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l.- INTRODUCCION

lL.as carnes que se expenden para el consumo plbli-

co las suministran diferentes especies animales como: -
equinos, bovinos, ovinos, caprinos, porcinos y aves do--
mésticas. En algunos pafses se consume la carne de pe--
rro (Alemania, China),.de bifalo (Italia, Bulgaria), de
cebd (Brasil, India), de camello (Africa del norte) de -
sreno (Noruega, Finlandia). También son comestibles mu--

chos peces, crustdceos, moluscos, etc.

La fnspeccidn de carnes es muy importante en 1& -
sanidad pidblica: tienen que examinarse desde el punto de
vista de su aprovechamiento como materia comestible y en
caso de que contenra oérmenes de las infecciones e into-

xicaciones que puedan provocar al hombre.

En el anima) vive el pH del misculo es aproximada
mente de 7. Después de la muerte, el pH empieza a bajar
hasta alcanzar un valor promedio de 5.7 en 24 horas, pa;
ra después subir nuevamente hasta 6.3 mientras se produ-
¢e la maduracién, La carne debe utilizarse antes de que
el pH haya alcanzado el valor de 6.2 porque los cambios_
bioqufmi cos provocados por las enzimas, su elevado conte

nido hidrico y su abundancia de nutrientes proporcionan_



el ambiente propicio para el desarroilo de microorganis-
mos.

l.os estafilococos constituyen un grupo de oérme--
nes de la mayor importancia en la inspeccifn sanitaria ~
de alimentos porque pueden producir intoxicaciones por -
la ingestidn de su enterotoxina. Ademis, cuando en un -
producto alimenticio se encuent}an muchos estafilococos_
indican que el tratamiento higiénico que se le dio.no -
fue el correcto o que contiene aérmenes que en determing

das circunstancias lo pueden hacer tdxico.

En los animales los estafilococos se han comprohg.
..do en varios procesos: mastitis de la vaca y de la ove--
ja, dermatitis pustulesa del perro, abscesos en todas -
1as especies incluidas las aves, artritis del ganado, --

piemia en corderos y en la mama bovina,

‘ También se han encontrado estos gérmenes en Ta lg
che y productos l&cteos procedentes directamente de la -
ubre enferma o indirectamente a través de excreciones -~
que pueden salpicar o rociar la misma, o por personas -

que recogen y manipulan la leche.

Los animales para consuno humano .pueden llegar al
rastro con lesiones o abscesosy antes de ser sacrificados

y después del sacrificio puede haber una contaminacibn a



través de cuchillos, sierras, machetes, pafos, aire, ma
nos y ropa del personal, encontrando un excelente medio_

para su crecimiento.

En este trabajo se le van a hacer diferentes prug
bas a los estafilococos aislados de abscesos en inspec--
cién de carnes como son la coanulasa, BNasa, fermenta~- -
cién del manitel y produccidn de<hemo1isina§ para deters

minar 1a patogenicidad de los mismos.



I1.~ GENERALIDADES

Los estafilococos son cocos grampositivos que cre
cren agrupdndose en racimos {griego staphyle "racimo de
uvas"}. Son microorganismos patégenos identificados des
de hace'mucho tiempo, se descubrieron al comenzar la dé-
cada de 1880 en aran parte por trabajos que efegtud - --
Rosenbach; se encuentran en todas partes y son 1a causa_
més impartante de infecciones supuradas. Una vez que el
estafi]opoco consigue penetrar en los tejidos del cJer-~
po, su multipiicacidn causa necrosis y formacién de abse

cesos.
11.1.- MorfologTa.

Los estafilococos son ornanismos inmbviles, aero-
bios o anaerobios facultativos, no esporulados y 1a aran

mayorfa no capsulados.

A diferencia de otros cocos, en su forma esférica
son casi perfectos. Sus didmetros varian entre 0.7 y -~
1.2 micras y tienden a presentarse como masas de cflulas.
en acémulos aue semejan racimes de uvas, Todos son Gram
{+), pero en los cultivos algunos gérmenes pueden volver

se individualmente Gram{-).
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I1.2.- Fisioloafa.

lLos estafilococos son uno de los aérmenes mas re-
sistentes de entre las bacterias no esporuladas; pueden_
cultivarse a partir de muestras de pus después de varias
semanas de su obtencién y pueden vivir también durante -
meses en condiciones favorables en el polvo o en otras =
partes fuera del cuerpo. Mientras casi todas las bacte-
rias mueren en 30 min. a 60°, los estafilococos necesi--
tan temperaturas mavores por mis tiempo, como £0°C por -
una hora; también son capaces de crecer en concentracio-
nes relativamente altas (arriba del 15%) de cloruro.de -
sodio por lo -que en alimentos que contencan sal suficien
te como cbnservador. los estafilococos pueden crecer y -
formar toxinas; esta propiedad también se aprovecha para

preparar medios selectivos para su aislamiento.

I11.3.- Caracterfsticas de cultivo.

En'medios de agar algunos estafilococos forman --
-ﬁigmentos carotenoides (Helta-caroteno y rubixantina) -
que dan a las colonias yn color amarillo oro (g.gg;ggi).
limén (S, citreus) v otras que no lo forman y son hlanco
yesosas (§. albus), la mayorfa de las cepas patéoenas_

forman colonias doradas que en agar sangre presentan he-



mélisis, elaboran ademds una enzima 1lamada coagulasa y_
ferrentan el manitol. La mayoria de las cepas. patfgenas
de S. aureus y alaunas de S. epidermidis producen desoxi
rribonucleasa extracelular que puede detectarse con cul-

tivos en medios con DNA,

En e] cuadro # 1 se muestran las caracterfsticas -
de mayor valor para diferenciar las dos especies principa

les de Staphylococeus.

