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RESUMEN

Staphylococcus aureus es uno de los microorganismos mas implicados en
intoxicaciones alimentarias debido a la producciébn de una enterotoxina
termoestable en alimentos donde se han eliminado los microorganismos
competidores que no soportan altas temperaturas, altas presiones osmoticas
y humedad relativamente baja, como es el caso de los derivados lacteos y
cremas de pasteleria. Mediante este trabajo se pretende determinar el grado
de contaminacion con Staphylococcus aureus en pasteles con crema de
expendio en pastelerias y puestos ambulantes en la ciudad de La Paz.

El método utilizado para tal motivo fue el cultivo bacterioldgico en placa para
recuento de S. aureus, segun la Norma Boliviana NB 33004.

Segun los resultados hallados, el 8% de las muestras analizadas
presentaban un recuento fuera de Norma (se us6 como referencia una
Norma Chilena, 10 - 10 UFC/g). De las muestras obtenidas de puestos
ambulantes y pastelerias con local fijo se encontré que el 7% y 10%,
respectivamente, presentaban recuentos fuera de Norma. Los principales
factores de riesgo de contaminacion de las muestras que se encontraban
fuera de Norma fueron la falta de una adecuada refrigeracion, la
manipulacion con pinzas y la falta de uso de ropa protectora por los
vendedores.

El resultado hallado es mayor de lo que se esperaba, pero no se considero si
las cepas de S. aureus eran enterotoxigénicas, se deberian realizar estudios
posteriores tomando en cuenta esta variable y otros posibles factores de

riesgo no incluidos en este trabajo.



INTRODUCCION

Los Staphylococcus aureus son células esféricas Gram (+) dispuestos en
racimos irregulares. Es uno de los microorganismos mas implicados con
intoxicaciones alimentarias a nivel mundial por la produccion de su
enterotoxina termoestable en los alimentos que faciliten su desarrollo.

S. aureus produce una variedad de toxinas proteicas y factores de virulencia
que contribuyen a su patogenicidad. Las enterotoxinas estafilocdcicas (SES)
han sido clasificadas en diferentes tipos, estas son terrmoestables y
resistentes a la accién de enzimas digestivas.! Existen 6 tipos antigénicos
llamados SE — A, B, C, D, Ey G.?

Comunmente estos microorganismos se desarrollan en alimentos donde se
han eliminado los microorganismos competidores, que no soportan altas
temperaturas, altas presiones osmoéticas o humedad relativamente baja,
como es el caso de los derivados lacteos, natillas, cremas de pasteleria y
jamon. Estos alimentos pueden contaminarse con estos microorganismos
cuando han sido puestos en contacto con manipuladores con secreciones
purulentas, abscesos, erupciones acneiformes 0  secreciones
nasofaringeas.?

La presencia de los sintomas en esta intoxicacion es rapida (de 1 a 7 horas
después de la ingestion) y en la mayoria de los casos aguda, dependiendo
de factores como ser la susceptibilidad individual a la toxina, la cantidad de
alimento contaminado ingerido y el estado de salud de la persona afectada.
Los sintomas m&s comunes son nauseas, vomitos, dolor abdominal y
postracion. Algunos individuos pueden no mostrar todos los sintomas
asociados con la enfermedad. En los casos mas severos puede haber dolor
de cabeza, calambres musculares y cambios transitorios en la presion
sanguinea y en la frecuencia cardiaca. Por lo general el paciente se
restablece en un par de dias, sin embargo, en los casos severos esto puede
llevar tres y a veces mas dias. La muerte por intoxicacion estafilocécica es
muy rara, aunque algunos casos han ocurrido en ancianos, niios y personas

severamente debilitadas.”



El método mas usado para el recuento e identificacion de S. aureus es el
método bacteriolégico de recuento en placa utilizando agar Baird Parker
suplementado con emulsion de yema de huevo y telurito de potasio y
posterior confirmacion con la prueba de la coagulasa en tubo.

Los productos de pasteleria son aquellos elaborados de diversa forma,
tamafio, y composicion, integrados fundamentalmente por harinas, féculas,
azucares, grasas comestibles y otros productos alimenticios como
sustancias complementarias, ademéas estan preparadas con relleno o

guarnicién de otros productos (crema, frutas, chocolate, etc.) °



. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A. JUSTIFICACION

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETAs) constituyen el
problema de salud publica mas extendido en el mundo, por lo que es
necesario mantener una vigilancia de estas para aplicar medidas
oportunas que permitan su control y prevencion.

En los dltimos afios varios estudios revelaron la participacion de
Staphylococcus aureus en intoxicaciones alimentarias debido a la
contaminacion de determinados alimentos (derivados lacteos, productos
de pasteleria y carnes).

Para tratar de salvaguardar la salud de la poblaciéon en general y dado
que los pasteles rellenos con crema son de consumo diario y
principalmente por nifios, mediante este trabajo se investiga la presencia
de Staphylococcus aureus en muestras de pasteles con rellenos de
crema y se determinara si las muestras positivas se encuentran fuera de
Norma. Debido a que en Bolivia no se cuenta con una Norma especifica
para tal efecto, se utilizar4 como referencia la Norma Chilena (10 — 102
UFC/qg)

También es importante determinar los posibles factores de riesgo de
contaminacion de los pasteles durante su manipulacién, conservacion y
expendio. De esta manera poder contar con datos para la toma de

medidas preventivas.



B. OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL
Determinar el grado de contaminacion con Staphylococcus aureus
en pasteles con crema de expendio en puestos ambulantes y

pastelerias con local fijo en la ciudad de La Paz.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Realizar cultivo bacteriolégico para la busqueda de
Staphylococcus aureus en pasteles con crema segun su
lugar de expendio en la ciudad de La Paz.

- Determinar los posibles factores de riesgo de contaminacion
de las muestras fuera de Norma en su conservacion.

- Determinar los posibles factores de riesgo de contaminacion
de las muestras fuera de Norma en el momento de su

expendio.



Il. DISENO TEORICO

A. ANTECEDENTES GENERALES

En México durante los afios 1980 y 1989 en brotes de toxiinfeccion
alimentaria como agente causal se confirmé a S. aureus en el 45% de
los brotes, ocasion6é 792 casos y 5 defunciones. Los alimentos que
actuaron como vehiculo fueron basicamente productos lacteos vy
pasteles. El tipo de toxina que se encontr6 mas frecuentemente fue la
"A" (38.5%).°

En Hong Kong, en el afio 1998, se reportd un solo caso de alimento
(Moon cake, es un pastel tradicional chino que esta a la venta en dias
festivos en agosto y septiembre durante la celebracion del Mid-Autumn
Festival) contaminado por S. aureus de un total de 45 muestras
analizadas (2,22%), pero esta se consideré solo una contaminacion
cruzada por una mala manipulacion, durante el procesamiento o durante
la conservacion, se encontraron niveles inferiores (10* UFC/g) al
requerido para la produccion de la toxina termoestable (10°> UFC/g), lo
cual indica que el paso final para la produccién de los Moon Cakes es
virtualmente efectivo para la eliminacion de este microorganismo
peligroso.’

