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I. -INTRODUCCION

A. Definiciones.

1. Denominamos microflora estafilocécica al conjunto de bac-
terias pertenecientes al género Staphylococcus (RosEnsacH, 1884) vy
aceptamos la descripcién que del mismo hacen BREED et dl. en el Bergey’s
Manual of Determinative Bacteriology (1957).

2.° Entendemos por leche natural la leche fresca de vaca de
acuerdo con el Decreto de 18 de abril de 1952 (B. O. E. de 27 de mayo
de 1952).

3.2 En la orientacién y desarrollo de este estudio sobre flora
microbiana de la leche, hemos tenido presente:

a) Que la leche natural es un producto que contiene con fre-
cuencia estafilococos patdgenos.
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b) Que constituye un excelente medio de cultivo para los es-
tafilococos y en ciertas condiciones ideal para la produccién de toxinas
por parte de estos microorganismos.

¢) Que es un alimento de consumo cada dia mdas generalizado
y los trastornos que puede producir en el consumidor como tal alimento
portador de estafilococos son. preferentemente, de caracter toxico-

alimentario.

B. Naturaleza y concepio historico del problema.

El papel que a los estafilococos corresponde como agentes de in-
feccidn, asi como el estudio de las enfermedades que estos organismos
producen en el hombre y animales, han quedado bien plasmados en las
obras de SmitH (1958) y ELEK (1959) y Worms (1960).

Las afecciones mas frecuentes desde el punto de vista infeccioso
son: forénculos, abcesos, impétigo, acné, pielitis, cistitis y mastitis. Como
realmente graves se citan las septicemias, endocarditis, sepsis puerperal,
neumonias y osteomielitis.

Sin olvidar las enteritis estafilocécicas, que pueden presentarse
y desarrollarse con gran rapidez, después de una prolongada terapia
antibiética por via oral, en caso de aparecer cepas resistentes.

Como es sabido, independientemente de su capacidad infectante
y toxica “in vivo”, los estafilococos pueden producir toxinas “in vitro”,
algunas de las cuales cuando son ingeridas por el hombre determinan
en éste una intoxicacion caracterizada por sintomas de gastro-enteritis
aguda (salivacién, nduseas, vomitos. calambres abdominales de variable
intensidad y diarrea),

Seglin Dack (1962¢) esta enfermedad fue primeramente descrita
por DENYs (1894) en Bélgica, por OWEN (1907) en USA, por BARBER
(1914) en Filipinas y finalmente fue descubierta de nuevo por DACK et al.
(1930) en Estados Unidos. La intoxicacién se debi6, en este caso, al
consumo de pasteles rellenos de crema.

Cuatro monos y algunos ratones inoculados por via oral con
una suspensién salina del material recogido no mostraron signo alguno
de intoxicacion, pero el aislamiento de colonias bacterianas a partir del
producto sospechoso y estudio subsiguiente de los tipos predominantes,
dio mejores resultados.
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Un filtrado de caldo de cultivo incubado durante cuarenta horas
y previamente sembrado con una de estas cepas, fue capaz de producir,
en un conejo inoculado intravenosamente con dosis de 4 cc., una pro-
fusa diarrea.

Cuando tres personas bebieron voluntariamente 25, 10 y 5 cc.
del filtrado letal para el conejo, se apreciaron sintomas tipicos, a partir
de las tres horas, en el voluntario que habia ingerido la mayor dosis.
En los otros las sensaciones de néuseas, escalofrios y desérdenes gastro-
intestinales fueron moderados.

El filtrado téxico habia sido preparado a partir de un estafilo-
coco dorado y hemolitico.

A partir de este estudio, conocida y divulgada la causa de este
tipo de intoxicaciones, éstas comienzan a diagnosticarse con gran fre-
cuencia en todos los continentes y el problema entra en una fase cien-
tifica (Dack, 1962a).

TanNER v TANNER (1953), DEwERRY (1959) y Dack (19624) han
revisado el tema ampliamente. Estos autores destacan el papel de la
leche como vehiculo de estafilococos y origen de intoxicaciones.

A la leche los estafilococos pueden llegar del ambiente o pro-
ceder de la misma ubre, incluso de vacas sanas,

Selin WiLsoN y MiLEs (1955) el “habitat” natural para los esta-
filococos seria el organismo animal.

Davipson (1961) concluye un minucioso estudio sefialando a la
ubre misma como la fuente mas importante de estafilococos en el ga-
nado vacuno, estableciendo que éstos son capaces de multiplicarse tanto
en el interior como en el exterior de la glandula.

Las vias respiratorias y las manos, especialmente de individuos
convalecientes de catarros o con diversas lesiones (fortinculos, heridas
infectadas, etc.), son factores muy importantes en la contaminacién y
difusién de estos microorganismos (WiLson y MiLEs, 1955),

En ocasiones, sin embargo, estafilococos aislados de alimentos
inculpados de originar intoxicaciones han demostrado idénticas reaccio-
nes ante series de fagos a aquellos aislados de individuos aparentemente
sanos y que habian intervenido en su manipulacién (TANNER y TANNER,
1953; Dack, 1962a).

La leche, aiin obtenida asepticamente y de vacas sanas, puede
contener estafilococos.
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MiLLER (1943) sefialaba, sobre la base de un amplio examen,
que el 33,3 por 100 de las vacas examinadas contenian estafilococos
“aureus” en la sereccion lactea.

Hauce (1951) enconiré estafilococos en el 45 por 100 de las
muestras de leche de los distintos establos que abastecian Oslo, con un
60 por 100 de estafilococos coagulasa positivos.

ScrALM y Lasmanis (1957) utilizando el test de Whites'de para
una calificacion previa de las muestras de establo, llegaron a los si-
guientes resultados:

Whiteside positivo (leche anormal): contenian estafilococos coa-
gulasa negativos el 20 por 100 de las muestras y el 52 por 100 estafi-
lococos coagulasa positivos.

Whiteside negativo (leche normal): estafilococos coagulasa ne-
gativos el 80 por 100 de las muestras y positivos el 48 por 100.

WaLTERs (1959) estudiando muestras de leche de mezcla detectc
estafilococos coagulasa positivos en un 61 por 100 de las mismas.

MugraY (1960) trabajando sobre muestras de primera calidad
(grado A) descubrié que un 58 por 100 de las muestras portaban esta-
filococos coagulasa positivos.

Monpint y GasPARINI (1960) encuentran un bajo porcentaje de
estafilococos patégenos (8 por 100 del total de los aislados) en la leche,
si bien el niimero de muestras con estafilococos era del 70 por 100
aproximadamente.

TAKAGI et al. (1961) estudiaron 538 vacas en lactacién y sefiala-
ron que un 75 por 100 de las ubres normales segregaban micrococaceas.
De las muestras anormales (pH > 6,0) eliminaban micrococaceas el
66 por 100 y de las clinicamente anormales (ubre enferma) solamente
el 55 por 100, siendo para todos los grupos el porcentaje de patégenos
similar (5-8 por 100).

MuncH-PETERSEN y GARDINER (1965) citan las siguientes cifras:
43,4 por 100 de las vacas examinadas contenian estafilococos en la se-
crecion lactea, de las cuales a su vez el 75,3 por 100 eliminaban estafi.
lococos hemoliticos.

La leche puede encontrar en el establo un ambiente muy propicio
a la contaminacién. OBIGER (1960) subraya el hecho de la abundancia
de estafilococos en el medio ambiente en el que vive el ganado vacuno.
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La posibilidad de contaminacién por las manos o el aire espi-
rado del ordefiador o personas que habitualmente trasiegan el producto,
deben tenerse siempre presente.

Indudablemente los casos de mamitis estafilocécicas tienen una
significacion especial (NEWMAN, 1950) a este respecto, quizd mdas por
el nlimero inicial de estafilococos Yy por tratarse de un cultivo puro libre
de otras especies microbianas que por la relacién entre patogeneidad
(virulencia) y capacidad enterotoxigénica.

La produccién de enterotoxina requiere una variedad determina-
da de estafilococo, un medio adecuado de crecimiento, y unas condi-
ciones de temperatura y tiempo que varian con la capacidad toxigénica
del gérmen, niimero inicial y naturaleza de la microflora presente en el
producto (Dack, 1962q).

La leche es, por su constitucién fisica y composicién quimica
compleja, un excelente medio de cultivo microbiano: su pH desplazado
ligeramente hacia la zona 4cida resulta adecuado para el crecimiento
inicial de los estafilococos y, estando sometida a tales riesgos de conta-
minacién, es perfeclamente légico que se convierta con cierta frecuen-
cia en alimento peligroso desde el punto de vista que nos ocupa.

En la historia de las intoxicaciones alimentarias por estafiloco-
Cos son numerosas las incriminadas leche fresca o productos lacteos.
como cremas, purés, pastas, helados o quesos fabricados a partir de
leche sin pasterizar.

Doraan (1939) cenalaba a la leche de vaca como portadora de
un alto porcentaje de estafilococos capaces de producir enterotoxina.

STONE (1943) sustentaba similar criterio Y en una revisién de 82
intoxicaciones por enterotoxina encontré que calorce habian sido ori-
ginadas por productos licteos y de ellas siete por leche {fresca.

TAwNER y TanNER (1953) relacionan y describen varias intoxica-
ciones de este origen, estudiadas por diferentes autores en los afios trein.
ta y cuarenta. Doce de ellas se debian al consumo de leche fresca.

Una de las primeras intoxicaciones descritas lo fue por BARBER
(1914) en Filipinas, quien atribuy¢ la enfermedad a un estafilococo
blanco aislado de la leche de una vaca y logré reproducirla en volunta-
rios dandoles a beber cultivos puros, en leche, del estafilococo aislado.

Este meritorio trabajo permanecié en el olvido hasta el descu.
brimiento de Dack er al. (1930) (citados por Dack, 19624), atrayendo
desde entonces el tema la importancia que merecia.

Respectv a la gravedad de esta enfermedad sigue en vigencia el
juivio de Dorman (1939) “si bien no existen en la literatura antece-
dentes claros de muertes originadas por este tipo de intoxicacién, el
hecho de que los gatos puedan morir a consecuencia de la administra-
cién de grandes dosis de enterotoxina sugiere que esta condicién pudiera
ser fatal para el hombre”.

Segtin Dack (1962a) otro factor importante a tener en cuenta
seria la susceptibilidad individual, habiéndose podido comprobar, tanto
en casos de intoxicacién expontdnea como en experiencias con volunta-
rios, que ésta puede variar entre grandes limites.

La literatura actual, aunque pocos, cita casos de probable falle-
cimiento debidos a este tipo de intoxicacién.

Denys (1894) (citado por DACK, 1962¢) notificé una baja que
se cree debida al consumo de carne contaminada por estafilococos.

WEED et al. (1943) (citados por DAck, 1962a), comunicaron la
muerte de dos niftos de cuatro afos, intoxicados al beber 250 cc. de
leche (aproximadamente) cada uno, procedente de una cabra afectada
de una mastitis supurada debida a un estafilococo dorado.

DrispaLE (1950) (citado por Dack, 1962a) describe una grave
inloxicacién por leche hervida, con varios individuos hospitalizados
gravisimos, en estado de colapso. La intoxicacién se reprodujo experi-
mentalmente en un mono y fue atribuida a los estafilococos presentes
en la leche fresca. capaces de producir una toxina termoresistente,

En Espaia en 1963 se produjo en Vallecas (Madrid) el falleci-
miento de un nifio debido muy probablemente a una intoxicacién de
este tipo.'

La referida intoxicacion fue determinada por el consumo de leche
fresca y afecté a 208 personas.

El pronéstico fue de 14 graves, 31 menos graves, 124 reservado
y 39 leves.

A los cuatro dias de presentado el brote (27 de agosto de 1963)
afallecia un nifio, previamente hospitalizado, de una encefalopatia
toxica.

kn la autopsia se apreciaron lesiones de gaslrilis y la causa de
defuncién se atribuyé a intoxicacién por leche.

_ -(1)_ Lo datos técnicog necesarios para el estudio y andlisis de esta

erupcién toxiea nos fueron facilitados por Ia Direccion General de Sanidad,
permitiéndonos consultar el expediente incoado al efecto,
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Aunque no se comprobé experimentalmente, por falta de medios,
ni la presencia de una toxina termoestable, especifica, en la leche, ni
la aptitud para producir ésta por parte de las cepas de estafilococos
presenies en dicho producto, el diagnéstico puede basarse en los si-
guientes puntos:

a) Evoluciéon de la enfermedad en 208 enfermos, con una sin-
tomatologia tipica, todos los cuales habian ingerido leche adquirida en
el mismo establecimiento.

b) En la abundancia del nimero de estafilococos en la leche
sospechosa que sobrepasaba las cifras admitidas como peligrosas por
diferentes autores.

c¢) En la termorresistencia de la substancia téxica ya que gran
niimero de los afectados consumieron la leche hervida.

d) En la investigacién negativa quimico-hiolégica de otras subs.
tancias téxicas.

Anteriormente al hecho citado Saiz Moreno (1958) habia atri-
buido el fallecimiento de dos nifios en Ciudad Real al consumo de una
conserva de pescado contaminada con enterotoxina.

Debido a la sibita aparicién de los sintomas y su aparente gra-
vedad, los brotes de intoxicacién llaman la atencién poderosamente. La
prensa diaria sefiala con frecuencia la aparicién de estas explosiones
toxicas que a veces afectan a cientos de personas.

Desafortunadamente no son muchos los casos en que se realizan
estudios biologicos adecuados, ya que los pacientes, en general, se recu-
peran con rapidez.

Esto explica también, en parte, que las estadisticas sean incom-
pletas y no revelen la situacién real,

No obstante, los boletines de los Servicios de Sanidad de USA
e Inglaterra indican un aumento anual del nimero de casos comunica-
dos. En opinion de Dack (1962a) esto puede deberse maés al creciente
interés que los médicos muestran por el problema que a un aumento
real del nimero de intoxicaciones.

Respecto a la leche fresca SmiTH (1956) menciona diez y seis
casos de intoxicacién en Inglaterra, de los afios 50 al 54, atribuidos a
este alimento y posteriormente el Monthly Bulletin Ministery Health La-
boratory Service (1962) cita siete accidentes, debidos a la misma causa,
durante el afio 1961.

oy 1§ e

En USA durante los taltimos afos han sido mds frecuentes, en
cambio, las intoxicaciones debidas al consumo de productos sin paste-
rizar, especialmente quesos, Cheddar (HENDRICKS el al., 1959) y Colby
(ALLEN y STOVALL, 1960).

En Rusia KrasniTskava (1960) manifesté que aproximadamente
el 20-30 por 100 de las intoxicaciones alimentarias en aquel pais se
deben a estafilococos y en 1958 el 46 por 100 de los casos de intoxica-
cién tuvieron su origen en productos lacteos. Describe también algunos
casos tipicos de intoxicacién.

En relacion con la leche y sus derivados y durante las altimas
décadas se han descrito y estudiado diversos focos de intoxicacién por
estafilococos:

GriswoLd (1950), Newman (1950), Hauvee (1952), WaRING
(1952), SteEpE (1954), Crorr (1954), AnpERsON y STONE (1955), AR-
MIJO el al. (1957), Sana (1957), HUsLER et al. (1960), Saiz MORENO
(1958 y 1963).

En resumen: Las intoxicaciones alimenticias de origen estafilo-
cocico constituyen, con toda probabilidad, el tipo més frecuente de esta
clase de envenenamientos (DAck, 1962¢) y un importante problema de
salud publica.

La leche fresca ha sido considerada siempre como probable ori-
gen de estafilococos (MILLER, 1943) y desde antiguo se puso de mani-
fiesto la capacidad enterotoxigénica de muchas de las cepas aisladas de
este producto (DorLman, 1939; StonEg, 1943), siendo una de las primeras
intoxicaciones descritas (BARBER, 1914) producida, con toda seguridad
por el consumo de este alimento.

Ultimamente la literatura cientifica mundial ha acumulado nueva
evidencia sobre estos términos, por medio de un minucioso estudio de
algunos de los focos de intoxicacién presentados y de una investigacion
metédica sobre el tema.

C. Estado actual del conocimienio cientifico del tema.

Consideramos como hitos fundamentales en relacion con el des-
arrollo de este conocimiento, los siguientes:

a) El uso del mono (Macacus rhesus) por DAack et al. (citados
por Dack, 1962a) y del gato (Dorman y WiLson, 1940) como animales
sensibles a la accién de la toxina.

19 —



b) La demostracién por Dorman (1944) del caracter antigénico
de la enterotoxina, hecho probado més tarde por SURGALLA el al, (1953)
y Casyan (1958, 1959).

c) La utilizacion por Cuapman (1946) de medios selectivos
hipertonicos para el aislamiento de estafilococos.

d) Los trabajos de Evans y Niven (1950) sobre clasificacion
y propiedades de estafilococos enterotdxicos incluyéndolos en un grupo
homogéneo, dentro de los coagulasa positivos.

e) La aplicacién de series de bacteriéfagos a la identificacion
y caracterizacion del os estafilococos, sucesivamente por I'isk (1942),
WirLiams y Ripron (1952) y Brair y Carr (1953).

f) La evidencia presentada por SURGALLA el al. (1953) de mas
de un tipo inmunolégico de enterotoxina, confirmado mas tarde por
TuATCHER y MaTHESON (1955), BERrepoOLL, et al. (1959) y CasmaN
(1960).

g) La obtencién de un suero especifico frente a la enterotoxina
tipo “F”, utilizando técnicas de adsorcién, por CasmaN (1958, 1960).

h) La demostraciéon realizada por Casman (1958, 1960) po-
niendo de manifiesto por técnicas de gel-difusion la existencia de dos
tipos de enterotoxina “F” y “E” distintas antigénicamente, y de las
cuales solo la “F” parecia asociada a los casos de intoxicacion.

i) Al mismo tiempo, BERGDOLL, e/ al. (1959) identificaban un
anticuerpo especifico con la propiedad de neutralizar tdnicamente la
enterotoxina homoéloga.

En este experimento utilizaron la enteroloxina S-6 purificada y
la S-196F parcialmente pura.

j) La unificacién de la nomenclatura de enleroloxinas por
CasMAN et al. (1963) designandoles A y B en lugar de I' y E asi como
a las cepas prototipo de cada una que son la 196E (ATCC 13565) para
la “A” y la 243 (ATCC 14458) para la “B”.

Segiin estas normas la toxina “Tadmore” estudiada por THATCHER
y Rosinson (1962) y considerada por ellos como una toxina diferente
a los otros tipos, deberd denominarse C, en caso de ser confirmada
como entidad toxica independiente.

s D) e

D. Aportacién espaiiola a la investigacion sobre intoxicaciones por
estafilococos.

Aunque meritoria, es escasa y un poco fuera de su época. Como
aportaciones de mayor valor sefialamos los trabajos de Saiz MorENO
(1958, 1963) y Rejas y OveJERO (1962).

No conocemos publicaciones referentes a leche fresca natural.

Sa1z Moreno (1958) realizé una serie de investigaciones epide-
miolégicas y de laboratorio a partir de algunos brotes de intoxicacién
por queso de cabra fresco y conservas de pescado enlatadas y posterior-
mente (1963) da cuenta de haber estudiado nuevos focos en carne y
tartas. )

REsas v OVEJERO (1962) estudiaron brotes de intoxicacién ali-

J

menticia de este origen a parlir de conservas de jurel en aceite enlatado.

E. Principales directrices actuales.

Las investigaciones actuales, en este campo, siguen las siguien-
tes lineas:

a) Perfeccionamiento de los medios selectivos de aislamiento,
ohservdndose gran inquietud en torno a este punto.

b) Estudios bioquimicos, enzimaticos y de purificacién de en-
zimas y toxinas.

¢) Mejoramiento de técnicas de diagnéstico serologicas “in
vitro” mediante el uso de la inmunodifusién y de la hemoaglutinacién.

d) Desarrollo de mejores medios para la produccién de en-
terotoxina.

e) Extraccion de la enterotoxina a partir de alimentos sospe-
chosos, mediante el empleo de columnas de adsorcién con posterior elu-
cién y concentracién hasta un limite que permita la realizacién de reac-
ciones seroldgicas.

f) Estudios de purificacién de los tipos A y C de toxina,

g) Aplicacién de anticuerpos fluorescentes como reactivos de
tincién especificos.

h) Aislamiento de nuevos fagos a partir de estafilococos entero-
téxicos, procedentes de casos de intoxicacién alimenticia.

i) Resistencia de los estafilococos a diferentes agentes hiol6gi-

cos, fisicos y quimicos.
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j) Estudio de mutantes, fenémenos de induccién (por antibiéti-
cos principalmente) y transduccién (por fagos).

k) Influencia en el crecim’ento de aminoacidos v otras subs-
tancias.

m) Fendmenos de antagonismo o inhibiciéon del crecimiento de
estafilococos en medios de flora variada.

n) Nuevos métodos de clasificaciéon hasados en el analisis del
principal componente.

F. Propésito y objetivos de la investigacion.

El propésito de realizar este estudio ha sido determinado por
los siguientes factores:

a) Peligros que para la salud humana puede significar el con-
sumo de leche fresca si ésta es portadora de estafilococos patégenos,

b) La legislacién espafiola (Decreto de 18 de abril de 1952 +
Reglamento de 31 de julio de 1952 para su aplicaciéon) (B. O. E. de 27
de mayo y de 14 de agosto, 1952) disponiendo la creacién de Centrales
lecheras en niicleos de poblacién con censo superior a 25.000 habitan-
tes, se ha visto incumplida y. siendo todavia pocas las ciudades que
disponen de dichos Centros de higienizacion, no se ha previsto plan
alguno futuro para tratar de resolver el problema en los nicleos de
poblacién inferiores al nimero citado.

c) La mencionada legislacion admite la venta al pablico de
leche certificada cruda, en circunstancias de garantia especiales, pero
que en ninglin modo pueden evitar la presencia de gérmens saprofitos
o patégenos en la leche.

d) La resistencia de la toxina estafilococica a temperaturas de
pasterizacién. Sin embargo, la pasterizacién, al destruir la flora paté-
gena disminuye el riesgo de intoxicacién al minimo, ya que los estafi-
lococos necesitan ciertas condiciones de temperatura y tiempo para pro-
ducir la toxina y la pasterizacién corta esta posibilidad casi en su
origen.

e) La ausencia absoluta, en nuestro pais, de estudios experi-
mentales que nos permitan conocer la exacta dimensién del problema
por lo que a la leche se refiere,

f) Los casos graves de intoxicacién por leche fresca y produc.
tos lacteos registrados en nuestro pais durante los dltimos afos.

Los objetivos que pretendemos cubrir son:
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a) Realizar una valoracién del peligro real que para la salud
humana supone la presencia de estafilococos en la leche fresca, asi co-
mo analizar los problemas que esto puede significar para la industria,
y para ello:

1) Verificar las condiciones de origen, acidez, temperatura y
época del afio en relaciéon con el desarrollo de la flora mixta y de los
propios estafilococos, asi como su grado de resistencia térmica.

2) Caracterizar desde los puntos de vista bioquimico y fisio-
légico los estafilococos aislados de las diferentes muestras.

3) Determinar la antibiorresistencia y el espectro de lisis fren-
te a series de bacteriéfagos, con el fin de establecer tanto la magnitud
del primer problema como la eficacia de las series internacionales de fagos
y los cuadros de lisis caracteristicos de los estafilococos aislados.

4) Comprobar la propiedad de producir toxinas y muy espe-
cialmente enteroxina, por parte de los estafilococos coagulasa positivos
aislados.

b) Estudiar simultineamente varios medios de cultivo selecti-
vos, con el doble fin de asegurar un aislamiento lo més correcto po-
sible y disponer al mismo tiempo de la oportunidad de valorar com-
parativamente las cualidades de cada medio frente a la flora lactica.

¢) Disponer de suficiente nimero de gérmenes de reciente ais-
lamiento y origen licteo estudiados en sus caracteristicas y correcta-
mente clasificados que permitieran el estudio e investigacién de aque-
llos puntos de un interés especial o que en el pasado han sido estu-
diados utilizando microorganismos de colecciones internacionales, mu-
chos de ellos sometidos a centenares de resiembras.

II.—REVISION BIBLIOGRAFICA

A. AISLAMIENTO: MEDIOS DE CULTIVO

El empleo de medios selectivos, cultivo en superficie y aislamien-
to de colonias, constituye la técnica més general, en este caso, a utilizar

con poblaciones bacterianas mixtas.

1. Accién selectiva de naturaleza osmdtica.

Kocu (1942) utiliz6 un medio salino, a base de 7.5 por ciento
de cloruro sédico, en el aislamiento selectivo de estafilococos. Este tra-

— 23 -



bajo fue confirmado por CHAPMAN (1945) quien encontrd los medios
hipersalinos superiores a los utilizados anteriormente en este tipo de
aislamientos.

A partir de los estudios de CHAPMAN (1045, 1946) el uso de los
medios hiperténicos se generalizé rapidamente.

MAITLAND y MARTIN (1948), COLBECK ef al. (1956). CoLBECK 1y
SUTHERLAND (1957), CARTER (1960). HErRMAN y MorerLr (1960), Ray
y Liston (1961). GALTON et al, (1963). han descrito nuevos medios a
base de cloruro sédico como agente selectivo, en tanto otra serie de
autores: HEINEMANN (1957). GEORGE et al. (1959). MASUROVSKY y JoRr-
DAN (1960), For1z et al. (1960), WALKER ef al. (1961). MICKELSEN ef al,
(1961), Busta y JEzESKI (1963). ANGELOTTI (1963). etc.. continuaban
usando los medios salinos (S-110) de CHAPMAN en sus investigaciones.

2. Empleo de antibiéticos.

GREER y MENARD (1958) describen un medio con neomicina co-
mo agente inhibidor (citado por DIFco SUPLEMENTARY LITERATURE.
code 0620). Krastrup (1958) y mas tarde FINEGOLD y SwEENEY (1961)
utilizan la polimixina B con excelentes resultados.

Sin embargo, los obtenidos por Bairp-PARKER (1962) y Jay
(1963), con este medio, lo definen como de uso inaceptable en el con-
trol de estafilococos de los alimentos.

Muy recientemente, Davis y Davis (1965). aplican, con gran
éxito, el medio de FINEGOLD ligeramente modificado (adicién de manita
e indicador) al aislamiento de estafilococos a partir de las fosas nasales
de portadores clinicamente normales en Nigeria.

3. Medios a base de telurito potdsico.

LubrLam (1949) fue el primero en usar este compuesto, junta-
mente con el cloruro de litio y un pH elevado (9.6) en el aislamiento
de estafilococos.

CuapMaN (1949) y Mc Divitr y HusseMaN (1954) encontraron
que el medio de Lupram inhibifa un nimero significante de colonias de
un cultivo coagulasa positivo.

Posteriormente ZeBovitz et al. (1955) modifican el primitivo
medio de LubpLam variando las proporciones de telurito potasico y clo-
ruro de litio, afiadiendo glicina y ajustando el pH a 7.2,
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El medio anterior alcanzé rapida difusion v se consideré el mas
idoneo en el aislamiento de estafilococos coagulasa positivos a partir
de alimentos.

No obstante. HoEPRICH et al. (1960), SEVEL y PromeET (1960).
Innes (1960) y Moore y Nerson (1960) sefialan que el medio inhibe
muchas cepas de estafilococos en el primer aislamiento.

A partir de este momento han surgido una serie de modifica-
ciones tratando de corregir el defecto y de darle, al mismo tiempo,
mayor especificidad,

Las férmulas més conocidas son las de InvEs (1960) v BaIrp-
PARKER (1962). quienes utilizan la yema de huevo como indicador de
lipolisis y atenuante de la fuerte accién selectiva del medio de ZeBovitz,

4. Uso de diferentes inhibidores del crecimiento bacteriano.

No ha sido frecuente la utilizacién de otros agentes selectivos a
no ser desempefiando una funcién de caricter secundario en el medio
de cultivo.

El uso del cristal violeta propuesto por Crarman (1935) y Kras-
TRUP (1955), no ha tenido eco alguno. Lo mismo ha sucedido con el
trifeniltetrazolio estudiado por KENNEDY y BarBARA (1952).

En cambio. el empleo de la acti-diona o cicloheximida?® (FINE-
GOLD y SWEENEY, 1961; WALKER et al., 1961) y del acido sérbico (RaJ
y Liston, 1961) parecen prometedores por su funcién inhibidora sobre
mohos y levaduras principalmente, sin que, en general, resulte afectado
el desarrollo microbiano.

5. Medios de cultivo sin agentes selectivos.

Algunas de las mas valiosas técnicas de estudio (produccién de
coagulasa y fibrinolisina, de desoxirribonucleasa, de fosfatasa y hemo-
lisinas), no pueden realizarse sobre un medio hiperténico. Si se decide
utilizar estas técnicas en el primer aislamiento los medios a utilizar
deberdn carecer de accién selectiva.

Figuran en este grupo los medios de BarBer y Kuper (1951),
WEeECKMAN y CatLIN (1957), FusitLo y WEeiss (1959), EsBer y FAuLk-
NER (1959) (citados por DiFco SUPLEMENTARY y LITERATURE, code
0501), DENEKE y BroBEL (1962), etc.

