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ENTEROTOXINAS ESTAFILOCOCICAS

Por Guillermo Sudrez Ferndndez

INTRODUCCION

La importancia transcendental que se ha concedido al género Staphiviococcus
Rosenbach, 1884, en las tltimas décadas, como agentes capaces de producir infeccio-
nes graves en el hombre y animales domésticos e intoxicaciones alimentarias, en este ca-
so producidas por toxinas preformadas en alimentos, ha dado lugar a la publicacion de
abundante literatura y autorizadas revisiones sobre ¢l tema.

Son obras ya clasicas las de TANNER ¥ TANNER (1953). Smiriy (1958), E1 ek
(1954), DEWBERRY (1959), WorMs (1960) y DAckK (1962 a).

La editorial Academic Press prepara en estos momentos la publicacion de un
nuevo libro que revisa el tema infecciones e intoxicaciones de origen alimentario y cu-
yo capitulo sobre Estafilococos enterotdxicos, redactado por ANGELOTTI (1967) es am-
plio y documentado.

Por su parte, la editorial MIT Press se dispone a publicar otro libro sobre Toxi-
nas microbianas preformadas en los alimentos, debiéndose a BErGpoLL (1967) el ca-
pitulo dedicado a Enterotaxina estafilocdcica.

Las revistas Journal of Applied Bacteriology y Annals New York Academy of
Sciences dedican por completo los voliimenes 25 (1962) y 128 (1965}, respectivamente,
a la publicaci6n de articulos sobre el tema, presentados en respectivos simposios.

En este estudio vamos a ocuparnos de manera exclusiva de uno de los aspectos
mas sugestivos, cuyo exacto contenido cientifico se halla en plena formacion actualmen-
te, dentro del amplio campo de la investigacion sobre el género Staphylococcus.

Nos referimos a las intoxicaciones alimentarias producidas por toxinas de ori-
gen estafilocdcico y, de una manera especial, a las propias toxinas.

En la citada especialidad destacan actualmente sobre el resto, por su efectiva
aportacién y proyectos de estudio actuales, los siguientes Centros e investigadores:

a) Division of Microbiology, Food and Drug Administration, Department of
Health, Education and Welfare, Washington, D. C.

Investigadores: E. P. CasMaN, R. W. BENNETT Y R. F. KEPHART.
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b) Food Research Institute,’ University of Wisconsin, Madison, Wisconsin.

Investigadores: E. M. FosTER, M. S. BERGDOLL, H. SuGivama, E. M. Mac
Kissic, K. F. WEiss v J. M. MUSTER.

¢) Milk and Food Research Robert A. Taft Sanitary Engineering Center, U. S.
Public Health Service Cincinati, Ohio.

Investigadores: R. ANGELOTTI, R. B. READ, H. E, HaLL, K. H. Lewis, L. A.
Brack, J. BRADSHAW ¥ W, L. PRITCHARD

d) United States Army Biological Laboratories, Fort. Detrick, Frederick, Ma-
ryland.

Investigadores: E. J. ScHaNTz, L. SPERO, J. WAGMAN, D. A. DunNERY, W. G.
ROESLER ¥ S. I. SILVERMAN.

¢) _ Division of Microbiology, Research Labortories of the. Food and Drug Di-
rectorate, Departament of National Health and Welfare, Ottawa, Ontario,

Investigadores: F. S. THATCHER, J. RoBINSON, [. ERDMAN ¥ W, SIMON.

El hecho que sea en Estados Unidos en donde s¢ preste, en los momentos actua-
les, una mayor atencién al problema que nos ocupa, en comparacion con el resto de los
paises, halla su explicacién, aparte del desarrolio econémico alcanzado por aquella na-
cion, en la frecuencia con que se diagnostican en el hombre casos de intoxicaciones ali-
mentarias producidas por estafilococos.

INTOXICACIONES EN EL. HOMBRE, DE ORIGEN ESTAFILOCOCICO

. Esta enfermedad, de sintomatologia aparatosa, resulta siempre una desagrada-
ble experiencia a que el hombre puede encontrarse sometido, aunque su terminacion ra-
ramente es fatal,

La intoxicacién tiene lugar cuando se consumen alimentos en los cuales han
crecido ciertas cepas de Staphylococcus aureus, capaces de producir una sustancia co-
nocida con el nombre de enterotoxina.

Los sintomas aparecen, generalmente, dos o tres horas después de la ingestion
del alimento, con salivacién seguida de nauseas, vémitos, calambres en la musculatura
abdominal y diarrea.

En los casos graves puede haber postracién. La mayor parte de los enfermos se
recobran en un dia o dos y no es frecuente que sobrevenga la muerte.

La duracidn de la enfermedad y gravedad de los sintomas depende de ia canti-
dad de enterotoxina ingerida y de la susceptibilidad a la toxina (Dack, 1962 a).

No es raro encontrar individuos indemnes en casos de intoxicaciones masijvas.

Las cifras estadisticas que recogen los casos comunicados a las autoridades sa-
nitarias constituyen un indice al que no puede darse un valor cierto, ya que los casos ais-
lados curan, la mayoria de las veces, sin intervencién del meédico, y solamente las explo-
siones t6xicas que afectan a gran niimero de personas merecen la debida atencién por
parte de profesionales y funcionarios encargados de velar por la salud piiblica,

En Estados Unidos, este tipo de intoxicacién es considerado como el mis fre-
cuente dentro de los de origen alimentario. Seguin ANGELOTTI (1967), la frecuencia se

. _1 Este Cer!tro radicé hasta 1965 en la Universidad de Chicago, Illiiois, y fue dirigido por el
prestigioso investigador G. M. Dack, cuya jubilacidn tuvo lugar en el afo citado
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debe probablemente a la varitzjdalc\lI y cantigia_d de platos preparados que se consumen en
imientos piblicos de Norteamérica. i
% esmtgflfgl\:?ga? lai limitaciones anteriores citadas referentes a los datos gstadlstlco§,
cabe sefialar que DaUER (1952 a 1961) mencjona 250 brotes_ de intoxicacion, con mas
de 10.000 personas afectadas, durante un‘pt‘enodo de nueve afos, en Estad_os Unldoi.l
Aunque la intoxicacién estafilococica ha sido diagnosticada en innumerables
paises (Estados Unidos, Rusia, Inglaterra, }taha, Alemania, Paises Nordicos, ifranc!a y
Espaiia, entre ellos) parece que la frecuencia con que se presentan los casos de mltolaglcg-
cion esti determinada por una serie de factores’eptre los.qug debemos destacar el clima,
los habitos alimentarios y las condicim:lcs higiénico-sanitarias en que se desenvuelve la
ivi a de una determinada region. . o .
COICCtIVEIl?(}:glizrﬂgpra, por ejemplo, ¢l 94 pmg 100 de las infecciones e 1plox1cac1ones‘all-
mentarias ocurridas en los afios 1961 al 1963 fueron producidas por gérmenes del géne-
ro Salmonella, mientras que salarlngeg;t; el 3 por 100 se atribuyeron a estafilococos (Rep.
b. Serv., 1962 a i
i HE‘::HIIE?[;aﬁa ha sido diagnosticada la enfermedaa por Saiz MORENG (1958 y
1963) y REJAS Y OVEJERO (1962), entre otros. _ ,
Probablemente algunas erupciones toXicas graves como la producida en Valic-
cas (Madrid) en 1963 y debida al consumo de leche sin pasterizar, han tenido este ori-
2, 1966). '
- (SU;ZE:ciue no)pueda citarse aval numérico de garantia en apoyo de nuestra orn-
nién, ésta es la de que la enfermedad es muy frecuente en nuestro pais, y muchos de los
incidentes de intoxicacién que recoge la prensa diaria serian causados por la enterotoxi-
" esmr;.l.gcsofc;;%iciones de temperatura del medio ambiente, deficiencias higiénicas en
la produccién y manipulacion de los alimentos, ausencia de una adecuada c_adcnz:a de
frio y la facilidad con que se aislan cepas de estafilococos capaces de producir sustan-
cias eméticas en medios de cultivos idéneos de algunos alimentos, son circunstancias
del todo favorables a la presentacion de casos de intoxicacion humana.

ENTEROTOXINA

1. Naturaleza y tipos

La enterotoxina, 0 mas propiamente enterotoxinas, son proteinas puras de es-
antgenico.

5 po%‘.zlrcarégtcr antigénico habia sido sefialado por DOLMAN ¥ WILSON (19?293()303:
DoLMAN (1944) y fue confirmado por SURGALLA et al. (1953) y CasMman (1958 y 4 ).

La condicién de proteina se venia suponiendo desde ¢l momento en que algu-
nos investigadores descubricron que la enterotoxina era dializable (DAvIDSON Y IIDACK,
1936; MINNET, 1938; HAMMON, 1941); pero no se tuvo la §v1denc1a hasta que g (%I’:jl-
po de investigadores pertenecientes al Food Research Institute de la Umve(rlm ganti?
Chicago, capitaneados por G. M. Dack, logré producir enterotoxina en granl t:sl95I
dades, purificarla y estudiar sus propiedades fisicoquimicas (SURGAI:LA y col,, BERy-
1954: BERGDOLL. 1956; BErGDOLL ¥y col., 1951, 1952, 1959 a y b; HiBNICK Y

GboLL 1959),
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Hoy se consideran como proteinas puras de i
) : peso molecular que oscila ent
.?(2({)00 y IZE’;S.OOO ¥ con un contenido en aminodcidos similar desde el pu?nn de vista cuzrlc-:
ita : 7 ‘
ha 51\;0 (BErGDOLL y col., 1965 b; SCHANTZ y colaboradores, 1965: SPERO y col.,
SURGALLA ¥y col. (1953) determinaron la existencia de ms d ipo i

o | ) i e un tipo in -
Ioglco_de enterotoxma. Estas investigaciones fueron confirmadas sucesivsr?lénrlgu;gr
THATC Hé:R ly MATI‘I]I.-.'dSOS, 1955; Casman, 1958 y 1960; BERrGDOLLY col., 1965 q)

n la actualidad se conocen cuatro tipos inmunologicos que se (iesi nan t;on |
(léau'as A, B, C, y D (Casman, 1960; CASMAN y col., 1963 a; BARGDOLL y Eol., 19652:1s

-ASMAN y col., 1966). Parece ser que existen otros tipos, pero todavia no han sido sufi-
clentemente caracterizados, para lo que seria necesario disponer de medios de diag-
néstico gllm;no}lognco mas perfeccionados (ANGELOTTI, 1967),

taphaylococcus aureus 196E (ATCC 13565) es la cepa prototipo pa
. - a I
enterotoxina A Para el tipo B lo es la 243 (ATCC 14458), la tinicapcagaz, po? otr;::lrparz.l
te, de producir esta enterotoxina sin mezcla de A (CasMAN y col., 1963 a).

