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RESUMEN

Algunos microorganismos patdgenos son capaces de sobrevivir y desarrollar en
diversos alimentos. En la evaluacién de riesgos es fundamental conocer los factores que
determinan este comportamiento. Para estudiarlo se recurre a disefios experimentales en
donde generalmente se emplean cepas de coleccién. Se ha demostrado que en ocasiones el
comportamiento de tales cepas no sigue el mismo patron de aquellas recién aisladas de, por
ejemplo, individuos portadores, alimentos o bien células que han sido expuestas a
tratamientos subletales con agentes fisicos y quimicos. Esta Ultima situaciéon ocurre
comunmente en condiciones naturales o en sitios donde se elaboran y procesan alimentos.
En este trabajo se evaluo el efecto de la restriccion de nutrientes y el tratamiento térmico
subletales (condiciones de estrés) sobre el comportamiento en crema pastelera de cepas
enterotoxigénicas de Staphylococcus aureus procedentes de diversos origenes: cepas de
coleccién (SaC), nativas de portadores (SaP) y aisladas de alimentos (SaA). El software
DMFit disefiado para la prediccion del comportamiento microbiano se utilizé para calcular las
velocidades de desarrollo (log UFC h™). En las cepas no expuestas a una condicién de
estrés se observé un incremento de casi 1 log UFC g™ en 2 h, sugiriendo una duracién de la
fase lag cercana a 1 h. Una cepa SaC fue sometida a estrés por restriccion de nutrientes en
crema pastelera diluida, incubada a 30°C/9 h (SaCgrn) € inoculada en crema pastelera
integra. En las curvas de desarrollo de las cepas SaC y SaCgrn €N crema pastelera integra,
se observo el mismo comportamiento que con las cepas no expuestas a estrés; sin embargo
al analizar estadisticamente las velocidades de desarrollo, 0.2481 y 0.2365 log UFC h*
respectivamente, se encontré que la restriccion de nutrientes tenia efecto significativo
(P<0.05), aunque no en la biomasa alcanzada a las 10 h (P>0.05). Por otra parte, las cepas
SaC, SaP y SaA fueron expuestas por separado a estrés por tratamiento térmico a 55°C por
20 min. (SaCert, SaPerr Y SaAgrr) ¥y a continuacion inoculadas en crema pastelera integra.
Las tres cepas sometidas a estrés por tratamiento térmico mostraron un alargamiento de la
fase lag a 2 h, asi como una reduccion significativa de las velocidades de desarrollo (0.3594,
0.2684 y 0.2612 respectivamente) (P<0.05). Los resultados demuestran que el origen de las
cepas de S. aureus tiene un efecto significativo en su comportamiento en alimentos.

(Palabras clave: Restriccion de nutrientes, Tratamiento térmico, Staphylococcus aureus, crema
pastelera).



SUMMARY

Some pathogen microorganisms are able to survive and to develop in some kinds of
foods. In risks evaluation it is fundamental to know the factors determining this behavior. In
order to study it, strains from collections are commonly used in experimental designs. It has
been demonstrated that the behavior of those strains doesn't follow the same pattern of the
recently isolated, for example, from carriers, food, or strains exposed to sub lethal chemical or
physical treatments. The latter occurs commonly in natural conditions or places where foods
are prepared or processed. In this study, the effect of starvation and heat treatments both at
sub lethal levels (stress condition) on the behavior of enterotoxigenic strains of
Staphylococcus aureus from different origins in filling cream has been assessed. Those
strains were obtained from collections (SaC), wild types from carriers (SaP) and some others
isolated from foods (SaA). The software DMFit, designed to predict microbial behavior was
used to calculate the growth rates (log UFC h™). Strains without stress exposition showed an
increment of almost 1 log UFC h™ in 2 h, suggesting a lag phase duration of around 1 h. One
SaC strain was subject of stress by starvation in diluted filling cream, incubated at a 30°C/9 h
(SaCgrn) and then inoculated in whole filling cream. In the dynamics curves of SaC and
SaCegrn in whole filling cream, in unstressed strains was observed the same behavior;
nevertheless, analyzing statistically the development rates, 0.2481 and 0.2365 respectively, it
was found that starvation had a significant effect (P<0.05) on them, but not in the biomass
produced within 10 h (P>0.05). On the other hand, SaC, SaP and SaA strains were exposed
separately to sub lethal heat treatment at 55°C for 20 min (SaCgrt, SaPert and SaAgrt) and
then inoculated in whole filling cream. All three strains subject to this treatment showed a
longer lag phase of 2 h as well as a significant reduction in the growth rates (0.3594, 0.2684
and 0.2612 respectively) (P<0.05). These results demonstrate that the origin of the S. aureus
strains have a significant effect on their behavior on foods.

(Key words: Starvation, Heat treatment, Staphylococcus aureus, filling cream).
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1. INTRODUCCION

A diferencia de la mayoria de las bacterias enteropatégenas, S. aureus es un
microorganismo toxigénico. Se encuentra en la piel y algunas mucosas, destacando la nasal.
Dado su caracter antroponaético puede emplearse como indicador de contaminacién humana.
La toxina se sintetiza durante la multiplicacion de la bacteria en el alimento. La ingestion del
germen, incluso enterotoxigénico, no es antecedente obligado para que ocurra una
intoxicacién. La informacion actualmente disponible para evaluar su comportamiento
proviene basicamente de disefios en los cuales se recurre a cepas de coleccion. Se cuenta
con evidencia cientifica de que el comportamiento de cepas de colecciéon de una bacteria
puede ser diferente al de cepas provenientes de sus fuentes naturales que contaminan
directamente a los alimentos (Castillo et al.,, 1999; Scout et al., 2006), o bien, entre las
células que han sufrido estrés por tratamientos subletales con agentes fisicos o quimicos
(Buchanan, et al., 1989). Esta ultima situacion ocurre comunmente en sitios donde se
elaboran alimentos. Se sabe que dicho estrés puede modificar la resistencia de los
microorganismos a altas temperaturas, la congelacion y aun la virulencia (Bryan, 1976;
O’Driscoll et al., 1996). En consecuencia la sobrevivencia y el desarrollo del germen en los

alimentos también pueden ser afectados.

Tipicamente el conocimiento de las potencialidades de los microorganismos para
proliferar o sobrevivir en los alimentos proviene de modelos de reto disefiados en el
laboratorio. Cepas de coleccion, certificadas o no, se inoculan en el alimento y se sigue su
comportamiento bajo condiciones controladas del o los factores cuyo efecto se pretende
evaluar. Los resultados que se obtienen, se asumen representativos de lo que aconteceria
en condiciones naturales, es decir, cuando la cepa del patdgeno ingresa al alimento a partir
de una fuente natural de contaminacién. Existen, sin embargo, razones para cuestionar la

validez de estos enfoques.

Un hecho particularmente significativo que debe considerarse en el disefio de los
modelos es la acentuada plasticidad para adaptarse a las condiciones cambiantes de los
diversos ambientes que contaminan o infectan; la dinamica que exhiban en los estudios de
laboratorio puede mostrar diferencias significativas para una especie microbiana particular.

De manera general, las bacterias reaccionan al estrés ambiental a través de cambios



temporales y mutaciones (Archer, 1996). Para sobrevivir y desarrollar deben mantener su
integridad y homeostasis. Es posible determinar el comportamiento microbiano en el agua,
alimentos, y en general en el medio ambiente y de los factores que los afectan, mediante
estudios que valoren los cambios en la poblacién microbiana bajo las condiciones que se
presentan o transcurren de manera natural, es decir sin modificar el curso de los
acontecimientos. Alternativamente, el investigador recurre a modelos de laboratorio en los
que se simulan las condiciones naturales, pero se ajusta el o los factores cuyo efecto sobre

los microorganismos se desea valorar.

En este trabajo se evalud el efecto subletal (condicién de estrés) de la restriccion de
nutrientes y el tratamiento térmico sobre el comportamiento en crema pastelera de cepas
enterotoxigénicas de Staphylococcus aureus procedentes de diversos origenes: cepas de
coleccién (SaC), nativas de portadores (SaP) y aisladas de alimentos (SaA). La hipotesis
consiste en que el comportamiento difiere de los tradicionalmente reconocidos como
caracteristicos del microorganismo. Primero una cepa de coleccion fue sometida a estrés
fisioloégico por restriccion de nutrientes inoculandola en crema pastelera diluida e incubada a
30°C/9 h. Posteriormente a todas las cepas se indujo una condicién de estrés mediante
tratamiento térmico (55°C/20 min). Finalmente con las cepas recuperadas (danadas
subletalmente) se determind su comportamiento en crema pastelera integra recién
elaborada. El software DMFit disefiado para la prediccion del comportamiento microbiano fue

empleado para calcular las velocidades de desarrollo (log UFC h™).



2. ANTECEDENTES
2.1. El microorganismo

S. aureus es una de las primeras bacterias de interés humano descubierta y descrita.
Su potencial patégeno para el hombre y animales se manifiesta en diversas formas. En su
ciclo natural puede existir como parasito en el cuerpo humano, o dar lugar a procesos
patoldgicos tales como sinusitis, otitis, septicemia y endocarditis. Generalmente se recupera
muy escasamente del contenido intestinal; puede causar enterocolitis, apendicitis e incluso

perforacion de la pared intestinal (Fernandez-Escartin, 2000).

S. aureus es un microorganismo de la familia Micrococcaceae que se presenta como
coco gram positivo agrupado en racimos. Las colonias son usualmente =21.5 mm de diametro,
lisas, convexas y con bordes bien definidos. Es un organismo inmovil, no esporulado, aerobio
y facultativamente anaerobio. Algunas cepas producen pigmentos caracteristicos cuya
intensidad es mas pronunciada cuando crece a temperatura ambiente o refrigeracion en

medios ordinarios (Baird-Parker, 2000).

En la microbiologia sanitaria el S. aureus tiene gran interés, tanto por las enterotoxinas
que produce, como por el especial significado que se deriva de su presencia y abundancia en
algunos alimentos (Fernandez-Escartin, 2000). Puede crecer y producir la enterotoxina en
una gran variedad de sustratos bajo extensos limites de condiciones ambientales. La
produccion de enterotoxinas se lleva a cabo en limites mas estrechos que los requeridos
para el crecimiento del microorganismo. Es un tipico indicador de contaminacion humana en

alimentos que han sido objeto de tratamiento térmico (Fernandez-Escartin, 2000).

El hombre y mamiferos constituyen el primer reservorio del microorganismo. Se
alberga en el tracto nasofaringeo de personas con o sin signos y sintomas de la enfermedad,
en la piel sana y en las infecciones pidgenas de la piel. Los estafilococos utilizan una amplia
gama de carbohidratos. En condiciones aerobias el principal producto de la utilizaciéon de la
glucosa es el acido acético, con pequenas cantidades de CO,. En condiciones anaerobias es
acido lactico (Minor, T. 1976a).



En agar Baird-Parker (ABP) la peptona y el extracto de carne constituyen la fuente de
carbono y nitrégeno. El extracto de levadura aporta vitaminas del complejo B y la glicina y el
piruvato estimulan su crecimiento. Este medio de cultivo es selectivo por la adicidon de telurito
de potasio y cloruro de litio, que inhiben el desarrollo de la mayoria de la flora acompafante;
y diferencial debido a que al medio se le incorpora una emulsién de yema de huevo que
permite demostrar la actividad lecitinasa, produciendo alrededor de la colonia una zona
opaca que a menudo tiene una zona clara mas externa. Se pueden encontrar cepas no
lipoliticas, que presentan caracteristicas similares de colonias, pero sin la zona opaca y clara
(Bergdoll, 1989). Adicional al efecto inhibitorio del telurito de potasio los estafilococos

coagulasa positiva lo reducen a teluro y originan colonias de color grisaceo-negro.

El estafilococo es un anaerobio facultativo pero su desarrollo es mas abundante en
condiciones aerobias. La proliferacion ocurre, desde 6.5 hasta 46°C, con 6ptima de 37°C. El
pH 6ptimo es de 7 a 7.5 con desarrollo que varia desde un pH de 4.2 a 9.3 (Bergdoll, 1989).
Se desarrolla bien en casi todos los medios de laboratorio de rutina, por ejemplo agar soya

tripticasa.

2.1.1. Factores ecolbgicos

La siguiente recopilacion y comentarios ilustran la influencia de los factores ecoldgicos
que afectan la actividad del S. aureus en los alimentos; se han seleccionado los mas
relevantes. Hay que aclarar que en general, toda esta informacién es aplicable solo a las
condiciones particulares en las que cada investigador disefia sus estudios, especialmente las
cepas empleadas, la densidad de los in6culos, y el control de los factores asociados a aquel
que en particular esté siendo motivo de evaluacion. Cuando se estudia por ejemplo, el efecto
del pH sobre la sobrevivencia o tasa de desarrollo, generalmente los restantes factores, se
ajustan a su nivel 6ptimo. La influencia de la temperatura sobre S. aureus debe estudiarse
no solo como factor condicionante de su multiplicacion en los alimentos, sino también por su
efecto letal. Este se puede manifestar en las dos situaciones extremas, la congelacion y la
alta temperatura. En ambos casos la pérdida de la viabilidad es afectada no sélo por el nivel
de la temperatura, sino por el efecto asociado de otros factores, sea protector o agravante
(Bryan, 1976).



Una diversidad de condiciones opera para que dichos alimentos se vean incriminados
en brotes de intoxicacién alimentaria; entre otros se incluyen la exposicion a la
contaminacion, el estado fisiologico de las células, la composicion del sustrato, A,, pH,
potencial de oéxido reduccidon, humedad relativa, antagonismo microbiano, presencia de
conservadores, la temperatura y el caracter termoestable de la enterotoxina. Destacan y se

comentan los siguientes:

La composicidon quimica del sustrato
El pH

La Aa

La temperatura

El potencial de oxidorreduccion

La presencia de flora antagonica

N o ok N =

La vitalidad del microorganismo

2.1.1.1. Composicion quimica del sustrato

La situacion mas favorable para el S. aureus es la presencia de proteinas de origen
animal y adecuada fuente de energia: un carbohidrato facilmente fermentescible como la
glucosa. No es de extraiar por ello, que sean los productos lacteos y carneos, o que los
contienen en su formulacion, los que con mayor frecuencia aparecen implicados como
vehiculo en los brotes. Puede metabolizar la glucosa aerdbica y anaerdbicamente hasta
piruvato. El acido se produce en las mismas condiciones a partir de la glucosa, lactosa,
maltosa y manitol. Muchas cepas hidrolizan las proteinas animales nativas (hemoglobina,
fibrina, clara de huevo y caseina), y polipéptidos como la gelatina. Los lipidos y
fosfolipoproteinas son hidrolizadas con liberacion de acidos grasos. No obstante, aunque se
llegan a alcanzar niveles de cientos de millones de estafilococo por gramo de alimento, estos
no suelen mostrar signos de deterioro, por lo que las personas los consumen sin reticencia
(Saldana, 1991).



2.1.1.2. pH

El pH optimo para el crecimiento de S. aureus y produccion de la enterotoxina
estafilococcica (EE) es proximo a la neutralidad. Sin embargo, numerosas investigaciones
revelan que el tipo de acidulante utilizado para ajustar el pH tiene un marcado efecto en el
desarrollo del germen y por ende en la produccion de la toxina. Minor y Marth (1970),
compararon la efectividad de diversos acidos organicos para inhibir el desarrollo de S aureus
en leche. Observaron que la inhibicion es mas acentuada si se usa acido acético, siguiéndole
en efecto, el citrico, el lactico, tartarico y clorhidrico. Para conseguir una reduccion de 90%
en el desarrollo al cabo de 12 h, el pH debié ajustarse a 5.2 con acido acético, a 4.9 con
lactico, a 4.7 con citrico y a 4.6 con clorhidrico. Una reduccion de 1000 veces se alcanzé6 a
pH 4.9 usando acido acético en tanto que para el mismo efecto con el clorhidrico, fue posible

reducirlo hasta 3.3

Los limites de pH para la sintesis de la toxina son mas estrechos que los requeridos
para el desarrollo del germen. Es decir, dentro de ciertos valores de pH una cepa
enterotoxigénica puede entrar en actividad e incrementar su numero, sin que se acompafne
de la liberacion de EEs. Se afirma que las enterotoxinas A (EEA), B (EEB), C (EEC) y D
(EED) podrian ser generadas en una variedad de alimentos con valores de pH entre 55y

6.0, pero no por debajo de 5.0 (Scheusner y Harmon, 1973).

2.1.1.3. Actividad de agua (Aa)

La cantidad de agua que es aprovechable por los microorganismos 6 A, tiene un
importante efecto en el crecimiento. La A, es disminuida por sustancias polares que se
disuelven en el agua. Por ejemplo, en la crema pastelera que se emplea para relleno de
panes, la harina, el huevo y la leche tienen un efecto menor en la A;; el azicar en cambio
tiene una considerable influencia. Pero aun asi, las cremas pasteleras con baja A, no deben
considerarse seguras ya que el agua puede emigrar y formar cavidades con una mayor A,
que el resto del producto siendo esto particularmente posible en la interfase entre la crema y
la costra del pan (Diaz, y Pérez, 1985). Un valor de A, por debajo de 0.86 puede prevenir el

desarrollo de S. aureus y por debajo de 0.90 la produccion de EEs (Bergdoll, 1989).



2.1.1.4. Temperatura

Como parasito humano, el S. aureus es un mesdfilo tipico con temperatura éptima
para crecer de 35 a 37°C. La temperatura tiene una influencia definitiva en el desarrollo del
microorganismo y la produccion de la EEs. Surkiewicz (1966) reportd un incremento en la
poblacion de estafilococos coagulasa positivos en pasteles de crema almacenados a
temperatura ambiente durante 24 a 48 h. Numerosos estudios muestran la susceptibilidad al
calor de esta bacteria (Baird-Parker, 2000; Bergdoll, 1989; landolo y Ordal, 1966). La
pasteurizacion entonces es un medio muy seguro para su destruccion. El inadecuado
almacenamiento o la falta de refrigeraciéon de pasteles rellenos, es un factor decisivo en la

mayoria de los brotes de intoxicacion por S. aureus (Bryan, 1976).

