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A medida que la variacién del nivel de vida afecta a los hébitos culina-
rios se observa un incremento en la incidencia de intoxicaciones alimen-
ticias de origen estafilocécico.

Esta enfermedad, por lo aparatoso de su sintomatologia coinci-
dente. por tortuna, con una baja letalidad. es siempre una desagradable
experiencia a que el hombre puede hallarse sometido y, por tanto, viene
a resultar un proceso de gran interés sanitario y social.

El papel de la leche en polvo como portador inerte de estafilococos y
sus toxinas fue sefialado independientemente, y con un intervalo de dos
afios, por ANDERSON y Stoni.' y Arm1jo y CoL.2 y a partir de entonces
(1957) se han diagnosticado. ¢n distintos pafses, brotes téxicos debidos
al género Staphylococcus y producidos por el consumo de leche en polvo.

Las erupciones téxicas estudiadas, producidas por el consumo de
este alimento, presentan como caracteristica diferencial importante, la
de afectar con preferencia a poblaciones infantiles en edad escolar.

En Espafa ha venido funcionando, estimulado por la UNICEF, un
programa escolar de alimentacién infantil, establecido por ¢l Ministerio
de Educacién y Ciencia y administrado por el Servicio Escolar de Ali-
mentacién de dicho Ministerio y Gerencia de Productos Lécteos. Este
Servicio utiliza, en sus fines, muchos miles de toneladas de leche en polvo
que le son suministradas por industrias licteas nacionales.

La ausencia en nuestro pais de investigaciones sobre el tema que nos
ocupa y la posibilidad de que ciertos trastornos de naturaleza gastro-
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entérica, en colectividades escolares, puedan ser de origen estafilocécico,
han sido los motivos que nos impulsaron a la realizacién de este trabajo.!

La importancia creciente que en la actualidad se estd concediendo a
la investigacién en el campo de la Microbiologia de los alimentos dese-
cados, no hace sino confirmar la oportunidad de eleccién, en su dia, de la
materia en estudio.

MATERIALES Y METODOS

Se han estudiado. un total de 168 muestras de leche en polvo, proce-
dentes de distintas industrias de transformacién lactea, ubicadas todas
ellas en el territorio nacional. Las muestras pretenden ser representativas
de la produccién total de leche en polvo en Espaiia y se han obtenido de
los distintos tipos y calidades elaborados por las diferentes industrias
productoras.

El presente estudio se ha llevado a efecto por medio de las siguien-
tes técnicas:

a) Determinacién del niimero de colonias de estafilococos.

b) Estudio bioquimico, afectando a distintas propiedades enzimaticas.

c) Tipos de enterotoxina.
d) Curvas de crecimiento de los estafilococos coagulasa positivos.

e) Lisotipia o tipificacién por bacteriélagos.
Nimero de colonias.

En la determinacién del ntimero de colonias de estafilococos se
siguié el método descrito por HARRIGAN y Mc. CaNCE3, sembrando un c. c.
de cada dilucién, realizada a partir de leche en polvo en solucién Ringer
1 : 4, en placas de Petri, mezclando, como es norma, con el medio fun-
dido, S-110 en este caso y a la temperatura de 45°C.

Fl frasco. de cierre hermético. con el resto de la dilucién de leche
(10 grs. de leche en polvo y enrase a 100 c. c.) se incubaba, en todos los
casos, a 37°C. durante 18 horas, junto a las placas de Petri. Expresado
en otros términos, se utilizaba la propia solucién madre de leche en polvo,
en la proporcién aproximada en que se utiliza para la alimentacién
humana, como medio de enriquecimiento y con el fin de descubrir las
muestras que por contener un pequefio niimero de estafilococos no crecie-
sen sobre el medio sélido distribuido en placa, lo que significaba, pro-
bablemente, ausencia en 0,1 gramo de leche en polvo, en cuyo caso se uti-
lizaba el medio liquido de leche en polvo diluida e incubado, para sembrar

! Subvencionado por el Ministerio de Educacién y Ciencia con cargo a
los créditos destinados al fomento de la investigacién en la Universidad.
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a partir de él nuevas placas con medio selectivo capaz de poner de mani-
fiesto, en su caso, la presencia de estafilococos.

Las colonias de estafilococos, de distinta apariencia sobre un medio
de cultivo a base de cloruro sédico como agente selectivo, lactosado, con
fucsina 4cida como indicador v potencial de oxidorreduccién restringi-
do * fueron aisladas y conservadas para su estudio posterior.

Elegimos este medio, cuya composicion expresamos a continuacion,
porque suministra mayor nimero de indicaciones que ningtin otro medio
de los propuestos para el estudio y aislamiento de gérmenes pertenecien-
tes al género Staphylococcus y que son: fermentaciéon del manitol, con
diferentes intensidades facilmente apreciables, halo de opacidad y tona-
lidad de la colonia desde el color amarillo dorado al blanco porcelana.

Composicion:
— Extracto de levadura (DIFCO) ..ocovviniiniiiiinnen, 4 g
— Tripticasa (BBL) oo 12 g
— d - Manitol (DIFCO) ...occovrimrrriciennnne. . 10 g
— Cloruro sédico (MERCK) Boog
e BACHO- AZAT et 15. g
— Fuesina acida (SCHERING) al 5 por mil, decolorada

con NaOH oo 10 c.c.
— 1.- Cistina (DIFCO) cceevemiiiiicniinirieeetev e, 0,25¢.
— Acido thioglicélico (DIFCO) .cvovmemivivreeicrincniiccinns 0,3 c.c.
— Actidiona (UPJOHN) ocrmimeiiieicniniiciniersinenieins 04 g.
e ABUA 1.000  c.c.