5 La cepa §-6, tan ampliamente usada por el equipo de G. M. Dack en la produc-
cion de toxina cruda tipo B, para los estudios de purificacién fisicoquimicos e inmuno-
loglcos,. fue descartada por producir pequeiias cantidades de enteroxina A y.a pesar de
su rendimiento y potencia superior de la toxina producida (CASMANN y col., 1963 a)

- No se ha designado hasta el momento la variedad patrén, dentro del género
S‘mphayloqoccus, para la enterotoxina D, a pesar de que, seglin CASMANN (1966), se-
ria la_mgmente, en orden a frecue_ncias, a'la enterotoxina A a la hora de producir i’nto-
:il:ﬂ;]g:? enl_el h::ml?re. {,os(.i pnéneros microorganismos productores de este tipo se
i de alimentos inculpados de casos de intoxicacién h -
tados Unidos (CASMANN y col., 1966). it e

2. Produccion

2.1  En alimentos—Segtin Dack (1962 ici
- li —Segtin D¢ a), las condiciones necesarias pre-
vias a I(:;\ presentacion de una intoxicacién producida por enterotoxina, son: a), la gre-
:fnn;l?:u :l :E:dv;agzgzd c{e estaﬁlococ)o ]capaz de producir dicha toxina; b), el alimento
n el r el germen, y ¢), la temperatura v ti
g, Pacdo cre y pe ¥y tiempo adecuados para un cre-
Ent lSl(m muchos los alimentos que han sido calificados como causa de intoxicacion.
tor; :Jer :p :r.; cti(z‘\;)eddestacar la lqtl:]lle, el queso, la leche en polvo,-el jamén cocido, distin-
e camnes, natillas y pasteles rellenos con i i
T (s ey o p crema, embutidos, ensaladi-
Utilizando estos alimentos como
L substrato se ha logrado producir enterotoxi
: oXi-
11136%:1) .dwers;as laboratgg:os (CasMaN y col., 1963 b; HaLL y colaboradores, 1963 y
purifir: a};?ég ;l g;‘%duCC‘IOI'I reglg.da y controlada, en especial ia destinada a estudios de
icoquimicos, ha requerido si ilizaci6 i i
i i q siempre la utilizacién de medios de culii-

. 2.2 Experimental—La produccién de toxina en il i

inoculaci6n en apinl_a:les sensibles, produccién de suero anti eﬁ?ﬁfgfycggégﬁﬁe pz:gaf
cn.pltacmr.l por difusion en gel, se realiza con facilidad en el laboratorio .utilizando Ir)nc-
dios semnsol!dos a ba_se de infusion de corazon y cerebro de ternera o bien con tripti-
casa y proteina de soja (CASMAN y BENNETT, 1963: HaLL y col., 1963). El haber d%s-
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crito ya estos métodos en publicaciones anteriores (SUAREZ, 1966) nos hace innecesa-
rio el insistir sobre este aspecto del tema.

Para la produccion en gran escala de enterotoxina B se utiliza un medio (SUR-
GALLA y col., 1951) que contiene 15 gramos de caseina hidrolizada por digestion pan-
credtica, 1,23 miligramos de acido nicotinico. 50 microgramos de clorhidrato de tia-
mina y 2,25 gramos de glucosa anhidria, por litro.

El medio se ajusta a pH 7,6 antes de esterilizar en autoclave.

Los mejores rendimientos se obtienen en frascos de Roux, en cultivo poco pro-
fundo, o bien por agitacién continua de recipientes con mayor volumen, en atmdsfe-
ra con un 20 por 100 de diéxido de carbono e incubacién a 37 © C. por espacio de dos
a cinco dias. '

Otro medio al mismo fin es el descrito por FREA y col., (1963) a base de hidro-
lizado de caseina, 20 gramos; extracto de levadura, 3 gramos, icido nicotinico, 1,2 mi-
ligramos; pantotenato célcico, 0,5 miligramos, y clorhidrato de tiamina, 40 microgra-
mos, cantidades todas para un volumen de 1.000/mi.

Para la produccién de enterotoxina A, CASMAN y BENNETT (1964) han pro-
puesto un medio cuya composicion por mil es de citrato de hierro, 25 miligramos; fos-
fato monopotdsico, 1 gramo; fosfato dipotasico, | gramo; sulfato de magnesio, 0,2 gra-
mos; l-cistina, 25 miligramos; acetato sodico, 7 gramos; l-triptofano, 75 miligramos;
N-Z amina A, 20 gramos; pantotenato célcico, 0,5 miligramos; clorhidrato de tiamina,
40 microgramos, y 4cido nicotinico, 1,2 miligramos. El pH debe ajustarse a 7,2-7.4.

No se requiere cultivo en atmdsfera especial y la forma de aireacion viene
determinada por el volumen de cultivo que se utilice.

Cuando se trata de producir inicamente pequefias cantidades de toxina con-
centrada para estudios inmunoldgicos existe una técnica de cultivo (cultivo en saco)
muy difundida a partir de los estudios de CasmaN y BENNETT (1963) y con la que se
obtiene una toxina concentrada por dialisis, y este concentrado se halla libre de sus-
tancias precipitables por el sulfato aménico.

El fundamento de este método consiste en producir el desarrollo de la cepa
toxigénica en el interior de un saquito de celofin de 2 cm* que flota en la superficie
de un medio cultivo liquido. Cualquiera de los medios descritos pueden ser emplea-
dos con esta técnica expuesta con todo detaile por los autores citados.

La enterotoxina C debe producirse (BERGDOLL y col., 1965 a) en un medio
compuesto de 30 gramos de N-Z amina NAK, 30 gramos de hidrolizado de proteina
en palvo, 10 miligramos de niacina y 5 miligramos de tiamina para 1.000 ml de agua
destilada. El medio a pH 7,6 se distribuye en cantidades de 400 ml en matraces
Erlenmeyer de dos litros.

traces Erlenmeyer de dos litros.
El medio inoculado se incuba a 37 © C. durante veinticuatro horas en frascos

colocados en un agitador rotatorio de 275 r. p. m. aproximadamente.
La produccion de toxina D a gran escala no se ha realizado ni comparado el

rendimiento de los diferentes medios, por lo que su conocimiento fisico-quimico e
inmunolégico es bastante incompleto en el momento actual.

3. Propiedades fisico-quimicas

El estudio y conocimiento de estas propiedades es relativamente reciente y
esté ligado a la obtencion de una enterotoxina con el suficiente grado de pureza por

BERGDOLL y col. (1959 b).
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Indudablemente, el hecho de que la primera enterotoxina obtenida en estado
puro haya sido la B, retrasé considerablemente el desarrollo de métodos de diagnds-
tico basados en la investigacion de la toxina en alimentos, ya que la enterotoxina B es
precisamente la que se encuentra con menos frecuencia en casos de intoxicacion hu-
mana (CASMAN, 1965 y 1966).

La estructura de la enterotoxina B parece ser la de una cadena unica poli-
peptidica. Los aminoacidos predominantes son el acido aspdrtido y la lisina (His-
NICK y BERGDOLL, 1959; SPERO ¥y col., 1965).

La enterotoxina A, la més importante y que produce mayor nimero de into-
xicaciones, fue parcialmente purificada por CasMaN (1958 y 1960) y parece ser que
recientemente ha sido aislada y obtenida en estado puro por SCHANTZ y BERGDOLL inde-
pendientemente, quienes contindan sus estudios sobre la molécula de toxina, sin qué
hasta el momento hayn publicado referencias detalladas de sus procedimientos y resul-
tados (ANGELOTTI,, 1967).

No existe informacién adecuada acerca de las propiedades fisicoquimicas
de las enterotoxinas C y D, hasta el momento presente.

Algunas propiedades fisicas de la enterotoxina B, como el tamafio molecu-
lar, densidad, homogeneidad, viscosidad, coeficiente de difusién, etcétera, han si-
do estudiadas por WaGMAN y col. (1965) y confirmadas por BERGDOLL y col.
(1965- b), quienes encontraron valores similares. Segiin los autores precitados, el
punto isoidnico de la enterotoxina B requiere un pH de 8,55 y el punto isoeléctri-
co pH de 8,6.

‘La toxina es homogénea con respecto al peso molecular y densidad. Los
coeficientes de sedimentacién y de migracién electroforética revelan también que
se trata de un solo componente. El anilisis espectrofotométrico de la toxina indi-
ca una absorcion méxima a 277 milimicras. El coeficiente de difusion por cm? y
segundo se aproxima a 8.10-7.

Respecto al peso molecular, BERGDOLL y col. (1965 b} senalan un valor
de 30.000, obtenido por andlisis quimico (peso molecular de los aminoécidos) y
confirmado el céleulo por métodos fisicos (deduccion a partir de las cifras de vis-
cosidad, sedimentacion y difusién). Sin embargo, para ScHANTZ y col. (1965)
y SPERO y col. (1965), el peso molecular seria respectivamente de 35.300 y 35.380.