2.1.1.5. Potencial de oxidorreduccion

El potencial redox es un importante factor selectivo en todos los ambientes, incluidos
los alimentos. Los microorganismos aerobios necesitan valores redox positivos para crecer,
mientras que los anaerobios, valores negativos. La tasa de desarrollo y la cantidad de toxina
producida por S. aureus en anaerobiosis es menor a la obtenida en aerobiosis. En caldo
infusion cerebro corazon (BHI) aereado se han registrado concentraciones de 65ug ml™" de
EEB en menos de 24 h a 37°C; en cultivo estatico, el tiempo requerido es de 10 dias para
generar solo la mitad de EEB (McLean et al., 1968).

2.1.1.6. Presencia de flora antagénica

El S. aureus compite muy mal con otros microorganismos (landolo et al., 1965). Los
factores que favorecen la actividad de uno y otro son los mismos, pero no de igual valor
cuantitativo. La competencia por nutrientes esenciales puede determinar ese efecto, como se
ha demostrado con Serratia marcesens, Pseudomonas y Streptococcus diacetilactis
(Peterson et al., 1962). Las bacterias lacticas actuan en funcion de la produccién de agua
oxigenada o de la acidez que generan (Dahiya y Speck, 1968; Daly et al., 1973). La
complejidad de las asociaciones microbianas se ilustra todavia mas con el hecho de que el
S. aureus tiene la capacidad de inhibir a Brevibacterium megatherium y B. linens (Graves y

Frazier, 1963). Las bacterias lacticas son especialmente activas contra S. aureus (Kao y
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Frazier, 1966). En el requesén y en el pastel de moka se ha observado un intenso efecto
antagonico de una flora lactica artificialmente inoculada sobre cepas enterotoxigénicas de
S. aureus (Saldafa, J., 1991).

2.1.1.7. Vitalidad del microorganismo

El dafo que sufren los microorganismos por efecto del calor, refrigeracion,
desecacion, cambios en el ambiente nutricional, sustancias quimicas diversas, liofilizacion y
congelacion-descongelacion, tienen un especial significado en la microbiologia de los
alimentos (Hurst, 1977). Estos tratamientos pueden afectar la integridad estructural y
funcional de las células. El sitio primariamente dafiado es la membrana celular (landolo y
Ordal, 1966; Allwood y Russell, 1969), pero también hay degradacion de moléculas y
destruccion o inactivacion de enzimas (Bluhm y Ordal, 1969; Martin et al., 1976; Miller y
Ordal, 1972). Se considera dafiado un microorganismo cuando se muestra incapacitado para

crecer en un medio o alimento en el que de ordinario lo hace libremente.

2.1.2. Productos extracelulares

S. aureus es capaz de producir una muy amplia gama de compuestos, la mayoria de
los cuales estan implicados en la génesis de la enfermedad. Toxinas de accion local,
enterotoxinas, leucocidinas, exotoxinas y diversas enzimas forman el arsenal de este "bien
equipado patdégeno". En agar sangre, S. aureus produce una lisis de glébulos rojos. Estas
son en realidad potentes toxinas citoliticas, que actuan sobre las membranas de muchas

células (no solo los eritrocitos) y causan gran destruccion tisular (Joklik et al., 1998).

2.1.2.1. Enterotoxinas estafilocéccicas (EES)

El estudio de las EEs empezd en 1930 cuando se aislé una cepa de S. aureus a partir
de un alimento responsable de un brote de intoxicacién haciéndolo crecer en cultivo puro. El
filtrado estéril fue ingerido por voluntarios los cuales manifestaron los sintomas de la
enfermedad (Minor, T. 1976b). Catorce EEs han sido identificadas y reportadas en la

literatura (Cuadro 1). Las mas estudiadas son los tipos EEA (Friedman y Howard, 1971), EEB



(Altenbern, 1975), EEC4 (Genigeorgis, et al., 1971a.), EEC,, EEC3, EED (Bautista et al.,
1988) y EEE.

Cuadro 1. Peso molecular y punto isoeléctrico de las EEs.

Tipo (EESs) Peso Molecular (Da) Punto isoeléctrico

27,100 7.3
B 28,336 8.6
C; 27,531 8.6
C, 27,531 7.8
Cs 27,563 8.1
D 26,360 7.4
E 26,425 7.0
G 27,043 5.7

H 25,210 No determinada

| 24,928 No determinada
J 28,565 8.65
K 25,539 6.5
L 24,593 8.66
M 24,842 8.24
N 26,067 6.97
e} 26,777 6.55

Fuente: European Commission Healt & Consumer Protection, 2003.

Las EEs son cadenas polipeptidicas constituidas principalmente por lisina, tirosina,
acido glutamico y acido aspartico, con un peso molecular de 25,000 a 29,000 Da. Son
resistentes a la accion de diversas enzimas proteoliticas y al calor, lo que en el alimento
constituye un riesgo, ya que aun después del tratamiento térmico, las toxinas permanecen
activas en ausencia total del microorganismo (El-Dairouty, 1988). Se sintetizan durante la
fase log en pequefa cantidad; generalmente se observa un incremento al final de esta e
inicio de la estacionaria y cuando hay niveles de S. aureus mayor de 10° g (Fernandez-
Escartin, 2000). La presencia de quitina (0.1%) no sélo estimula la produccion de EEs (hasta

88 %), sino que incrementa la termoestabilidad de la toxina (Anderson et al., 1997).

S. aureus es positivo a la produccion de coagulasa. Se ha observado que la mayoria
de las cepas enterotoxigénicas son coagulasa positiva; sin embargo, cepas de S. aureus
coagulasa negativas han sido reportadas en brotes de intoxicacion (Breckinridge y Bergdoll,

1971). Pruebas mas recientes muestran una buena correlacién entre la produccion de EEs y



la de termonucleasa, sin ser definitiva por si sola. Se estima que <1 ug de EEA puede ser
suficiente para causar la enfermedad. Esta observacion se basa en la estimacion del
contenido de enterotoxina en queso que fue implicado en un brote y la pequeia cantidad de

queso consumido por las personas que enfermaron (Minor, T. 1976c¢).

2.1.3. Fuentes y mecanismos de contaminacion

El mayor reservorio de S. aureus son los humanos y animales. El porcentaje de
humanos sanos que son portadores varia de 30 al 50%, con 15 a 35% como portadores
permanentes (Bergdoll, 1989). Alimentos como el puré de papa y los rellenos de pasteles se
han identificado con especial frecuencia como vehiculos de EEs en brotes de enfermedad

asociados a su consumo, tanto en México como en otros paises (Fernandez-Escartin, 2000).

El proceso de configuracion de peligros en los brotes de intoxicacion por EEs se inicia
con la contaminacién del alimento. A continuacion es imperativa la multiplicacién de la
bacteria de manera que se genere suficiente toxina (alrededor de 1 ug) en la porcion
comestible para provocar una respuesta clinica (Wei y Chiou, 2002). Es necesario tomar en
cuenta que si bien un alimento como tal no sostiene el desarrollo del estafilococo, por
ejemplo el yogurt o el helado de crema, pueden ser, y de hecho se han reportado como
causa de brotes. Esto ocurre cuando algun ingrediente o la materia prima ya contenian EEs
al tiempo de usarlo en la elaboracion del producto. Los tratamientos recibidos (fermentacion,

congelacion, pasteurizacidén) no suelen afectar la integridad de la toxina (Bergdoll, 1989).

Con base en los datos de morbilidad de la Secretaria de Salud (Sistema Nacional de
Vigilancia Epidemioldgica, 2005), que se mantienen con variaciones menores en los ultimos
afos, puede estimarse que en el pais ocurren mas de 300 millones de episodios de
enfermedades transmisibles por alimentos (ETA’s) anuales en nuestro pais (Fernandez-
Escartin, 2000). Con todo su potencial econdmico, cientifico, tecnologico y nivel sanitario, en
Estados Unidos la estimacion para 1998 fue de 76 millones de eventos anuales, con 350,000

hospitalizaciones y 5,000 muertes (Mead et al., 1998).
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El patron de respuesta del patégeno es critico para que el alimento pase del estado de
inocuidad a la de riesgo plenamente configurado, lo cual esta determinado tanto por la
composicion del alimento como por las condiciones ambientales. Las bacterias patdgenas se
exponen en su ambiente natural a los efectos de diversos agentes fisicos y quimicos que
merman su capacidad para sobrevivir o desarrollar en un alimento (Samelis y Sofos, 2003).
De manera general, las bacterias reaccionan al estrés ambiental a través de cambios
temporales o mutaciones (Archer, 1996). Adicionalmente, son factores relevantes el potencial
enterotoxigénico de la cepa de S. aureus implicada (Baird-Parker, 2000), y como se ha
indicado, su condicion fisiolégica particular en la que se encuentre al tiempo de ingresar al

alimento.

2.2. Estrés celular

Para sobrevivir y desarrollar los microorganismos deben mantener su integridad y una
condicion de homeostasis. Sin embargo, la exposicion a factores ambientales pueden afectar
estos procesos. En ausencia de mecanismos protectores, la intensidad del efecto suele
provocar una condicion de estrés, y en caso extremo la muerte celular (Gahan y Hill, 2003).
Dentro del huésped, el germen encuentra barreras 0 mecanismos de defensa que también
afectan su capacidad de sobrevivencia y enfrentan condiciones adversas de variada
intensidad. El estrés no letal induce la expresion de genes cuya funcién es conferir proteccion
contra esas condiciones adversas. Los genes de esta categoria incluyen los chaperones
moleculares, las proteinas de choque térmico, ATPasas, y otros sistemas responsables de
mantener la homeostasis celular. Adicionalmente, el estrés en los microambientes del
huésped puede en ocasiones estimular genes de regulacion con papel especifico en la

colonizacion y patogénesis (Gahan y Hill, 2003).

El estrés suele definirse dependiendo del contexto para su uso. En fisica, por ejemplo,
estrés es la fuerza que se aplica por unidad de area. Cuando se emplea en el campo de la
biologia, estrés se refiere a la respuesta a la exposicibn a condiciones nutricionales
deficientes, a agentes quimicos y condiciones fisicas no optimas (Samelis y Sofos, 2003). En
la literatura sobre estrés microbiano, se emplean varias descripciones para referirse a la
respuesta al estrés: “adaptacion”, “tolerancia”, “habituacion” y otros. Estas son objeto de

estudios de laboratorio y reflejan diferentes respuestas fisioldgicas. En este trabajo, estrés se
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refiere a la respuesta adversa en el crecimiento o la sobrevivencia microbiana tras la
exposicion a cualquier factor o condicion. De acuerdo con esta definicion practica, muchos de
los tratamientos durante el proceso de los alimentos se consideran estresantes (Yousef y
Courtney, 2003).

Para referir la respuesta de los microorganismos con el estrés se emplea la palabra
“ligero” para describir el nivel subletal, que no afecta la viabilidad, pero reduce la velocidad de
crecimiento, “moderado” cuando no solamente afecta el crecimiento microbiano sino ademas
causa algun dano en la viabilidad de la célula, pero es reversible, y “extremo” o “severo” se
refiere a un dano de magnitud que es letal para las células, dando lugar a la muerte de la

mayoria de la poblacién (Yousef y Courtney, 2003).

2.2.1. Mecanismos de respuesta de adaptacion al estrés

Se ha demostrado que la adaptacién incrementa la tolerancia al estrés causado por
diversos factores ambientales (Wong y Liu, 2006). El proceso esta regulado por cambios en
la fisiologia de los microorganismos tanto estructurales como metabdlicos. Algunas bacterias
poseen una notable capacidad para adaptarse a los efectos de factores ecologicos que les
provocan un estado de estrés celular de variada intensidad. En los modelos de laboratorio se
presentan problemas derivados de la condicidon particular de las cepas de los
microorganismos utilizados. La plasticidad que les es proverbial, da lugar a que ante el efecto
de factores ecoldgicos a los que se exponen en el ambiente (temperatura, humedad,
disponibilidad de oxigeno, condiciones de acidez y otros), los microorganismos llevan a cabo
procesos adaptativos que movilizan sus recursos metabdlicos y modifica su tolerancia a esos

factores.

Estd ampliamente documentado que la adaptacion favorece la tolerancia al estrés
fisico, quimico o biolégico y promueve la sobrevivencia o desarrollo en ambientes adversos,
incluidos los que se encuentran en donde se producen y procesan alimentos (Ravishankar y
Juneja, 2003). La tolerancia en ocasiones no es especifica (Mackey et al., 1994); por ejemplo
E. coli O157:H7 incrementa su tolerancia a temperaturas elevadas después de haber sido

expuesta a un estrés acido (Ryu y Beuchat, 1999). La restriccion de nutrientes disponibles y
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el estrés acido extienden la tolerancia a 56°C de Listeria monocytogenes (Lou y Yousef,
1997). También se ha observado que una resistencia a la acidez aumenta la virulencia de L.
monocytogenes en ratones (O’Driscoll et al., 1996). Salmonella expuesta a bajos niveles de
Az (0.95) muestra una mayor tolerancia a temperatura elevada (54°C) independientemente
de los solutos utilizados para ajustar la A, (Mattick et al., 2000). La transferencia sucesiva en
sustratos con concentraciones crecientes de acidez puede conducir a una acrecentada
tolerancia (sobrevivencia o desarrollo) a bajos niveles de pH. Las células de L.
monocytogenes y Salmonella Typhimurium, que sobreviven a tratamientos térmicos
subletales, exhiben una tolerancia a temperaturas que no soportan los cultivos originales
(Bunning et al., 1990).

Generalmente el proceso adaptativo es reversible, de manera que las poblaciones
celulares tratadas dejan de manifestar el cambio inducido cuando cesa la exposicién a las
condiciones que lo determinaron. Este comportamiento, sin embargo, puede acarrear
problemas de sobrevivencia o proliferacion en alimentos que reciben tratamientos o se
almacenan en condiciones que habitualmente permiten un control efectivo del germen
(Yousef y Courtney, 2003).

Los microorganismos en los alimentos o en el medio ambiente con frecuencia estan
expuestos a estrés, y algunas de las respuestas que manifiestan son susceptibles de ser
evaluadas. La respuesta varia principalmente con el tipo y magnitud del estrés. Bajo ciertas
condiciones, la respuesta microbiana puede tener un efecto de proteccion o adaptacion. Los
microbidlogos y procesadores de alimentos estan interesados en la respuesta de adaptacion
al estrés, que podria modificar la resistencia de los microorganismos a los tratamientos
aplicados, incluidos los de preservacion. Como se anotd, un pronunciado nivel de estrés
puede dafar a las células. El dafio de las células se inicia el agotarse las fuentes de energia
con un decremento en la capacidad para superar efectos nocivos adicionales. El dafio es
evidente por la sensibilizacion de las células a los tratamientos con agentes selectivos,

antibidticos y otros factores de deterioro o el efecto en la multiplicacion de las células.

Detectar y medir la respuesta al estrés ofrece algunas aplicaciones benéficas. Los

procesadores de alimentos deben conocer las consecuencias de los tratamientos
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moderados, asi como los mecanismos que dan lugar a la resistencia de los patégenos a

procesos que presumiblemente son letales para esos microorganismos.

Para determinar las condiciones que conducen a las respuestas de adaptacion, es
posible variar la intensidad del nivel de estrés aplicado. Basados en la experiencia y la
literatura publicada, hay que reconocer que la respuesta microbiana de adaptacion es mas
aparente a niveles subletales de estrés, y cuando el microorganismo se encuentra en un
activo estado metabdlico. Muchos investigadores, sin embargo, han demostrado que es
posible inducir la adaptacion microbiana en la fase estacionaria (Buchanan y Edelson, 1999).
De igual forma, cuando algun factor es modificado y las células son expuestas a una dosis
letal puede ocurrir una adaptacion de la fraccion de la poblacion que eventualmente
sobreviva al tratamiento. Después de la aplicacién del estrés bajo investigacion, se intenta
detectar y cuantificar la respuesta. Aunque la deteccidn de la respuesta al estrés es
generalmente laboriosa, la distincion del daio es relativamente simple. Debe destacarse que
las células estresadas-sensibilizadas (dafnadas) muestran una disminucion en la velocidad de
crecimiento, y en ocasiones se reduce el tamafio de la colonia en agar, se perjudica el
crecimiento en la presencia de agentes selectivos como NaCl y sales biliares, se incrementa
la sensibilidad a antibidticos y se presenta una pérdida de la aerotolerancia (Yousef y
Courtney, 2003).

2.2.2. Espectro de respuestas de los microorganismos

El fendmeno del estrés en los microorganismos puede catalogarse en distintas clases:
a) respuestas a estrés especifico y fendbmeno de causa (choque térmico, acidos y acidez,
osmolaridad reducida) b) respuestas generales al estrés (esporulaciéon bacteriana y
resistencia, respuestas patogénicas) (Johnson, 2003) c) adicionalmente hay que incluir la
respuesta de percepcion en quorum (Whiteley y Greenberg, 2001), muerte celular
programada segun edad de las células (Beckman y Ames, 1998; Lewis, 2000), y formacion
de biopeliculas multicelulares o multiespecies (Costerton et al., 1999). La respuesta al estrés
puede suponer la afectacidn a la resistencia y sobrevivencia de patdgenos y organismos
esporulados a lo largo de la cadena de produccion de alimentos, desde la precosecha (en el

caso de frutas y hortalizas), o en operaciones de procesamiento, y almacenamiento de
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alimentos durante su vida de anaquel. Puede variar acorde con la composicién del alimento,
y respecto a la ecologia microbiana y las especies asociadas en los alimentos (Roberts et al.,
1998).

2.2.3. Respuesta al estrés y el impacto en la sobrevivencia de S. aureus

Numerosas investigaciones demuestran que el medio ambiente y las propiedades de
resistencia de S. aureus influyen en los parametros de crecimiento. Shebuski et al., (2000)
evidenciaron que el medio de crecimiento tiene un marcado efecto en la resistencia de
S. aureus. El crecimiento de S. aureus con una A, de 0.94 incrementa la resistencia térmica
a 60°C. Esta resistencia es mediada por la expresioén de proteinas de choque térmico y por la
acumulacion de solutos compatibles que contribuyen al incremento de la resistencia térmica.
La formacion de biopeliculas por S. aureus y S. epidermidis parece estar influenciada por la

exposicion a etanol y sales (Kngbloch et al., 2001; Rachid et al., 2000).

