción de enterotox1na. 

Poster1ormen~e todas las funciones de desarrollo y producción de 

substancias com1en::an a d1sm1nuir gradualmente. 

4.5.3 Fase estacionaria. 

La tendencia al cese del d~sarrollo que se observa en las 

tres ~lt1mas noras de nuestra curva, r•epresenta la fase 

estac1onar1a de crec1m1ento, que ouede deberse al agota.miento de 

algunos nutrien~es y el inicio de la acumulacion de sustancias 

tó::icas de desecho. El que la curva permanezca constante 1nd1ca 

que el desarrollo se ha detenido o que se ha eQUllibrado con el 

ritmo de muerte celular. 

4.S.4 Fase de declinación o muerte. 

En esta etapa las bacterias mLteren rap1damente en forma 



e;{ponenc: i al, 

logaritmica. 

a la inversa de lo que sucede en la 

No se ob»ervO en nuestra curva, ya que 

espectrofotOmetro detecta tanto células mLlertas como vivas. 

4.6 TRATAMIENTO TERMICO. 

fase 

el 

El tratamiento térmico se llevo a cabo a 72 °c. utili~ando 

el método del tubo capilar ya descrito. Se calcularon los 

porcentajes promedio de células que mueren, viables y dahadas 

(cuadro 15) . 

En la figura 9, se observa que al aumentar el tiempo de 

tratamiento térmico, hay Lln mayor porcentaJe de destruc:ciOn de 

células que va desde un 18'l. a los 5 segundos hasta un 72% a los 

30 segundos. EstoG datos muestran que las condiciones empleadas 

en la pasteurización rápida de la leche, 72 °c, 15 segundo~, 

fueron insuficientes para la destrucciOn total de S.aureus, aun 

cuando mediante el método del tubo capilar se obtuvo una 

transferencia de calor casi instantanea. BaJo estas condiciones 

solo se destruyó el 46 í'. de la población de S.aureus. Sin 

embargo, estos dos tratamientos no son totalmente equiparables, 

debido a que existen d1ferenc1as en sus métodologias, y otros 

factores como la cantidad inicial de microorganismos. 

A partir del número de células que permanecieron viables 

(figura 10), se calculó el porcentaje de células daNadas <figura 

11>, el1giendose dos tiempos de tratamiento térmico; 20 segundos 

<7~% de daño) y 30 segundos (92% de d•No>~ pAra ser inoculado~ en 

los quesos a elaborar y observar el desarrollo del S.aureus y 

produccion de enteroto:<ina B durante el almacenamiento. 
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Cuadro 15. Resultados del Tratamiento Térmico a 72ºC 

Tiempo a b e d 
( s) 

o 100 o o o 

5 82 1 B 2 98 

] o 65 35 ] 5 85 

] 5 54 46 S3 47 

20 45 55 72 28 

25 36 64 85 ] 5 

30 20 72 92 8 

a= \ de células viables 

b= ., de c~lulas destruidas 

e= \ de células dañadas 

d= \ de c~lulas sin daño 
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tratamiento térmico a 72ºC 

tiempo( s.) 



daño 
(\1 

100 

90 

80 

70 

60 

so 

40 

30 

20 

10 

92 

10 15 20 25 30 

Figura· 11. Porcentaje de daño sub-letal durante el 
tratamiento térmico a 72°C 

tiempo (s.) 



El calor aplicado a los microorganismos ouede causar la 

desnaturalización de proteinas. ruptLtra de la estructura del DNA 

Y daf"fos a la membrana c1toplasmat1ca <11). Lél de9radac1on del DNA 

y desnatural1o::acicn de proteinas ¡mplicadas en la respiración, 

están relacionadas directamente con la muerte celular (82). 