A este medio basico, después de esterilizado y enfriado a 45°C se le
afiadian 50 c. c., aproximadamente, de yema de huevo fresca y obtenida
asépticamente, mezclando suavemente y repartiendo el medio en placas
de Petri estériles. Solidificado el medio y seca la superficie se procedia a
realizar una siembra por diseminacién con varilla de vidrio acodada con
el tnico fin de diferenciar el mayor nimero de colonias posibles, aspecto
que siempre resulta dificil en las siembras en el espesor del agar debido a
la aparicién de colonias puntiformes.

Reduccion del telurito potdsico.
En la realizacién de esta prueba se utilizé el medio de BAIRD-PARKER®

distribuido en placas de Petri. La téenica propiamente” dicha consistia
en sembrar en estria sobre la superficie del medio. seca, sin pelicula de
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humedad, con un total de seis estrias por placa, correspondientes a otras
tantas cepas. Se consideré positivo el resultado cuando se produjo un
ennegrecimiento de la estria en un plazo de 24 horas, incubando a la tem-
peratura de 37°C.

Determinacion de fosfatasa.

Se emple6 el medio de BARBER y KUPER,® inexistente en forma deshidra-
tada en el mercado y de la siguiente composicién:

— Extracto de carne (LAB-LEMCO) .....cccoevrvnvninnnn. 10 g.
— Peptona (OXOID) ccoooiviniiiieeeieee e 10 g.
— Cloruro sédico (MERCK) ....ccoovveveincennnrrcrcnnees 5 g
= AGAT. 15 g.
—— AZUA e 1.000 c.c.

Al agar fundido y enfriado a 45°C se afiadia, con las debidas precau-
ciones de asepsia, difosfato de fenolftaleina en la proporcién de 0,01 g.
por cien c. c. de agar.

Repartido el agar en placas de Petri, se. procedia a la siembra en
estria. como para la prueba anterior.

Después de incubadas las placas v. comprobado el erecimiento de
los gérmenes en las estrias de siembra, se colocaban en posicién invertida
sobre un [rasco de ameniaco. En caso positivo. a consecuencia de la accién
de la enzima fosfatasa, queda libre fenolftaleina que en medio alcalino
produce color rojo. El enrojecimiento de la estria se considerd, por tanto,
como caso positivo.

Lipolisis en yema de huevo.

En el caso de que una estirpe del género Staphylococcus posea la
enzima lipasa se produce una opacidad alrededor de la colonia o la es-
tria de siembra en cualquier medio sélido con yema de huevo. Sin embargo,
anotado este cardcter. al tiempo que la reduccién del telurito sobre el
medio de BAIRD-PARKER®, se repitié la prueba en el medio liquido de
GUILLESPIE y ALDER?, cuya composicién, por no figurar en los catilogos
de las casas comerciales especializadas en la fabricacion de medios de
cultivo desecados, reseiamos en los términos en que se utilizé en nuestro
estudio:

— Extracto de carne (LAB-LEMCO) ....cccececvveuennneee. 10 g.
— Peptona (OXOID) ..corverviniriicciiniiecicieceieie e 10 g.
— Cloruro sédico (MERCK) 25 g
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— Glucosa (DIFCO) ...ceveoiverrieceieeeeeeeeeeee e 10 g.

— Yemadehuevo . ¢

— AZUA 1.000 c.c.
pH = 7.2

El medio bastante transparente. debido a la presencia de CINa, se
esterilizé directamente, sin clarificacién previa. por filtracién a través
de discos Seitz, distribuyéndolo en tubos de ensayo eslcriles. almacenan-
do a 0°C.. cuando la utilizacién no era inmediata.

Se consideré como resultado positivo todo signo de opacidad o en-
turbiamiento en los tubos sembrados e incubados por espacio de 48
horas a 37°C.

Produccion de desoxirribonucleasa.

Se investigd sobre el medio de WEECKMAN y CATLINS, preparado por
DIFCO LABORATORIES y en cuya utilizacién se siguié la léenica re-
comendada por dicha casa. sembrando en estria, superficialmente. incu-
bando por espacio de 48 horas a 37°C, después de lo cual se efectué un re-
velado afiadiendo CINa normal que al actuar sobre el DNA, despolimeri-
zado por accién de la enzima especifica, origina transparencia y, en caso
contrario, opacidad. Es decir, cuando se trata de estirpes de estafilococos
productores de desoxirribonucleasa se produce una zona transparente en
los méargenes de las colonias sobre un fondo opaco.

Fermentacién anaerébica del manitol.

A fin de comprobar esta importante caracteristica que, juntamente
con la produccién de coagulasa, ha servido de base para la clasificacién
del género Staphylococcus en el Bergey’s Manual of Determinalive Bac-
teriology, seleccionamos el medio propuesto por MossgL?, integrado por
los siguientes componentes:

— Tripticasa (BBL)....cooiiiiiiiiiccccecccee 10 g.
— Extracto de levadura (DIFCO) ...coveeveveiiiciee. 1,5 g
— Cloruro s6dico (MERCK) ..ccoeviviirenireciriecirrean 5 g.
— D-manitol (DIFCO) ....cccceuviiiiiiniccierrcee e, 10 g.
— Pirpura de bromocresol (MERCK) .....ccccoeeviennnen. 0,015 g.
— AT 15 g.
— ABUA i 1.000 c.c.
pH = 7.1

La técnica consistié en sembrar por picadura las distintas cepas
sobre el medio citado distribuido en tubos de 15 ¢cm. por 15 mm.. hasta
una altura de 8 cm, como minimo.
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La incubacién se continué durante | dias a 37°C y el resultado posi-

tivo requeria que todo el tubo, incluido el fondo. virase al amarillo.

Reaccion de coagulasa.