CUADRD # 1
Caracteres diferenciales ordinarios

de les estafilococos

S. aureus S. epidermidis
Pigmentaci6n (colonia) { amariila dorada 51anca
Coagulasas positiva nenativa
Fermentaci 6n de) manitol | dcida nenativa
Hendlisis b-hemolitica negativa
Lipasa positiva negativa
Desoxirribonucieasa |positiva negativa
Pr.otefna A presente ausente
Acidos teicoicos de .| tipo ribito] tipo g¥ cerol
la pared celular




11.4,~ Toxinas,

lLas bacterias dan Jupar a nroductos extracelula--
res que tienen diferente actividad biolégica. Muchos de
éstos son toxinas. Es diffcil dar una definicidn clara_
de toxina bacteriana ya que varfan mucho en sus propieda

des fisicoquimicas y biolfaicas.

Bonventre definid una toxina como una protefna de
alto peso molecular de oriaen microbioldégico la cual  es
sntigénica y causa rompimiento de los procesos normales_

fistoldgicos en un animal sensible,

Por el afio de 1928 se comprobé la existencia de -
cuatro agentes hemolfticos (toxina alfa, beta, deita, -~
pama) a los que 1lamaron hemolisinas y las cuales fueron
diferenciadas por su actividad 1Ttica en eritrocitos de

diferantes especies.

11.4.1.~ Toxina exfoliativa.

Kapral y Milles descubrieron que cierta clase -
de. . aureus producia una protefna distinta de las toxi-
nas alfa y delta y que era responsable de la exfoliacidn
dekratones racién nacidos y del sindrome de 1a piel es--

caldada en humanos a Ya cual se le 1lamé toxina exfolia-



tiva (ET}, toxina epidermoliftica, exfoliatina y epidermo
lisina,

ET es una protefna simple con peso molecular de -
24,000 daltones, es antigénica e induce la formacién de

anticuerpos neutrailizantes y precipitantes.

11.4.2,- Toxina alfa

Alaunas veces se le 1lama hemolisina por su in-
tenso efecto hemolf{tico sobre eritrocitos de conejo, pee
ro es citolitica y citotéxica para otras células y ade--
mis es dermonecrdtica, neurotéxica y mata animales de ex
perimentacidn. Por lo que se ha sugerido que en lugar -
de hemolisina se le 1lame citolisina o toxina que dafa -

la membrana.

Antes se crefa que la toxina alfa consistia de =~
dos, componentes distintos: alfa-1 y alfa-2, pero traba--
jos posteriores indicaron que alfa-2 y la toxina-delta -

son idénticas.

Es una protefna y se han detectado como aminodcie

dos terminales: histidina, arginina y alanina.

Su peso molecular varfa de 104 a 4.5X104..



La mayoria de los investigadores consideran que -
el primer sitio de accién de 1a hemolisina es la membra-
na celular y se cree que e] receptor de membrana sea una
protet’na o contenga un componente de protefna. Son sen-
sibles a esta hemolisina animales de sangre frfa y ca- -

liente y 1a severidad de los efectos depende de 1a dosis.

11.4.3.- Toxina beta

Esta toxina (esfingomielinasa C) y la toxina a)

fa.{fosfolipasa C) de Clostridium perfrinaes tipo A son

las dnicas que se conoce su modo de accidn enzimitico, -
Es una proteina cuyos aminodcides se conocen, algunos ==
son: dcido aspdrtico, serina, dcido glutdmico, alicina y
lisina.

Es una esfinaomielinasa, por lo tanto, la suscep-
tibilidad de Ja célula a la toxina beta estd relacionada
directamente con la cantidad de esfinqomielina de la mern
brana, la presencia de iones como. Mg++, Co++ y Mn++ acre’
centan la hem6lisis de los eritrocitos. Puede dafar 1la

membrana de eritrocitos, leucocites y macréfagos.

Los eritrocitos mis sensibles en orden decrecien-

te son: carnero, hombre y rata.

Los productos de degradacién de la esfinaomielina
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se han identificado por cromatograffa de capa fina; Dog
ry et al sugirieron la'sigquiente reaccién de dearada- -

cién:

Esfingomieli na_be_ta_hw_na_) N-acetil esfinnosina
Mg++ +

Fos fori 1colina

I11.4,4,- Toxina delta:

Es una protefna que carece de los aminodcidos -

‘histidina, arainina, prolina, tirosina y cisteina

Su actividad enzimdtica no es afectada por catio-
nes.

Eritrocitos de varias especies (humanos, ovejas ,-
conejos y monos) son mds uniformemente sensibles a la -

hemolisina delta que a las hemolisinas alfa, beta o gama.

Su amplia actividad citolftica, su estructura qui
mica y su alta actividad superficial dan evidencias para
indicar que la toxina lisa las células por un mecanismo_
de acci6n como un detergente., ET sitio receptor en la «
' membrana para la toxina delta se cree que es un dcido de

cadena lineal con 13 a 18 carbonos.