1 Esta sustancia antibiética es elaborada tinicamente por Laboratorios
UPJHON (Kalamazoo, Michigan, USA).

.95



GIN}eId I Awvjuwowdduy 003y Jod sopull) ;4

k4

*(soany ‘uSeNSrod dAp ‘poag — *0wISIULIqTT TCUINTWIOJ COBT HINQUAL £
-1s0d "Zvod) souwoSgjud “IsHL LLIAIQ 21N
‘[071u ‘[0s8I0
'SoudSo ud *ISH|-vT  [Op WY £ TATIIOPOY [o3tuC -owoay 9p Tandang “BUIXTWIOJ C96T SIAVA £ SIAVA
*oadNY Ap
'soonyipodrp -Isfrjewad wa pepmoudo op ‘porJ — *0AINY] 9P BWIX *0IPOS 9P 0INIO[D) €96T ‘e 99 NOIIVD
‘OPI[OS OTpIWL
un 9p Iyaadns
*SODSLL a3 ofouod 9p vwW
's0A131S0d vsLINSLroD IS (-939BAVI «SO[B{» AP pOI I — se[d £ ouwedSouraqry — GO6T THIOTd £
HMHANIA
*(0o1p
‘vudredsuva) £ r0A9NY 9P vWAL -08 ojeanaid wod)
'soApyIsod vsE[NSLod ISGI(03IAN[A} [Op POT ‘BAT}OOON —_ £ ootsejod ojlangay, |vumIS A ojnua, GOGT MAMIUVI
-quiva
*9JUDWLITUN UOTORIO] ‘guorp
*s0u0503ud "ISg[{-00 & TISO[OJIOIV ‘BAIJVI[IN — —_ -0 £ vuixtwmiog T96T XHUNHHAMS £
£ qQTODUNIA
-0oudo
‘soar)Isod vsedi] IS {oIpow WY BIDUdITASUBAT, —_ ‘OADNY 9P VWX —_ TO6T NOLJOX
*(opwb1p o1p
‘(9rqeqoad oxownu 9P ‘[0 [9p uIIGOIdLUL -9W) SISOIOIIBUL ‘[031qa0s8
‘WI)IP) S0A13ISOA 0D ISH{UOTOBIUOUWLIDY £  BATINI[IG [ortueIg U3 03U TWRIIL) [£ 001p9s  0aInI0]) T96T NOISIT £ VY
‘sojuIwl ‘OTT-S 8P Joua
-51d £ soanysod vsuedip *IsE(-vd £ pupwudo ‘zanodjey [o31ueIv *0ARNY AP LW *001POS 0INa0Y;) 0961 ITITHROTN
£ NVINITH
*ojuI W OTT-S 19p “I9ud
-S1d & soaysod usuvdi] Ispf-vo £ puplotdo  ‘vanovy [oj3tueIy *0AdNY AP VWO ‘OTPOS AP OINIO[)) 096T MALIVD
‘soapyisod us RHONERTHI QNN *0AdNY
-edip £ s0A1IS0d "SL0D “ISFI0ITAN[D) PP PAT ‘LAWY — op vuwd £ ojuanpy, | euls £ 0JLINRT, 096T SANNTI
dINVD
[ sisiowoy & 1030t £ vleao ap
‘soudsgied “)SGIf0JLInge] [Op TPoT ‘BATIIIS — soppeuRy  ‘ojrmpay, | teunid £ ojlnpJ, 09GT TLHANINOTA
£ THAES
‘oL [Pp ‘uitey £ ‘ojrang
‘soarisod esenSeon sH[lojran(og PP paT ‘LA Tojtae Iy -03 £ jouay ap ofoy | ‘vupns £ 0JLINET, 096T NOSNHOrL
£ TIH0A
*0D[INU
soA1sod UsenELRod “ISH[ “UOQIIAIXO0SID 3P PO — -OqLUIIXOSOp 0PIy — 6S6T SIAAL £
OTIISNI
pnseod d9p uewd ‘[0s91D
'soarsod usvusevod ysgrf-onpoad £ vIrUvW Op WA — -cwoaq op uvandang — 626T = TANSMTA VL
£ gudasd
‘soudsorud ‘SISIOWAY £ TADOIK — asSury *CUID WO N QGG T TIVNIIN
£ gHAID
‘souwvsojud )sp[ ‘SIS[owy £ VAN -~ ‘asuey g BUnUIXI[OJ 8GOT JdOILSVIM
“BUISI[OULIqY ‘(ouwas
's0A131s0d uSRINSTLod (ISH{4 BSRINSROD AP UQINPOII - ounqy) vwseidg — 2C6T NOLHHOVH
£ YHIHIINTT
RHUGRN
‘tsupdip op saxojoupoad tysprfep op pupudo & vANPS — *0AdUY Bp Bwad Y *0DIPOS OJILI0])) 9G6T  I® 19 MDHITOD
c(AsUN([) usuonl ‘0oTdPNU
'S0AIIISOd BSEINSL0D “)SH[[-OQLLIIXOSOD dP WOIIINPOIJ ~OQIIIINOSOP 0PIV — 2861 NITLVO
£ NVINSIHIAL
‘BupIS
0jLL £ o1)] 9P oanxopd
'soa131s0d esuuSvoo ysyil-uel [op  ‘pex £ TAION[N — 0N, [‘worskjod  OJUNPL, | GGG It 1R® ZLIAOIWHZ
'soansod vsenSron spp|  cesenSeod Ip ugwIupolJ —_ HUEIH & g — oL ZHANTOT
£ IIHLAQ
s(soanyisod  "Suwoo) “(pepty - *(opinbyp orpotu == GGGT TadIv
esudip op seaojpupoad -ysppl-vdo) uvsuedip ap wewOINpPOIJ Wd) 04N VP VWL £ HIasa1 Ny
Soansod eseuieod CIsHIl o CLSeIRISO Ap UQHNPOIJ - *021pOS 0] — TCOT MHAINM
-eJS0J  WBIHOWdT £ gmauvd
“OL}I[ 9P 0aNIO[D
SoARSod vsu[uSeod "ISL[[03IN[D) [0p PAL £ TAINIPY - ‘0T, (£ 0o1spiod 03LAN[AT, GFGT WNVIanT
*(updorogaow) )8y TCATIIOO - — *02IPOS  0ANIOTD) SFGL NILIVIN
£ NVILIVIV
‘(vupeEs op torp) ysol|eunePs ap oIy £ BAUI[RS —_ ‘odIUQWE  03uIINg *0DIPOS  0aNI0Y)) 9F6T NVINAVIID
‘(vunupes op uomw ‘punePps op
-UndTp £ Vjiurw CwWavg) CISH|UopBuII] A CWI ‘eATIN[ES 031Uy “RUIRY) ‘02IPOS  0INIOTD) 9%6T NVINAVIID
(e
SRUL CIA9Y)  S0D0D0[YR)SH[|  RIopLIWRWINY £ BATIOM[I ToueIy ‘[oway ap oloyr *02IPOS 0aNIOTD CFET NVINIVID
odpsouserq uoruny sa|qruauniog salopedipuj SOAND3[ds sajudfy ouy Joiny

saied nzy

SOJ0D0TIAVLSY dd OINATAVISIV T4 NI SOAVZITILN OALLTND dd SOIAANW SATVAIONIYA
T "IN 0¥avnNd



B. FISIOLOGIA. BIOQUIMICA Y ENZIMAS

1. Pigmentacion.

En la altima década ha sido unanime el criterio de considerar
la cromogénesis como un caracter de escaso valor en la clasificacién de
los estafilococos.

Este punto de vista es el que sigue el BERGEY'S MANUAL oF DE-
TERMINATIVE BACTERIOLOGY (1957). prescindiendo del color de las co-
lonias para definir la especie Staphylococcus aureus, atendiendo unica-
mente a la produccién de coagulasa y fermentacién del manitol,

Posteriormente WILLIS y TURNER (1962) v SompoLINsKY (1962)
destacan de nuevo el valor taxondémico de eslta propiedad cuando se
aplica a cepas recientemente aisladas.

Los medios recomendados son a base de leche-agar (medio cla-
sico de CHRrIsTIE y KEocii. 1940), medios salinos (CraPman. 1943,
1946) o bien con otros compueslos estimulantes de la cromogénesis co-
mo el monoacetato de glicerina (WiLLis y TURNER, loc. cit.) o el calcio-
caseina (RITTMEYER, 1964).

La aplicaciéon de las técnicas de espectrofotomelria a la carac-
terizacién de pigmentos de estafilococos es de uso novisimo (SaNDVIK y

Brown, 1965).

2. Requerimientos de oxigeno.

La utilizaciéon del oxigeno en un medio complejo conteniendo
¢lucosa es una cualidad que permite una clara distincién entre los mi-
crococos (aerobios obligados) y estafilococos (anaerobios facultativos).

Evans et al. (1955). BReED (1956). HiLL (1959) y MosstL (1962)
han dado la consideracion de fundamental a este caracter para la cla-
sificacién de la familia Micrococcaceae.

3. Necesidades vitaminicas.

Knier (1937) demosiré que varias cepas de Staphylococcus au-
reus requerian tiamina y dcido nicotinico para su crecimiento.

GRETLER et al. (1956) confirman estos resultados y encuentran
que la biotina estimula moderadamente el crecimiento de los estafilo-
cocos coagulasa positivos mientras que para los coagulasa negativos era
imprescindible esta vitamina para su desarrollo.
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4. Aminoacidos.

CasTELLANI (1953) (citado por Dack. 1962a), considera el acido
tioglicolico, DL-serina, L-cisteina y glicina, como agentes bacteriosts-
ticos para los estafilococos.

MepiLL-BrRown y Bryson (19641 estudian la accién de varios
aminoacidos en medio sintético entre los que se incluyen glicina, serina
y cisteina y deducen que el medio soporta bien el crecimiento de es-
tafilococos coagulasa positivos. Sin embargo. incrementando la cisteina
el crecimiento no se lograha.

5. Catalasa,

Evans et al. (1950) seiialan la posibilidad de confundir ciertos
estreptococos (enterococos) con estafilococos coagulasa positivos. Algu-
nos enterococos son gérmenes halotolerantes, hemoliticos. pueden hidro-
lizar la gelatina, su cuadro fermentativo es muy similar al de los esta-
filococos y coagulan el plasma sanguineo aunque mas tardiamente,

Sin embargo, la capacidad de los estafilococos para producir ca-
talasa es suficiente para poder diferenciar rapidamente a estos micro-

organismos.

6. Propiedades reductoras.

Todos los estafilococos reducen los nilratos a nitritos (BERGEYs
ManvAL, 1957), pero esta reduccién no se continta en el caso de la
especie Staphylococcus epidermidis (JONES et al., 1903). no produciendo
amoniaco ni 6xido nitroso.

La reduccion del telurito potasico se ha considerado importante
por su correlacién con la produccién de estafilocoagulasa.

Los medios de Lupran (loc. cit.) y de ZeBoviTZ et al. (loc. cit.)
llevan este indicador, asi como varios de los medios descritos (Cuadro
namero 1). No obstante, JAY (1961), JEFFRIES (1961) y MosseL (1963)
encuentran que esta correlaciéon no es significativa.

La propiedad de reducir el trifeniltetrazolio propuesto por Kgn-
NEDY y BARBARA (loc. cit.) no resulta tampoco de gran valor (JEFRIES,
1961).

99 __



7. Fosfatasa.

La investigacion de este enzima ha sido considerada particular-
mente importante por BARBER y KUPER (loc. cit.) para la deteccion de
estafilococos patdgenos.

Otros autores comparten este criterio afianzado por el hecho de
que, en contacto con los antibiédticos, los estafilococos pueden perder la
propiedad de coagular el plasma, mientras que la fosfatasa persiste por
mas tiempo (Burriaux, 1962).

Los indicadores mas empleados en esta técnica son el acido {fe-
nolftalein difosforico, el fenolftalein fosfato sédico (BarbBer y Kupkgr,
loc. cit.) el nitrofenilfosfato disédico (Butriaux, 1962) y el fosfato de
fenolftaleina-colamina (ZENNER, 1961). (citado por RITTMEYER, 1964).

8. Lipasa.

GUILLESPIE y ALDER (loc. cit.) y ALDER et al. (1953) demostra-
ron que los estafilococos producian lurbidez en filirados de yema de
huevo. Esta turbidez era distinta a la producida por la lecitinasa de las
cspecies del género Clostridium descrita por Mc FARLANE el al. (1941).

SHam y WiLson (1963) prueban que el factor mencionado es una
lipasa. REnsnaw y SAN CLEMENTE (1964) purifican dicho enzima y 1l-
timamente Stan y Wirson (1965) han realizado un completo estudio
del mismo.

CoLBECK et al. (loc. cil.) confirman los trabajos de GUILLESPIE
y ALDER (loc. cit.) y. utilizando un medio sélido salino con yema de
huevo, sefialan que la mayoria de los estafilococos coagulasa positivos
producen opacidad alrededor de las colonias.

GRABER et al. (1958) usando un medio similar no pudieron de-
mostrar una correlacion definida entre ambas propiedades.

CarTER (loc. cit.) y HERMAN y MoORELLI (loc. cit.) sostienen. sin
embargo. la opinién de CoLBECK el al. (loc. cit.), mientras que WILLIS
y TurNER (loc. cit.) concluyen que la actividad lipolitica de los estafi-
lococos sobre medios de agar y yema de huevo no constituye un sistema
adecuado para distinguir estafilococos coagulasa positivos de los coa-
gulasa negativos.

SHAH et al. (1963) descubren que un alto porcentaje de cultivos

procedentes de procesos infecciosos agudos eran lipasa positivos para
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la yema de huevo mientras que los aislados de flora normal daban pox
centajes inferiores.

Otros autores han utilizado diferentes glicéridos como substrato
obteniendo resultados similares (CLARK et al., 1961: WiLLls y TURNER,
loc. cit.)

9. Accion sobre polialcoholes.

El carbohidrato mas importante en el estudio bioquimico del gé-
nero Staphylococcus es el manitol.

Evans (1947, 1948) y Evans y Niven (loc. cit.) demuestran que
la fermentacién aerobia del manitol (produccién de &cido) era de muy
escaso valor en la clasificacion del género (fermentacién positiva del 100
por 100 en los estafilococos coagulasa positivos estudiados y del 81 por
100 en los coagulasa negativos).

La fermentacién del polialcohol en anaerobiosis fue mas expre-
siva siendo el 100 por 100 de los estafilococos coagulasa positivos fer-
mentadores del manitol y solamente el 5 por 100 de los coagulasa ne-
gativos.

Basado en estos estudios el BErRGEY’s ManuaL (1957) considera
la correlacion entre las propiedades de produccién de coagulasa y fer-
mentacién del manitol como perfecta.

SHAW et al. (1951), THATCHER y SimoN (1957) y CowaN y STEEL
(1964) no han podido confirmar los anteriores resultados.

MosseL (1962) en un estudio sobre 530 cepas de diverso origen
(390 coagulasa positivas) ha corroborado las investigaciones de EvaNs
y Niven (loc. cit.).

La fermentacién anaeréhica de la glucosa permite distinguir los
géneros Micrococcus y Staphylococcus ya que las especies del primero
la oxidan Gnicamente, en tanto las del segundo la fermentan,

La produccién de acetoina a partir de este azicar es del 100 por
100 para los coagulasa positivos y del 47 por 100 para los negativos.

La lactosa es fermentada facilmente por los estafilococos coagu-
lasa positivos pero unicamente por 65 por 100 de los negativos (Evans
et al., 1955).

El resto de los carbohidratos tiene un menor interés taxonémico,
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10.  Desoxirribonucleusa.

WEECKMAN y CaTLIN (loc. cit.) ponen de manifiesto una estrecha
correlacién entre la produccién de este enzima y la estafilocoagulasa.

JEFFRIES et «l. (1957) incorporan DNA a un medio de agar para
estudiar la produccion de desoxirribonucleasa por bacterias y mohos.
Las bacterias producloras de la diastasa despolimerizan el DNA, lo que
se revela inundando las placas con una solucién de CLH N, al quedar
zonas transparentes circundando las colonias sobre un fondo opaco.

D1 Sarvo (1958) obtuvo también una excelente concordancia en-
tre la produccion de coagulasa y la referida actividad enzimatica,

FusiLo y Weiss (loc. cit.) estudian las necesidades de calcio
de los estafilococos para la produccion de desoxirribonucleasa y consi-
deran a éste innecesario cuando se use un medio nutritivo completo.

JEFFRIES (loc. cil.) encuentra una correcta armonia entre los dos
enzimas. si bien no tan perfecta como D1 SaLvo (loc. cit.) y Jay (1962)
sefiala el 92 por 100 de los estafilococos coagulasa positivos por él es-
tudiados como productores de DNasa.

11. Licuacion de gelatina.

Esta prueba ha sido una de las primeras utilizadas ampliamente
en el estudio de este tipo de gérmenes. Ha caido en desuso paulatina-
mente.

Stone (1935) (citado por TANNER y TaNNER, 1953) descubrié un
medio de cultivo para clasificar los estafilococos enterotéxicos. basado
en su capacidad para licuar la gelatina. Ulilizando dicho medio Chiny
(1936) (citado por Dack. 1962a) establecié que los eslafilococos enle-
rotoxicos procedentes de casos de intoxicaciéon no podian diferenciarse
por este método.

CHAPMAN et al. (1937) obtienen resultados de la misma signifi-
cacion.

Evans y NIveN (loc. cit.) logran con el procedimiento de STonk
(citado por TANNER y TANNER. 1953) casi idénlicos porcentajes de gela-
tinolisis para estafilococos enterotoxicos, no enterotoxicos, coagulasa
positivos y coagulasa negativos.

MosseL (1962) emplea métodos mas sensibles para determinar
esta cualidad y concluye sefalando que no constituve un criterio atil
para la clasificacion de los cocos coagulasa positivos.
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12. Fibrinolisina.

Su determinacion se estima importante para distinguir las cepas
de origen humano y animal (Burtiaux, 1957; ELEk, 1959).

Otros autores, basados en el mismo principio, utilizan la reac-
cion de coagulasa en placa. con fibrinégeno, para aislar y diferenciar
los estafilococos coagulasa positivos (DutaIE y LornEz, 1952; KLEMPE-
ReER y HaucHTON, 1957).

13. Coagulasa.

Descubierta por Loes (1903) (citado por GRIFFITH y OSTRAN-
DER, 1959) su investigacion sistematica fue aplicada a la valoracién de
la patogeneidad de los estafilococos por CHAPMAN et al. (1934). Poste-
riormente fue estudiada por Crurcksman (1937) y mas modernamente
por numerosos autores.

Evans et al. (1950) establecen que los estafilococos enterotoxicos
estan comprendidos entre los coagulasa positivos.

El criterio de considerar patégenos a todos los estafilococos coa-
gulasa positivos ha sido unanime.

CHAPMAN et al. (1945) sehalan la pigmentacién, hemolisis y pro-
duccién de coagulasa como los caracteres menos estables y més afecta-
dos por fenomenos de variacion, disociaciéon y degeneracion.

ELex (loc. cit) dice que la prueba de coagulasa es generalmente
aceplada como la mas segura en el diagnéstico de estafilococos poten-
cialmente patogenos.

Actualmente se considera a los antibiéticos como agentes induc-
tores de mutaciones en los estafilococos y que, al mismo tiempo, ocasio-
nan la pérdida de esta propiedad de coagular el plasma (BuTTiAux,
1962).

Brown y Evans (1963) estudian una coleccién de cepas antibio-
resistentes, de origen clinico y no observan cambios respecto a sus ne-
cesidades nutritivas y pruebas de diagnéstico comunes.

En la practica sigue en vigor el criterio de limitar tanto las pro-
piedades enterotéxicas como las patégenas propiamente dichas a los
estafilococos coagulasa positivos.

Las excepciones a esta creencia general son escasas.
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En una amplia revisién bibliografica del aspecto téxico hemos
encontrado dos opiniones en desacuerdo con la doctrina expuesta: THAT-
CHER y SiMoN (1957) sefialan que microorganismos coagulasa negativos
pueden, algunas veces, producir enterotoxina.

Birzu et al. (1961) (citados por BurTiaux, 1962) dicen haber
encontrado entre los portadores de gérmenes un alto nimero de estafi-
lococos coagulasa negativos y enterotoxicos.

San CLEMENTE y ZoLLI (1963) han realizado estudios de purifi-
cacién y caracterizacion de la estafilocoagulasa confirmando “in vitro™
su capacidad antigénica.

En la técnica a elegir para la determinacién cualitativa de
coagulasa debe tenerse presente la opinién de CLAPPER y Woop (1954)
para quienes los resultados del empleo de plasma humano mezclado
con agar y distribuido en placas, sembradas o incubadas por espacio
de doce horas, son equivalentes al método del tubo con plasma de co-
nejo y superiores al resto de las técnicas.

C. CRECIMIENTO Y COMPETICION MICROBIANAS

Dack (1962a) seiiala como factores importantes en la produccién
de enterotoxina en los alimentos la cepa o variedad de estafilococo, ¢l
nimero inicial de microorganismos de este género presentes, la compe-
ticién microbiana, la composicién y estado fisico del alimento, la tem-
peratura y el tiempo de incubacién y, concluye “entre las cepas toxi-
génicas de estafilococos la produccién de enterotoxina es una funcion
del crecimiento”.

Aunque no se conoce el niimero exacto de estafilococos, por
gramo de alimento, necesario para causar una intoxicacién y la cifra
podria variar con la clase de alimento y otras circunstancias, existen
en la literatura algunos datos y opiniones orientadoras a este respecto.

AruisoN (1940) sugiere que 500.000 por gramo es el nimero
minimo de estafilococos coagulasa positivos que se requieren para juz-
gar un alimento como causa de intoxicacién.

TANNER y TAMNER (loc. cit.) mencionan nimeros de 1.000, 600,
18 a 36, 93 y 25 a 30 millones por gramo en diversos alimentos que
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fueron capaces de originar, bajo condiciones de experimentacién, sin-
toms de intoxicacién en voluntarios que ingirieron cantidades de

20 a 60 gramos.

GastALDI (1954), por el contrario, cita la muerte de dos gatos
inyectados con una crema a base de huevo, leche y azicar, en la que
se habian inoculado estafilococos enterotéxicos, sin que la carga bac-
teriana diera indicacién de patogeneidad.

Dack (1962a) ha sefialado que los alimentos incriminados de
casos de intoxicacién contienen cientos de millones de estafilococos
por gramo,

Frazier (1958) indica que niveles de enterotoxina mnecesarios
para producir envenenamiento son posibles tinicamente con cifras de
varios millones de estafilococos por gramo.

Erex (loc. cit.) subraya que se requiere una abundante prolife-
racién de estafilococos para convertir un alimento en peligroso desde
este punto de vista. PosT (1959) y Post et al. (1961), confirman esia
opinién,

HEINEMANN (loc. cit.) estudia el crecimiento de estafilococos en
leche {resca y calentada, estableciendo que la leche no es un buen medio
para su desenvolvimiento, creciendo pobremente a 27° C y siendo do-
minados répidamente por el resto de la flora lictica a temperaturas
favorables para su desarrollo (44° C).

JoNEs et al. (1957) estudian el crecimiento de S. aureus en leche
obtenida: a) de vacas con una infeccién natural de estafilococos; v,
b) ordefiada asépticamente de vacas sanas. La leche aséptica fue sem-
brada con cepas de S. aureus seleccionadas, Se obtuvo buen crecimiento
en ambas muestras a 30° y 37° C pero por bajo de 25° C el crecimiento
fue extremadamente lento.

GiBson y ABD-EL-MALEK (1957) encoatraron que de todos los
microorganismos presentes en la leche fresca, mantenida entre 10° y
20° C, los estafilococos mostraban el menor indice de crecimiento.

TakaHASHI y JoHNs (1959) observaron una correlacién nega-
tiva entre el niimero inicial de colonias en leche y la multiplicacién de
estafilococos.
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OBERHOFER y Fraziex (1960) creen que el efecto de competi-
cién de otras bacterias sobre el crecimiento del Staphylococcus aureus
puede ser importante para la formacién de enterotoxina en alimentos
con flora variada. Comprueban asimismo que algunos gérmenes de los
alimentos son inhibitorios para los estafilococos “in vitro” sobre placa
de culiivo y que algunos, como el E. coli, que no poseen esta cualidad,
podian limitar fuertemente su crecimiento como simples competidores.

TrROLLER (1962) comunica que 7 de 64 especies de bacterias ais-
ladas de alimentos inhibian el crecimiento de la cepa S. aureus 196E.

Crarx y NEerson (1961) sefialan que incubada a 10° C durante
varios dias la leche adquiere sabores exirafios, a causa de la activida:l
microbiana, antes de que la poblacién de estafilococos sea suficiente-
mente alta como para representar un peligro de intoxicacién.

PETERSON et al. (1962, 1964) utilizando gamas de temperatura
mas amplias llegan a resultados similares en otros alimentos.

Crark (1964) concluye que los estafilococos pueden multipli-
carse con facilidad en leche pasterizada a temperaturas de crecimiento
de 32° y 37° C, pero la presencia de Sireptococcus lactis restringe en
gran medida esta cualidad.

Stormakova (1954) habia demostrado que en leche hervida e
inoculada posteriormente con estafilococos enterotéxicos éstos produ-
cian niveles de toxina detectables sin cambio de olor o sabor en el ali-
mento.

Son numerosos los estudios, por otra parte, que confirman los
de BarBER (loc. cit.) demostrando que la leche fresca es un excelente
substrato para el desarrollo de estafilococos y formacién de enteroto-
xina (CLARK y NELson, loc. cit.).

Esto siempre que la temperatura y periodo de incubacién sean
los adecuados a este desarrollo y exista una predominancia de la flora
estafilococica.

D. RESISTENCIA TERMICA.

Los estafilococos figuran entre las bacterias no esporuladas mds
resistentes al calor (TANNER y TANNER, loc. cit.).

e 86 =

SasLAw et al. (1940) (citados por TANNER y TANNER, loc. cit.)
aislaron de ostras una cepa de estafilococo que mostré una resistencia
de diez minutos a 95° C,

HussEMANN y TANNER (1947) (citado por TaNNER y TANNER, loc.
cit.) estudiaron otra que resisti6 30 minutos a 55° C y fue destruida en
algo menos de tres minutos a 85° C.

HeEINEMANN (1957) comunica que si bien los estafilococos son
frecuentes en la leche fresca, la pasterizacion reduce el niimero a menos
de uno por ml. Empleando la cepa I96E y leche desnatada obtiene va-
lores z (grados Farenheit necesarios para reducir diez veces el tiempo
de destruccién térmica) de 9.2 y tiempos de destruccién de 80 minutos

a57°C, 242 60° C. 6,8 a 63°C, 1,9a 65.6° C y 0.14 a 71° C.

Las cepas 161 C y 56 no resistieron la temperatura de 61,5° C
durante diez minutos.

ANGELOTTI et al. (1961) trabajando con la misma cepa 196E en
otros alimentos (natillas, pollo en salsa) sefialan tiempos de destruccién
térmica dos o tres veces mds altos y un valor z (media) de 10.5.

KApAN ef al. (1963) determinan que el azicar, las grasas y el ex-
tracto seco magro de la leche, ejercen una acciéon protectora sobre el
S. aureus, haciéndolo més resistente al calor.

TakanHAsHI y Jonns (1959) manifiestan que la pasterizacién -
pida de la leche a 65.6° C destruye los estafilococos que normalmente
se hallen presentes.

G1BsoN y ABD-EL-MALEK (1957) determinaron que la mayoria de
las especies de estafilococos de la leche fresca son coagulasa negativos
y sensibles al calor.

WALKER y Harmon (1963) sefialan que las cepas de estafilococos
estudiadas no son destruidas en funcién logaritmica del tiempo a una
temperatura dada, pero se observa una declinacién en la proporcién
de muertos a medida que el tiempo de calentamiento transcurre,

Recientemente BHATT y BENNET (1964) han estudiado el compor-
tamiento de los estafilococos frente a temperaturas de 61,5° y 71,5° C
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utilizando la leche como excipiente de una mezcla de 171 cepas de es-
tafilococos.

De los resultados obtenidos por estos autores se deducen los
valores D para las temperaturas de 61,5° C y 71,5° C (curva de destruc-
cién proporcional), siendo éstos de 14,5 y 0,128 minutos respectiva-
mente.

La curva de tiempos de destruccién térmica se caracterizé por
un valor z de 9,45 y un valor F de 60x10* minutos.

E. TOXINAS.

WiLson y MiLEs (loc. cit.) sefialan que el estudio de caracteres
patogenos no constituye el criterio mas adecuado para basar en &l dife-
rencias especificas en orden a una clasificacion.

. Sin embargo, dejando a un lado el aspecto taxonémico, la inves-
tigacion de toxinas es necesaria para fijar el grado de patogenicidad de
las especies del género Staphylococcus.

1. Hemolisinas.

La produccién por el Staphylococcus aureus de dos hemolisinas,
alfa y beta, es conocida desde antiguo.

La alfa, que hemoliza los globulos rojos de la oveja y conejo.
y cuya produccién se favorece en atmésfera de CO, y, la beta, que he-
moliza los de oveja pero no los de conejo y es una lisina caliente-fria.
También se consideraba la existencia de otro tipo (gamma) que deter-
minaba la lisis rdpida de los glébulos rojos de gran ntimero de anima-
les pero no los de caballo.

Wirriams y HARPER (1947) demuestran la existencia de una
cuarta hemolisina (delta), cuyas propiedades no eran neutralizadas por
las antitoxinas alfa o beta.

Erex y Levi (1950) determinan que las hemolisinas gamma y

delta son idénticas y apuntan la posible existencia de la hemolisina epsi-
lon distinta a éstas.

Los patrones o cuadros hemoliticos descritos por estos autores
son: alfa, alfa-beta, alfa-delta, alfa-beta-delta, beta, delta y beta-delta.
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Los tres primeros mostraban predominancia en los estafilococos
de orizen humano y el tipo beta y sus combinaciones en los de origen
g p g

animal.