En la practica de esta reaccién se empleé plasma de conejo liofilizado
(DIFCO). La marcha de la prueba fue realizada con la mayor meticulosi-
dad ya que nos habia de servir para clasificar los estafilococos en dos gru-
pos: saprofitos y patégenos. Se siguié la pauta de THATCHER v CLARK '©
modificada en el sentido de utilizar, para comprobar la coagulacién, una
placa de polivinilo alveolada, en lugar de tubos de pequefio tamafio, lo
que simplifica la técnica y da gran precisién a la lectura de resultados.

El procedimiento fue el siguiente:

1. Cultivo delas cepas almacenadas en la nevera en caldo de cerebro y
corazén (BHI, DIFCO) a 37°C. durante 24 horas.

2. Reconstitucién del plasma de conejo liofilizado con 3 c.c. de agua
destilada estéril para cada vial.

3. Distribucién del plasma en porciones de 0,3 c.c. en los alvéolos
de la placa de polivinilo.

. Afiadir 0.1 c.c. de cada cepa cultivada sobre la correspondiente
porcién de plasma. mezclando por agitacién suave.

5.° Incubar a la temperatura de 37"C y en ambiente himedo para
evitar una excesiva concentracién del plasma.

6. Examinar la placa en busca de los alveolos en que se haya produ-
cido coagulacién a las 1 horas, repitiendo el examen a las 24 horas.

Se consideré positiva la reaccién cuando se evidenciaron signos de
coagulacién, aunque ésta no afectase a toda la masa, extremo de facil
apreciacién introduciendo en cada alveolo un asa de platino. Cuando

existe Unicamente un pequeiio codgulo se adhiere al asa de platino y ello
permite una clara observacién.

Estudio de los distintos tipos de enterotoxina.

Se utilizé la téenica de microinmunodifusién de WapsworTh !
adaptada por CasMan y Col 2 al estudio y caracterizacién de las entero-
toxinas estalilocécicas. I la produccién de enterotoxina se empled el
medio propuesto por CASMAN3:

— Caldo de corazén y cerebro (DIFCO) ...........cooeee.... 3

7 @.
— Fosfato disédico (MERCK) 5 ¢
= AT, 7 g
— AGUA e 1.000 c.c.

-

El medio repartido en placas de Petri de 15 cm. en cantidad de
25 c.c.. semisélido, se sembro en superticie, extendiendo cuatro gotas de
cultivo, en el medio BHI (DIFCO), después de 18 a 24 horas de incubacién
a 37°C., mediante una varilla de vidrio acodada. La incubacién se realizé
en atmésfera normal durante 72 horas. Cada contenido de una placa se
llevaba a un tubo de centrifuga decantando la parte sobrenadante después
de sufrir una centrifugacién a 5.000 r.p.m. durante 15 minutos. La parte
decantada se filtré por placa Seitz. Este era el antigeno empleado en las
pruebas de difusién en gel.

Las cepas que no produjeron cultivo abundante a pH 5,5 se cultivaron
sobre el mismo medio a un pH de 6,8, procediendo de idéntica manera a
la descrita.

Los sueros antitéxicos (frente a los tipos A. B. C v D de enterotoxina)
nos fueron suministrados por los Drs. Casman (Department of Health,
Education and Welfare, Washington) y BercpoLL (Food Research Ins-
titute, Madison, Winsconsin).

Prdctica de la reaccién de precipitacion por difusion en gel.

Elegimos el micrométodo de WapsworTH!!, aconsejado por CasMAN
y Col.,12 por exigir pequeiias cantidades de suero, por su rapidez y clari-
dad de las reacciones.

El método de difusién en agar sobre portaobjetos fue descrito en
detalle por CROWLE !4 y hemos adoptado en nuestro estudio aquella téc-
nica, ligeramente modificada por CasmaN y CoL.'? en el sentido de incorpo-
rar 0,8 por cien de barbital sédico (pH = 7,4)y 0,01 por cien de mertiolato
en gel de agar y utilizar plantillas de pléstico en las que la distancia entre
los centros de los pocillos, central y periféricos, es de 4,5 en lugar de
4,0 m.m.

La técnica requiere una preparacién minuciosa de todos los elemen-
tos que en ella intervienen y su ejecucién exige cierta pericia y un cono-
cimiento detallado de la propia técnica que, en atencién a estos factores,
describimos a continuacién:

a) Preparacién de los portaobjetos.

En primer lugar se debe disponer de portaobjetos perfectamente lim-
pios y secos lo que requiere sucesivamente: hervir en solucién detergente
débil, lavar varias veces en agua destilada, inmersién en alcohol o acetona,
secar en ambiente exento de polvo y almacenar en un recipiente de cierre
hermético.

Sobre los portaobjetos limpios se coloca una cinta de pléastico de
las utilizadas en operaciones de aislamiento eléctrico, a ambos lados del
centro, dejando un espacio de 2,54 cm. o ligeramente superior. Para ello
se corta un trozo de cinta de 9,5 cm. de largo, se enrolla a la distancia de
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0,5 cm. del borde extremo del portaobjetos, dando dos vueltas. El espacio
comprendido entre los trozos de pléstico, debe lavarse con alcohol y secar
con un lienzo fino si durante la operacién anterior se han manchado con
polvo.

Se hace preciso también recubrir la superficie de portaobjetos, situa-
da entre las zonas de plastico, con 0,2 por cien de agar en agua destilada,
previa fusién del agar por ebullicién. Fundido el agar se completa el volu-
men de agua y se enfria a 55°C., temperatura a que se vierte, por medio de
una pipeta, sobre los portaobjetos, en su parte central. Los portaobjetos
van colocados sobre una bandeja de la estufa y en la misma posicién se
colocan a secar. La atmésfera debe hallarse exenta de polvo.

b) Preparacién de la pelicula de agar y colocacién de la plantilla.