4.  Purificacion

La purificacién de este tipo de toxinas, siquiera sea parcial, data de épo-
cas relativamente recientes, especialmente si tenemos en cuenta que el estudio de
las intoxicaciones alimentarias por estafilococos entra ya en terreno cientifico
cuando DACK y col. (1930) logran producir una gastroenteritis en personas que se pres-
taron a ingerir voluntariamente porciones de un filtrado de cultivo de un estafilo-
coco aislado de pasteles rellenos de crema, cuyo consumo habia determinado una
sintomatologia andloga en un grupo de comensales. ;

BERGDOLL y col. (1951) dan cuenta de haber obtenido una toxina parcial-
mente pura, pero realmente no se obtiene un producto altamente purificado hasta
pasados ocho afios (BERGDOLL y col., 1959 b).

El material utilizado en los estudios de purificacién era el producido por
cultivo, en medios especiales, de una cepa de estafilococo (8-6) aislada por Evans
(1948) de gambas congeladas, sin implicacion en casos de intoxicaciones huma-
nas, y el tipo de enterotoxina correspondia al hoy denominado B.
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consecuencias mas importantes de la purificacion de la toxina
fue la gr?:;)aczl'gcilgil dcza un sugerc)) (antitoxina) con propiedades neutralizantes para
i col., 1959 a). : i )
s 21?:: l:i(::u;igscribir algunos métodos de purificacion podemos demf dt:i vl::
manera general que los procedimientos de extraccion han progresado con oz [rya,
ces de las técnicas de fraccionamiento de mezclas complejas de prc:jtemas n);(,} Tigste
sentido, independientemente o combinados, se han utilizade mt:jo os c:dos s
de disolventes especificos a bajas temperaturas; sales de metales pc;‘.l o elcc:
sulfato amoénico, acidos (fosférico, clorhldrlco), etanol, como ‘{:rem][;n] asa ,Se oc-
troforesis (papel, almidén), cromatografia (pape!, carboximetil celulosa, Sep
dex)ydéaésésl;ou y col. (1959 b) realizaron 'sqcesivamentc una prec!p!::z;gﬁ
dcida de cultivos liquidos, adsorciéq con h:dr_oxldo de aluminio, ?rempl b
por alcohol, cromatografia sobre resina amberlita IRC-50 y electroferesis sobre
almldonf’osteriormente suprimieron los tiempos de precipitacion ly ald.fiorclorrlev[:_g:
sando directamente el liquido sobre la. resina. De esta manera, el cu t:v?, n]:en o
mente centrifugado y separadobel seﬁdnmelntct), xsz‘r:nad;:n:xt?;iaelhanégglgo vl;) a:ar n g
i ; H se ajustaba a 6 y la toxa ¢ i
zﬁ?ci‘od:s?r]:\?é’ 3‘13 It)m granilo de amberlita tratada con um.i‘soluc:fonfde foiator esg:
dico a'pH 6,2. La elucidn se efectuaba con la misma solucién de fos at;) y ti!:sm -
pitaba con alcohol etilico a —10° C., pudiéndose conservar la toxina largo p
hoﬁhza%z;m y col. (1963) modificaron el método anterior 9mplel;:::jio la filtracién
por gel sobre columna Sephadex y, a continuacion, electroforesis Sep ex.[ e
Segiin ScHANTZ y col. (1965), este método da un mayor porcenta
arado con el anterior. f )
purezanggi l:11.1(011:5 tiltimamente citados han puesto a punto un método de gunltc':;
cacién en gran escala obviando el inconveniente del escaso rendimiento : e. os
métodos anteriores que proporcionan unicamente [nillgramos de toxina, sci)m‘i]iar
hacia dificil el estudio fisico<quimico detallado de ésta. El mnc;argentot 'l‘?sando o
(método cromatogrifico) al deistc_ritg p?r BERQ';DI%I{II; e;rascol. (1959 b), utiliz
imetilcelulosa con el fin de eliminar 1 : ] )
gl cmi?:xlljrg:itti:l::cién parcial de la enterotoxina A se habia con;::l:gun:lo(lcgcbsn9 1;:;
70 por 100 de pureza, aproximadamente, por BERGDOLL y colabor orese o)
y Casman (1958 y 1960). Una purificacion mayor del tipo A parece qu ghia seo
lograda, insistimos, por SCHANTZ y BERGDOLL, mndependientemente, qu1un 351
lo han manifestado en comunicaciones Persoqale§ y es de esperar que en
ro préximo publiquen ¢l resultado de sus investigaciones.

5. Estabilidad

5.1 Formalina—E] estudio de la accién del formol sobre la enterggo:_
Xina reviste un interés especial desde los puntos de vista inmunoquimico y DO
i En el momento actual es universalmente af:eptado el caracter de let'a;
lidad antigénica de la enterotoxina, pero hasta épocas relmwzuim:met rgfc;itilni
existian autores que no accptaban esta propiedad de antigeno en c?'fen :; xi 15
basindose en la pérdida de poder inmunizante de la toxina modificada p
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accifin del formol al 3 por 1.000 durante diez dias a 370 C., seglin demostré Mi-
NETT (1938). Este criterio era influido, sin duda, por el concepto clisico de toxi-
na al estilo de la teténica, diftérica o botulinica.

. Hoy se conoce perfeclamente,‘ sin embargo, que la enterotoxina o entero-
loxinas, mas propiamente, estafilocécicas provocan una respuesta inmunizante
pequena en los animales sensibles, debido a su escaso poder antigénico.

~ La accion de la formalina sobre este producto ha sido reconsiderada e in-
vestlgadlil mas ampliamente por SILVERMAN y col. (1966).

os citados autores sefialan que Ia toxina tratad i
: a con formalina 0,15 al 0,3
por 100 durante ocho horas pierde parcialmente la propiedad de precipi,tar el an-
ticuerpo correspond_le_:nt.q. Comparado el toxoide con la toxina en pruebas de preci-
pltamoanor dloble dfltusmn en gel daba una reaccién de identidad parcial
or electroforesis se obtenian coeficientes de migracion disti
! ) C I1stinto:
producto modificado y sin modificar. -4 S D!
La toxina tratada durante cuarenta y och i io
1 / o horas, con la misma proporcién
de formol, mantuvo sus propiedades eméticas para el mono (M. rhesus) gor via
intravenosa, mientras que la dosis mortal minima aumentd treinta veces.
La actividad vomitiva del toxoide decrecio a partir de las cuarenta ¥ ocho
horas de tratamiento por el formol y desaparecié totalmente a los nueve dias.
También se perdi6 la actividad pirogénica para el conejo.

5.2—pH.—_Exislen algunas discrepancias respecto a la influencia del pH
sobre la enterotoxina. MINNET (1938} refiere un caso de inactivacion a pH 5, des-
pués de siete dias a temperatura ambiente. Hammon (1941) encontrd acti,va la
toxina acidificada a pH 4.5 después de una incubacién a 37° C durante veinticua-
tro horas.

Segiin BERGI_)OLL y col. (1951), la enterotoxina mantiene cierta estabili-
dad a pH comprendido entre 3,5 y 10. SCHANTZ y col. (1965) han confirmado que
la conservacion del producto a pH 10 por espacio de varios dias no causa pérdida
alguna en su actividad.

. 5.3 Accidn del frio—Los filtrados de cultivo de estafilococos enteroté-
Xicos no se inactivan a temperaturas proximas a 0° C., durante dos meses, segiin
demostraron_JORDAN y col. (1931) utilizando personas voluntarias para compro-
bar las propiedades enterotSxicas del producto antes y después del almacenamiento.

Segin BERGDOLL y col. (1951), la enterotoxina parcialmente pura puede
conservarse a la temperatura ambiente durante ocho meses sin pérdida aparente
de potencia siempre que se deseque previamente y se mantenga en este estado.

. La técnica de liofilizacién es la mis adecuada para conservar la toxina pu-
rificada, pudiéndose mantener -estable durante un afio a la temperatura de 4° C.
mientras que a la temperatura ambiente pierde actividad durante el mismo pen'o:
do (ScHANTZ y col., 1965).

54 Enzimas—MINNET (1938) encontré que la enterotoxina era resis-
tente a la accion del fermento lab, pero era destruida por la tripsina. HAMMON
(1941) sefiald que era resistente a la tripsina y pepsina. -

BERGDOI.}. y col. (1951} obtuvieron resultados diferentes empleando tripsi-
na cruda y purificada (cristalina) en el sentido de provocar la primera inactivi-
dad de la enterotoxina, mientras que {a segunda carecia de esta accién.
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Segin SCHANTZ y col. (1965), las propiedades bioldgicas de la enteroto-
xina no resultan afectadas por la accién de la tripsina, renina o papaina.
La pepsina destruye su actividad a pH 2, pero no a pH superior. La protea-

sa la inactiva.

5.5 Resistencia al calor—La literatura concerniente a la inactividad tér-
mica de la enterotoxina ha sido revisada por Dack (1962 a). La enterotoxina, se-
gin esta doctrina, no se inactiva por la ebullicion ni por temperaturas superio-
res (1202 C.), y se citan varios casos de intoxicacion originados por alimentos previa-
mente calentados y sin microflora viable en el momento de consumo.

El mismo autor sefiala en otra publicacién (DAck, 1962 b) la necesidad
de una investigacion més precisa para determinar exactamente el efecto del calor
sobre la enterotoxina.

READ y col. (1965 c) estudian la inactivacion térmica de la toxina B utilizan-
do la técnica de difusion en gel para su deteccion.

Con buffer veronal a pH 7,2 como diluyente obtienen valores D diferentes
para la enterotoxina cruda y purificada, siendo éstos de 64,5 y-52,3, 40,5 y 34,4,
29,7 y 23,5, 18,8 y 16,6, 11,4 y 9,9 minutos para temperaturas respectivas de 210,
220, 230, 240 y 2500 F. El valor z para la enterotoxina purificada fue de 58,3.

