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GLOSARIO / ABREVIATURAS 

Agente (Agente infeccioso) Entidad biológica que puede causar enfermedad infecciosa. 

Aislamiento: Aislamiento Por Cultivo. Muestra de gérmenes no necesariamente 

homogéneos, obtenidos de un huésped natural y conservados en laboratorio por medio de 

pasajes por huéspedes o medios de cultivo invitro. Debe preferirse este término al de 

“cepa”, de uso más frecuente pero más impreciso. 

Alimento:  Toda sustancia, elaborada, semielaborada, o natural, que se destina al 

consumo humano, incluyendo otras sustancias que se utilicen en la fabricación, preparación 

o tratamiento de los alimentos. No se incluyen  sustancias medicamentosas. El agua se 

considera alimento. 

Brote Epidemia de proporciones reducidas que alcanza una población pequeña. 

Brote de Toxiinfección Alimentaria (ETA): Episodio en el cual dos o más personas 

presentan una enfermedad similar después de ingerir alimentos (agua incluida) del mismo 

origen y donde la evidencia epidemiológica o el análisis de laboratorio implica a los 

alimentos y/o agua, como vehículos de la misma. 

Cepa Población de una misma especie descendiente de un único antepasado o que tiene 

un mismo origen, conservada por medio de una serie de pases o cultivos. Las de 

comportamiento semejante se denominan “homologas” las de comportamiento diferente 

“heterólogas”. 

Caso: Persona o animal infectado o enfermo presentando características clínicas, de 

laboratório y/o epidemiológicas específicas. 

Caso de Toxiinfección Alimentaria (ETA): Es una persona que ha enfermado después del 

consumo de alimentos y/o agua, considerados como contaminados, vista la evidencia 

epidemiológica o el análisis de laboratorio. 

Caso de diarrea:  Aumento en el número y volumen de las deposiciones y disminución en su 

consistencia 
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CIE 10: Corresponde a la décima Revisión de la Clasificación Estadística Internacional de 

Enfermedades y Problemas Relacionados con la Salud. Es la más reciente de una seria que 

se inició en el año 1893. Clasificación internacional de enfermedades. Ejemplo, Intoxicación 

alimentaria estafilocócica:  CIE 005.0  

Diarrea Es la disminución significativa en la consistencia de las heces, generalmente 

con > 3 de posiciones/díay con volumen >200 g./día. Se denomina Aguda (DA) cuando tiene 

una duración menor de14 día, Persistente (D P) su duración está entre 14 y 30 día y Crónica 

cuando supera el mes. 

ETA  Enfermedad Transmitida por Alimentos, síndrome originado por la ingestión de 

alimentos y/o agua que contengan agentes etiológicos en cantidades tales que afecten la 

salud del consumidor a nivel individual o grupos de población. 

Fenotipificación Caracterizar un agente por la expresión del material genético 

mediante la presencia de productos metabólicos específicos. 

Fomites: Objetos de uso personal del caso clínico o portador que pueden estar 

contaminados y transmitir agentes infecciosos  

Genotipificación Caracterizar un agente por su material genético mediante la presencia 

de genes específicos. 

Infecciones alimentarias:  Son las enfermedades producidas por la ingestión de alimentos 

y/o agua contaminados con agentes infecciosos específicos tales como bacterias, virus , 

hongos, parásitos, que en la luz intestinal pueden multiplicarse o lisarse y producir toxinas o 

invadir la pared intestinal y desde allí alcanzar otros tejidos, aparatos o sistemas. 

Intoxicaciones alimentarias:  Son las enfermedades producidas por la ingestión de 

alimentos y/o agua contaminados con toxinas formadas en tejidos de plantas o animales, o  

productos metabólicos de microorganismos, que se incorporan a ellos de modo accidental, 

incidental o intencional en cualquier momento desde la producción hasta su consumo. 

Mb megapares de bases 
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Notificación Información periódica del registro de enfermedades de notificación 

obligatoria, obtenida por medio de todas las fuentes notificadotas. 

Pb pares de bases 

PCR  Reacción en cadena Polimerasa  

Q S  Quorum sensing, detección de quórum o autoinducción es un mecanismo de control 

de expresiones genéticas dependiente de la densidad celular. Fenómeno responsable de 

que un conjunto de células independientes, bajo la generación de señales extracelulares, 

desarrolle comportamientos sociales coordinados.  Entra dentro de los fenómenos de la 

multicelularidad, al igual que el patrón de la formación de colonias o la formación de 

cuerpos fructíferos en las mixobacterias. Si bien es en células procariotas donde se ha 

estudiado, se ha encontrado también en células eucariotas, y no solo en organismos 

unicelulares, sino también en pluricelulares, ya que incluso hay ejemplos de este 

comportamiento descritos en células del ser humano.  En las bacterias se producen y 

excretan moléculas químicas a modo de señales (autoinductores) cuya concentración se 

incrementa en función de la densidad celular. La detección por el microorganismo de una 

concentración estimuladora mínima lleva a una alteración en la expresión génica. 

SE o SEs Enterotoxinas estafilococicas 

Tasa Relación entre el número de eventos reales y el denominador de referencia , 

multiplicando el resultado por un factor de amplificación, para estimar la ocurrencia de un 

evento. 

UI  Unidad Internacional.  

UFC (ufc/g) Unidad formadora de colonias por gramos. Unidad en la que se expresa los 

resultados de los conteos bacteriológicos en alimentos y conexos.   