Algunas caracterfsticas de esta toxina indicadas_

por Bernheimer son: 1) su relativa naturaleza hidrofébi-
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cay ii) termoestabilidad, iii) un bajo grado de especifi
cidad celular, iv) inhibici6n por fosfolfpidos y v) alto

grado de actividad superficial.

I1.4.5,- Toxina gama. ’

La toxina cama lisa eritrocitos de conejo, humg
nos, oveja, cabra, perros y aves de corral pero no los =

de caballos. También lisa leucocitos humanos.

No se conoce su modo de accidn.

I11.4.6.- Hemolisina epsilon.

Muchos investigadores sugirieron que Jos estafi
lococos coagulasa negativos pueden p?oducir hemolisina -
delta e indicaron aue las hemolisinas epsilon y delta -
son 1dénticas, Ali Haque y Cabrera aplicaron su técnica
de localizacidn electroforética para detectar las hemoli
sinas producidas por §. epidermidis, varias hemolisinas_
fueron identi ficadas {epsilon, teta y kapa) pero su sig-

ni ficado no se sabe atin.

Las propiedades de 1as hemolisinas se resumen en

el cuadro # 2.
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11.4.7.- Leucocidina.

En 1923, Panton y Valentine descubrieron un pro
ducto extracelular estafilocécico que afecta Teucocitos_
pero no eritrocitos. En honor a estos descubridores, es

ta toxina fue llamada leucocidina Panton-Valentine.

Por cromatograffa con intercambio de iones se se-
para en dos componantes conocidos como: F (fast:répido)_
y-S (slow:lento), solos son bioldgi camente inactivos, pe
ro juntos causan leucocitosis. E1 peso molecular d} F -

y S es de 32,000 y 38,000 respectivamente.

Parece que la Gnica respuesta de los leucocitos a
la leucocidina es una alteracidn en la permeabilidad de
cationes, 1o cual tiene efectos secundarios: la c€lula -
pierde movilidad y se hincha, volviéndose esférica, con_

gqrénulos en su periferia y finalmente se destruye.

11.4.8,- Enterotoxina.

L.a relaci6n de los estafilococos con la intoxje

cacién alimentaria se describe en el punto II.6.3.

11.5,- Enzimas extracelulares.
11.5.1.- Coagulasa.

El-estafilococo es la Unica bacteria que sinteti-
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Za una coagulasa capaz de coagular el plasma citratado u

oxalatado.

La formacién del codqulo ocurre en dos etapas:

1) Hay una reacci6n entre la substancia que produ
ce la bacteria, procoagulasa, con un cofactor o activa--
dor presente en el plasma para formar el agente ‘ccaqulan

te; la coaqulasa.

2) Ocurre la coagulaci6n del plasma bajo la in--

fluencia de 1a coagulasa.

Adn cuando el factor bacteriano es la procoagula-
sa, cominmente se le 1lama coagulasa. Hasta ahora se --
han identificado 7 tipos de coagulasas que se diferen- -
cian inmmunolégicamente, La mejor prueba de que una cepa
de estafilococos es potencialmente patfoena es una res--
‘puesta positiva a la prueba de la coagulasa. Las cepas_

“coagulasa positivo producen otras enzimas como hialuroni

dasa y DNasa.

11.5.2.- Hialuronidasa.

Su actividaa enzimitica es despolimerizando 1la
substancia fundamental de los tejidos, el &cido hia]urd—

nico. Esta enzima se asocia con.el grado de invasién de
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cepas de estafilococos, las cepas no invasoras producen_

poca 0 ninquna cantidad de hialuronidasa.

11.5.3.- Estafilocinasa.

E1 estafilococo produce una cinasa que forma .com

plejos Eon el plasmindgeno (precursor de una proteasa -

del plasma: plasmina) para producir un producto con acti-

vidad celular similar a la de la plasmina y que causa 1la

1isis de codgules de fibrina.

CUADRO. # 2

Principales hemolisinas del Staphylococcus aureus

ERITROCITOS | LISINA CA REQUERIMIEN{ OTRAS
LISINA ) “Sensrgles | LIENTE- | SUBSTRATO | “yope ca™| acTivI-
FRIA TIONES DADES
: Toxicidad -
Alfa Conejo No Des conocido | Ninguno dermone cré-
tica, letal
v leucociti
ca.
y ; Toxicidad -
Beta Oveja ST Esfingomie- | Mg+ ligeranente
Tina Co++ letal (para
conajos )
Conejos ,huma Toxicidad -
Gama nos , ovejas No Desconocido |  Nat letal {para
ratonesg
Hunanos , ove Fos fatidil- | .0 E:‘.:;;ad;%;:
Delta Jjas ,conejos No xinositol b

necrética lg
tal y leuco-
citica

NOTA: S610 ée han puesto los eritrocitos de las especies méds sersibles.
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[1.6.~ Patogenicidad.

I1.6.1.- Poder pat6oeno.

los estafilococos estdn ampliamente difundidos en
muchos lugares en la naturaleza y la mavorfa tienen una
existencia saprofitica. Algunos son patéaenos y respon-

sables de enfermedades en hombres y animales.

La mayoria de las lesiones broducidas en animales
domésticos por estos organismos son inflamaciones super-
ficiales con formaciGn de pus. Una vez que el estafiio-
coco patbgeno 1leqa a Jos tejidos, su multiplicacidn cay

sa necrosis y formaci6n de abscesos.