Estos resultados son confirmados por READ y Brapstiaw (1966) -utilizan-
do leche como diluyente en lugar de buffer veronal.

Una completa inactividad de 30 microgramos de enterotoxina B requeriria
dieciseis minutos a 121° C., siendo también la enterotoxina cruda ligeramente
mas resistente que el material purificado.

Segin FosTER y BERGDOLL (1967), la enterotoxina A es mucho mdis sen-
sible al calor que la enterotoxina B, siendo la C de una sensibilidad media.

6. Emterotoxina y bacteriofagos

ALLISON (1949) y WiLLIAMS y RipPoN (1962) senalaron que la mayor
parte de los estafilococos productores de enterotoxina pertenecian al grupo III
de la serie de bacteriéfagos para la tipificacion de estafilococos. Segin el primer
autor, los porcentajes hallados cran de 64 por 100 pertenecientes al grupo Il
y 17 por 100 al grupo IV (fagotipo 42 D).

Para WILLIAMS y RiupPON, citados anteriormente, la proporcién seria
del 82,8 correspondiente al grupo III, siendo el resto dificilmente tipificables
con la dosis de rutina (RTD).

Otros autores han sustentado criterios semejantes respecto a los menciona-
dos grupos III y IV y enterotoXigénesis (WORSEcH, 1960; THATCHER y ROBIN-
SON, 1962; PARKER, 1962, y MUNCH-PETERSEN, 1963).

Nosotros mismos (SUAREZ, 1966) hemos encontrado los siguienies patro-
nes en cinco cepas enterotéxicas aisladas de leche natural: 42D; 54,42E, 81; 6, 7,
47, 54, 75; 54,42E y 54,42E, 81. Naturalmente que, el escaso nimero de gérme-
nes enterotoxicos ensayados, nos impidié establecer conclusién alguna referente
a este punto.

CasMaN {1966) no encuentra relacion entre la produccion de enteroto-
xina y un determinado modelo o grupo de bacteriéfagos.
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El mismo autor CasMaN (1965) habia demostrado la posibilidad de trans-
mitir las propiedades enterotoxigénicas mediante la llsogfénfasjs de cepas no entero-
téxicas con fagos atemperados aislados de cuitivo enterotoxigénicos tipo A.

En el momento presente la tipificacion de estafilococos por medio de bac-
teridfagos se considera indicada tnicamente en los casos de identificacién de una
determinada cepa, investigacion de su origen humano o animal, determinacién
del origen de un brote infeccioso o téxico, pero no puede establecerse una correla-
cién entre enterotoxigénesis y fagos, ya que se han descrito cor bastante frecuen-
cia gérmenes implicados en casos de intoxicacién humana cuyo fagotipo no encua-
dra en el grupo I1I (ANGELOTTI, 1965).

7. Modo de accion

La accién farmacolégica de la enterotoxina no es bien conocida por el
momento (FOSTER y BERGDOLL, 1967).

BavLis (1940), utilizando en sus experimentos toxinas no purificadas, con-
cluyé que la enterotoxina provoca el vomito mediante el estimulo periférico condu-
cido a través del nervio vago.

Borison y BanG (1953) discuten las investigaciones anteriores y expre-
san el concepto de que «todas las respuestas eméticas siguen un arco reflejo que pasa
a través del centro vomitivos.

El modo de accién de la enterotoxina total o parcialmente purificada ha
sido estudiado extensamente por SUGIYAMA y col. 1958, 1961 y 1963; SuclvyaMa
y Mc Kissic, 1966, y SuciyaMma, 1966.

: Uno de los estudios mds significativos de estos autores (1961) demostrd
que la enterotoxina B actiia en el mono periféricamente, via nervio vago, estando
situado el centro vomitivo en,la médula oblongada.

Posteriormente, CLARK y col. (1962) demostraron que esta via no se sigue
en el gato, ya que la ablacion de la zona correspondiente de la médula oblongada
no afectd a la respuesta a la enterotoxina B administrada intravenosamente.

Ultimamente, SuctyaMa y Mc Kisstc (1966) han demostrado una simi-
litud entre la respuesta de los animales a la enterotoxina y las endotoxinas de las
bacterias gram-negativas.

Nosotros mismos (SUAREZ, 1966) hemos podido comprobar en cultivos
de 18 cepas de estafilococos coagulasa-positivo de origen lacteo, cinco de las cua-
les eran enterotoxinas, una cierta arcién antihistaminica detectable sobre intes-
tino (ileon) de cobayo en bafio nutricio. Esta accién no existia en cultivos de esta-
filococos coagulasa-negativos del mismo origen y se debia a sustancias metabdli-
cas distintas de la enterotoxina, producidas por los estafilococos de mayor activi-
dad enzimaitica.

En consecuencia con lo expuesto creemos seria interesante determinar has-
ta qué punto los productos del metabolismo bacteriano del género Staphylococcus,
carentes por si mismos de una accién enterotdxica suficiente para provocar un
cuadro clinico natural o experimental. podrian cooperar con la accién especifica
de la enterotoxina en el establecimiento de una sintomatologia gastrointestinal tipica.
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8. Susceptibilidad humana

Dack (1962 q) subraya que la sensibilidad del hombre frente a la toxi.na
estafilocdcica varia entre grandes limites, hecho comprobado tanto en casos de in-
toxicacién espontinea como en experiencias con volunta::los. ) I

Por otra parte, es dificil determinar esta propiedad en los casos de intoxi-
cacién humana, ya que, si bien puede llegar a conocerse la concentracion de la to-
xina en un alimento, es imposible precisar la cantidad de alimento ingerido por

rsona afectada.

o peDc: los estudios de HALL y col. (1965) y READ y col. (1965 a y b) se deduce
que las cantidades minimas de antigeno enterotéxi_cio que pueden detectarse por
medio de la técnica de precipitacién por doble difusién en gel se hallan comprendi-
das entre 0,02 a 0,05 microgramos por gramo de alimento.

Considerando estas cautidades minimas detectables por gramo y un con-
sumo de 100 g. de alimento toXico, puede calcularse que la dosis necesaria para
producir la enfermedad en el hombre sea de uno a cinco microgramos de toxina
pura {ANGELOTTI, 1966). ) ¥ .

GasMAN y BENNETT (1965) estimando una correlgcnon .dlrecla. entre el
mimero de estafilococos y cantidad de enterotoxina producida, sin cons:degz}r las
diferencias de produccién debidas al medio, calcularon que la concentracién de
enterotoxina en alimentos responsables de casos de intoxicacion humana (jamén
y pasteles con 50 a 200 millones de estafilococos por gramo) seria de 0,017a 0,04
microgramos por gramo.

grlndudgglefnrente, las cifras resultan un tanto especulativas y basadas en
técnicas de una sensibilidad limitada, probablemente son altas; .s:in embargo, re-
velan que la cantidad de enterotoxina capaz de causat intoxicacion en el hombre
es muy baja. ]

Hasta el momento en que puedan realizarse estudios en personas volunta-
rias, con preparados de toxina altamente purificada, no podra saberse con certeza
cudl es la dosis minima con efectos améticos para el hombre (ANGELOTTI, 1967).

La dosis vomitiva esta en cambio perfectamente determinada en el M. rhesus
y, segin BERGDOLL (1967), es de 5 microgramos por via oral para las enteroto-
xinas A, By C. ) _

SCHANTZ y col. (1965) habian determinado que esta dosis para la entero-
toxina B aplicada al mono era aproximadamente de 0,1 microgramos por _kll_ogra-
mo de peso, por via intravenosa, y 0,9 microgramos por Kilogramo por via intra-
gastrica.

INVESTIGACION DE LA ENTEROTOXINA EN ALIMENTOS

1. Meétodos indirectos de diagnodstico

1.1 Determinacidn del niimero de estafilococos—Es, sin duda, el mémdo
més simple de los utilizados en el diagndstico de intoxicaciones alimentarias por
estafilococos, y por este solo hecho merece la pena de que su rigor cientifico sea
discutido ampliamente, puesto que es el Unico método realizable en la mayoria
de los laboratorios espaiioles dependientes de los organismos que tienen encomen-
dada la mision de velar por la salud piblica.
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Es logico, por otra parte, si tenemos en cuenta el coste que supondria el
mantenimiento de colonias de gatos o monos, no pretender dotar de estos medios
0 de otros que requicran una alta especializacion del personal, a los laboratorios
de control, sino unicamente a aquellos de investigacién que por la naturaleza del
trabajo que realizan los necesiten.

La técnica de determinacién del mimero de estafilococos por gramo de ali-
mento precisa de la utilizacién de medios de cultivo selectivos. De éstos existe un
niimero muy elevado en ia actualidad y, a pesar de la frecuencia con que se descri-
ben nuevos medios, no se dispone de uno enteramente satisfactorio para ser emplea-
do en la calificacién higiénica de los alimentos.

La necesidad de unas propiedades selectivas es evidente con el fin de evi-
tar el crecimiento de una microflora mixta las mas de las veces variadisima y con
una pequeiia proporcion de estafilococos. Pero lo realmente dificil es graduar la
selectividad al punto conveniente, bien sea por medio del cloruro sédico, telurito
potdsico, polimixina, neomicina, etcétera. Siendo que cuando aquélla es reducida
crecen gérmenes de otros géneros en mimero apreciable (Proteus, Escherichia,
Aerobacter, Pseudomonas, Bacillus) e incluso mohos y levaduras, y cuando se
incrementa se inhibe el crecimiento de los propios estafilococos en determinado
grado,

Por otra parte, hasta ¢l momento presente no se ha ideado el medio que
permita ¢l crecimiento exclusivo de los estafilococos coagulasa-positivos (ANGE-
LOTTL, 1967).