VETA Vigilancia epidemiológica de las ETAs o Toxiinfecciones alimentarias.  Propuesta de 

la vigilancia epidemiológica de las toxiinfecciones alimentarias propuesta por INPPAZ, 

OPS/OMS.  Guía VETA. 
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Vigilancia Epidemiológica Acción sistemática, continua, oportuna y confiable, de 

colectar, analizar, interpretar, distribuir información, las acciones que se deriven y estén 

vinculadas a la práctica de la salud pública. 

Vigilancia Basada en el Laboratorio. El diagnóstico y la vigilancia hecha en base a 

resultados de laboratorio, tanto clínico como de alimentos. 
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RESUMEN 

En el mundo se producen aproximadamente 1500 millones de casos de diarrea que ocurren 
anualmente y son el resultado directo de la contaminación química o biológica que 
presentan algunos de los alimentos que se comercializan (OMS, 1998).  Se conocen más de 
250 tipos de Enfermedades Transmitidas por alimentos,  agrupándoselas  según su origen 
en biológico o químico. Las primeras, son las más numerosas y de mayor impacto.  
Staphylococcus aureus ocupa un rol importante, es agente etiológico de una de las 
gastroenteritis mas frecuentes por consumo de alimentos contaminados, “Intoxicación 
alimentaria estafilocócica.  Mediante la optimización y aplicación de un procedimiento 
basado en la reacción en cadena de la polimerasa, se identifica los genes de enterotoxinas 
de Staphylococcus aureus en muestras obtenidas de brotes de intoxicaciones alimentarias. 
Se propone así como una respuesta a una necesidad en el Laboratorio de Microbiología de 
Alimentos, para disponer de una herramienta eficaz y sencilla para establecer una relación 
entre un patógeno de transmisión alimentaria, y un evento epidemiológico.  Se procesaron 
aislamientos de Staphylococcus aureus recuperados de muestras de alimentos en brotes de 
intoxicación alimentaria ocurridos en la  Provincia de Santa Fe.   Estas cepas fueron 
caracterizadas fenotipicamente con pruebas bioquímicas convencionales.  Para la obtención 
de ADN bacteriano, se evaluaron tres procesos de extracción: Lisis por calor con agua, Lisis 
por calor con TE + Tritón X-100 y un método comercial. La amplificación de los genes de 
enterotoxinas de S.aureus (SEA, SEB, SEC, SED y SEE) se realizó utilizando una Multiplex 
PCR. Para confirmar la identidad de los amplicones obtenidos se realizó una digestión de los 
mismos con la enzima Rsa I, previo análisis in silico utilizando los servicios on line Blast y 
NEBCutter. Los fragmentos de ADN resultantes en estas experiencias fueron analizados por 
electroforesis en geles de agarosa.   Se observó que el proceso de extracción de ADN con 
agua resultó tan eficaz como el uso de TE + Tritón o de un método comercial, con una 
disminución en el tiempo total del proceso. Partiendo de ADN obtenido por lisis por calor 
(en agua), en todas las cepas control utilizadas se pudo identificar el gen de la enterotoxina 
correspondiente. Además, la digestión con Rsa I generó fragmentos de restricción con los 
tamaños previstos en el análisis teórico. Esto permitió el uso de una sola reacción de 
digestión para confirmar la identidad de 5 genes distintos.  La metodología de análisis 
molecular aquí propuesta, nos permitió detectar 5 genes de enterotoxinas de 
Staphylococcus aureus con una mejora -en términos de economía, practicidad y tiempo de 
ejecución- en comparación con otros procedimientos previamente reportados. Con esta 
metodología pudimos detectar genes de SEs, en distintas cepas de S aureus recuperadas en 
diferentes brotes de intoxicación alimentaria.    
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Figura 1 

 

 De los aproximadamente 1500 millones de casos de diarrea que ocurren anualmente 

en el mundo (con 3 millones de muertes en niños menores de 5 años) se estima que, 

dependiendo de los países, entre el 15 % y 70 % son el resultado directo de la contaminación 

química o biológica que presentan algunos de los alimentos que se comercializan (OMS, 

1998).  Se conocen más de 250 tipos de Enfermedades Transmitidas por alimentos (Bhatia y 

Zahoor, 2007),  agrupándoselas  según su origen en biológico o químico. Las primeras, más 

numerosas y de mayor impacto, son originadas por parásitos, bacterias o virus, las segundas 

por sustancias químicas de origen biológico (toxinas) o compuestos químicos (plaguicidas 

metales pesados, etc.). (INPPAZ. Guía VETA).  

 Los costos originados por estas enfermedades humanas son elevados.  Se evalúa que 

solo en USA y considerando los 7 patógenos más frecuentes (Campylobacter jejuni, 

Clostridium perfringens, Escherichia coli O157: H7. Listeria monocytogenes, Salmonella, 

Staphylococcus aureus y Toxoplasma gondii) causan 3,3 - 12,3 millones de casos de 

enfermedades transmitidas por los alimentos, con hasta 3.900 muertes y un estimado de $ 

6,5-34,9 millones anuales (Buzby, Roberts,  1997). 

 Entre las bacterias que originan estas enfermedades, Staphylococcus aureus (S A) 

ocupa un rol importante, es agente etiológico de una de las gastroenteritis más frecuentes 

por consumo de alimentos contaminados, denominada “Intoxicación alimentaria 

estafilocócica,   CIE 005.0”.  (Le Loir y cols., 2003). 