También son responsables de algunas infecciones se -
rias como mastitis en la mayorTa de animales domésticos;
piemia en corderos; septicemia y artritis en aves de co-
rral; acné; furunculosis y batriomicosis en caballos y -

vacas; dermatitis y septicemia en perros y qatos.

En el hombtg los estafilococos se encuentran nene
ralmente en lesiones con pus e infecciones como osteomig
litis, carbunco renal, bronconeumonfas. En algunos ca--
sos la piemia y endocarditis maligna pueden resultar de
un absceso primario localizado. Casos de envenenamiento

por alimentos son frecuentemente debidos a la enterotoxi
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na producida por estafilococos, los cuales crecen en co-
midas guisadas, leche y productos licteos, pescado y sa)
sas.

Muchos estafilococos muestran un importante grado
de variacién a los antibidticos, siendo estas clases re-
sistentes, de gran importancia epidemioléaica y terapéu-

tica.

IT.6,2,~ Mastitis estafilocdcica

‘Staphylococcus aureus es un orqganismo muy ver-

sdtil ya que se adapts fécilmente a los nutrientes dispp
nibles en la leche o los tejidos invadidos, aln a pesar_

de 1z presencia de substancias bactericidas.

Se caracteriza porque vive entre los neutr&files,

se multiplica y finalmente destruye a su huésped.

Se le ha dado importancia al estafilococo aureus__
ya que actualmente es e) patdoeno mas comin de la ybre -
'hovina. Estrentccoccus agalactiae, también estd muy di-
fundido pero se le ha dado menos importancia porque es -
mas susceptible a los antibiGticos intramamarios y re- -
quiere de factores mis especf{ficos para su crecimiento ,

en contraste con-el nada exigente estafilococo.
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Suele afectar 2 los animales jévenes y aparece in
medi atamente después del parto. Las formas agudas se --
pueden complicar en ocasiones con gangrena y causar la -

nuerte del animal.

En la actualidad, no existe un tratamiento especi

fico.

11.6.3.- Intoxicacidn alimenticia.

La intoxicacién que con mds frecuencia se pree=
senta es la producida por la ingestién de la enterotoxi=-
na producida por S, aureus; se le ha 1lamado asi por cqg'
sar gastroenteritis o inflamaci6n de la mucosa géstrica_
e intestinal, Llos estafilococos pueden producir cuatro_
tipos seroldgicos de enterotoxinas: A, B, C y 0 que di--
fieren en su toxicidad, siendo l1a primera la mis frecuen
te,

Los estafilococos pueden llegar a tos alimentos -
por medio del hombre (vias nasales, qranos y heridas in-
fectadas) u otros animales. Los alimentos responsables_
de intoxicaciones alimenticias son los productos de pas-
telerta rei]enos de c¢rema, el jamén, la lengua y la car
ne de aves, pescado y sus.derivados, 1a leche y pro&uc--
tos t18cteos como crema y queso, carne de vaca salada, --

otras carnes y sus productos cérnicos, cremas, empana- -
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das y aderezos de ensalada.

La cantidad de enterotoxina producida se halla in
flufda por el tipo de alimento, las protefnas y el almi-
dén parecen estimular la producciﬁp de toxina. Llos ali-
mentos contaminados con estafilococos después de un tra-
tamiento térmicd. constituyen un magnifico medio de cul-

tive para el germen y para Ya produccidn de toxina.

La enterotoxina es muy termoestable. Resiste la
ebullicidn durante 20-60 minutos y el tratamiento con ag
toclave aunque por eéte'proceso va gradualmente perdien=
do potencia. E1 tratamiento térmico que los alimentos -
sufren inmediatamente antes del consumo no es suficiente
nara destruir la toxina producida., Aunque no se pueda.-
derostrar en los alimentos la presencia de-estafilococos

vivos, pueden causar intoxicacidn.

tuando se produce intoxicacion en el hombre por -
inéestién de 1a enterotoxina el perfodo de incubacidn es
de 2-3 horas {oscilando entre 1-6); los sintomas mé§ €0~
munes en el hombre son salivacidn, nduseas, vomito, dia-
rrea, dolores de cabeza, calambres musculares, sudora- -
cign, escalofrios y temperaturas subnormales entre otros.
No duran mis de 1-2 dTas y la recuperacidn es fécil y tg

tal. Es muy bajo el {ndice de mortalidad. Casi nunca -
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se reguiere de un tratamiento pero en case necesario se
administran soluciones salinas por via parenteral para -
restaurar el balance salino y contrarrestar la deshidra-

tacidn.

En una inspeccién bacterioldgica realizada en Es-
tados Unidos de carnes conpeladas y ensaladas ademds de_

Staphylococcus auraus tamhién encontraron Escherichia =

cali y coliformes.
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IIT.- MATERIAL Y METODOS

Se procesaron 100 muestras obtenidas en e] rastro
de Zamora, Mich., a partir de abscesos encontrados en ga-

nado vacuno.

Para cada absceso se tomaron muestras con hisopos
estériles e inmediatamente se introdujeron en tubos de -
ansayo con medio de Stuart para su posterior traslado al

laboratorio.