El recuento de la especie Staphylococcus aureus ha de hacerse, por tanto,
diferenciando las colonias de probablés coagulasa-positivos y negativos, lo que
requiere experiencia y habilidad, asi como la necesidad de realizar una prueba de
coagulasa con las colonias dudosas,

Nosotros (SUAREZ, 1966) hemos recomendado un medio hiperclorurado
con fucsina 4cida decolorada, como indicador de la fermentacién del manitol en
un ambiente cuyo potencial de oxidorreduccién se halla estabilizado por la pre-
sencia de dcido tioglicdlico y cistina. La adicién del antibidtico actidiona a este
medio en proporcién de 40 p. p. m. evita el crecimiento de mohos y levaduras,
sin afectar al desarrollo microbiano.

Mientras que en la calificacién higiénico-sanitaria de un alimento interesa
conocer también el nimero total de estafilococos, como indice del grado de con-
servabilidad o contaminacién, cuando se trata de precisar la naturaleza de un bro-
te téxico debe determinarse con toda exactitud posible el nimero de estafilococos
coagulasa-positivos por gramo de producto sospechoso.

Esto requiere la diferenciacién de tipos de colonias sobre la placa de medio
y practicar la reaccién de coagulasa con una o varias colonias de cada clase.

Este punto es muy importante puesto que, a partir de los estudios de EVANS
y col. (1950), se considera a los estafilococos enterotéxicos incluidos entre los
coagulasa:positivos.

Algunos autores han citado casos de estafilococos coagulasas-negativos
capaces de producir enterotoxina (THATCHER y SiMoN, 1957; Birzu y col, y
BERGDOLL y col., 1967), pero las citas han sido realmente escasas en nimero y no
han modificado el concepto clasico expuesto por Evans y col. (1950) y confirma-
do por innumerables investigadores.

Si bien se acepta, de manera general, que solamente los estafilococos coa-
gulasa-positivos son enterotoxigénicos, no se ha precisado con suficiente exacti-
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tud ¢l porcentaje de estos iltimos dentro de aquel grupo. DoLMAN (11‘?3;:1)(1;118“2
beber a voluntarios humanos filtrados de cultivo de 110 cepas, concluy jdosqne
solamente un pequeiio porcerlltaje de estafilococos coagulasa-positivos so p

iginar i icaciones alimentarias. .
e ogg.l::vasr,"gﬂ’éﬂ_mzk y Niven (1950), utilizande monos cowmno amantlallles gt;
prueba demostraron propiedades toxicas en nueve de doce cepas de esfa loc;)ic; 8
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téxicos, segin el origen dc;: lo; est?ﬁloclzlocmozn?agulasa-posuwos, siendo

ara los de origen hu . -
= deb?gégtgg: ](OS?.IEREZ, 1966) gt:ncontr.eunos cinco estafilococos leqtgrotclm:?;
de 18 ensayados de origen licteo, emplea]ndo conjuntamente la inoculacion al g
Sgicas de precipitacion en gel. iy .
! pmcbgsi 53;5?:'1?5:;3@, ypno gebemos olvidar el rigor cientifico de Los lestudtlols:,ogti
Dowman (1934) utilizando voluntarios humanos en el dmgnoiltul:o e ad‘:.nc?a olo-
xina, que el porcentaje de estafilococos enterotoxicos dentro de lg:u:[')((i)adero vaglgr
lasa-positivos no debe ser muy alto, debemos reflexionar sobre e de pdcto Ve o
del recuento de estaﬁlococg§ en a!lm%nt?s mfn:]légzgos de casos de i
i i dio de diagndstico de la enfer .
allmentzé?a;econr_na(:amge un brotgnde intoxicacion en el que han Fqsultadq tafecttadiaf
varias personas, el estudio epidemioldgico, periodo de incubacion y s:ln zr:avglg’
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ran conjuntamente con la enumeracmr:l c!e[.e:it:at:l:li%::locos coagulasa-posi p
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s dl‘-:l:y que tener pF:'cseme, sin embargo, que el hecho de no el_tllclc])ntrarrese::tlglclg
cocos coagulasa-positivos no excluye la ppsnbllldad d? que sc halle (5estrucci6n
enterotoxina, habiendo desaparecido los gérmencs que la ongm;ron (destucelon
térmica, lisis). Pero esto no puede demostrarse mas gque con lab(')d tf:nc:;::n::;l opcen
tracién y purificacién de la toxina presente en el alimento, hall a tcu. tayde f(i:lca
la inoculacién de extractos de alimentos ng lpun;:ﬁcados es totalmente inesp .
éstos en los que insistiremos mas adelante. . :

conceptgs:)fsttzs;no, el c::as‘;) mas favorable que permite dlagn'osncardcon’ grax:lcgrg;
babilidad este tipo de intoxicacidn es el hallazgo de gran numerod ea%ier::::to e
la especie Staphylococcus aureus, .cfoagulasa-posnwos, por‘gran]ol’e: 1o sov
pechoso de causar una intoxicacion cuyos caracteres epu:ie.rmo dgicos y
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Respecto al mimero de microorganismos necesarios pan;al pro ucir Divelos
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la clase de alimento, pH, temperatura, etc., existen en la literatura algu  atos
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alte Dack (1962 a) sefiala que entre las cepas to_xigénicas de es:.aﬁlocl:pcg;smljz
produccién de -enterotoxina es una fl'lEICKJn dpl crecimiento y que osdam:afilo-
considerados como causa de intoxicacién contiene cientos de millones de es

mo. ~

o5 P(K.Lgl.rlzozq (1949) sugiere que el m’lmero_ minimo de cstaﬁlogocpswc):‘?gﬁl;
sa-positivos que se requieren para juzgar un alimento como causa de I

s de 500.000 por gramo.




TANNER y TANNER (1953) mencionan nimeros que oscilan entre 30 y
1.000 millones por gramo de alimentos que originaron, bajo condiciones de expe-
rimentacién, sintomas de intoxicacién en voluntarios que ingirieron cantidades
de 20 a 60 gramos,

FRAzZIER (1958) indica que niveles de enterotoxina necesarios para produ-
cir este tipo de envenenamiento son posibles dnicamente con cifras de varios mi-
llones de estafilococos por gramo.

ELEK (1959) destaca que se requicre una abundante proliferecién de esta-
filococos para convertir un alimento en peligroso desde el punto de vista que nos
ocupa. PosT (1959) y PosT y col. (1961) confirman la opinién anterior.

CASMAN y BENNETT (1965) comunicaron que habian encontrado cifras
comprendidas entre 50 y 200 millones de estafilococos por gramo en jamoén y pas-
teles responsables de incidentes téxicos de esta clase.

De todo lo expuesto anteriormente se infiere que el medio de diagndstico
mis sencillo seria el basado en la existencia de una sintomatologia tipica de los
individuos afectados y de varios millones de estafilococos coagulasa-positivos en
el alimento sospechoso, sin olvidar Jas limitaciones ya comentadas.

1.2 Aislamiento 'y estudio de los distintos tipos de «Staphylococus au-
reus» —La obtencién de cultivos puros a partir de las distintas clases de colonijas
sospechosas'y el estudio bioquimico de las cepas aisladas se ha comprobado res-
pectivamente que no es la via mis adecuada para el diagndstico de las propie-
dades enterotdxicas.

De las numerosas pruebas utilizadas en Ia caracterizacién bioquimica y fisio-
Iogica del género Staphylococcus (pigmentacién, reduccién del telurito potésico, pro-
duccién de fosfatasa, de lipasa, de desoxirribonucleasa, de coagulasa, licuacién de ge-
latina, fermentacién del manitol ¥y propicdades hemoliticas, entre otras) las de mayor
valor serfan la produccién de coagulasa (EvaNs y col., 1950), fermentacién del mani-
tol (Evans, 1947 y 1948 Evans y Niven, 1950, y MosskL, 1962) y formacién de de-
soxirribonucleasa (WEECKMAN y CatuiN, 1967; Di SALvVO, 1958; JEFFRIES, 1961, y
Jay, 1962),

Sin embargo, ninguna de las técnicas citadas empleadas aisladamente o en
conjunto es de un valor superior a la determinacién de coagulasa para el diagnéstico
Que se persigue, y ello nos evita de discutir este aspecto con una mayor amplitud.

1.3 Caracterizacion de las enzimas de origen bacteriano presentes en el alj-
mento—CHESBRO y AUBORN (1967) Proponen la investigacion enzimética como me-
dio de detectar la presencia de estafilocos en alimentos sometidos a tratamientos tér-
micos, variaciones de pH o contaminaciones masivas por otros gérmenes, que haria
dificil la tarea de aislar los estafilococos supervivientes, en caso de existir.

El enzima a investigar propuesto por estos autores es la desoxirribonucleasa,
el mds resistente a los agentes fisicoquimicos y biolégicos ¥ poco comiin en el resto
de ias especies bacterianas capaces de competir con los estafilococos y producir un
desarrollo abundante en los alimentos.

La sensibilidad del método es semejante a la de las pruebas seroldgicas de en-
terotoXina y de gran sencillez en su ejecucion.