En 1999, en Esparia, se reportaron 15 (0,113%) casos de enfermedades
producidos por la toxina termoestable de S. aureus, se reportaron en total
13243 casos de enfermedades.®

En Accra — Ghana (Africa), un afio mas tarde, se reporto la presencia de
S. aureus en el 31,9% de los alimentos analizados, encontrandose
valores inferiores dentro de lo aceptable.®

Sin ir tan lejos, en Venezuela se realiz6 un estudio de deteccion de
brotes de ETAs durante los afios 1996 — 2004 y se pudo evidenciar que
en los afios 1999 y 2004 se registraron 61 y 58 brotes de ETAs
respectivamente, y en todos esos afos el principal agente causal de los
brotes fue Staphylococcus aureus que durante el 2004 produjo



aproximadamente 39 brotes de ETAs y principal alimento contaminado
fue el queso.*®

En Uruguay, segun datos recogidos del Sistema de Informacion Regional
para la Vigilancia Epidemioldgica de las ETA, durante el periodo 1993-
2001 han sido declarados 12 brotes de intoxicacion estafilocOcica, con un
total de 164 afectados sin fallecimientos.*

Los estafilococos se presentan mas comunmente en la leche, pastas,
pasteles y productos carnicos. Segun los resultados reportados por
Lancelle et al, en un estudio que se realiz6 en leche para evaluar la
calidad microbiolégica de leche cruda usada para la elaboracién de
quesos en la Provincia de Corrientes — Argentina, encontro la presencia
de S. aureus en un 9,38%, la carga de este microorganismo (10 ufc/ml)
fue significativamente inferior a los niveles en que la potencial produccion
de toxina convierte al producto en riesgoso para la salud.*?> En Cuba los
resultados reportados por Carrera et al muestran que S. aureus tiene
mayor presencia en productos de reposteria (8%) y semielaborados
carnicos (7%).® Estos resultados son apoyados por Grillo et al que
reporta que uno de los agentes causales de los brotes de ETA en Cuba
es el S. aureus como el mas frecuente y esta asociado a productos de
reposteria, asi como alimentos de origen animal preparados en salsa.™
En la ciudad de La Paz — Bolivia, segun el laboratorio Bromatoldgico
Municipal se pudieron identificar 4 tipos de microorganismos
contaminantes en los alimentos de venta callejera, estos son coliformes
fecales, Escherichia coli, mesofilos y estafilococos, pero no se cuenta con
datos especificos de la incidencia de estos microorganismos.™
Actualmente en Bolivia se cuenta con muy pocos datos acerca del grado
de contaminacién de alimentos por S. aureus. Los pocos estudios
realizados se lo hicieron principalmente en muestras de queso y leche.
En un primer estudio realizado en la ciudad de La Paz, se evidencio la
presencia de S. aureus en un 36%, las muestras analizadas fueron de

queso.*® Posteriormente en otro estudio realizado en la misma ciudad, en



muestras de queso y leche se evidencié la presencia de S. aureus en el
20% y 25% de muestras, respectivamente. *’

En el afio 2005, segun el RELOAA (Red de Laboratorios Oficiales de
Andlisis de Alimentos), se reportd que la contaminacion por S. aureus de
alimentos en produccion y almaceén, distribucion, consumo, fue del 14%.
En esta vigilancia realizada a nivel nacional, los principales alimentos
contaminados con S. aureus fueron queso fresco y embutidos,

encontrandose valores de hasta 62% y 8% respectivamente. '

B. MARCO TEORICO

1. ENFERMEDADES TRANSMITIDAS POR ALIMENTQOS (ETAS)

La enfermedad transmitida por alimentos es un sindrome originado
por la ingestibn de alimentos y/o agua, que contengan agentes
etiologicos en cantidades tales que afecten la salud del consumidor a
nivel individual o grupos de poblacién. ** *°

Hay dos categorias principales de enfermedades transmitidas por los

alimentos:?°

a) Infecciones

Son el resultado de ingerir alimentos que contienen
microorganismos patdégenos que posteriormente se reproducen en

el cuerpo. Existen dos tipos de infecciones:

- Aguellas en las que los microorganismos atacan al intestino u
otros oOrganos directamente, provocando sintomas como
nauseas, vomitos, diarrea y fiebre. Es comun a todas ellas, un
intervalo de varios dias entre el momento de la ingestién de la

comida infectada y la aparicion de los primeros sintomas,



debido al tiempo que necesitan los microorganismos para
multiplicarse. Algunos ejemplos son las infecciones causadas
por las bacterias Salmonella, Campylobacter y Listeria
monocytogenes.

- Aquellas en las que los sintomas como diarrea, son resultantes
de productos venenosos o0 toxinas producidas por los
microorganismos cuando se desarrollan en el intestino. El
tiempo que tardan en aparecer los sintomas puede variar
desde varias horas a varios dias, después de la ingestion. Un
ejemplo es la enfermedad causada por una variedad téxica de
la bacteria Escherichia coli.

b) Intoxicaciones

Son las ETAs producidas por la ingestion de toxinas pre formadas
en tejidos de plantas o animales, o de productos metabdlicos de
microorganismos en los alimentos, o por sustancias quimicas que
se incorporan a ellos de modo accidental, incidental o intencional
en cualquier momento desde la produccion del alimento hasta su
consumo.

Los sintomas pueden hacerse patentes sélo unas horas después
de haber ingerido la comida contaminada. Algunos ejemplos son el
botulismo, causado por una toxina de la bacteria Clostridium
botulinum y la causada por la enterotoxina producida por

Staphylococcus aureus.
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2. Staphylococcus aureus

a) Caracteristicas generales

Los estafilococos son células esféricas Gram positivas (VER
FIGURA 1) generalmente dispuestas en racimos irregulares
parecidos a racimos de uvas, crecen con rapidez sobre muchos
tipos de medios y son metabdlicamente activos, fermentan
carbohidratos y producen pigmentos que varian desde el color
blanco hasta el amarillo intenso, algunos son miembros de la flora
normal de piel y mucosas de los humanos; otros causan
supuracion formacion de abscesos, varias infecciones pidégenas e
incluso septicemia mortal. Los estafilococos patdgenos casi
siempre causan hemodlisis, coagulacion del plasma y producen
varias enzimas y toxinas extracelulares. El tipo mas comun de
envenenamiento alimentario es causado por una enterotoxina
termoestable de los estafilococos. Estos desarrollan con rapidez
resistencia a muchos antimicrobianos y presentan problemas

terapéuticos dificiles.*

FIGURA 1: TINCION GRAM DE ESTAFILOCOCOS

bﬁgg# &
i

5 e

% g 2

FUENTE: ©2005 Laboratorio de Tecnologia Educativa. Departamento de
Microbiologia y Genética. Universidad de Salamanca.
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b) Factores de virulencia %2

S. aureus, tiene una amplia gama de factores de virulencia (VER

FIGURA 2), que abarca componentes de pared celular y una gran

variedad de exoproteinas que contribuyen en su habilidad para

colonizar y causar enfermedad en los mamiferos.

Casi todas las cepas producen un grupo de enzimas y citotoxinas

gue incluyen 4 hemolisinas (alfa, beta, gamma y delta), nucleasas,

proteasas, lipasas, hialuronidasas y colagenasa. La principal

funcién de estas proteinas seria convertir tejidos del huésped en

nutrientes requeridos para el desarrollo bacteriano.

Algunas cepas producen una 0 mas exoproteinas adicionales, que

incluyen:

- Toxina | del shock toxico estafilocéccico (TSST-I)

- Toxina exfoliatina (ETAy ETB)

- Leucocidina

- Enterotoxinas estafilocéccicas (SE): SEA, SEB, SECn, SED,
SEE, SEG. Son proteinas inmunolégicamente diferentes, con

pesos moleculares que oscilan entre 28.000 y 35.000 Daltons.

FIGURA 2: FACTORES DE VIRULENCIA DE S. aureus
Protein A Y—-—-—Igﬁ

et ‘K\‘T Y S
R .

el 5 p b cell membrane damage
; g a7, % Toxins: | toxic shock
cell wall EEF‘T exfoliation

SE A-G emesis
Fe L]
I nvasins: i
hyalurenidase
staphylysin
leukocidin
leukotoxin
coagulase
staphylokinase

fibrin

S
/ \\\\\ fibronectin
Adhesins: / damaged tissue

cell- bound proteins

FUENTE: © 2005 Kenneth Todar University of
Wisconsin-Madison Department of Bacteriology
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Cada una de estas toxinas es conocida por sus potentes efectos

en células del sistema inmune, pero muchas de ellas también

tienen otros efectos biolégicos, siendo reconocidas como

superantigenos pirogénicos (PTSAQs).