Ya en el laboratorio, se sembrd la muestra en un_
medio de. cultivo adecuado que nos permita el crecimjento
de todos los microorganismos presentes en la muestra to-
‘meda, como 1o es e) agar sangre, ya que ademds de ser un
medio nutritivo nos permite determinar el tipo de hemdlj
sis, Se utilizd la técnica por sislamiento para disemi-
nar los ornanismos individuales lo suficiente para que -
puedan desarrollarse en colonias tfpicas aisladas ( Fig.
£ 1 ). Se incub6 a 37°C durante 24 horas; después de -
ese tiempo se observs el crecimiento desarrollado; a las
colonias sospechosas de estafilococos se les hizo un fro
tis con coloraci6n Gram para observar su morfologfa al =
microscopio { Fie. # 2 ) y para mis sequridad posterior-

mente la prueba de la catalasa en portaobjetos (la cual



se observa inmedi atamente y es a temperatura ambiente).-
Después se resembré en Acar de Sal y Manitol y se incubb
a 37° por 24 horas, posteriormente se realizd la prueba_
de la coaguiasa y la prueba de la DNesa. La de la coapu
Tasa se incub6 a 37° leyendo cada media hora durante 4§ -
horas y Bos tubos con resultado aparentemente negativo -
se dejaron 24 horas, para observarlos nuevamente., La --
prueba de 1a DNasa también se incubé por 24 horas obser
servindose la existencia de hem§lisis alrededor de las -

estrias de estafilococos.



A)

B)

c)

0)

FIGURA & 1

Aislamiento primario de microoraanismos

Método para inocular una placa de medio de cultivo

La torunda de algoddn se frota a través de la superfi
cie, sobre una zona pequefia cerca del borde de la pla

ca.

-Se emplea un asa de platino, pasada por la llama y =

enfriada, para-estriar otra zona de la placa.

Pasar el asa por la llama y enfriar; entonces hacer -
varias estrias como se muestra en el grabado, montdn-

dolas sobre el rayabo B).

Pasar el asa por la llama y enfriar, entonces efec- ~

tuar varios rayados montdndose sobre el rayado C), =«

seqlin queda reflejado en el arabado.
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FIGURA # 2

Disposicidn en racimos de uvas caracte-

rifsticos de los estafilococos.
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CUADRD # 3

Esquema utilizado para la identificacidn de estafilecocos

Agar Sanare
Bacterias G(+)

Bacilos Cocos

Kicrococcus spp.
Staphylococcus épp.
Streptocaccus spp.
Peptococcus spp.
Peptoestreptococcus spp.

Sarcina spp.

Y

Catalasa

+ -
/N
i crococcus spp.

Staphylecoccus sap.

Peptococcus spp.

Requerimiento de 02

Anazerobios Aerobios

Mi crococcus

Staphylococdus

15% NaCl Dias a

¥
Manitol (Adotxdo

Coanqulasa (+)}

5. aureus
AR EX
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1) Medio de transporte de Stuart:

Férmula aproximada en g/t

Agar 3.9
Tioglicolato de sodie 1.0
filicerofos fato de sodio  10.0
Cloruro de calcie 0.1

Azul de metileno 0.002

Se suspenden 14.1 grs..de polvo enun litro de -
apua destilada, se calienta hasta hervir, se esteriliza_
en autoclave y se distribuye en tubas con tapdn de ros-
ca.

Este medio es un substrato semisélido empleads en
el transporte y conservacifn de especimenes para culti--

vos de diversos cérmenes,

2) Agar sangre:

Su composicidén en o/1t:

Extracto de corazén 10,0
Triptosa ' 10.0
Sodio cloruro 5.0
Agar-agar 15.0

“Aditivo: sanare 50-80 ml.
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.

Se disuelven 40 g¢/1t, se esterilizan en sutdcla--
ve, y se deja enfriar hasta 45°C, anadiendo 5-8% de san-

gre desfibrinada. Verter en cajas de Petri.

Su abundante base nutritiva ofrece condiciones 6p
‘timas de crecimiento a todos los microorganismos presen-
tes, su pH (6.8) favorece la conservacidn de 10s eritro-

citos y formacidn de halos c¢laros de hemSlisis.

3) Acar de Sal y Manitol:
Su composicién en q/lt:

Extracto de carne 1.0
Mezcla de peptonas 10.0

Cloruro de sodio 75.0

D-tanitel ) 10.0
Agar ' 15.0
Rojo de fenol 0,025

Se disuelven 111.0 or. del medio en un Htro de -
arua destilada; se calienta hasta hervir para disolver -
el medio, se esteriliza en autoclave v se distribuye en_

cajas de Petri.

Es un medio selective empleado para aislar-estafi

loecocos patSgenos. Este medio aprovecha la capacidad de
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los estafilococos de desarrollar en presencia de clorure
de sodio al 7.5% y la de 5. aureus de fermentar el mani-
tol. La deoradaci6n del manitol con produccién de dcido

cambia el color del medio de rosado a amarillo.

4) Aoar para el ensayo de desoxirribonucleasa:
Su composicidn en g/1t:

Triptosa ’ 20.0
Sodia cloruro 5.0
Acido desoxirribonucleico 2.0
Agar-agar 5.0
Verde de -metilo 0.05

Se disuelven 42,0 g/1t, se esterilizan en autocla

ve y se distribuyen en cajas de Petri.