Las células daNadas, d1sm1nuyen su capacidad metabólica, 

Presentando una disminución selectiva de las en;:1mas y 

desnatu1·alizacion parcial de las proteinas celulares <11>. A 

pesar de esto. se ha reportado la recuperacion de los 

m1croorganismos en su crecimiento y metabolismo incluyendo 

la producción de enteroto::ina al ser transferidos a un media con 

am1noác1dos, glucosa y minerales como fosfatos y magnesio (25) 

(45) (49). 

La pasteurización 1·~pida de la leche a 72 °c, 15 s, deberia 

destruir todas las células presentes, pero mediante el 

tratamiento aplicado a un cultivo del organismo en leche, no se 

logro destruir al total de la población microbiana. Esto puede 

deberoe. ha que se ha comprobado un efecto protector, so:tre los 

microorganismos, de los componentes del medio de suspensión, que 

en el caso de la leche son principalmente: proteinas, grasa y 

sales minerales <25> <38) <40> C89). 

4.7 ESTANDARIZACION DEL INOCULO. 

Con el fin de conocer el número promedio de células a 

inocular en los quesos. se hicieron cinco repeticiones del 

tratamiento térmico por el método del tubo capilar. con un 

cultivo ouro de S.aureus en fase logarítmica de crecimiento (6 

horas>. tratando termtcamente a los microorganismos 20 Y 30 s. 
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De la misma forma se nicieron repeticiones $ln tratamiento 

térmico para estandar1:ar el inoculo en 300 1: 10 ' UFC. 

4.8 ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LA LECHE EN POLVO, 

La leche en polvo, por el pt•oceso que sufre para su 

elaboración y contenido de humedad tan baJo, dificilmente deberla 

'presentar el problema de contaminación con mic:roor9anismos. Sin 

embargo, en leche en polvo de importación se ha encontrado 

S. aureus enteroto;: igén ice. Estudios real 1 :::ad os por la Esc:uc:?l• 

Nacional de Ciencias B1ol6g1cas del Instituto Politéc:n1co 

Nacional, sobre la presencia de cepas enterotoxigén1cas de 

S.aureus en leches en polvo Nacionales. muestran cantidades 

importantes de este organismo en las mismas. 

Por las condiciones antes mencionadas, y con el fin de tener 

un control del lote de leche en polvo "Nido" empleado en la 

elaboración de los quesos, se hizo el análisis de Mesóf1los 

aerobios totales (150 UFC/g) y S.aJreus (4 UFC/g), obten1endose 

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

y Salmonella no se observo su presencia. 

4.9 TRATAMIENTOS EN LOS QUESOS ELABORADOS. 

5e e laborar·on quesos por duplicado con S. aLU"eus sin 

tt·atam1ento termico, con 20 s <72~'. de células daf"fadasJ y 30 s 

(92'l. de células dat"fadasJ de tr•atamiento. con el fin de comoar•ar 

el desarrollo y producc16n de enteroto::ina del mic:rcorgan1smo 

con diferente porcentaJe de daho, elaborandose seis quesos para 

cada temperatura de almacenamiento a probar ~refr1gerac:ion 3-4 

°C, ambiente 20-22 ºC y optima 37 ºC) <cuadro lb). 



Cuadro 16. Características ñe los difflrentes tratamientós 

TRATA!11ENTO 

TEMPERATURA 

DE AU1ACENi\HIENTO 

refrigeraci6n 

3-4 ºC 

ambiente 

20-22 ºC 

óp'tima 

37 ºC 

# DE QIJF.SOS 

TRATl\HlEN'I'O TERMICO 

APLICADO A~ 

sin tratamiento 

2n !l de tratamiento 

30 s de tratamiento 

sin tratamiento 

2Q s r.le tratamiento 

30 s de tratamiento 

sin tratamiento 

20 s de tratamiento 

30 s de tratamiento 



La temperatura de 37 ºC se Ltt1l1::0 como reTerenc1a. por ser 

la óptima para el c:rec:1m1ento y la producc1on de ente~·oto::ina. 

El c:ontrol de la temperatur·a se llevo a cabo diariamente. 

usando un termometr·o de ma::imas y mínimas. 