 

..EL MICROORGANISMO 

 Su descubrimiento se remonta a 1880 cuando Ogton sugiere por primera vez el 

nombre de Staphylococcus (del griego staphyle, racimo y kokkos, granos) para describir 

formas bacterianas esféricas en forma de racimos apiñados, si bien 

anteriormente lo habían observado Pasteur y Koch.  En 1884 se lo 

relacionó con heridas y osteomielitis.  Estos racimos están 

constituidos por células esféricas de 0,5 a 2, 5 un aproximadamente, 

que se dividen característicamente en más de un plano en forma 
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regular e irregular (lo que da origen al nombre de esta familia. Figura 1),  y lo observó en 

materiales clínicos provenientes de abscesos.  (Ogston A,  Micrococcus poisoning 1882, 

Classics in infectious diseases 1984).    

 Posteriormente en 1884 Rosenbag los aisló en el laboratorio describiendo dos 

variedades según el color de las colonias, Staphylococcus aureus y Staphylococcus pyogenes 

albus.  Luego, en 1891 se dan detalles del Staphylococcus epidermidis albus, considerándolo 

una variedad avirulenta llamándolos también Micrococus.  En 1903 Loeb descubrió que los 

Staphylococcus aureus coagulaban el plasma pero recién en 1957 en la 7ma edición del 

Manual de Determinaciones Bacteriológicas de Bergey, la prueba de la coagulasa adquiere 

valor fundamental para la clasificación entre S aureus y S epidermidis.  Aquí también se 

separan dos géneros, los Micrococcus (que utilizan la glucosa oxidativamente) y los 

Staphylococcus  (que utilizan anaeróbicamente la glucosa).   En 1965 el Comité 

Internacional de Bacteriología estandariza los test para la identificación de Staphylococcus y 

Micrococcus utilizando la relación G/C en base a la composición del ADN, la lisis de 

Lysostaphinendopepetidasa y presencia de ácidos teicoicos.   En 1974 se reconoce la 

existencia de otra especie, el Staphylococcus saprophyticcus.  En 1975  Scheifer y  Kloos  

diferencia 15 especies de Staphylococcus coagulasa negativa, diferenciándolos por 

propiedades bioquímicas, sensibilidad a antimicrobianos, etc.; agrupándolos en S 

saprophyticcus, S epidermidis, S hominis y S simulans.  En 1982 se describieron seis especies 

nuevas de estafilococus coagulasa negativa. 

 Los Staphylococcus aureus (S A) son considerados dentro de las bacterias no 

formadoras de esporos, como una de las más resistentes.  Pueden sobrevivir en ambientes 

no fisiológicos (resisten condiciones extremas de calor, actividad acuosa, concentración 

salina) y es posible cultivarlo del material clínico desecado y en medios de cultivo simples. 

(Kusumaningrum y cols.,  2003).   De acuerdo con esto es lógico suponer que a pesar de la 

disponibilidad de poderosos agentes antimicrobianos de diversa acción y mejores 

condiciones de salud pública, desde su identificación  S A continúa siendo un importante 

patógeno humano que coloniza y enferma a pacientes hospitalizados y a personas sanas 

inmunológicamente competentes. 

 El género Staphylococcus fue extensamente revisado por Schleifer and Kloos (1975) 

con Staphylococcus aislados de especimenes biológicos humanos y veterinarios y de cepas 
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medioambientales, considerando 33 especies y 8 subespecies. (Behme y cols. 1996).   Son 

coagulasa positiva: S aureus,  S intermedius, S delphini, S schleiferi subesp coagulan y una 

coagulasa variable, S hyicus.  Siendo los restantes coagulasa negativa.   Algunas son 

consideradas patógenas oportunistas para el hombre y animales (Pesce de Ruiz Holgado. 

1996; Fueyo Mendoza. 2008).  . 

 

TAXONOMÍA  

 El género Staphylococcus pertenece al Phylum 2 del Dominio Bacteria; Clase Bacilli; 

Orden Bacillales; y Familia Staphylococcaceae (Bergey´s Manual of Systematic 

Bacteriology”  2a Ed 2001, vol 1).   La filogenia de Staphylococcus y las características 

bioquímicas de la familia Micrococaceae pueden verse en los Gráficos 1, 2 y tabla 1 presentes 

en el Anexo. (Madigan y cols.,  1998) 

 Son bacterias Gram Positivas, no esporuladas, con bajo contenido en GC (Bergey´s 

Manual of Systematic Bacteriology, 2001).  Tienen forma de cocos, de tamaño aproximado 

a 0,8 µm de diámetro, y una presentación característica en agrupaciones irregulares 

semejantes a racimos de uvas.  La especie tipo, Staphylococcus aureus, tiene todas las 

características típicas del género: anaerobio facultativo (metabolismo respiratorio o 

fermentativo y quimioorganotrofos), mesófilo, necesita aminoácidos y vitaminas para su 

crecimiento, es capaz de fermentar la glucosa con producción de ácido y tolera condiciones 

ambientales muy variables. 