Se vierten 0,35 c.c. de agar especial, fundido y enfriado a 55°C, en el
espacio central del portaobjetos, limitado por las cintas de plastico.

La composicién del agar es la siguiente:

— Cloruro sédico (MERCK) ....ccccevvmmmimniiemrreeeceeeeeeeean. 8.5 g.
— Mertiolato (ELT LILLY) weeeeviveviiniriee e 0,1 g
— Barbital sédico (MERCK) . 8 g
— Agar (Noble de DIFCO) ...c.cccvumviumnrnreceeeeeeeeeren. 12 e

El agar, vertido sobre los portaobjetos, se deja enfriar, en atmésfera
libre de polvo, y cuando alcanza estado sélido, en breves minutos, se colo-
can las plantillas de plastico extendiendo previamente grasa de silicona
en la cara inferior de la plantilla, que va a contactar precisamente con el
agar.

c¢) Adici6n del suero y antigenos.

Es muy conveniente dibujar en el cuaderno de resultados el dia-
grama del modelo de plantilla utilizado, indicando el contenido de cada
pocillo.

La antitoxina, diluida al 1:10 en suero fisiolégico con un 10 por
cien de BHI (DIFCO) se deposita en el orilicio central y en los orificios
periféricos la toxina de referencia y toxinas problema, a ambos lados de
aquélla. Esta es la prueba de orientacién y es necesario, en especial cuando
se trata de indagar la presencia de enterotoxina estafilocécica, realizar
diluciones y emplear cuatro de ellas, al menos, sobre la misma plantilla.
Se trata de buscar la relacién éptima del antigeno frente al antisuero, que
se ha de traducir en la aparicién de una linea de precipitacién de gran ni-
tidez, a la mitad de distancia entre los pocillos respectivos.

Las fuentes o pocillos se llenan, de acuerdo con el esquema anotado,
y por medio de pipetas Pasteur. Muy frecuentemente resulta necesario
expulsar del fondo de los pocillos burbujas de aire. Para ello debe dispo-
nerse de capilares finos de vidrio, cerrados en ambos extremos a la llama.

Los capilares se introducen, uno en cada pocillito, de forma rutinaria, para
asegurar la expulsién de burbujas. a veces no visibles.

La incubacién de los portaobjetos, asi dispuestos, debe hacerse
en atméstera himeda, utilizandose a tal fin placas de Petri conteniendo
algodén himedo. por espacio de 3 dias a temperatura ambiente y de 24
horas si se incuban a la temperatura de 37°C.

d) Lectura de la reaccién.

Para realizar la lectura se comienza por desplazar la plantilla lateral-
mente. A continuacién se examina el portaobjetos por transparencia y
sobre un fondo obscuro.

En caso positivo debe aparecer una sola linea de precipitacién entre
la fuente central de suero y la lateral del antigeno correspondiente.

A veces es posible identificar las lineas de precipitacién por su forma
de unién con la producida por una toxina de referencia, distinta en caso
de una identidad total, parcial o inidentidad.

En especial para el sistema en que interviene la enterotoxina D se
hace preciso introducir los portaobjetos en acetato de cadmio al 1 por
cien por espacio de 15 minutos y con el fin de aumentar la visibilidad de
las lineas de precipitado.

También pueden colorearse las preparaciones con negro de amido,
azocarmin o, de preferencia, con rojo de tiazina.

Los resultados, deben anotarse, a fin de evitar confusiones, sobre el
dibujo previo en el cuaderno de resultados, en donde se senala la posicién
de los elementos reaccionantes.

Crecimiento de los estafilococos coagulasa positivos, aislados de leche
en polvo, en leche concentrada.

Se comprobé el crecimiento de las cepas de estafilococos coagulasa
positivos, aislados de leche en polvo, en leche concentradas de 35, 40 y 45
por cien de extracto seco total, previa incubacién a temperaturas de 35,
40, 45 y 50 grados centigrados y por espacio de 2 y 4 horas. Los lotes de
leche concentrada se hallaban exentos, practicamente. de gérmenes del
género Staphylococcus. Se partié de una inoculacién aproximada a 104
estafilococos por c.c. La poblacién microbiana integrante de la suspensién
patrén inoculada se obtuvo mezclando cultivos incubados en caldo de ce-
rebro y corazén de ternera (BHI de DIFCO) a la temperatura de 35°C du-
rante 18 horas. Las cepas utilizadas en dichos cultivos fueron precisamente
las coagulasa positivas aisladas de leche en polvo durante el desarrollo
del presente trabajo. '

Titulada la suspensién madre de gérmenes por contaje de colonias
en placa de Petri con agar nutritivo hipersalino (S-110), utilizando dilu-
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ciones de 100 en 100, y colocada aquélla en la nevera a 0°C, se extraia
para tomar 10 c.c. y diluir a una concentracién aproximada a 10% esta-
filococos por c.c. empleando solucién Ringer 1 : 4.

Para utilizar a la leche concentrada como medio de crecimiento se
distribuia. a la concentracién apropiada, en frascos PIREX estériles,
tronco-cénicos, aforados, de 100 c.c. de capacidad, a cuya cantidad se
anadia 1 c.c. de la suspensién microbiana anterior.

La temperatura inicial de la leche era la de incubacién propiamente
dicha, cuya temperatura correspondicnte se logré colocando en bafio de
Maria los frascos por espacio de 30 minutos.

Con cada lote de leche concentrada, de diferente porcentaje de sélidos
lacteos, se realizaron 4 pruebas, iniroduciendo en el experimento, por
tanto, una sola variable: la temperatura.

El grado de crecimiento se comprobé, por el mismo método de enu-
meracién de colonias mencionado anteriormente, después de 2 y 1 horas
de incubacién.

Crecimiento en leche en polvo reconstituida.