Cada una de estas exotoxinas exhiben al menos tres propiedades

biolégicas:

- pirogenicidad

- superantigenicidad, que se refiere a la habilidad de estas
exotoxinas de estimular la proliferacion de linfocitos T sin tener
en cuenta la especificidad antigénica de estas células.

- aumento de sensibilidad a la accion de endotoxina en modelos

experimentales en conejo.

Algunas de ellas presentan propiedades adicionales. Por ejemplo
las enterotoxinas son potentes agentes eméticos en tanto los otros
integrantes no lo son y por esta razén estan histéricamente
relacionadas con un cuadro bien definido que es la intoxicacion
alimentaria por Staphylococcus aureus.

Son producidas en la fase exponencial del desarrollo y los genes
que las codifican se encuentran en plasmidos, bacteriéfagos o
elementos genéticos heterdlogos, referidos como islotes de
patogenicidad.

Su expresion es controlada por al menos tres sistemas
reguladores globales denominados:

- gen regulador accesorio (agr)

- gen accesorio regulador estafilocéccico (sar)

- sistema represor por catabolitos.
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c) Variaciones en los requerimientos de los nutrientes para el

desarrollo de S. aureus

1) Caracteristicas fisiologicas
- Es anaerobio facultativo
- No esporulado
- Coagulasa positivo
- Fermenta hidratos de carbono
- Glucosa positivo, manitol positivo, maltosa positivo
- Termonucleasa positivo
- Catalasa positivo
- Hemodlisis positivo
- DNAsa positivo
- Novobiocina negativa

- Actividad de fosfatasa

2) Caracteristicas de cultivo y desarrollo
S. aureus presenta requerimientos nutricionales complejos,
pero se desarrollan bien en casi todos los medios de
laboratorio de rutina, como ejemplo:

- Agar nutritivo

- Agar soja tripticasa

- Agar sangre de cordero (no debe utilizarse sangre humana en
su preparacion porque contiene inhibidores o anticuerpos no
especificos)

- Agar manitol salado

- Caldo tioglicolato o caldo cerebro corazén (BHI)

- Agar Baird Parker, es usado principalmente para su

aislamiento de muestras de alimentos

También se utilizan concentraciones elevadas de NaCl, pero

diversas investigaciones han puesto de manifiesto que medios
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gue contiene este agente selectivo logran recuperar un nimero
bajo de S. aureus especialmente si las células han sufrido
algun tipo de estrés tales como: congelaciéon, calentamiento o

desecacion.

3) Factores que favorecen o inhiben su crecimiento

Las condiciones que permiten el crecimiento de S. aureus y por
consiguiente, la produccion de la enterotoxina, dependen del
alimento implicado

pH: S. aureus se desarrolla a un pH de 4,2 — 9,33; siendo el pH
mas adecuado para la produccion de la toxina de 7 a 7,5.
Temperatura: S. aureus crece con facilidad sobre casi todos los
medios  bacteriolégicos en condiciones aerobias 0
microaerofilicas, crecen con mayor rapidez a 37 °C. La
formacién de la enterotoxina ocurre a temperatura entre los 10
y 46 °C con una temperatura optima entre los 40 a 45 °C. La
multiplicacion y produccion de enterotoxinas depende de la
calidad del sustrato, la actividad acuosa y el pH del alimento.
Compuestos quimicos: S. aureus es relativamente resistente a
la desecacion, al calor y al cloruro de sodio al 9%, pero se
inhiben con facilidad mediante ciertas sustancias quimicas, por
ejemplo, hexaclorofeno al 3% pero algunas son mas tolerante,
toleran concentraciones de cloruro de sodio del 10 al 25%.
Ademas resisten a los azucares disueltos, son fermentativos y
proteoliticos, aunque con la mayoria de los alimentos no suelen
producir olores repugnantes ni los convierten en alimentos de

aspecto desagradable.
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d) Métodos convencionales para el recuento e identificacion de S.

aureus en alimentos

Actualmente existen una gran variedad de medios y técnicas para

el recuento de S. aureus en alimentos, los mas importantes son:

1) Agar Baird Parker suplementado con emulsion de yema de
huevo y telurito de potasio. %

Es el método de recuento mas comunmente usado en los
laboratorios de Microbiologia de alimentos. Es un medio
selectivo para el aislamiento y enumeracion de estafilococos
coagulasa (+) provenientes de alimentos, piel, tierra y otros
materiales. También puede ser usado para la identificacion de
estafilococos sobre la base de su habilidad para degradar la
emulsién de yema de huevo.

El agar Baird Parker contiene peptona, extracto de carne y
levadura como fuentes de nitrégeno, carbono, azufre, vitaminas
y trazas minerales. El piruvato de sodio es incorporado para
estimular el crecimiento de S. aureus, el telurito afiadido
posteriormente es toxico para otras bacterias que también
aclaren la emulsion de yema de huevo, ademas S. aureus
reduce el telurito para formar colonias brillantes que van desde
un plomo a negro ?*. La adicién de emulsién de yema de huevo
se la realiza para enriquecer el medio y ademas ayuda a la
identificacion de S. aureus por la accion de la lecitinasa que se
caracteriza por la presencia de zonas claras alrededor de las
colonias. La glicina y el cloruro de litio tienen accién inhibitoria
para otro tipo de bacterias.
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FIGURA 3: COLONIAS CARACTERISTICAS DE S. aureus
EN AGAR BAIRD PARKER SUPLEMENTADO

uninoculated Stap hyfococcus aureus
Plate ATCC™ 25533

| 2

FUENTE: Difco™ Baird-Parker Agar Base with EY Tellurite
Enrichment

Las colonias tipicas de S. aureus son negras, brillantes,
convexas y rodeadas de zonas claras de aproximadamente 2 —
5 mm (VER FIGURA 3). Estafilococos coagulasa negativos
generalmente no crecen bien, si ocurre algo de crecimiento, las
tipicas zonas claras estan ausentes. La mayoria de otros
organismos son inhibidos pero algunas podrian crecer
esparcidamente, produciendo colonias blancas o cafés sin
zonas de aclaracién alrededor de sus colonias.

El agar Baird Parker es selectivo para estafilococos coagulasa
positivos pero otras bacterias también pueden crecer. Se
recomienda utilizar los examenes microscopicos y pruebas
bioquimicas para diferenciar estafilococos coagulasa positivos
de otros organismos.

Existen otros métodos alternos, pero que no estan disponibles

en nuestro pais, o son usados para investigaciones, como ser:
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2) Agar Baird Parker libre de emulsién de huevo?®

En un estudio en 1984, se describié un medio simplificado para
el recuento de S. aureus, esto incluye el reemplazo de la
emulsion de yema de huevo por un suplemento de Tween 80 y
cloruro de magnesio (MgCl,), estos compuestos ademas del
piruvato permiten la recuperaciéon de células estresadas de
S. aureus en un medio que contenga telurito de potasio, cloruro
de litio y glicina como agentes selectivos. Las colonias negras
son identificadas como S. aureus por una simple prueba de
termonucleasa.

El medio libre de emulsion de yema de huevo suplementado
con Tween 80 y Mg™" provee muchas ventajas: i) el medio y su
eficiencia es reproducible, especialmente en situaciones en las
cuales la calidad de la emulsién de yema de huevo (EY del
inglés egg yolk) es variable. ii) la ausencia de un suplemento
rico como la EY reduce el costo y la cantidad de mano de obra
en la preparacion del medio.

Los efectos estimulatorios de Tween 80 y Mg™ a las células
estresadas de S. aureus se dan a nivel de la membrana
citoplasmatica y ribosomal ya que son los primeros sitios
dafiados. El efecto estimulatorio de Tween 80 probablemente
se debe a la presencia de oleato en una forma no toéxica para la
reparacion de la membrana celular dafiada, donde los lipidos y
fosfolipidos estan localizados. Los altos niveles de Mg"™
pueden ser requeridos para la reparacion de los ribosomas
dafiados como una consecuencia de una pérdida de Mg"™"

después del estrés.