 Staphylococcus puede separase del género Micrococcus, no patógeno, por varias 

pruebas, entre ellas: a) la producción de ácido de la glucosa en anaerobiosis, b) sensibilidad 

a 200ug/ml de lisoftafina o a 100 ug de furazolidona y c) producción de ácido del glicerol en 

presencia de 0,4 ug/ml de eritromicina. Todos estos ensayos son positivos para 

Staphylococcus. (Waldvogel.  2002) 

 El género Staphylococcus son bacterias mesófilas con una temperatura óptima de 

30° a 37° C pero pueden crecer a cualquier temperatura entre 6°C y 46°C.  En cuanto al pH, 

se desarrolla entre valores de 4,0 y 9,8 con el óptimo en torno a la neutralidad.  Es 

igualmente tolerante con respecto a la sal, resistiendo concentraciones de hasta un 20% de 
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NaCl.  Posee un crecimiento en alimentos con muy baja actividad de agua (aw), desde 0,99 

hasta 0,83 y un valor óptimo de 0,94.  También es bastante resistente a la desecación, la 

congelación y el calor.  Producen ácido y no gas evidente en pruebas bioquímicas de una 

amplia variedad de Hidratos de Carbono (glucosa, manitol, etc.). 

 En medios de cultivos sólidos, desarrollan en forma de colonias circulares de 2 mm 

de diámetro, de color amarillo debido a pigmentos carotenoides. 

 Los Staphylococcus potencialmente poseen una amplia variedad de enzimas.  Son 

huéspedes de una amplia gama de bacteriófagos (Pesce de Ruiz Holgado. 1996). Su 

genoma, es un cromosoma circular de aproximadamente 2800 bp, con profagos, plásmidos 

y transposones que le confiere particularidades específicas a los genes que regulan la 

virulencia y la resistencia a los antibióticos (estos genes se transfieren entre cepas de S A o 

de otro tipo de bacterias gram-positivas a través de  elementos extracromosómicos. 

(Novick,  1990) 

 

ESTRUCTURA ANTIGÉNICA DE Staphylococcus aureus  

 Staphylococcus aureus, es la especie más característica y también más virulenta del 

género.  Se caracteriza por poseer componentes estructurales singulares y de producir 

numerosas enzimas consideradas factores de virulencia. Tabla 1 

DETERMINANTE FUNCIÓN 

Componente de la pared celular  
Peptidoglicano Activación del complemento, otras 
Ácidos teicoico Antifagocitaria 
Proteina A Antifagocitaria 
Adhesinas Adherencia a células/hospedador, colononización 
Capsula mucoide y microcápsulas Adherencia, antifagocitaria 
Enzimas  
Coagulasa Formación de absesos 
Estafiloquinasas Destrucción de coágulos 
Hialuronidasa Invasión hística 
Catalasa Supervivencia en fagocitos 
Lipasa Invasión , colonización 
ADNsa Destrucción de ADN 
Toxinas  
Hemolíticas Rotura de membrana celulares 
Leucocidinas Alteración de la permeabilidad celular 
Exfoliatinas Epidermolisis 
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Toxinas TSST Shock Tóxico 
Enterotoxinas Intoxicación alimentaria 
Bacteriocinas Muerte de otras bacterias 
 

Tabla 1. Factores de virulencia y acción. (Tomado de Fueyo Mendoza, 2008) 

 La forma e integridad celular es mantenida por la presencia de una estructura 

denominada pared celular. La concentración de solutos en el interior de la célula, originan 

elevadas presiones (la presión de turgencia se estima en 2 atmósferas), por lo tanto es 

necesario una estructura que le confiera al microorganismo forma y rigidez.  Esta pared, 

conformada principalmente por peptidoglicano (un compuesto propio del dominio 

Bacteria), formando una la unión β-1,4 ; no ramificada de 2 azúcares, N-acetilglucosamina y 

N-acetilmuramico. Existe una cadena lateral de un tetrapeptido (L-alanina, D-isoglutámico,  

L-Lisina, D-Alanina) que se une al residuo de acido muramico. Estas cadenas de 

tetrapeptidos se unen entre sí por un puente de 5 glicinas (característico de S A).  En 

bacterias Gram positivas el peptidoglicano es hasta el 50 % del peso de la pared (a 

diferencia del 10 % de las Gram negativas).  La capa peptidoglicano es una cadena de 

azúcares (enlazados alternativamente por enlaces β-1,4); conectados entre sí por los 

puentes aminoacídicos y con enlaces entre cadenas adyacentes por transpeptidación, dado 

que todas las moléculas de peptidoglicano están entrecruzadas se considera que cada capa 

es una molécula gigante. (Mc Fadin, 2003)  El peptidoglicano tiene propiedades biológicas 

muy importantes, resiste condiciones osmóticas muy adversas, conduce a la liberación de 

pirógenos endógenos e  interleuquina 1 por Monocitos humanos, activa el Sistema 

Complemento por producción de Ac opsonicos y atrae a Leucocitos  Polimorfonucleares 

(Mandel y cols., 2000).  Las diferencias en la estructura  peptidoglycano de cepas de S A 

pueden contribuir a las variaciones en su capacidad de causar coagulación intravascular 

diseminada.(Kessler y cols. 1991) 

 En S A como en todas las bacterias Gram Positivas,  existen polisacáridos unidos a la 

pared celular. Estos polisacáridos son denominados ácidos teicoicos (gr. teichos, pared).  