Se investigé asimismo la caracteristica de crecimiento en leche en
polvo desnatada, reconstituida en la proporcién de 10 gramos de leche por
100 de agua potable. Las muestras de leche en povo, seleccionadas a este
fin, se hallaban, segiin los resultados del analisis de control industrial,
exentas de estafilococos. Las temperaturas de crecimiento ensayadas fue-
ron de 15, 20, 25, 30 y 35 grados centigrados y los tiempos de incubacién
de 2,4, 8,106, 24 y 48 horas.

La técnica seguida en la inoculacién inicial, la propia concentracién
microbiana de partida, la incubacién y contajes, se realizaron con arreglo
a la técnica ya descrita anteriormente para el control de crecimiento en
leche concentrada.

Tipificacion por bacteridfagos.

El total de cepas de estafilococos coagulasa positivos aislados, fue-
ron sometidas a la accién de la serie de fagos bdsicos de uso recomendado
por el Comité Internacional de Tipificacién Bacteriofagica de FEstafi-
lococos. Esta serie de bacteriéfagos nos fue remitida en su dia por el
Cross-Infection Reference Laboratory en Londres.

Las técnicas seguidas han sido descritas por Brar y WiLLiaMs !5
quienes recomiendan para la propagacién de los fagos la técnica de
SwansTROM y ApaMs '¢ cultivando la cepa de estafilococo propagadora
y el virus huésped sobre agar nutritivo semisélido.
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La dilucién de rutina (RTD), que es la dilucién més alta que produce
lisis confluente en la cepa de propagacién fue determinada diluyendo el
filtrado del medio de SwaNsTROM v ADAMS, citado anteriormente, incu-
bado durante 18 horas a 37°C., en una escala de diluciones de 1:10
a 1:10 y.cada dilucién comprobada con arreglo a la siguiente técnica:

a) A partir de un cultivo de 6 horas de la cepa propagadora en caldo
soja y tripticasa (BBL) se sembré una placa del mismo medio. solidificado
por la adicién de agar en proporcién de 1,5 g. por cien. por medio de una
torunda de algodén estéril humedecida en el medio liquido.

b) Las placas de Petri con dicho medio se secaban. en la estufa a
37°C y una vez seco el «inoculum» se colocaba una gota de cada dilucién,
empleando un asa de platino con un bucle de 4 m.m. y separando unos
2 cm. las golas para evitar su confluencia.

¢) Después de una incubacién, de 12 a 18 horas, se consideré como
titulo o dosis de rutina la dilucién maés alta que producia una lisis con-
{luente.

Las diluciones de uso normal se mantuvieron a una temperatura de
2°C. en nevera.

Para la tipificacién propiamente dicha, cada una de las cepas de
estafilococo coagulasa positivo se sembré sobre placas de Petri de
15 cm., con el medio de agar soja tripticasa (BBL), por medio de to
rundas de algodén estériles, empapadas en un cultivo del germen de 6
horas a la temperatura de 37°C. Las placas, con el fin de secar la superfi-
cie def medio se llevaban a 37°C. durante una hora, antes de colocar las
series de bacteriéfagos.

Bajo cada placa se colocaba un patrén con la situacién en que debia
depositarse cada fago. Para la distribucién de los fagos se utilizaron pi-
petas de Pasteur estériles y distintas para cada ntimero de la serie.

Distribuidos los fagos se dejaban secar las gotas depositadas en la su-
perlicie del medio por espacio de 30 minutos en la estufa a 37°C. y a conti-
nuacién se invertian las placas de Petri continuando la incubacién durante
18 a 24 horas.

La interpretacién de la lisotipia se hizo en los siguientes términos:

— 50placas o mas (lisis confluente)
— 20 8 50 PlACES ..oveieeinrieier e

—— Menos de 20 placas .....ccoeueierveriisesceniii e =+

e SHN LISIS ceeeevevreueeeeeereseeeerreistesaesssen s et No tipable

Unicamente las reacciones + + han sido consideradas a la hora de
determinar el modelo litico de cada gérmen.
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RESULTADOS

Niimero de colonias.

La determinacién del niimero de gérmenes vivos del género Staphy-
lococcus en 168 muestras de leche en polvo arrojé una media de 370 por
muestra y gramo de producto.

La cifra mas elevada de las obtenidas fue de 9.400. De 45 muestras
no se aislaron estafilococos y 30 contenian, probablemente, menos de 10
por gramo (ausencia en 0,1 gr.).

Pruebas bioquimicas.

Se aislaron 104 cepas del género Staphylococcus, Rosenbach 18841,
del total de 168 muestras de leche en polvo estudiadas. De las 104 cepas
solamente 24 resultaron coagulasa positivas. lo que significa que unica-
mente el 14 por ciento de las muestras contenian estafilococos coagulasa
positivos.

De las cepas coagulasa positivas la totalidad mostré su capacidad
para reducir el telurito. asi como 30 de 80 coagulasa negativas.

Resultaron positivas a la prueba de fosfatasa un total de 35 cepas de
las cuales 15 eran coagulasa positivas y 20 negativas.

La produccién de desoxirribonucleasa se pudo precisar en un total
de 42 cepas, de cuyos gérmenes eran coagulasa positivas @inicamente 16.

En medio con yema de huevo mostraron un halo de opacidad debida
a lipolisis, 0 cepas de las que 5 eran coagulasa positivas.

Se catalogaron como positivas a la reaccién del manitol (fermentacién
anaerébica) un conjunto de 26 cepas, siendo 24 de ellas coagulasa positi-
vas y 2 negativas.

El resumen de estas propiedades enziméticas se tabula a continuacién:

TABLA 1

Caracteristicas bioquimicas de las diferentes estirpes de estafilococos
aisladas.

PROPIEDADES EST. COAG. POSIT. EST. COAG. NEGAT.