3) Placa 3M™ Petrifim™ Staph Express para recuento de S.
aureus %°
La enumeracion de S. aureus se utiliza a menudo como

indicador de la calidad y seguridad de los alimentos. La placa y
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el disco 3M™ Petriflm™ Staph Express para cuenta de S.
aureus se han desarrollado para proporcionar un resultado
cuantitativo de esta bacteria en un plazo de 22 a 29 horas. El
desempefio del método fue demostrado al comparar las
cuentas en los alimentos usando la placa 3M Petrifilm y el
método de referencia en agar Baird Parker seguido por la
prueba coagulasa en colonias seleccionadas.

El Método Petrifilm consta de tres sencillos pasos:

Inoculacion

Incubacién

Interpretacion

Después de inocular 1 ml de la muestra, la placa se incuba a
35 °C £ 2 °C de 22 a 24 horas. Después, la placa esta lista
para la interpretacion. Si S. aureus esta presente en la muestra
se veran colonias rojo-violetas distintivas (VER FIGURA 4) en tan
sOlo 22 + 2 horas. Esto elimina la necesidad de seleccionar
colonias y realizar la prueba de coagulasa para la confirmacion.
El medio de cultivo de la Placa 3M Petrifilm Staph Express es
especifico para estafilococo, por lo que previene el crecimiento
de otros microorganismos que, en un medio Baird Parker
tradicional, podrian desarrollarse.

Sin embargo, cuando el alimento tiene altas concentraciones
de carga microbiana es probable que otros microorganismos se
presenten en la placa ademas de las colonias rojo — violeta;
estas colonias generalmente aparecen como colonias negras o
azul — verdosas. Cuando esto sucede, se debe emplear el
Disco 3M Petriflm Staph Express para distinguir S. aureus
(colonias rojo — violetas) de las otras colonias sospechosas.
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FIGURA 4: COLONIAS CARACTERISTICAS DE
S. aureus EN LA PLACA 3M™ PETRIFILM™ STAPH EXPRESS

FUENTE: www.3m.com/microbiologia

El DNA presente en el disco reacciona con la enzima DNAsa
que producen las colonias de S. aureus. Al mismo tiempo, la
enzima DNAsa se combina con la O-toluidina del disco y se
forman las zonas rosadas que confirman la presencia del
estafilococo. Cuando sea necesario realizar el paso
confirmatorio con el disco, se incuba la placa con el disco
insertado de 1 a 3 horas (no mas) a la misma temperatura (35
°C + 2 °C).

4) Meétodo de la coagulasa para identificacion de S. aureus

Los S. aureus producen coagulasa, una proteina similar a una
enzima que coagula el plasma oxalatado o citratado en
presencia de un factor del suero. El factor sérico reacciona con
la coagulasa para generar esterasas y actividad de coagulacion
de manera similar a la activacion de la protrombina a trombina.
La accion de la coagulasa evita la cascada de la coagulacién
normal del plasma. La coagulasa puede depositar fibrina sobre

la superficie de los estafilococos, alterando talvez su ingestion
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por células fagociticas o su destruccion dentro de dichas
células. Se considera que la produccion de coagulasa es
sinbnimo de patdégeno potencialmente invasor.

Para la confirmacion de S. aureus se debe transferir 0,2 mL de
cultivo en caldo BHI dentro de tubos estériles que contengan
0,5 mL de plasma, luego incubar a 35 °C y examinar después
de 1 hora y luego de 4 horas. No agitar los tubos durante la
incubacion. Los tubos negativos deben ser incubados toda una
noche a temperatura ambiente y luego ser observados.
Distintos grados de coagulacion, como se muestran en la
FIGURA 5, son consideradas reaccion positiva a la coagulasa.
Un coagulo firme que no presente movimiento cuando el tubo
es inclinado (reaccion coagulasa 4+) es considerado una
prueba positiva para S. aureus y no se requiere de otras
pruebas confirmatorias. Y si no hay reaccion coagulasa la
bacteria aislada no es S. aureus y tampoco se necesitan otros

pasos confirmatorios.?’

FIGURA 5: PRUEBA DE LA COAGULASA
o @ O
@ ® @
FUENTE: HEALTH PRODUCTS AND FOOD BRANCH OTTAWA.
MFO-22 July 2002

o

B

D

5) Pruebas confirmatorias adicionales para S. aureus
Por lo menos una de las siguientes pruebas adicionales se

deben realizar:
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Utilizacién anaerobia de glucosa, se inocula el cultivo a ser
analizado en un tubo con medio que contenga glucosa al 0,5%,
luego incubar a 35 °C por 18 — 24 horas. El cambio de color
indica una reaccién acida que es prueba positiva para S.
aureus.

Utilizacion anaerobica de manitol, en este caso la fuente de
carbohidratos es el manitol y S. aureus da reaccion positiva.
Sensibilidad a lisostafina, se debe inocular el cultivo a testear
en 0,2 mL de tampdn salino fosfato (PBS). Luego transferir la
mitad de la suspension a otro tubo y mezclar con 0,1 mL de
PBS, esto servira como un control negativo. Aiadir 0,1 mL de
solucion de lisostafina al tubo original y llevar a una
concentracion de 25 mg de lisostafina por mL de suspension
celular. Incubar ambos tubos a 35 °C por mas de dos horas. Si
la turbidez se aclara en el tubo que contiene células mas
lisostafina y no hay aclaracion en el tubo control, la prueba es
positiva para S. aureus. Si el aclaramiento no ha ocurrido en
dos horas, la prueba es negativa.

Prueba de la termonucleasa *°, La deteccion de la
desoxirribonucleasa termoestable estafilocécica
(termonucleasa) en los alimentos, se utiliza como una prueba
indirecta de la presencia de grandes cantidades de
Staphylococcus aureus en los alimentos, asi como de la
posible formacién de enterotoxina estafilococica. La produccion
de esta enzima se inhibe en anaerobiosis y se estimula por la
presencia de oxigeno, requiere iones calcio para su actividad
enzimatica, posee un pH 6ptimo de 8,6 y se precipita de
cultivos fluidos con sulfato de amonio. Su termoestabilidad
(resiste temperatura de 130 °C por 16,6 min) es la Unica
asociacion con el crecimiento de S. aureus. Esta relacion ha

motivado el desarrollo de diferentes métodos para detectar
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esta enzima en el alimento y utilizarla como pesquisa en los

alimentos susceptibles a la contaminacién de S. aureus.

Enterotoxinas estafilococicas y pruebas para su identificacion

1) Enterotoxinas

Son proteinas de cadena simple no ramificada compuestas por
cantidades relativamente grandes de lisina, tirosina, acido
aspartico y acido glutamico. Los pesos moleculares oscilan
entre 28 000 y 35 000 daltons, son solubles en agua y
presentan una alta termoestabilidad. La produccion de
enterotoxinas por cepas de Staphylococcus aureus se afecta
por la calidad de los nutrientes y el pH del sustrato, la
temperatura, la atmosfera, el cloruro de sodio, otros
compuestos quimicos y los microorganismos competidores. Los
alimentos de mayor riesgo asociados con los brotes de
intoxicacién alimentaria son las ensaladas frias, productos
avicolas (principalmente ensalada de pollo), pasteles con
crema, productos lacteos (principalmente quesos) y el jamén
sobre todo el cocido o alimentos elaborados con éste.