Constituyen hasta en 40% del peso de la pared. El término de ácido teicoico refiere a 

componentes ya sea de la pared (esqueleto de una secuencia alternante de ribitolfosfato) o 

de la membrana (esqueleto de una secuencia alternante de glicerolfosfato), ya que pueden 

estar unidos covalentemente a ambas.  Estos polialcoholes están unidos a azúcares y D-

Alanina. La carga negativa neta de la superficie celular es aportada por estos ácidos 
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teicoicos y sirven para el trasiego de iones a través de la membrana.  El ácido teicocico es 

especie específico, tiene buenas propiedades inmunógenas y es un receptor fágico.  La 

adherencia a la mucosa nasal es mediada por los ácidos teicoicos. (Figura 3) 

 Se encuentra también, vinculada covalentemente a la capa de peptidoglicano en su 

parte externa una proteína de aproximadamente 40.000 Dalton, identificada como 

Proteína A exclusiva del género Staphylococcus.  Está presente en cantidades variable en las 

distintas cepas. Tiene una actividad muy importante, además de activar el Sistema 

Complemento en determinadas circunstancias, se une al Fc terminal de todas las subclases 

de Ig G humana excepto la Ig G3, que es grupo específica.  Entre las adhesinas asociadas a la 

pared celular que promueven la adherencia de la bacteria a las células del hospedador están 

las proteínas de unión a la fibronectina y al colágeno.  La mayoría de los S A poseen 

además un factor de agrupamiento o Coagulasa, que hace que los microorganismos se 

agreguen.  Este se liga al fibrinógeno por una reacción no enzimática. 

 La mayoría de Staphylococcus producen microcápsulas de polisacárido, que puede 

liberarse durante la infección focal y ser detectada en el suero del hospedador infectado. De 

los 11  serotipos de polisacáridos que se han identificado, el tipo 5 y 8 representan el 75 % de 

las infecciones humanas.   Los S A resistentes a la meticilina aislados son del tipo 5. La 

composición química de cuatro de estos polisacáridos antifagociticos, incluidos los tipos 5 y 

8, han sido determinadas y los cuatro demostraron estar químicamente relacionados. (Lowy 

Franklin.1998) .  Ver Figura 3. 

 Muchas proteínas de superficie de S A  tienen ciertas características estructurales  en 

común. Estas características incluyen una secuencia de señal secretora en el N terminal,  los 

aminoácidos que se extienden en el citoplasma cargados positivamente, un dominio 

hidrofóbico en la membrana, y una región  de anclaje en la pared celular, todos en el 

carboxilo terminal.   Un ligando vinculante en el dominio N terminal que se encuentra 

expuesta en la superficie de la célula bacteriana permite que algunas de estas proteínas 

funcionar como adhesinas.  Varias de estas proteínas mencionadas se unen a moléculas de 

la matriz extracelular, y se han designado componentes microbianos adhesivos de la 

superficie que reconoce moléculas de la matriz  (MSCRAMM).  Estudios recientes sugieren 

que estas proteínas juegan un papel importante en la capacidad de los estafilococos a 
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Figura 2.  Crecimiento de S aureus en diferentes medios de cultivo. Agar 
Sangre, muestra la actividad Hemolítica alrededor de las colonias. Agar 
Baird Parker, muestra el color  negro por la reducción del telurito a 
telururo, con halos transparentes por la lipólisis-proteólisis de la yema de 
huevo. Agar Manitol Salado, muestra la presencia de la degradacion del 
manitol en presencia de altas concentraciones de sal (7,5% de ClNa). 
Agar DNAsa muestra halos transparentes por la degradación del del 
ADN tras turbiedad del medio por la precipitación del ADN (ClH 1N).  

colonizar tejido huésped y a elementos inertes (biofilm) como catéteres o prótesis.  (Lowy 

Franklin,  1998 ; Kusumaningrum y col., 2003) 

 Los S A, como se dijo, excretan numerosas proteínas con función enzimática o 

tóxica, las enzimas y exotoxinas son caracteres variables en diferentes cepas. Producen 

también un pigmento carotenoide que confiere a las colonias una coloración amarilla o 

naranja. Estas características se utilizan para definir biotipos (fenotipos).   

 

 

 

 

 La catalasa (y los pigmentos carotenoides) aumenta la supervivencia en los 

macrófagos.  Diferentes enzimas como proteasas, lipasas, lecitinasa, hialorunidasa, 

estafiloquinasa, intervienen en la degradación de tejidos y macromoléculas facilitando 

nutrientes para el crecimiento de la bacteria y provocando, al menos en parte, los síntomas 

de diferentes cuadros clínicos. La detección de algunas de estas moléculas se ha utilizado 

como carácter diferencial en medios de cultivo y en el diseño de esquemas de identificación. 

Figuras 2 y 3. 

 La coagulasa, que provoca la coagulación de la sangre (el fibrinógeno pasa a fibrina 

que forma los coágulos), es el carácter asociado a la especie y vinculado a patogenicidad 

más relevante.   Los coágulos inducidos por la coagulasa dan lugar a la acumulación de 

fibrina alrededor de las bacterias protegiéndolas frente a los agentes inmunitarios del 

hospedador, fundamentalmente frente a la fagocitosis (Mandell y cols., 2000; Dinges y 

cols.,  2000; Madigan y cols., 2003). Ver Figura 3 

 La mayoría de las cepas de S A produce algún tipo de hemolisinas, que dañan las 

membranas de las células eucariotas, incluyendo los glóbulos rojos, lisándolas. Actualmente 

hay descritas cinco hemolisinas: alfa, beta, gamma, delta y delta-variante. Ver Figura 3 
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 Por el contrario sólo una minoría de cepas produce una potente leucotoxina 

(asociada a neumonía necrotizante) que ejerce acción exclusiva sobre células humanas y de 

conejo, la leucocidina de Panton Valentine. Las leucotoxinas (al igual que gamma-

hemolisina), son toxinas bi-componentes (uno esencial para la adherencia a la célula del 

hospedador y el otro el tóxico y citolítico) que destruyen leucocitos provocando la 

producción de pus.  Se han descrito tres: la ya citada leucocidina de Panton Valentine (LukS-

PV/ LukF-PV) y otras dos menos virulentas y de descripción reciente (LukM/ LukF-PV y 

LukE/ LukD).  

