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Introduccion

En los paises en desarrollo, la venta ambulante de alimentos es comun porque son baratos y las ubicaciones
son convenientes. Sin embargo, los alimentos consumidos en establecimientos publicos y la comida
callejera han estado implicados en incidentes de intoxicacion alimentaria. La falta de infraestructura basica,
practica de buena higiene e instalaciones de almacenamiento adecuadas contribuyen a una mala calidad
microbiana de los alimentos que se venden en la via publica. Aunque Staphylococcus aureus es un
importante patégeno, muchas personas sanas lo portan como parte de la poblacion de microorganismos
asociados con la nariz, garganta, perineo o piel. S. aureus tiene la capacidad de producir varias exoenzimas
que contribuyen a la virulencia como la coagulasa, hemolisina, proteasa y lipasa y enterotoxina. Estafilococo
puede crecer y producir enterotoxinas termoestables en los alimentos en el intervalo de temperatura que
oscila entre 7 y 48 °C [1]. La intoxicacién alimentaria por estafilococos (SFP) esta entre las mas comunes
enfermedades transmitidas por los alimentos en todo el mundo. S. aureus ha sido identificado como agente
causal en numerosos brotes de intoxicacion alimentaria, no se informa debido a su naturaleza autolimitante
de la enfermedad [2]. Sin embargo, estafilococos y por consecuencia la intoxicacién alimentaria representa
una carga social considerable en términos de gastos hospitalarios, pérdida de jornadas laborales y
productividad de los pacientes, y esto aunado al costo de deshacerse de los alimentos contaminados. Los
alimentos que estan frecuentemente implicados en SFP incluyen productos carnicos (de cerdo, de res, de
aves), ensaladas, productos de huevo, pasteles de crema, tacos, rellenos de sandwich, asi como otros
alimentos que requieran considerable manipulacion durante la preparacion [3]. La seguridad alimentaria es
una de las principales preocupaciones, tanto para el consumidor como para la industria alimentaria, ya que
hay un numero creciente de infecciones asociadas a los alimentos. por tanto, el objetivo de este estudio fue
caracterizar bioquimica y enzimaticamente de Staphylococcus aureus aislados de alimentos callejeros.

Metodologia

Muestras de alimentos. Se compraron un total de 106 muestras de alimentos durante un periodo de 3
meses de 2 centros de alimentacion (hospital y cafeteria de estudiantes) de la CDMX. Todas las muestras
se llevaron inmediatamente al laboratorio para su analisis.

Para el aislamiento e identificacion de S. aureus, se suspendieron veinticinco gramos de cada una de las
muestras de alimentos en 225 mL de agua de peptona tamponada (Difco Labs) y se homogenizo
asépticamente en un stomacher. Se realizo el método de las diluciones decimales y 0.1 mL de cada dilucion
se transfirié a agar Baird-Parker (Difco), y se incubaron durante 48 h a 35 °C. Las colonias resultantes se
cultivaron en agar soya tripticasa (TSA) e incubaron a 35 °C por 24 h. Para su almacenamiento se
mantuvieron a -80 °C en infusion cerebro-corazén caldo con 20% de glicerol como crioprotector.

Caracterizacion bioquimica. Los aislados de S. aureus se caracterizan. mediante tincion de Gram,
reaccion de catalasa, produccion de acido de agar sal manitol (MSA, Merck), fermentacion anaerdbica de
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manitol, produccion de acetoina con rojo de metilo Voges-Medio Proskauer (Difco) y prueba de coagulasa
en tubo con plasma de conejo con EDTA.