2.3. Epidemiologia

Por mucho, son los agentes microbianos los que con mayor frecuencia afectan la
salud de la poblacién en todo el mundo, tanto en forma de brotes, como de casos
individuales (Kngchel y Gould, 1995; Todd y Pivnick 1974). Esta aseveracion debe ser
subrayada. Solo con el reconocimiento de su validez podra plantearse correctamente el
problema y la soluciéon de la mala calidad sanitaria de los alimentos en nuestro pais. Es
lamentable, y eso en parte explica la situacion, que algunos altos funcionarios sostengan que
son los contaminantes quimicos (naturales o introducidos por el hombre), los que mas

frecuentemente amenazan nuestra salud siguiendo la via de los alimentos.

2.3.1. Intoxicacion estafiloc6dccica

La sintomatologia de la intoxicacion estafilicoccica es muy caracteristica, lo bastante,
para disponer de un diagndéstico presuntivo desde el inicio del estudio epidemioldégico de un
brote. Contribuyen a ello la cortedad del periodo de incubacion. Generalmente los sintomas
aparecen entre los 30 min y 8 h; excepcionalmente fuera de estos limites después de la

ingesta del alimento. Entre 1 y 3 h se concentra la mayor proporcion. La extension esta
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determinada por la cantidad de toxina ingerida (no necesariamente la cantidad de alimento
consumido) y por la susceptibilidad de cada persona. No todas las personas que consumen
el alimento sospechoso enferman, ni todos estos responden con la misma sintomatologia. Lo
mas caracteristico es la nausea, el vomito y la diarrea que generalmente se presentan en
mas del 75% de los casos; el dolor abdominal suele estar presente. Con menos frecuencia
se ha reportado cefalea, calosfrios, postracion, debilidad, colapso, hipotensiéon y aun fiebre.
Los sintomas se instalan abruptamente, pero la duracion del padecimiento no suele ir mas

alla de un dia y eventualmente dos (Fernandez-Escartin, 2000).

Algunos investigadores han revisado documentos histéricos en los que se consignan
las primeras descripciones sobre la intoxicacion estafilococcica, cuando aun se desconocia el
papel del microorganismo en su etiologia. En 1830 se exponia de manera andénima en una
publicacion cientifica: “se ha observado con frecuencia en el Continente que ciertos
alimentos adquieren propiedades venenosas de un tipo especial y en forma que los quimicos
y médicos no han podido explicar satisfactoriamente. Los mas comunes son una variedad de
queso y salchicha en Alemania; pero también el tocino y el jamoén en Francia y Alemania se
han encontrado varias veces con esa condicidon. En el caso que dio lugar a su investigacion,
el jefe de una familia compré un pastel de jamén en Paris. Toda la familia consumié la carne
el mismo dia. Tres horas después el jefe de familia se vio afectado con ansiedad, seguido de
sudores frios, estremecimiento, dolor violento en el estdbmago y vomito frecuente; a
continuacion sed abrasadora, extrema sensibilidad en el vientre de manera que dificilmente
podia soportar el peso de las sabanas, diarrea profusa y cdlico en extremo violento. Su hija
de 27 anos y un nifio de 9 anos fueron atacados de manera similar. EI médico que les
atendio declar6é que tenian una inflamacion violenta en el estdmago, lo que inclinaba que se
le atribuyera a un verdete natural o a un carbonato de cobre impartido por hongos del
preparador del pastel. En pocos dias los tres individuos se recuperaron con un tratamiento
antiflogistico. Alrededor de ese periodo otros clientes sufrieron accidentes similares, y en
consecuencia se ordend una investigacion judicial. Después de una investigacién adecuada
se encontré que cada operacion se efectuaba con la debida atencion a la limpieza. Las
pruebas quimicas efectuadas por separado en la carne y en la pasta, asi como el vomito y la
materia fecal, no revelaron trazas de los venenos quimicos comunmente reconocidos:
arseénico, cobre, antimonio y plomo, sugiriendo la relacion de la enfermedad con venenos

biologicos” (Dack, 1956).
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Para que los alimentos se vean involucrados en brotes de intoxicacién alimentaria por
S. aureus, influye la composicidon del sustrato, la actividad de agua, el pH, el potencial de
oxido-reduccion, la presencia de conservadores, es estado fisiolégico de las células, el
antagonismo microbiano y el caracter termoestable de las EEs (Tibana et al., 1987). La
ingestion del germen, incluso enterotoxigénico, no es el antecedente o condicidn obligada
para que se presente el dafio. Mas aun, la intoxicacion puede aparecer tras la ingestion de
un alimento libre de estafilococos viables. Siendo por otra parte, una bacteria comun en
diversos tejidos del hombre y animales, se le conoce como un patégeno oportunista
(Fernandez-Escartin, 2000).

2.3.1.1. Variacion estacional

Es de esperar una mayor incidencia de la intoxicacion estafilococcica durante la época
calurosa del ano, dado que uno de los factores mas frecuentemente detectado como
propiciador de los brotes, es el abuso de la temperatura en el almacenamiento de los
alimentos implicados. Asi ocurre en efecto al menos en Estados Unidos, segun se advierte

en el siguiente Cuadro:

Cuadro 2. Brotes de intoxicacion por S. aureus segun mes de presentacion. Estados Unidos
1988-1992.

Afio Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic
1988 0 1 1 1 0 1 0 1 0 2 1 0
1989 0 3 2 1 2 2 1 0 1 0 0 2
1990 1 1 0 1 3 2 3 1 1 0 0 0
1991 0 0 2 1 0 2 2 0 0 1 1 0
1992 0 0 1 1 1 0 1 0 1 0 0 1
TOTAL 1 5 6 5 6 7 7 2 3 3 2 3

Fuente: CDC, 1996.

Bergdoll (1989) reportd que en un tiempo los rellenos de pastel fueron la principal

causa de intoxicacién estafilocéccica en Estados Unidos; sin embargo, en la actualidad este
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tipo de alimento esta menos involucrado, probablemente porque se tienen mas cuidados en

su manejo especialmente en los meses calurosos.

2.3.1.2. Morbilidad y letalidad

La morbilidad y mortalidad originada por enfermedades gastrointestinales fueron
sumamente elevadas en todo el mundo hasta finales del siglo XIX. En el transcurso de los
primeros afos del siglo pasado, el problema se fue resolviendo en los paises industrializados
gracias a la elevacion de los niveles generales de vida de dichas sociedades (Bryan, 1976).
Sin embargo, en los paises en desarrollo las enfermedades gastrointestinales contintan
siendo uno de los principales problemas de salud publica que afectan sobre todo a la
poblacion infantil. Con base en datos epidemioldgicos del sector salud es facil apreciar a las
intoxicaciones alimentarias como uno de los mas frecuentes problemas de salud entre los

mexicanos (Fernandez-Escartin, 2000).

Se reconoce en general que la letalidad de la intoxicacion esta préxima a cero.
Ocasionalmente se presentan muertes. Se trata de personas de edad avanzada o menores,
de los que no se proporciona la informacion necesaria para establecer un diagndstico
correcto de la causa de la muerte. Entre 1,526 casos Canada reporté 3 muertes; de 6,903
casos en Estados Unidos no se reportd una sola; y de 714 en Inglaterra, solo una (Tood,
1978).

2.3.1.3. Alimentos mas frecuentemente implicados

Muchos alimentos son un excelente medio para el crecimiento de S. aureus. Los
comunmente asociados con intoxicacion alimentaria son la carne (vaca, cerdo y aves),
productos carnicos salados (jamén, salami, salchichas), productos de panaderia (rellenos de
crema) y productos lacteos (quesos) (Bergdoll, 1989). La leche raramente participa en brotes
en Estados Unidos; sin embargo, un brote ocurri6 en una escuela en Kentucky en 1985,
después de consumir leche con chocolate. La EEA fue detectada en la leche, aunque no fue
posible aislar S. aureus. La investigacion revel6 que por descuido, la leche estuvo a
temperatura ambiente por 4-5 h antes de su pasteurizacion, tiempo durante el cual desarrolld

el estafilococo y sintetizé la toxina; desafortunadamente las EEs no se inactivaron con la
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pasteurizacion (Bergdoll, 1989). En Estados Unidos los brotes de intoxicacion en los cuales
la crema pastelera ha sido identificada como el vehiculo de EEs, declinaron del 17.8% en
1939 al 2.3% en 1973 (Bryan, 1976).

2.3.1.4. Brotes de intoxicaciéon estafilocdccica

En la ciudad de Guadalajara un brote de gastroenteritis asociado al consumo de pastel
de moka caus6 no menos de 60 casos de intoxicacién entre mas de cinco familias. La moka
se prepard a base de huevo, margarina, azucar y café en la pasteleria. Los ingredientes se
mezclaron en una batidora; un empleado que posteriormente se identific6 como portador de
S. aureus en la piel del antebrazo, participaba en el batido introduciendo manos y antebrazo
en la crema dentro de la batidora. Los pasteles se prepararon extendiendo la moka entre dos
mitades del pan horneado, los cuales se almacenaron entre 28 y 32°C. El estudio del
laboratorio mostré una incapacidad del estafilococo para multiplicarse directamente en la
crema. Sin embargo, en la pasteleria se acostumbraba rociar las partes internas del pan con
agua edulcorada previo a la incorporaciéon de la moka. Este tratamiento elevé la actividad de
agua lo suficiente para permitir el desarrollo del germen en los pasteles. Los pasteles
rellenos de mermelada de fresa preparados simultaneamente en la misma pasteleria,
mostraron una escasa presencia de S. aureus (si bien no dieron lugar a caso de intoxicacion)
poniendo de manifiesto practicas de operacion que propiciaban una continua contaminacion

cruzada (Fernandez-Escartin et al., 1998).

En Estados Unidos entre 1938 y 1972 de 573 brotes de intoxicacion por pasteles
rellenos, en 374 (65%) se identificO S. aureus como agente etiologico. En uno de dichos
brotes se analizaron cultivos de exudados nasofaringeos de los empleados de la pasteleria
encontrandose en la mayoria de ellos S. aureus, incluso una infecciéon purulenta de uno de
ellos (Bryan, 1976)

Dentro de los factores asociados a brotes de intoxicacion destacan la participacion de
un portador del microorganismo entre quienes preparan el alimento, un largo periodo entre la
preparacion y consumo del alimento y una refrigeracion nula o inadecuada. Para que se
acumule suficiente EEs en un alimento cuyo consumo ulterior provoque una respuesta

clinica, el S. aureus enterotoxigénico debe multiplicarse hasta concentraciones casi siempre
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mayores a un millén de UFC g”' 6 mI"'. Raj y Bergdoll (1969) estimaron que 20 a 25 ug de
EEB es suficiente para causar manifestaciones clinicas en el hombre, que parece ser mas

sensible que el mono.

2.3.1.5. Prevencion y control de S. aureus

El estafilococo es un microorganismo de amplia ubicuidad, virtualmente imposible
eliminarlo del medio ambiente. Al menos en el 50% de los individuos portadores del
microorganismo puede ser aislado de conductos nasales, garganta o de sus manos. En
cualquier momento un alimento expuesto a la manipulacion humana, se encuentra en riesgo
de ser contaminado. No todas las cepas son toxigénicas, pero un elevado porcentaje (50-
70%) puede serlo. Calentar los alimentos después de su manipulacion y antes de su
consumo normalmente es una buena medida de prevencién; sin embargo si la toxina ha sido
sintetizada en el alimento, el calentamiento no es suficiente para destruir la toxina. En
muchos casos, el alimento no es manejado adecuadamente después de su procesamiento;
entonces el microorganismo puede desarrollar y producir EEs. Para prevenir la intoxicacion
estafilococcica, es importante mantener refrigerados los alimentos susceptibles durante todo
el tiempo entre su preparacion y consumo. La mayoria de las intoxicaciones pudieron ser

prevenidas si se toma esta simple medida (Bergdoll, 1989).

2.4. Microbiologia predictiva
2.4.1. Antecedentes

Investigadores, profesionales en inocuidad de los alimentos y las agencias
reguladoras utilizan cada vez mas los modelos matematicos como herramientas para mejorar
la inocuidad y vida de anaquel de los alimentos. La microbiologia predictiva requiere un
desarrollo sistematico del conocimiento de la cinética microbiana y respuesta a los factores
del medio ambiente relevantes en los alimentos, todos incluidos en un modelo matematico.
Los modelos pueden ser empleados para interpretar los efectos del procesamiento y
practicas de distribucidn, sobre el crecimiento microbiano en alimentos, para el desarrollo de
nuevos productos o procesamiento de los alimentos, y conocer los niveles de seguridad
(Baranyi y Roberts, 1994).
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La microbiologia predictiva inici6 como una ciencia puramente empirica, cuyos
fundadores son probablemente Esty y Meyer. En 1922 describieron la muerte térmica de
Clostridium botulinum con un modelo logaritmico lineal, el cual se emplea para calcular el
tratamiento que debe aplicarse en el procesamiento de productos carnicos de baja acidez.
Este modelo simplemente indica que a una temperatura determinada la velocidad relativa de

muerte de las bacterias es constante con el tiempo (Baranyi y Roberts, 1994).

La microbiologia predictiva se basa en la premisa de que el crecimiento, sobrevivencia
e inactivacién de los microorganismos puede ser cuantificada y expresada con ecuaciones
matematicas, y que bajo un conjunto de condiciones ambientales especificas el
comportamiento microbiano es reproducible (Ross y MaMeekin, 1994). A continuacion se
hace referencia a justificaciones en el uso de la microbiologia predictiva en alimentos segun
Baranyi y Roberts, (1994):

1. El objetivo de los microbidlogos en alimentos es minimizar o prevenir el crecimiento
microbiano en lugar de optimizarlo como suele ser la regla en biotecnologia.
Consecuentemente los efectos de los factores inhibitorios ambientales, como conservadores,

se han investigado mas intensivamente.

2. La concentracién de células de interés es mucho menor que en biotecnologia,
donde es tipicamente mayor que 10° — 10’ células mI" o g'. En consecuencia, algunos
métodos validados a altas concentraciones de células, por ejemplo, turbidez, biomasa, o
mediciones de conductividad, no deben ser aplicados directamente sin establecer la relacion

entre el numero de células y la medicion a bajas concentraciones bacterianas.

3. A diferencia de un biorreactor en la microbiologia de alimentos, la cinética de la fase

lag es de gran importancia.

4. Generalmente la informacion disponible acerca del ambiente fisicoquimico de un
alimento es mucho menor y a menudo menos precisa que en un bioreactor. Por lo tanto, los
métodos matematico-estadisticos aplicados involucran varios elementos simplificadores y

empiricos.
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2.4.2 Modelo de Baranyi

De acuerdo con la Web of Science citation index (ISI, 2007), el modelo de Baranyi ha
sido subsecuentemente citado en mas de 300 articulos, y ha llegado a ser el modelo de
crecimiento primario mas ampliamente utilizado (Baranyi y Roberts, 2004). Aunque es Uutil
para ajustar varias curvas (semi-sigmoideas, fase lineal precedida o seguida por fases
estacionarias) el principal paso en el modelo fue su origen dinamico. Principalmente describe
las fases de transicion, tanto para la situacion de crecimiento como para la de muerte
(Baranyi y Pin, 2001), de manera que puede ser también utilizado para un ambiente

fluctuante. EI modelo se expresa de la siguiente manera:

dx  q(t) (x®))
mq(t)+1'ﬂmax'[1 [X J :lx(t)

max

Donde: x es el numero de células al tiempo t, xmax €S la maxima densidad de
poblacioén, q(t) representa la concentracion del substrato limitante, la cual cambia con el
tiempo. El valor inicial q(p) es una medida del estado fisiologico inicial de las células. El

parametro m representa la curvatura antes de la fase estacionaria.

El modelo se expresa mediante una funcidén que ajusta el estado fisiolégico de las
células y la modelacion de las fases de crecimiento microbiano de una forma mas continua;
ademas permite predecir el crecimiento bajo fluctuaciones de temperatura (Baranyi y
Roberts, 1994). Elfwing et al., (2004) validaron de manera experimental |la fase lag descrita
matematicamente en el Modelo de Baranyi, para lo cual emplearon una camara de flujo y un
analizador automatico de imagenes para posibilitar la observacion de divisiones de miles de

células individuales y derivar distribuciones estadisticas de ellas.
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2.4.3. Base de datos de crecimiento microbiano en alimentos “ComBase”

ComBase es un programa que se inicié en el Instituto de Investigacion de Alimentos
(IFR) del Reino Unido con el propdsito de ser una herramienta para el desarrollo de la
microbiologia predictiva. Es la base de datos mas grande en Internet que contiene
informacion sobre el comportamiento de bacterias patdégenas en alimentos y caldos de
cultivo. La disponibilidad de esta informacion ofrece grandes beneficios para el
aseguramiento de la inocuidad de los alimentos. Es una herramienta importante para estimar
los riesgos dentro del Sistema de Analisis de Peligros y Puntos de Control Critico. De igual
forma contribuye a la optimizacién de los recursos destinados a la investigacion ya que evita
la repeticion innecesaria de experimentos. El acceso a esta base de datos es gratuito a

través de Internet: www.combase.cc (ComBase, 2007a)

23


http://www.combase.cc/

3. JUSTIFICACION

Las siguientes consideraciones justifican el desarrollo de un trabajo de investigacion

original sobre el comportamiento en alimentos de alto riesgo de una bacteria implicada en un

problema de salud publica relevante para nuestro pais:

El conocimiento del comportamiento de los microorganismos en los alimentos
proviene de modelos de reto disefiados con cepas de coleccion. Las descargas de
material clinico por un portador humano puede ser instrumentable en el laboratorio y
conduce a un mejoramiento en el modelo empleado para evaluar dicho

comportamiento.

En cualquier caso es conveniente llevar a cabo estudios comparativos de los
comportamientos con cepas de diferentes origenes, e incluso que han sido expuestas
a diferentes tratamientos estresantes como los que pueden ocurrir durante el manejo,

preparacion y procesamiento de los alimentos.

El desarrollo o la sobrevivencia de los microorganismos patégenos en los alimentos
resulta determinante en la configuracion de peligros que finalmente definen su nivel de
inocuidad. Este conocimiento constituye el soporte cientifico para disefiar acciones de

prevencion consistentes.
La informacién generada de estos estudios constituye una base de datos o de

referencia consistentes para la planeacion de programas de prevencidn de riesgos por

parte de las empresas que procesan alimentos, y aun de la propia regulacién sanitaria.