 Un importante porcentaje de cepas de S A produce, también, algún tipo de toxinas 

pirogénicas superantígenicas (toxina del síndrome del shock tóxico y enterotoxinas) cuyas 

características se exponen más adelante (Mandell y cols., 2000, Dinges y cols., 2000, Harris 

y cols., 1993). 

 Además, algunas cepas tienen capacidad para producir bacteriocinas, que son de 

naturaleza peptídica, inhiben el crecimiento de cepas y especies de bacterias diferentes en 

un amplio espectro, y pueden aportar a la cepa productora ventajas tanto en la colonización 

de las mucosas (principalmente nasal) de portadores sanos como en procesos infecciosos 

mixtos o poli infecciones. (Fueyo Mendoza, 2008) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 
A: Superficie y proteínas de secreción. La síntesis de algunas de estas proteínas es dependiente de la fase de 
desarrollo y está controlada por genes regulatorios como agr. 
B y C: cortes de secciones la superficie celular. Algunas de las proteínas de superficie tienen una organización 
similar al “clumping factor” incluyendo segmentos repetitivo de aminoacidos ácidos 
(Lowy Franklin.1998) 
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TOXINAS, EXOTOXINAS,  ENTEROTOXINAS (S E) 

 Las exoproteínas producidas por S A contribuyen a su capacidad para colonizar y 

causar enfermedad en mamíferos anfitriones. (Yarwood y cols., 2001)  Algunas cepas 

producen una o más proteínas de exportación o exotoxinas que incluyen: Leucotoxinas, 

Toxinas del Síndrome de Shock Tóxico (TSST-1), Toxinas Exfoliativas: ETA y ETB, 

Enterotoxinas (SEA, SEB, SECn, SED, SEE, SEG, SEH, SEI, SEJ, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO)   

siendo a la fecha aparentemente incompleta la lista de enterotoxinas.  Cada una de estas 

toxinas tienen potentes efectos sobre las células del sistema inmunológico y además varias 

de ellas poseen otros efectos biológicos. (Monday y cols., 1999; Zollner y cols., 2000; Le Loir 

y cols., 2003) 

 Su principal función in vivo parece ser la de inhibir la respuesta inmune del anfitrión 

hacia S A.  Las Enterotoxinas Estafilococcicas (S E) y TSST-1 poseen características comunes 

por las que se identifican como Toxinas Pirógenas con Capacidad Superantigénica 

(PTSAgs).  Los estudios sobre las S E comenzaron en el análisis detallado e integral  de 

aquellas cepas de S A que fueron vinculadas a intoxicaciones alimentarias.  Las primeras 

toxinas estafilococicas identificadas (con secuenciación del péptido), estaban disponibles 

antes que fuera secuenciado el genoma de la bacteria.  Este fue el caso de SEA (Huang y 

col., 1987), SEB (Huang y Bergdoll, 1970) y SEC (Spero y Schmidt, 1983).  La abundancia de 

literatura sobre las S E varía considerablemente entre los tipos, de acuerdo a la cronología 

de su identificación y su importancia en la intoxicación alimentaria estafilococcica. Se ha 

podido establecer la secuencia aminoacidica de estas proteínas, así como la de los genes 

que la codifican (SEA: Lee y cols.,1987; SEB : Jones y Khan, 1986;   SEC1: Boach y 

Schielievert,  1987;   SEC3: Couch y Beteley,  1989;   SED: Bayles y Iandolo, 1989;  SEE: 

Couch y cols., 1988;   SEF/TSST: Bergdoll y cols, 1981;  SEG/SEI: Munson y cols., 1998 ; etc.). 

 Sin dudas el grupo más numeroso y frecuente de “PTSAg” es el de las S E.  Hasta el 

2005 han sido reconocidas 18 S E, serológicamente distintas, denominadas como A, B, C 
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(con cinco variantes antigénicas C1, C2, C3 y C bovina y C ovina), D, E, G, H, I, (las tres 

últimas con variantes antigénicas) J, K, L, M, N, O, P, Q, R, y U, cada una de ellas es 

codificada por un gen que se denomina por el prefijo se seguido de la letra a la que 

corresponde la enterotoxina (sea-seu, inicialmente se denominaron ent). De algunos genes 

han sido encontradas diferentes variantes con pequeñas diferencias en la secuencia de 

nucleótidos, que se denominan con un número de orden detrás del gen (Balaban y Rasooly, 

2000; Dinges y cols., 2000 ; Jarraud y cols., 2001; Orwin y cols., 2003; Schmidt y Hensel, 

2004).  Tanto las S E como sus genes presentan diferente grado de homología, y se ha 

propuesto la organización de parte de los genes en cuatro agrupaciones o clusters. 

Esquemáticamente se puede identificar cuatro grupos de acuerdo a sus relaciones 

filogenéticas. Dos de ellos contienen las enterotoxinas más frecuentemente identificadas, 

en uno se destaca:  sea, sed, see, sej, seo, sen, y otro con  seb, sec, seg .Figura 4 

 

 

 

 

 

 

 Estas 18 SE que han sido identificados comparten estructura y secuencia similares. 