El fundamento de la técnica consiste en Separar las sustancias precipitables
por el sulfato aménico y valorar cualitativa o cuantitativamente la cantidad de deso-

xirribonucleasa existente en el precipitado, por la capacidad de ésta para hidrolizar
el DNA.
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!nf:r:?:r de[z:cubrir la presencia anterior de dicha _npcrof!ora, perl:lril;trllf:do, .
:-,?j cuantificacion referida a fases previas de elaboracion y almacena b

1.4  Ensayo de produccion de toxina en medios c:jmﬁcmti.s—a—g ltlasg.lic:]l?o fﬁ
d'stin'tos tipos dc colonias de estafilococos sospechosos de ser causa P ung fntezl;
e dirige, siempre que es posible, hacia un ensayo de produccion xinajen
cacion sé [iﬁcgiaies de laboratorio, como etapa previa y necesaria para p(cjmer - ma-
“!edlos Ell" toxina misma, si es que existe, mediante prucbas serologicas de prec Pme-
n'lﬁ: SIDrzsl;ut?ros cspeciﬁc‘os, o bien dnicamente las propiedades enterotoxicas por
Rt e T S
ccion de enteroto! : : X
rl:-:n I};(c):(iill‘:dad en el laboratorio; pero a partir de los estudios de bCASl:;Ii%:Jl 3:1 el:sllia
carzarl 1961 y 1963) es obligado recomendar, en especial para la obten *
i tiyo A, el empleo del medio BHI (caldo-infusion de corazon y cgreorg
e eonorayt Fl un pH inicial de 5,3 convertido en semisdlido por la adicion de 2
ﬂgrtirg; I;Elg’aggr 0 bign a utilizar con la técnica, ya c(ilesgita, de cultivo en saco de celo
io liqui i frasco de Roux.
3 sobr&u&gzgg lgg?u;d;gegg sslt’gc,i(‘):: rrlnl:lr; superior al clasico deglggLMAN y WILSON
Ll R i .
(1940) en la produccion de enterotoxina A (CASMAN y EENNSI;‘;,“:‘ ; d)05 s Tt
La incubacion se realiza durante cuarenta y oc! ? a u
peraturas comprendidas entre 30 © y 37 © C. en la atmosfera normal.

1.5 Inoculaciones—La prucba biologica mds eficaz al firrll [glrtiz:goe :Slalsa qlll:e

tién de los filirados de cultive de estafilococos por personas vo ul g clas due

By toxi voca un cuadro tipico semejante al que se produce en |2 en ad na-

ol Bt étodo ha sido utilizado con relativa frecuencia en las décadas proxlrnl'

giigzléaisg):::io 1962 a), pero su uso se ha abandonado pricticamente en la actuali-
1

eligroso e inhumano. g ]
o pOl'SS;:'I; F;')oc%s las especies animales con una sensibilidad acusada frente a la en

. . :
leroloxngill primer animal empleado con fines expenmqntale‘ls fue el Macacus rhesu.
(Dack y col., 1930), siendo administrada la toxina por via ora e
o A Sl i (cig:slﬁ)eﬁtelx?c())t;:&li':; yaccms«:jando la utiliza-
iagnostico de la :
onen el uso del gato en el diagnostico ent 1 ‘
t[:)ic‘m de gatitos (kittent-test) y la m-oculzlllc:l;)l:. pﬁra 1\;{11?] ;nt;:gsg:;?‘r;zalinespecfﬁcas il
AMMON (1941) comunica habel | _ - on e
galo sigjiendo la técnica original de los autores cusfioséeydl;gc;?lrg;;zganlzs lsgguro
’ ia i o medio .
io s adultos por via intravenosa com | -
e dnglJa:$0N (I943)Pno encontrd correlacion entre los resultados de la inocu
id as pruebas con voluntarios. |
gion = gg::;ﬁ)rrlls-ul:{GALLA y col. (1953) y DA(;!( (1962 a), el Macaius r;’reg;.?] ::j ail
imal mas adecuado para la experimentacion de enterotoxina. La ;: c[:)ién cidad
32 la prucba se incrementa administrando la toxina mediante inocula

astri ar de utilizar la via oral. v ¢ -
gastrlcarsg lggstante, el coste y mantenimiento de colonias de monos resultan p

hibitivos para la mayoria de los laboratorios.
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El gato resulta bajo este aspecto mucho mis asequible y es el animal de
experimentaciéon que més se ha utilizado en ol diagndstico de la intoxicacion por
enterotoxina,

CaSMAN (1958) estima que es un animal muy sensible, aunque con varia-
ciones en la suseeptibilidad individual frente a dicho farmaco, y aun a pesar de
ello considera que la inoculacién al gato es un método tan aconsejable como el
uso del Macacus rhesus, recomendando el método de Hammon (1941), intravenoso.

THATCHER y RoBINSON (1962) han utilizado dicho animal en sus experien-
cias con resultados aceptables. También ha sido empleado extensivamente por
ANGELOTTI y colaboradores (1967), antes de conocerse las técnicas de precipita-
cién en gel y aun después para confirmar algunos resultados serolégicos. Estos au-
tores han seguido la técnica de Hammon (1941).

La inoculacién del filtrado de cultivo de la cepa problema requiere previa-
mente una preparacién con el fin de eliminar posibles reacciones inespecificas que
incluye una filtracién por presion a través de una tela tupida, estéril, en caso de que
el medio sea semisdlido v con el fin de separar el agar. El liquido obtenido presenta
una coloracion propia que varia del amarillo dorado a blanco porcelana, segln el
tipo de pigmento producido.

Los gérmenes se separan por centrifugacién a 5.000 r. p. m. durante diez
minutos, decantando la parte sobrenadante, que se debe pasar a través de un filtro
de Seitz estéril.

El filtrado obtenido puede contener hemolisinas capaces de provocar en el
animal una reaccién orgdnica, por tanto, es preciso destruirlas por la accién dei
calor, de la digestion pancreitica o bien neutralizarlas con sueros especificos hemo-
liticos (CasmaN, 1958).

Al determinar la dosis a inocular conviene tener en cuenta la edad y peso
del animal, asi como la via de inoculacidn, pudiendo oscilar la cantidad de 2 a 10 ml.

Debe inocularse siempre un animal testigo, al menos, con una dosis supe-
tior del medio base usado en el ensayo de produccion de Ia enterotoxina.

La aparicion de vémitos o diarrea a partir de los veinte minutos y antes de
una hora de ia inoculacién se considera como testimonio de la existencia de entero-
toxina en el producto inoculado.

Las inoculaciones se limitan vinicamente a los filtrados de cultivo, ya que

la inoculacién de extractos de alimentos es inespecifica (Dack, 1962 a), siendo
este un heche bien conocido.

1.6 Reacciones seroldgicas.—La purificacién de las enterotoxinas ha hecho
posible la obtencién de antitoxinas y la aplicacién de métodos seroldgicos en la
identificacion y valoracién de las toxinas.

En especial, la adaptacién de las técnicas generales de difusion en gel ha
reducido la necesidad de animales de experimentacion y, a su vez, ha constituido
la base de pruebas especificas para descubrir la enterotoxina de los propios ali-
mentos (HALL y col., 1965; CasmaNn y BENNETT, 1965; READ y col.,, 1965 a y b).

Siendo este dltimo un aspecto de gran interés y actualidad, serd discutido
a continuacién al estudiar los métodos directos de diagndstico que tienen por obje-
to la investigaci6n de la enterotoxina en el propio alimento.
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2. Aislamiento e identificacion de la toxina presente en el propio alimento

Ninguno de los métodos de diagndstico indirectos descritos anlenormenbt:
see las condiciones de exactitud necesarias para ser cgqmdcradc; comga ]Zr:eun
'rc;efutable de la existencia de una enterotoxina estafilococica, preforma
:ﬂimento sospechoso de ser la causa de una intoxicacion alur%enta'na. S
Este concepto es generalmente aceptado y puede _smteglzarseden ecs)fa oot
expresados por HaLL y colaboradores (12163): «El mSIa'Igfr‘l;ct)oxi?:acién lococos
iti i implicado en un caso i
sa-positivos de un alimento implicad ) 1y
f:ﬁg“g:,nsgtuye unjcamente una evidencia cnrcunstancml dt:l .qugee;n»i'ggiciegcé 25;«: )
iologi i La determinacién por medio 1
tioldgico ha sido encontrado. _ tpe-
:fi:r:enlacgién, de que una cepa aislada es capaz de Producnr enterotoxina en los
dios artificiales, no prueba que hizo lo mismo en el al:mefl}o. = Selluin
«La prueba positiva depende de la dcmosigrac:lon :'le la erg:rgto\’r‘:):ll?marios
i btenerse alimentando mon ) I
i imento. Tal prueba puede o Al o piog
?drsnn;?lo? l pero los resultados estin sujetos a variaciones en susceptibilidad, he
¥
i i 5.»
bien conocido en ambos caso! o . . )
La inoculacién al gato, joven o adulto, por via mtra_perggg]‘eélcl:ao g;re:{;::g‘s)s
i ificados de alimentos es ines .
soluciones o extractos no puri _ ¢ lgunos
gfimemos existen factores eméticos, no bien conocidos, para el gato {AN

11, 1967). .
La comprobacién por SURGALLA ¥ cpl. ([?54) de. que lal entetrorgc::;;r;:aelx
una proteina antigénicamente activa, la punﬁcaf:lon palr;nal ggLLa er; gl oS
(CasmaN, 1958) y purificacién de la enteroto:iunz_de (l :ﬁilizacign _de.’los 240
) i i igdciod nducido a
i las vias de investigacion que han co la utiliz o
zgglzgglégicos, muy principalmente las técnicas de precipitacion en gel, en la
teccién de la propia enterotoxina en los alimentos.

2.1 Extraccion—La obtencién y purificacion d: Ia 9qterot9;:§:icgrc?gin;;e
i . i ini limentos capaces de originar i \
re en cantidades minimas en alim ! or

;lae Is?igo el primer paso hacia la identificacién por medios serolog-u‘:os. . e

(1963) utilizaron un método de extraccion snmplg ?:l _base de

fosfatos y a pH de 7,2. El liquido sebanadla :erl:tn'

i i lema, se repartia en tubos de -

i na papilla del alimento problema, se -

ES a]gus‘lzesseaczlentgbapn a 50° C. durante quince minutos y, una vgzi :ngglai;i 2
telgnpe(iatura ambiente, se centrifugaban a 10.000 r. p. m. por esp

| . ili igeno en
mmulosLa parte sobrenadante, transparente, clara, se utilizaba como antige

ruebas de gel-difusion. - . ' -
] HALgL y col. (1965) modifican el método de extraccion antcanc::‘i,i }(':(gil:frll:?l ;nge
dificacién consiste, en esencia, an pfass;‘rtla pin;Hs%t;r?;dgn(tiettpcl)fauelucién opa o
i r buffer fosfato y ) ,2 a 6,4,
?‘mberhta lcn(;iiss?n:?)ff(}:rpz? pH 6,4 a 6,8, y el liquido obtenido se concenlt_r\;rs._ ;:.iis:z:r cl:
\fl:;tic:\l:ae parte por medio de didlisis a través de 30 por 100 de polivinilp

lidona.