24



4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general:
Evaluar el efecto de la restriccion de nutrientes y de tratamiento térmico subletales, sobre
el comportamiento en crema pastelera de cepas enterotoxigénicas de S. aureus procedentes
de diversos origenes.

4.2 Objetivos especificos

1. Disponer de cepas de S. aureus aisladas a partir de alimentos y de portadores

humanos, y caracterizarlas fenotipicamente.

2. Determinar la cinética de desarrollo en crema pastelera, de cepas de S. aureus de

coleccion, de descargas nasales, recién aislada de portador humano y de diversos alimentos.

3. Evaluar el comportamiento en crema pastelera de cepas de S. aureus sometidas a

estrés por restriccion de nutrientes ¢ tratamiento térmico.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Materiales
Equipo

AqualLab Model CX2. Decagan Devices, Inc.

Autoclave eléctrica de mesa, Market-Forge, Sterilimatic.

Balanza analitica, sensibilidad 0.0001g, Ainswoth, Modelo 100 A
Balanza granataria, OHAUS. Modelo. CT 200-S

Bafo Maria. Precision Scientific. Model 181

Bolsas de polietileno, presentacion en rollo, sin marca comercial.
Bolsas estériles Whirl-pack, Nasco.40z./118ml. BO0679
Campana de flujo laminar, Alder y Veco

Centrifuga de mesa, Hermle

Cuenta colonias, Québec Reichert-Jung

Homogenizador Stomacher® , Seward 400

Horno para esterilizacion en seco, Shel-lab

Incubadoras, Precision Scientific, Modelo 815

Microscopio. ZEISS. Axiostar plus.

Micropipetas de 5 a 1000 pl.

Potenciometro. Orion. Modelo 410 A.

Refrigerador. OJEDA

Termopares Microtherma 2. ThermoWorks

Unidades de filtracién Millipore, Sartorius

Vortex, Fisher Scientific Ind.

Material estéril

Abatelenguas.

Cajas petri de vidrio 100 x 10 mm.

Hisopos

Probeta de 100 ml.

Varillas de vidrio en “L”

Membrana de celulosa de 12,000 Da. SIGMA.
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Medios de cultivo
Agar azul de toluidina con ADN.
Agar Baird-Parker (ABP) MERK.
Agar base sangre (ABS) MERK.
Agar infusion cerebro corazon (Agar BHI) BECTON DICKINSON.
Agar soya tripticasa (AST) BIOXON.
Caldo soya tripticasa (CST) MERK.

Infusién cerebro corazén (BHI) BIOXON.

Reactivos

Agua destilada
Buffer de fosfatos salino (BFS)
Diluyente de peptona salino al 0.1% (DPS), BIOXON.

Kit comercial TECRA® Staphylococcal enterotoxin visual inmunoassay, para la
deteccion de toxinas estafilococcicas A, B, Cq, Cp, C3, Dy E.

Solucién de LiCl 13.3 Molar en agua. Control A, = 0.250. HIGH-PURITY STANDARS.
Solucion de LiCl 8.5 Molar en agua. Control A, = 0.500. HIGH-PURITY STANDARS.
Solucion de NaCl 6.0 Molar en agua. Control A; = 0.760. HIGH-PURITY STANDARS.
Telurito de potasio. SIGMA

Solucion buffer, pH 4y 7. J. T. BAKER.

Solucién salina isoténica (SSI), KEM DE MEXICO.

Material bioldgico

Staphylococcus aureus ATCC 6538
Staphylococcus aureus ATCC 14458
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Staphylococcus aureus ATCC 29213
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
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5.2 Métodos

5.2.1 Cepas de S. aureus
5.2.1.1 Obtencion de cultivos puros a partir de alimentos y de portadores humanos

Los alimentos fueron obtenidos en supermercados y mercados publicos; incluyeron:
quesos, pastel de tres leches, pollo, jamén de cerdo, jamoén de pavo y tocino, que eran

expendidos a granel.

Para los portadores humanos se seleccionaron personas jovenes, aparentemente
sanas y sin tratamiento con antibiéticos. El procedimiento consistio en humedecer un hisopo
estéril en DPS e introducir 1 cm en los conductos nasales, girandolo cinco veces y

suspendiendo el exudado en DPS (Henning, et al., 1979).

Para ambos tipos de muestra se inocul6é por extension en superficie 100 pl en placas
de ABP y se incubaron a 35°C/48 h. Se efectud el recuento de colonias sospechosas (Baird-
Parker, 2000), y se seleccionaron y purificaron 3-5 colonias para su caracterizacion
fenotipica (BAM, 1995; Fernandez-Escartin, 1998; NOM-115, 1994).

5.2.1.2 Caracterizacion fenotipica

Las cepas recién aisladas de alimentos y de portadores humanos, se caracterizaron

fenotipicamente mediante las siguientes pruebas:

» Catalasa: De un cultivo joven de S. aureus en BHI tomar 10 pl, colocar en porta
objetos y agregar un volumen equivalente de perdxido de hidrégeno. La aparicion en
los primeros 10 s y produccion sostenida de burbujas de gas o efervescencia indica
una reacciéon positiva. Dado que algunas bacterias pueden poseer enzimas distintas
de la catalasa, capaces de descomponer el peréxido de hidrogeno, unas pocas
burbujas diminutas formadas a los 20 a 30 s no se consideran una prueba positiva
(Koneman, 1983).
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» Coagulasa: En un tubo estéril mezclar 0.5 ml de un cultivo joven en BHI de S. aureus
con 0.5 ml de plasma humano con EDTA (Morton y Cohn, 1972). Incubar en bano
Maria a 37°C. Algunas cepas de S. aureus coagulasa positivas pueden producir un
coagulo en 1 a 4 h. Otras cepas producen sélo suficiente coagulasa para dar una
reaccion positiva tardia, luego de 18 a 24 h de incubacion. Por lo tanto, todas las

pruebas que son negativas a las 4 horas, se confirman a las 24 h (Koneman, 1983).

* Termonucleasa. Calentar en bafio Maria a ebullicion por 15 min un tubo con 0.5 ml de
un cultivo joven de S. aureus en BHI. Enfriar y homogenizar con vortex por 8 s.
Inocular 5 pl del caldo inactivado en cada uno de los pozos del portaobjetos con agar
azul de toluidina con ADN e incubar a 35°C/24 h en camara humeda. La presencia de

halo rosado indica una reaccion positiva (Lachica et al., 1971; Lachica et al., 1972).

5.2.1.3 Determinacion de la enterotoxigenicidad de las cepas (Figura 1)

Se empled el método de celofan sobre agar de Hallander (Hallander et al., 1969). De
un cultivo joven de S. aureus en BHI se inocularon 100 ul en una placa de Agar BHI
(pH 6.0) cubierta con membrana de celulosa (12,000 Da). Se Incubaron las cajas en
posicion normal a 35°C/24 h. El crecimiento fue recuperado con 2.5 ml de Na;HPO,4 0.1 M
empleando una micropipeta. Se centrifugd a 6,000 rom/30 min. En 1 ml del sobrenadante
se determind la toxina por la técnica de ELISA, empleando el kit comercial TECRA®
Staphylococcal enterotoxin visual inmunoassay, para la deteccion de EEA, EEB, EEC4,
EEC,, EEC3, EED y EEE (Brett, 1998; Freed et al., 1982; Miller et al., 1978; Thompson et
al., 1986).

Las cepas de S. aureus aisladas y caracterizadas fenotipicamente se conservaron en

refrigeracion en ABS con transferencias cada 30 dias.
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Remojar los pocillos de la placa*
con la solucién de lavado*

l (20-25°C/10 min)
Vaciar los pocillos, secar y agregar las muestras
l (35-37°C/2 h)
Lavar y secar 4 veces
Agregar el conjugado®
l (20-25°C/1 h)
Lavar y secar 5 veces
Agregar el sustrato*
l (20-25°C/30 min)

Leer el resultado

* Incluido en el kit

Figura 1. Resumen de la técnica de ELISA para la deteccidon de enterotoxinas estafilocdccicas en
alimentos, empleando el Kit comercial TECRA ®.
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5.2.2 Cinéticas de desarrollo en crema pastelera de cepas de S. aureus de coleccion,
de exudado nasal, de cepas recién aisladas de portador humano y de alimentos

5.2.2.1 Elaboracién de la crema pastelera

Se siguié el procedimiento que es comun en las pastelerias de acuerdo con la

siguiente formulacion:

Leche 1L
Azucar 100 g
Canela 159

Fécula de maiz 709
Yemas de huevo 2 piezas

Vainilla 10 ml

Se mezclaron 850 ml de leche con el azucar y la canela. Se calenté con agitacion
continua hasta ebullicion. La fécula de maiz prehidratada en 100 ml de leche se incorporé
lentamente y se llevd a ebullicién; se agregaron las dos yemas de huevo mezcladas con 50
ml de leche, se adiciond la vainilla y se hirvidé por 3 min. Se enfrié con agitacion suave para

evitar la formacion de grumos.

Se determind la actividad de agua (As) de la crema pastelera siguiendo las
instrucciones del equipo AquaLab® empleado para este fin, ajustado con soluciones

saturadas de referencia (Scott et al., 2001).
Para determinar el pH del alimento se preparé una solucion 1:1 (10 g de crema

pastelera con 10 ml de agua destilada recién hervida y enfriada sin agitacion) y se midio en el

potencidometro.
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5.2.2.2. Cinética de desarrollo en crema pastelera de cepas de S. aureus de coleccion

Se inocularon en CST por separado tres cepas de S. aureus de coleccion (ATCC: 6538,
25923 y 29213) y se incubaron a 35°C/24 h. Fue formada una mezcla con 1 ml de cada una y
homogenizacion en vortex por 8 s. Se prepararon diluciones decimales de la mezcla para
inocular finalmente una concentracién de 10° UFC g, que se incorporé a la crema pastelera
auxiliandose de un cuchillo estéril. La crema pastelera se almacend en bafio Maria a 22° y
35°C. Se inocul6 por extension en superficie en ABP alas 0, 2,4,7,10y 24 h, y se incubo a
35°C/48 h.

Para determinar la velocidad de desarrollo se recurrié al software DMFit disponible de

manera gratuita en www.combase.cc.

5.2.2.3. Cinética de desarrollo en crema pastelera de S. aureus del exudado nasal de
portador humano comparada con una mezcla de tres cepas de coleccion (Figura 2)

Se procedié como se indicé en 5.2.1.1. Simultaneamente se refrigerd la suspension
del exudado nasal de 4 a 7°C por 18 h. A partir de la suspension refrigerada se repitieron los
recuentos en placas de ABP y se incubaron a 35°C/48 h. Posteriormente se activaron a
35°C/24 h en CST por separado tres cepas de S. aureus de coleccion (ATCC: 6538, 25923 y
29213). Se conformd6 una mezcla de las tres cepas de coleccidén y se homogenizé en vortex
por 8 s. Se prepararon diluciones decimales de la mezcla para inocular una concentracion
similar a la encontrada a las 18 h de S. aureus en la suspension del exudado nasal del
portador en estudio y se incorporaron por separado a la crema pastelera auxiliandose de un
cuchillo estéril. La crema pastelera inoculada fue almacenada en bafo Maria a 30°C. Se
inoculd por extension en superficie en ABP alas 0, 2,4,7, 10y 24 hy se incub6 a 35°C/48 h.
Se llevaron a cabo simultaneamente los recuentos de BMA por vaciado en placa en AST y se
incubaron a 35°C/48 h.
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S. aureus de coleccion

CST35°C/24 h
Portador

l

Hisopo nasal

|

Exudado Refrigeracion Mezcla de coleccion
4-7°C/18h

Recuento en ABP l

Crema pastelera Crema pastelera
30°C 30°C

Recuento en ABP
0,2,4,10 y24 h

Figura 2. Cinética de desarrollo en crema pastelera de S. aureus procedente del exudado nasal de
portador humano y una mezcla de tres cepas de coleccion.

5.2.2.4 Cinética de desarrollo en crema pastelera de S. aureus recién aislado de
portador humano y de alimentos

La cepa recién aislada de portador humano o de alimentos se activo en CST a 35°C/24 h.
Diluciones decimales fueron preparadas para inocular finalmente una concentracion
estimada de 10° UFC g™. Se incorporé y homogenizé en la crema pastelera auxiliandose de
un cuchillo estéril. La crema pastelera se almaceno en bafo Maria a 30°C (punto medio entre
22° y 35°C). Se inoculé por extension en superficie en ABP alas 0, 2, 4,7, 10, 15,20y 24 h
y se incubd a 35°C/48 h.
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5.2.3 Restriccién de nutrientes

5.2.3.1 Determinacion de la dilucion de crema pastelera que permita el minimo
desarrollo de S. aureus en 8 h

S. aureus ATCC 6538 se activd en CST a 35°C/24 h. Las células se lavaron centrifugando
por tres ciclos a 3500 rpm/10 min. Se separaré el sobrenadante y se resuspendio el paquete
celular en BFS. En el ultimo lavado y previo a la resuspensién en BFS se seco con papel
filtro estéril el borde del tubo para eliminar la mayor parte posible de residuos de nutrientes
propios del CST. Se prepararon diluciones decimales para inocular una concentracion de
10° UFC g™ la cudl se incorporé a la crema pastelera tanto integra como diluida auxiliandose
de un cuchillo estéril. La crema pastelera se almacend en bafio Maria a 30°C. Se inoculd por

extension en superficie en ABP y se incub6 a 35°C/48 h.
5.2.3.2 Cuantificacion de las células de S. aureus dafadas subletalmente

Se activaron en CST tres cepas de S. aureus de coleccion (ATCC: 6538, 25923 y 29213),
a 35°C/24 h. Se conform6 una mezcla de las tres cepas tomando 1 ml de cada una y se
homogenizé en vortex por 8 s. Las células se lavaron como se describe en 5.2.3.1. Se
prepararon diluciones decimales de la mezcla para inocular una concentracion de
10* UFC g y se incorporaron a la crema pastelera auxiliandose de un cuchillo estéril. La
crema pastelera inoculada se almacend en bafio Maria a 30°C. Se inoculd por extension en
superficie tanto en ABP como en AST adicionado de diferentes concentraciones de NaCl (10,

14 y 17%). El recuento se efectu6 alas 0, 3, 6, 9y 12 h en placas incubadas a 35°C/48 h.

La poblacion dafiada subletalmente es la diferencia entre la poblacion que crece en un

medio general y la que se recupera en un medio con inhibidores (NaCl) (Sandel et al., 2003).

5.2.3.3 Cinética de desarrollo en crema pastelera integra recién elaborada de la cepa de
S. aureus ATCC 6538 sometida a estrés por restriccion de nutrientes (Figura 3)

Se procedid como se describe en 5.2.3.1. A partir de la cepa lavada se prepararon
diluciones decimales y se inoculé una concentracion de 10° UFC ml™ en tubos que contenian

crema pastelera diluida al 0.4%. Los tubos se almacenaron en bafo Maria a 30°C/ 9 h. Por
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otra parte se inocularon 300 pl (10° UFC g™) en recipientes estériles con 30 g de crema
pastelera integra recién elaborada. Estos recipientes se almacenaron en bafio Maria a 30°C
y paralelamente los recipientes inoculados con la misma cepa no expuesta a estrés. Se
inocularon por extension en superficie en ABP. Se efectuaron recuentos alas 0, 2, 4, 7, 10,
15,20y 24 h, y se incub6 a 35°C/48 h.

5.2.4 Tratamiento térmico
5.2.4.1 Determinacion del tiempo para la induccion de estrés por tratamiento térmico

Se activo la cepa de S. aureus ATCC 6538 en CST a 35°C/24 h. Se centrifugd por tres
ciclos a 3500 rpm/10 min. Fue separado el sobrenadante y se resuspendi6 el paquete celular
en BFS. De la cepa lavada se colocaron 3 ml en una bolsa estéril, se extendié en el fondo del
bafio Maria y se aplicé el tratamiento térmico a 55 £ 0.5°C. Inmediatamente al concluir los
diferentes periodos (0, 15, 20, 25 y 30 min) de tratamiento térmico se introdujo la bolsa en
una cama de hielo por 10 s (en este punto la cepa se encuentra dafada subletalmente). Se
llevé a cabo el recuento en AST y AST adiconado con 10% NaCl por la técnica de vaciado en

placa, incubando las cajas a 35°C/48 h.