Jay (1962) describe una tabla de interpre acién de cuadros he-
moliticos utilizando tres clases de sangre de (conejo, de oveja y humana).

OBIGER (loc. cit.), CLARK et al. (loc. cit.), LOKEN y Hoyt (1961),
RiTTMEYER (loc. cit.), MUNCH-PETERSEN (loc. cit.) y ZEMELMAN y Lon-
cUERI (1965), confirman los trabajos de ELEK y 1ev1 (loc. cit.) encon-
trando con mas frecuencia el tipo beta y sus combinaciones en estafilo-
cocos de origen bovino, mientras que GEORGE et al. (1962) detectan
porcentajes similares (427 alfa y 461 beta) para ambos origenes.

Estudios de purificacién y caracterizacion de estas toxinas han
sido 1levados a efecto por RoBINSON et al. (1958), KumAR y LINDORFER
(1962), RopivsoN y THATCHER (1963), CoOPER el al. (1963) y RiazuL
y BaLpwin (1964).

La cualidad de inducir a estafilococos no hemoliticos, por via
de sinergismo con cepas hemoliticas, a la hemolisis, ha sido puesta de
manifiesto por SMITH et al. (1963).

2. Enterotoxina.

A partir de los trabajos de Dack et al. (1930) (citados por DAcK,
19624) los estudios sobre esta toxina se suceden ininterrumpidamente
hasta el momento actual. En la introduccién hemos descrito los hitos
fundamentales del desarrollo de su conocimiento, asi como las direc-

trices de estudio actuales.

Los objetivos principales no cumplidos son: el estudio de mejo-
res métodos para la deteccion de la enterotoxigenicidad y la demostra-
cién serolégica de enterotoxina en los alimentos. Para esto altimo es

necesario la purificacién de la toxina.

El aislamiento de estafilococos de un alimento sospechoso, pro-
duccién de toxina “in vitro” con cada cepa aislada. e inoculacién de
esta toxina a animales sensibles o su demostracién por técnicas de difu-
sién en gel, no pueden darnos la certeza absoluta de que un microor-
ganismo determinado sea exactamente el que produjo la enterotoxina
en el alimento (HALL et al., 1963).

— 30 —



La prueba positiva, en este caso, depende de la demosiracion de
la enterotoxina en el alimento mismo.

Por otra parte la inoculacién de extractos de alimentos a ani-
males es inespecifica (Dack, 1962q).

Otras causas de inespecificidad se atribuyen a los animales de
experimentacién.

Hammon (1941) comunica haber encontrado reacciones no espe-
cificas en el gato, con toxina producida en medios de cultivo adecuados,
recomendando la inoculacién del gato por via intravenosa, en lugar
de peritoneal, como medio de diagnéstico mas seguro.

Furron (1943) no encontré paralelismo entre los resultados de
inoculacién al gato y las pruebas con voluntarios.

Seglin Dack (1962a) el Macacus rhesus es el animal mas ade.
cuado a la experimentacién de este tipo de toxina. No obslante. su uti-
lizacién es prohibitiva para la mayoria de los laboratorios y el gato ze
utiliza mas ampliamente, siendo considerado como animal muy sensible
aunque con variaciones de susceptibilidad individual frente a la ente-
rotoxina (CasmaAN, 1958).

La demostracién de la toxina por gel-difusién a partir de la pro-
ducida “in vitro” de estafilococos aislados de alimentos sospechosos
requiere disponer de un suero adecuado y de una toxina de gran po-
tencia producida en medios especiales (CAsMAN, 1963; CAsMAN y BENNET,
1963).

Las dudas acerca del grado de termo-resistencia de la toxina
parecen haber sido resueltos recientemente por READ et al. (1965), em-
pleando enterotoxina B pura y técnicas de gel-difusién, en el sentido
de una parcial termorresistencia, con pérdida evidente de potencia, a
temperaturas préximas a 100° C,

La naturaleza quimica de la enterotoxina B (S-6) es conocida
(Hrenick y BerepoLr, 1959). Se trata de una proteina de peso molecu-
lar de 23.000, punto isoeléctrico de pH 8.5 e integrada por 17 aminoAci-
dos, entre los que predominan la lisina, tirosina y acido aspértico.

FriepmMAN y WHITE (1964) demostraron, por téenicas de fluores-
cencia, que la enterotoxina B tiene las caracteristicas de los constitu-
yentes de la superficie celular de los estafilococos enterotéxicos.
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Modo de accion.

El modo de accién de la enterotoxina no se conoce todavia per-
fectamente.

Bavywriss (1940) sugiere que su accién es periférica mas que cen-
tral afectando a las terminaciones nerviosas que inervan la musculatura
lisa del intestino delgado.

Borison y Wanc (1953) (citados por Dack, 1962a) hallan que
la sensibilidad del gato a la enterotoxina se reduce cuando se practica
una doble vagotomia.

REED et al. (1942) (citados por Dack, 1962a) creen que la en-
terotoxina produce un espasmo en segmentos aislados de intestino de
conejo.

AnpERSON (1953) (citado por Dack, 1962a) confirma eslos re-
sultados.

SURGALLA el al. (1952) (citados por Dack, 1962a) indican que
la respuesta del intestino no es debida a la enterotoxina y ésta tampoco
afecta a la reaccion de los segmentos aislados a la adrenalina.

La accién farmacolégica de la enterotoxina ha sido estudiada
extensamente por SUGIYAMA ef al., 1958: Sucivama, et al., 1961; Suct-
YAMA el al., 1962 y SuGIYAMA et al., 1963).

Uno de los estudios mds significativos de estos autores muestra
que la destruccién hilateral de cierta zona de la hase del cuarto ven-
triculo convierte al Macacus rhesus en completamente refractario a las

enterotoxinas A y B (Dack, 1962b).

La importancia de la especie, no obstante, es subrayada por DAck
(1963) considerando los trabajos de CrLark (1962) (citados por BERG-
DOLL, 1963) quien no obtuvo los mismos resultados en gatos con toxina
purificada.

Niven (1962) cree que la informacion acerca del modo de accion
de la enterotoxina deja mucho que desear, pero parece tratarse de una
neurotoxina.

El hecho de que persista el nombre de enterotoxina expresa bien
a las claras las dudas acerca de una accién neurotéxica exclusiva.
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F. BACTERIOFAGOS.

Fisk (1942) fue el primero en utilizar la técnica de tipificacion
por fagos en la clasificacién de los estafilococos.

El método ha sido perfeccionado por WiLLiams y Ripron (1952),
Bratr y Carr (1953) y Bramr y WiLLiams (1961).

SETO et al. (1956) aislan y estudian una serie de fagos adaptados
al ganado vacuno (procedentes de estafilococos de origen bovino).

Numerosos autores han utilizado la tipificacién litica por bacte-
riofagos en la microflora estafilococica, de origen bovino, presente en
la'leche (PRICE et al., 1954; SETo y WILSON, 1958; COLEs y EISENTARK,
1958; Monpint y Dovapora, 1959; Monpint y GaspaRrINI, loc. cit.;
Nakacawa, 1960abe; Taxacaki, 1960; Nan1 et al., 1961; SrANETZ y
BARTELEY, 1962; PARGAONKER ef al., 1962; JoNEs et al., 1963b).

La tipificacion de estafilococos es, como en el caso de la anti-
biorresistencia, de un gran valor epidemiolégico ante todo.

Segan ArLison (1949) y WiLriams y Rippon (loc. cit.) la mayor
parte de los estafilococos productores de enterotoxina pertenecen sl
grupo IIL

El grupo IV (42 D) también ha sido citado con cierta frecuen-
cia (WORSECK ef al., 1960; THATCHER y RoBinson, 1962).

Los iltimos autores sefialan también que el mismo patrén ais-
lado de distintos origenes se diferenciaba en su capacidad para pro-
ducir enterotoxina en un mismo medio, pero Suciyama et al. (1960)
han apuntado semejantes variaciones entre colonias de un mismo cultivo
creciendo en la misma placa de Petri.

THATCHER y RoBinson (loc. cit.), no obstante, han logrado aislar
una toxina procedente de estafilococos de reaccién negativa ante las
series de fagos, y con propiedades eméticas para el gato y mono.

ELEx (loc. cit.) manifestaba que la tipificacién por fagos puede
descubrir las cepas productoras de toxina pero, con seguridad, solamente
cuando se utilizasen fagos aislados de cepas lisogénicas y enterotéxicas.

Algunos autores (BarLEY y Scott, 1962; PRICE et dl., loc. cit.)
describen una relacion entre la antibiorresistencia y los distintos grupos
de fagos, mientras que otros (MoNDINI y GASPARINI, loc. cit.; TAKAGAKI,
loc. cit.) no han encontrado esta relacién.
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Las series de fagos mds utilizadas son la Internacional (BLAIR vy
WiLLIAMS, loc. cit.) y, para los estafilococos de origen bovino, la de
(SETO-WILSoN, loc. cit.).

La serie Internacional se compone actualmente de los fagos 29,
52,52 A, 79,80,3 A,3B,3C, 55, 71,6, 7,42 E, 47, 53, 54, 75, 17,
42 D, 81, 187 y 83 A, agrupados en cuatro grupos serolégicos. Se
hallan en condiciones de experimentacién los fagos 77, Ad, B 5y D.

La serie de SETO-WILSON estd integrada por los fagos S 1, S 2.
$3,54,55,56.

G. ANTIBIOTICOS.

La especie Staphylococcus aureus es basicamente susceptible a la
mayoria de los antibidticos con accién sobre las bacterias Gram posti-
vas, pero el microorganismo puede adquirir resistencia, tanto a los an-
tibiéticos de amplio uso como a los de mis reciente empleo, con sor-
prendente facilidad (BArLEy y Scorr, loc. cit.)

La técnica de determinacién de susceptibilidad y resistencia de
los estafilococos frente los antibidticos es eminentemente clinica y epi-
demiolégica. Con alguna frecuencia se ha incluido en los estudios de
estafilococos enterotéxicos, intentando determinar la existencia de corre-
lacién con otras propiedades o la modificacion misma que la resistencia
puede originar en éstas.

BrowN y Evans (1963) citan varios autores que han encontrado
en mutantes de cepas antibio-resistentes, alteraciones respiratorias, nu-
tritivas y otros cambios fisiolégicos. Lo que es contrario a sus inves-
tigaciones sobre cepas antibio-resistentes de origen clinico, ya que las
estudiadas eran miembros tipicos de la especie Staphylococcus aureus
sin que variase ningin caracter taxonémico.

Seglin estos investigadores la mayoria de los trabajos que citan
cambios en la fisiologia y requerimientos nutritivos de cepas antibio-
resistentes de Staphylococcus aureus estin basados sobres estudios de
cepas resistentes seleccionadas después de expuestas a niveles toxicos de
antibiéticos, substancias quimicas o irradiacién.
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Tales cepas pueden estar més ampliamente dafiadas en su patri-
monio genético que las aisladas de material clinico representando mu-
tantes espontaneas.

A los fenémenos de induccién a la resistencia antibiética hay
que afiadir los de transduccién de resistencia por fagos no solamente
“in vitro” sino “in vivo” (JAROLMEN et al., 1965).

GRAVENKEMPER et al. (1965) demuestran la existencia de una
resistencia cruzada de estafilococos productores de penicilinasa para
la meticilina y oxacilina,

De las iltimas investigaciones se deduce el creciente interés de
las técnicas de determinacién de susceptibilidad y resistencia antibié-
tica no solamente en el campo clinico. sino en el mas eeneral de estudio
biolégico de los estafilococos.

PARTE ENPERIMENTAL

I1l.—MATERIALES Y METODOS
A. MUESTRAS,

Las muestras ensayadas fueron oblenidas de leche natural (fresca
de vaca) admitida como normal por los servicios de recepcién indus-
trial de este producto o recogidas en establos a partir de vacas sanas.

1. Nimero origen y periodicidad.

Se estudiaron un total de 86 muestras de leche. De éstas, 50 se
recogieron en la plataforma de recepcién de una industria lechera, en
Leén capital, y las 36 restantes fueron tomadas en establos de la pro-
vincia.

Las muestras de leche de mezcla recogidas en el andén o plata-
forma de recepcién fueron representativas de distintas localidades per-
tenecientes a las diferentes zonas leonesas de recogida,

Para las muestras de establo se eligieron puntos de gran produc-
cion lechera (Villamafian, Toral de los Guzmanes y Vega Magaz) y se
tomaron en los meses de agosto, 1964 y enero y mayo, 1965, del ordefio
vespertino.

Con las muestran de andén se siguié la norma de recoger cualro
muestras por mes. durante el periodo julio 1964-agosto 1965, a excep-
cion del mes de julio de 1964 en el que se recogieron solamente dos

muestras.

2. Técnica de muestreo y conservacion.

En las muestras de recepcion se ulilizaron [rascos eslériles de
boca ancha, de 250 cc. de capacidad. De cada localidad se tomé una
parte alicuota de los correspondientes bidones, con cacillos o pipetas
estériles. Los bidones de acidez elevada o con cualquier anormalidad
(leche sucia o calostral) eran excluidos de la toma de muesiras.

Para las muestras en origen se utilizaron tubos de ensayo de
lapén roscado de 10 cc., estériles.

Las muestras eran compuestas e individuales, extraidas de los
cualro cuarterones de cada vaca a partir del segundo chorro. e inme-
diatamente de obtenidas se depositaron en recipientes isotermos (vasos
de Dewar) con hielo. Una vez en el Laboratorio se mantenian en la
nevera a temperaturas de 2. C (© 1) hasta el momento de proceder a
su estudio dentro de las veinlicualro horas siguientes a su recogida.

Todas las vacas mueslreadas eran clinicamente normales y White-

side negativas.

3. Eswudio previo (pH, acidez, temperatura y contaje de colonias).

En las muestras de andén el estudio se comenzé a continuacién
de ser obtenidas y en las de establo después de una conservacion por
el frio de veinticuatro horas como maximo.

El pH fue determinado con un potenciémetro BECKMAN modelo
ZeroMATIC, siendo aquél ajustado antes de cada determinacién en
tres puntos de la escala, con soluciones tampén BeckmaN (pH 4,0:
pH 6,86 y pH 741).

Solamente se preciso la acidez potencial en las muestras de andén.

La acidez lotal se delerminé, en todas las muestras, por el me-
todo de Dornic, sobre 10 cc. para las de recepcion y 5 cc. para las de
establo.

La temperatura fue comprobada en los mismos bidones o en las

mueslras recién tomadas.
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Para el contaje de colonias se siguieron las técnicas preconiza-
das por StTaNpARD METHODS for the Examination of Dairy Products
(1960) y el medio de cultivo recomendado se preparé a partir dep ro-
ductos DIFCO.

Atencién especial se presté a las causas de error en el método
de contaje en placa enumeradas por SNYDER (1947).

Se utilizaron al menos tres placas por cada dilucién.

B. AISLAMIENTQO DE ESTAFILOCOCOS A PARTIR DE LECHE
NATURAL,

1. Medios de cultivo utilizados comparativamente.

Se usaron ocho medios para las veintidés muestras primeras y
tres para las restantes.

Estos medios fueron:

a. Manitol-Sal-Agar (CHAPMAN, 1945),
S-110 (CmaPMAN, 1946).
S5-110-Yema de huevo (CARTER, 1960).
Telurito-glicina (ZEBOVITZ ef al., 1955).
De VoceL y Jounson (1960).
De Bairp-Parker (1962).
De FiNEcoLD y SwEENEY (1960).
Medio original del autor (MAF).

La procedem:la de estos medios fue: a y b DIFCO, d y e BBL. El
medio f se preparé a patrir de productos DIFCO excepto Lab-lemco
(OXOID), glicina (HOPKIN y WILLIAMS) y piruvato sédico
(L. LIGHT) .En el medio g se utilizé agar nutritivo BBL y polimixina B
(BURROUGHS WELLCOME),

En la preparacién se siguieron rigurosamente las normas de ela-
boracién prescritas por las casas preparadoras (a, b, d y e) o por sus
propios autores (c, f y g).

5g o @ opa o

2. Medio de cultivo original.

Llamaremos a este medio MAF, abreviatura derivada de las
palabras Manitol, Anaerobiosis, Fermentacién (o Fuchina) y MAF-2
para su variante con yema de huevo,
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Composicién:
Extracto de levadura (DIFCO) .........cooiiee. 4 g
Tripticasa (BBL) ...ooooiiiiiii 12 ”
d-Manitol (DIFCO) ..cocoviiiiiiiiiiiiiiceann 10”7
Cloruro sédico (MERCK) ......covevimiiiiiiiiiiinin, 757
Bacto-Agar .....cccceveviiiiiiinii i 15~
Fuchina &cida (SCHERING-KHALBAUM) al 0,5

por 100 decolorada con NaOH ................. 10 cc.
L-Cistina (DIFCO) ..c..oiviiiiiiiiniiiniiiin, 0,25 g
Acido tioglicdlico (DIFCO) .......oooiiiiiniini. 0,3 ce.
Acti-diona (UPJOHN) ..o 400 mg.
AGUE  cotiiiiee et 1.000 cc.

pH=7.30,1

El medio se preparé con y sin adicién de yema de huevo.

En el segundo caso la elaboracién consistia en disolver todos
ios componentes, excepto el agar, en un litro de agua bidestilada a tem-
peratura de ebullicién. A continuacién se ajustaba el pH a 7,3 con
NaOH (pH inicial del medio 6,4 £ 0,1), por método electrométrico (pH
metro BECKMAN ZERoOMATIC), se disolvia el agar, se repartia cn tubos
en cantidad de 10 cc. y se esterilizaba a 121° C durante quince minutos.

La conservacién de estos tubos en la nevera a temperaturas de
dos grades C, en ambiente hiimedo, era perfecta durante 25-30 dias.
Cuando era necesario los tubos se fundian y repartian en placas de
Petri estériles, secando la superficie del medio ya repartido en estufa
de cultivo a 37° C.

En la preparacién de la variante MAF-2 (con yema de huevo) la
técnica anterior tuvo que ser modificada para evitar que el producto
sufriese cambios fisico-quimicos por el calor (coagulaciéon con fuerte
opacidad y destruccién vitaminica). En este caso una vez ajustado el
pH a 7,3 se transferian 250 cc. del medio, aproximadamente, a un ma-
traz erlemmeyer de 500 cc. y se afiadia el agar al matraz principal, con
el medio base MAF, esterilizando al mismo tiempo los dos matraces
(de caldo y agar) a 121°C durante quince minutos.

Enfriados los matraces en bafio termostatico a 45-50° C se adi-
cionaban dos yemas de huevo al caldo estéril, previa rotura de la cés-
cara y separacién de la clara y chalazas con la mayor asepsia, desgarran-
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do la membrana vitelina con un asa de platino estéril y agitando suave.
mente hasta disolver de manera uniforme. A continuacién se mezclaba
el contenido de ambos matraces en el de mayor volumen, evitando la
firmacién de burbujas.

Los huevos empleados. fresquis'mos y de cascara limpia, se
mantenian sumergidos en alcohol de 96" a la temperatura de 2° C (+ 1)
cdurante 12-15 horas antes de ser usados.

Preparado el medio de esta forma se distribuia en placas de
Petri estériles y éstas se conscrvaban en la nevera a 2° C en estuches
apropiados y ambienle himedo. durante periodos maximos de quince
dias,

Antes de cada uso, tanto si ésle era inmediato a su preparacion
como después de mantenidas al frio. la superficie de las placas se seca-
ba en estufa de cultivo.

3. Siembra y contaje.

La siembra se realizo extendiendo la leche en superficie con
varilla acodada de vidrio de 5 milimetros () . La cantidad de leche
depositada en la superficie del medio era de 0,1 cc. de una solucion
al 1 : 10 de leche en liquido Ringer al 1 : 4 (BDH) y de la misma can-
tidad al 1 : 100 en una segunda serie de placas.

La leche sobrante se almacenaba en la nevera para realizar un
segundo contaje en los casos extremos de ntimero muy elevado o ausen-
cia de estafilococos. En este segundo caso 2.5 cc. de leche se mezcla-
ban a 7.5 cc. de leche estéril con CINa al 12 por 100 para obtener una
concenlracion salina final del 9 por 100.

Estas muestras se incubaban durante veinticualro horas a 37° C
y solamente se sembraban placas a partir de este medio de enriqueci-
miento si la primera siembra resultaba negaliva,

La incubacién de los distintos medios se realizé a las tempera-
luras y liempos sefialados por sus autores. Para nuestro medio (MAI)
la incubacion era a 37¢ C durante 43-72 horas.

En el medio MAF se sigui6 en ocasiones un doble método de
siembra. inoculando en superficie y entre dos capas de agar. En este
caso una vez sembrada y seca la superficie del medio MAF o MAF-2
se afadia una nueva capa de agar MAF, fundido y enfriado a 45° C.
El objeto de esta técnica era conseguir un ambiente inicial netamente
anaerobio e incrementar la superficie de siembra.

0
— 0 o—

El contaje de colonias de estafilococos se realizé procurando dis-
tinguir, de acuerdo con las indicaciones suministradas por cada medio,
entre estafilococos polencialmente paldégenos (coagulasa positivos) y
saprofitos (Staphylococcus epidermidis o saprophyticus).

Se determiné asimismo el nimero de microorganismos no esla-
filococos por placa y su clasificacién aproximada en la Cla\‘e de BERGEY.

4. Comportamicento de los medios utilizados frente a cultivos puros

de aislamiento reciente.

Se realizaron pruebas de inhibicién de crecimiento con diez es-
tafilococos coagulasa posilivos de nuesira coleccién. Todas las cepas
eran de origen licteo y habian sido aisladas dentro de los diez dias
anteriores a la experiencia.

La siembra se realizé, con la misma técnica que para la leche,
a parlir de suspensiones de gérmenes de una densidad optica aproxi-
mada a 500.000-1.000.000 de estafilococos por cc. y como medio tes-
tigo se utiliz6 Bacto Tryptose Blood Agar Base y sangre de oveja
fresca y desfibrinada al 5 por 100.

Las suspensiones de gérmenes se estandarizaron con solucién
Ringer al 1 : 4 a partir de un cultivo de diez y ocho horas en Milk
agar OXOID.

En esta prucha se ulilizaron los medios siguientes: S-110, S-110-
Yema de huevo, MAF y MAF 2.

Los tubos con suspensiones standard fueron agitados en un agi-
tacdor excénlrico con el fin de romper las aglomeraciones de estafiloco-
cos, extremo que se comprobé varias veces al microscopio en prepara-
ciones tefiidas con azul de metileno.

3. Aislamiento, purificacion y mantenimiento de los cultivos puros.

El aislamiento propiamente dicho se realizo a partir de colonias
tipicas. macroscépicamente diferenciables y de los medios MAF y
MAF-2. utilizando como control el resto de los medios de cultivo em-
pleados.

A partir de la muestra nimero 23 y en todas las de establo se
utilizaron solamente los medios MAF, MAF-2 y S-110 como testigo.
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Las colonias se seleccionaban inmediatamente de la incubacién,
marcando un nimero en la placa de Petri debajo de cada una y to-
mando nota de sus caracteristicas. La incubacién de las placas se con-
tinu6é tres dias a temperatura ambiente, procediendo entonces a una
nueva seleccién y al aislamiento definitivo.

El contenido de cada asa de platino, cargada con estafilococos
procedentes de colonias distintas, era purificado por diseminacién sobre
medio S-110. A las cuarenta y ocho horas de incubacién a 37° C se
elegia una colonia tipica y bien desarrollada siendo la cepa trans-
ferida con asa de platino a tubos de agar inclinado (Milk Agar OXOID).

Los cultivos de 18-24 horas eran almacenados a temperaturas
de 2° C hasta su estudio, siendo los tubos herméticamente cerrados o
colocados en ambiente hiimedo y frio. Toda cepa conservada en la
nevera fue transferida de nuevo al medio Milk Agar (OXOID) cada
segundo mes.

La pureza de cada cultivo de estafilococo se comprobé por el
método de Gram modificacion de BURKE y KoPELOFF-BEERMAN (M-
nual of Microbiological Methods, Society of American Bacteriologists,
1957).

La seleccion de colonias, con fines de estudio posterior, a partir
de otros medios, no ce hizo, pero en las muestras nimeros 1, 7, 8, 11,
13, 16, 17 y 18 en que no aparecieron estafilococos probables coagulasa
positivos sobre el medio MAF y si en todos o en parte de los restantes,
se eligieron de cada uno de estos medios colonias aparentemente pato-
genas o coagulasa positivas. A partir de éstas se sembraron estrias sobre
el medio de EsBer y FAuLkNER (DIFCO) para confirmar la presunta
propiedad de coagular el plasma.

Esta prueba se realizé en lo sucesivo siempre que en el medio
testigo (S-110) aparecian colonias posibles productoras de coagulasa y
por el contrario, de las indicaciones suministradas por los medios MAF,
no se deducia su presencia.

C. CARACTERIZACION FISIOLOGICA Y ENZIMATICA.

1. Cromogénesis.

La producciérn de pigmento, color, tonalidad e intensidad de
éste, fue un caracter =n el que se basé la diferenciacion de las colonias
de estafilococos en el primer aislamiento, sobre medios MAF.
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Por otra parte las placas de medio S-110, utilizadas en la puri-
ficaciéon de colonias, fueron mantenidas durante cinco dias a tempe-
ratura ambiente, lo que permitia confirmar este dato, obtenido prime.
ramente del medio MAF.

2. Grado de aerobiosis.

Las necesidades de oxigeno en relacién con el crecimiento en un
medio con glucosa se determinaron por el método general de BurTiaux
y GacnoN (1959) ligeramente modificado (MosseL, 1962). utilizando
un agar nutritivo a pH 7,2 con glucosa al 1 por 1.000 y cistina al 5
por 10.000, distribuido en tubos de 8 mm. ¢ '

Antes de su uso todos los tubos se calentaron en bafio de agua
hirviendo durante diez minutos, siendo enfriados e inoculados con una
gota de un cultivo liquido (en Brain Heart Infusién) de diez y ocho
horas, de la cepa de estafilococo en estudio.

Después de una incubacién de 48 horas a 30° C se observé la
extension de la zona de crecimiento.

Una cepa era clasificada como aerobia obligada cuando habia
formado colonias en los 5 mm. superiores del medio. Si el desarrollo
era uniforme a lo largo del medio la cepa era considerada anaerobia
facultativa, siendo en este caso clasificada como estafilococo (catalasa
positivo) y seleccionada definitivamente para su estudio posterior.

3. Produccién de catalasa.

Se realiz6 sobre un cultivo de 18-24 horas en agar inclinado
(Milk Agar OXOID) normalmente en la primera resiembra y cuando
el tubo con la correspondiente variedad de estafilococo habia cumplido
la misién de servir de proveedor de la cepa para las diversas pruebas
encaminadas a su caracterizacion.

Se emple6 agua oxigenada al 2 por 100 dejando gotear 2,5 cc.
sobre la superficie del agar, observando la formacién de burbujas.

4. Reduccion del telurito potdsico.

La reduccién del telurito potasico se comprobé en el medio te-
lurito glicina cloruro de litio (ZEBOVITZ et al., loc. cit.). De la suspen-
sién de gérmenes (cultivo de diez y ocho horas en Brain Heart Infusién)
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utilizados en otras pruebas, se sembraron lineas de 2.5 cm. (tres en cada
mitad de una placa de Petri de 10 cm.) y sobre la superficie del medio
que previamente habia sido secado en la estufa,

En cada placa se estudiaron seis cepas y para cada serie de gér-
menes se utilizé una placa como testigo, siendo ésta sembrada con una
cepa positiva y un micrococo (Micrococcus caseolyticus, ATCC nime-
ro 13.548).

En la preparacién del medio se siguieron fielmente las normas
de los manufacturadores (BBL) y las placas fueron incubadas 48 horas
a 37 C.

En el caso positivo las lineas sembradas sobre la placa adquirian
un color negro intenso.

5. Determinacion de fosfatasa.

A este fin se ulilizé la técnica de BARBER y KUPER (loc. cit.) adi-
cionando al agar nutritivo (pII 7,4) fenolftalein fosfato sodico (SIGMA)
para una concentracion final de 0,01 g. por 100.

El medio, distribuido en placas de Petri de 10 cm. @ y seca la
superficie, fue sembrado con dos o tres estrias en cada mitad de la
placa e incubado a 37° C durante veinticuatro horas, Cada estria de
2.5 cm. correspondia a una cepa distinla y como lestigo se emplearon
placas sembradas con estafilococos coagulasa positivos y negativos.

La aparicion de un color rojo en las esirias se consideraba prue-
ba de que la cepa de estafilococo era productora de este enzima.

6. Lipolisis en yema de huevo.

Se emple6 el medio de CoLBECK et al. (loc. cit.) siguiendo las
instrucciones dadas por Dirco SUPLEMENTARY LITERATURE. La siembra
se realiz6, como en los casos anteriores, a partir de un cultivo de 18-24
horas en Brain Heart Infusién, sobre la superficie seca del agar y en
estrias.

La incubacién se hizo a 37° C durante 48 horas.

El medio de CoLBEcK et al. (loc. cit.) sirvié en este caso para
confirmar, comparando resultados. aquellos obtenidos sobre MAI-2 en
el aislamiento inicial.