Las colonias formadores de DMasa hidrolizan, a su
alrededor, al &cido desoxirribonucleico {DNA) contenido_
en e} medio de cultivo., Ulteriormente, se acidifica el
conjunto con HCl 1§. con o cual precipita el DNA {turbi
dez), en tanto que las colonias DNasa-positivas presen--
tan a su alrededor los corvescondientes halos de actara-
mfento. Otros autores recomiendan en su lugar medios de
cultivo para ensayo de DNasa que contengan Azul de toluj

dina o Verde de metilo.. En estos medios, las colonias =
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ONasa-positivas presentan respectivamente halos rojo-ro-
sados contrastando con el medio de cultivo azul, o bien,
en e) sequndo caso, halos claros que destacan sobre el -

resto del medio de cultive, verde.

Se siembra en superficie de Agar de ensayo, por -
estria, con un cultivo puro del material sometido a in--
vestiqaci6n. Sobre la misma placa, pueden sembrarse va-
rias cepas en forma de bandas paralelas o por sectores.-

Se incuban de 1€ a 24 horas, a 37°C.

Prueba de desoxirribonucleasa:

Esta prueba sé usa para determinar la habilidad -
de un organismo para producir la enzima desoxirribonucleg
sa (DNasa) responsable de la dearadacién del: dcido deso-
xirribonucleico (DNA)s por 1o tanto depende de la canti-

dad de DNasa producida por el estafilococo (discrimina--

cién cuantitativa). Staphylococcus aureus y S. epidermi-
dis producen DMasa extracelular, pero §. aureus ]; prody
:ce en una mayor cantidad, por lo que esta prueba es geng
‘halmente positiva para §. aureus y neqativa para S. epi-

]
dermidis.

Se usa como una prueba complementaria para deter-

minar e) estafilococo patéoeno.



- E1 DHA es un miembro de la familia de polfmeros -
.l’lamadosécidos nucleicos. Los &cidos nucleicos tienen -
una cadena larga -upa espina dorsal- que es la misma -~
(salvo por su lonnitud) en todas las moléculas de &cidos
nucleicos: es un poliéster (1o que se 1lama cadena poli-
nucleotidica). E7 ester deriva del dcido fosférico {(la -

parte acida) y de un azdcar (la parte alcohdlica).

BASE .? BASE 0
|
M)y AZUCAR - 0 - P - 0 - AZUCAR - 0 - P - 0 W
| !
0 0

Cadena de volinucledtido

En el grupo de los &cidos nucleicos conocidos co-

>mo Scidos ribonucleicos (RNA) el azﬁéar es D-ribosa y en
los &dcidos 1iamados desoxirribonucleicos (DNA) es la D-2-

desoxirribosa. E1 prefijo 2-desoxi indica la ausencia -

de un arupo -O0H en la posicién 2. Las unidades de azi--

car se hallan en forma furanésica y se encuentran unidas

al fosfato por medio de los hidroxilos en C-3 y C-5,
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pa =4
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Acido desoxirribonucleico

Hay una de varias ‘hases heterociclicas unidas al
C-1 de cada azdcar por medio de un enlace beta. Una uni
dad base-azficar se denomina nucledsido; una unidad base=

azdcar- acido fosférico es un nucledtido.

Las bases que se encuentran en el DNA son la ade-
nina y la nuanina nue contienen el sistema anular de la
purina y la citosina, la timina y la 5-metilcitosina tig

nen el sistema anular de la pirimidina.

Estructura general : Adenina fivanina



Nty | OH NH«,_

ayajasey

Estructura ceneral Citosina Timina 5-Metilcitosina

E1 ONA son dos Icadenas polinucledtidas idénticas,
pero dirigidas en sentido opuesto; se hallan enrolladas_
una en torno a la otra, formando una hélice doble con un
didmetro de 18,0 amstronqa; amhas hélices se mantienen =
. unidas a intervalos por puentes de hidrGaeno entre Tas -
bases. Se cree que estos puentes solamente se pueden =--

formar entre Adenina y Timina y entre 1a Fuanina y Cito-

sz‘na.{ ;
O

Cadenas po'l'in(xc'le6tidas de DNA
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5) Tincién de Gram:

1) Preparar el frotis.

2) Cubrir con violeta de genciana por un minuto.

3) Lavar al chorro de agua

4) Cubrir el frotis con tugol por un minuto.

5) Lavar con alcoho] acetona hasta la decoloracién.

6) Lavar al chorro para arrastrar el exceso de alcohol.
7) Cubrir el frotis con safranina por un minuto.

8) Lavar al chorro, secar y observar con inmersidn.

6) Prueba de la catalasa:

La catalasa es una enxima que descompone el peréxi
do de hidrégeno (HZOZ) en oxfgeno y agqua, como lo demues-

tra la siquiente reaccidn:

HZOZ Catalasa > yzo C+ 02 (burbuja de aas)

Quimicamente es una hemoprotelna de estructura pa
recida a la Hb, excepto que los cuatro dtomos de Fe es«=
t4n en estado oxidado (Fe+++)en lugar de reducido (Fet+).
Esta prueba se usa para diferenciar estafilococos spé. -

(positivos) de estreptococos spp. (negativos).

Prueba de portaobjetos a la temperatura ambiente_
(25°¢C):
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1) Con un palillo se tomd el centro de una colonia pura_
de un cultivo de 18-24 horas, y se coloch en un por--

taobjetos limpio.
2) Se apreqd una qota de HZOZ al 30% sobre las bacterias.