5.2.4.2 Cinéticas de desarrollo en crema pastelera recién elaborada de cepas de
S. aureus de coleccion, recién aislada de portador humano y de alimentos, sometidas
a estrés por tratamiento térmico (Figura 4)

Se procedié para cada cepa por separado de acuerdo a lo descrito en la seccion 5.2.4.1.
Se determind el estrés por tratamiento térmico a los 20 min. Se prepararon diluciones
decimales para inocular una concentracién de 10° UFC g y se incorporaron a la crema
pastelera auxiliandose de un cuchillo estéril. Paralelamente se almacenaron recipientes
inoculados con la misma cepa no expuesta a estrés. La crema pastelera inoculada se
almaceno en bafio Maria a 30°C. Se inoculd por extension en superficie en ABP a las 0, 2, 4,
7,10,15,20y 24 h, y se incubd a 35°C/48 h.
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S aureus ATCC 6538
CST 35°C/24 h

l

Lavar

10° UFC ml”’

Crema pastelera diluida al 0.4%

|

Incubar en bafno Maria
30°C/9 h

CEPA ESTRESADA

10° UFC ml”’

Crema pastelera

S aureus ATCC 6538
CST35°C/24 h

|

CEPA NO
ESTRESADA

10° UFC ml”’

Crema pastelera

Bafo Maria 30°C

Recuento en ABP
0,2,4,7,10,15y 24 h

Figura 3. Cinética de desarrollo en crema pastelera de la cepa de S. aureus ATCC 6538 previamente
sometida a estrés por restriccion de nutrientes.
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S aureus
CST 35°C/24 h

Bolsa estéril

i

TRATAMIENTO TERMICO

55°C/20 min
Hielo S aureus
10's CST 35°C/24 h
CEPA ESTRESADA CEPA NO ESTRESADA
10° UFC ml”’ 10° UFC ml”’

Crema pastelera integra Crema pastelera integra

N\ /

Bafo Maria 30°C

Recuento en ABP
0,2,4,7,10,15y24 h

Figura 4. Cinéticas de desarrollo en crema pastelera de cepas de S. aureus previamente sometidas a
estrés por tratamiento térmico.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Obtencidn y caracterizacion fenotipica de cepas de S. aureus aisladas a partir de
alimentos y de portadores humanos

Habitualmente el comportamiento de los microorganismos en los alimentos se planea
a base de modelos en los cuales se utilizan cepas certificadas (o0 de una fuente muy segura),
que se inoculan y se sigue su comportamiento bajo condiciones ambientales definidas
(Bolton, et al., 1988; Fujikawa e lgarashi, 1988). Las cepas certificadas suelen ser cepas de
coleccion de empresas reconocidas, tales como la American Type Culture Collection (ATCC).
De acuerdo con este esquema, se tiene la ventaja de que es posible controlar la cantidad de
inéculo en el alimento al iniciar el estudio. Es posible también, marcar la cepa para facilitar su
recuento en los medios de cultivo, y finalmente, se cuenta con una garantia de la idoneidad
de la cepa (Burnett, et al., 2004). Sin embargo, las cepas de coleccion, aunque de origen
definido y conocido, tienen la limitante de que se han adaptado a las condiciones de cultivo
del laboratorio. No es de esperar por tanto, que su comportamiento siga idéntico patron al de
las cepas que contaminan el alimento directamente de fuentes naturales (Castillo, et al.,
1999; Scott, et al., 2006). De esta manera, utilizar cepas aisladas de su fuente original el
modelo del laboratorio resulta menos artificioso y simula de manera mas genuina los
acontecimientos que en condiciones naturales de contaminacién ocurren en los alimentos. Lo
limitado de este enfoque radica principalmente en la imposibilidad de conocer desde el inicio,

la poblacion de la bacteria patogena de interés.

En este trabajo, hemos recurrido tanto a cepas provenientes de coleccion, como de
cepas recién aisladas de alimentos, 6 de la cepa nativa de la fuente humana de
contaminacion. Para este proposito, empezamos por identificar individuos sanos adultos
portadores de S. aureus (Kloos y Musselwhite, 1975). El exudado colectado se suspendié en
DPS, incluida por supuesto su flora acompafante, para ser utilizado como inéculo a la crema
pastelera. En total se dispuso de 20 cepas, trece de fuente humana y siete de quesos
obtenidos del comercio (Cuadro 3). El intento por aislar al germen de otros once alimentos
(carnicos y pasteles) resultd infructuoso. Todas estas cepas disponibles fueron identificadas
mediante pruebas de catalasa, tincion de Gram, coagulasa, termonucleasa, y fermentacion

de sacarosa y manitol (Baird-Parker, 2000). Dos pruebas nos parecieron de especial
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significado: la coagulasa y la termoucleasa. Ambas, se observan tipicamente entre las cepas
enterotoxigénicas (Bergdoll, 1989; Minor, T. 1976d), pero hay que consignar que
eventualmente se aislan cepas enterotoxigénicas coagulasa negativas (Breckinridge y
Bergdoll, 1971; Jay, 1978).

Cuadro 3. Positividad y enterotoxigenicidad de cepas de S. aureus en
muestras de portadores humanos, quesos y otros alimentos.

Origen de la N Positivas (%) " Enterotoxigénicas (%)
muestra
Humanos 130 13 (10) 11 (85)
Quesos 27 7 (26) 4 (57)
Otros alimentos * 11 0 (0) -

" Prueba de catalasa, coagulasa y termonucleasa.
2EEA, EEB, EEC4, EEC,, EEC;, EED y EEE.
® Pastel de tres leches, pollo (pierna y muslo), jamén de cerdo, jamén de pavo y tocino.

De acuerdo con la escala de intensidad de la reaccion de coagulasa generalmente
reconocida (Baird-Parker, 2000), las 20 cepas aisladas provocaron coagulacién del plasma
con intensidad de +++ ¢ ++++ después de 6 h de incubacién (Rayman et al., 1975; Sperber y
Tatini, 1975; Garcia et al., 1980). La reaccidon de termonucleasa no representé problema para
su lectura, que mostro una intensa reaccion a las 24 h (Lachica et al., 1971). Adicionalmente
se determind la enterotoxigenicidad, con el kit comercial TECRA® que es una prueba
inmunolégica basada en la modalidad de ELISA. Tiene una elevada sensibilidad (1 ng ml™),
proporciona resultados en solo 4 h, y su ejecucion es sencilla. El método generalmente tiene
una buena confiabilidad, aunque algunos resultados falsos-positivos pueden presentarse,
debido a la presencia de peroxidos y metabolitos no enterotoxigénicos presentes en los
alimentos (Park et al., 1992, 1994). Consiste en un inmunoensayo de respuesta visual que
permite detectar los tipos EEA, EEB, EEC4, EEC,, EEC3, EED 6 EEE. El 85% resultd positiva
para las cepas humanas y 57% entre las procedentes de alimentos (Cuadro 3.). Reyes, et al.
(1984), reportaron una positividad de 41% entre 400 cepas aisladas de quesos. Esta claro
que existen cepas coagulasa y termonucleasa positivas que en las condiciones del estudio
no sintetizaron enterotoxina. Gomez-Lucia et al., (1989) expresan que la sintesis de EEs

depende del sustrato y pueden obtenerse diferentes resultados cuando las cepas crecen en
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celofan sobre el agar. Las cepas de coleccién y las aisladas de portadores humanos y
quesos se conservaron en el laboratorio en ABS con resiembras cada 30 dias, y

mantenimiento en refrigeracion.

6.2 Cinética de desarrollo en crema pastelera de cepas de S. aureus de coleccion, de
exudado nasal, de cepas recién aisladas de portador humano y de alimentos

S. aureus es una bacteria enterotoxigénica. La enterotoxina es una exotoxina que
sintetiza el germen cuando encuentra en sustratos y condiciones ambientales propicias para
su desarrollo (Crisley, et al., 1964; Markus y Silverman, 1969, 1970; Miller y Fung, 1973;
Morse y Baldwin, 1971). Alimentos como yogurt, mantequilla y crema agria no son favorables
(Minor, T. 1976e). Como se ha indicado, no todas las cepas disponen de los determinantes
genéticos de esta facultad (Jablonski y Bohach, 2001), de manera que existen cepas que
pueden multiplicarse en el alimento sin danar su inocuidad. Adicionalmente cepas
toxigénicas pueden no sintetizar la toxina si los factores ecolégicos del entorno no se lo
permiten. Por ejemplo, la minima A, requerida para el desarrollo del germen (bacteria
halotolerante) es de 0.83, pero la minima para sintetizar la toxina es de 0.87 (Troller, 1972;
Lee et al., 1981; ICMSF, 1996).

En consecuencia, para valorar la peligrosidad de la crema pastelera como vehiculo del
S. aureus, resulta indispensable determinar su potencial para proliferar en el alimento,
aunque los rellenos de pastel en general son vehiculos del microorganismo como agente
etiologico. Por ejemplo, S. aureus estuvo involucrado en 374 de 573 (65.3%) brotes de
intoxicaciéon alimentaria asociados al consumo de pasteles rellenos en Estados Unidos de
1938 a 1972 (Bryan, 1976). Situacion similar se presenta con la carne que favorece mas el
crecimiento de S. aureus comparada con caldo BHI (Genigeorgis, et al., 1971b).
Considerando la importancia que tiene no solamente la temperatura como factor ecoldgico,
sino la cantidad de agua disponible y el pH en el comportamiento de los microorganismos en
los alimentos (Plitman et al., 1973). En este trabajo determinamos el nivel de A; y del pH en

todos los experimentos (Cuadro 4).
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Cuadro 4. A, y pH de la crema pastelera preparada en el

laboratorio.

A, pH
Media 0.998 6.71
Limite inferior 0.996 6.68
Limite superior 0.999 6.72

Como se indico, la cantidad de agua disponible para el microorganismo tiene un efecto
acentuado sobre el crecimiento. La A, en el alimento disminuye debido a compuestos sobre
todo polares, que se encuentran disueltos. En la crema pastelera la harina, el huevo y la
leche tienen un efecto menor en la A,; el azucar en cambio tiene una considerable influencia.
Los rellenos de pastel con una A, baja, no pueden por ese sélo hecho considerarse seguros.
Es posible en algunos casos la migracion de agua desde porciones con mayor humedad
dentro del mismo pastel. Precisamente esto ocurrié en la ciudad de Guadalajara en un brote
de gastroenteritis por consumo de pastel de moka. En la pasteleria se acostumbraba rociar
las partes internas del pan previo a la incorporacién de la moka, con agua edulcorada. Este
tratamiento elevd la actividad de agua lo suficiente para permitir el desarrollo del germen en
los pasteles (Fernandez-Escartin et al., 1998). Asi, la presencia del germen constituye sélo
un riesgo potencial. Aunque existen numerosos estudios sobre la capacidad de sintesis de la
enterotoxina estafilocéccica en los alimentos, esta experiencia se ha derivado de
investigaciones en las que se recurre al empleo de cepas de coleccidon, aisladas de
alimentos, o bien de alimentos implicados en brotes de intoxicacién (Kngbloch, et al., 2001).
No encontramos un registro de estudios en los cuales se siga el comportamiento de la
bacteria incorporada directamente al alimento, y acompafnada de la flora nativa de la fuente
de aislamiento. Esta observacion es de importancia ante la posibilidad de que tal flora

acompanante pudiera interferir con el desarrollo y produccién de la enterotoxina.

6.2.1 Cinética de desarrollo en crema pastelera de cepas de S. aureus de coleccidon

Nuestro disefio fue creciente en complejidad, de manera que primero se estudio el
comportamiento de cepas de coleccién en cultivo puro inoculadas en la crema pastelera
seguido de almacenamiento a 22 y 35°C. Se incluyeron en cada estudio tres cepas de

coleccidon no enterotoxigénicas mezcladas como inoculo. Este enfoque, comunmente
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utilizado en estudios similares con una diversidad de patdégenos y de alimentos, pretende
disminuir la influencia de la distinta capacidad que muestran diferentes cepas de ésta

bacteria.

El germen mostré capacidad para desarrollar en la crema pastelera a 22°C, y mas
intensamente a 35°C (Cuadro 5 y Figura 5). En estos estudios el estafilococo procedia de un

cultivo en ABS, que difiere ostensiblemente en composicidn respecto a la crema pastelera.

La consistencia del trabajo se puede apreciar en el bajo valor de la dispersion de los
valores de los recuentos que se han incluido en los cuadros y figuras. No obstante, de
acuerdo con la Figura 5, el tiempo requerido para adaptarse al nuevo sustrato fue pequefio,
mas notable, en el estudio realizado a 35°C. Las figuras muestran el comportamiento de dos
experimentos para cada temperatura, y puede advertirse (como era de esperar) que en 24 h
se alcanza una poblacion de Staphylococcus mas elevada a 35 que a 22°C. Ya desde las
10 h la poblacién alcanzé casi 3 log UFC g a 22°C y de 5 log UFC g a 35°C. Resulta
evidente que almacenada la crema a 35°C, adquiere peligrosidad entre las 7 y 10 h cuando
se alcanzan mas de 6 log UFC g™, siendo francamente riesgoso a partir de las 24 h en las
dos temperaturas. En leche, EEA y EED fueron detectadas con recuentos de 107, pero no
por debajo de esta poblacion (Noleto y Bergdoll, 1980, 1982). Como se ha indicado, se
reconoce que cuando la poblacion de Staphylococcus en el alimento rebasa el millén de UFC
g'1, el peligro para la salud es manifiesto porque la cantidad de enterotoxina que se ha
acumulado en tales condiciones alcanza la dosis toxica, es decir, suficiente toxina para

provocar una respuesta clinica entre los consumidores (Bergdoll, 1989).

Cuadro 5. Poblaciones (log UFC g') en dos experimentos independientes (A y B) de una
mezcla de tres cepas de coleccidon de S. aureus no enterotoxigénicas en crema pastelera
almacenada a 22 y 35°C.

Experimento Temperatura de Tiempo (h)
almacenamiento °C) 0 2 4 7 10 24
A 22 ' 1.7(0.09) | 1.8(0.07) | 2.5(0.04) | 3.2(0.03) | 4.3(0.02) | 6.2 (0.03)
B 22 2.3 (0.02) 2.5(0.03) | 2.6 (0.09) | 2.9(0.09) | 2.9 (0.03) | 5.5(0.01)
A 35 1.7 (0.03) 3.0(0.02) | 3.6(0.03) | 5.3(0.05) | 7.1(0.02) | 9.1(0.02)
B 35 2.4 (0.03) 2.9(0.08) | 3.9(0.05) | 5.4(0.08) | 6.7 (0.03) | 9.0 (0.01)

" Media de resultados (desviacién estandar).
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Figura 5. Comportamiento en dos experimentos independientes (A y B) de una mezcla de
tres cepas de coleccidén de S. aureus no enterotoxigénicas, en crema pastelera almacenada
a 22y 35°C.

Recordemos que el estudio anterior se realizd inoculando mezclas de cepas del
germen en el alimento; pareceria de interés, por tanto, conocer el comportamiento de una
cepa individual dentro del mismo modelo descrito. Para tal propdsito, se recurrié a la cepa
ATCC 14458 (enterotoxigénica). La Figura 6 muestra la actividad del germen en la crema
almacenada a 30°C. Claramente se aprecia su notable facultad para proliferar en ese
sustrato. Hacia las 10 h, en un primer experimento la poblacion alcanzada fue de
7.6 log UFC g con una fase lag menor a 2 h (Cuadro 6), partiendo de poco mas de
1000 UFC g". En un experimento posterior se incluye la cinética del germen dentro de
intervalos de tiempo de media hora, a fin de determinar la duracién de la fase lag. Este
parametro es importante porque pone de manifiesto el limite de tiempo en el que se puede
almacenar la crema pastelera fuera de refrigeraciéon sin consecuencias para el riesgo de

multiplicacion, y por tanto de sintesis de la enterotoxina.
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Cuadro 6. Poblaciones de
S. aureus ATCC enterotoxigénico

en crema pastelera, almacenada a
30°C. 10
Tiempo (h) log UFC g |
0 ' 3.1 (0.06)
2 3.8 (0.01) &1
4 4.6 (0.06) o7
7 5.9 (0.06) o .
10 7.6 (0.01) 2
15 8.6 (0.06) %]
20 9.2 (0.06) 4]
24 9.3 (0.01) N
" Media de resultados (desviacion estandar).
? 0o 2 4 7 10 1'5 20 24
h

Figura 6. Comportamiento de S. aureus ATCC
enterotoxigénico en crema pastelera, almacenada
a 30°C.

6.2.2 Cinéticas de desarrollo en crema pastelera de cepas de S. aureus de exudado
nasal

Se espera que este disefio constituya un modelo mas genuino para monitorear el
comportamiento del S. aureus en la crema pastelera, como ocurriria en condiciones naturales
en una pasteleria. Aunque es mas manejable y sencillo recurrir a los cultivos puros del
germen, los resultados pasan por alto la interaccion que pueda tener este germen con la flora
acompanante que tipicamente acontece cuando un individuo portador contamina el alimento.
Aun la composicion del vehiculo del germen difiere muy significativamente. En el caso de los
cultivos puros el vehiculo es DPS, muy distinto al material que se recoge con el hisopo
cuando se obtiene el exudado nasal. Tales factores podrian ser decisivos en el

comportamiento del microorganismo en la crema pastelera.

Este tipo de modelo no nos permite conocer y controlar el nivel de inoculo inicial, como
fue realizado en el caso de las cepas en cultivo puro. Con el objeto de conocer mejor la
poblacion de Staphylococcus en el exudado, se efectu6 de inmediato el recuento del germen

en este material; se conservé una porcidn en refrigeracion a 4-7°C y se repitié el recuento al
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cabo de 18 h. Los resultados evidencian que no existe diferencia estadistica significativa
entre la poblacién del germen con el inéculo del exudado, fresco y después del periodo de
refrigeracion (Cuadro 7). En consecuencia, fue posible comparar su comportamiento en
ambos casos, partiendo del mismo nivel de inoculo inicial: 1.7 log UFC g a 22°C y 2.3 -2.5
log UFC g™ a 35°C (Cuadro 8).

Cuadro 7. Poblacién inicial de S. aureus suspendida en el exudado de
dos portadores humanos y después de 18 h de almacenamiento de la
suspension en refrigeracion.

Portador Inicial Suspensioén refrigerada por 18 h
(log UFC g™ (log UFC g™
MG 13.67 (0.01) - 3.66 (0.01) A
AF 3.72 (0.01) 3.71 (0.01) o

' Media de resultados (desviacion estandar).
* Valores en la misma fila no seguidos de la misma letra indican diferencia estadistica
significativa con P<0.05 (Tukey-Kramer).

Como no se esperaban diferencias acentuadas en los parametros de desarrollo del
germen en la crema pastelera inoculada con mezcla de cepas de coleccion no
enterotoxigénicas respecto al germen en el exudado nasal, se llevé a cabo el estudio de la
cinética bacteriana simultdneamente con cepas de ambas fuentes del microorganismo. El
experimento se realizd conservando la crema pastelera tanto a 22 como a 35°C; en ningun
caso se observd una fase lag evidente a juzgar por las lineas mostradas en la Figura 7. El
desarrollo es muy activo a las dos temperaturas, mayor en el caso de la cepa aislada del
portador AF que la mezcla de coleccién no enterotoxigénica. Es notable que a diferencia de
los estudios previos, en este caso el comportamiento a 22 y 35°C, tanto con la cepa de
coleccién con la suspendida en el exudado, fueran afectados minimamente por la
temperatura de la crema. Es destacable también la acentuada diferencia en la poblacion
alcanzada a las 10 h a las dos temperaturas entre ambos tipos de cepas. A las 10 hy a
22°C, la diferencia en la crema fue de 3.8 log UFC g™, a favor de la cepa del portador y a
35°C de manera similar 3.7 log UFC g (Cuadro 8). La consecuencia directa de estos
comportamientos en términos de riesgo a la salud consecutivos a la contaminacién de la
crema por un portador, esta expresada por tales diferencias. Es decir, si el estudio se hubiera

efectuado con cepas de coleccion, se abria subestimado el nivel de tal riesgo.
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Cuadro 8. Poblacion (log UFC g™') de S. aureus enterotoxigénico procedente del exudado nasal
del portador AF y en una mezcla de tres cepas de coleccidn no enterotoxigénicas en crema
pastelera, durante el almacenamiento a 22 y 35°C.