4.10 DESARROLLO MICROBIOLOGICO EN LOS QUESOS. 

En los cuadros 17, 18 y 19 tabularon las cuentas 

obtenidas del análisis microbioló91co de los quesos elaborados y 

almacenados a temperatura de refrigerac1on, ambiente y óptima. 

Para un mayor entendimiento se 9raf1c:aron los resL1ltados, 'figuras 

12, 13 y 14. en las que se ilustre el comport-am1ento de los 

ouesos sin tratamiento térmico, con 20 segundos de tratamiento y 

'30 segundos respectivamente. Las tomas de mL1estra en tocos los 

casos. se llevaron a cabo en tres periodos de almacenamiento: 

ler. dia. la. semana y 2a. semana. 

En todos los tratamientos de los quesos, se noto una 

tendenci¿.. de crecimiento d1r•ec:tamente proporcional a la 

temperatu1•a de almacenamiento (3-4 °C, 20-22 °C y 37 ºC>, 

otJteniendose una mayor tasa de crecimiento a 37 °c, por ser la 

temperatura óptima. Esto es congruente. ya que al aumentar la 

temperatura de almacenamiento, desde la refrigeración a 3-4 ºC 

hasta la ootima a 37 •c. tambien aumentan las funciones 

metabolic:as de los m1croorgan1smos y la velocidad de las 

reac:c:1ones. por lo que hay un mayor desarrollo (21). 

A pesar de que los quesos almacenados a la temperatura de 

refrigeración de 3-4 oc, se encuentran por deba.Jo de la 

temperatura normalmente empleada para la c:onservac1cn de los 

mismos (8 QC), y para el crecimiento de S.aureus (6.5 ºCJ. se 

ob~ervo crecimiento (figura 15). 
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En esta mi:ma figura, los quesos con tratamiento térmico a 

72 ºC durante ::o segundos. crecieron en una mayor proporcion que 

los de =i) segundos de ~ra~am1ento y sin tratamiento. por lo que 

se c:onf1rma que la t~ec:L1oer,;1.c1on del ~ oar'lado es mas rápida 

conforme aumenta el tiempo de tratamiento, y su tasa de 

crec1m1ento es mayor que en el m1croorgasn1smo no tratado. Este 

mismo comportam1ento se observa a temperatura ambiente (figura 

16> y óptima !figura 17> <2> 144> 149>. 

Cabe suponer que el da~o ocasionado en el 72 y 92% de las 

cé!lulas de S.aureus fue min1mo. de manera que en condiciones 

adecuadas de crecimiento les es muy facil recuperarse y continuar 

su crecimiento normal C45> (49>. 

Sin embargo, se observo que aun en ambiente no adecuado como 

es la refrigeracion 3-4 °c, se obtuvo recuperación del 

crecimiento de los organismos daf'1ados. 

En las estadisticas de intoxicaciones estafilocOcicas y 

alimentos involucrados (30). se reporta que la leche y sus 

derivaoos~ principalmente los quesos, representan los alimentos 

con mayor incidencia, 43% de los brotes de 1ntoxicac1ones en 

Mé~ico. y tomando en cuenta que en nuestra investigacion el 

s.aureus aun con tratamiento térmico y a la temperatura de 

refr1geracion tuvo crecimiento, debe cuidarse el procesamiento 

higiénico y almacenamiento correcto de lo~ quesos. 

En cuanto a las cuentas de mesOfilos aerobios, el S.a.ureus 

representa la mayor cantidad de los mismos y a pesar de Que es un 

microorgan1smo de baja competitividad. no se vio afectado por la 

presencia de otros microorganismos propios de la leche <71>. 
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cuadro 17. Crecimiento de ~y mesófilos aerobios en ¡os quesos 
almacenados a 3 -4 ºC (expresado en UFC x 10 ) 