HawL y col.
suero fisiolégico tamponado con

Este concentrado se usa como antigeno en pruebas de gel-difusion (méto-
dos de OupIN, 1952, y OAKLEY y FULTHROPE, 1953).
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CAsMAN y BENNET ! (1965) describen un método de extraccion separando
las toxinas de los extractos salinos de alimentos previamente concentrados por dia-
lisis, por adsorcién con carboximetilcelulosa o filtracion a través de columnas Se-
phadex G-100, elucién en buffer fosfato, concentracién por liofilizacion y dilucion
previa a la identiticacion por ditusion ¥ precipitacion en gel (micrométodos de pre-
cipitacion de WADSWORTH, 1957, y CrowLr, 1958).

RiAD y col., (1965 a y b) proponen meétodos de extraccion especificamente
adaptados al queso y leche, ya que en estos alimentos se produce una interferencia
cuando se utiliza la técnica de HaLL y colaboradores (1965), debida a la migracion
de sustancias opacas presentes en los derivados licicos y que afectan de esta forma
a los resultados de las pruebas de gel-difusion,

La preparacion previa de la leche requiere, seglin los autores citados, las si-
guientes ctapas: acidificacién, filtracién, neutralizacion, calentamicnto y centrifu-
gacion, para utilizar el liquido sobrenadante,

El queso debe mezclarse con buffer veronal y sufrir nuevamente centrifuga-
cion, filtracién de Ia parte sobrenadante, acidificacion, nueva centrifugacion, neu-

tralizacion, calentamiento y centrifugacion final utilizando la parte clara en las prue-
bas de difusion en gel.

2.2 Preparacion de un suero especifico.—El descubrimiento del caricter
antigénico de la enterotoxing se debe a DoLman Y WiLsoN (1938) y DoLmAN (1944),
siendo SURGALLA y col., (1953) quicnes confirmaron por vez primera aquellos es-
tudios, y posteriormente Casman (1958, 1959 y 1965) realizé amplias investigacio-
nes sobre la produccién de un suero especifico y aspectos aplicativos relativos al
diagnéstico seroldgico de las intoxicaciones alimentarias producidas por estafilo-
€0Cos.

Para realizar las reacciones de precipitacion en gel es preciso disponer de un
un suero especifico de suficiente potencia Y para conseguir éste se necesita, a su vez,
una toxina altamente purificada.

Nosotros mismos (SUAREZ, 1966) hemos conseguido, siguiendo la técnica
propuesta por CasmaN (1958, 1960), un suero utilizando como antigeno enterotoxina
tipo A parcialmente purificada Que contenia también antigenos comunes a estafi-
licocos no enterotéxicos, los cuales producen anticuerpos que deben ser adsorbidos
por estafilococos coaguiasa-positivos incapaces de formar enterotoxina, con el fin de

convertir al suero obtenido en monovalente Y especifico para la entertoxina estafilo-
cdcica.

Utilizando la enterotoxina como antigeno se ha conseguido producir anti-

Cucrpos con varias especies animales: monos, gatos, perros, caballos, asnos y cone-
jos (DACK, 1962 a).

() El doctor E. P. CASMAN recibid el premio de servicios distinguidos del Departa-
mento de Salud, Educacién y Bienestar de Washington, en 1966, Dicho premio es el mas
allo honor que concede aquel Departamento y en este caso fuc otorgado «por la destacada
contribucion a la concepeion y desarrollo de un método sencillo y sensible para el descubri-
miento de enterotoxina, en alimentos sospechosos de causar intoxicaciones». (Comentario
de la revista News de la Sociedad Americana de M icrobiologia, 32, 45, 1966.)
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jo, ani resen-
En nuestro caso (SUAREZ, 1966) hemos _u'sado el conejo, dnlr?élliggccﬁn e
a fuerte reaccion orgdnica ante la inoculacion de cstc‘ a‘]tllgcn?aduar D
ta l(1;1'?da de peso que es necesario vigilar para, con arreglo .1 clla, %e e Jayinocut
pet ld la toxina, empleando, ademis, sustancias coadyyvantes ? ¢ retarder
c|0“.c'mc o bien dis;"ninuir la dosis prolongando la inoculacion fiuragign anligéni(;a W
= No debemos olvidar que la enterotoXina cjerce una ac tgtniez. govt
sgecialmcntc en los compuestos no purificados totalmente, puede
i d : ia en el concgjo. o
10 e provocar caquexi o dd o
= klz.ljsl, f:zc:l;gi qucpdebcn utilizarse por su adecuado rcnd_:mtclrgg Ey Zstl‘)’;zc;ﬁ;:; T
io ina pe n las cepas tipo . 24 37,
terotoxina para este fin son |
la produccion de en ] as
cor':esponden a las entertoxinas A, B y C, respectivamen

2.3. Pruebas de precipitacion en gel—Puede decirse que e:ﬂ::a?e'?gggs:;?
-rologico de estas toxinas s¢ han empleado las distintas ltgcsgl-c‘gaﬁlcy  Fulthrope,
:’:ti—pr)?tac%én en gel (métodos de Ouchlc;lsosn)y,l 1943312,“'(::1‘:; sido c’nsaya das por diferen-
. th, 1957, y Crowle, | e ., (1965
tlegs)SSL’l[:)\l/‘::ls:S\(v:?\rS!\h\N (195%, 1960), CasmaN y BENNETT (1965), HaLL y col., ( )

Reap y colaboradores 1965 ay b), entre otros. el son delicadas y re-
g Las reacciones antigeno-precipitina por d‘lfLISlOn cn g(|96|)con detalle,

Itan afectadas por una serie de factores que describe CROWLE (19¢ (QupiN, 1952)
i aE encral, 1a técnica de difusion tnica en tubo de ensayo ( o S
no permi?e gdctecla,r cl antigeno en concenlraci%nes mreml)rzsez;ctl:;ct[:;ccrlggalimcntos

itili i dificilmente se observa en lo

iililo. Como ol st s éstos deben ser concentrados.

i s de ocasionar intoxicaciones, €5tos i i N - r
lﬂClllPaiO difusién tdnica no permite diferenciar sistemas rnulctjlples_ dgcﬁgg-%erl']c(’)ras)

i - ero, por otra parte, la reaccion es rdpida (meng; . ;N\éer;l:m_” 1967).
ucuergg ;.lt‘ijliZﬂ;'SB con un suero monovalente (HALL Y'COI-’ lgd l; 0 de un n{icrogram o
e Para descubrir concentraciones de enterotoxina por de :|_|’t s Oakley » Ful.
i (e i gﬁbgg)wbiigg i Ouchterlony (1948),

usada por HaLL y col., ) O 7). modifi-
Z}r'fciﬁﬁéal?j??eui, Scguido por CASMAN osBe e Wadsworth (1957)

: 60) y CASMAN y BENNETT . . iacian tic-
cado [:lo;-E Cr};gfl"‘]:’éggos )dz Ouchterlony y Wadsworth, las lincas de pre::(;Psli‘f:;?jf;S e
nen Iugarncntre las depresiones circulares o pocillos de antigeno o sue

inado.
n arreglo a un modelo determina 3 " e v

=28 (;'gstas liﬁeas permiten una identificacion precisa del antigeno proble y

i i fusionan en el punto de con-
igi r ¢l mismo antigeno s¢ fusic . (
e e, orlgmadas’n]zc; continua o linea de identidad, mientras que si los

juncio e a continuidad no
Lﬂ?&gzogoagason idénticos las lineas se cruzan en sus cxtremos y |

= : inendsti cesario ve-
N eSlablNcgfﬁralmcnle que, cuando se utiliza esta via de diagnostico, es ne
"

1 d

i osTER y BERGDOLL, 1967). ) . S seicos de
. Tenic:do en cuenta la posible existencia de otros tipos inmunolog

i ogi no ha llegado toda-

terotoxina, aparte de los ya descritos, parece Iogico pensz;)ra:p:itz 10 ha li igé o loda-

enie 10 mento de reemplazar de una manera total las prucba AL e
\1:21:5 rsf:e(:lsiblc:s por las reacciones serologicas, sin que esto signifiq

ra estos métodos dotados de gran especificidad.