Cepa Temperatura Tiempo (h)
(°C) 0 2 4 7 10 24

Portador AF 22 ' 1.7 0.01) 3.0(.07) | 3.6(.03) | 53¢.01) | 7.1(.03 | 9.1(0.01)
Mezcla de coleccion 22 1.7 (0.09) 1.8 (0.07) | 2.5(0.04) | 2.6 (0.03) 3.3 (0.02) 6.7 (0.03)
no enterotoxigénica

Portador AF 35 2.5 (0.03) 3.5(.01) | 4.70.03) | 55(0.05 | 7.9(.03) | 9.2(0.02)
Mezcla de coleccion 35 2.3 (0.03) 2.6 (0.02) 3.2 (0.03) 3.7 (0.05) 4.2 (0.02) 7.2 (0.02)
no enterotoxigénica

" Media de resultados (desviacién estandar).

22°C 35 °C

Portador AF /

Portador AF

Mezcla de
coleccién

log UFC g'1
log UFC g

Mezcla de
coleccién

T T T T T T T T
0 2 4 7 10 24 0 2 4 7 10 24

Figura 7. Comportamiento de S. aureus enterotoxigénico procedente del exudado nasal del
portador AF y en una mezcla de tres cepas de coleccidon no enterotoxigénicas en crema
pastelera, almacenada a: 22 y 35°C.

El estudio referido para comparar la cepa presente en el exudado del portador contra
la mezcla de cepas de coleccion no enterotoxigénicas, se repitié en el portador MG (Figura 8
y 9). A fin de dilucidar la duracion de la fase lag de estas cepas cuando se inoculan en la
crema pastelera, se disefid un experimento similar. La variante introducida consistio en llevar
a cabo recuentos del Staphylococcus en periodos de media hora para la crema almacenada
a 22°C y cada 20 min para 35°C. Como se observa, en esta ocasion el comportamiento de
ambas cepas fue muy similar a las dos temperaturas de almacenamiento (Figura 10 y 11);

sin embargo es evidente la mayor actividad del germen a 35°C. Tales resultados no deben
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ser sorprendentes. Como se ha senalado, existen diferencias individuales entre las cepas
que conducen a comportamientos un tanto contrastados. La experiencia muestra, y existe
abundante literatura al respecto, que el origen y condiciones en las que se mantiene una
bacteria en su habitat natural o en condiciones artificiales, da lugar a cambios adaptativos, o
bien ponen en operacion mecanismos genéticos que se traducen en esas diferencias
(Archer, 1996). Pueden encontrarse, por ejemplo, situaciones en las que la virulencia de una
bacteria se exacerba, o adquiere la capacidad para fermentar un azucar que sus ancestros
no hacian, pierden la movilidad, modifican su termoresistencia o tolerancia a los acidos, y
muchas otras alteraciones que como queda dicho, suelen manifestar los microorganismos
(Flowers y Martin, 1980; Rosenthal e landolo, 1970; Witter, 1981).

Cuadro 9. Poblacion (log UFC g') de S. aureus enterotoxigénico procedente del
exudado nasal del portador MG y en una mezcla de tres cepas de coleccidon no
enterotoxigénicas, en crema pastelera, almacenada a 22°C.

Cepa Tiempo (h)
0 2 4 7 10 24
Portador MG 1.9 (0.02) | 2.1(0.01) | 2.3(0.01) | 2.9(0.03) | 3.0(0.04) | 5.9 (0.01)
Mezcla de coleccion 2.3 (0.02) 2.5(0.03) | 2.6(0.09) | 2.9(0.09) | 2.9(0.03) | 5.5(0.01)
no enterotoxigénica

" Media de resultados (desviacién estandar).

10

8 -
Portador MG
Tm 6 -
O
L
o)
g 44
= Mezcla de
coleccién
2 .
0 T T T T T T
0 2 4 7 10 24

Figura 8. Comportamiento de S. aureus enterotoxigénico procedente del exudado nasal del
portador MG y en una mezcla de tres cepas de coleccion de S. aureus no enterotoxigénicas
en crema pastelera, almacenada a 22°C.
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Cuadro 10. Poblacion (log UFC g ') de S. aureus enterotoxigénico procedente del exudado
nasal del portador MG y en una mezcla de tres cepas de coleccion no enterotoxigénicas, en
crema pastelera, almacenada a 35°C.

Cepa Tiempo (h)
0 2 4 7 10 24
Portador MG ' 2.0 (0.10) 2.7 (0.05) | 3.9(0.06) | 56(0.10) | 7.2(0.10) | 8.6 (0.04)
Mezcla de coleccion no 2.4 (0.03) 2.9 (0.08) 3.9 (0.05) 5.4 (0.08) 6.3 (0.03) 8.9 (0.01)
enterotoxigénica

" Media de resultados (desviacién estandar).

10

Mezcla de
coleccion

Portador MG

log UFC g™

0 2 4 7 10 24

Figura 9. Comportamiento de S. aureus enterotoxigénico procedente del exudado nasal del
portador MG y en una mezcla de tres cepas de coleccion no enterotoxigénicas, en crema
pastelera almacenada a 35°C.

En el estudio para determinar la fase lag la cepa de coleccion no mostré evidencias
significativas de multiplicacion a 22°C en 120 min; puede observarse para el caso de la cepa
del exudado una duracion de la fase lag de 1.5 h a partir de la cual se inicia un activo
desarrollo (Cuadro 11 y Figura 10). Cuando la crema se mantiene a 35°C las condiciones se
tornan mas favorables para el desarrollo bacteriano, de tal suerte que se presenta un ligero
incremento de la cepa de coleccion a partir de la media hora de incubacion (Cuadro 12 y
Figura 11). A 35°C la cepa del exudado muestra una reduccion significativa de 0.4 log a los
20 min, pero es evidente que a partir de los 40 min se inicia el crecimiento franco del

microorganismo. Es posible subrayar que la crema pastelera utilizada en este estudio
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constituye un sustrato muy propicio para el desarrollo de este patégeno. Para evitar riesgos a
la salud resulta evidente la necesidad de proceder a la mayor brevedad a utilizar la crema
pastelera en cuanto es preparada y aplicada como relleno de pasteles. Por supuesto la
protecciéon primaria de este alimento radica en prevenir la contaminacién, pero esta fuera de
toda duda que cualquier retraso en el enfriamiento del producto acarrea consecuencias muy

peligrosas para el consumidor.

Cuadro 11. Poblacién (log UFC g ') de una mezcla de tres cepas de coleccién de S. aureus
no enterotoxigénico y una cepa enterotoxigénica aislada del exudado nasal MG, en crema
pastelera a 22°C.

Cepa Tiempo (min)
0 30 60 90 120
Mezcla de coleccion no enterotoxigénica ' 2.3 (0.16) | 2.5(0.15) 2.5 (0.05) 2.5 (0.11) 2.5 (0.23)
Cepa enterotoxogenica del exudado MG 1.9 (0.15) 1.7 (0.14) 1.6 (0.05) 1.6 (0.15) 2.1 (0.23)

" Media de resultados (desviacién estandar).

4.0
3.5 +
Mezcla de
coleccién no
3.0 + enterotoxigénica
TO)
L 25
) .
(@]
i)
2.0 A
1.5 4 Cepa enterotoxigénica
del exudado MG
1 0 T T T T T
0 30 60 90 120
min

Figura 10. Dinamica de una mezcla de tres cepas de coleccion de S. aureus no
enterotoxigénico y una cepa enterotoxigénica aislada del exudado nasal MG, en crema
pastelera a 22°C.
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Cuadro 12. Poblacién (log UFC g™') de una mezcla de tres cepas de coleccién de S. aureus
no enterotoxigénico y una cepa enterotoxigénica aislada del exudado nasal MG, en crema
pastelera a 35°C.

Cepa Tiempo (min)
0 20 40 60 80 100 120
Mezcla de coleccion no 12.4(0.04) | 26(0.15) | 2.5(0.17) | 2.7 (0.08) | 2.6 (0.09) | 2.8 (0.04) | 2.9 (0.09)

enterotoxigénica

Cepa enterotoxogenica 2.0 (0.04) 1.6 (0.14) | 2.0(0.19) | 2.3 (0.06) | 2.4 (0.09) | 2.6 (0.04) | 2.7 (0.10)
del exudado MG

" Media de resultados (desviacién estandar).

4.0
Mezcla de
3.5 4 coleccion no
enterotoxigénica
3.0
TO')
L 25
S .
(@)}
o
2.0 H
Cepa enterotoxigénica
del exudado MG
1.5 +
1 0 T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120
min

Figura 11. Dinamica de una mezcla de tres cepas de coleccion de S. aureus no
enterotoxigénico y una cepa enterotoxigénica aislada del exudado nasal MG, en crema
pastelera a 35°C.

Es pertinente sefialar que en el estudio realizado con el exudado del portador MG,
simultaneamente se determind el contenido de BMA. Es bien sabido que el S. aureus es una
bacteria que manifiesta amplia susceptibilidad al efecto antagdénico de una diversidad de
bacterias que son comunes en los alimentos y en el medio ambiente (Haines y Harmon,
1973; Peterson et al., 1964). Los resultados de este estudio muestran que en la crema

pastelera, el S. aureus inoculado se comporta de una manera similar a las BMA’s. Hay que
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anotar que el propio S. aureus forma parte de las BMA's. Asi que las lineas de las BMA's de
las Figuras 12 y 13 estan incluyendo a la poblacién de S. aureus. En otras palabras, para
22°C de los 7.6 log UFC g de BMA contadas a las 24 h, 5.5 log UFC g™ corresponden a
S. aureus. Por la forma particular en que se prepardé la crema pastelera para este
experimento, no se generan muchos espacios para observar un posible efecto antagénico de
las BMA’'s sobre el S. aureus. La crema pastelera estaba recién preparada, y como se indico,
se obtiene mediante coccion a 90°C, lo que permite una sobrevivencia muy restringida de
microorganismos presentes en los ingredientes (Martin y Myers, 1994). Incluso, puede
apreciarse que esas bacterias sobrevivientes se encontraban en una condicién de estrés que
como se muestra en la propia Figura 12, requirié hasta cerca de 5 h de fase lag, es decir de
recuperacion, antes de iniciar el desarrollo exponencial. En otros estudios, por ejemplo
requeson inoculado con S. aureus y almacenado a 22°C, S. aureus incrementd su numero
en 3 log UFC g en 24h (Meza, 1999).

En este ultimo estudio también es destacable la semejanza en el comportamiento del
S. aureus (ambos enterotoxigénicos) del portador AF con respecto al portador MG: las

tendencias de las lineas del comportamiento del germen son similares en lo general, tanto a
22°C (Figuras 3y 4), como a 35°C (Figuras 3y 5).

Cuadro 13. Poblaciones (log UFC g”') de BMA y S. aureus (mezcla de tres cepas
no enterotoxigénicas) en crema pastelera, almacenada a 22°C durante 24 h.

Cepa Tiempo (h)
0 2 4 7 10 24
BMA '3.3(0.03) | 3.2(0.11) 3.3(0.02) 3.7 (0.09) 4.4 (0.03) 7.6 (0.03)
S. aureus 2.3 (0.02) 2.5 (0.03) 2.6 (0.09) 2.9 (0.09) 2.9 (0.03) 5.5 (0.01)

' Media de resultados (desviacion estandar).
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Figura 12. Comportamiento de BMA y de una mezcla de tres cepas de coleccion de
S. aureus no enterotoxigénicas en crema pastelera, conservada a 22°C.

Cuadro 14. Poblaciones (log UFC g ') de BMA y S. aureus (mezcla de tres cepas
no enterotoxigénicas) en crema pastelera, conservada a 35°C durante 24 h.

Cepa Tiempo (h)
0 2 4 7 10 24

BMA ' 3.3(0.04) | 5.1(0.04) 6.0 (0.05) 7.1 (0.03) 8.2 (0.07) 9.3 (0.04)
S. aureus 2.4 (0.03) 2.9 (0.08) 3.9 (0.05) 5.4 (0.03) 6.3 (0.08) 8.9 (0.01)
" Media de resultados (desviacién estandar).

10

o BMA

8 -

7 -

S. aureus

log UFC/g
(o]

o 2 4 7 10 2

h
Figura 13. Comportamiento de BMA y en una mezcla de tres cepas de coleccién de
S. aureus no enterotoxigénicas en crema pastelera, conservada a 35°C.
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6.2.3 Cinética de desarrollo en crema pastelera de cepas de S. aureus recién aisladas
de portador humano

Mas adelante dentro de éste capitulo, una cepa recién aislada del exudado nasal de
portador humano MG, se incluyé en el estudio. Su cinética se valoré a 30°C en la crema
pastelera a partir de niveles de indculo semejantes a los empleados en los estudios previos.
Debe resaltarse la tendencia de la curva de respuesta con esta cepa de portador MG con
respecto a la observada con la cepa de coleccion. Y por otra parte, sin embargo, el maximo
de poblacioén alcanzada a partir de las 4 h es mayor con esta ultima cepa, y segundo, el
acercamiento y trazo de la linea que conduce a la fase estacionaria es también muy
manifiesto con esta cepa. Este hallazgo contrasta con el mostrado por la cepa del portador
MG en la cual, a las 20 h, aun no se observaba la fase estacionaria (Cuadro 15 y Figura 14).

Generalmente los investigadores emplean la ecuacion de Gompertz para estimar la
velocidad de desarrollo microbiano (Buchanan, et al., 1989). En este trabajo, los resultados
de las cinéticas se capturaron en el software DMFit. Como se describe en los antecedentes,
representa un mejor modelo matematico ya que tiene como ventajas que la fase lag se
expresa mediante una funcién que ajusta el estado fisiologico de las células y la modelacion
de las fases de crecimiento microbiano de una forma mas continla; ademas, permite
predecir el crecimiento bajo fluctuaciones de temperatura (Baranyi y Roberts, 1994). Las
poblaciones consideradas para el analisis son las que se obtuvieron a las 10 h directamente
de los recuentos en las placas de ABP. Las velocidades de crecimiento (log UFC h™") de las
cuatro cepas enterotoxigénicas en crema pastelera almacenada a 30°C no muestran
diferencias estadisticas significativas al ser comparadas entre si P>0.05 (Cuadro 16). Es
ilustrativo que lo reportado por otros autores para cepas de S. aureus incubadas a 30°C en
caldos de cultivo, la velocidad se encuentre 0.4783 y 0.4128 log UFC h™' (ComBase, 2007b),
lo que confirma lo favorable que es la crema pastelera para el desarrollo del microorganismo
comparada con los medios de cultivo. Después de 10 h todas las cepas mostraron
poblaciones mayores a 6 log UFC g™, lo que hace suponer que en este periodo es posible
que las cepas hayan sintetizado suficiente cantidad de toxina para provocar una respuesta
clinica en el consumidor (Lancette y Bennett, 2001). Esto podria tener relaciéon con los datos
reportados en referencia al incremento en la frecuencia de brotes de intoxicacidon
estafilococcica en los meses de verano, cuando la temperatura suele superar 30°C
(Fernandez, et al., 1998).

53



10
Cuadro 15. Poblacién de S. aureus .
enterotoxigénico recién aislado del
portador MG, en crema pastelera, 81
almacenada a 30°C. o7
i 8 6
Tiempo (h) log UFC g 2
0 7 3.1(0.04) s 4]
2 3.5(0.03)
4 4.2 (0.04) 44
7 5.5 (0.02)
10 6.6 (0.02) 3
15 7.5 (0.02) ) ,
20 8.3 (0.04) 002 4 7 10 15 20 24
24 9.1(0.02) h

k| f . v 7
Media de resultados (desviacion estandar). Figura 14. Comportamiento a 30°C de

S. aureus enterotoxigénico recién aislado del
portador MG, en —crema pastelera
almacenada a 30°C.

Cuadro 16. Velocidad de crecimiento y biomasa alcanzada a las 10 h
a 30°C de 4 cepas de S. aureus enterotoxigénicas, en crema
pastelera segun su origen.

Origen Velocidad Biomasaalas 10 h
(log UFC h™) (log UFC g™
ATCC 14458 " 0.4312 (0.003) a* 7.6 (0.01) A
Portador MG 0.3991 (0.013) A 7.1(0.03) ¢
Queso cotija 0.4408 (0.053) o 7.2 (0.03) g
Queso panela 0.4273 (0.004) A 6.2 (0.03) p

' Media de resultados (desviacion estandar).
* Valores en la misma columna no seguidos de la misma letra indican diferencia
estadistica significativa con P<0.05 (Tukey-Kramer).

A 22°C (Cuadro 18) la cepa del portador AF alcanzo6 a las 10 h una mayor biomasa

que la del portador MG (P>0.05), esto es, comportamientos distintos entre cepas de un

origen muy similar.
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Cuadro 17. Velocidad de crecimiento y biomasa alcanzada a las 10 h en crema
pastelera almacenada a 22°C, de tres cepas de S. aureus segun su origen.

Origen Velocidad Biomasaalas 10 h
(log UFC h™) (log UFC g™
Mezcla de coleccién no enterotoxigénica " 0.1916 (0.006) Ag- 2.4 (0.288) g
Portador AF (enterotoxigénica) 0.2037 (0.006) A 4.2 (0.057) A
Portador MG (enterotoxigénica) 0.1743 (0.006) g 2.6 (0.152) g

" Media de resultados (desviacion estandar).
* Valores en la misma columna no seguidos de la misma letra indican diferencia estadistica
significativa con P<0.05 (Tukey-Kramer).

La velocidad de desarrollo de S. aureus enterotoxigénico recuperado de los exudados
nasales es mas elevada (Cuadro 19). Siendo este (que se extiende a las manos) el vehiculo
mas comun de contaminacién humana en alimentos con este microorganismo, se deberia
insistir en la exigencia de las autoridades y productores de alimentos en el uso de cubreboca
como medida econdmica y eficaz de prevenciéon de este tipo de contaminacion. Esta medida
es un complemento obligado a la conservacion de estos alimentos en refrigeracion (Bergdoll,
1989). Cerca de la temperatura Optima del microorganismo (37°C) las cepas,
independientemente del origen, desarrollan a una velocidad elevada en la crema pastelera,
observacion comparable a lo publicado por otros autores en caldos de cultivo a 37°C
(ComBase, 2007).