TRATAMIENTO TIEMPO DE J\utACENAHIENTO (días} 
A 72 ªC PRUEBA 1 7 14 

sin tratamiento HAT 149 320 389 

~ 136 310 328 

·20 s. MAT 124 342 398 

~ 118 329 362 

30 s. HAT 123 36B 420 

s.aureus 120 342 398 

MAT mesófilos aerobios tota1es 



Cuadro 1 B. crecimiento de S.aureus y mesófilos aerobios en los auesos 
almacenados a 2~C (Datos expresados en UFC x:. 10..i ) 

TRATAMIENTO TIEMPO DE 1\LMACENAMIENTO (dfasl 
A 72 ºC PRUEBA 1 7 14 

sin tratamiento HAT 122 12,000 175,000 

~ 109 11, 200 158,000 

20 s. Ml\1' 117 14 ,200 213,000 

~ 104 13,800 197,000 

30 s. MAT 129 20, 300 220,000 

~ 102 19,500 202,000 

MJ\T mesófilos aerobios totales 



Cuadro 19. Crecimiento de S.aure.us v mesófilos aerobios en los quesos 
almacenados a J~ai:os expresados en UFC x 1 O~ ) 

TRATA>UENTO TIEMPO DE Ail<ACENll!IIENTO (dfas) 
on •e. PRUEB!\ 1 7 

si :i tratamiento MAT 135 ~42,000 

~ 118 130,000 

20 s. MAT 128 20B,OOO 

s.aureus 119 173,000 

JO s. MAT 130 240,000 

s.aureus 113 228,000 

Ml\T mEsÓfilos aerobios totales 

Eio 
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4.11 APARIENCIA DE LOS QUESOS DURANTE SU ALMACENAMIENTO. 

La apariencia de los quesos es un f~ctor dete1·m1nante cara 

su iflgestiOn. de manera que ouesos con cLtentas altas de S.aureus 

QUe presenten una apar1enc1a fis1ca y olor desagraoables 

como consecuencia de la flora asociada. dif1c1 lmente serán 

ingeridos. d1sm1nuyendo as1 el riesgo de into}:icac1on. 

En forma paralela a los análisis microbiolo91cos en los 

quesos elaborados, se realizó una inspección visual durante su 

almacenamiento. Como se obset·va en el cuadro 20,. los quesos 

refr1gerados a 3-4 ºC durante el periodo de almacenamiento 

presentan una apar1enc1a totalmente agradable, porque la 

refr1gerac1on inhibe la descompos1ción de los mismos, aunque no 

1mp1de totalmente el crecimiento de S.aureus. 

Los quesos almacenados a temperatura ambiente presentaron 

una liget'a desc:omposicion al final del periodo de almacenamiento 

debido a que la temperatura es prooicia para la degradación 

micrco1ana ce los p1·1nc1pale:. componentes del queso: proteinas y 

grasas, da.nao olores y colores desagradables .. Por otro lado, la 

humedad propia del queeo fresco acti·1a ':!l crecimiento de S.aureus 

y otros m1craor9anismos, generando la degradac:ion de los 

componentes del queso en niveles suficientes para alterar sus 

propiedades organolépticas. 

Los quesos almacenados a 37 °c, presentaron ~na apariencia 

desagradable desde loa tres dias de almacenamiento, por lo que 

éste se suspendió a los siete dias. A esta temperatura, optima 

para el crec1m1ento de gran parte de la flora asociada, era de 

esperarse el desarrollo de microorgan1smos causantes de 

descompos1c10n. 



Cuadro 20. Apariencia física de los quesos durante su almacenamiento 

TEMPEP..ATURA DE ALMACEtlJ\MIENTO ('C) 

TIEMPO 
(días) 3-4 20-22 37 

1 a a a 

7 a a e 

14 a b -

a Apariencia fresca y agradable, olor fresco 

b Ligero crecimiento de hongos, olor a fermentado 

e Aspecto y olor desagradables 



4.12 EXTRACCION Y DETECCION DE ENTEROTOXINA. 

A las muestras de quewo tomadas al termino del 

almacenamiento. se les somet10 al método de extracc1on de 

enteroto)~1na 0 anteriormente descrito. obten1endose un e>:tracto 

tr•anslúc1do de color l 1qeramente amar1 ! lento. Esta solución se 

emoleo oara la 1dent1f1cac1on de la enterotoH1na por el método de 

lnmunod1fus1on Radial Simple Modificada con una sensib1~idad de 

µg/ml de ei~tracto <cuadro 21). En todos los casos se detecto la 

presencia de enteroto::1na. 