Las enterotoxinas estafilocdcicas son producidas por cepas
muy especificas; sin embargo, una de ellas es capaz de
sintetizar mas de un serotipo de enterotoxinas. Actualmente se
diferencian por su actividad serolégica no menos de 7
enterotoxinas que se designan A, B, C;, C;, C3, Dy E. La
enterotoxina del serotipo A es la que con mas frecuencia
aparece en los brotes de intoxicacion alimentaria y le siguen en
orden decreciente las de los serotipos C1, B, Dy E.*
Actualmente se han descrito otras enterotoxinas como ser los
tipos G, H, I, J, K, L, M, Ny 0.%°
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Se conoce poco acerca del mecanismo de accién de las
enterotoxinas estafilococicas y el como causan los sintomas de
la intoxicacion alimentaria, se cree que tendrian un efecto
directo sobre el epitelio intestinal y sobre el nervio vago,
causando de esta manera una estimulacion del centro emético
y del transito intestinal. La dosis de infeccidon requerida para
inducir la intoxicacion alimentaria por S. aureus en humanos es
estimado alrededor de 0,1 ug y puede variar de acuerdo a la

sensibilidad del paciente.

2) Métodos para su identificacion

Los alimentos contaminados suelen tener altos niveles de
estafilococos enterotoxigénicos (10° UFC/g). Los alimentos
involucrados deben ser analizados para ver si el estafilococo
esta presente. La presencia de un numero importante de
estafilococos en el alimento permite sospechar que la toxina
esta presente.

La prueba mas concluyente es la deteccion de la toxina en las
muestras de los alimentos sospechosos. Se han desarrollado y
utilizado con éxito en el diagnéstico de la enfermedad varios
meétodos seroldgicos para determinar la entero — toxigenicidad
de S. aureus aislado de los alimentos, asi como métodos para
separar y detectar la toxina. Para detectar residuos de la
enterotoxina estafilocécica en los alimentos supuestamente
implicados en un brote de la enfermedad, la toxina debe ser
separada y concentrada antes de procederse a la identificacion
con el antisuero (anti — enterotoxina). Se han desarrollado
métodos rapidos basados en anticuerpos monoclonales
(ELISA, Reverse Passive Latex Agglutination), que permiten
detectar aproximadamente 1,0 nanogramo de toxina por gramo

de alimento.
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Método de aglutinacion pasiva y reversa en latex (RPLA del
inglés Reverse Passive Latex Agglutination): este método es
aplicable para la determinacion de la produccién de
enterotoxina por S. aureus en alimentos, ingredientes
alimentarios y cultivos en caldo. Los alimentos implicados en
intoxicaciones estafilococicas suelen contener menos de 10 ng
de toxina por gramo de alimento, para detectar estos niveles
bajos de enterotoxina sin utilizar métodos de concentracién, se
puede utilizar este método directamente ya que presenta un
anticuerpo especifico que recubre particulas de poliestireno,
este método es capaz de detectar las enterotoxinas del tipo A,
B,CyD.*

Ensayo inmunoadsorbente ligado a enzimas (ELISA del inglés
Enzyme Linked Immunosorbent Assay): vienen en Kits para la
deteccion de enterotoxinas totales (SETs) de Staphylococcus
aureus en alimentos y sobrenadantes de cultivos. El método
mas usado es el ELISA tipo sandwich en microplaca. Es un test
cualitativo y el limite de deteccién de enterotoxinas totales (A,
B, C1, C2,C3,DyE)esde 0,25 a 1,0 ng/g en funcion del tipo

de alimento.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR del inglés
Polimerase Chain Reaction): las enterotoxinas estafilocécicas
son termoestables y resistentes a la accion de enzimas
digestivas. Los tipos mas comunes de estas enterotoxinas son
SEA — SEE. Cepas aisladas que son portadoras de los genes
sea — see para la sintesis de las toxinas son responsables del
95% de los brotes de intoxicacion alimentaria. Mediante este
método se puede determinar la presencia de los genes A (sea),
B (seb) C (sec), D (sed) and E (see) en aislados de S. aureus

recuperados de alimentos.
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- Otros métodos: actualmente existen en el mercado una
variedad de métodos, principalmente inmunolégicos, para el
diagnéstico de las enterotoxinas, como ser la

inmunocromatografia, radioinmunoensayo y hemaglutinacion.

INTOXICACION ALIMENTARIA POR S. aureus

a) Alimentos implicados

En todos los casos de intoxicacion alimentaria por estafilococos el
alimento o alguno de sus ingredientes estaban contaminados con
cepas de S. aureus enterotoxigénico y estaban expuestos a
temperaturas que permiten el desarrollo de S. aureus. Muchas
veces los alimentos llegan a esa temperatura por un fallo en el
proceso de refrigeracion o porque una temperatura que permite su
desarrollo es requerida durante su procesamiento (por ejemplo la
fabricacion del queso). Muchos alimentos pueden ser un medio
adecuado para el crecimiento de S. aureus y han sido implicados
en la intoxicacion alimentaria estafilococica incluyendo leche y
crema, pasteles rellenos con crema, mantequilla, jamoén, queso,
salchichas, carne enlatada, ensaladas, carnes cocidas Yy
sandwiches rellenos. Varios ejemplos de intoxicaciones
alimentarias por estafilococos han sido descritos en la literatura.
En un caso, el queso estaba implicado en un brote porque fue
hecho de leche contaminada después de su pasteurizacion, la
pasteurizacion mata a los estafilococos pero no tiene efecto sobre
las enterotoxinas. Es importante eliminar las posibles fuentes de
contaminacion durante el procesamiento y refrigeracion del
alimento o alguno de sus ingredientes. Los productos pueden ser
refrigerados antes o después de los tratamientos con calor



26

(pasteurizacién). En el caso de los alimentos enlatados que han
sido correctamente procesados, la bacteria y la enterotoxina son
usualmente destruidos.

En algunos casos las principal fuente de contaminacion son los
humanos (los manipuladores contaminan el alimento via contacto
manual o por via respiratoria ya sea tociendo o estornudando) y la
contaminacion ocurre después del tratamiento por calor del
alimento. Sin embargo en alimentos como la carne cruda,
salchichas, leche cruda y queso elaborado con leche cruda, la
contaminacion es de origen animal y frecuentemente debido a que
el animal es portador de la bacteria o esta infectado (por ejemplo
la mastitis en vacas).

El crecimiento del S. aureus en los alimentos se ve facilitado si se
eliminan los microorganismos competidores, que no soportan las
altas temperaturas, altas presiones osmdticas o humedad
relativamente baja. Debido a ello, hay ciertos alimentos asociados
con elevadas incidencias de intoxicacion estafilocécica, como son
las natillas y las cremas de pasteleria (es una emulsidén de aceites
vegetales, leche o leche en polvo, huevo y azicar®), de presién
osmotica relativamente alta y con zonas de escasa humedad, o el
jamoén, que contiene muchas sales y saborizantes, que inhiben a

los microorganismos competidores pero no a los estafilococos.

b) Aspectos clinicos %’ (VER FIGURA 6)

La contaminacion de alimentos por S. aureus, esta asociada con
una forma de gastroenteritis que se manifiesta clinicamente por un
cuadro caracterizado por vomitos (76% de casos) y diarrea (77%
de casos). El corto periodo de incubacion de 1 — 6 horas orienta a
la sospecha de enfermedad producida por ingestion de una o mas
enterotoxinas preformadas en el alimento que ha sido

contaminado con cepas de S. aureus productor de la misma.
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Raramente se observan signos de toxicidad sistémica, tales como
fiebre e hipotensién

En general, es un cuadro autolimitado que tipicamente se resuelve
en 24 — 48 horas desde el inicio.

No esta claro si en humanos se desarrolla inmunidad a largo
plazo, pero anticuerpos frente a wuna SE (enterotoxina
estafilococica, del inglés Staphylococal Enterotoxin) no
necesariamente confieren inmunidad frente a la intoxicacion por S.
aureus, ya que existe multiples SE capaces de producir
enfermedad. En algunos casos, anticuerpos producidos frente a
una SE confieren proteccion cruzada contra otra SE, ya que
algunas comparten epitopes.