La formacién de una opacidad alrededor o debajo de las lineas
de siembra se consideré como el caso positivo.
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7. Desoxirribonucleasa,

Se determiné sobre el medio de Dt Sarvo (BBL) con 4cido de-
soxirribonucleico, utilizando como agente revelador el CIH N. En el uso
de este medio se siguieron las instrucciones especificas dadas por los
Bartivore Brorocicar LaBoraToRriES (BBL) y las generales de siembra
y cultivo sefialadas en las pruebas anteriores.

La produccién de DNasa se manifesté por una transparencia
rodeando las estrias de siembra.

8. Gelatinolisis.

La licuacién de gelatina se investigé6 en Thiogel Medium (BBL)
repartido en tubos de 15 cm. por 15 mm. en cantidades de 10 cc.

Los tubos se semrbaban por picadura. con aguja de platino, a
partir de un cultivo en agar inclinado (Milk Agar OXOID) de 18-24
horas. La incubacién se realizé a 37° C por espacio de una semana
observando diariamente la licuacién mediante el enfriamiento de los
tubos sumergidos en agua fria.

Se utilizaron también a este fin las placas de medio S-110 em-
pleadas en la purificacién y produccién del pigmento de cada cepa, las
cuales eran inundadas con una solucién al 20 por 100 de &cido sulfo-
salicilico (MERcK) observando. en caso positivo. zonas transparentes
alrededor de las colonias pasados diez minutos (Reaccién de SToNE
modificada por CHAPMAN).

9. Carbohidrasas: fermentacion del manitol.

Se estudi6 esta propiedad por vez primera en los medios MAF
y MAF-2 y a partir del cultivo puro se utilizé la técnica descrita por
MosseL (1962) con el fin de comprobar el metabolismo de este aziicar
en medio anaerobio por parte de los estafilococos.

El medio de MossiL (1962) se repartia y esterilizaba en tubos
de 15 cm. por 15 cm. en cantidad de 10 cc. por tubo. Antes de ser uti-
lizados todos los tubos se calentaban a vapor fluente en el autoclave
durante diez minutos y a continuacién se enfriaban con rapidez en
agua fria, siendo inmediatamente sembrados por picadura con aguja

de platino hasta el fondo y a partir de las cepas resembradas en Milk
Agar 0OXOID).
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La incubacién se continué cuatro dias a 37° C realizando lec-
turas al segundo y cuarto dia.

Se consideré fermentacién del manitol si todo el tubo viraba al
amarillo y oxidacién cuando solamente lo hacia la parte superior.

En los casos en que el color piarpura del tubo permanecia inal-
terable o se intensificaba la cepa era considerada sin actividad para
atacar a este polialcohol.

10. Propiedades fibrinoliticas.

Se determinaron sobre Tripticase Soy Agar (BBL) al que <e
afiadi6 (a la temperatura de 45° C) 12 por 100 de plasma humano. La
mezcla se calenté a 55-60° C hasta lograr un medio opaco. El agar se
distribuy6 en placas de Petri de 10 cm. de diimetro y una vez seca la
superficie se procedié a la siembra en estrias en la forma ya descrita.

En los casos positivos aparecia una transparencia en los maérge-
nes de las estrias, después de una incubacién de 72 horas a 37° C.

11.  Produccién de coagulasa.

En esta técnica se emplearon simultdneamente plasma de conejo
liofilizado DIFCO y plasma humano adicionado al medio de EsBER y
FAULKNER (D1rco SUPLEMENTARY LITERATURE). En todas las series de
esta prueba se utilizaron estafilococos coagulasa positivos y negativos.
como controles.

El plasma de conejo, (0.5 cc.) se repartié en una placa de poli-
vinilo alveolada y en los alveolos se depositaban dos gotas de una
suspensiéon de estafilococos en Brain Heart Infusién (cultivo de 18-24.
horas).

Las placas ESBER se sembraron en la forma usual.

En los detalles restantes se siguieron las técnicas aconsejadas
por DIFCO (SUPLEMENTARY LITERATURE).

Toda cepa que producia opacidad en la placa de cultivo en
veinticuatro horas a 37° C o coagulaba el plasma en tres horas a la
misma temperatura, fue considerada coagulasa positiva.

Los ca ; . -
I “inoenl jos dudosos fueron repetidos con proporciones distintas
e “inoculum”,
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D. CRECIMIENTO MICROBIANO.

Esta experiencia no se realizé bajo un control de laboratorio
dirigido, quedando reducida a un estudio numérico comparativo de la
flora natural de la leche y la estafilocécica, en las distintas épocas del
afio, en relacién con la acidez y temperatura (muestras de andén) vy

acidez solamente (muestras de establo).

E. DESTRUCCION TERMICA.

En esta prueba, como en la anterior, el estudio versd sobre la
flora estafilocécica normal de cada muestra de leche y no sobre la
coleccién de microorganismos aislados a lo largo de la experimentacion.

El objeto fue solamente comprobar si las relaciones tiempo-
temperatura minimas que se utilizan en la pasterizacion de la leche
eran suficientes para destruir la carga estafilocécica de la leche natural.

La técnica (basada en los métodos capilares para determinacion
de termorresistencias en gérmenes esporulados y adaptada por nosotros
a las exigencias de este estudio) fue la siguiente:

Fl calentamiento de la leche se verifico en capilares estériles de
vidrio muy finos de siete centimetros de longitud (ARTHUR H. Tmomas
Company, PurLApELPHIA, U.S.A.). Cada capilar lleno contenia 0.033 cc.
de leche con error de * 0,0015 comprobado en balanza de precision
monoplato “SARTORIUS” pesando vacios y llenos varios capilares hasta
adquirir la certeza de una perfecta uniformidad en los lotes.

Una vez aspirada la leche se cerraban los extremos del capilar
al soplete y se colocaba uno en bafio de agua, pricticamente estéril por
calentam’ento previo y, en ese momento, a 71,5° C. El bafio termostatico
util'zado (UrtrA-THERMOSTAT HORyYzZONT UT12) tenia una sensibilidad
de 0,05° C.

El capilar era extraido répidamente a los dieciséis segundos por
medio de pinzas estériles y depositado en un tubo de Brain Heart Infu-
si6n previamente enfriado a 2° C y cuyo contenido alcanzaba suficiente
nivel para cubrir el capilar.

La misma operacién se repetia con cada uno de los seis capilares
empleados por muestra. Posteriormente con espatula estéril, larga y fina,
se provocaba la rotura de los capilares dentro del medio liquido.
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Los tubos de cultivo se incubaban durante 18 horas a 37" C y
en los que existia crecimiento se pasaba un cc. a otro tubo del mismo
medio.

Después de una segunda incubacién de 18-24 horas se sembra-
ban dos placas de S-110 por cada tubo, en una se extendian en super-
ficie, con varilla de vidrio. dos o tres gotas de cultivo y otra era sem-
brada con asa de platino sobre la superficie bien seca.

En caso positivo las colonias aisladas fueron sometidas a la
prueba de coagulasa, archivadas y posteriormente comparadas con los
estafilococos aislados normalmente de la muestra correspondiente.

Cuando no se detectaban estafilococos en ninguno de los seis
capilares (0,2 cc. de leche) se consideraba que la cantidad habia sido
reducida a menos de cinco estafilococos por cc., como minimo. En caso
contrario la cifra se suponia superior a este namero.

Esta técnica simplificada (micrométodo) de ntimero probable. se
llevé a efecto en cdmara de siembra estéril, evitando con el mayor cui-
dado contaminaciones externas.

El ntimero de muestras analizadas por el método descrito fue (e
24 (nimeros 1 al 24 de las muestras andén).

F. HEMOLISINAS.

En la investigacién del tipo de hemolisis se emplearon para cada
gérmen placas de sangre de conejo. de oveja y humana.

En los casos de duda se repitié la prueba colocando en el centro
de las placas de agar sangre, con la superficie hien seca, tiras de papel
EpEROL niimero 2 impregnadas en sueros especificos antihemoliticos
alfa y beta.

Estos sueros nos fueron remitidos por el Instituto Pasteur de
Paris y su potencia era de 64 unidades para el alfa y 36 unidades para
el beta.

El medio bésico fue Bacto Tryptose Blood Agar Base al cual,
esterilizado y enfriado a 45° C, se le afiadia 5 por 100 de sangre des.
fibrinada de una de las especies citadas.
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Preparados tres lotes diferentes de placas, de acuerdo con la
clase de sangre. se secaba la superficie y se procedia a la siembra en
estria de cepas utilizando tres placas distintas para cada variedad de

estafilococo.

G. ENTEROTOXINA.

1. Produccién, concentraciéon y purificacion parcial.

La produccién de enterotoxina se realizé con diferentes fines:
a) produccién de pequefias cantidades para inoculacién en el gato:
h) para produccién de suero antienterotéxico en conejo: c) para estu-
dios de gel-difusién y érgano aislado.

En los casos a y b el medio utilizado fue Brain Heart Infusién
a pH de 5.5. semisélido. con 0,7 por 100 de agar. siguiendo la técnica
de Casman y Benner (1963).

En el caso ¢) el medio empleado fue de la siguiente composi-
cién: Tripticasa (BBL) 17 g.; Phytona (BBL) 3 g.; CINa 5 g.; fosfato
disédico 4 g.: Aegar 7 g.: Agua destilada 1.000 cc. pH = 5.5.

Este medio. Tripticase Soy Broth, semisélido por la adicién de
agar. es citado por HaLL et al. (loc. cit.) que lo utilizan en técnicas de
difusién en gel y se usé ligeramente modificado (pH 5.5 y adicién e
fosfato disddico) de acuerdo con los estudios de CASMAN y BENNET
(1963), sobre influencia de pH y fosfatos en la produccién de ente-
rotoxina.

Ambos medios se reparlieron en placas de Petri en 5 cm. @
en cantidad de 25 ml.. y fueron sembradas en superficie extendiendo
cuatro gotas de una suspensién de gérmenes en caldo BHI o TSB. res-
pectivamente, después de un cultive de 18 horas a 37° C. La incuba-
cién se realizé en atmésfera normal y durante 72 horas.

El medio incubado se exprimia a través de una tela tupida y los
eérmenes eran separados decantando después de centrifugar diez mi-
nutos a 5.000 rpm.

En especial para las técnicas de gel-difusion se filtraba, ademas,
la parte decantada por un filtro SEITZ.
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El pH era ajustado a 6,9 por medio de un potenciémeiro
BEckMAN.

La concentraciéon de la toxina en los casos necesarios (gel-difu-
si6n) se realizd en un concentrador de laboratorio, disefiado por nos-
otros (Fig. 37), a baja temperatura (37° C) y durante periodos inferio-
res a una hora,

El concentrador estaba integrado por las siguientes partes: ser-
pentin de calentamiento interior, matraz Kitasato, tres condensadores
de vidrio, tipo liofilizador, tres vasos de Dewar, bomba de vacio Mc
Leod e indicador de vacio de mercurio “Milésima Edwards”.

El serpentin iba conectado en circuito con un ultratermostato
“HoryzonT” regulado a la temperatura deseada. Cuando la cantidad de
liquido a evaporar era pequefla se utilizé simplemente el calentamiento
externo del matraz en un bafio termostatico corriente.

La evaporacion se efectué en plazos inferiores a una hora cuando
las cantidades de liquido eran de 100 a 200 cc., tomando la parte con-
centrada con una pipeta estéril.

La purificacién parcial se realizé en parte de la toxina a inocu-
lar al conejo, con el fin de obtener un suero especifico.

La cepa utilizada para producir enterotoxina tipo A fue la S-196E
(ATCC 13565).

El filtrado obtenido del cultivo semisélido fue acidificado, a la
temperatura de 0° C, con CIH al 1 : 5, hasta un pH de 3,2-3,3 con lo
que se obtenia un precipitado libre de enterotoxina y la parte sobre-
nadante se decantaba y precipitaba a —5° C, por la adicién lenta de
alcohol metilico hasta una concentracién del 25 por 100, dejando la
mezcla varias horas en el congelador de la nevera hasta el momento de
obtener el precipitado.

Este se recogia sobre una membrana “millipore” y se redisolvia
en una pequefia cantidad de agua bidestilada para obtener una concen-
tracién de 50 veces el volumen inicial, aproximadamente.

2. Inoculaciones en gato.

Se llevaron a efecto en el Departamento de Animales de Experi-
mentacién de Antibidticos, S. A., en Armunia (Leén) y se realizaron
en los meses de febrero, abril y junio de 1965 utilizando lotes distintos
de 13, 11 y 15 gatos respectivamente,
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El nimero de gérmenes ensayados fue de 6, 5 y 7. Los gatos
eran adultos, de peso superior a dos kilos y sin que previamente hubie-
sen sido sometidos a prueba de experimentacién alguna.

Los estafilococos utilizados en la produccién artificial de ente-
rotoxina eran coagulasa positivos y elegidos al azar en nuestra colee-
cién de origen lacteo,

Los gatos fueron distribuidos en jaulas individuales e inocula-
dos por via intravenosa siguiendo la técnica de Hammon (loc. cit.)

La tnica comida diaria a base de carne les era suministrada
con dos horas de anticipaciéon a la prueba.

Por cada gérmen se utilizaron dos gatos que fueron inyectadas
con tres y cinco cc. de enterotoxina que habia sido calentada a 100° C
durante treinta minutos.

En cada lote fue inoculado un gato con 12 cc. del medio base
usado en la preparacién de la enterotoxina.

La apariciéon de vémitos o diarrea a partir de los veinte minutos
de la inoculacién fue considerada como prueba de la existencia de
enterotoxina.

Cuando los sintomas se presentaron solamente en un gato la
prueba se consideré dudosa y se repiti6 en dos nuevos animales del
mismo lote.

3. Ensayos en érgano aislado (intesiino).

Esta determinacién se efectué sobre un fragmento de iléon de
cobayo mantenido en supervivencia en una solucién nutritiva.

Ensayos previos con ttero de cobaya virgen e intestino de co-
nejo y gato no dieron resultados uniformes frente a la accién de fil-
trados enterotéxicos de cultivos de estafilococos.

Los gérmenes sometidos a prueba fueron los mismos 18 que se
utilizaron en las inoculaciones.

El cultivo utilizado en la produccién de la toxina fue el Tripti-
case Soy Broth, con la modificacién ya citada, y hecho semisélido por
adicién de 0,7 por 100 de agar. Se eligié este medio por ser su accién
sobre iléon de cobayo muy poco marcada comparativamente con la

accién del BHI,
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A los filtrados de los cultivos estudiados se les agregé el 1 por
100 de antihemolisina alfa y el 2 por 100 de beta de acuerdo con la
potencia de ambos sueros,

Los tubos con el filtrado v las antihemolisinas se colocaban en
el bafio yuxtapuesto al quimdgrafo, con una hora de anticipacion al
comienzo de la determinacion.

Los métodos seguidos en esta técnica fueron los recomendados
por la PHARMACOPEE FRANCAISE (1965) en la valoracién de histamina.

La longitud del iléon era de 2,5 — 4 cm.

El trozo de iléon se prendia en un gancho de hilo de platino
situado en la parte inferior del tubo de aireacién del hafio de organo,
y por el otro extremo se sujetaba con hilo de seda a la palanca inscrip-
tora en conexién con el tambor de Marey.

En el bafio de érgano. antes de comenzar a trabajar con éreano
aislado, se ponian cinco gotas de una solucién de sulfato de atropina
al 1/100.000 y al minuto se lavaba el érgano vaciando y llenando el
bafio hasta la total relajacién del intestino.

La posible accién de la enterotoxina sobre 6rgano se compard
con la accién de la histamina en dos aspectos: a) disminucién de la
amplitud de contraccién debida a la accién de la histamina y b) en con-
tactos mas prolongados (un minuto como minimo) observacion de la
capacidad de contraccién posterior frente a la histamina.

En el primer caso se afiadian diez gammas de histamina por
20 cc. de filtrado y lo mismo al medio base comparando ambos tipos
de contraccién. El lavado era inmediato a la contraccién.

En el segundo caso se permitia una accién mas amplia de la
enterotoxina sobre el 6rgano v a continuacién se lavaba éste y se com-
paraba la respuesta del iléon a la histamina con una contraccién ante-
rior frente a ésta. Después de repetir varias veces la operacién se afia-
dia histamina. lavando en medio, para ver la capacidad del érgano de
recobrar la reaccién ante un estimulo continuado.

En algan caso se empleé enterotoxina concentrada y parcialmente
purificada asi como suero antienterotéxico.

Como testigos se utilizaron cultivos de cepas enterotoxigénicas
de la ATCC, niimeros 13565 y 13566 (S-6), de Micrococcus caseolyticus
(ATCC 13548) y de estafilococos coagulasa negativos,
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4. Accién sobre presion sanguinea.

Los efectos de la enterotoxina sobre la presién sanguinea del
gato anestesiado por fenobarbital sédico fueron comprobados con cinco
cepas de estafilococo enterotoxico.

Dos de ellas se utilizaron como control (cepas 196E y S-6) y lres
restantes fueron aisladas de leche fresca v se habian mostrado positivas
en las pruebas de inoculacién al gato.

El lote de gatos empleados fue homogéneo en cuanlo a peso
(de 2,750 a 3.250 grs.)

Las determinaciones se hicieron a continuacién de las pruebas
de contenido en histamina en estreptomicina y. como las anteriores,
fueron realizadas en los Laboratorios de Farmacologia Experimental de
Antibiéticos. S. A.

La técnica seguida fue la de los MANUFACTURING STANDARDS OF
ScuENLEY LABORATORIES. 1950.

Anestesiado el gato se descubria la cardtida derecha. previa in-
cisién de la piel en la region yugular. situando en la corriente sanguinea
una canula fina conexionada al quimégrafo registrador de la presion
sanguinea.

Asimismo se descubria la vena femoral y poniendo en marcha el
tambor de Marey se comprobaba la amplitud de desplazamiento del
indicador (tridngulo de metal) sobre la cartulina ahumada (estabilidad
relativa de la presion sanguinea).

A continuacién se inoculaba un gamma de histamina por kilo
de peso, provocando una disminuciéon en la presiéon sanguinea (accion
hipotensora). Alternativamente se comparaba la accién de la histamina
con la del problema (enterotoxina fresca y calentada).

5. Preparacién de un suero antienlerotoxico.

Se preparé un suero en conejo ulilizando como antigeno ente-
rotoxina tipo A (producida por la cepa S-196E en medio BHI a pH 5,5),
fresca y parcialmente purificada.

En la técnica de preparacion se siguié el protocolo de Casuan
(1958) con las variaciones que se expresan a continuacion.

Se inocularon cuatro conejos de buen tamaiio y la técnica seguida
en la preparacién fue la siguiente: se comenzé la inoculacién por via

61 —



intradérmica con un cc. de una diluccién de toxina fresca al 1 : 10.
Dicha toxina tenia una potencia entre diez y veinte dosis vomitivas
por cc. aproximadamente ya que un cc. al 1 : 10 (neutralizada con he-
molisinas) producia vémitos en gato, pero no al 1 . 20.

Se realizaron inoculaciones, cada segundo dia, con esta dosis,
hasta un total de tres y a continuacién se eligi6 la via subcutanea, inocu-
lando con la misma periodicidad tres dosis idénticas, pero mezcladas
con “Freund’s adjuvant” (HYLAND LABORATORIES) a partes iguales.

Se dejé descansar a los animales una semana y se inocularon

nuevamente por via subcutdnea 2 cc. de enterotoxina fresca sin diluir
y “Freund’s adjuvant”.

A los diez dias se repiti6 la inoculacién con 5 cc. Y, a los diez
dias de ésta, se comenz6 a utilizar toxina parcialmente pura, inoculan-
do cada doce dias, siempre con “Freund’s adjuvant”, cantidades apro-
ximadas de 500, 1.000 y 2.000 dosis vomitivas para el gato.

Los conejos habian perdido peso y las inoculaciones se dieron
por finalizadas.

A los veinte dias de la tltima inoculacién 0,5 ml. de suero obte-
nido de sangre extraida a los cuatro conejos, inoculados al gato por
via intravenosa le protegian contra la accién de 1 cc. de la dilucién
al 1 : 10 de enterotoxina, pero no frente a 2 cc., aunque en este caso
los sintomas no eran muy marcados.

A los treinta dias se obtuvieron idénticos resultados y los cuatro
animales fueron sangrados y separado el suero.

El suero fue absorbido por células bacterianas de las cepas
Wood 46 (ATCC 10.832) y M-19 (enviada por el doctor LokEeN, De.
partament of Veterinary Bacteriology and Public Health, St. Paul, Min-
nesota), lavadas con acetona a bajas temperaturas y siguiendo fiel-
mente la técnica descrita por Casman (1958)

Una vez absorbido el suero a éste se le anadié mertiolato (LiLLy)
en proporcién 1 : 1.000 y se conservé en la nevera a 2° C + 1.

6. Precipitacion en gel (gel-difusion).

En esta técnica se siguié el procedimiento de Ouchterlony modi-
ficado por Casman (1958, 1960), con los siguientes variaciones:
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Las fuentes de antigeno y suero se distribuyeron con arreglo al
modelo y distancias recomendados por CAMPBELL ef al. (1963) y el
agar utilizado fue Jonagar OXOID recomendado por HALL ez al.
{loc. cit.)

En lugar de bloques de aluminio en la preparacién de las fl-len-
tes o pocillos se emplearon anillos de vidrio de 10 mm. de longitud
y didmetro.

La técnica seguida por CasMan (1958) fue ampliada en todos
los detalles con arreglo a la descripcién del método Ouchterlony dada
por CROWLE (1961).

Las depresiones circulares o pocillos se llenaron, una sola vez,
con cantidades de 0,2 cc. de suero la cavidad central y la misma can-
tidad de antigeno las laterales. Normalmente el antigeno se utilizé sin
diluir y diluido al 50 por 100 en la misma placa.

El antigeno (enterotoxina) fue preparado por cultivo en Tript’i-
case Soy Broth semisélido, distribuido en placas. Este medio producia
niveles de 10-15 dosis vomitivas por cc. con las cepas control S-6 y
S-196E pero fue necesario concentrar la enterotoxina de los gérmenes
aislados de la leche para obtener reacciones de precipitaciéon positivas
en las placas.

A esta prueba fueron sometidos nueve de los gérmenes cuya
enterotoxina habia sido inoculada en gatos. Cinco de los ensayados eran
enterotéxicos y cuatro negativos con arreglo a dicha técnica de inocu-
lacién en gato.

Como testigos se utilizaron las cepas de control citadas.

H. TIPIFICACION POR MEDIO DE BACTERIOFAGOS.

1. Series Internacional y Seto-Wilson,

El total de cepas de estafilococos coagulasa positivos aislados fu(’e-
ron sometidas a la accién de 21 bacteriéfagos considerados como ba-
sicos y de uso recomendado por el COMITE INTERNACIONAL DE TIPIFICA-
cioN BacTerioFAcicA DE EsTAFiLococos. Se incluyé asimismo el fago
83A no considerado fundamental por dicho organismo.
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También fue usada la serie de fagos. adaptados a eslafilococos
de origen hovino, de SETo-WiLson (loc. cii.) integrada por los fagos
51,52,53,5S4.5S5y S6.

La serie INTERNACIONAL de fagos con sus cepas propagadoras
nos fue remitida por el StapuyLococcus REFERENCE LaBORATORY (Co-
lindale. London) v los de Seto por J. B. WiLson (Madison, Wins-
consin).

Las técnicas seguidas fueron las descritas por BLair y WILLIAMS
(1961) y Sero y WiLson (1958).

En los casos en que se necesilo nueva propagacion por haberse
agotado el “stock” inicial o baja potencia del mismo (R.T.D. <1 :100}
se siguié la técnica de SwasTROM y Apams (1951) cultivando la cepa
propagadora y el virus en agar blando distribuido en placas de Petri

de 15 cm. @

La dilucién de rutina (R.T.D.) o dilucién mas alta que produce
una lisis confluente en la cepa de propagacién fue determinada diluyen-
do el filtrado de 1 : 10 a 1 : 10" v cada dilucién comprobada con arre-
¢lo a la siguiente técnica: a parlir de un cultivo de seis horas. de la
cepa propagadora. en Tripticase Soy Broth (BBL), se sembraba una
placa del mismo medio (solidificado por adicion de 1.5 por 100 de
agar) utilizando una torunda de alzgodén estéril humedecida en el medio

liquido cultivado.

Una vez seco el “inoculum™ se colocaba una gota de cada dilu-
¢ién empleando un asa de platino con un bucle de 4 mm ), separando
las gotas 2 ¢cm. como minimo. Como R.T.D. fue considerada la dilucion

méas alta que producia una lisis confluente.

Las diluciones de rutina se mantuvieron a una temperatura de
2.2 C en nevera y su polencia se comprobaba antes de usarse nueva
mente cuando la litulacién anterior se habia realizado con mas de unag
semana de antelacion.

Para la tipificacién propiamente dicha cada cepa de eslafilococo
coagulasa posilivo fue sembrada en superficie. sobre placas de 15 cm @
con el medio Tripticase Soy Agar, por medio de torundas de algodéon
estériles empapadas en un cultivo del gérmen de seis horas a 37* C. Las

970

placas se secaban a 37° C una hora, antes de colocar las series de bac-

teriofagos.
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Bajo cada placa se colocaba un patrén con la situacién de cada
fago y éstas se ponian en serie depositando en el sitio correspondiente
una gota de la R.T.D. con pipetas de Pasteur estériles y distintas, Cuan-
do la serie de fagos se hallaba disiribuida se dejaban secar las placas
por espacio de treinta minutos y se procedia a la incubacién a 30° C
durante 18-24 horas.

La interpretacién de las reacciones liticas era:

50 placas o mas (lisis confluente) -+ +
20 a 50 +
Menos de 20 +
Sin lisis No tipificable

Solamente las reacciones + - fueron consideradas significan-
tes y el patron litico de cada gérmen se determiné en términos de
lisis + -+, aunque las reacciones -+ y I se consideraron para catalo-
gar a un gérmen como tipificable, cuando la dosis 1.000 x R.T.D. daba
reacciones claras (-+ ) sobre dicha cepa.

I. ANTIBIOGRAMAS

Las 58 cepas de estafilococos coagulasa positivos y 11 coagulasa
negativos elegidos entre los de mayor complejidad enzimatica fueron
sometidas a la accién de 18 antibidticos (BBL) con el fin de estudiar
el fenémeno de antibiorresistencia en estafilococos de origen bovino.

La técnica utilizada fue la de los discos de sensibilidad anti-
bidtica tal y como se expone por la casa preparadora (B-D LABORATORIES:
Techni TOPICS ndmero 10 y Catalogo BBL).

Los discos de 0,6 cm. de @ nos fueron suministrados en cartu-
chos de 50 discos, adaptables a un distribuidor automatico.

En ambos lados iban marcados con una letra y un niimero que
expresaban el nombre del agente y su concentraciéon en mg, mcg o uni-
dades.

Las cepas a ensayar se cultivaban en B H I durante 18 horas
a 37° C.
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Los estafilococos fueron catalogados como sensibles, moderada- Polimixina B (Polymyxin B) . P B 300-300 unidades.

mente sensibles o resistentes seglin el didmetro de las zonas de inhibi- (Aerosporin: Laboratorios Burroughs Wellcome).
cién y la concentracién en antibiético del disco. Terramicina (Terramycin) - T 30-30 mcg.

Los antibidticos empleados y concentraciones, asi como las abre- (Oxytetracycline: Laboratorios Pfizer).
viaturas que figuran en los discos y origen, fueron los siguientes: Tetraciclina (Tetracycline) - Te 30-30 mcg.

(Achromycin: Laboratorios Lederle).
Aureomicina (Aureomycin) - A 30-30 mcg.

{Chlorotetracycline: Laboratorios Lederle).

Bacitracina (Bacitracin) - B 10-10 unidades.

(Sin referencia de origen).

Cloromicetina (Chloromycetin) - C 30-30 mecg.
{Chlorotetracycline: Laboratorios Lederle).
Dihidroestreptomicina (Dihydroestreptomicin) - D S 10-10 mcg.
(Sin referencia).

J.  ANALISIS ESTADISTICO.

Se realiz6 con arreglo a las nermas dadas por FIsHER (1946)
y SNEDECOR (1948).

Dimetilclorotetraciclina  (Demethychlorotetracycline) - D M
30-30 mcg.

(Declomycin: Laboratorios Lederle).

Dimetoxifenil penicilina (Dimethoxyphenyl Penicillin) - D P IV.— RESULTADOS
5-5 mug.

(Staphillin: Laboratorios Bristol). A. DEL ESTUDIO INICIAL DE LAS MUESTRAS.

Eritromicina (Erytromycin) - E 15-15 mcg.

(Erylrocin: Laboratorios Abott). 1. Muestras de andén o muelle de recepcion.
Eslreptomicina (Streptomycin) - S 10-10 mecg.

(Sin referencia).

Fenoxietil penicilina (Phenoxyethyl penicilln) . P P 2-2 unidades.
(Sin referencia).

Kanamicina (Kantrex) - K 30-30 mcg.

(Kanamicin: Laboratorios Bristol).

Neomicina (Neomycin) - N 30-30 mcg.

(Mycifradin: Laboratorios Upjhon). 2. Muestras de establo.
Novobiocina (Novobiocin) - N B 30-30 mcg.
(Cathomycin: Merk-Sharp y Dohme).
Oleandomicina (Oleandomycin) - O L 15-15 mcg.
(Matromycin: Laboratorios Pfizer). .
Oxacilina (Oxacillin) - O X 1-1 mecg. coagulasa positivos.
(Sin referencia).

Penicilina (Penicillin) - P 2 y P 10-2 y 10 unidades.

(Sin referencia).