Caracterizacién preliminar de factores de virulencia. Se investigo la actividad de hemolisinas, lecitinasa
y lipasa. siguiendo métodos modificados [4]. Los inéculos fueron preparados subcultivando los aislados en
TSA e incubados durante la noche a 35 °C. Posteriormente, las colonias bien aisladas se suspendieron una
solucién de NaCl al 0.85% y se ajusté a una concentracion de aproximada de 108 UFC / mL. Se utilizd un
inoculador multipunto para administrar gotas de suspension bacteriana en la superficie de cada placa como
se describe a continuacion. Las hemolisinas se detectaron mediante inoculacion en agar TSA con un 5% de
sangre de caballo y se incubaron a 35 °C por 24 h. Los aislamientos hemoliticos presentaron una zona de
halo en el agar sangre adyacente al crecimiento bacteriano. Para identificar actividad de lecitinasa se agrego
emulsion de yema de huevo al 10% (v / v) a agar nutritivo con glucosa al 1% (Merck). Las placas inoculadas
se incubaron a 35 °C durante 72 h y los aislados que mostraron un crecimiento opaco se consideraron
lecitinasas positivas. Se utilizaron placas de agar nutritivo que contenian Tween 80 al 1% para estudiar la
actividad de la lipasa, se incubaron a 35 °C durante 72 h y las colonias que mostraron un halo adyacente al
crecimiento se registraron como lipasas positivas. Para la determinacién de produccién de proteasas, las
cepas fueron sembradas en placas que contenian TSA adicionado con caseina al 2% y los aislados que
produjeron las zonas opalescentes alrededor del crecimiento fueron registradas como proteasas positivas

Cepas de referencia. Tres cepas de referencia utilizadas en este estudio fueron las cepas de S. aureus
ATCC 23235, y ATCC 2766 y ATCC 27664, las cuales son cepas productoras de enterotoxinas. (se
cultivaron en TSA (Merck).

Susceptibilidad a los antibiéticos. Los aislamientos se analizaron para determinar la susceptibilidad a los
antibidticos utilizando el método de difusién en disco de agar en Mueller—Hinton [5]. Los antibiéticos (Difco)
probados fueron: eritromicina (15 ug), gentamicina (10 ug), oxacilina (1 pg), penicilina (10 Ul), trimetoprima
con sulfametoxazol (25 pg), tetraciclina (30 ug), vancomicina (30 ug). Los experimentos se realizaron por
duplicado y las cepas se clasificaron como susceptibles o resistentes segun la tabla suministrada con los
discos. Para la actividad antibacteriana del extracto crudo sobre S. aureus, se utiliz6 misma metodologia de
difusién en disco.

Resultados y discusién

Aislados en los alimentos. En la Tabla 1 se muestran los tipos de alimentos listos para consumir que se
analizaron. El 71.7% de los alimentos estaban contaminados con S. aureus., 17 de las muestras de pastel
(73.9%) y 28 (93.3%) de 30 muestras de tacos de carne, , Diez (45,4%) de 22 de las salchichas de pollo
estaban contaminadas, mientras que S. aureus no se aislé de postres lacteos. La tasa de contaminacion de
alimentos listos para comer que se dejan a temperaturas ligeramente elevadas después de la preparacion
fue mayor que la de las salchichas y las muestras de leche. Las salchichas se frien en aceite caliente en el
momento de la compra, mientras que la leche habia sido pasteurizada y envasada en un recipiente sellado.
Se obtuvo un recuento promedio de las muestras en general de al menos 4 log™ (UFC / g)

Tabla 1. Tipo de alimentos, numero de muestras analizadas y nimero de muestras positivas para S. aureus

Tipo de alimentos Numero de muestras | Niumero de muestras con S. aureus (%)
analizadas

ISSN: 1665-5745 http://www.e-gnosis.udg.mx/index.php/inocuidad



http://www.e-gnosis.udg.mx/index.php/inocuidad

e-Gnosis [online] Vol. 4 (2021). Avances de Investigacion en Inocuidad de alimentos

Pastel 23 17 (73.9%)
Tacos de carne 30 28 (93.3%)
Guisado de cerdo 9 9 (100%)
ensalada de frutas 7 7 (100%)
Suchi de pescado 10 5 (50.0%)
Salchichas de pollo | 22 10 (45.4%)
Postres lacteos 5 0 (0)

Total 106 76 (71.69%)