3) Se observé el burbujeo inmediato (liberacién de gas)

NOTA: No tomar coloniss de agar sangre y no invertir los

pasos porque pueden dar reacciones falsas positivas.

7) Prueba de la coaaulasa:

Esta prueba se usa para poner en prueba la habili
dad de un organismo de coagular el plasma por la accién_

de la enzima coagulasa (estafilocoagulasa).

Se utiliza especificamente para di ferenciar espe-

cies del género Staphylococcus: S. aureus {aeneralmente_

+) de S. epidermidis (-) y S. saprophyticus {-).

Una prueba coaqulasa positiva es generalmente el
criterio final para la identificacidn de Staphylococcus.
Es frecuentemente utilizado como una indicacién de viru-

lencia o patogenicidad,

E1 mecanismo exacto y la estructura qufmica de la

estafilocoagulasa es desconucido; sin embarao, hay mu- «
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chas hipdtesis y mecanismos de la accifn de la coagula--
sa. Se sabe que esta enzima interviene en la coagula- -
cién, Actia sobre alodn constituyente presente en el -
suero para producir un codgulo o trombo. In vitro, la -
coaguiasa aumenta la velocidad de coagqulacién del plas--
ma;- el resultado final es la formacién de un codoulo de

fibrina.

Plasma Cosgulass bacteriana;> Codgulo de fibrina

El mecanismo normal de coagulacién se muestra en

e] siguiente diaprama abreviado:
Protrombina

Cat++ Tromboplastina

Trombina

Y
Fibrindgeno-————~———? Fibrina (codaulo o trembo)

Algunos autores sugieren que lTa coagulasa es una
substancia como la protrombina la cual reacciona con fag
tores normales del plasma para formar una substancia co-

mo la trombina la cual convierte el fibrSgeno en fibrina.

La coanultacidn del plasma ocurre en- dos etapas:
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Lx-3

1)

2)
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Hay una reaccidn entre la enzima producida por la bagc
ria una procoagulasa, con un factor o activador pre-=

sente en el plasma para formar coagulasa, y

Ls verdadera coaaulacitn del plasma activado por la -

coagulasa.

La coaqulacién que en realidad es hna,procoagu}a-

estd presente en dos formas:

Coagutasa ligada: también se conoce como "factor . de
aglutinacidn", estd unida a la pared bacteriana y no
estd presente en lqs filtrados de cultives, La acti-
viaad_de la coagulasa ligada o fitja no es inhibida --
por tos anticuerpos formados contra la coagulasa l1i--.

bre.

Coaqulasa libre: Es una sustancia semejante a ta =~ -
trombina que se halla presente en jos filtrados de =-

cultivos.

La pruebade la coagulasa en tubo detecta ambas -

coanulasas,

Prueba de la coagulasa en tubo (técnica):

1.- Colocar as&pticamente 0.5 ml de plasma citratado hu-
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mane dilufdo 1:5 con solucidn salina en el fondo de

un tubo estéril,

2.- Afadir 0.5 m] de un cultivo puro de 18 a 24 horas en i

calde del mismo organismo por investigar,

3.- Mezclar por rotacidn suave del tubo, evitando remo=-

ver o agitar el contenido.

4,- Colocar @l tubo en un bafo de anua 0 estufa a 37°C

Observar 1a formacidn de un cofgulo visible.

La reaccidn se considera positiva ante cualquier_
grade de coagulacifn visible dentro del tubo, La reac- ;
cidn se observa mejor inclinando el tubo. §i es positi
va, el codgqulo o ael permanece en &) fondo del tubo, -~
Las bacterias fuertemente coagulasa positivas pueden prg
ducir un codoulo en una a cuatro horas; por lo tanto se
recomienda observar el tubs 2 intervalo de 30 minutos_
durante las primeras cuatro horas de la prueba. Otras_
cepas de §. aureus pueden producir s6lo suficiente coa-
gul&sa como para dar una reaccién positiva tardfa lu996
de 12 a 24 horas de incubaci6ny por lo tanto,_todas las
pruebas negativas a las cuatro horas, deben observarse_

después de 18 a 24 horas de incubacidn.
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IV.- DISCUSION Y RESULTADOS

De las 100 muestras, 84 fueron positivas para es-
tafilococo y las 26 restantes fueron negativas, encon-
tréndose otros microorganismos como estreptococos, baci

los y estreptobacilos.

De Tas 84 cepas de estafilococo, 68 presentaron -
alfa o beta hemflisis, siendo mds frecuente la beta-hem§

lisis, {Cuadro # 4).

En cuanto a la produccidn de coagulasa fue positi 4
va para 68 cepas, siendo beta-hemoifticas la mayoria, -

aunque también hubo con hem6lisis alfa, (Cuadro 4 5).