Se examinaron 50 muestras y los resultados obtenidos en el es-
tudio previo se expresan y comparan en los Cuadros ndmeros 2, 3, 5,
7,9, 11, Tabla I y Diagramas ntimeros 1, 3, 4, 5, 8y 9.

Se aislaron un total de 180 estafilococos, de los cuales 46 eran
coagulasa positivos.

Se estudiaron 36 muestras. Los resultados alcanzados se sefialan
en los Cuadros niimeros 4, 5, 6, 8, Tabla II y Diagramas niimeros 2, 6, 7.

Fueron aislados 28 estafilococos en total y de éstos 12 eran

— 66 — - — 67 —



B. DE CULTIVO Y AISLAMIENTO.

1. Estudio comparativo en diferentes medios de cultivo.

Se utilizaron a este fin ocho medios de cultivo en 22 muestras
(Cuadros ntims. 11 y 12).

En las 64 muestras restantes se emplearon Unicamente los me-
dios MAF, MAF-2 y S.110, este ultimo como testigo.

Las medias del namero total de estafilococos por muestra en
estas 04 fueron: S-110=26.500 MAF—23.200 y MAF-2—=23.700.

Las medias de estafilococos considerados coagulasa positivos en
las muesiras anteriores resultaron: S-110—1.100; MAF=590 y MAF-
2=600.

En varias ocasiones se sometieron a la prueba de coagulasa co-
lonias aisladas del medio S-110 como sospechosas de ser coagulasa po-
sitivas y en los casos en que en las placas paralelas de medios MAF no
se detectaba la presencia de este tipo «le gérmenes. Los resultados tueron
negativos al no hallarse estafilococos capaces de coagular el plasma.

2. Pruebas de inhibicién de cultivos puros.

Los resultados de esta experiencia se resefian en el Cuadro ni-
mero 13.

Los porcentajes se hallan referidos al contaje de colonias en
agar-sangre, que se considero como prueba testigo.

3. Indices de crecimiento de otros microorganismos no estafilocécicos
en los medios de cultivo comparados.

Los porcentajes de contaminacién para hongos, levaduras y bac-
terias (especificando en éste Gltimo caso los géneros cuyo crecimiento
se detect sobre los medios selectivos), figuran relacicnados en el Cua-
dro niimero 14.

C. DEL ESTUDIO ENZIMATICO Y BIOQUIMICO.

(Necesidades de oxigeno, catalasa, reduccién del telurito, fosfata-
sa, lipasa, desoxirribonucleasa, gelatinasa, fermentacién del manitol, fi-
brinolisina y coagulasa).
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Todos los estafilococos clasificados como tales eran catalasa po-
sitivos y anaerobios facultativos.

Solamente tres de cincuenta y ocho coagulasa positivos produje-
ron fibrinolisis en placas de plasma humano. Estas cepas fueron los
nimeros 19, 36 y 52 (numeracién de las Tablas III, IV y V).

El resto de las caracteristicas fisiolégicas y enzimaticas estudia-
das se resume en el Cuadro némero 15. para la totalidad de estafiloco-
cos aislados, y se detalla para los estafilococos coagulasa positivos, nu-

merados del 1 al 58, en la Tabla III.

La licuacién de gelatina en Thiogel Medium (BBL) resulté in-
ferior al método Chapman-Stone, al correlacionar ambos con la pro-
duccién de coagulasa, ya que solamente produjeron gelatinolisis en
tubo el 20 por 100 de los estafilococos coagulasa positivos y el 28 por
100 de los negativos.

D. DE CRECIMIENTO MICROBIANO.

Los resultados de un estudio comparativo, numérico, de la flora
estafilocécica de la leche natural en las distintas épocas del afio, con
relacién a la acidez, temperatura de la muestra y namero total de bac-
terias, se establecen, con sus valores medios, en los Cuadros nims 7 y 8.

La correlacion entre las distintas variables se sefiala mediante
diagramas de dispersién (Diagramas niims, 1 al 9) y los valores biomé-
tricos de las variables cuyos diagramas indican una mejor correlacién
(temperatura, nimero total de bacterias y de estafilococos por cc.) se
expresan en los Cuadros nims. 9 y 10.

E. DE DESTRUCCION TERMICA.

De 24 muestras examinadas solamente una, recogida en la plata-
forma de recepcién en el mes de diciembre de 1964, mostré estafiloco-
cos resistentes a la temperatura de 71,5° C. Las colonias parecian idén-
ticas, por su morfologia y coloracién, sobre el medio S-110. Someti-
das varias de ellas a la prueba de coagulasa resultaron ser coagulasa
negativas.
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Las caracteristicas bioquimicas coincidieron con las de colonias
semejantes aisladas de la misma muestra, En ésta el nimero total de
estafilococos por cc. habia sido elevado, alcanzado la cifra de 1.200.000.

En el resto de las muestras analizadas no se detectaron estafi-
lococos resistentes a la temperatura de 71,5° C, durante dieciséis segun-
dos, lo que significa, con arreglo a la técnica seguida, que el ndmero
de estafilococos quedé reducido probablemente a menos de 5 por cc.

F. DE HEMOLISIS.

En el Cuadro niim. 16 se sefialan los patrones hemoliticos en-
contrados en la microflora estafilocécica de origen lacteo, asi como
las frecuencias y porcentajes tanto en los estafilococos coagulasa nega-
tivos como en los positivos.

En la Tabla IV se especifican las propiedades hemoliticas de
los estafilococos coagulasa positivos al mismo tiempo que otras propie-
dades toxigénicas estudiadas.

G. DE PRODUCCION DE ENTEROTOXINA

1. Pruebas de gel-difusion e inoculaciones en gato.

Considerando estas pruebas como especificas los resultados ob-
tenidos son los siguientes:

o . - .

De 18 estafilococos coagulasa positivos sometidos a la prueba
de inoculacién al gato, cinco dieron resultados positivos como produc-
tores de enterotoxina,

De este mismo grupo los cinco positivos anteriores confirmaron
esta propiedad en pruebas de gel-difusién, mientras que cuatro negati-
vos no dieron reaccién de precipitacién alguna en gel.

Los resultados de estas determinaciones se reflejan en la Ta-

bla IV.

2. Estudios sobre érgano aislado.

El ensayo sobre érgano aislado (intestino de cobayo) results po-
sitivo en 18 estafilococos coagulasa positivos sometidos a prueba (Ta-
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bla IV), bien disminuyendo la capacidad de contraccién futura del 6r-
gano frente a la histamina o la amplitud de contraccién del intestino
cuando ambas substancias (histamina y filtrado de cultivo del estafi-
lococo problema) se ensayaban al mismo tiempo.

En general las cepas empleadas como control S-196E y S-6 da-
ban reacciones netamente positivas mientras que los estafilococos coa-
gulasa negativos utilizados con el mismo fin carecian de accion o ésta
era muy débil y el Micrococcus caseolyticus no mostraba accién alguna.

Sin embargo durante el desarrollo de la experiencia se pudie-
ron apreciar diferencias en cuanto a sensibilidad el intestino de cobayo
frente a la accién de los productos ensayados (histamina y toxinas o
productos del metabolismo de los estafilococos), debiéndose quiza estas
variaciones a una diferente condicién individual o idiosincrasia de los
animales utilizados,

La adicién de suero especifico no modificé la contraccién in-
testinal debida a la histamina, en presencia del filtrado de cultivo some-
tido a prueba, en ninguno de los cuatro casos examinados con esta
técnica. Previamente el suero anti A habia mostrado carecer de accion

alguna propia sobre el intestino de cobayo.

3. Accién sobre presion sanguinea de gaio.

Ninguno de los cultivos de las cinco cepas ensayadas poseia
accién alguna sobre la presion sanguinea.
Las cinco cepas eran enterotéxicas, perteneciendo dos de ellas a

la ATCC (S-196E y S-6) y tres a nuestra coleccion.

H. DE TIPIFICACION POR BACTERIOFAGOS.

(Series INTERNACIONAL y SETO-WILSON).

Los resultados obtenidos con estas técnicas, sobre 58 estafiloco-
cos coagulasa positivos, figuran en la Tabla V, donde se resefian los
patrones de lisis correspondientes a los distintos estafilococos,

Las frecuencias halladas para los fagos utilizados son dadas en

el Cuadro niim. 17.
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De los 58 gérmenes somet:dos a prueba 41 resultaron tipificables
por los fagos de la Serie Internacional empleando la dosis de rutina
(RTD) y los 17 restantes con una dilucién menor (RTD x 1.000).

Con la Serie Seto-Wilson se lograron tipificar 50 con la dosis
corriente (RTD).

I. DE RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS.

Unicamente se encontraron estafilococos resistentes a estas dro-
gas en el grupo de los coagulasa positivos (Cuadro niim. 18).

El porcentaje total de resistencias (incluyendo los medio resis-
tentes) es de 22.2 por 100 para los coagulasa positivos lo que significa-
ria el 4.6 como minimo del total de gérmenes aislados.

Para los distintos antibiéticos los porcentajes hallados (sobre
estafilococos coagulasa positivos) son: dihidroestreptomicina, 5,1 por
100; estreptomicina, 5.1 por 100: penicilina 10.2 por 100: fenoxietil
penicilina 1.8 por 100.

Uno de los estafilococos ensayados mostré a la vez resistencia
a dos concentraciones de penicilina (P10 y P2) y a la estreptomicina y
dihidroestreptomicina (DS10 y S10).

Otro de los estafilococos resistentes a la penicilina también re-
sulté ser resistente a la fenoxietil penicilina.

No se encontraron estafilococos resistentes al resto de la gama
de antibidticos utilizados en esta prueba.

J. CUADROS-RESUMEN DE RESULTADOS
CUADRO NUM. 2

Estafilococos coagulasa positivos aislados de muestras tomadas sobre
muelle de recepcion.

N.° muestras CePasmﬁii‘;ﬁ::es por N° TOTAL
4 3 12

9 2 18

16 1 16
21 0 0
50 « TOTALES — 46

—

CUADRO NUM. 3

Estafilococos aislados de las muestras a que se refiere el cuadro nim. 2.

N.° muestras Cepas por muestras N.© TOTAL
3 6 18

11 5 55
15 4 60
10 3 30

6 2 12

5 1 5

50 <« TOTALES — 180

CUADRO NUM. 4

Estafilococos aislados de muestras de esiablo (1)

Cepas diferentes por

N.° muestras N. TOTAL

muestra
6 2 12
16 1 16
14 0 -
36 «— TOTALES —» 28

(1) De ninguna muestra se aislé mas de una cepa de estafiloco-
cos coagulasa positivos.
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CUADRO NUM.

Valores medios de las muestras de leche natural (1)

= ESTABLOS -
MEDIAS
MUESTRAS N© 1 o Ne 3 JhEpIAS
MEDIAS:
1. Acidez (Dornic) .............. 15,6 15.3 15,9 15,6
2. Gérmenes totales ............ 68.479* 58.758 35,450 54,229
3. Estafilococos ................... 13.6 5.150 26,283 14.816
4, Est. coag. posit, ...c........... 1.958 1.458 22.308 8.574
INDICES:
1. Total gérmenes/estafilococos 5.261** 11,409 1,348 6.002
2. Total gérmenes/est. coag.
POSit. L.iiiiiii 34.973 35.268 1,589 23.943
3. Estafilococos/est. coag. posit. 6.647 3,532 1.178 3.785

(1) Determinados sobre las muestras individuales de establo.

* Miles de bacterias por cc.

**  Nuamero de bacterias por estafilococo.
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CUADRO NUM. 9
Analisis de distribucion bidimensional

(Sobre muestras de andén y variables temperatura y niimero
bacterias por cc.)

de

1. Temperatura (X)

a. Media = 15,84
b. Desviacién tipica (Sx) = 4,79

2. Namero de gérmenes (Y)

a. Media — 1.373.360
b. Desviacién tipica (Sy) — 1.750.632

3. Covarianza (Sxy):

XY Y¥X Yy .
Sxy = _ . N — Numero de variables
N N N

Sxy = 4.224.333

4. Correlacién (r):

| Sxy 0,5
I Sx Sy

} 5. Verificacion de hipétesis
{“t” de Student)

/n—
t = "V —i
\/ 1—r

t =39 P < 0,01 (Tabla de t de Fisher)

n — Numero de variables

Correlacion significativa




CUADRO NUM. 10
Andlisis de distribucién bidimensional

(Sobre muestras de andén y variables temperatura y néimero de
estafilococos por cc.)

1. Temperatura

(Datos cuadro niim. 9)

2. Nimero de estafilococos

a. Media — 75.060
b. Sy — 184.817

3. Covarianza

Sxy — 626.624

4. Correlaciéon

r = 0,5

5. Verificacién de la hipétesis

(“t” de Student)
t =39 P <« 0,001

Correlacién altamente significativa

—— =
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CUADRO NUM. 11

Estudio comparativo de veintitdés muestras de Anden en ocho medios

de cultivo

(Namero total de estafilococos: media de tres placas)

MEDIO s*

MUESTRAS A B c D  E F G H
Ne 1 171 210 221 10 7.5 75 200 150
”2 21 22 31 12 4 22,1 23 25
” 3 21 19 21 7 5 14 32 20
” 4 99 91 100 4,7 13 49,5 90 95
” 5 147 210 215 3 4 23,5 210 200
?6 30 27 21 3 4 174 27 30
7T 40 31 51 1,7 1,5 3 39 35
” 8 55 42 59 2 04 22 sl 50
79 90 71 95 6 4 8,5 87 85
” 10 610 750 800 19 23 110 550 450
” 11 93 141 131 11 11 15 143 150
712 17 14,5 16,1 7,5 2,5 7,1 13,1 15
“ 13 49 62 61 3 1 5 61 55
7”14 64 63 79 6.1 4.4 78 49 40
” 15 12 9 9 3,1 2 4 11 10
» 16 7.5 9,5 75 0.6 0,4 21 14 10
v17 15 8,1 6 0,2 0,2 0,7 7,1 5
7”18 10,5 13 11 2,1 3 4 11 9
” 19 41 17 35 10 9 11 38 40
? 20 1.414 1.300 1.230 531 42 231 1.900  1.200
” 21 21 12 15 7 4 14 51 45
” 22 75 42 S0 9 7 8 110 80

TotaL 3.103,0 3.164,1 3.264,6 179,0 1529 654,7 3.717,2 2.799,0

Mepia 1410 1438 1483 8,1 60 297 1689 1272

—

Sweeney; H— Medio original del autor (MAF).

*

¥*

MEDIOS: A— Manitol-Sal-Agar; B—= S.110; C= S-110-Yema de huevo;
D= Telurito-Glicina; E= Vogel y Johnson; F—= Baird-Parker; G—= Finegold y

Miles de estafilococos por cc.
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CUADRO NUM. 12

Estudio comparativo de veintitdos muestras de Anden en ocho medios
de cultivo

{Namero de estafilococos considerados coag. positivos: media de tres placas)

M E DI O s*

MUESTRAS A B c D E

F G H 1)
Ne 1 12 75 3 21 e - 112 er e
"2 15 14 17 7 3,1 i) 19 10 1
n g 16 11 14 45 1.1 75 14 0 1
" 4 83 41 50 47 42 13 72 0 1
"5 147 172 18 2 23 17 201 20 1
» 6 21 27 22 3 2,2 7.5 9 12 1
730 141 20 — — 1 23 —
8 15 13 40 13 — — 41 SO
"9 44 31 33 5.1 3.5 7 30 6 1
" 10 191 200 121 16 1,0 72 351 80 1
» 11 95 3 4] e — 1.2 141 -
» 12 9 131 14 5 2.1 75 11 |-
» 13 131 11 13 — - - 40 -
* 14 21 4.1 17 2 1,1 3 33,1 4 1
" 15 101 9 9 3,1 2 4 7 6 2
» 16 5,1 4.1 6 - 1,1 22—
2 17 pmme . — — o o — s e
" 18 4.5 3, 21 1 - - 1 e
» 19 21 12 30 10 9 11 38 12 3
» 90 181 300 550 331 31 181 1.000 200 3
» 2] 17 10 11 1 - 1 31 20 2
» 2275 42 50 ) 7 7 110 10 3
ToraL  1.0258 1.047,5 13341 1189  79.6 341.1 22863 445 21
MEDIA 466 476 60,6 54 36 155 1039 202

¥ MEDIOS: A= Manitol-Sal-Agar; B—= 5.110; C= 110-Yema de huevo;
D= Telurito-Glicina: E= Vogel y Johnson: F— Finegold y Sweeney: H—= Medio
original propio (MAF).

##* Miles de estafilococos coagulasa positivos por cc.

(1) Nuamero de cepas diferentes en el medio H confirmadas como coagulasa
positivas.

CUADRO NUM. 13

Comportamiento de cuatro medios de cultivo frente a cepas de estafi-
lococos coag. positivos aislados recientemente

M E DTO S

CEPAS S—110— MAF—Yema Agar—
S—110 Yema de huevo MAF de huevo Sangre
Ne 1 51% 61 47 53 71
” 2 75 77 73 80 76
” 3 103 101 86 93 100
” 4 49 47 55 57 47
” 5 29 33 41 37 42
6 81 33 90 87 389
? 7 94, 36 85 88 83
” 8 100 103 98 101 99
” 9 33 35 40 33 36
” 10 40 41 34 40 38
MEp1a 65,5 66,7 64,9 66,9 68,1
InmIBICION* * 3.2 % 1,9 % 1,9 % 1,7% 0

¥ Nimero de colonias por placa referido a la diluccién 1:1< 10"

¥#% Grado de inhibicién de cada medio frente a cultivos puros.



CUADRO NUM. 14

Porcentaje de contaminaciones observadas en cada medio

MICROORGANISMOS 4 B C D E F G H

BACTERIAS:**
1. Gram Negativas

Proteus ...... 2 3 3 — — 1 7 2
Escherichia . 1 — — — — — 3 1
Aerobacter .. 2 3 4 — - 2 8 1
Pseudomonas 1 1 — — 1 4 1

2. Gram Positivas

Bacillus ..... 8 9 7 7 6 7 12 9
HONGOS ... 3 2 3 6 5 5 — —
LEVAD. ... 1 1 2 3 2 2 — —_
TOTAL ...... 18% 19% 21% 16% 13% 18% 34 % 14 %

* Medios: A— Manitol-Sal-Agar; B= S-110; C= S-110-Yema
de huevo; D=— Telurto-Glicina; E= Vogel y Johnson; F— Baird-Par-
ker; G — Finegold y Sweeney; H — Medio original propio (MAF).

**  Géneros sexln la clasificacion bacteriana de BERGEY’S MA-
NUAL OF DETERMINATIVE BACTERIOLOGY (1957).
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CUADRO NUM. 15

Relacion de las caracteristicas fisiolégicas y enzimdticas con la pro-
duccion de estafilocoagulasa (1)

PROPIEDADES EST. COAG. POSIT. EST. COAG. NEG.

Pigmentacién:

1. Dorada .........cccovvnnnn.n. 49 (84 %) 45 (30 %)
2. Blanca ...ociiiiviininnnn. 9 (16 %) 70 (46 %)
3. Crema .......coovvvvininnns 0(— ) 35 (24 %)
Red. Telurito .................. 51 (88 %) 50 (33 %)
Prod. Fosfatasa ............... 58(100 %) 25 (16 %)
Prod. Lipasa .................. 7 (12 %) 40 (26 %)
Prod. Desoxirrib. ............ 56 (96 %) 13 ( 8%)
Lic. Gelatina® ................. 35 (62 %) 26 (17 %)
Ferm. Manitol** ............... 57 (98 %) 12 ( 8 %)

(1) Resumen del estudio bioquimico realizado sobre 208 estafi-
lococos (150 coagulasa negativos y 58 coag. posit.)

* Meétodo de Chapman-Stone.

**  Fermentacion anaerobia
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CUADRO NUM. 16

Pairones hemoliticos y sus frecuencias en estafilococos de origen.
lacteo (1)

TIPOS DE HEMOLISIS EST. COAG. POSIT. EST. COAG. NEG.

Alfa oo 2 (4%) 1(<1%)
Beta oo 17 (29 %) 39 (26 %)
Alfa-Beta .....ccovvvieiiiiininn, 19 (33 %) 3(2%)
Alfa-Beta-Delta .....oevenennee.. 5(9%) 1(<1%)
Alfa-Delta® . .ooooiviiiiiiininnn, 0 (—) 0 (—)
Beta-Delta ........ccoevvvninnnn... 12 (20 %) 31 (20 %)
Ninguna ....ocoovviniiieinnnann 3(5%) 75 (50 %)
RESUMEN

1. Hemolisis** .......ccoo..... 55 (95 %) 75 (50 %)
2. No hemolisis ................ 3(5%) 75 (50 %)

(1) Resumen de las determinaciones realizadas sobre la totali-
dad de gérmenes aislados.

No incluimos, por ser dudosa su clasificacién, 23 estafilococos
que producian hemolisis tipo “viridans” en sangre humana y ligerisima
lisis en sangre de corejo.

** Como norma general las reacciones de hemolisis en los estafi-

lococos coagulasa negativos fueron menos intensas que las producidas
por gérmenes positivos.
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CUADRO NUM. 17

Distribucién de frecuencias de los distintos fagotipos hallados en la
tipificacion de estafilococos (1)

T e P T T

BACTERIOFAGO  FRECUENCIA BACTERIOFAGO ~ FRECUENCIA
79 2 47 7
52A 1 42E 22
52 2 80 3
29 2 80 3
55 2 6 7

3A 0 7 6
3B 2 42D 19
3C 2 71 0
83A 15 S1 0
187 0 52 50
75 1 S3 0
77 2 >4 0
53 0 S5 26
54 14 S6 3

(1) Experiencia efectuada sobre 58 estafilococos coagulasa po-
sitivos y referida a la R.T.D.
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CUADRO NUM. 18

Sensibilidad-resistencia de los estafilococos a distintos antibisticos (1)

ANTIBIOTICO EST. COAG. POSIT. EST. COAG. NEG.
Aureomicina .......1.....eiueeen ST ST
Bacitracina ...........ooievinini ST ST
Cloromicetina ...........c....... ST ST
Dihidroestreptomicina ......... 2R/1IMR ST
Dimetilclorotetraciclina ....... ST ST
Dimetoxifenilpenicilina ........ ST ST
Eritromicina ..................... ST ST
Estreptomicina ................., 2R/1IMR ST
Fenoxietilpenicilina ............ 1MR ST
Kanamicina ..................... ST ST
Neomicina .........ccceeuennennn, ST ST
Novobiocina ..... venenen s, . ST ST
Oleandomicina ........... ...... ST ST
Oxacilina ..........c.cooevennnn, . ST ST
Penicilina ................. ceeeFi 4R /2MR ST
Polimixina B ..................... ST ST
Terramicina ..................... ST ST
Tetraciclina ...................... ST ST

N (1) Investigacién realizada sobre 58 estafilococos coagulasa po-
sitivos y 11 coagulasa negativos aislados de leche natural.

CLAVE: ST = Sensibles en su totalidad.
R = Resistentes en su totalidad.
~RM = Medio resistentes.
2R/1IMR = Dos resistentes y uno medio resistente,
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V.—DISCUSION

A. MUESTRAS

1. Técnica de recogida.

En la técnica de recogida de las muestras se siguieron las debi-
das precauciones de asepsia para evitar la contaminacion de éstas por
estafilococos de origen humano.

Por tanto, la flora estafilocécica aislada de la leche debe consi-
derarse como normal de este producto, bien sea de origen bovino (in-
tramamario o no) o de origen humano y adicionada a la leche durante
las manipulaciones normales anteriores a su llegada a la plataforma de
recepcion.

En las muestras de establo en que no mediaron circunstancias
de contaminacién, la microflora tendria un origen bovino exclusiva-
mente.

Con el fin de que los valores numéricos que se refieren a las ca-
racteristicas previas de las muestras fuesen representativos del momen-
to en que éstas se tomaron, el analisis se realiz6 inmediatamente a su
recogida (muestras de recepcion) o previa conservaciéon por el frio a
temperaturas préximas a 0° C y dentro de un plazo no superior a vein-
ticuatro horas {muestras de establo).

Se pretendié que las muestras fuesen de leche natural y los re-
sultados obtenidos se refieren, por consiguiente, a este tipo de leche.

Con el fin de apreciar mejor las posibles variaciones estacionales
de algunas de las caracteristicas a estudiar, las muestras se recogieron

con una determinada periodicidad.

2. Valores de pH, acidez, temperatura y nimero total de bacterias.

El pH fue determinado solamente en las muestras de andén y
mostré una correlacién estrecha con los valores de acidez total hallados
por el método de Dornic (Cuadro nim. 7). En las muestras de establo
se realizé dnicamente esta ultima técnica.

La acidez no mostré una correlacién definida con la tempera-
tura, como se deduce de los datos del Cuadro nimero 7 y Tabla I, ni
con el niimero total de gérmenes o estafilococos por cc. (Cuadros ni-
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meros 7 y 8; Tabla I y II; Diagramas nimeros 1, 2, 4, 5, 6 y 7) en las
muestras de andén o de establo.

La ausencia de una correlacién estrecha enire estas propiedades
puede explicarse si consideramos que variaciones pequefias de acidez
(pH £ 0,04; acidez total * 04 grados Dornic), dentro de una leche
normal y fresca pueden deberse a midltiples causas, destacando las d=
tipo alimenticio y otras ligadas a la raza, periodo de lactacién, gesta-
cién avanzada, etc.

Por otra parte es hien conocido el efecto bacteriostatico de la
leche recién ordefiada, asi como su poder tampén.

Todos estos factores pueden enmascarar, durante algén tiempe,
la correlacién que mas tarde, al sobrepasar la acidez los limites real-
mente normales, debe imponerse entre acidez, temperatura y flora mi-
crobiana.

Aparentemente los valores mas llamativos dentro de la linea
comentada corresponden a la relacién entre los datos de temperatura,
acidez y ndmero de microorganismos. obtenidos el mes de julio de
1965 (Cuadro nimero 7 y Tabla I) pero esto se explica si aclaramos
que en esa época se realizaron dos recogidas de leche al dia y normal-
mente la leche llegaba a la planta a las pocas horas de su ordefio, may
frecuentemente con temperaturas superiores a la ambiental, como con-
secuencia de una falta de enfriamiento de la leche a continuacién de ser
ordefiada.

La correlacién entre temperatura y néimero de bacterias o de
estafilococos fue mas definida y significativa (Cuadros ntimeros 7, 9
y 10; Tabla I; Diagramas nimeros 3, 8 y 9), sin ser intensa.

En la investigacién de correlacién entre distintas variables hemos
seguido las recomendaciones de F1sHER (loc. cit.) tratando de hallar
valores numéricos a partir de la orientacién dada por los diagramas
de dispersién y cuando éstos sugerian graficamente una dependencia
funcional entre las variables, con el fin de caracterizar la intensidad
de la interdependencia.

En los casos mencionados Gltimamente los diagramas de disper-
sién y los coeficientes de correlacién sefialaron una correlacién positiva
y directa pero de intensidad media, aunque altamente significativa.

Las razones de este fenémeno entre dos variables, como niimero
de bacterias o estafilococos y temperatura, en un medio de cultivo idé-
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neo (leche), en que teéricamente debieran estar intensamente correlacio-
nadas, dentro de los limites de tempratura observados, podria explicarse
recordando las cualidades bacteriostaticas de la leche de reciente ordefio
y sefialando que la temperatura observada en la plataforma de recep-
cién no siempre equivale a la del ambiente.

En ocasiones la leche puede haber sido enfriada al final del or-
defio y ganado temperatura durante el transporte, en otras no enfriada,
recogida y enviada rapidamente a la planta de transformacién mos-
trando una temperatura que no se ha equilibrado con la ambiental en
ningiin momento por no transcurrir el tiempo necesario.

B. CULTIVO Y AISLAMIENTO

1. Investigacion comparativa.

Diferentes autores han realizado estudios comparativos de los me-
dios de cultivo de mas amplio uso en el aislamiento de estafilococos,
en orden a determinar su eficacia en los distintos alimentos (Mc DiviTT
y HussemaN, loc. cit.; CARTER et al., 1960; INNES loc. cit.; COMINAZZINI,
1960; Jay, 1961 y 62; MosstL, 1963; Mc Divitr y Torp, 1964; Mc Di1-
VITT y JEROME, 1965).

Sin embargo, por lo que a la leche se refiere y aun considerando
los estudios de Mc Drvirt y JeroME (loc. cit.) puede decirse que la lite-
ratura parecia estar aguardando por la publicacién de datos compara-
tivos sobre el aislamiento de estafilococos a partir de leche fresca, em-
pleando varios medios de cultivo.

Los medios utilizados en este trabajo se seleccionaron entre los
de méis amplio uso y cuatro de ellos se encuentran en el miercado en
forma deshidratada.

La eleccion del medio MAF (Fig. 1 al 3, incl.) para el aisla-
miento de colonias y estudio posterior de las cepas aisladas a partir
de 22 muestras y del MAF-2 (Figs. 6 al 9, incl.) principalmente, para
el resto de las muestras, se debi6 a que estos medios permiten sin duda
alguna una perfecta diferenciacién de colonias y por tanto el probable
aislamiento de un mayor niimero de cepas diferentes.
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Con el fin de evitar en lo posible aislar la misma cepa de esta-
filococo por duplicado, el aislamiento de colonias se realizé {nicamente

a partir de un solo medio.

2. Anglisis de los resultados obtenidos en los distintos medios em-

pleados.

a. Manitol-Sal-Agar (Figs. 4 y 5).

La media del nimero total de estafilococos (Cuadro nimero 11)
es mas elevado en este medio que en el MAF. La diferencia entre los
porcentajes de inhibicién (Cuadro nimero 13) de estos medios no jus-
tifica la diferencia de medias citada.