Red. telurito ......ccccvvereunnne.. 24 (100 <%) 30 (37, 5 %)
Prod. fosfatasa .................... 15 ( 62,5 %) 20 (25 %)
Prod. lipasa ....cocveviruecnnne 5 (20,8 %) 1 (1,25 %)
Prod. desoxirribonucleasa . 16 ( 66,6 %) 26 (32, 5 %)
Ferm. manitol ....... ererereeaens 24 (100 ) 2(2,5 %)

1 Resumen del estudio enzimatico realizado sobre 104 cepas del genero Staphy-
lococcus (80 coagulasa negativa y 24 coagulasa positiva).
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Tipos de enterotoxina.

De las 24 cepas coagulasa positivas sometidas a prueba tnicamente
6 han mostrado reaccién positiva frente al antisuero tipo A y una de ellas,
ademas, al tipo D, previa inmersién durante 15 minutos en acetato de cad-

mio al 1 % (Fig. 1 a4incl).
Crecimiento en leche concentrada.

Los valores v caracteristicas de crecimiento en leche concentrada
con distintos porcentajes de sélidos lacteos se expresan en la siguiente tabla,
cuya representacién gréfica comprende las Fig. 5 a 7. incl.:

TABLA 11

Concentracién inicial de gérmenes: 10 4 por c.c. de leche concentrada.
Incubacién: 2 y 4 horas.

TEMPERATURAS
Extracto
sei?eIrJlor 35° C. 40° C. 45° C. 50° C.
4 3102
35 2105 5107 106 5106 105 108 10
40 105 107 5105 2.106 5.104 106 5.103 102
45 7104 9.106 105 106 2,104 6.105 103 8§X10
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o —— @ Temp. incub. 35°C
O-————= -0 Temp. incub. 40°C
A A Temp. incub. 45°C
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Fig. 1— Enterotoxina tipo A. Reaccién de Fig. 2— Enterotoxina tipo A. Reaccién de iden- ° =
identidad con concentraciones Gptimas de anti- tidad con antigeno sin diluir excesivamente con- s 4 A
geno y suero (aumentada X 3.3 sobre prepara- centrado (aumentada X'3,3 sobre preparacién £
cién original sin colorear). original sin colorear). -3
23
b
Q
S ot
1k
] ]
2 4
Fig. 5-- Curvas de crecimiento de Staphylococcus aureus (mezcla

de 24 estirpes coagulasa positivas) en leche concentrada

de 35 por cien de extracto seco.

Fig.. 3— Enterotoxina tipo D. Previa inmer- Fig. 4— Enterotoxina tipo D. Confirmacién

sién en acetato de cadmio al 1 por cien (aumen- por reaccién de identidad sin resaltar con ace-

tada X 3,3 sobre preparacién ariginal no colo- tato de cadmio (aumentada X 2,2 sobre prepa-
reada). racién original no coloreada).
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Logy Numero de gérmenes
(%] E-N (&) =)

N

e Temp. incub. 35°C
o-————- Bl Temp. incub. 40°C
| - A Temp. incub. 45°C

A————A  Temp. Incub. 50°C

1 1
2 4
Fig. 6= Curvas de crecimiento de Staphylococcus. aureus (mezcla

de 24 estirpes coagulasa positivas) en leche concentrada

de 40 por cien de extracto seco.
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O Temp. incub.

@ O Temp. incub.
, b-———A  remp. incub.
- A————A  Temp. incus.

1
1 .|
2 4
Tiempo (horas)
Fig. 7— Curvas de crecimiento de Staphyl aureus { mezcla de 24

estirpes coagulasa positivas) en leche concentrada de 45 por

cien de exlracto seco.
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Crecimiento en leche en polvo reconstituida.

La proporcién de crecimiento resulté, en las condiciones de nuestro
estudio, utilizando el mismo «inoculum» que para la leche concentrada.

la siguiente:

Cifra inicial de gérmenes: 10 4 por c.c. de leche reconstituida.

TABLA III

Concentracion del producto en extracto seco total: 10 gramos por cien.

TEMPERATURAS
Horas

1o C. 20" C. 25" C. S0 C. 30" C.

2 2.10+4 105 3.105 5.105 8.105

4 8.10 4 5.105 106 7.106 107

3 106 107 4.107 107 5107

16 2.108 8.108 109 5.109 9.109
24 109 5.10°9 8.10°9 2.10 10 5.10 10
48 2.10°9 7.10°9 1.10 10 2.10 10 4.10 10
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Log,, Nimero de gérmenes

Flg. 8-

1
16 24 48
Tiempo (horas)

Temp. incub. 15°C
Temp. incub. 20°C
Temp. incub. 25°C
Temp. incub. 30°C
Jemp. incub. 35°C

Curvas de crecimiento de un cultivo mixto de Staphylococcus aur,

coagulasa positivos aislados de leche en poivo, utilizando como

substrato de cultivo leche en polvo diluida al 10 por cien.
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Tipificacion por fagos.

Al lado de modelos Tticos que pareeen indicar un origen humano. con
sensibilidad a varios de los tipos 80/6/47/53/75/81, aparecen, con
mayor frecuencia ain. otros que son mas propios de estirpes de St. aureus
de origen animal, con cuadros de lisis en los que predominan claramente

los tipos 42 Ey 42 D.

Las reacciones de lisotipia obtenidas de las 24 cepas de estafilococos
coagulasa positivos han sido las siguientes:

Cepantmero 1 42D.

» » 2 83A,54,17,42E,6,7,81.

» » 3 80,6,12E, 47,53, 54, 75,83 A, 85, 81.

» » 4 54,42 E, 81.

» » 5 42D.

» » 6 83A.12E,42D.

» » 7 29,52 A,52,79.

» » 8 No tipable.