Todas las SE son capaces experimentalmente en primates de
producir emesis, y no se registra enterotoxemia, excepto en dosis
muy altas, probablemente debido a su dificultad para atravesar
mucosas.

El 99% de casos de intoxicacion alimentaria por enterotoxinas
estafilococcicas esta asociado a S. aureus y ocasionalmente se
reportan casos por Staphylococcus epidermidis.

Las cepas estafilocccicas enterotoxigénicas aisladas de
alimentos implicados en brotes de infeccibn son mas a menudo
lisadas por fagos del grupo Ill, y menos frecuentemente

simultaneamente por los grupos | y lll.

FIGURA 6: ALIMENTOS COMUNMENTE CONTAMINADOS
CON S. aureus Y ASPECTOS CLINICOS
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c) Patogenia *?

El sitio blanco de accién de las enterotoxinas que origina el reflejo
emeético esta localizado en la viscera abdominal, donde existen
receptores celulares para SE. Debido a que estos receptores no
han sido identificados resta mucha incertidumbre con respecto a
los eventos tempranos en la patogenia de la intoxicacion por S.

aureus.
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La hipdtesis mas sustentada argumenta que los vomitos ocurren
en respuesta a la inflamacién inducida por las enterotoxinas. Los
sintomas estan altamente correlacionados con la produccion de un
gran numero de mediadores de la inflamacion, incluyendo
prostaglandina E2, leucotrieno B4, y acido 5-
hidroxicicosatetraenoico.

No esta claro si estos mediadores son generados directa o
indirectamente en respuesta a las SE.

En Ultima instancia, la respuesta emética a las SE es dependiente
de la activaciéon del centro del vomito en el tronco encefélico, el
cual es estimulado por impulsos trasmitidos desde el vago y

nervios simpéaticos.

d) Tratamiento %

Como para la mayoria de enfermedades trasmitidas por alimentos
autolimitadas, las medidas de sostén son la base del tratamiento.
No esta indicado tratamiento con antimicrobianos.

Una cuidadosa preparacion de los alimentos puede prevenir la
contaminacion alimentaria por estafilococos. Cualquiera que tenga
una infeccion estafilocécica en la piel, como fordnculos o impétigo,
infecciones en el tracto respiratorio, no debe manipular alimentos
para otros hasta que se encuentre libre de la infeccion.

El tratamiento generalmente consiste en beber liquidos
adecuados. Cuando los sintomas son graves, el médico puede
administrar inyecciones o prescribir supositorios para ayudar a
controlar las nduseas. A veces, la pérdida de liquidos es tal que se
tienen que reponer por via intravenosa. La administracion rapida
de liquidos y electrolitos por via intravenosa a menudo proporciona

una gran mejoria.
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I1l. DISENO METODOLOGICO

A. POBLACION

La poblacion de estudio estuvo constituida por 60 muestras de pasteles
con relleno de crema de expendio en la ciudad de La Paz durante los
meses de enero y agosto del aflo 2006. 30 muestras fueron recolectadas
de puestos ambulantes y las otras 30 fueron recolectadas de pastelerias
con local fijo.

Las muestras fueron recolectadas de las zonas Pampahasi, San lIsidro,
Obrajes, Vino Tinto, Puente Topater, La Portada, Max Paredes,
Cementerio, Pérez Velasco, Calatayud, Kollasuyo, Alonso de Mendoza,

Cota Cota, San Miguel y Calacoto.

B. DESCRIPCION DEL AMBITO DE INVESTIGACION 23

La ciudad de La Paz se levanta en un valle de 18724 hectéreas
urbanizadas, con pendientes variables bajas y medias y accidentes
geograficos tipicos de una cuenca.

La ciudad tiene una excepcional configuracion topografica, ubicada en
una altitud que oscila entre los 3200 y 4000 metros sobre el nivel del mar.
Esta ubicacion la convierte en una de las pocas ciudades asentadas
sobre tal desnivel y de alli se derivan sus particularidades climatoldgicas
y topograficas.

La ciudad se encuentra situada en una zona intertropical de 16° 30’ de
latitud sud y 68° 08 de longitud oeste. Por su latitud, se encuentra
ubicada en la zona torrida ecuatorial, con un grado de radiacién
pronunciado, que se incrementa con radiacion ultravioleta por la baja
densidad atmosférica presente.

La temperatura media anual es de 16° C y varia desde los 7,8° C en el
mes de julio (invierno) y 16,7° C en el mes de diciembre (verano). Las
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temperaturas maximas evolucionan poco a lo largo del afio de 20° C
(octubre) a 15° C (junio-julio), con un maximo absoluto en noviembre, una
ligera disminucion en verano debido a la cobertura nubosa, un ligero
maximo en abril debido a la mejora del asolamiento y un minimo absoluto
en el mes de julio.

La estacién humeda se extiende generalmente durante cuatro meses, de
diciembre a marzo, con el 70% de las precipitaciones anuales. La
sequedad es casi absoluta de mayo a agosto. La estacion seca es
interrumpida entre septiembre y noviembre por algunos periodos
lluviosos de corta duracion (1 a 3 dias). En la zona urbanizada de La Paz,
las diferencias registradas son débiles y poco significativas (10% a 15%)
a la escala anual. La humedad relativa al igual que las otras variables
climaticas, varia estacionalmente, mostrando los valores mas altos
durante los meses de enero y febrero, relacionados totalmente con los
eventos de lluvia.

La presion barométrica, referida al barometro de mercurio, tiene un
comportamiento relativamente mas homogéneo respecto a las ciudades
costeras. La presion media anual es de 493,5 mm Hg, muy por debajo de

la presion a nivel del mar de 760 mm Hg.

C. DESCRIPCION DEL AMBIENTE DE INVESTIGACION

Este estudio se realiz6 en el laboratorio de la Unidad de Microbiologia de
Alimentos dependiente del Instituto de Servicios en Laboratorio e
Investigacion en Salud (SELADIS) que se encuentra ubicado en la
avenida Saavedra # 2224, su teléfono de referencia es el 2222436
(interno 108). ElI mencionado Instituto es dependiente de la Facultad de
Ciencias Farmacéuticas y Biogquimicas perteneciente a la Universidad
Mayor de San Andrés, con sede principal en la ciudad de La Paz —

Bolivia.
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D. METODOLOGIA Y TECNICAS

El método utilizado fue el cultivo bacteriol6gico en placa para recuento de
S. aureus, técnica que tiene una sensibilidad de por lo menos 20 UFC/g y
se encuentra normalizado dentro la Norma Boliviana NB 33004

Este método se basa en la siembra en superficie de un volumen
determinado de las diluciones 102 y 10 de la muestra (pastel con
crema) en agar Baird Parker, y el desarrollo de colonias negras por la
reduccion de telurito a teluro rodeadas de zonas claras por protedlisis de
la yema de huevo, colonias caracteristicas de S. aureus.

Posteriormente se hizo la confirmacion de las colonias sospechosas
mediante la prueba de la coagulasa en tubo.

En el ANEXO 1 se ilustra un flujograma del método mencionado.

Los materiales, reactivos y equipos usados en el presente trabajo se
enlistan en el ANEXO 2.

E. TIPO DE ESTUDIO

El presente trabajo es un estudio observacional, prospectivo, transversal

y descriptiivo.

F. ANALISIS ESTADISTICO

El grado de contaminacion de pasteles con crema por S. aureus fue
calculado tomando como base la confirmaciéon de las colonias
sospechosas usando la prueba de la coagulasa en tubo. Los resultados
se expresaron como muestras fuera de Norma y dentro de norma y sus

respectivos porcentajes.