Pero si tenemos en cuenta que los medios CHAPMAN toleran el
desarrollo de algunos micrococos y el tamafio alcanzado por las colo-
nias permite confundirlos frecuentemente con estafilococos, podrian
explicarse tales diferencias.

El medio tiene color rojo obscuro debido al indicador (rojo de
fenol) y no facilita la diferenciacién de colonias con la misma claridad
que los MAF, incoloros. Por otra parte la fermentacién aerobia del ma-
nitol es un dato de poco valor para la clasificacion de los estafilococos
ya que, en aerobiosis, es fermentado este aziicar por el 81 por 100 de
los estafilococos coagulasa negativos (Evans y NIVEN, loc. cit).

En especial cuando las placas estdn bastante pobladas es fre-
cuente un viraje total de la placa impidiendo observar esta caracteris-
tica fermentativa.,

La diferencia con el medio MAF (Cuadro nimero 12) en cuanto
a nimero de gérmenes coagulasa positivos va de acuerdo con los con-
ceptos anteriormente expuestos.

El porcentaje de contaminaciones observadas (Cuadro nimero 14)
es normal en este tipo de medios hipersalinos.

b. S-110.

Es quiza el medio mas ampliamente usado en el estudio de esta-
filococos.

Las diferencias con los medios MAF y MAF-2 (Cuadros niimeros
11 y 12 y Resultados B) tendrian una explicacién semejante al caso

anterior.
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El porcentaje de inhibicion encontrado (Cuadro nimero 13) va
en contra de la afirmacién taxativa de Mc Divirt y Husseman (loc, cit.)
para quienes el medio S-110 no inhibia el crecimiento de estafilococos
en cultivo puro.

c. S-110-Yema de huevo.

Esta modificacién del medio original de CHAPMAN (1946) fue
introducida por HERMAN y MogreLL (loc. cit.) utilizando para descu-
brir portadores de gérmenes en pacientes hospitalizados.

Inmediatamente fue probado por CARTER (loc. cit.) con gérme-
nes de origen alimenticio. Seglin los autores citados la adicién de yema
de huevo estimulaba el crecimiento de los estafilococos patégenos, a
la vez que servia de indicador al producir los estafilococos coagulasa
positivos una opacidad alrededor de las colonias.

Jay (1963) encontré que este medio era el mas efectivo, de seis
medios comparados, en el aislamiento de colonias coagulasa positivas
procedentes de carnes.

De los resultados obtenidos (Cuadros nimeros 11 y 12) se de-
duce que favorece el crecimiento de micrococos. Las cifras de estafi-
lococos probables coagulasa positivos son también las mas elevadas, al
afiadir una nueva indicacién (produccién de opacidad) cuya correla-
cién con la produccién de coagulasa no existio en los estafilococos de
origen bovino (Cuadro nimero 15).

Nuestra experiencia con este medio nos permite afirmar ademas
que exalta la cromogénesis, acorta el tiempo de generacién de los esta-
filococos con relacién al medio S-110 y permite realizar las mismas prue-
bas que en éste (fermentacién del manitol afiadiendo parpura de bro-
mocresol sobre las colonias y licuacién de gelatina por el método de
Chapman Stone).

El porcentaje de contaminaciones ha sido el més elevado (Cua-
dro nimero 14) y su gradoe de inhibicién para cultivos puros (Cuadro
namero 13) de los maés bajos.

Herman (1964) (comunicacién escrita) nos indicaba que con
suficiente experiencia era éste un medio del que podia sacarse gran
partido.

En nuestra opinién creemos que no es el mas adecuado para
emplear en aislamientos de origen lacteo, ya que la indicacién de fer-
mentaciéon del manitol es engorrosa y de dificil interpretacién. La pro-
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duccién de opacidad no guarda correlacién con la produccién de coa-
gulasa en estafilococos de este origen y la cromogenesis y licuacién
de gelatina no son las mejores pruebas para seleccionar estafilococos
coagulasa positivos,

d. Telurito-glicina.

ZeBoviTZ, ¢t al. (loc. cit.) pretendieron que este medio fuese
especifico para el aislamiento de estafilococos coagulasa positivos.

Varios autores, HoEpricH et al. (loc. cit.), SEVEL y PLOMMET
(loc. cit.) INNEs (loc. cit.), MooRE y NELsoN (loc. cit.), han manifestado
que este medio inhibe muchas cepas de estafilococos en el primer ais-
lamiento.

MossEL (1963) estima que este medio carece, ademds, de espe-
cificidad.

Los resultados obtenidos por nosotros (Cuadros nimeros 11 vy
12) confirman los de los autores mencionados y en especial los resul-
tados de MooRre y NELsoN (loc. cit.) quienes trabajaron con gérmenes
de similar origen, demostrando que el medio telurito-glicina es total-
mente inadecuado para usar en el aislamiento de estafilococos de leche
natural.

Su elevado grado de toxicidad contrasta, por otra parle, con la
facilidad con que crecen en él algunos microorganismos del género
Bacillus, levaduras y hongos, estos tltimos especialmente a temperi-
tura ambiente.

e. Medio de Vogel y Johnson.

Jay (1963) encontré este medio totalmente insatisfactorio para
el aislamiento de estafilococos de origen carnico.

Los resultados obtenidos en nuestro trabajo (Cuadros nimeros
11 y 12) lo definen como inaceptable para estafilococos de origen pre-
ferentemente bovino.

Sin embargo se trata de un medio usado por algunos investiga-
dores y que se encuentra en el mercado en forma deshidratada.

Cabe pensar con sus autores y casas preparadoras que sea real-
mente 1til en el aislamiento de estafilococos de portadores humanos
en hospitales y clinicas.

f. Medio de Baird-Parker.
Fue ideado por su autor como especifico para distinguir los es-
tafilococos coagulasa positivos por medio de la reduccién del telurito
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y clareamiento de la opacidad de fondo del medio alrededor de las
colonias.

La correlacion entre estas propiedades y la produccién de coa-
gulasa era perfecta, seglin su autor, resultando superior a varios me-
dios ensayados en el aislamiento de estafilococos de origen alimenticio.

Con la adicién de piruvato sédico y huevo se conseguia estimu-
lar ¢l crecimiento y anular los efectos inhibitorios del medio bésico.

No conocemos por el momento otros comentarios ni resultados
de estudios comparativos, acerca de este medio, que los de su autor
y los nuestros.

Los obtenidos por nosotros (Cuadros niimeros 11 y 12) revelan
que para los estafilococos de origen lacteo (coagulasa positivos) tiene
todavia un efecto inhibidor, comparado con el medio MAF, y su espe-
cificidad no es tan elevada como se indicé por su aufor permitiendo el
crecimiento de abundantes estafilococos coagulasa negativos.

En cinco muesiras se detectaron estafilococos presumiblemente
coagulasa positivos, evaluando los datos suministrados por este medio
de cultivo, mientras que ninguno fermentaba claramente el manitol so-
bre el medio MAF. Sometidas a la prueba de coagulasa varias de estas
colonias del medio de BAIRD éstas resultaron negativas.

Seglin nuesira opinion el aclaramiento de la opacidad del medio
alrededor de las colonias, debida con toda probabilidad a la accion de
la lipasa y la reduccién del telurito, no son propiedades adecuadas =n
que basar una clasificacién de estafilococos de origen bovino ya que
estas propiedades no muestran la debida correlacion con la produccién
de coagulasa (Cuadro ntmero 15).

o. Medio de Finegold y Sweeney.

Los autores concluyen “el grado de selectividad es tal que el cre-
cimiento de colonias con la morfologia de estafilococos sobre este me-
dio de polimixina sirve de excelente evidencia presuntiva de estafiloco-
cos coagulasa positivos”.

Sin embargo BAarrD-PARKER (loc. cit.) y Jay (1963) no encontra-
ron ftil este medio cuando fue aplicado al control bacteriolégico e
alimentos.

Los resultados obtenidos por nosoiros en este trabajo no pueden

ser mas desfavorables.
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El poder selectivo fue muy limitado permitiendo el crecimiento
de bacterias Gram negativas, cuyas colonias a las veinticuatro horas
tomaban un aspecto parecido a las de estafilococos y en ocasiones se
trataba de colonias mixtas.

Teniendo en cuenta la variedad de gérmenes que contiene la
leche, este problema seria suficiente para desechar el medio de este uso
de aislamiento en la flora lactica.

La cifra de gérmenes coagulasa positivos la hemos obtenido no
considerando las colonias grises y planas de estafilococos, con toda .e-
guridad saprofitas. en el momento del contaje. El ntmero obtenido,
sin embargo, no tiene valor alguno por las razones apuntadas.

Muy recientemente Davis y Davis (loc. cit.). modificaron ligera-
mente y de forma no substancial el medio de Finegold obteniendo re-
suilados de gran éxito en el aislamiento de estafilococos a partir de
“portadores” nasales.

Solamente el diferente origen de la flora microbiana y estafilocé-
cica podria explicar estas notorias diferencias, a veces tan extremas
como en el caso descrito.

h. Medios MAF (Figs. 1 al 3, incl. y 6 al 9, incl.)

La idea basica que nos llevé a concebir este tipo de medios fue
la estrecha correlacién existente entre la fermentacién del manitol en
medio anaerobio y la produccién de coagulasa (Evans, loc. cit.; Evans y
NIvEN, loc. cit.; MossEL, 1962).

Parece que esta idea no ha sido desarrollada previamente en el

sentido de aplicarla a un medio selectivo, sélido, utilizado en un pri-
mer aislamiento a partir de una flora mixta.

Los medios con agar que utilizan un indicador de la fermenta-
cién del manitol (rojo de fenol, parpura de bromocresol, azul de bro-
motimol) en medio aerobio, facilitan en muy poco la diferenciacién
de colonias por el cardcter fermentativo ya que Evans (1948) determiné
que este polialcohol era fermentado en aerobiosis por un 81 por 100
de los estafilococos coagulasa negativos.

El propio color de estos medios supone un handicap para estu-
diar determinadas caracteristicas sobre las colonias (tonalidad debida
a pigmentacién). La répida difusién del acido producido por fermenta-
cién del manitol es otro obsticulo que se suma a los anteriores.
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Con el fin de armonizar la condicién de anaerobiosis (o bajo
potencial Redox) con un medio originalmente incoloro pero con capa-
cidad indicativa de la reaccién de las colonias, comenzamos utilizando
como indicador la fuchina basica decolorada por bisulfito sédico. Los
resultados fueron muy pobres ya que la mayoria de las colonias pro-
ducian un color rosa palido sobre el medio.

La utilizaciéon de la fuchina acida fue el paso siguiente y defi-
nitivo en la blisqueda de un indicador adecuado a nuestro propésito.

Los estudios de MAITLAND y MARTIN (loc. cit.) sefialaban que si
bien el tioglicolato sédico no impide el crecimiento de estafilococos, el
efecto del cloruro sédico era sin embargo mucho mas inhibitorio en
presencia de dicho compuesto, como si su accién inhibitoria aumentase
a un bajo potencial de 6xido-reduccién.

Por otra parte CASTELLANI (citado por Dack, 1962¢) considerd
el 4cido tioglicolico y cisteina como agentes bacteriostiticos para los
estafilococos.

Mas modernamente RaJ y LisTon (loc. cit.) describen un medio
liquido anacrébico, para el aislamiento de estafilococos, con 4cido tio-
glicolico y cistina.

Jay (1963), realizando un estudio comparativo de varios medios
de cultivo, sefialo que el medio liquido anterior seguia en eficacia, a
la hora de descubrir estafilococos coagulasa positivos en carnes, al medio
S-110-Yema de huevo.

El antibiético cycloheximida (acti-diona) fue elegido para nues-
tro medio en lugar del bien conocido é4cido sérbico y con el fin de
evitar el crecimiento de mohos y levaduras sobre el medio selectivo. La
ausencia de toxicidad, para los estafilococos, de este antibiotico a las
dosis empleadas por FINEGOLD y SWEENEY (loc. cit.) habian sido confir-
madas por WALKER et al. (loc. cit.), asi como su eficacisima accién
selectiva frente a hongos y levaduras.

El evitar el crecimiento de mohos sobre nuestros medios es par-
ticularmente conveniente con el fin de facilitar la diferenciacion de dis-
tintos tipos de colonias de estafilococos, por su diferente coloracién y
morfologia, prolongando la incubacién de las placas a temperaturas de
20 a 30° C, optimas para el desarrollo de levaduras y mohos,

La composicién definitiva del medio fue fijada tras un breve
e intenso tanteo experimental, utilizando varias cepas de estafilococos de
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la ATCC y otras aisladas por nosotros en USA y en Espafia, de origen
lacteo.

El comienzo de este trabajo nos pareci6 un excelente motivo
para someter a una prueba definitiva el medio de cultivo MAF.,

La modificacién MAF-2 se introdujo durante el curso de la in-
vestigacién al considerar los trabajos de HERMAN y MogerLrr (loc. cit.)
y CARTER (loc. cii.) quienes obtuvieron excelentes resultados con la adi-
cién de yema de huevo al medio S-110, resultados que habian sido
confirmados por otros autores (Jay, 1963).

InnEs (loc. cit.) y Bairp-PARKER (loc. cit.) habian utilizado tam-
bién la yema de huevo para modificar el medio de ZEBOVITZ, et. al. (loc.
cit.) alcanzando indudables éxitos,

Entre las ventajas que ofrece el empleo de nuestros medios (MAF
y MAF.2), citaremos:

a) La posibilidad de estudiar los caracteres de una colonia no
fermentadora como si se tratase de medios sin indicador de reaccién.

b) Permiten el desarrollo de los estafilococos en superficie y

su diferenciacién en fermentadores Y no fermentadores a bajo poten-
cial de oxidorreduccién.

c) En los fermentadores es posible comprobar una gama de
colores de rosa pélido a rojo intenso (naranja obscuro en el medio

MAF-2) en las colonias,

Normalmente todas las que producen un viraje intenso del me-
dio, (colonias superficiales) con coagulasa positivas, pero no dehen
considerarse como tales las coloreadas muy débilmente.

Para lograr unas condiciones anaerébicas més estrictas hemos
utilizado frecuentemente uno de nuestros medios sembrando entre dos
capas de agar (ver Materiales y Métodos B.3).

En el medio MAF-2 se ha podido comprobar que con este proce-
dimiento, la difusién de los glicéridos del huevo procedentes del estrato
inferior era suficiente para que las colonias que, al sembrar con la téc.
nica en profundidad descrita, quedan accidentalmente sobre Ia super-
ficie, produzcan “halos” de opacidad cuando son lipasa positivas (Fi-
guras 6 al 9), de la misma forma que las sembradas en superficie.

Con este tipo de siembra entre dos capas de agar MAF o bien
de MAF-2 y MAF cubriendo la primera, las colonias quedan aprisio-
nadas en el seno del medio en condiciones de anaerobiosis y solamente
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un pequefio porcentaje (10-20 por 100 segin la puleritud técnica em-
pleada) asciende a la superficie al afiadir el agar fundido.

Las colonias, en este caso, son puntiformes para las cepas de
Staphylococcus epidermidis o saprophyticus y de tamafio superior a
1 mm. y color rosa palido a rojo claro para las variedades de Staphylo-
coccus aureus. Estas ultimas pueden considerarse coagulasa positivas
por la estrecha correlacion entre las propiedades de fermentacién aneo-
robica del manitol y produccién de coagulasa.

Parece ser que con este tipo de medios utilizados en régimen
de anaerobiosis o bajo potencial de oxidorreduccién se elimina el cre-
cimiento de muchos micrococos asi como las reacciones oxidativas sobre
el manitol, que en otros medios (Manitol-Sal-Agar) pueden enmascarar
las verdaderas reacciones fermentativas.

La incubacién de los medios descritos, se realizé siempre a 37° C
durante 43 a 72 horas.

Los resultados obtenidos con estos medios en los estudios de ais-
lamiento han sido realmente favorables y ya se han comentado al rea-
lizar la critica de cada medio estudiado comparativamente.

El MAF-2 no ha mostrado apenas accién inhibitoria alguna
(Cuadro niimero 13) y este medio pudiera ser por demés interesante »n
el aislamiento a partir de portadores y enfermos ya que parece existir
una mas alta correlacion entre estafilococos productores de lipasa y
coagulasa positivos en la microflora de origen humano (GUILLESPIE y
ALDER, loc. cit.; COLBECK et al., loc. cit.; HERMAN y MoORELLI, loc. cit.)

La adicion de yema de huevo, por otra parte, acelera el des-
arrollo de las colonias, un poco lento en las primeras veinticuatro horas
en el medio MAF, hecho que hemos podido comprobar repetidamente
a lo largo de nuestro estudio.

En cambio no tuvo accién ninguna sobre las reacciones de fer-
mentacién de la manita por los estafilococos.

La inhibicién de estafilococos coagulasa positivos en el medio
MAF no pudo demostrarse a partir de ocho muestras que dieron resul-
tados negativos en dicho medio (Cuadro niimero 12) y positivc.»s. en
alguno de los restantes ya que las colonias supuestas coagulasa positivas
no confirmaron esta propiedad al ser sometidas a pruebas especificas
de coagulacién de plasma.
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Tampoco se comprobaron casos de inhibicién de cepas coagulasa
positivas en el medio MAF-2 con respecto al S-110 (ver Resultados B. 2).

C. DETERMINICACION CUALITATIVA DE ENZIMAS Y OTRAS
CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS.

1. Pigmentacion.

La primera indicacién de esta propiedad fue recogida en los me-
dios MAF, en el primer aislamiento, y se confirmé sobre placas S-110.

Segiin CHAPMAN (1945, 1946) este medio resulta muy apropiado
para la investigacion de este cardcter y, posteriormente, ha sido utili-
zado con este fin por numerosisimos autores.

La tonalidad de la pigmentacién en estos medios fue muy seme-
jante y las pequefias diferencias no eran suficientes para influir en la
clasificacion de los estafilococos por sus propiedades cromogénicas.

El 84 por 100 de los estafilococos dorados resultaron coagulasa
positivos pero el 30 por 100 de los coagulasa negativos producian tam-
bién un pigmento aureo y el 16 por 100 de los de color blanco eran
coagulasa positivos (Cuadro nimero 15).

Estos resultados son mas desfavorables a la correlacién entre
pigmentacién dorada y produccién de coagulasa que los obtenidos por
Evans y NIvEN (1950) con estafilococos de diferente origen (90 por 100
de los estafilococos dorados eran coagulasa positivos y solamente el 5
por 100 de los blancos poseian esta propiedad).

ZEMELMAN y LonGugri (loc. cit.) han encontrado recientemente
proporciones distintas a las nuestras a partir de leche fresca (el 96 por
100 de los estafilococos coagulasa positivos producian colonias de un
color dorado muy acentuado).

Los pobres resultados obtenidos por MosseL (1962) con un 50
por 100 de estafilococos coagulasa positivos y negativos que producian
un color amarillo pélido sobre el medio Manitol-Sal-Agar, pueden de-
berse en parte, a nuestro juicio, al uso de un medio que no es el mas
idéneo para el estudio de la pigmentacién. (Figs. 4 y 5).

Por nuestra parte no hemos podido confirmar las opiniones de
WiLLis y TurNER (loc. cit.) y Somporinsky (loc. cit.) hacia el valor
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taxanémico de la pigmentacién, cuando esta propiedad se estudia sobre
cepas de estafilococos recientemente aisladas, puesto que resulté posi-
tiva en el 30 por 100 de los estafilococos coagulasa negativos,

2. Reduccion del telurito potdsico.

Los resultados alcanzados por nosotros (Cuadro ntimero 15) di-
fieren bastante de los de HoEPRicH, et al. (loc. cit.) y en especial de los
de MosseL (1962) quien encontré que el 100 por 100 de las cepas de
S. aureus reducian el telurito en tanto el 67 por 100 de las coagulasa
negativas tenian el mismo tipo de crecimiento (colonias negras sobre
el medio de ZEBOVITZ).

Nosotros hemos encontrado que todas las cepas coagulasa posi-
tivas capaces de crecer en el medio de telurito glicina producian un
ennegrecimiento de la estria de siembra, pero siete de las cepas (12

por 100) no crecieron sobre este medio a pesar de la cantidad de “inocu-
lum” empleada (Tabla III).

De los estafilococos coagulasa negativos solamente el 33 por 100
fueron capaces de reducir esta sal.

3. Produccidén de fosfatasa.

BarBER y KupPER (1951) encontraron una correlacién casi per-
fecta entre la produccién de esta enzima y de coagulasa. Ciento sesenta
estafilococos de origen humano productores de fosfatasa resultaron ser
coagulasa positivos a excepcién de uno. De 58 fosfatasa negativos nin-
guno producia coagulasa.

Nuestros resultados difieren un tanto ya que el 16 por 100 de
los coagulasa negativos dieron claramente la reaccién de fosfatasa (Cua-

dro ndmero 15) (Fig. 10).

4. Opacidad en medios con yema de huevo,

La correlacién entre la produccién de lipasa sobre el medio
MAF-2 y de CoLBEck et al. (loc. cit.) fue perfecta.

Los resultados obtenidos (Cuadro niimero 15) no concuerdan en
absoluto con los de GuUILLESPIE y ALDER (loc. cit), ALDER et al. (loc.
cit.), CoLBECK et al. (loc. cit.) y HERMAN y MoreLL1 (loc. cit.), para
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quienes la produccién de lipasa era casi paralela con la de coagulasa,
en los estafilococos estudiados.

La tnica explicacién de estas diferencias seria el distinto origen
de los estafilococos, humano en los casos citados y bovino en el nuestro.

Los resultados obtenidos por nosotros no revelan solamente una
falta de concordancia de las dos propiedades citadas, sino la baja pro-
porcion de estafilococos productores de lipasa en los de origen lacteo
(7 y 26 por 100 respectivamente de los grupos coagulasa positivo y ne-
gativo).

5. Produccion de desoxirribonucleasa.

Nuestros resultados (Cuadro nimero 15) estdn en la linea de los
de WEEckMAN y CatiiN (loc. cit), D1 Savvo (loc. cit), JEFFRIEs (loc.
cit.) y Jay (1963).

La investigacién de este enzima (Fig. 12) en los estafilococos Je
origen lacteo parece prometedora a la vista de los resultados obtenidos,
en orden a determinar la propiedad de coagular el plasma.

6. Licuacion de gela'ina.

Los resultados alcanzados con esta técnica confirman los de
Evans y NIven (loc. cit.) y MosseL (1962) en el sentido de que la li-
cuacién de la gelatine no constituye un criterio afortunado en el estudio
y clasificacién de los estafilococos.

Recientemente ZEMELMAN y LoNGUERI (loc. cit.) hallaron porcen-
tajes del 75 por 100 de estafilococos coagulasa positivos, de origen lac-
teo, que licuaban la gelatina,

7. Fermentacién del manitol.

La técnica de MosseL (1962) empleada por nosotros dio resulta-
dos concordantes con los obtenidos en los medios MAF.

Las tnicas dificultades para interpretar estas técnicas pueden
radicar en precisar a qué intensidad de viraje comienza a considerarse
como fermentadora del manitol en anaerobiosis una colonia sobre los
medios MAF, facilitindose la objetividad de esta observaciéon cuando
se siembra entre dos capas de agar.
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Por lo que respecta a la técnica de MosseL (1962) el viraje debe
ser total al final del periodo de incubacién, es decir, debe llegar hasta
el fondo del tubo.

Opinamos que una corta experiencia es suficiente para adquirir
la necesaria seguridad en la interpretaciéon correcta de ambas técnicas.

Los resultados que hemos obtenido con estafilococos de origen
lacteo (Cuadro niimero 15) concuerdan perfectamente con los de Evaxs
y Niven (loc. cit.) y MossEL (loc. cit.) quienes sustentan el criterio man-
tenido en el Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (1957) de
considerar a la fermentacién anaerébica del manitol como prueba basica
en la clasificacién del género Staphylococcus.

Consideramos este punto realmente importante por cuanto esta
linea no es compartida modernamente por algunos autores (COWAN y
STEEL, loc. cit.)

El 8 por 100 de los estafilococos coagulasa negativos capaces de
fermentar el manitol en anaerobiosis no puede considerarse significa-
tivo a la hora de valorar el nimero de estafilococos coagulasa positivos
de una muestra, por lo que estimamos que la fermentacién de este azi-
car en anaerobiosis sobre placa de Petri es una de las pruebas mas ftiles
cuando se trata de determinar el grado de patogeneidad de la micro-
flora estafilocécica. Como prueba bioquimica individual es una de las
mds sobresalientes.

8. Fibrinolisina.

De los 58 estafilococos coagulasa positivos sometidos a esta prue-
ba solamente tres mostraron propiedades fibrinoliticas para plasma hu-
mano (Resultados C).

De ellos tinicamente el ntmero 36 (Tabla V) revelé por su
patrén lit’co un probable origen humano.

ButTiaux (1962) y ELEK (loc. cit.) sefialan la importancia de la
investigaciéon de este enzima en la diferenciacion de estafilococos le
origen animal y humano.

Los resultados obtenidos en nuestro trabajo parecen ser acordes
con estas ideas.
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9. Produccion de coagulasa.

Fue una reaccién extensamente practicada a lo largo de nuestro
estudio.

En la investigacién en serie de esta propiedad sobre los gérme.
nes aislados se utilizaron conjuntamente la técnica clasica, con la nove-
dad de utilizar una placa de polivinilo alveolada, en lugar de tubos, con
plasma de conejo y la siembra en placa de agar con plasma humano
(EsBER y FAULKNER, DIFCO SUPLEMENTARY LITERATURE)

En las verificaciones ocasionales de esta caracteristica durante
los trabajos de investigacién fue utilizada solamente la segunda técni-
ca (Fig. 11).

Los resultados obtenidos sefialan que el nfimero de vacas que al-
bergaban estafilococos coagulasa positivos (muestras de establo) era
del 33 por 100 (Cuadro niimero 5). Este porcentaje coincide con el en-
contrado por MILLER (loc. cit.) y es més bajo que el detectado por otros
autores (HAUGE, loc. cit.; WALTERs, loc. cit.; MURRAY, loc. cit.)

Del niimero total de estafilococos aislados (208) el 28 por 100
(58) eran coagulasa positivos con distintos porcentajes en las muestras
de establo (43 por 100 de cepas coagulasa positivos) y en las recogidas
en la seccién de recepcion de la Industria lechera {25 por 100).

El niimero méaximo de cepas diferentes de estafilococos coagulasa
positivos, detectados por muestra, fue de tres en las muestras de andén
(Cuadro niamero 2) y de una en las de establo.

Esta diferencia podiia explicarse por el nimero no conocido de
vacas de que procedian las muestras mixtas tomadas en la plataforma
de recepcion.

El mayor niimero de cepas de estafilococos saprofitos con rela-
cién a las de coagulasa positivos hallados en las muestras recogidas en
la plataforma de recepcién se explicaria por contaminaciones posterio-
res al ordefio, en establos de condiciones de higiene inferiores.

En las muestras de establo la transmisién de gérmenes coagulasa
positivos por la maquina de ordefio, en relacién con la predisposicién
anatémica a la infeccién del conducto del pezén, seria una posibilidad
ya que se ha observado una mayor semejanza entre las caracteristicas
bioquimicas y fisiolégicas de las cepas coagulasa positivas aisladas de
cada establo.
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D. CRECIMIENTO MICROBIANO.

Los resultados numéricos obtenidos del estudio previo de las
muestras, especialmente por lo que al nimero de gérmenes por cc. se
refiere, no pueden ser considerados como indices de crecimiento al ca-
recer, por otra parte, de informacién sobre el nimero inicial de gér-
menes de las muestras de andén.

Tomar como base comparativa los resultados hallados en las
muestras de establo seria arriesgado ya que se trataba, en este caso,
de establos de muy diferentes caracteristicas higiénicas y de explota-
cién, si se comparan con el tipo medio de establo rural que es mds
frecuente en la provincia de Leén.

Sin embargo, el hecho de existir una correlacién positiva, directa
y significativa entre el niimero de bacterias y de estafilococos por cc. y
la temperatura de las muestras, nos lleva a pensar que el crecimiento
de los distintos microorganismos haya influido en cierta medida en la
distribucién y caracteristicas de la flora microbiana de la leche (Cuadro
nimero 7, Tabla I).

Un aspecto muy interesante a este respecto seria la relacién entre
numero total de bacterias y de estafilococos.

En la revisién bibliografica se citan varios autores (HEINEMANN,
TakaHASHI y JoHNs, OBERHOFER y FRAzIER, TROLLER), para quienes
el efecto de competicién o antagonismo sobre el crecimiento de estafi-
lococos por parte de otras bacterias puede dar lugar incluso a corre-
laciones negativas entre el numero inicial de gérmenes y la multiplica-
cién de estafilococos.

Los resultados obtenidos por nosotros (Indices del Cuadro na-
mero 7), si bien no son suficientes para negar la anterior doctrina, al
no ser obtenidos en condiciones de experimentacién controlada, no guar-
dan relacién alguna con ella ya que los indices 1 y 2 (Cuadro nime-
ro 7) mas elevados corresponden a los meses de enero a junio de 1965
en que el namero total de bacterias fue mas bajo.

El estudio detallado por muestra (Tabla I) de la relacién niimero
total de gérmenes y de estafilococos no afiade nada nuevo al concepto
expuesto.

El indice estafilococos: estafilococos coagulasa positivos se ha
mantenido casi constante a lo largo de la experimentacion.
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E. DESTRUCCION POR EL CALOR.