» » 9 79,52 A, 52,29,55,83 A, 54,47,42 E, 18, 80, 6, 7,
42, 81.

» » 10. 29,52,52 A, 79, 80, 81.

» » 11 42 D.

» » 12 83 A, 06,47, 75, 80.

» » 13 54,42 E.

» » 14 42 D.

» » 15 6,42 E, 17,53, 54, 75,83 A, 85, 81.

» » 16 29,52,52 A, 79, 80,42 E.

» » 17 42D, 42 E.

» » 18 42 E.81.

» » 19 52,52 A, 79.

» » 20 42 E, 77,83 A, 12 D.

» » 21 42 D.

» » 22 6,47,175, 80, 81.

» » 23 No tipable.

» » 24 29,52,52 A, 80,0, 7,42 E.

Las cepas nimeros 3, 10, 12, 15, 20 y 22 resultaron ser productoras
de enterotoxina A y la nimero 3, ademds, originé una ligera reaccién frente
al antisuero tipo D.

Las frecuencias de los distintos fagotipos encontrados en este grupo
de gérmenes seria, por tanto, la que se expresa en la tabla siguiente:
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TABLA IV

Distribucion de frecuencias de los distintos fagotipos en 24 estirpes
de Staphylococcus aureus procedentes de la leche en polvo.

Bacteriofago Frecuencia Bacterioleo Frecuencia
I 5 53 2
52 A 4 54 6
52 4 47 6
29 5 42 E 10
55 1 80 7

3 A 0 6 6

3B 0 7 1

3C 0 42 D 7
83 A 7 71 0
187 0 81 8
75 4 85 2
77 1

DISCUSION

Comprobada la posibilidad de que la leche en polvo originase into-
xicaciones en el hombre, debidas a la presencia de enlerotoxina estafilo-
cécica en dicho producto, por ANDERSON y STONE ! v Armijo y Col2,
algunos autores sefialan que la leche concentrada lavorece el crecimiento
de estafilococos y probablemente la produccién de enterotoxina (Hosss.'?
Herveviany s, CRossLEY y CAMPING '9).

Considerado el problema a la luz de los conocimientos actuales so-
bre las propiedades de los distintos tipos de enterotoxina estafilocécica.
asf como del proceso de elaboracién de leche en polvo, la mayor probabili-
dad de contaminacién peligrosa del producto puede radicar en los siguien-
tes puntos:

a) Pasteurizacién defectuosa de la leche a concentrar, seguida de una
excesiva retencion de la leche concentrada antes de la desecacién.

b) Contaminacién en el propio tanque de retencién.

¢) Contaminacién de la leche en polvo durante el envasado.

En los casos a y b no es de esperar que sobrevivan gérmenes del
género Staphylococcus ya que la leche concentrada ha de sufrir un calen-
tamiento previo a la pulverizacién, suficiente en todo caso para destruir
dichos gérmenes y ademds no debemos olvidar el propio efecto de la de-
secacién con una temperatura del aire a la entrada de la torre de deseca-
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cién de 180°C y salida a 90°C, aproximadamente. En cambio la entero-
toxina estafilocécica, parcialmente termorresistente, puede hallarse pre-
sente en el producto final.

En el supuesto ¢ no puede existir enterotoxina preformada en el ali-
mento y el tinico peligro, en este caso, es que, al reconstituir la leche en polvo
ésta contenga cepas de estafilococos enterotéxicos en cantidad suficiente
para lograr un abundante crecimiento en el medio liquido creado, cuando
se mantenga a una temperatura éptima para el desarrollo microbiano. Este
peligro ha de ser mayor, naturalmente, en la reconstitucién masiva en
vacas mecdnicas y climas calidos.

En consecuencia con estas ideas hemos planteado nuestro trabajo
realizando una amplia investigacién sobre el contenido en gérmenes via-
bles del género Staphylococcus. de diversas suertes comerciales de leche
en polvo. un estudio bioquimico y de tipificacién por fagos, en orden a
lograr una caracterizaciéon de la microflora estafilocicica de este origen,
la deteccién de los diferentes tipos de enterotoxina de los gérmenes coa-
gulasa positivos y las posibilidades de crecimiento en leche concentrada-
descremada, con las proporciones de extracto seco total usuales en el pro-
ceso de desecacién y también en leche en polvo reconstituida.

De los resultados del estudio bioquimico v de lisotopia se deduce que
la microflora estafilocécica presenta en su conjunto carécteres diferen-
ciales con la de la leche natural, estudiada anteriormente por uno de
nosotros,* con lo que parece légico pensar que el tipo de microflora
conlaminante de origen lacteo, que ha de resullar destruida durante los
procesos de calentamiento, se substituye por otro de origen humano, adi-
cionado en ciertos momentos de la transformacién industrial. Si esto es
asi, el hecho de encontrar un elevado porcentaje de fagotipos que revelan
un posible origen animal de los estafilococos indicaria, probablemente,
la contaminacién de los operarios que manejan en la plataforma de recep-
cién leche natural y éstos a su vez podrian contaminar de alguna manera
a sus compaferos de la seccién de transformacién en leche en polvo, lo
que explicaria la presencia de estafilococos de distinto origen en el pro-
ducto final. i

Dack 20 seiialaba que. entre las cepas toxigénicas de estafilococos,
la produccién de enterotoxina es funcién del crecimiento y ante las dificul-
tades técnicas que en este caso supone la prueba objetiva de extraccién,
purificacién y valoracién de la propia enterotoxina, hemos elegido la ca-
racteristica de crecimiento microbiano como indice de probabilidad de
formacién de toxina. El mismo autor (Dack) anadia que los alimentos con-
siderados como causa de intoxicacién de este tipo contienen centenares
de millones de estafilococos por gramo.