CUADRO # 4

Tipo de hemdlisis de 84 cepas

de estafilococos

NUMERO PORCENTAJE
Cepas hemolTticas 68 80.9
. Cepas -no hemolfticas 16 19.1
Hem6lisis alfa 17
Hem6lisis beta 51
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CUADRD £ 5
Relacién entre la produccién de

coagulasa y su tipo de  hemdlisis,

®roduccidn de coaaulasa Tipo de hemdlisis

51 beta

68 cepas positivas
’ 17 alfa

16 cepas neqgativas

En el cuadro # 6 se presenta la relacién entre -

1as cepas Manitol (+) con la prueba de la DNasa,

CUADRO # 6

Relaci6n entre la fermentaci6én de manitol y

formacién de DNasa

Manitol {+) DNasa
12 (+)

68
56 (-)

Los resultados obtenidos del andlisis de tas 100

muestras se presentan en resumen en el cuadro # 7.
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CUADRO # 7

Resultados obtenidos

Catalasa Hemélisis C;mgulasa Manitol DNas 2 N(;p::
+ beta + e + 12
+ beta + + - 39
+ aifa + + - 17
- . - - - 16
- - - - - 16

B
SRz ')}i;
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V.- CONCLUSIONES

No podemos determinar la capacidad patdaena del -
estafilococo basindonos en la produccién de hemolisinas,
fermentacién del manito) o produccién del pigmento dora-
do en agar-sangre, ya que no todas las cepas pat6genas -

tienen estas caracteristicas.

En general, 1a producc¢ién de coaqulasa es la pro-
piedad que mis se relaciona con la canacidad patégena ya
que se han encontrado mutantes coagulasa negativa de - -
5. aureus que son tan patégenas como las cepas que sT la
produce, asT como otros estafilococos coaqulasa negati--
vos no considerados anteriormente como patégenos; ademas
de que no hay pruebas para afirmar que la coagulasa esté

directamente relacionda con la virulencia.

En este trabajo el B0.9% de 84 cepas de estafilo-
cocos presentaron cardcter hemolftico por lo que se pue-
de decir que €)1 cardcter hemolitico es una propiedad co-
mdn de los estafilococos aislados de abscesos en inspec-
cidn de carnes., Hay muy pocos trabajos realizados sobre
esto mismo para comparar los resultados obtenidos pero -
‘en un trabajo hecho por Harry se obtuvo el 97% de cepas_

hemol{ticas de un total de 132'cepas coanh]asa positivas
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siendo éstas aisladas de pollos, pavos y patos; en otro_
estudio Keskintepe obtuvo 53,38% de 133 cepas coagulasa_
positivas y neqativas obtenidas de abscesos en cabalios,

vacas, perros, qatos y ovejas.

Todos los animales que lleagan a los rastros deben
ir completamente sanos, ya que la finalidad de esa carne
es su consumo para alimentacidn del hombre; si presentan
abscesos, lesiones o cualquier tipo de enfermedad pueden
causar problemas en el hombre, ya que la carne es un ex-
celente medio para reproduccidn bacteriana y puede haber
contaminacién de otros animales por medio de los opera--
rios o por el materiai aque se empled en el sacrificio ==

del animal.

Por este trabajo se demuestra que las condjciones
de admisifn y operacién de animales para ser sacrifica--
dos pueden y deben mejorarse para asequrar la calidad de

la carne que serd consumida por el hombre,



42

VI.~ BIBLIOGRAFIA

W. C. Frazier, Microbiologia de los alimentos, Espa-

fia, Ed. Acribia.

B. D. Davis, R, Dulbecco, H. N. Eisen, H. S. Ginsberg
y W, B. Wood, Tratado de Microbiclogfa, Espafia, Ed.-
Salvat, 1972.

Merchant-Pacjer, Bacteriologia y Viroloafa Veterina-

ria, Espafia, Ed. Acribia.

B. A. Freeman, Tratado de Microbiologia de Burrows,-

Héxico, Ed. Panamericana, 1983.

Koneman, Allen, Dowell y Sommers, Diagndstico micro-

bioldgico, Argentina, Ed. Panamericana, 1983.

Di fco, Manual de Bacteriologfa (recopilacidn de téc-

-~ nicas).

Robert Thornton Morrison y Robert Neil Boy, Quimica_
Orqdnica, Estados Unidos, Fondo Educativo Interameri

cano, 1976.

Jdean. F. Mac Faddin, Biochemical Tests for Identification

of Mgdica1 Bacteria, Estados Unidos, Second edition.



10.-

11.-

12.-

13.-

14,-

©15.-

43

"César Agenjo Cecilia, Enciclopedia de la inspeccidn

veterinaria v Andlisis de alimentos, Madrid, Espa--

sa-Calpe, S. A., 1980.

Wisseman, Gordon M, The Hemolysins of Staphylococcus

aureus, Bact. Rev., 39:4:1975,

Menes lgnacio, Garcfa Ma. Luisa, Actividad hemoliti

.ca y hemolisinas producidas por estafilococos aisla

dos a partir de abscesos en inspeccifn de carnes, =

Rev. Lat~Amer. Microbiol., 24:1982, 151-156.

Rogolsky, Marvin, Nonenteric Toxins of S. aureus, - °

Microbiol. Rev., 43:2:1979, 320-360.

Kes kintepe H, Staphylococci in animals. Characteris
tics, distribution and its public health significan-

ce, Veteriner Facultesi Derqisi, 24:1977, 90-98

Anderson J, Mechanisms of staphylococcal virulence_
in realation to hovine mastitis, Br, Vet.Jd.,, 132 :

3:1976, 229-245,

Tesis profesional de Romo Rodr{quez:Eusebia Lourdes,
"Aislamiento de S. aureus a partir de muestras de -
materia fecal de individuos normales y diarreicos",

U.A.6., Guadalajara, Jal., 1979



	Portada
	Índice
	I. Introducción
	II. Generalidades
	III. Material y Métodos
	IV. Discusión y Resultados
	V. Conclusiones
	VI. Bibliografía