Dejando a un lado las citas esporadicas de los casos de termo-
resistencia anormal por parte de determinadas cepas de estafilococos,
los estudios de HEINEMANN (loc. cit.), ANGELOTTI et al. (loc. cit.),
WaLter y Harmon (loc. cit.) y principalmente de BraTT y BENNET (loc.
cit.), nos han sugerido la posibilidad de que las relaciones de tiempo-
temperatura que la legislacion espafiola autoriza como minimo para la
pasterizacién de la leche (Reglamento de 31 de julio de 1962) fuesen
insuficientes para destruir la flora estafilocécica patégena de este pro-
ducto,

Esto tendria gran importancia ya que, en la leche pasterizada,
los estafilococos enterotéxicos encontrarian una escasa accién competi-

tiva o antagénica por parte de otros microorganismos.

La prueba se plantes intentando una rapida permutacién de calor
entre la leche y el agua a semejanza de lo que ocurre en un pasterizador
de placas de un tiempo de retencién de dieciséis segundos a la tempera-
tura maxima.

No podemos afirmar, a la vista de nuestros resultados (aparta-
do E), que la temperatura de calentamiento de 71,5° C durante dieciséis
segundos no sea suficiente para destruir la totalidad de la flora pato-
gena puesto que solamente en una muestra de las veinticuatro ensayadas
se pudieron detectar estafilococos y éstos que parecian corresponder a

una sola cepa no eran coagulasa positivos (patégenos).

Sin embargo la literatura no hace distincién entre la resistencia
al calor de los estafilococos patégenos y banales y esto nos lleva a con-
siderar de nuevo y con mayores probabilidades, la posibilidad que las

investigaciones de los autores citados nos habian sugerido.

Creemos por tanto del méximo interés la realizacién de estudios
més amplios de resistencia y destruccién térmicas, con el fin de preci-
sar si el niimero y cepas de estafilococos que se encuentran corriente-
mente en la leche natural de nuestro pais representan un peligro real
para la eficacia de la pasterizacién, determinando a su vez los valores
D, z y F de la flora estafilocécica de la leche natural en Espafia.
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F. HEMOLISINAS.

Los resultados que hemos alcanzado en este estudio no concuer-
dan muy exactamente con los estudios recientes realizados sobre estafi-
lococos de origen similar (leche fresca, de vaca).

CLARK y NELsSON (loc. cit.) estudiando una serie de estafilococos
coagulasa positivos de origen lacteo obtienen los siguientes resultados:
59 por 100 de los estudiados producian el tipo de hemolisis alfa-beta,
38 por 100 beta y 4 por 100 alfa,

ZeMELMAN y Loncueri (loc. cit.), utilizando el CAMP test como
técnica simple y rapida para determinar la produccién de hemolisis
beta, encuentran que el 76 por 100 de los estafilococos coagulasa posi-
tivos de origen lacteo producian este tipo de hemolisina, mientras que
ninguno de los coagulasa negativos poseian esta propiedad.

Nuestros resultados tienen un significado diferente ya que su-
mando las combinaciones hemoliticas en las que interviene el tipo beta
(Cuadro nimero 16) obtenemos porcentajes de 91 para los coagulasa
positivos y de 49 para los negativos.

Segiin esto la determinacién de hemolisina beta como medio
simple de valorar la patogeneidad en estafilococos de origen lacteo
propuesta por ZEMELMAN y LoNGUERI (loc. cit.) seria de grado de corre-
lacién inferior, con la prueba de coagulasa, a las pruebas de fermenta-
cion anaerobia del manitol produccién de desoxirribonucleasa y de fos-
fatasa (Cuadro numero 15).

Por otra parte nuestros trabajos coinciden con los de OBIGER
(loc. cit.), CLARK y NELsoN (loc. cit.), Loken y Hoyr (loc. cit.), RITT™E-
YER (loc. cit.), MuncH-PETERSEN (loc. cit.), ZEMELMAN y LoNcukr! (loc.
cit.), encontrando una gran predominancia del tipo beta de hemolisis
(Fig. 14). y sus combinaciones en estafilococos de origen lacteo (bovino),
mientras que el tipo alfa (Fig. 13) se encontré solamente en un 4 por
100 de estafilococos coagulasa positivos y el alfa.beta-delta en un 5
por 100 (Cuadro niimero 16).

— 105 —



C. ENTEROTOXINA.

1. Tipo de enterotoxina investigado.

Los estudios de Casman (1963) indicaban que solamente la ente-
rotoxina A parecia estar relacionada con los casos de intoxicacién ali-
menticia, desde el momento en que todas las cepas experimentadas, pro-
cedentes de alimentos considerados como causa de intoxicacién alimen-
ticia, producian solamente enterotoxina A.

En 1961 Fujiwagra (citado por BEReDOLL, loc. cit.) comunicé el
aislamiento de cinco cepas de estafilococos de alimentos sospechosos
de producir intoxicaciones enterotéxicas y que producian enterotoxina B.

Sometidas a tipificacién por fagos, los resultados sefialaban un
origen tnico. Las cepas habian.sido aisladas de alimentos procedentes
del mismo almacén a lo largo de un periodo de varios meses y las
cepas se comprobé por CASMAN que pdoducian también enterotoxina A
(BERGDOLL, loc. cit.)

La doctrina expuesta justifica nuestra decision de producir un
suero antienterotoxico tipo A para emplear en técnicas de gel difusién.

2. Inoculacion en gato.

CasMAN (1958) cree que la administracién parenteral de enteroto-
xina en gatos es un método mas sensible y econémico que el uso del
Macacus rhesus (DAck et al., citados por DAck 1962a) y recomienda el
método de Hammon (loc. cit.), intravenoso.

TuaTcHER y RoBinsoN (1962) han utilizado ampliamente este
animal en sus experiencias, con resultados aceptables.

Los resultados obtenidos por nosotros, empleando este método
biologico en el diagnéstico de la enterotoxina, revelan la presencia de
un elevado nimero de estafilococos enterotéxicos dentro del grupo de
coagulasa positivos estudiado, puesto que de 18 ensayados cinco dieron
resultados positivos.

La proporcién de estafilococos coagulasa positivos con propiz-
dades de enterotéxicos seria de 28 por 100 con una significacién limi.
tada por el escaso nimero de estafilococos probados.
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3. Precipitacién en gel.

De los cinco estafilococos coagulasa positivos que dieron una
reaccién positiva frente a suero antienterotéxico A por técnicas de di-
fusién en gel solamente uno (niimero 20 de la Tabla IV) dio una linea
de precipitacién visible sobre la placa de agar utilizando como antigeno
enterotoxina fresca, sin concentrar.

En una segunda prueba concentrando sucesivamente por vacio a
baja temperatura (reduccién a 1 : 4 del volumen inicial) los filtrados
de cultivo de los nueve estafilococos ensayados (Fig. 16), se pudieron
confirmar los resultados obtenidos en la prueba biolégica de inoculacién.

La Fig. 37 muestra el concentrador utilizado y disefiado por
nosotros.

Debemos subrayar que las cepas control utilizadas (ATCC 13565
y 13566) producian niveles de enterotoxina relativamente elevados (10-12
dosis vomitivas por cc.) en el medio empleado (TSA, BBL) y concreta-
mente la niimero 13565 producia sobre gel lineas de precipitacién vi-
sibles, sin necesidad de ser concentrada y también diluida al 1 ; 1 (Fi-
gura 15).

En dos de los estafilococos sometidos a esta prueba se observé
la presencia de un antigeno probablemente distinto al considerado como
enterotoxina y con una equivalencia diferente frente al antisuero (Fi-
gura 18).

Esto podria deberse a una deficiente adsorciéon del suero em-
pleado o bien a otra substancia de caricter antigénico, cuyo anticuerpo
no fue adsorbido, y presente en parte de los estafilococos enterotéxicos.

4. Organo aislado (intestino de cobayo).

Las investigaciones de indole farmacobiolégica sobre enteroto-
xina no han sido objeto de especial atencién por parte de los micro-
bidlogos.

Por otra parte parece como si las realizadas en este campo pre-
tendiesen mas aclarar definitivamente el modo de accién de la entero.
toxina que la aplicacién de un nuevo test biolégico.

Dack (1963) sefiala, al comparar los resultados obtenidos por
Sueryama et al. (loc. cit.) con los de CLARK (citado por BERGDOLL, loc.
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cit.), que el modo de accién de la toxina pudiera ser diferente segin
la especie animal.

Las controversias existentes sobre el mecanismo de accién de la
enterotoxina, el disponer de gérmenes enterotoxigénicos y de reciente
aislamiento junto con el material adecuado a estas investigaciones, nos
llevé a estudiar los efectos de la enterotoxina sobre el intestino aislado

y sobre la presién sanguinea.

Los resultados obtenidos son negativos en cuanto a la aplicacién
diagnéstica del método ya que, las toxinas o productos de metabolismo
de todos los gérmenes coagulasa positivos ensayados, enterotéxicos o

o =] P E
no, parecian tener alguna accién sobre el intestino de cobayo. En cam-
bio las de los coagulasa negativos, de escasa complejidad enziméitica
=] ol b
carecian de accién sobre este dérgano.

Los intentos de utilizar intestino de gato joven (3-4 semanas de

edad) en esta prueba no fueron seguidos de éxito debido a la irregula-
ridad en las contracciones en el medio nutricio empleado (descrito por
PHARMACOPPEE FrancAISE, 1965). La Fig. 19 muestra una grafica ob-
tenida con intestino de gato.

El empleo de intestino (iléon) de cobayo dio resultados mads
regulares a pesar de las variaciones individuales observadas en cuanto
a sensibilidad del 6rgano.

Todos los cultivos de estafilococos coagulasa positivos mostraron
alguna accién sobre iléon de cobayo, bien disminuyendo la capacidad
futura del 6rgano a una nueva contraccién frente a la histamina (Fi-
gura 20, 21 y 22) o afectando la intensidad de contraccién del intestino
a la histamina cuando ambas substancias actuaban conjuntamente sobre
el érgano (Fig. 23 al 28, incl.)

En este caso se utilizaba como término de comparacién el medio
de cultivo basico con histamina, afiadida en la misma proporcién que
al cultivo de estafilococo a ensayar, siendo la diferencia en contraccién
la que indicaba la existencia o no de accién sobre el 6rgano aislado.

La dnica conclusién a que nos permite llegar por el momento el
desarrollo de esta prueba es la de que en los filtrados de cultivos reali-
zados a partir de estafilococos coagulasa positivos sobre medio TSA
(BBL) semisélido, se produce una substancia de tipo metabélico con
una accién antihistaminica para el intestino de cobayo.
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El hecho de que el suero especifico no inhiba esta accién “in

vitro” nos lleva a pensar que no se trata de una enterotoxina tipo A
(Fig. 28).

Esta accion antihistaminica no existe en cultivos de Micrococcus
caseolyticus ni pudo apreciarse en los estafilococos coagulasa negativos
ensayados.

5. Presion sanguinea de gato.

No se observo accién alguna de los cultivos enterotéxicos ensa-
yados sobre la presiéon sanguinea de gato anestesiado. El hecho de que
no se produjese tampoco ningin trastorno gastro-intestinal, a pesar de
que en dos casos se prolongé la prueba con este fin de observacién,
parece apoyar la idea de que es absolutamente necesario al gato su
mecanismo nervioso integro para que la toxina produzca sus efectos
eméticos.

H. TIPIFICACION POR SERIES DE BACTERIOFAGOS.

Este estudio se llevé a efecto con las series INTERNACIONALES y
de SETO-WILSON, esta dltima especifica para los estafilococos de origen
bovino.

SETO et al. (loc. cit.) y SETo y WiLson (loc. cit.) habian pro-
puesto una nueva serie de fagos, adaptados a estafilococos de origen
bovino, con el fin de incrementar el indice de tipificacién bacteriofagica
en estos microorganismos.

Otros autores (NaKAGAWA, 1960abc; CoLrEs y EISENTARK, 1959)
han aconsejado el empleo de nuevas series de fagos para la tipificacién
de estafilococos de origen bovino en sus respectivos paises.

Nakacawa (1960) habia concluido que la serie INTERNACIONAL de
fagos no era adecuada para la tipificacion de estafilococos aislados de
la leche en Japén y en consecuencia propuso nuevos tipos de bacteris-
fagos aislados de cepas de estafilococos, procedentes de ganado vacuno
de aquel pais.

Por lo que respecta a nuestros resultados hemos podido compro-
bar que la serie INTERNACIONAL de fagos fue eficaz, en la tipificacién de
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estafilococos coagulasa positivos, en un 77 por 100 puesto que de 58
gérmenes ensayados 41 resultaron tipificables (Tabla V). Utilizando la
dilucién 1.000 x RTD solamente tres no mostraron reaccién alguna de
lisis frente a los fagos de esta serie.

Con la serie de SETO-WILSON el porcentaje de lisis fue un 10 por
100 superior (Tabla V) ya que pudieron ser tipificados 50 estafiloco-
cos (87 por 100) con la dilucién RTD.

Las frecuencias de susceptibilidad de los estafilococos frente a
los distintos tipos de fagos (Cuadro niimero 17) sefialan un predominio
de los fagos 42A, 42D, 83A (accesorio) y 81, con frecuencias de 22 a 14.

En la serie SETo-WiLsON predominaron, de forma casi absoluta,
los fagos S2 (50) y S5 (26).

Es de destacar, no obstante, el hallazgo del modelo 80/81 (Fi-
guras 30 y 31) que se considera de origen tipicamente humano, con fre-
cuencia asociado a cepas muy virulentas aisladas de infecciones huma-
nas (SmitH, 1958).

Este tipo ha sido identificado en vacas de ordefio clinicamente
normales (WALLACE et al., 1960) pero investigaciones posteriores esta-
blecieron la presencia del mismo patrén litico en estafilococos aislados
de un vaquero que habitualmente atendia el ganado y en miembros de
su familia padeciendo de diversas estafilococias.

Por otra parte el fago 81, no asociado al 80, merece una espe-
cial consideracién ya que incluido en diferentes patromes liticos su ha-
llazgo ha sido un hecho corriente en infecciones estafilocécicas en hos-
pitales (Smite 1958; LIBERTE, 1959); y, la frecuencia con que las cepas
de estafilococos estudiadas reaccionaron frente a este tipo de fago es
una de las mas altas obtenidas a partir de la microflora de leche na-
tural (24 por 100 de los estafilococos coagulasa positivos estudiados).

El porcentaje de estafilococos coagulasa positivos que resultaron
susceptibles a la dosis RTD frente a algin patrén litico de la serie
INTERNACIONAL (77 por 100) ha resultado superior a los obtenidos con
anterioridad por otros autores (COLES y EISENTARK, loc. cit.; NAKAGA-
WA, 1960c; SLANETZ y BARTLEY, loc. cit.)

Con la serie SET0-WiLsoN (loc. cit.) los resultados fueron seme-
jantes a los alcanzados por SETO0 y WiLson (loc. cit.), SALOMON et dl.
(loc. cit.) y SLANETZ y BARTLEY (loc. cit.)
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No podemos sacar conclusiones de las relaciones entre el patron
litico y la propiedad de producir enterotoxina, debido al corto niimero
de gérmenes enterotéxicos ensayados. Sin embargo debemos subrayar
que los modelos o patrones de las cepas enterotoxicas fueron respectiva.
mente: 42D, 54, 42E, 81, 6, 7, 47, 54, 75 y 83A; 54, 42E; 54, 42E, 81;
repitiéndose el patrén 54, 42E en tres de los estafilococos enterotéxicos

y el 81 en dos de ellos.

I. RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS.

Los resultados que se reflejan en el Cuadro namero 18 y las
proporciones de resistencia a los distintos antibiéticos utilizados (Fi-
gura 35 y 36) revelan la existencia de un peligro real por parte de la
microflora estafiloccica de la leche fresca, normal, de vaca.

Las proporciones de estafilococos resistentes a los antibigticos
son muy superiores en los de origen humano (hasta 30 por 100 de re-
sistentes a la penicilina) segiin BarLey y Scorr (loc. cit.), y en paises
en que los antibidticos son de uso mas amplio se han encontrado por-
centajes mdas elevados que los nuestros en estafilococos de idéntico
origen (bovino) (WiLson, 1956; HocH, 1960).

Sin embargo, habida cuenta del empleo, cada dia més frecuente,
de antibioticos en la clinica bovina, no es aventurado suponer que estas
cifras obtenidas por nosotros (22,2 por 100 de estafilococos coagulasa
positivos que mostraron alguna resistencia frente a antibiéticos) y que
son ya realmente significativas, se vean incrementadas progresivamente.

No hemos podido observar casos de resistencia cruzada al estilo
de los descritos por GRAVENKEMPER et al. (loc. cit.) ya que la totalidad
de las cepas de estafilococos sometidas a las pruebas de sensibilidad
antibiética fueron sensibles a la meticilina (dimetoxifenil penicilina).

El caso de la resistencia mixta a la penicilina y estreptomicina
puede deberse a un tratamiento antibiético incluyendo ambas drogas y
el de resistencia a la penicilina y fenoxietil penicilina (Fig. 36) debiera
considerarse como debido a la accién de la penicilinasa sobre un anti-
biético del grupo de la penicilina, excluida la meticilina.
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VL. ~CONCLUSIONES

1.* Las caracteristicas bacteriolégicas estudiadas inicialmente en
las muestras de leche natural (acidez total, temperatura, nimero de gér-
menes por cc., nimero de estafilococos y de estafilococos coagulasa po.
sitivos por ml), no guardan entre si la intensidad de correlacion que
cabia esperar de la interdependencia de estos caracteres.

Los factores de tiempo, temperatura, naturaleza y niimero de la
flora inicial de la leche serian fundamentales para el establecimiento
de un mayor grado de correlaciéon entre las citadas propiedades.

2.* Se propone un nuevo medio de cultivo selectivo para el ais-
lamiento de estafilococos de origen licteo, basado en la creacién de un
ambiente con bajo potencial de oxidorreduccién, fermentacién del ma-
nitol y diferenciacién de colonias por su tonalidad (cromogénesis) e
intensidad con que fermentan el citado carbohidrato (color rosa palido
a rojo vivo en las colonias superficiales y rosa palido con desarrollo
superior a 1 mm., en profundidad.)

La variante MAF-2 se mostré superior, acortando el tiempo de
generacién de los estafilococos y con un menor grado de inhibicién
frente a cultivos puros, al medio original MAF, sin yema de huevo.

3." Se ha realizado una caracterizacién fisiolégica y enzimética
de los estafilococos aislados de leche natural resultando que, entre las
pruebas seleccionadas, la fermentacién anaerébica del manitol, produc-
cion de fosfatasa y desoxirribonucleasa fueron las mas adecuadas para
detectar la cualidad de patégenos (coagulasa positivos) en los estafilo-
cocos estudiados,

4. No se han podido confirmar los resultados recientes de otros
autores que sefialan una estrecha correlacion entre la produccién de
hemolisina beta y coagulasa, en estafilococos aislados de leche natural.

5. En una de las veinticuatro muestras sometidas a la accién
de una temperatura de 71,5° C durante dieciséis segundos (condiciones
minimas permitidas por la legislacion espafiola para la pasterizacién de
la leche) se detectaron estafilococos coagulasa negativos, confirméndo.-
nos este hecho la conveniencia de realizar estudios de resistencia tér-
mica mas amplios sobre la leche natural y su microflora.

6. Cinco de diez y ocho estafilococos coagulasa positivos de
origen lacteo dieron resultados positivos a la prueba de enterotoxina
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cuando se inoculé un filtrado de cultivo en gatos, por via intravenosa.
Los resultados fueron confirmados por técnicas de precipitacién por di-
fusién en gel (gel difusién), empleando un suero especifico y siendo ne-
cesario concenirar la enterotoxina producida por cuatro de las cinco
cepas estudiadas, para que apareciesen lineas visibles de precipitacién
en el gel.

7.* En los cultivos de estafilococos coagulasa positivos se ori-
gina una substancia de tipo metabdlico y con una accién antihistami-
nica detectable sobre intestino (iléon) de cobayo en bafio nutricio.

8.* En armonia con la conclusién anterior creemos que seria
del mayor interés determinar hasta qué punto los productos del meta.
bolismo bacteriano del género Siaphylococcus, carentes por si mismos
de una accién enterotoxica suficiente para provocar un cuadro clinico
natural o experimental, podrian cooperar con la accién especifica de
la enterotoxina en el establecimiento de una sintomatologia gastro-
intestinal tipica.

9. La enterotoxina estafilocécica no manifesté accién alguna
sobre la presién sanguinea de gato anestesiado.

10.* Se sometieron a la tipificacién por bacteribfagos (Series
INTERNACIONAL y SETO-WILSON) la totalidad de estafilococos coagulasa
positivos aislados, detectandose el patrén litico 80/81, considerado de
origen humano, asi como otros patrones de origen animal que incluian
el fago 81. Las cepas sensibles a este fago se catalogan como probables
cepas virulentas, capaces de determinar infecciones en el hombre.

11.* Los porcentajes de estafilococos coagulasa positivos sensi-
bles a la accién litica de los fagos de las series INTERNACIONAL y SETO-
WiLsoN han sido de 77 y 87 por 100 respectivamente, situdndose entre
los més altos comunicados hasta la fecha.

12* La proporcion de estafilococos de origen licteo (bovino)
resistentes a los diez y ocho antibiéticos empleados en este estudio equi-
vale a 22,2 por 100, dentro del grupo de los coagulasa positivos. No se
ha estimado valor alguno de correlacién entre la antibiorresistencia y
otras propiedades estudiadas ya que el total de gérmenes resistentes en-
contrados no se consideré suficiente a este fin.
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VIL—RESUMEN

Se han sometido a estudio 86 muestras de leche natural, 50 reco-
gidas en la plataforma de recepcién de una Industria lechera y el resto
en tres establos de la provincia de Leén.

Después de un estudio previo de las propiedades de cada mues-
tra (pH, acidez total, temperatura, nimero total de gérmenes, de esta-
filococos, de estafilococos probables coagulasa positivos y determina-
cién en 24 muestras de estafilococos supervivientes a la temperatura de
71,5° C durante dieciséis segundos) se procedié al aislamiento de las
cepas diferenciables por los caracteres de las colonias.

Se aislaron un total de 208 estafilococos de los cuales 58 resul-
taron ser coagulasa positivos.

Los gérmenes aislados han sido ampliamente caracterizados desde
los puntos de vista fisiolégico, bioquimico y téxico (determinacién de
hemolisinas y de enterotoxina, pero esta ultima solamente en diez y ocho
estafilococos coagulasa positivos).

Asi mismo los gérmenes coagulasa positivos fueron sometidos
a la tipificaciéon por fagos (Series INTERNACIONAL y SETO-WILSON) y a la
accién de antibiéticos con el fin de determinar la proporcién de esta-
filococos resistentes a estas drogas en los de origen lacteo.

Con ocasién del presente estudio se prob6é un nuevo medio de
cultivo selectivo (MAI') basado en el crecimiento de los estafilococos en
condiciones de anaercbiosis o semianaerobiosis y utilizacién del manitol
como fuente de carbono en estas circunstancias.

En armonia con los favorables resultados obtenidos con este
medio, asi como con su variante MAF-2, con yema de huevo, se propone
su empleo como nueva técnica de aislamiento de estafilococos de origen
lacteo.

De los resultados obtenidos del estudio inicial de las muestras
(todas ellas con variaciones minimas de acidez) se deduce que la inten-
sidad de correlacién entre algunos caracteres de éstas no es tan elevada
como era de esperar, si se consideran los principios de que dependen
estas propiedades (incremento de acidez debido a la fermentacion de la
lactosa producida por los gérmenes lacticos, y en relacion a su vez con
la temperatura, nimero de gérmenes, etc.), destacando asi el papel
de otras cualidades ce la leche consideradas como secundarias (poder
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bacteriostatico inicial, efecto tampén, influencia de la alimentacién en
la acidez, etc.)

La caracterizacién enzimitica ha dado lugar a una comparacién
de las pruebas utilizadas destacando la fermentacién del manitol, pro-
duccién de fosfatasa y desoxirribonucleasa como las mas sobresalientes
a la hora de determinar la capacidad patégena de los estafilococos, de-
ducida en este caso de su aptitud para coagular los plasmas de conejo
y humano.

La produccién de enterotoxina se comprobé por inoculacién al
gato y se confirmé por técnicas de gel-difusién en los cinco casos posi-
tivos de los dieciocho probados.

Los intentos realizados de utilizar la técnica de valoracién de
histamina sobre 6rgano aislado (ileén de cobayo) y presién sanguinea
de gato, en el diagnéstico de la enterotoxina, no dieron resultado
prictico, pero se observ, en todos los gérmenes ensayados de equipo
enzimatico complejo, una ligera pero persistente accién en los filtrados
de cultivo sobre ileén de cobayo perfundido en un liquido nutritivo.

Esta accion era de naturaleza antihistaminica.

Los fagos que mas frecuentemente lisaron las cepas de estafilo-
cocos sometidos a prueba fueron los 42E, 42D, 83A, 54 y 81 de la serie
INTERNACIONAL y €l S2 y S5 de la serie SET0-WILSON.

Los indices de resistencia a los antibiéticos en estafilococos e
origen bovino son sorprendentemente elevados (22,2 por 100 de los gér-
menes coagulasa positivos) en un pais en que el empleo de antibiéticos
en la clinica bovina no esti todavia masivamente difundido.

RESUME

A T'étude ont été soumis 86 échantillons de lait naturel dont 50
furent ramassés sur la plateforme d’une industrie latitiére et les autres
dans trois étables de la province de Léon.

Aprés avoir étudié les propriétés de chaque échantillon (pH,
acidité totale, température, nombre total de germes, de staphylocoques
probablement coagulase positifs et la détermination chez 24 échantillons
de staphylocoques survivants & la température de 71,5° C pendant 16
secondes), on a procédé a I'isolation des souches qui pouvaient étre diffé-
renciées selon les caractéres des colonies,
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En total 208 staphylocoques ont été isolés, dont 58 se sont mon-
trés coagulase positifs,

Les germes isolées ont été amplement caracterisées quant a la
physiologie, la biochime et la toxique (détermination de hemolysins et
d’entérotoxine, mais la derniére chez 18 staphylocoques coagulase posi-
tifs seulement).

De méme, les germes coagulase positives furent soumises a la
lysotipie selon phages (série INTERNATIONALE et SETO-WILSON) et a I'ac-
tion d’antibiotiques a fin de déterminer la proportion de staphylocoques
qui peuvent résister & ces drogues entre ceux d’origine lactée.

A Toccasion de cette étude, on a essayé une nouvelle méthode de
culture sélective (MAF), basée sur l’accroissement des staphylocoques
dans des conditions d’anaérobiose ou bien de semi-anaérobiose et
P’emploi de mannite comme source de carbonisation dans ces circons-
tances. En harmonie avec les résultats favorables, obtenus de cette nou-
velle méthode, également qu’avec sa variante —MAF—2 avec jaune
d’oeuf— on propose son emploi comme une nouvelle technique d’isola-
tion de staphylocoques d’origine lactée.

Il se fait déduire des résultats obtenus de l'étude primaire des
échantillons (tous avec une différence minime d’acidité) que l'intensité
de corrélation entre quelques caracteres de ceux-ci n’est pas aussi élevé
qu'on pourrait le supposer, si 'on considére les principes desquels ces
propriéteés dépendent (renforcement d’acidité dit a la fermentation de
la lactose produite par les germes lactiques, qui dépendent a leur tour
de la température, du nombre de germes, etc.), tout en détachant ainsi
le réle d’autres qualites du lait, considérées secondaires (force bactérios-
tatique initiale, effet buffer, influence d’alimentation dans Iacidité, etc.)

La caracterisation enzymathique a donné lieu a la comparaison des
épreuves effectuées en détachant la fermentation de la mannite, produc-
tion de desoxyribonuclease et de phosphatase comme les plus distin-
guées au moment ou il fallait déterminer la capacité pathogéne des
staphylocoques, en ce cas déduite de son aptitude de coaguler le plasma
de lapin ou le plasma humain.

La production d'entérotoxine a été prouvée par moyen d’inocula-
tion chez un chat et elle a été ratifiée par des techniques de gel-diffusion
dans tous les cinq cas positifs des 18 examinés.
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Les épreuves réalisées sur l'emploi de la technique d’évaluation
d’histamine sur un organe isolé (iléon de cobaye) et sur la pression san-
guine du chat, n’ont pas donné de résultat pratique, mais on a remarqué
chez toutes les germes examinées du type enzymathique complexe une
action légére, mais insistante, dans les filtrations de culture sur liléon
de cobaye baigné dans une liquide nutritive.

Cette action était d’aspect antihistaminique.

Les phages qui ont affecté¢ le plus fréquemment les souches de
staphylocoques soumises a I'épreuve, furent les 42E, 42D. 83A, 54 et
81 de la série Internationale et les S2 et S5 de la série SETO-WILSON.

Les indices de résistence aux antibiotiques chez les staphyloco-
ques d’origine bovine furent extraordinairement élevés (22.2 % des
germes coagulase positives) dans un pays ot l'emploi d’antibiotiques
n’est pas encore amplement répandu.

SUMMARY

Studies have been carried out on 86 samples of raw milk, 50
taken from the reception department of a dairy Industry and the rest
from three milking-sheds in the province of Leon.

After a preliminary study of the properties of each sample (pH,
total acidity, temperature, total number of microorganisms, staphylo-
cocci, probable positive coagulase staphylococci, and the verification,
in 24 samples, of some staphylococci which survived a temperature of
71,5° C for a period of 16 seconds) the isolation of the distinguishable
strains was carr’ed out according to the different morphologies of lhe
colonies.