Se ha observado que cuentas de S.aureus enterotox1gen1co, 

que se encuentran en un rango de 11) s a l(l' UFC/ml, son 

suf1c1entes para pt~octucir enteroto:dna. Por lo anterior, en los 

quesos almacenados a temperatura ambiente y Optima y con 

apariencia fisi.ca desagradable en los que se alcanzó la población 

de microorganismos antes mencionada, e::i.stió la presencia de 

enteroto>:i.na. ocurriendo este fenómeno aun en los que c:ontenian 

al m1croorgan1smo daf'tado; ya que la temperatura y ambiente no 

impidieron su crecimiento por ser los adecuados para la 

recuperación de todas las actividades metabólicas incluyendo la 

producción de enteroto::ina B. 

En los quesos almacenados baJO refrigeración a 3-4 ºC• no se 
presuoonia la presencia de enterotoHi.na. De acuerdo con las 

condiciones aptas para la prodm:ción de to::1na y recuperac:ion de 

m1croorgan1smos daf'fados term1camente, una temperatura de .3-4 e c. 

i.mpediria estos dos procesos: se ha observado que la min1ma 

temperatura a la que se produce la entercto::1na es de 10 ° C. 

Por otro lado. los ouesos almacenados bajo refr1gerac:1on. 

tuvieron una cuenta final muy baJa de 10 5 que d1sminuiria el 
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riesgo de producc1on de enteroto;:1na e intor:1cacaon. 

El riesgo que presentan los auesos almacenados Da Jo 

re1r1g:eracion reside pr1nc1palmente en QLle su apar1enc1a fis1ca 

no denota la presencia del m1croot'gan1smo y mucho menos de 

enteroto:ana, por lo que podria ser consumido causando una 

in to:~ i cae ion. 



Cuadro 21. Detección de cntcrotoxina B en los diferentes tratamientos 

a las dos semanas de almacenamiento. 

TRATAMIENTO TERMICO TEMPERATURA DE ALMACENAMIENTO 

PREVIO A 7.2 ºC 

3 a 4 

NINGUNO + 

20 s +* 

30 s +* 

Detección positiva de enterotoxina 

+* Poca producción de enterotoxina 

(ºC). 

20 a 22 

+ 

+ 

+ 

37 

+ 

+ 

+ 



5. CONCLUSIONES. 

La temperatu1·a de 72 ºC. empleada en el método del tubo 

ccio1lar para ocasionar darlo sub-letal en 5.aureus S-6 productor 

de enterot:o::1na B. fue insuf1c1ent:e para destruir al 

fl11c:roorgan1smo, permanec1enco viables despues de 30 s. de 

tratamiento term1co el 28 i'. de las células. 

El S.aureus S-o 1noc:ulado en los quesos, ocservo un 

indice de c:rec1m1ento directamente proporc1cnal a la temoeratut~a 

de almacenamiento. 

El daho sub-letal oc:as1onado con el tratamiento térmico 

dado al S.aureus es min1mo. lo que le permite t"ecuoerarse 

r~ap ida.mente y crecer de manera normal. 

La producc10n oe enterotox1na aetectada por el métooo 

sem1cuant1tat1vo de inmunod1fus10n radial simple modificado, se 

oresentO en todos lo:; ouesos. aunque en menor proporc1on en los 

almacenaoos a temoe1·atur·a de refr19erac1on de 3 - 4 °c. lo que 

implica la t"eact1vac1on de su producc1on en los m1croorgan1smos 

dañados. 
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