33

IV. RESULTADOS

A. CONTAMINACION CON S. aureus EN PASTELES CON CREMA
EN PUESTOS AMBULANTES Y PASTELERIAS

De 60 muestras recolectadas y posteriormente analizadas, el 8% (5
muestras) presentaron un recuento fuera de Norma (10 — 10%° UFCI/g
segun Norma Chilena), de los cuales el 3% (2 muestras) eran
provenientes de puestos ambulantes y el 5% (3 muestras) eran
provenientes de pastelerias con local fijo. (CUADRO 1Y FIGURA 7)

Los valores encontrados fuera de Norma durante el recuento de S.

aureus en los pasteles con crema fueron los siguientes:

6,04 x 10° UFC/g (proveniente de pasteleria con local fijo)

6,53 x 10° UFC/g (proveniente de pasteleria con local fijo)

2,33 x 10* UFC/g (proveniente de pasteleria con local fijo)
1,17 x 10* UFC/g (proveniente de puesto ambulante)

3,50 x 10% UFC/g (proveniente de puesto ambulante)

Cuadro 1: Muestras fuera de Norma al recuento de S. aureus,
segln lugar de expendio. SELADIS. LP — Bol. Agosto 2006

# DE MUESTRAS PORCENTAJES

PLF PA Total PLF PA Total

Fuera de Norma 5% 8%

Dentro de Norma 45% 92%

TOTALES 50% 100%

(PLF = Pastelerias con local fijo; PA = Puestos ambulantes)
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Figura 7: Porcentaje de muestras fuera de Norma al recuento de
S. aureus, segun lugar de expendio. SELADIS. LP — Bol. Agosto. 2006

100%
80% 1
0,
. 4% 0O Muestras
60% provenientes de
PA
40%
@ Muestras
20% | 45% provenientes de
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0% | =
8% 92%
MFN MDN

(PLF = Pastelerias con local fijo; PA = Puestos ambulantes
MFN = Muestras fuera de Norma; MDN = Muestras dentro de Norma)

B. CONTAMINACION DE PASTELES CON CREMA CON S. aureus,
DE EXPENDIO EN PUESTOS AMBULANTES

De 30 muestras recolectadas de puestos ambulantes de las diferentes
zonas de la ciudad de La Paz, después del recuento se evidencié que el
7% (2 muestras) presentaron un recuento fuera de Norma (VER CUADRO 2

Y FIGURA 8).
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Cuadro 2: Muestras fuera de Norma al recuento de S. aureus

en puestos ambulantes. SELADIS. LP — Bol. Agosto. 2006

# DE
MUESTRAS

PORCENTAJE

Fuera de Norma 2 7%

Dentro de Norma 28 93%

Total 100

Figura 8: Porcentaje de muestras fuera de Norma para S. aureus
en puestos ambulantes. SELADIS. LP — Bol. Agosto. 2006

100% -
80% - ]

60% - |

40% | —

20% -

0%

(MDN = Muestras dentro de Norma
MFN = Muestras fuera de Norma)

C. CONTAMINACION DE PASTELES CON CREMA CON S. aureus,
DE EXPENDIO EN PASTELERIAS CON LOCAL FIJO

De 30 muestras recolectadas de pastelerias con local fijo ubicadas en las
diferentes zonas de la ciudad de La Paz se evidencio que el 10% (3
muestras) presentaban un recuento fuera de Norma. (VER CUADRO 3 Y

FIGURA 9)
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Cuadro 3: Muestras fuera de Norma al recuento de S. aureus en
pastelerias con local fijo. SELADIS. LP — Bol. Agosto. 2006

# DE
MUESTRAS

MUESTRAS

Fuera de Norma 3

Dentro de Norma 27

Total

Figura 9: Porcentaje de muestras positivas para S. aureus en
pastelerias con local fijo SELADIS. LP — Bol. Agosto. 2006
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(MDN = Muestras dentro de Norma
MFN = Muestras fuera de Norma)

D. FACTORES DE RIESGO DE CONTAMINACION DE LAS
MUESTRAS FUERA DE NORMA DURANTE SU CONSERVACION.

Durante el muestreo de los pasteles, se evidencié los posibles
factores de riesgo durante la conservacion de los pasteles, tomandose

en cuenta: 1) proteccion contra el medio ambiente, ya sea por el uso
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de mamparas de vidrio o simplemente el uso de nylon. 2)
Temperatura de conservacion.

Para el primer caso se evidencié que el 40% (2 muestras) estaban
protegidos del medio ambiente por el uso de nylon, el otro 60% (3
muestras) estaba protegido por el uso de mamparas de vidrio. (VER
FIGURA 10)

Para el segundo caso, el 100% (5 muestras) no se encontraban a una
temperatura adecuada de conservacion (refrigeradas), sino que se

encontraban conservadas a temperatura ambiente. (VER FIGURA 11)

FIGURA 10: Porcentaje de muestras fuera de Norma segln su proteccién
contra el medio ambiente. SELADIS. LP — Bol. Agosto. 2006

@ Proteccioén contra

100+ el medio ambiente

m Por el uso de
nylon

O Por el uso de
mamparas de
vidrio

FIGURA 11: Porcentaje de muestras fuera de Norma segun
su temperatura de conservacion. SELADIS. LP — Bol. Agosto. 2006
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refrigeracion
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E. FACTORES DE RIESGO DE CONTAMINACION DE LAS
MUESTRAS FUERA DE NORMA DURANTE SU MANIPULACION
EN EL MOMENTO DE EXPENDIO

Para este caso, durante el muestreo se evidencio el uso de ropa
protectora por parte de los vendedores (mandiles, gorras, guantes).
Asi como también, la manipulacion de los pasteles durante su
expendié (manipulacion con pinzas o solamente con las manos)

El 0% de los vendedores usaban ropa protectora durante la
manipulacion y expendio de los pasteles. Durante la venta, la
manipulacion se la hacia con pinzas en el 60% (3 muestras) de los
casos y en el restante 40% (2 muestras) se lo realizaba con las
manos, pero estas protegidas con nylon (a manera de guante). (VER

FIGURA 12)

FIGURA 12: Porcentaje de muestras fuera de Norma segun su
manipulaciéon durante el expendio. SELADIS. LP — Bol. Agosto. 2006

604

40|

20

0,

@ Uso de ropa protectora B Manipulacion con pinzas
O Manipulacién con nylon a manera de guante
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V. DISCUSION

El presente trabajo demostr6 que el grado de contaminacion de pasteles con
crema por S. aureus fue de un 8%, para su analisis se us6 el método
bacteriologico de recuento en placa y posterior confirmacion de las colonias
sospechosas con la prueba de la coagulasa, segun la Norma NB 33004. Se
debe destacar que este método es de facil realizacién, los reactivos
utilizados son de féacil preparacién, accesibles y disponibles para el trabajo
en cualquier laboratorio de microbiologia de alimentos, pero su principal
desventaja es el requerimiento de un tiempo prolongado para su lectura
(aproximadamente 96 horas).

El resultado hallado en este trabajo es casi similar a los resultados de los
trabajos realizados en Argentina por Lancelle y Vasek y en Cuba por
Carrera et al (9,38% y 8% respectivamente, en el primer caso se procesaron
muestras de leche cruda y en el segundo caso, muestras provenientes de
pastelerias.

Sin embargo el resultado hallado es inferior al hallado en un trabajo
realizado en Ghana por Mensah (31,9%). Cabe mencionar que en este
estudio se procesaron todo tipo de alimentos y no solo se hizo énfasis en
productos de pasteleria. En trabajos realizados en la ciudad de La Paz,
donde se trabajé con muestras de queso y leche, también se obtuvieron
resultados mayores (22,5% y 36%) . Se debe tomar en cuenta que la
probabilidad de desarrollo de S. aureus en leche y sus derivados es mayor
que en los productos de pasteleria debido a la presencia de mejores
condiciones para su desarrollo y a la facilidad de una contaminacion del
alimento debido a su mayor manipulacion y exposicion al medio ambiente.