S. aureus esta presente en la piel y mucosas de humanos, animales, y en el medio ambiente[4]. Como
consecuencia, los alimentos  originalmente pueden estar contaminado durante o después del
procesamiento, por lo tanto se fomenta el crecimiento de S. aureus en alimentos que se mantienen a niveles
ligeramente elevados de temperatura. Todas las muestras de alimentos analizadas en este trabajo excepto
las salchichas y las muestras de leche se mantuvieron a temperatura ambiente (30 °C), lo que
probablemente propicio el crecimiento de S. aureus, que probablemente sobrevivié a la coccidn o gracias
a la recontaminacion humana después procesamiento [3] Se puede concluir que el saneamiento o control
de temperatura o ambos eran inadecuados y bajo esta condicién adecuada S. aureus presente en los
alimentos puede multiplicarse y producir enterotoxina que cuando se consume daria lugar a SFP. Por tanto,
la falta de higiene entre los manipuladores de alimentos, ademas de las superficies contaminadas con dicho
patégeno pueden contribuir a la generacion de enfermedades transmitidas por los alimentos [6].

Para caracterizar fenotipicamente los microorganismos aislados en alimentos se utilizaron técnicas
tradicionales. En este estudio se realizé el aislamiento y caracterizacién de las cepas de S. aureus.
Adicionalmente, . Los S. aureus que no produjeron halo en Baird-Parker fueron subcultivados en agar sal
de manitol y se realizé nuevamente la fermentacion de manitol y la prueba de coagulasa en tubo. Las
caracteristicas de las cepas de S. aureus aisladas de las muestras de alimentos en este estudio se muestran
en la Tabla 2. El 94% de los aislamientos fueron fermentadores de manitol y positivo para la produccién de
acetoina, mientras que el 86% fueron positivos para la prueba de coagulasa en tubo. Aproximadamente el
25% de los aislamientos totales, secretaron conforme se observa en la tabla las 3 enzimas proteasa(35.8%),
lipasa(81.1%) y hemolisina (55.6%). Por lo menos cada uno de los aislamientos secretdé 1 o 2 enzimas. La
mayoria de los aislamientos fueron capaces de producir enzima lipasa (81.1%), por el contrario, solo unos
pocos aislamientos poseian enzima lecitinasa (10.3%).

Tabla 2. Caracterizacién de Staphylococcus aureus aislados en los alimentos

Pruebas bioquimicas y produccién de enzimas Porcentaje de aislados positivos

Produccién de acetoina a partir del medio Voges-Proskauer | 94.0

Fermentaciéon del manitol 94.0
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Prueba de cuagulasa en tubo 86.0
Enzima proteasa 35.8
Hemolisina 55.6
Lipasa 81.1
Lecitinasa 10.3

El resultado mostré que la enzima lipasa se produjo mas que cualquier otra enzima. Esto coincide con lo
reportado por Hammer [7] donde 32 de 44 las cepas analizadas fueron positivas para la enzima lipasa. Se
ha sugerido que los factores importantes de virulencia de S. aureus es la colonizacion y proliferacion.

La figura 1 muestra los patrones de susceptibilidad a los antibiéticos de los analizados. EI 80.2% de los
aislamientos presentan resistencia al menos a uno de los antimicrobianos probados.
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Figura 1. Patrones de susceptibilidad a antibioticos de Staphylococcus
aureus aislados en alimentos
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OX = oxacillin, P = penicillin, VA = vancomycin , GM = gentamicin, E =erythromycin, = TE = tetracycline,
SXT = trimethoprimsulfamethoxazole.

Ninguna de las cepas fue resistente a la vancomicina. Sesenta y siete (63.2%) cepas mostraron resistencia
a la penicilina, mientras que 22 (20.75%) fueron resistentes a oxacilina (Figura 1). Un numero relativamente
alto de aislamientos probados en este estudio fueron resistentes a 1 0 2 de los antibiéticos cominmente
utilizados en los protocolos terapéuticos de infecciones humanas. [8] también informaron que alrededor del
68.8% de cepas aisladas de carne y productos lacteos mostraron resistencia a los antimicrobianos. Este
estudio revel6 que se podian aislar cepas de S. aureus resistentes a la meticilina a partir de alimentos.

Conclusiones
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Conforme a lo arrojado en los resultados se determina que existe una alta prevalencia de S.aureus en
personal de puestos de alimentos callejeros, lo cual representa un foco de infeccion y un riesgo latente para
el consumidor de dichos alimentos
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