Cuadro 18. Velocidad de crecimiento y biomasa alcanzada a las 10 h en crema pastelera
almacenada a 35°C, de tres cepas de S. aureus segun su origen.

Origen Velocidad Biomasaalas 10 h
(log UFC h™) (log UFC g™)
Mezcla de coleccion no ' 0.4372 (0.068) - 6.9 (0.09) ¢
enterotoxigénica
Portador AF (enterotoxigénica) 0.5164 (0.044) as 7.8 (0.13) A
Portador MG (enterotoxigénica) 0.5744 (0.011) A 7.2(0.13) 8

1 : L .
Media de resultados (desviacion estandar).

* Valores en la misma columna no seguidos de la misma letra indican diferencia estadistica significativa

con P<0.05 (Tukey-Kramer).
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6.2.4 Cinéticas de desarrollo en crema pastelera de cepas de S. aureus recién aisladas
de alimentos

Finalmente se estudiaron dos cepas del patdégeno recién aisladas de queso cotija y
panela. Ambas muestran en la Figura 15 modificaciones en la poblacién del germen
virtualmente idénticas para fines practicos, tomando en cuenta que no se partié del mismo
nivel de inoculo en los dos casos. Sin embargo, se alcanza a notar una vez mas que la
dispersion de los valores (desviacion estandar) en los tres replicados para cada punto de las
curvas es minima (Cuadro 17). Esta observacion merece destacarse debido a que la
inoculacion de las placas para los recuentos se realizé por extension en superficie, una

técnica que generalmente es menos reproducible que la de vaciado en placa.

Cuadro 19. Poblacién (log UFC g ') de S. aureus enterotoxigénico recién aislado de queso
cotija y panela, en crema pastelera almacenada a 30°C.

Cepa Tiempo (h)

0 2 4 7 10 15 20 24
Cotija ' 3.6(0.07) | 3.8(0.03) | 4.1(0.05) | 5.6(0.02) | 7.2(0.07) | 8.6(0.04) | 9.2(0.03) | 9.2 (0.02)
Panela 3.3(0.06) | 3.5(0.04) | 3.8(0.09) | 5.2(0.06) | 6.3(0.02) | 8.3(0.03) | 9.2 (0.04) | 9.3(0.03)

" Media de resultados (desviacién estandar).

10
Cotiia

Panela

log UFC g'1
(o)

2 T T T T T T T T
0 2 4 7 10 15 20 24

h
Figura 15. Dinamica en crema pastelera de S. aureus recién aisladas de queso cotija y
panela, almacenada a 30°C.
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6.3 Comportamiento en crema pastelera de cepas de S. aureus sometidas a estrés por
restriccion de nutrientes 6 mediante tratamiento térmico

Una vez atendidos los estudios que pueden considerarse preliminares en el trabajo, se
procedio a valorar la influencia de condiciones estresantes para el S. aureus en su capacidad
para proliferar en la crema pastelera. Las condiciones de estrés a las que puede exponerse
el germen en una pasteleria son muy diversas (Yousef y Courtney, 2003), y el propésito
central del trabajo consiste en determinar en que términos podria modificarse el intenso

desarrollo del germen en el alimento.

Se llevaron a cabo dos estudios, uno para observar el comportamiento del germen sujeto
a un estrés mas complejo y menos controlable consistente en inducir el estrés mediante la
restriccion de nutrientes, y otro cuya intensidad puede ser controlada y estimada con relativa

facilidad (tratamiento térmico subletal).

6.3.1 Restriccién de nutrientes

Para valorar el factor de restriccion de nutrientes disponibles para el germen, el primer
problema consiste en determinar el nivel de nutrientes, es decir de dilucién de residuos del
producto en los utensilios, que pudiera inducir una condicién de estrés. Definir este
parametro presenta dificultades que no se observan ante factores mas cuantificables y

controlables como puede ser la exposicién a un tratamiento subletal térmico.

Se prepararon diluciones de crema pastelera en las que se inocul6 el microorganismo, y
en funcion de la respuesta en la curva de crecimiento se seleccion6 aquella que mostrara un
alargamiento de la fase lag y un desarrollo inicial mas pobre respecto a el que se observa
cuando el germen prospera en la crema pastelera sin diluir. Es decir, la dilucién en la cual el
germen se encontraria en condicidon de estrés. Un estudio preliminar sin replicados (Cuadro
20 y Figura 16) muestra claramente como se dafa el desarrollo del S. aureus conforme la
disponibilidad de nutrientes se restringe (Peterson, et al., 2005). Como el DPS aporta
nutrientes, nos parece pertinente sustituirlo como diluyente por una solucién BFS. En efecto,
cuando se comparan las respuestas del germen en ambos tipos de diluyentes es facil

demostrar la incapacidad del germen (las células utilizadas en todos estos ensayos consisten
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en suspensiones lavadas en tres ocasiones para remover todo residuo de materia organica

en la suspension final usada como indculo) para proliferar en la crema pastelera diluida al 0.2
y 0.1% (Cuadro 21 y Figura 17).

Cuadro 20. Poblacién (log UFC g') de
S. aureus ATCC 6538 no enterotoxigénico en
crema pastelera integra y diluida en DPS,
almacenada a 30°C.

6.0

5.5 4

Concentracioén (%) de crema

h de almacenamiento

5.0

integra

1.0%

0.1%

pastelera 0 3 6 8 i
i O
Integra 32 | 37|46 5.6 L 45+

32 | 35| 44 4.6 g
32 | 34|36 3.8 401
3.5
3.0
Figura
ATCC

T
3

T
6

h de almacenamiento

16. Comportamiento de S. aureus
enterotoxigénico  segun
concentraciéon de crema pastelera a 30°C.

6538 no

Cuadro 21. Poblacién (log UFC g') de S. aureus ATCC 6538 no enterotoxigénico en crema
pastelera diluida al 0.1 y 0.2% empleando como diluyente BFS y DPS, almacenada a 30°C.

Concentracion Diluyente Tiempo (h)
(%) empleado para los
recuentos 0 3 6 9 12 20
0.1 BFS ' 3.3(0.05) | 3.3(0.01) | 3.2(0.02) | 3.2 (0.09) | 3.3 (0.02) | 3.3(0.02)
0.2 BFS 3.1(0.05) | 3.3(0.01) | 3.2(0.01) | 3.2(0.08) | 3.5(0.02) | 3.8 (0.02)
0.1 DPS 3.2(0.08) | 4.2(0.02) | 5.1(0.02) | 6.0 (0.02) | 7.1 (0.01) | 8.2 (0.04)
0.2 DPS 3.2(0.07) | 4.4(0.02) | 5.2(0.02) | 6.0 (0.02) | 7.2 (0.01) | 8.2 (0.02)

' Media de resultados (desviacion estandar).
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0.2%

81 7 0.1%

log UFC g™
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0.1%
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Figura 17. Comportamiento de S. aureus ATCC 6538 no enterotoxigénico en crema pastelera
diluida al 0.1 y 0.2% empleando como diluyente BFS y DPS, almacenada a 30°C.

Se inoculd S. aureus no enterotoxigénico en crema pastelera diluida a 0.4, 0.7 y 1.0%
de sdlidos, y se determind la poblacion bacteriana después de incubar a 30°C, observamos
que desde las 12 h el comportamiento guarda una proporcién directa con el grado de dilucién

utilizado de la crema (Cuadro 22 y Figura 18).

La condicién de estrés se entiende como aquel estado en el que la bacteria ha sufrido
un dafo estructural y funcional que no le permite desplegar un desarrollo pleno como ocurre

cuando la célula se encuentra libre de dafio (Samelis y Sofos, 2003).

El problema consiste en determinar una condicion de restriccion de nutrientes entre
células que se emplearan en algun experimento y que obstaculicen su crecimiento y ulterior
desarrollo. Para el efecto, cuando comparamos las poblaciones que se obtienen cuando se
utiliza crema pastelera integra y crema pastelera diluida al 0.4% constatamos que a las 9 h
en el primer caso, la bacteria se encuentra ya en pleno desarrollo, alcanzando una poblacién
de 4.5 log UFC g'; en ese mismo periodo a la concentracién de 0.4% el recuento del germen
no se ha modificado con respecto al original, es decir, las células permanecen viables pero
resultan limitadas en su capacidad para proliferar ante la escasez de nutrientes. Puede, en

consecuencia, considerarse que estas ceélulas se encuentran en condicion de estrés, y por
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tanto, constituyen una suspension de gérmenes que puede ser utilizada para valorar los
efectos de tal condicidon de escasez de nutrientes, sobre el desarrollo en crema pastelera
integra. En otras palabras, estamos simulando una situacion en la cual, por ejemplo, células
residuales en utensilios mal saneados han sobrevivido, pero difieren en la integridad

estructural y fisiolégica que exhiben las células robustas libres de dafio.

Cuadro 22. Poblacion (log UFC g™') de S. aureus ATCC 6538 no enterotoxigénico
en crema pastelera integra y diluida en BFS a tres concentraciones, almacenada a
30°C.

Concentracion Tiempo (h)
0 3 6 9 12 15
integra ''3.1(0.08) | 2.8(0.03) | 3.7(0.06) | 4.5(0.06) | 5.0(0.02) | 5.6 (0.01)
1.0 3.0 (0.07) 2.9(0.02) | 3.1(.08) | 3.5(0.06) | 4.2(0.03) | 4.6(0.01)
0.7 2.9 (0.08) 2.9(0.01) | 3.1(0.07) | 3.2(0.02) | 3.6(0.02) | 4.1(0.01)
0.4 2.9(0.04) | 29(.01) | 2.8(0.02) | 2.8(0.08) | 2.8(0.03) | 3.0(0.01)

' Media de resultados (desviacion estandar).

6.0

integra
5.5
5.0 4
1.0%
- 4.5 4
§ ol 0.7%
L4
8
- 354
. 0.4 %
254

20

h

Figura 18. Comportamiento de S. aureus ATCC 6538 no enterotoxigénico en crema pastelera
integra y diluida en BFS a tres concentraciones, almacenada a 30°C.
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El experimento final consisti6 en inocular al microorganismo suspendido en crema
pastelera diluida al 0.4% y almacenada durante 9 h, en crema pastelera integra. El objetivo
consiste en detectar cualquier diferencia en el comportamiento de estas células con respecto
al mismo producto inoculado con células provenientes de un cultivo fresco y lavado, de
células no dafiadas. Los resultados muestran (Cuadro 23 y Figura 19) que no existe una
diferencia significativa en la dinamica de las dos cepas. Practicamente las dos lineas de la
figura pueden sobreponerse, aunque es interesante destacar una discreta fase lag en el
experimento con células no estresadas que no se observa en el otro caso. Es necesario
recordar al respecto, que aunque la curva se trazd a lo largo de 24 h, en realidad los efectos
del estrés celular se limitan al periodo transcurrido entre la inoculacion y el inicio del
desarrollo franco del germen (fase lag), ya que una vez recuperada la célula e iniciado el
desarrollo no existe diferencia en el comportamiento de las células siempre integras con
respecto a aquellas que se han recuperado del estrés (Baird-Parker, 2000). La fase lag
mencionada en el cultivo no estresado puede explicarse por el hecho de que se han
inoculado células que provienen de un medio de cultivo de laboratorio cuya formulacion
difiere de la crema pastelera; la célula requiere un periodo de adaptacion a la composicién
del nuevo sustrato que es la crema pastelera. En las células estresadas, este problema no
existe o minimamente, debido a que las células inoculadas habian permanecido en un
sustrato compuesto por los mismos nutrientes de la crema pastelera usada como sustrato
final para el experimento. En realidad, este estudio no ha permitido poner de manifiesto una
diferencia en el comportamiento de células no estresadas con respecto a las estresadas por
efecto de la restriccién de nutrientes como factor en la induccion del estrés (Cuadro 24). Es
evidente que el control de la condicidon de estrés por escasez de nutrientes no es tan
cuantificable ni controlable como la del inducido por tratamiento térmico como se detalla mas

adelante.

Cuadro 23. Poblacién (log UFC g') de S. aureus ATCC 6538 no enterotoxigénico no estresado y
sometido a estrés por restriccidn de nutrientes, en crema pastelera almacenada a 30°C.

Cepa Tiempo (h)
0 2 4 7 10 15 20 24
Estresada ' 3.6(0.09) | 4.1(0.06) | 4.7(0.06) | 5.7 (0.06) | 6.6(0.06) | 7.6 (0.06) | 8.3(0.06) | 9.3(0.06)
NO estresada 3.1(0.06) | 3.3(0.06) | 4.2(0.06) | 5.2(0.06) | 6.3 (0.06) | 7.1(0.06) | 8.0(0.09) | 9.0 (0.06)

T Media de resultados (desviacion estandar).
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Estresada

No estresada

log UFC/g

Figura 19. Comportamiento de S. aureus ATCC 6538 no enterotoxigénico no estresado y
sometido a estrés por restriccién de nutrientes, en crema pastelera, almacenada a 30°C.

Aunque existio una diferencia estadistica significativa (P<0.05) en las velocidades de
desarrollo (Cuadro 24) no son (huméricamente per se), motivo de alarma en la configuracion
del riesgo, ya que la diferencia es minima y la biomasa alcanzada a las 10 h es

practicamente la misma.

Cuadro 24. Velocidad de crecimiento y biomasas alcanzada a las 10 h en crema
pastelera de S. aureus ATCC 6538 no enterotoxigénico sin estresar y estresado
por restriccion de nutrientes, almacenada a 30°C.

Condicion Velocidad Biomasa a las 10h
(log UFC h™") (log UFC g
No estresada ' 0.2481 (0.0036) A- 6.3 (0.057) A
Estresada 0.2365 (0.0053) 5 6.6 (0.608) A

" Media de resultados (desviacién estandar).
* Valores en la misma columna no seguidos de la misma letra indican diferencia estadistica

significativa con P<0.05 (Tukey-Kramer).
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6.3.2 Tratamiento térmico

El calor es quiza el agente estresante mas ampliamente estudiado entre los
microorganismos (Allwood y Russell, 1967). Como se ha expuesto, al S. aureus hay que
aplicarle un tratamiento subletal, es decir, suficiente para inactivar a las células mas
termosensibles e inducir el estado de estrés en la mayor parte de la poblacion restante
(Pariza e landolo, 1969). En esta bacteria la temperatura subletal se inicia hacia los 53°C, de
manera que coincidente con landolo y Ordal (1966), 55°C se puede considerar una
temperatura apropiada para nuestro propodsito. Temperaturas mayores (60°C) como lo

reportan Angelotti et al. (1961), inactivan totalmente a S. aureus en crema pastelera.

6.3.2.1 Determinacion de la condicion de estrés de S. aureus ATCC 6538 no
enterotoxigénico

En el primer experimento el germen se suspendié en BFS y, en bafo maria, se
someti6 a temperatura de 55 = 0.5°C. Periddicamente se efectudé el recuento del
microorganismo tanto en agar AST como en AST adicionado de 10% de NaCl (Lachica,
1984). Tipicamente la diferencia en los recuentos a cada periodo de tratamiento se interpreta
como la poblacion que se encuentra en condicidn de estrés (Cuadro 25). Por ejemplo, a los
15 min la poblacién del germen ha diminuido de 9.3 a 7.0 = 2.3 log UFC g™". Pero a la vez,
7.0 — 5.0 = 2 log UFC g de la poblacién se encuentran en condicion de estrés. Y 5.0
log UFC g'1 es la poblacion de células que no ha sido afectada por el calor y mantiene su
viabilidad. Esta diferencia, cercana a los 2 log UFC g' se mantiene a lo largo del
experimento, segun se ilustra en la Figura 20. Consideramos de interés comparar el
comportamiento en la crema pastelera consecutivo al tratamiento estresante del calor de
cepas de S. aureus de diferentes origenes. Por supuesto, queda excluido el ensayo del

S. aureus contenido en el exudado nasal.

Este estudio fue realizado con la cepa ATCC 6538, una bacteria de coleccion de
remoto origen, que aun conserva completa sensibilidad a la penicilina, situacion
practicamente desterrada en la naturaleza (ATCC, 1989); adicionalmente, segun

confirmamos en el laboratorio, esta cepa no es enterotoxigénica.
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Cuadro 25. Poblacién (log UFC g') de S. aureus ATCC 6538 no enterotoxigénico
recuperada en AST y AST 10% NaCl, después de la induccion de estrés por
tratamiento térmico a 55°C a diferentes tiempos.

Medio de cultivo Tiempo (min)

0 15 20 25 30
AST 1 9.3(0.06)A*| 7.0(0.01) A 5.4 (0.06) A 4.5 (0.06) A 4.0 (0.06) A
AST 10% NaCl 9.3 (0.09) A 5.0 (0.05) B 4.2 (0.02) B 3.2 (0.06) B 2.8 (0.06) B

" Media de resultados (desviacion estandar).
* Valores en la misma columna no seguidos de la misma letra indican diferencia estadistica
significativa con P<0.05 (Tukey-Kramer).

log UFC g™
(o))

AST

AST 10% NaCl

Figura 20. Reduccion de la poblacion S. aureus ATCC 6538 no enterotoxigénico recuperado
en AST y AST 10% NaCl después de la induccion de estrés por tratamiento térmico a 55°C a
diferentes tiempos.

6.3.2.2 Determinacién de la condicion de estrés de S. aureus ATCC 14458
enterotoxigénico

En consecuencia, se recurri6 a otra cepa de coleccion en la que habiamos
demostrado capacidad enterotoxigénica. Asi, con la cepa ATCC 14458 enterotoxigénica, fue
posible alcanzar un 23% de células dafadas con un tratamiento por 20 min a 55°C (Cuadro
26 y Figura 21). Cuando se efectud el ensayo en crema recién elaborada de manera
concurrente con la cepa sin estresar, ambas cepas mostraron una capacidad similar de
desarrollo en crema pastelera a 30°C (Cuadro 27 y Figura 22). Se alcanza a observar en la
cepa estresada, sin embargo, un ligero retraso en el inicio del desarrollo, que evidenciaria la

fase de recuperacion de esta cepa tratada.