A total of 208 staphylococci were isolated of which 58 proved
to be coagulase positive.

The isolated microorganisms have been amply characterized from
the point of view of physiology, biochemistry and toxicity (verification
of hemolisins and enterotoxin, but the latter in only 18 coagulase posi-
tive staphylococei).
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At the same time the coagulase positive microorganisms were
submited to phage typing (INTERNATIONAL SERIES and SETO-WiLsON) and
to antibiotic action in order to establish te proportion of staphylococci
of milk origen resistent to these drugs.

For the purpose of this study a new medium of selective culture
(MAF) was used, based on the growth of staphylococci in anaerobic and
semianaerobic conditions and the use of mannitol as a source of carbon
in these circunstances. Due to the favourable results obtained with this
medium, and also with the variation MAF-2, using egg-yolk, we propose
its use as a new techique for the isolation of staphylococci of milk
origen.

From the results obtained in the preliminary study of the samples
(all with minimun differences in acidity) it is deduced that the correla-
tion intensity between some qualities of the samples is not as high 2s
was to be expected if the principles on which these properties depend are
taken into consideration (increase in acidity due to the fermentation
of the lactose produced by lactic bacteria, and at the same time in rela-
tion with the temperature number of microorganisms, etc.) underlining
in this way te role of other milk qualities which are normally conside-
red secondary (initial bacteriostat'c power buffer effect, fodder influen-
ce in its acidity, etc.)

Enzymatic characterization has enabled a comparison of the test
used underlining the fermentation of mannitol, phosphatase and desoxi.
riboniclease production as the most outstanding to determine the patho-
genic capacity of staphylococci deduced in this case from its ability to
coagulate rabbit and human plasma.

Enterotoxin production was checked by inoculation in cats and
was confirmed by gel-diffusion techniques in the 5 positive cases of the
18 tested.

Experiments using the histamine valuation tecnique on an isola-
ted organ (guinea pig ileum) and on cats’ blood pressure, to diagnose
enterotoxin, gave no practical result, but it was noticed, in all the mi-
croorganisms of complex enzymatic qualities tested, a light but persis-
tent action, in the culture filtrates, on the guinea pig ileum submerged
in a nutritious liquid.

This action was of an antihistaminic nature.
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The phages which most frequently affected staphylococcus strains
which were submitted to test were the 42E, 42D, 83A, 54 and 81 of the
INTERNATIONAL SERIES and the S2 S5 of the SETO-WLSON SERIES.

The signs of resistence to antibiotics in staphylococci of bovine
origen are surprisingly high (22,2 % of the coagulase positive microor-
ganisms) in a country in which the use of antibiotics in bovine medical
treatment is not yet widely extended.

ZUSAMMENFASSUNG

86 Muster normaler Milch wurden untersucht, davon 50 bei der
Annahme einer Molkerei und der Rest in 3 Milchviehsviehstillen der
Provinz Leén.

Nach einer vorbereitenden Untersuchung der Eigenschaften jedes
einzelnen Musters (pH, Gessamtsiure, Temperatur, Gessamtzahl an Kei-
men, Staphylokokken, von Staphylokokken die auf Koagulase positiv
reagieren, der Bestimung von Staphylokokken bei 24 Mustern, die iiber-
lebten bei einer Temperatur von 71,5° C. wihrend der Zeit von 16 Se-
kunden), wurden die unterscheidbarem Stimme isoliert, die sich durch
die besonderen Eigenschaften der Kolonien unterschieden.

Es wurden insgesant 208 Staphylokokken isoliert, von denen 58
Koagulasepositiv erkannt wurden.

Die so isolierten Keime unterschieden sich deutlich in physiolo-
gischer, biochemischer und toxischer Hinsicht (Bestimmung der Hamo-
lysine und der Enterotoxine, die letztere aber nur bei 18 Koagulase-
positiven Staphylokokken.)

Gleichzeiting wurden die Koagulase-positiven Keime einer Typi-
sierung durch Pragen unterworfen (INTERNATIONALE und SETO-WILSON
SERIEN), ebenso der Wirkung von Antibiotigs, was zum Ziele hatte, das
Verhiltnis der Staphylokokken zu best'mmen, die solchen Drogen aus
Milchprodukten gegeniiber sich als widerstandsfahig erwiesen.

Bei der Gelegenheit der vorliegenden Studie untersuchten wir
ein neues selektives Nahrsubstrat (MAF), das sich auf dem Wachstumn
der Staphylokokken unter anaeroben oder halb-anaeroben Bedingungen
und unter Benutzung von Manitol als C-Quelle unter diesen Bedingungen
aufbaute, Auf Grund der giinstigen Ergebnisse mit diesem Mittel und
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mit seiner Variante MAF-2, mit Eigelb, schlagen wir die Verwendung
dieses Verfahrens als neue Technik fiir die Isolierung von Staphylo-
kokken vor, die aus Milch isoliert wurden.

Nach den Ergebnissen zu urteilen, die wir aus dem vorliufigen
Studium der Muster erhielten (alle zeigten minimale Unterschiede im
Séuregehalt), kann gefolgert werden, dass die Intensitit der Korrelation
zwischen einzelmen FEigenschaften nicht so gross ist, wie man hitte
erwarten diirfen, wenn man die Fundamente in Betracht zieht, von denen
diese Eigenschaften abhingen (Erhohung des Siregehalts verursacht
durch die Fermentation der Laktose, die von den in der Milch vorhan-
denen Keimen erzeugt wird, im Zusammenhang mit der Temperatur, der
Anzahl der Keime usw.) Hierbei fillt auf, welche Rolle andese Eigens-
chaften der Milch spielen, die man sonst als sweitrangig betrachtet (die
Fahigkeit Bakterien abzutdten, Puffereigenschaft, Einfluss der Erndhrung
auf den Siuregehalt, usw.)

Die enzymatischen Eigenschaften haben uns veranlasst, einen Ver-
gleich unter den einzelnen Mustern anzustellen, bei denen die Manitol-
fermentation besondrs hervortrat, die Erzeugung von Phosphatase und
Desoxyribonuclease als die drei wichtigsten, wenn man die pathogenen
Eigenschaften der Staphylokokken bestimmt, die in diesem Falle aus
ihrer Fahigkeit, das Plasma des Kaninchens und des Menschen zu fallen,
gefolgert werden konnte.

Unsere Versuche, die Technik der Valoration des Histamins auf
isoliertem Organ zu benutzen (Diinndarm des Meerschweinchens) und
den Blutdrck bei der Katze bei der Diagnostik des Enterotoxins, haben
uns keine praktischen Erfolge gebracht, trotzdem konnten wir aber beo-
bachten, dass bei allen untersuchten Keimen der kompletten Enzym-
gruppe eine leichte aber andauernde Wirkung auf die Filtrate der Kultu-
ren einfrat auf Diinndarm von Meerschweinchen, der mit einer Nihrls-
sung getrinkt war. Diese Wirkung hatte antihistaminischen Charakter.

Die Phagen, die am hiufigsten die verschiedenen Stimme der
Staphylokokken auflosten, die wir untersuchten, waren die Nummern
42E, 42D, 83A, 54, und 81 der INTERNATIONALEN SERIE und die Num-
mern S2 und S5 der SERIE ST0-WILSON.

Der Widerstandsindex gegeniiber den Antibiotika von Staphylo-
kokken von Rindern war auffallend hoch (22,2 % der Koagulase-possi-
tiven Keime) und das in einem Land, in dem die Verwendung von An-
tibiotika in der Rindermedizin noch nicht sehr hiufing verbreitet ist.
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Fig. 1: Medio MAF. Colonias fermentadoras (color rosa) y mno fermentadoras
del manitol. Distintas tonalidades de pigmentacién.

Fig. 2: Medio MAF. Distinto grado de desarrollo e intensidad de color entre
los tipos de colonia superficial y profundo (colonias puntiformes).
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Fig. 3: Medio -MAF. Colonias superficiales y sub-superficiales o profundas
(puntiformes).

s Sl bR SRS

Fig. 4: Manitol-Sal-Agar (CHAPMAN). EI color propio del medio enmascara
la coloracién debida a la pigmentacién de las colonias.
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Fig. 5: Manitol-Sal-Agar. El viraje total del medio de cultivo impide

precisar
la tonalidad de las colonias.

Fig. 6: Medio MAF2, Colonias superficiales y profundas.
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Fig. 7: Medio MAF-2, Colonias de estafilococos de distintas caracteristicas Fig. 9: Medio MAF-2. Siembra en profundidad,

- ests Fermentacion y produccién
enziméticas.

de lipasa.

Fig. 8: Medio MAF-2. Distintas clases de colonias de estafilococos y tipos de
reaccion.

Fig. 10: Reaccién de fosfatasa (Método de Barber y Kuper).
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Fig. 12: Reaccién de desoxirribonucleasa (técnica de Di Salvo).
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Fig. 13: Hemolisis tipo alfa inhibida parcialmente por suero especifico
antihemolitico (téenica de Ilek y Levi).

Fig. 14: Hemolisis tipo beta parcialmente inhibida por suero antihemolitico
(téenica de Elek y Levi).
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Fig. 15: Lineas de precipitacién correspondiente a la enterotoxina fresca de la Fig. 17: Precipitacién mds intensa y menos definida obtenida con distancias
cepa testigo ATCC 13565. menores (1 cm.) entre los pocillos de suero y antigeno.

| Fig. 18: En la posicién a se observa una segunda linea de precipitacién que no
Fig 16: Precipitaciéon del antigeno (toxina) concentrado, por suero anti-A. aparece a diluciones menores de antigeno (1 y 3).
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Fig. 19: Comportamiento del intestino de gato ante distintas concentraciones
de enterotoxina tipos A y B

Fig. 20: A partir de la quinta contraccion la respuesta del 6rgano a la hista-

mina se va debilitando por Ia accién de los cultivos de estafilococos ensayados.

Sin embargo, ante la accién continuada de 3 gammas de histamina, se inicia
una recuperacion,

<
ST,

Fig. 21: Ante sucesivas aplicaciones de cultivos de estafilococos enterotoxicos,
utilizados como control, el érgano pierde capacidad de confraccion frente a la i
histamina pero no definitivamente (recuperacion total). |

Fig. 22: Tanto el gérmen S-38TA como el S-1961 producen una disminucion
en 1.1 amphtud de contraceién del intestino ante Ia histamina aun lavando el
organo antes de la aplicaciéon de esta ultima.

Fig. 23:

Cultivos de estatilococos coagulasa negativos con equipo enzimdtico
simple carecen de accién sobre sucesivas contracciones histaminieas intestinales.
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Fig. 24: Todas las contracciones del cultive SA-140 mads histamina son menos
intensas que las del medio base histaminado.

-—

Fig. 25: A pesar de la irregularidad que presentan en sus comienzos las con-
tracciones intestinales el cultivo SM-152 manifiesta una repetida aecion, opuesta
a la de la histamina, si se compara con el medio base histaminado.

Fig. 26: EIl cultivo SM-152 concentrado al 1 : 4 no produce una disminucion
proporcional en la amplitud de las contracciones del intestino,
avre

Fig. 27: Los cultivos DC-21 y EM-47 muestran una débil pero continuada

accion negativa en las contracciones provocadas por dichos cultivos con hista-

mina. Como contraceion testigo se empled la producida por el medio de cultivo
bdsico mds histamina.
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Fig. 28: Verificada la contraccién regular del intestino de cobayo frente al

medio de cultivo bésico histaminado se comprueba la accién del cultivo 8-51

con y sin adicién de suero antienterotéxico. El grado de contraccién es idéntico
en los dos casos.

Fig. 29: El cultivo SM-152 enterotéxico no presenta aceién alguna sobre la
presion sanguinea de gato.

Fig. 30: Patrén litico 80/81 (RTD).
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Fig. 81: Patrén 80/81. Confirmacién de la reaccién anterior en la misma cepa
(Nim. 36, Tabla IV).

Fig. 32: Patrén 42E, 42D. Confirmacién correspondiente a la cepa Nium. 30
(Tabla V), sin utilizar el fago secundario 83A.
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Fig. 34: Plantilla utilizada pava distribuir los fagos de la serie Internacional | Fig. 36: Cepa resistente a la fenoxietil penicilina (Cepa Nim. 36 resistente
sobre un agar nutritive, en placas de petri de 135 em. @ también a la penicilina).
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[ TABLA 1

Caracteristicas de cincuenta muestras de leche natural (1)

Niamero total

Mo Alo pH  (bgmg Temps rsamenss, Feqfinescos Feamacecor

Julio 1964 . 6,6 16,5 24° 6,079 5,176 —
» ” . 6,55 17 21° 6,342 4,397 4,000
Agosto 1964 . 6,55 17 19° 6,238 4,301 4,000
” A W 15,5 20° 6,294, 4,977 4,602
? ” . 6,65 16 140 6,331 5,301 4,301
” ” . 6,65 17 220 5,999 4,477 4,079
Septiembre 1964 . 6,4 18 15¢ 6,130 4,544 —
” ” .65 17,5 21° 5,954 4,698 -

” ” . 6,6 16,5 18° 6,278 4,929 3,778
” ?” . 63 19 20° 6,267 5,653 4,903
Octubre 1964 . 6,5 17 170 6,096 5,176 -
” ” . 64 18,5 16° 6,041 4,176 4,176
Fig. 37: Concentrador por eva oracién de fi i {aui v I 6,6 16,5 15° 5’929 4,740 -
baja t:)mperatlll’ra (diseﬂadopgg:e;azu:'::)t.ldades de Havido o ? ” . 64 18 17° 5,989 4,602 3,602
Noviembre 1964 . 6,7 15,5 13¢ 5,653 4,000 3,778
” ” . 68 14,5 17° 5,942 4,000 —

” ? . 6,5 17 170 6,602 3,698 —

” ” . 645 18 9° 5,877 3,954 - -
Diciembre 1964 . 64 18 14° 6,348 4,602 4,079
” ” . 68 15 14° 6,531 6,079 5,301

” ” . 66 16,5 8° 5,397 4,653 4,301

” ” .67 15,5 7° 5,740 4,903 4,000
Enero 1965 . 6,6 16,5 100 5,999 4,301 3,602
” ” . 66 16 140 5,877 3,903 3,000

” ” . 6,7 15,5 7° 5,653 3,903 3,176

” ” . 68 14,5 11° 6,090 4,477 3,602
Febrero 1965 . 6,7 15,5 8° 5,875 4,000 3,301
” ” .67 15,5 10° 5,991 3,875 —

” ? . 645 18 9° 5,740 3,460 —

” ” . 6,6 16,5 140 5,653 4,000 3,301

(1) Recogidas en la plataforma de recepcién de una industria le chera.
* Logaritmo del niimero total de gérmenes por cc.
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N TABLA 1I
Acidez rg:';g:;e?::l Estafilococos Estafilococos e . .
pH (Dornic) Tempo ([ Eimenes (Log) coag, poste(Log) Caracteristicas de treinta y seis muestras de leche natural (1).
Mar 1965 . 6,65 16,5 18° 5 o Acid Nimero total . oo Estz;fi{ocogc?s
. " 665 160 140 5,32; g ’93(?30 3,778 LOCAUDAD-FECHA _ormey _LAati:  wosy Ul
. ” 6,5 175 10° 5,863 4,397 - 14-5 4,397 4,000 —
” N 6,5 17,5 11° 5,361 3,875 — 15,0 4.875 4,322 3,698
Abril 1965 . 64 18 120 6,090 4,530 — }2’0 g’zg; — Kl
, T S - 145 5176 4602 3,653
i C- 67 155 M 5977 3875 — Villamaiién 15 3,602 3301 3,000
’ 6,3 19 20 6,041 4,113 — Agosto, 1964 16 3,397 — —
Mayo 1965 . 6,7 155 200 5,968 4,146 3,602 16,5 3,653 2,301 —
» " 68 15 15 5,477 4,322 3,954 16 501 4,255 3,845
’ : 64 18 22: 6,511 5,000 4,000 165 5,930 4,307 -
' 6,5 17 21 6,158 4,954 3,301 16 5,511 4,602 3,778
Junio 1965 . 6,3 19 20° 6,037 4,079 2,778
” " . 64 18 200 5,635 4,602 4,176 15 3,875 -~ —
» " .66 165  15° 5,653 3,380 _ Pl 3,778 2,698
’j ” 6,7 15,5 220 6,380 4,113 2,301 16 3:9()3 3,301 e
Julio 1965 . 6,7 15,5 190 6,113 4,176 — Toral de los Guzmanes 15 3,301 — —
” ” 6,7 15 21° 5,091 4,000 — Enero, 1965 16 4,176 3,000 -
. , 05 e 079 2,653 on ii? i’(l);g 4176 3,045
2 2 'y ) ] b
- 6.4 18 230 6,342 4,903 3,903 145 5.414 3.079 .
15 3,880 — —
15,5 3,903 2,903 —
15,5 5,301 4,397 4,00
16,5 3,544 3,301 2,301
16 3,875 3,397 —
15,5 4,397 4,301 3,875
16 3,397 — —
16 3,380 — —
Vegamagaz 16 5,414, 5,301 5,243
Mayo, 1965 16,5 4,000 — —
15 4,977 4,954 4,929
15,5 3,875 2,301 —
16 3,397 e —
16 3,869 2,845 —
16 3,322 — —
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(1) Muestras individuales de establo. Cada muestra se compone de
partes alicuotas de los cuatro cuarterones.

* Logaritmo del nimero total de gérmenes por cc.
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TABLA III

Caracteristicas fisiologicas y bioquimicas de cincuenta y ocho

estafilococos coagulasa positivos (1)

CEPAS P R F L D G M C
Ne 1 a + 24 — 24+ 2+ 24 34+
” 2 a 24+ 24 — 2+ — 24 3+
” 3 b 34+ 2+ 24 24+ 24+ 2+
” 4 a 24+ 24 — — — 24 +
» 5 a 24+ 2+ e 24 — 24 +
” 6 a 24+ 2+ 24 + 24+ +
» 7 b S.C. 2+ 24 — 24+ 24
” 8 a 24+ 24 — 24 + 24+ 2+
” 9 b 24+ 24+ -— 34 — 24+ 24
” 10 a + 24 — 24 4+ 24+ 3+
” 11 a 24+ 24 — 24 — 2+ +
” 12 a + 24+ 3+ 2+ 24+ 2+ +
” 13 a 24+ 24 — 24+ 24+ 24+ 2+
” 14 a + 24 — 24 — 24+ +
” 15 a 34+ 2+ - 24 + 24 +
” 16 b 24 24+ 3+ 24 — 24+ 24
” 17 a 24+ 24 — 24 + 24+ 2+
” 18 a 24+ 24 s 24 — 24+ 3+
” 19 a + 24 - 24+ 24+ 24 24
” 20 a 34+ 24 — 24 — 24+ +
»21 b SC 24+ 3L 24 + 24+ 24
” 22 a 24+ 24 — 24 — + +

(1) Explicacién de la Clave: P = Produccién de pigmento, a = do-
rado; b = blanco; R = Reduccién del telurito, 3 -+ reaccién intensa,
2 4 media, 4- moderada, S.C. sin crecimiento; F = Produccién de
fosfatasa; L = Lipolisis en yema de huevo, 3 - reaccién muy marcada
sobresaliendo la opacidad 3 mm del borde de la estria de siembra,
2 + reaccién media, -} reaccién moderada, debajo de la colonia so-
lamente; D — Desoxirribonucleasa; G = Licuacién de gelatina (méto-
do de Chapman-Stone); M =— Fermentacién anaerobia del manitol,
2 -+ fermentacién en 48 horas, -+ fermentacién en 96 horas; C = Pro-
duccién de coagulasa, 3 + coagulacién del plasma en una hora, 2 4 coa-
gulacién en dos horas + coaguluacién en tres horas.
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CEPAS F L D G M c
» 23 a 2+ 24 — 24 + 24~ 24
” 2 a 2+ 2+ - 24 — 24+ 24
” 25 a + 24 4+ 24+ 24+ 24+ 2+
” 26 a 24+ 2+ — 24 + 24+ 24
27 a 2+ 2+ — 24 2+ 21 21
» 28 a + 24 — 24 + 24 2+
» 29 a 24+ 24 — 24 2+ 24+ 24
” 30 b 24+ 24 — 24 + 2+ 2+
” 31 a 34 2+ —_ 24+ — 24+ 2+
» 32  a + 2+ — 2+ 4+ 2+ +
” 33 a SC 2+ — 24 — 24+ 2+
” 34 a 2 2+ — 2-- + 2-+ 2+
” 35 a 2-4- 21 —_ 24 — 24 2
” 36 a 2+ 2+ 24 24- 2+ 24 34+
» 37 a 24+ 2+ — 24 4+ 24 34
” 38 b SC 2+ — 24 2+ 24+ 24
” 39 a -+ 24 — 2+ —_ 21 34
” 40 b 34+ 24 — 24 + 24+ 2+
” 41 a 2+ 2+ + 24 — 2+ 3+
”? 42 a S.C. 2 — 24 e -+ —+
” 43 a -4 24 — — + 2+ 24
” 44, a 24 2 — 24+ 2+ — 24+
” 45 a 21 21 — 2+ — 24 2+
” 46 a 24 21 — 2 — 2+ 24
47 a S.C. 2} — 24 24 24 +
” 48 a 24+ 2+ — 2+ + 24+ 2+
” 49 a 2+ 24 — 2+ —_— 24+ 3+
7 50 a 2 2+ — 2+ + 24 21
» 5] a 24+ 2+ — 24+ 24+ 24 2+
» 59 b s.C. 2+ 4+ 24+ 24+ 24+ 24+
» 53 a 2+ 2+ — 24+ — 24+ 24
54 a 24+ 2+ — 2+ 24 + 2+
” 55 a 24+ 24 — 24 + 24+ 2+
” 56 a + 24 — 2 -J- 2+ 2-+
” 57 a 2+ 2+ — 24 — 24 +
” 58 a 24 2+ — 24 — 24 2+
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NTEROTOXINA

TABLA IV CEPAS TIPO HEMOLISIS Tno?};;) o Gel-Difusién Organo aislado
Propiedades toxicas de los estafilococos conagulasa positivos (1). ”27 Beta-Delta ... N.L N.E. N.E.
ENTEROTOXINA ” 28 Beta-Delta .. N.L N.E. N.E.
CEPAS TIPO HEMOLISIS Tnoc. Gato Gel-Difusién _ Organo aislado 7”29 Alfa ............... N.IL N.E. N.E.
Ne 1 Bota ......... NI NE. NE. : 30 Alfa-Beta .. ....... NEG. N.E. POSIT.
» g Beta ... NI N.E. N.E. 51 Beta ... NI N.E. N.E.
n 3 AlfaBeta ... .. NI NE. NE. ;’ 32 Alfa-Beta ........... NEG. N.E. POSIT.
) N.H oo, NEG. NEG. POSIT. ., gi Al _ge“‘ """""" N.L N.E. N.E.
» 5 Beta ........ POSIT.  POSIT.  POSIT. ., a-Det N.L N.E. N.E.
» 6 AlfaBeta ... NL NE. NE ) 35 Alfa-Beta . ........ NEG. NEG. POSIT.
» 7 AlfaBetaDelta ..  N.L N.E. NE. . 3? e Beta ... ... 11:; ﬁg SE
”» 8 Beta-Delta ... NEG. N.E. POSIT. v oo o e o o -
» 0 AlfaBeta .......... N.IL N.E. N.E. , 8 Beta-Delta ... NEG. NE. POSIT.
» 10 Beta . ... NI NE. NE. ) 39 Alfa-Beta ........... N.I. N.E. N.E.
» 11  AlfaBetaDelta ...  POSIT.  POSIT.  POSIT. | ., ;1”;) Alfa'sztt:_'gzll:: ;I”?G NEG. POSIT.
» 12 AlfaBeta .......... NEG. NEG. POSIT. . 4 N L N.E. N.E.
" 13 AlfaBeta .......... N.L N.E. N.E. . e NEG. N.E. POSIT.
» 14 N H oo, N.L N.E. N.E. 43 AlfaBeta ... N.IL N.E. N.E.
» 15 Beta .oovoonn NEG. NE. POSIT. ) Beta oo POSIT. ~ POSIT.  POSIT.
» 16 Beta ... N.L N.E. N.E. L % Beta ,..jeeas N.L N.E. NE.
» 17 AlfaBeta .......... NEG. N.E. POSIT. 40 Beta w.ooooo.o. POSIT. — POSIT.  POSIT.
» 18 Beta-Delta ...  N.L N.E. N.E. , 47 AlfaBetaDelta .. NI N.E. N.E.
» 19 Bota .......... NI N.E. N.E. , 48 AllaBeta .o, NI N.E. N.E.
" 20 AlfaBeta .......... POSIT.  POSIT.  POSIT. . 451(9) gztt: """""" ;‘% EE gg
” 21 Alfa-Beta ........... N.I N.E. N.E. » 5] Beta ... N'I' N-E. N'E'
722 Beta-Delta ... N.I N.E. N.E. » 59 AlfaBeta ... . N.I‘ N.E. N'E'
” 23 Alfa-Beta ........... NEG. N.E. POSIT. T o " .
» 94 Beta .......... N.L N.E. N.E. oo Beta-Delta ... NI N.E. N.E.
» 95  AlfaBeta .......... NEG. NE. POSIT. ool Beta-Delta .. N.L N.E. N.E,
» 96  AlfaBeta-Delta .. NI NE. N.E. 5 Beta-Delta ... N.I NE. N.E.
” 56 Beta-Delta .. N.I. N.E. N.E.
(1) El tipo de hemolisis se comprobé sobre la totalidad de los :: >7 Beta-Delta .. N.L N.E. N.E.
gérmenes coagulasa positivos. La enterotoxina sobre 18 de este grupo : o8 AlfaBeta ......... NI N.E. N'E‘_,“_
y su produccién se confirmé por técnicas de gel-difusiéon en nueve de -
las cepas utilizadas en la inoculacién de la toxina.
Crave: NH. = No hemolisis; POSIT. = Prueba positiva;
NEG. = Prueba negativa; N.I. = No inoculado; N.E. = No ensayado.
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TABLA V ——

CUADRO DE LISIS (1)

Tipificacién por bacteridfagos. Patron litico de las cepas estudiadas. CEPAS 1. Serie Internacional 2. Serie Seto-Wilson
CUADRO DE LISIS (1) ” 28 N.T. (RTDx1000:N.T.) N.T.
CEPAS 1. Serie Internacional 2. Serie Seto-Wilson ” 29 N.T. (RTDx1000:42E, 77) S2
" 30  83A, 42E, 42D S2
Ne 1 NT. (RTDX1000:42E) S2, S5w ” 31 83A, 42D S2, S5w
» 2 NT. (RTDX1000:42Ew) N.T. " 32 NT. (RTDX1000:83A, 42E, 77) N.T.
¥ 3 54w 52 ” 33 42D S92
» 4 42D 52 ” 34 42D S2
» 5 54, 42E, 81 52 " 35 NT.  (RTDX1000:53, 77, 42D) S2, S5w
"6 42D 52, S5w ” 36 8081 S2, S5, S6w
"7 42D 52, S5w ” 87 NT. (RTDX1000:42E, 83A) N.T.
» 8  83A, 54, 47, 42E, 7, 81 S2, S5w ” 38 42D S2
9 42D S2, S5w 7 39 54, 42, 81 S2, S5w
” 10  83A, 54, 47, 42E, 6, 7 52 ¥ 40 42E, 77, 83A, 42D S2, S5w
» 11 54, 42E S2 ” 41 NT.  (RTDX1000:42E, 42D) N.T.
» 12 42D 82, Sow " 42 42D S2
» 13 20w S2 7 43 83A, 54, 47, 42F, 81 S2, S5w
” 14  83A, 42E, 81 S2, 85, S6w ” 44 54, 42E, 81 S2, S5w
» 15  54,42E, 81 S2, S5w 7 45 NT. (RTDX1000:42Ew) S2
» 16 42D S2, S5w " 46 42D 9
" 17 29, 42E, 42D S2, S5w 7 47 83A, 54, 47, 42F, 42D, 81 S2
”» 18 NT.  (RTD)1000:N.T.) N.T. 7 48 83A, 42E, 81 S2, S5w
» 190  83A, 54, 42F, 6 S2, S5w " 49 NT.  (RTDX1000:29, 42E, 77, 42D) N.T.
» 920 6,17, 47, 54, 75, 83A S2, S5w 7 50 19, 52, 55, 3B, 3C, 83A, 42E, 18, 80, 6,
» 21 NT. (RTDx1000:N.T.) S2, S5w 7, 42D, 81 . s2. 85
» 99 79, 524, 52, 29, 55, 3B, 3C, 83,A, 54, 47, 751 N.T. (RTD X 1000:54,42E) S2, S5, Sew
42E, 18, 80, 6, 7, 42D, 81 S2 ” 52 NT. (RTDX1000:33A, 42D) S2
» o3 42D S2 ” 53 83A, 54, 42E, 6 S2
» 924 54, 42E S2, S5w ” 54 NT  (RTDX1000, 42E) N.T.
» 25 42D S2, S5w , ” 55 N.T. (RTDX1000 42Ew) S2, S5
” 26  83A, 54, 47, 42E, 6, 7, 42D, 81 S2 3 ” 56 42D, 81 S2
» 27 NT. (RTDXx1000:42D, 81) S2 ” 57  42E, 77 S92
e e ¥ 58  42E S2
(1) RTD = Dilucién de rutina. I =S

N.T. = No tipificable.

w — Reaccién débil.
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