puede
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3. Otros métodos

Aparte del gato y mono han sido utilizados otros anj i i
 Apa ) ] males a-
cion biologica de la enterotoxina: ratén blanco, ratén salvaje, rata ;?allliamvesl;t'lgd
conejo, perro, cerdo, rana y canario. La mayoria de estos anim'al ¢ del reflo.
e Cberioosro. Tani v ; { cs carecen del refle-
j s a diarrera como sintoma especifico (Dack, 1962 a)
R ft;m arz‘lcn)i é);;[;:f;ﬁza utilizacién de peces tropicales, incluso se han ecmplea
s 4 negra y roja ; .
s 560 gra y roja) por JORDAN ¥y Mac Broom (1931) Y ne-
Otros métodos incluyen el i .
K¢ cnsayo s Org: :
ycmbnzn e pollo (Kiotiss o6 yo sobre cuitivo de Srganos (MiLovr, 1961)
Vi y col., (1956) y TuaTcuek (1966) h i
) » ( an realizado i
tcrotoxngill[?;bpor medio de la espectrofotometria con infrarrojos. SLg'as sobre fa e
har aplitags I;MIN‘ y'\er TE (1964 y 1965) y GENIGEORGTS Y SADLER (1966 « y b)
o S técnicas de inmunofluorescencia en la deteccion de la toxina g
b pusig:lsi?.izdis I;I}::A”;':H?R I(JIQSS)hy Jounson y col. (1967) han inve‘st'igado s0-
a prueba inacio iagnost
de ciie 1oy p € hemoaglutinacion en el diagnéstico serelogico
De todas las pruebas ultim: i
) amente citadas es esta witi
com S ima la que ¢
o :mr;zi 5rcr)$iticﬁgr2i iz%ug THATCHER (1966), se encuentra todav?a ensclza.f liacl-sl‘:mnct:nl
! ¢ una toxi : ifi 3 !
e T toxina altamente purificada como patron y teér-
JonNsoN y col (1957) h i
B . an apreciado en esta técni i
- ! 237) 4 tecnica tanta o -
idad que en las de gel-difusion ¥ ¢s mucho més réipida a la hora de ot:?car?(g'rlg:nrsel

g

4. Frecuencia de cada tipo de toxing

llay n[}:‘,{:(sxs‘l:z nl:{:ﬁ n?gs;)c:ultr?] I;JII.mr:]imidad en considerar el tipo A de enterotoxina co
| ma Icado en casos de intoxicacién alj ic v
bre, s:gtgendolc en orden de frecuencia el tipo D (Casman 1966)|mentarm Tl o
N una investigacion sobre estafilococos aj ¥
o r ga r os aislados de 73 incident i i
;z;cigs :;:tl;glldos en dlS[lﬂlE}S regiones, CASMAN (1966) encontré que ele:9d(;x|)?lcl)85
e Jococos producian cnterotoxina A, y 29 por 100 producian una mezcl
s oxll)nz} A y otro tipo, generalmente D. Un 10 por 100 de los cultivos roduaj
Po L unicamente, y solamente el 4 por 100 producian el B imere simi
gl el B y un niimero simj-
For '
S s u:tco':- ):n?j:c};iogtt l( c:fg?), camq resultado de los estudios efectuados por
, C: asos de intoxicacion i A
frecuenlEes de ‘llo que seialan las cifras de Casman (1966) £ s aaiale ST, S s
ste ltimo autor {Casman 1966) i6 qu
. ¢ establecio ible ¢
otros tipos de enterotoxina, lo es mu,y poco frente al tipglg g A

3. Profilaxis de la enfermedad

Las condici ari io
diciones necesarias a Ia presentacion de casos de intoxicacién alimen-

g
l . .
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a. Presencia de cepas de estafilococos enterotoXicogénicas.

b. Alimento sobre el que pueda crecer el germen y producir entero-
toxina.

c. Temperatura adecuada para el crecimiento del germen.

d. Tiempo suficiente para un desarrollo microbiano abundante.

Un andlisis de estas condiciones nos ha de conducir, por tanto. al conocimien-
to de la profilaxis de este tipo de intoxicaciones.

5.1. Contaminacion con estafilococos enterotoxigénicos—El origen mas
frecuentie de las contaminaciones radica en las personas que manipulan alimentos y
muy especialmente si padecen infecciones supuradas como acné o fordnculos. La tos
y el cstornudo pueden determinar también contaminaciones.

La leche de ubres con mamitis puede contener estafilococos enterotdxicos e
incluso la leche natural procedénte de vacas sanas (SUAREZ, 1966).

El control de las contaminaciones s¢ logra extremando las medidas de higie-
nc v es de especial importancia en alimentos cocidos o pasterizados, ya que al no
existir una microflora mixta abundante ni sus efectos competitivos sobre los estafiloco-
cos, estos iiltimos podran desarrollarse sin impedimento alguno.

5.2 Compuosicion del alimento— Son muchos los alimentos en los que puc-
de crecer y producir enterotoxina el Staphaylococcus aureus, y su enumeracion resul-
taria prolija. Los preparados que incluyen yema de huevo, leche y nata, como son las
natillas, pasteles rellenos, diversos tipos de salsas, han dado lugar a numerosas into-

xicaciones de este tipo.
El queso, la leche natural y jamén pueden ser, en determinadas condiciones,

excelentes substratos para la produccion de toxina.

No resultan adecuados al desarrollo de estafilococos los alimentos con un
pH inferior a 5 o baja humedad relativa, ni tampoco los producidos por fermenta-
cion, debido en este (ltimo caso a un efecto competitivo por parte del agente especi-
fico de la fermentacién (FosTER y BERGDOLL, 1967).

Hay que tener en cuenta que ¢l Staphylococcus aurens no €s un germen compe-
tidor y su crecimiento es suprimido por otros organismos con facilidad, no solamen-
te en alimentos fermentados, sino en alimentos frescos con una microflora mixta.

Como cjemplo podemos citar que la enterotoxina solamente se forma en que-
so si el cultivo Starter es inhibido por bacteriofagos o agentes bacteriostiticos (Fos-
riR y BirgpolL, 1967), y en la carne puede detectarse crecimiento de estafilococos
y produccion de enterotoxina solamente si el producto se recoge con asepsia y se
halla cxento de gérmenes o si se somete a la coccidn antes de realizar la inoculacion
de estafilococos (CasmaN y col., 1963).

Debe mencionarse que, aunque la produccion de enterotoxina es funcion del
crecimiento de una cepa de estafilococo enterotoxigénica (Dack. 1962 o). no siem-
pre existe una correlacion obligada entre ambos factores. Mc Coy y FABER (1966)
encontraron microorganismos en la carne que inhibian la formacion de enteroto-
xina sin afectar sensiblemente al crecimiento del Staphylococcus aureus. Otros in-
vestigadores (FRIEDMAN, 1966; ROSENWALD y LINCOLN, 1966) han podido demos-
trar que la estreptomicina inhibe la sintesis de la enterotoxina B permitiendo al

microorganismo crecer con normalidad.

5.3  Temperatura v tiempos de crecimiento—Los limites de temperatura
para el desarrollo del Staphylococcus aureus son aproximadamente 5° C., y 45° C.,
con un crecimiento optimo a 35-37¢ C.
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La velocidad de multiplicacion declina a medid'a_ quc la temperatura se apro-
xima al minimo. WARLKER y HARMON (1966) determinaron los tiempos de gene-
racion de los estafilococos, utilizando Ia leche como medio de cultivo, siendo éstos
de 0.5 a [ hora, a 30-37°C.ide 1.7 a 2 horas, a 210 C., y de 18 a 28 horas. a 10°C.

El tiempo que se requiere para la produccién de enterotoxina en alimen-
tos cs funcion de la cuantia de la contaminacion, de ia composicion del ulimento,
de la temperatura de incubacidn y, posiblemente, de otros factores (FOsTER y BERk-
GooLL, 1967).

Aunque no se han realizado experimentos encaminados a establecer una co-
rrelacion entre ¢l tiempo de incubacion y produccién de enterotoxina en alimentos, és-
ta puede deducirse del estudio de casos de intoxicaciones alimentarias espontaneas,
stendo en algunas de ellas el perfodo de incubacién solamente de cuatro horas (Dack,
1962 a).

5.4  Destruccion térmica y preservacion del alimento por ef -fric—Las tem-
peraturas de pasterizacion destruyen los estafilococos patégenos (ZoTToLa y col.,
1965, y WALKER y HarmoN, 1966). Pero, a su vez, repetimos, los alimentos pas-
terizados constituyen un substrato idéneo, sin competicion microbiana, para los
cstafilococos. Deben evitarse, por tanto, las contaminaciones posteriores a la pas-
terizacion.

Las temperaturas inferiores a 49 C, no permiten el desarrollo de estafilo-
cocos en los alimentos; por tanto, una cadena de frio ininterrumpida de la produc-
cion al consumo, utilizando simplemente temperaturas de refrigeracion, es suficien-
te para evitar este tipo de intoxicacién.

La enfermedad cuyo estudio nos ha ocupado este trabajo es producida por
presencia de una toxina preformada en el alimento mismo ¥ la accién del frio im-
pide esta formacion.

No ocurre lo mismo con las infecciones de tipo alimentario producidas por
gérmenes del género Salmonelia, pongamos por cjemplo, en las que la accién pa-
togena no se ejerce por una sustancia toxica determinada, sino en virtud de una
virulencia suficiente para provocar una infeccién en el hombre.

En este caso la accidén del frio, sin afectar a la vitalidad del microorganismo
de una manera definitiva, no resultaria til.

3.5 Control bacterioligico—Un control bacteriolégico sistemdtico de los
alimentos, encaminado a descubrir la enterotoxina, parece irrealizable por ahora.

En Norteamérica, hasta el momento presente solamente se ha wtilizado esta
investigacién a gran escala en casos de una evidencia epidemioldgica de la enfer-
medad. En 1966 se examinaron 2.100 lotes de queso procedentes de distintas fabri-
caciones, deteniendo la venta de dos millones de kilogramos de producto sospe-
choso hasta la identificacion de los lotes téxicos. Todas las partidas negativas. que
representaban el 97 por 100 del total, se destinaron al consumo {CasmaN, 1966).

El metodo empleado tue el de la extraccidn de Ja enterotoxina e identifica-
cion por la técnica de precipitacion en gel a que ya nos hemos referido.

La produccion masiva de los elementos que intervienen en estas prucbas
requiere gran riqueza de medios, sélo al alcance de unos pocos laboratorios.

En ¢l momento actual puede afirmarse que la necesidad de un control bac-
teriologico con fines diagnésticos queda limitado al estudio de las causas de las
intoxicaciones alimentarias, una vez que estas intoxicaciones han afectado a un gru-
po de personas produciendo una sintomatologia especifica.
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El control bactcrioldgico con fines preventivos no es apl}c?blc, a n}lcst{p
juicio, en tanto no sc disponga dc una tg’cmc_:z} de diagndstico .SCf‘ICll]d y segura, uti-
lizable como método de rutina en la investigacion de la entcroloxm‘az o N

Un método de este tipo no se vislumbra a la luz de las investigaciones ac-

uales en un futuro proximo.
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SUMMARY
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