Algunas de ellas se analizan en la tabla 2. 

 

 

 

 

 

Figura 4. 
Relaciones filogenéticos entre genes que codifican enterotoxinas estafilococicas. 
Jarraud et al. 2001. Modificado por Letertre et al . 2003 

Figura 4. Relaciones filogenéticas entre genes que codifican  toxinas estafilococicas. Tomado de 
Fuello Mendoza, 2008. 
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 Tabla 2:Le Loir  y cols., 2003 

 Las SE son proteínas pequeñas,  secretadas al medio, solubles en agua y soluciones 

salinas. Sus características bioquímicas principales se resumen en la siguiente tabla. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 3: Le Loir  y col., 2003  

Cabe señalar que la toxina inicialmente descrita como SEF (Bergdoll y cols., 1981), no es una 

auténtica enterotoxina dado que no posee la capacidad biológica in vivo de las verdaderas S 

E: no tiene efecto emético al carecer su molécula del bucle disulfuro y no es resistente a la 

pepsina. Por ser causante del Síndrome de Shock Tóxico (SST) ha pasado a denominarse 

TSST-1 (codificada por el gen tst).  Al día de hoy se conocen las variantes ovina (TSSTov), 

cuya molécula difiere en 7 residuos de aminoácidos de la  TSST-1   y  la bovina (TSSTbov), 
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que antihigiénicamente es igual a la TSST - 1 humana pero el gen que la codifica difiere en 

12 nucleótidos.   Tanto las S E como la TSST son termoestables y resistentes a la 

inactivación por proteasas.  Las enterotoxinas: A, B, D de origen humano y C descrita en 

caballos son antigénicamente diferentes pero comparten entre ellas propiedades biológicas 

y fisiopatológicas (Fueyo Mendoza, 2008) 

 Debe considerarse la descripción futura de otros tipos de PTSAg, conforme se 

secuencien, parcial o completamente los genomas de nuevas cepas de S A. Por otro lado, 

está bien documentada la existencia de cepas con varios genes de PTSAgs. En algunos 

casos la presencia de varios genes (y producción de varias PTSAgs) es debida a su 

localización en un mismo elemento genético, en otros casos se debe a la acumulación de 

elementos genéticos diferentes en una misma célula bacteriana 

 Estas exoproteínas son ricas en lisina, ácido aspártico, ácido glutámico, y tirosina. La 

mayoría de ellas poseen un bucle de cistina necesario para la adecuada conformación 

tridimensional y que probablemente esté involucrado en la actividad emética.  Son 

proteínas muy estables, resisten la mayoría de enzimas proteolíticas, como la tripsina o la 

pepsina y por tanto, mantienen su actividad en el tubo digestivo después de la ingestión.  

También resisten la quimotripsina, renina y papaína. A las  SEB y SEC1 pueden recortárseles 

el bucle de cistina por una digestión con tripsina suave. La  SEB puede ser destruida por la 

digestión por pepsina a pH 2, pero es pepsina resistente a pH más altos, que son las 

condiciones normales en el estómago después de la ingestión de alimentos.   Las 

enterotoxinas son  altamente resistentes al calor, además, que se cree que son más 

resistentes al calor en los productos alimenticios que en un medio de cultivo de laboratorio. 

No obstante, pueden ser inactivadas por los tratamientos térmicos utilizados en la 

esterilización de alimentos enlatados, cuando estén presentes en bajas concentraciones. 

 El tratamiento térmico en medio ácido por lo general da lugar a una pérdida de la 

actividad inmunológica y la consecuente pérdida de la actividad biológica.  SEA y SED 

resultaron ser indetectable (pérdida de reconocimiento serológico), pero no obstante 

siguen activas (ensayo in vivo en gatos lactantes) después de un tratamiento térmico (Le 

Loir, 2003).  La inactivación por calor de SEA, SEB, SEC  se ha demostrado variable de 

acuerdo a la matriz alimentaria y al pH.   Por lo tanto, es muy difícil prever el impacto del 

tratamiento térmico en la actividad de las enterotoxinas, ya que depende de tipo SE que 
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sea, concentración y la matriz alimentaria. Además, en algunos casos la inactivación por 

calor es reversible espontáneamente por un pH alcalino o por el tratamiento con urea.  En 

suma, estos datos muestran que las SE resisten condiciones que fácilmente destruyen las 

bacterias que los producen lo que origina un serio riesgo y un problema de salud pública 

 

PTSAg, una familia de  Exotoxinas 

 Los PTAgs son un grupo de exotoxinas secretadas por S A (aunque se reconocen y 

denominan también de esta forma a antígenos de Streptococcus pyogenes) que se han 

agrupado de esta forma porque comparten varias características biológicas  (Bohach y cols. 

1990).   

 La familia de PTSAgs incluye TSST-1 y la mayor parte de la enterotoxinas (SEA, SEB, 

SECn, SED, SEE, y SEH).  Cada una de estas exotoxinas tienen por lo menos dos 

propiedades biológicas: pirogenicidad, superantigenicidad, además de la capacidad para 

aumentar la letalidad de endotoxina en conejos hasta 100.000 veces.  Algunos PTSAgs  

poseen propiedades adicionales, por ejemplo, las Enterotoxinas son potentes agentes 

eméticos mientras que otros PTSAgs no lo son (Bergdoll, Schlievert, 1984), asimismo, 

TSST-1 es único en su capacidad para cruzar las mucosas.   