El resultado hallado es superior al encontrado en Hong Kong (2,22%) , en
este caso también se procesaron pasteles, segin mencionan en el estudio la
elaboracion de los pasteles era higiénica y seguia Normas para tal efecto.
Hubo mayor contaminacion de los pasteles con crema por S. aureus en
muestras provenientes de pastelerias con local fijo (10%) que en las
muestras provenientes de puestos ambulantes (7%). En ambos casos las
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muestras estaban mantenidas a temperatura ambiente, protegidos de la
contaminacion ambiental y durante su expendio no habia contacto directo
entre el manipulador y los pasteles. En algunos casos usaban pinzas pero
estas eran de uso comun y no se las almacenaba en lugares adecuados y
mucho menos se realizaba una limpieza adecuada (mayor probabilidad de
contaminacion), en otros casos los vendedores usaban nylon en las manos
(a manera de guante) para la manipulacion (una pequefia disminucion del
riesgo de contaminacion).

En el caso de las muestras que se encontraban fuera de Norma, todas
presentaban recuentos inferiores para la produccion de la enterotoxina (>10°
UFC/g). En este trabajo no se consideré la busqueda de enterotoxinas pero
se recomienda realizar estudios posteriores de seguimiento donde se
deberia tomar en cuenta la busqueda de cepas de S. aureus
enterotoxigénico y especificamente de sus toxinas mediante métodos

inmunoldgicos como las pruebas de aglutinacion o el conocido ELISA.
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VI. CONCLUSIONES

- El grado de contaminacién de pasteles con crema por S.
aureus, de expendio en puestos ambulantes y pastelerias con
local fijo fue del 8%, todos los recuentos de las muestras se
encontraban en un nimero mayor a la Norma de referencia

utilizada.

- Se realizo cultivo bacteriologico para la busqueda de S. aureus
en pasteles con crema segun su lugar de expendio. Se
encontré que el grado de contaminacién de los pasteles con
crema recolectados de pastelerias con local fijo fue del 10% y
las recolectadas de puestos ambulantes, solo fue del 7%. El
porcentaje de contaminacion es mayor en pastelerias con local
fijo porque existe una inadecuada conservacion y manipulacion

del pastel.

- En el caso de las muestras fuera de Norma se evidencié que el
principal factor de riesgo durante su conservacion es
principalmente la falta de refrigeracion, en el 100% de los

casos.

- Se debe destacar que en el 100% de los casos si habia una
proteccion adecuada contra la posible contaminacién
ambiental, en el 40% la proteccion se lo realizaba por el uso de
nylon y en el 60% mediante el uso de mamparas de vidrio, de
esta manera se puede descartar este factor como posible
factor de riesgo.

- En el caso de las muestras fuera de Norma se evidencio que
los principales factores de riesgo para su contaminacion

durante la manipulacién en la venta fueron la falta de uso de
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ropa protectora por los vendedores en el 100% de los casos.
En cuanto a la manipulacién de los pasteles, en todos los
casos no habia contacto directo entre el manipulador y el
pastel, en el 40% de los casos la manipulacién era con la mano
protegida con nylon (a manera de guante) y en el 60% la
manipulacion era mediante el uso de pinzas, este factor puede
ser el principal factor de riesgo ya que la pinza era de uso

comun y no tenia una limpieza adecuada.
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Vil. RECOMENDACIONES

Se deberia realizar un seguimiento de los locales donde se
hallaron muestras con recuentos fuera de Norma, para evitar
posibles brotes de intoxicacion alimentaria por S. aureus.
También dar charlas o seminarios por parte del Ministerio de
Salud a los elaboradores y vendedores de los productos de
pastelerias, considerandose los posibles factores de riesgo de
contaminacion durante su elaboracion, manipulacion vy

conservacion para asi tratar de eliminar el problema de raiz.

Se recomienda realizar trabajos posteriores donde se pueda
considerar la determinacion de otros posibles factores de
riesgo no incluidos en este trabajo, como ser la presencia de
heridas en las manos de los vendedores, presencia de
infecciones respiratorias, el procedimiento de la elaboracién,
etc. También se podria determinar la presencia de
enterotoxinas producidas por algunas cepas de S. aureus, para

tal motivo se podrian utilizar pruebas inmunoldgicas.

Ya se deberia contar con un Codigo Alimentario completo en
nuestro pais que fije los rangos establecidos de los
microorganismos en alimentos y aguas. Ya que actualmente se
trabaja con Normas extranjeras que en algunos casos son
ajenos a nuestra realidad y pone en riesgo la salud de la

poblacién en general.
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ANEXO 1
FLUJOGRAMA SOBRE LA METODOLOGIA USADA
PARA EL RECUENTO DE Staphylococcus aureus
MEDIANTE CULTIVO BACTERIOLOGICO EN PLACA
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Horizontal method for the enumeration of
coagulase-positive staphylococci
(Staphylococcus aureus and other species)
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ANEXO 2
MATERIALES, EQUIPOS, MEDIOS Y REACTIVOS
USADOS EN EL PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

A. MATERIALES

- Cajas Petri de 15 x 100 mm

- Tubos de cultivo de 150 x 15 mm
- Tubos de cultivo de 100 x 15 mm
- Gradilla para tubos

- Pipetas de vidrio de 10 mL

- Pipetas de vidrio de 2 mL

- Pipetas de vidrio de 1 mL

- Asas de Drigalsky

- Propipetas

- Utensilios (cucharas y cuchillos)
- Matraces Erlenmeyer de 500 mL
- Bolsas para Stomacher

- Frascos de boca ancha con capacidad para 500 mL
Todo este material debe ser estéril.

B. EQUIPOS

- Estufa de incubacién a 35 + 2 °C
- Autoclave

- Stomacher

- Balanza digital

- Refrigerador

- Mechero Bunsen

- Vortex

C. MEDIOS Y REACTIVOS

- Agua peptonada al 0,1%

- Agar Baird Parker (bioBRAS DIAGNOSTICAS — Brasil, Britania
SA — Buenos Aires, Argentina)

- Caldo Infusién cerebro corazon (BHI)

- Plasma obtenido con EDTA preferentemente de conejo

- Emulsion de yema de huevo al 50%

- Solucion de telurito de potasio (OXOID — Culture Media
Suplements)
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GLOSARIO
Absceso, acumulacion de pus, liquido espeso de color amarillento, que se
produce como consecuencia de la invasion de los tejidos corporales por
bacterias, hongos o protozoos.
Acneiforme, inflamacién cronica de las glandulas sebaceas.

DNasa, enzima responsable de la digestion del DNA.

Elemento genético heterdlogo, material genético derivado o procedente de
una especie distinta de la especie de referencia.

Emético, sustancia que estimula el vomito.

Endotoxina, toxina que se libera por la ruptura de las paredes de las propias
bacterias al morir.

Exotoxina, toxina que se secreta por bacterias vivas.

Epitope, conjunto especifico de caracteristicas quimicas que es reconocido
por un anticuerpo o un receptor de célula T determinado. Sitio especifico al
cual se une una inmunoglobulina o un receptor de célula T particular.

Lecitinasa, enzima que actla sobre las lecitinas (fosfatidilcolinas que se
presentan en membranas celulares).

Lisostafina, es una endopeptidasa que hidroliza los enlaces pentaglicina en
el péptidoglicano de la pared de Staphylococcus aureus produciendo la lisis
celular. Naturalmente la lisostafina es producida por especies Coagulasa
Negativa del género Staphylococcus como es el S. simulans. Se caracteriza
por ser especifica para S. aureus

Septicemia, enfermedad de la sangre producida por la multiplicacion de
bacterias en el torrente sanguineo. Las bacterias entran en el torrente
sanguineo desde un area de infeccion local, una herida o una intervencion
quirurgica. La septicemia se caracteriza por escalofrios, fiebre, postracion y
los sintomas propios de la infeccion local originaria.

Tween 80, es un aceite hidrogenado poliglicolisado, es decir, es una aceite
dispersable en agua, se encuentran relacionados quimicamente con los PEG
El Tween 80 es una base grasa que se emplea en la formulacién de
supositorios.



	 
	 