Diferentes autores se han manifestado en parecidos términos. ALLI-
soN 21 sugiere que el nimero minimo de estafilococos coagulasa positivos
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que se requiere para juzgar a un alimento como causa de intoxicacién es de
500.000 por gramo.

TaNNER y TANNER 22 mencionan niimeros que oscilan entre 30 y 1.000
millones por gramo de alimentos que originaron, bajo condiciones de ex-
perimentacién, sintomas de intoxicacién en voluntarios que ingirieron
cantidades de 20 a 60 gramos.

FRrazier 23 indica que niveles de enterotoxina necesarios para producir
este tipo de envenenamiento son posibles tinicamente con cifras de varios
millones de estafilococos por gramo. ,

CasMAN y BENNETT 12 comunicaron que habian encontrado cifras
comprendidas entre 50 y 200 millones de estafilococos por gramo en jamén
y pasteles responsables de incidentes téxicos de esta clase.

De acuerdo con la doctrina anterior y los resultados obtenidos en las
pruebas de crecimiento microbiano podemos afirmar que, dado el pequeiio
porcentaje de cepas enterotoxigénicas que parecen existir en la poblacién
estudiada y la baja proporcién en el niimero de estafilococos por gramo, el
tinico peligro radicarfa en mantener a temperatura ambiente, por espacio
de varias horas, la leche reconstituida.

Unicamente en casos de retencién de la leche concentrada, antes de
su desecacién, a temperaturas comprendidas entre 35 y 45°C y durante
miés de 4 horas, lo que no es posible en un proceso de fabricacién normal,
cabria hablar de posible presencia de enterotoxina estafilocécica en el
producto final.

Por 1ltimo, encuadrado este trabajo en el campo de la Microbiologia
de los alimentos, y mds concretamente de los alimentos desecados, no que-
remos dejar de citar. aun sin entrar en discusién. los trahajos de BurTiaux
v BEERENs?4, BERGDOLL?> y GALESLOOT y STADHOUDERS2S, presentados
al simjosio de Microbiologia de los Alimentos, celebrado en Bilthoven
(Holanda) el pasado afio y que versan sobre aspectos del tema que nos
ocupa, si bien son tratados de manera general.

RESUMEN

Se han estudiado 168 muestras de leche en polvo procedentes de in-
dustrias nacionales con el fin de precisar el alcance del problema de las
intoxicaciones por enterotoxina estafilocécica de este origen.

Las determinaciones realizadas al fin propuesto fueron:

Enumeracién de colonias, caracterizacién bioquimica de las cepas
aisladas (pruebas de coagulasa, fosfatasa, desoxirribonucleasa, fermen-
tacién del manitol, lipolisis, reduccién del telurito). tipificacién por bacte-
riéfagos, estudio de los distintos tipos de enterotoxina, crecimiento de las
eepas coagulasa positivas en leche concentrada y polvo reconstituida.
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De los resultados obtenidos se infiere que, aun considerando el pe-
quefio porcentaje de cepas enterotoxigénicas que parece existir en la po-
blacién estudiada y la baja proporcién en el niimero de estafilococos por
gramo, con una media de 370, el mayor peligro radicaria en mantener a
temperatura ambiente, por espacio de varias horas, la leche reconstituida.

En un proceso normal de fabricacién, con una retencién de la leche
concentrada antes de su desecacién inferior a una hora, no existiria posi-
bilidad, cualquiera que sea la temperatura de la leche retenida, de formar
enterotoxina que por su parcial termorresistencia se hallaria presente en
el producto final.

RESUME

On a fait une étude sur 168 échantillons de lait en poudre provenant
dindustries nationales & fin de préciser leffect du probleme des
intoxications par [’entérotoxine staphylococcie de cette origine.

Les déterminations réalisées dans le but proposé furent: énumération
de colonies, caractérisation biochimique des souches isolées (essais de
coagulase, phosphatase, desorribonucléase, fermentation du mannitol,
lipolyse, réduction du tellurite), typification par des bactériophages. étude
des différents types d’entérotoxine, croissance des souches de coagulase
positives dans du lait en poudre concentré et reconstitué.

D’apres les résultats obtenus, on déduit que, méme en considérant
le petit pourcentage de souches entérotoxigéniques quisemblent se trouver
dans la population étudiée et la petite proportion du nombre de staphylo-
coques par gramme, avec une moyenne de 370, le plus grand danger serait
de maintenir le lait reconstitué a Une température ambiante pendant plu-
sieurs heures.

Dans un procédé normal de fabrication, avec une rétention de moins
d’une heure du lait concentré avant sa dessication, il ne serait pas possi-
ble, & n’importe quelle température du lait retenu, de former de ’entéro-
toxine, laquelle se trouverait dans le produit final a cause de sa thermo-
résistance.

SUMMARY

168 spray dried milk samples have been studied from Spanish dairies
in order to establish the scope in the problem of food poisoning outbreaks
due to staphylococcal enterotoxin of this origin.

The preformed tests to follow this line were: staphylococeal colony
counts. biochemical characteristics of the isolated strains (coagulase, fos-
fatase. desoxirribonuclease, manitol fermentation, lipolitic activity, |»o-
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tasium tellurite reduction), phage typing, detection of the types of entero-
toxin, growth of the coagulase positive strains in evaporated milk and in
reconstituted powdered milk. )

From the results obtained it has been deduced that despite the small
percentaje of enterotoxigenic strains among the studied microflora, and
the low proportion in the number of staphylococci per gram, with an ave-
rage of 370, it would be dangerous to maintain, at room temperature, for
several hours, the reconstituted milk.

In a normal spray dried milk process, with a holding period of the
concentrated milk, before drying, less than one hour, it would not be
possible, whatever the temperature mighy be, to cause enterotoxin to be
produced, which avoids its presence in the final product.
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