64



Cuadro 26. Poblacién (log UFC g') de
ATCC 14458 enterotoxigénico
recuperado en ABP y AST 10% NaCl después
de la induccién de estrés por tratamiento
térmico a 55°C por 20 min.

S. aureus

o 74
O
Medio de Tiempo (min) i N
cultivo 0 20 2
ABP ' 9.2 (0.03) A* 5.2 (0.03) A 5 ABP
AST 10% NaCl 9.2 (0.03) A 4.0 (0.03)B ‘
44
' Media de resultados (desviacioén estandar). AST 10% NaCl
* Valores en la misma columna no seguidos de la misma 3 i J
letra indican diferencia estadistica significativa con P<0.05 0 20
(Tukey-Kramer). min
Figura 21. Reduccion de Ila poblacion de
S. aureus ATCC 14458 enterotoxigénico

recuperada en ABP y AST 10% NaCl después de
la induccion de estrés por tratamiento térmico a
55°C por 20 min.

Cuadro 27. Poblacién (log UFC g™) de S. aureus ATCC 14458 enterotoxigénico, no estresado y
sometido a estrés por tratamiento térmico a 55°C por 20 min, e inoculado en crema pastelera
almacenada a 30°C.

Tiempo (h)
Cepa 0 4 7 10 15 20 24
NO estresada | ' 3.2(0.06) | 3.8 (0.01) | 4.6 (0.06) | 5.9(0.06) | 7.6 (0.06) | 8.6 (0.06) | 9.2(0.02) | 9.3 (0.01)
Estresada 3.2 (0.06) 3.2 (0.02) | 4.3(0.06) | 5.7(0.06) | 6.9(0.06) | 7.7 (0.06) | 8.4 (0.04) | 9.0(0.01)

" Media de resultados (desviacion estandar).

log UFC g

10

94 No estresada

Estresada

T T
10 15
h

T T
20 24

Figura 22. Comportamiento de S. aureus ATCC 14458 enterotoxigénico no estresado y
sometido a estrés por tratamiento térmico a 55°C por 20 min, e inoculado en crema pastelera
almacenada a 30°C.
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6.3.2.3 Determinacion de la condicion de estrés de S. aureus enterotoxigénico recién
aislado de portador humano

En este estudio la poblacion de células estresadas en la suspension fue de 20%
(Cuadro 28 y Figura 23). Observamos de manera muy destacada el proceso de adaptacion
requerido con las células estresadas para recuperarse e iniciar su desarrollo, hecho que se
expresa en una fase lag cercana a 2 h, que contrasta con la ausencia (0 muy breve duracion

de la fase lag) por parte de la cepa no estresada (Cuadro 29 y Figura 24).

Cuadro 28. Poblacion (log UFC g') de 10
S. aureus enterotoxigénico recién aislado del A
portador MG recuperado en ABP y AST 10% 91 .

NaCl después de la induccion de estrés por
tratamiento térmico a 55°C por 20 min.

O
Medio de Tiempo (min) >
cultivo 0 20 2 »
T 61 ABP

ABP 9.3 (0.03) A* 6.0 (0.03) A
AST 10% | |
NaCl 9.3 (0.03) A 4.8 (0.03)B : AST 10% NaCl
' Media de resultados (desviacién estandar). 4 , , |
* Valores en la misma columna no seguidos de la 0 20
misma letra indican diferencia estadistica significativa min

con P<0.05 (Tukey-Kramer).

Figura 23. Reduccion de la poblacion de
S. aureus enterotoxigénico recién aislado del
portador MG recuperado en ABP y AST 10%
NaCl después de la induccion de estrés por
tratamiento térmico a 55°C por 20 min.

Cuadro 29. Poblacion (log UFC g”') de S. aureus enterotoxigénico recién aislado de portador MG
no estresado y sometido a estrés por tratamiento térmico a 55°C por 20 min, e inoculado en crema
pastelera almacenada a 30°C.

Tiempo (h)
Cepa 0 2 4 7 10 15 20 24
NO estresada | ' 3.1(0.04) | 3.5(0.03) | 4.2(0.04) | 55(0.02) | 6.6(0.02) | 7.5(0.02) | 8.3(0.04) | 9.1(0.02)
Estresada 3.0 (0.06) 3.0(0.06) | 3.5(0.06) | 4.7 (0.06) | 5.9(0.06) | 7.0(0.06) | 8.1(0.06) | 9.1(0.01)

" Media de resultados (desviacion estandar).
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Figura 24. Comportamiento de S. aureus enterotoxigénico recién aislado del portador MG no
estresado y sometido a estrés por tratamiento térmico a 55°C por 20 min, e inoculado en
crema pastelera almacenada a 30°C.

6.3.2.4 Determinacion de la condicion de estrés de S. aureus enterotoxigénico recién
aislado de queso cotija

Por su parte, la cepa recuperada del queso cotija mostré una sensibilidad similar a la
cepa anterior, con 25% de células danadas después del mismo periodo de tratamiento
(Cuadro 30 y Figura 25). En la crema pastelera la inoculacion de células danadas de ésta
cepa continua mostrando una fase lag de 2 h en la curva de desarrollo; la cepa no estresada
muestra una fase lag similar, pero la diferencia es estadisticamente significativa (P<0.05). Un
dato interesante que hay que subrayar, es que inmediatamente después de iniciada la fase
exponencial, la cepa estresada alcanza niveles de poblacion menores a los que muestra la
cepa no estresada (Cuadro 31 y Figura 26). Por lo demas, el comportamiento de las dos

cepas se encuentra muy proximo al de la cepa aislada de portador humano.
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Cuadro 30. Poblaciéon (log UFC g') de
S. aureus enterotoxigénico recién aislado de
queso cotija recuperado en ABP y AST 10%
NaCl después de la induccién de estrés por
tratamiento térmico a 55°C por 20 min.

Medio de cultivo Tiempo (min)

0 20
ABP ' 9.4 (0.03)A* | 7.3(0.03)A
AST 10% NaCl 9.4 (0.03) A 5.5 (0.03) B

' Media de resultados (desviacion estandar).

* Valores en la misma columna no seguidos de la
misma letra indican diferencia estadistica significativa

con P<0.05 (Tukey-Kramer).

>

log UFC g™

ABP

AST 10% NaCl
J

min

20

Figura 25. Reduccién de la poblacion de S. aureus
enterotoxigénico recién aislado de queso cotija,
recuperado en ABP y AST 10% NaCl después de
la induccion de estrés por tratamiento térmico a

55°C por 20 min.

Cuadro 31. Poblacién (log UFC g™') de S. aureus enterotoxigénico recién aislado de queso cotija
no estresado y sometido a estrés por tratamiento térmico a 55°C por 20 min, e inoculado en
crema pastelera almacenada a 30°C.

Tiempo (h)
Cepa 0 2 4 7 10 15 20 24
NO estresada | ' 3.1(0.03) | 3.3(0.02) o~ | 4.4 (0.03) | 5.7 (0.03) | 6.9 (0.03) | 7.7 (0.03) | 8.4 (0.02) | 9.1 (0.01)
Estresada 3.1(0.03) | 3.1(0.02) 5 | 3.9(0.03) | 5.0 (0.03) | 6.4 (0.03) | 7.1(0.03) | 8.2 (0.03) | 9.1 (0.01)

' Media de resultados (desviacion estandar)
* Valores en la misma columna no seguidos de la misma letra indican diferencia estadistica significativa con

P<0.05 (Tukey-Kramer).
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Figura 26. Comportamiento de S. aureus enterotoxigénico recién aislado de queso cotija no
estresado y sometido a estrés por tratamiento térmico a 55°C por 20 min, e inoculado en
crema pastelera almacenada a 30°C.

Para las velocidades de crecimiento y biomasas alcanzadas a las 10 h (Cuadros 32 y
33), se observa una diferencia significativa (P<0.05) antes y después del tratamiento térmico.
Aunque hay una disminucion en las velocidades de las cepas estresadas con respecto a las
no estresadas, a las 10 h todas las cepas llegan de hecho al mismo nivel de poblacion,
alrededor de 6 log UFC g™'; cuando se inicia el desarrollo, la historia previa de la célula no
afecta la velocidad de crecimiento o la cantidad o tasa de produccion de

enterotoxina (Baird-Parker, 2000).

Cuadro 32. Velocidad de crecimiento (log UFC h) en cepas de S. aureus
enterotoxigénicas procedentes de diferentes origenes, no estresadas y estresadas
por tratamiento térmico a 55°C, en crema pastelera almacenadas a 30°C.

Cepa NO estresada Estresada
ATCC 14458 '0.4312 (0.0032) - 0.3594 (0.007) 5
Portador MG 0.3991 (0.0131) o 0.2684 (0.007) 5
Cotija 0.3605 (0.0099) A 0.2612 (0.003) 5

" Media de resultados (desviacién estandar)
* Valores en la misma fila no seguidos de la misma letra indican diferencia estadistica significativa
con P<0.05 (Tukey-Kramer).
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Para las tres cepas estudiadas se aprecia una disminucion significativa en la biomasa
alcanzada a las 10 h entre las cepas estresadas con respecto a las no estresadas (Cuadro
33), pero todas alcanzan alrededor de 6 log UFC g™'. No es de extrafiar que entre las cepas
no estresadas las de coleccion alcancen una mayor biomasa a las 10 h; la reduccion en la
biomasa alcanzada oscilé entre 0.5 — 0.8 log UFC g™, siendo la cepa aislada de queso cotija

estresada la que mostré la menor reduccion.

Cuadro 33. Biomasa alcanzada (log UFC g') a las 10 h en tres cepas de S. aureus
enterotoxigénicas procedentes de diferentes origenes, no estresadas y estresadas
por tratamiento térmico 55°C, en crema pastelera almacenada a 30°C.

Cepa NO estresada Estresada
ATCC 14458 ' 7.6 (0.057) a- 6.9 (0.001) &
Portador MG 6.6 (0.057) A 5.9 (0.057) 5
Cotija 6.9 (0.057) A 6.4 (0.011) 5

" Media de resultados (desviacion estandar).
* Valores en la misma fila no seguidos de la misma letra indican diferencia estadistica significativa
con P<0.05 (Tukey-Kramer).

En el caso de la cepa ATCC 14458 enterotoxigénica, se detecté una mayor velocidad
y biomasa a las 10 h entre cepas sin estresar (Cuadro 34), seguida por la cepa aislada de
portador MG vy la cepa aislada de queso cotija. Esta es una evidencia mas de
comportamientos distintos entre cepas con diferente origen con implicaciones directas en la

inocuidad de los alimentos.

Cuadro 34. Velocidad de crecimiento y biomasa alcanzada a las 10 h en tres
cepas de S. aureus enterotoxigénicas procedentes de diferentes origenes sin
estrés, almacenadas a 30°C.

Cepa Velocidad Biomasa alas 10h
(log UFC h'™) (log UFC g™
ATCC 14458 ' 0.4312(0.0032) - 7.6 (0.001) o
Portador MG 0.3991 (0.0013) & 7.1 (0.057) g
Cotija 0.3605 (0.0099) . 6.9 (0.115) &

" Media de resultados (desviacién estandar).

* Valores en la misma columna no seguidos de la misma letra indican diferencia estadistica significativa con

P<0.05 (Tukey-Kramer).
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Entre las cepas recién aisladas, de portador humano y de alimento, no encontramos
diferencias significativas (P>0.05) en las velocidad de desarrollo (Cuadro 35), lo que es
congruente con la condicion de dano que presentaban esas cepas en su fuente natural
(Mead, et al., 1989).

Cuadro 35. Velocidad de crecimiento y biomasa alcanzada a las 10 h en tres
cepas de S. aureus enterotoxigénicas procedentes de diferentes origenes
estresadas por tratamiento térmico a 55°C, en crema pastelera, almacenadas a
30°C.

Cepa Velocidad Biomasa a las 10h
(log UFC h™) (log UFC g™¥)
ATCC 14458 ' 0.3594 (0.007) A- 6.9 (0.057) a
Portador MG 0.2684 (0.003) g 5.9 (0.057) ¢
Cotija 0.2612 (0.003) g 6.4 (0.057) g

" Media de resultados (desviacién estandar).
* Valores en la misma columna no seguidos de la misma letra indican diferencia estadistica significativa con
P<0.05 (Tukey-Kramer).

Esta ampliamente demostrado que cuando la ciencia se aplica adecuadamente en los
enfoques y programas de vigilancia y control sanitario de los alimentos, se obtienen logros
tangibles en la proteccion de su inocuidad. La situacion contraria es absolutamente valida, si
no se procura esa aplicacion. Asi mismo, si no se genera el conocimiento cientifico, la
inocuidad de los alimentos queda fuera de control y determinada por el azar. A la postre, la
consecuencia es un incremento en la incidencia de enfermedades asociadas al consumo de

los alimentos (Fernandez-Escartin, 2000).
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7. CONCLUSIONES

* La incidencia de cepas de S. aureus en el exudado nasal de individuos asintomaticos fue
de 10%, entre los cuales el 85% resultaron enterotoxigénicas. Entre las procedentes de

alimentos la cifra fue de 57%

* La crema pastelera constituye un excelente medio para el crecimiento del S. aureus; su

comportamiento esta influenciado considerablemente por la temperatura.

* En la crema pastelera recién preparada (pH 6.71, A; 0.998) S. aureus desarrolla

activamente, con mayor intensidad a 35 que a 22°C.

* Para la mezcla de tres cepas de coleccion de S. aureus no enterotoxigénicas el periodo de
adaptacion fue mas corto a 35 que a 22°C. A partir de inéculos de 1.7 y 2.3 log UFC g se
alcanzan poblaciones de 3.0y 5.3logalas7hyde55-6.2 y 9-9.1logalas 24 h.

* No existe diferencia estadistica significativa entre la poblacion del germen con el inéculo en

forma de exudado nasal, fresco o después de almacenarlo 18 h en refrigeracion.

* El desarrollo es mayor en el caso de la cepa procedente del exudado de un portador (AF)
respecto a la mezcla de coleccion no enterotoxigénica. La consecuencia directa de estos
comportamientos en términos de riesgo a la salud consecutivos a la contaminacion de la
crema por un portador, estd expresada por tales diferencias: si el estudio se hubiera

efectuado con cepas de coleccion, se habria subestimado el nivel de tal riesgo.

* En el estudio para determinar la fase lag, la mezcla de coleccién no enterotoxigénica, no
mostré evidencias significativas de multiplicacién a 22°C en 120 min mientras que la cepa del
exudado de portador MG mostré una fase lag de 1.5 h. A 35°C con la cepa del exudado de
este portador se observa una reduccion significativa de 0.4 log a los 20 min, pero a partir de

los 40 min se inicia el crecimiento franco del microorganismo.
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* Por la forma particular en que se utilizé la crema pastelera para este experimento, no se
generan muchos espacios para observar un posible efecto antagénico de la flora asociada
sobre el S. aureus. Incluso, puede apreciarse que esas bacterias sobrevivientes se
encontraban en una condicion de estrés que requirieron hasta cerca de 5 h para entrar a la

fase exponencial.

* Las velocidades de crecimiento (log UFC h™') de las cepas enterotoxigénicas (ATCC 14458,
y recuperadas del portador MG, queso cotija y queso panela) en crema pastelera
almacenada a 30°C, no muestran entre si diferencias estadisticas significativas (P>0.05).
Después de 10 h todas mostraron poblaciones mayores a 6 log UFC g™, lo que destaca que
en este periodo seria posible la sintesis de suficiente enterotoxina para provocar una
respuesta clinica en el consumidor.

* El empleo de DPS para preparar el indculo del microorganismo en la crema pastelera no
es recomendable debido a su utilizacion como nutriente, provocando un sesgo en la

interpretacion de la respuesta.

* En crema pastelera diluida al 0.4% el germen mantiene su viabilidad, pero no se observa
desarrollo. EI empleo de esta concentracion para inducir la condicion de estrés por efecto de
la restriccion de nutrientes no es tan cuantificable ni controlable como la inducida por

tratamiento térmico.

* En los términos en que ha sido disefiado este estudio no se observa alguna diferencia en el
comportamiento de células no estresadas con respecto a las estresadas por efecto de la

restriccion de nutrientes como factor en la induccién del estrés.

* Independientemente del origen de la cepa, entre 20 y 25% de células resultdé dafiada

subletalmente con un tratamiento térmico de 55 + 0.5°C por 20 min.

*

La sensibilidad al estrés por tratamiento térmico fue similar entre las cepas

independientemente de su origen, siendo comun un alargamiento de la fase lag de hasta 2 h.
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* En la dinamica de desarrollo en crema pastelera de la cepa ATCC 14458 enterotoxigénica,
se observa un ligero retraso inicial en la cepa estresada que corresponde a la fase de

recuperacion.

* En todas las cepas las velocidades de crecimiento y biomasa alcanzadas a las 10 h, se

observa una diferencia significativa (P<0.05) antes y después del tratamiento térmico.

* En el caso de la cepa ATCC 14458 enterotoxigénica, se detectdé una mayor velocidad y
biomasa a las 10 h entre cepas sin estresar, seguida por la cepa aislada de portador MG y la
cepa aislada de queso cotija. Esta es una evidencia mas de comportamientos distintos entre

cepas con diferente origen con implicaciones directas en la inocuidad de los alimentos.

* La velocidad de desarrollo de la cepa de coleccion estresada por tratamiento térmico
resulté mayor que la de las cepas aisladas tanto de alimentos como de portadores humanos,

lo que subraya la pertinencia de llevar a cabo investigaciones con éstas ultimas

* La accion prioritaria de prevencion radica en evitar la contaminaciéon de los alimentos; al
respecto la fuente humana del germen tiene un significado crucial. Una buena educacién y

entrenamiento de los manejadores de alimentos resulta imperativa.

* A pesar de los avances en el conocimiento del comportamiento de S. aureus y sus
enterotoxinas en los alimentos, y de la instrumentacién de practicas sanitarias de operacion,
la intoxicacién estafilocdccica continta teniendo un impacto significativo en la salud publica

de muchos paises.
* La evaluacién del comportamiento de S. aureus en los alimentos puede ser mas objetiva si

se recurre a cepas obtenidas de la fuente de contaminacion original, en sustitucion de cepas

de coleccion.
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