 La propiedad mejor caracterizada de los PTSAgs es la superantigenicidad, que se 

refiere a la capacidad de estas exotoxinas de estimular la proliferación de linfocitos T, sin 

respetar  el antígeno específico de estas células (Marrack y Kappler, 1990). Los mecanismos 

moleculares que subyacen en otras propiedades compartidas o exclusivas de  PTSAg son 

menos conocidos.  Otras toxinas, SEG, SEH, y SEI o sus genes, sej y sek, también podrían ser 

PTSAgs o codificar PTSAgs; porque exhiben actividad superantigenica o secuencia de 

homología a PTSAgs conocidos.  Además de sus similitudes funcionales, las toxinas PTSAgs 

comparten una serie de características genéticas y bioquímicas, como la mayoría de las 

proteínas secretadas por S A y se producen principalmente en la  fase postexponencial de 

crecimiento.  

Regulación Genética de la expresión de TSAgs 
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 Los genes de estas toxinas, son transportados por plásmidos, bacteriófagos o 

elementos genéticos heterólogos referidos a su patogenicidad aislada  (Bohach. 1990).   

Estos genes tienen diferentes soportes génicos y la mayoría de estos son elementos 

genéticos móviles. Tabla 4. 

 Por ejemplo, sea es llevado por una familia de fagos (Betley y Mekalanos. 1985; 

Coleman y cols. 1989).  El seb tiene localización cromosomal según algunos aislamientos 

clínicos, mientras que se ha encontrado en un plásmido de 750 kb en otras cepas de S A.  La  

SEC bovina  es codificada por un gen situado en una isla de patogenicidad  y  SEE es 

transmitido por un fago defectuoso. 

 El principal sistema regulador de control de la expresión de genes de factores de 

virulencia en S A es el gen regulador accesorio agr  que actúa en combinación con el 

regulador accesorio estafilococico sar.  Algunos, pero no todos los genes de S E son 

controlados por el sistema de agr.   Los genes seb, sec y sed  se han demostrado ser agr 

dependientes, mientras que el sea y sej son independientes de agr.  Investigaciones 

recientes demostraron que SEB, como TSST, tiene un regulador negativo globlal de 

transcripción de genes de exoproteínas, y que actúa a través del sistema agr dependiente 

del catabolismo.  La expresión de agr  está estrechamente vinculada al “quórum sensing” (Q 

S) la producción de las S E, dependientes de agr en los alimentos depende de la capacidad 

de las cepas de S A para aumentar a una alta densidad celular  (estimado 106 ufc / g) en los 

productos alimenticios; indicando que los factores ambientales juegan un papel importante 

en la expresión de genes SE. (Dunman y col. 2001)   En resumen, la regulación genética de la 

expresión de determinantes de virulencia y su expresión está controlada por al menos tres 

sistemas de regulación global: “Gen Regulador Accesorio  agr”,  “Gen Regulador accesorio 

sar” y “Sistema de represión catabólica”.  El sistema regulador Q S es la regulación de la 

expresión génica en respuesta a fluctuaciones de la densidad celular. Las bacterias utilizan 

rutas de comunicación quórum sensing para regular diversas actividades fisiológicas 

incluyendo: simbiosis, virulencia, competencia, conjugación, producción de antibióticos, 

motilidad, esporulación y formación de biofilms (Miller y Bassler, 2001).  

 En S A el locus agr es el responsable del control de la expresión de numerosos 

determinantes de virulencia vía Q S (Jarraud et al., 2002).  El agr, induce la expresión de 

exoproteínas, mientras  suprime  la expresión de la proteína de superficie a través de un 
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octapeptido de sensibilidad bacteriana o densidad bacteriana.  Las proteínas de superficie 

son predominantemente sintetizadas durante la fase de crecimiento exponencial, y las 

proteínas secretadas se sintetizan durante la fase estacionaria.  Esta expresión secuencial de 

los genes puede tener importancia clínica.   Diferentes etapas de la infección estafilococicas 

parecen requerir diferentes grupos de determinantes de virulencia. Durante las etapas 

iniciales de la infección, la expresión de proteínas de superficie que unen las moléculas de la 

matriz extracelular favorece el éxito la colonización de los tejidos huésped, mientras que la 

síntesis de exoproteinas favorece la propagación a los tejidos adyacentes.   Esta hipótesis 

está apoyada por estudios en animales que muestran que la inactivación de genes 

reguladores reduce la virulencia bacteriana. (Cheung AL y col. 1994) 

 

Localización y organización de los genes que codifican PTSAgs: profagos, plásmidos e 

islas de patogenicidad 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Tabla 4 Le Loir Y y col. 2003. 
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 Actualmente, hay abundante información experimental sobre el soporte genético de 

muchos determinantes tanto de virulencia como de resistencia a antibióticos en bacterias 

patógenas. (Kimpe y cols., 1995 ; Yarwood y cols., 2001 ; Dunman y cols., 2001; Cheung y 

cols. 1992) Estos determinantes han sido adquiridos por las bacterias hospedadoras por 

procesos de transferencia horizontal en los que participan elementos móviles y por tanto 

variables (transposones, fagos y plásmidos) que, además, se encuentran formando parte de 

“guarderías” o “clusters” de genes.  La secuenciación de genomas parciales y completos de 

S A ha permitido conocer la organización de genes en diferentes islas de patogenicidad, que 

inicialmente se denominaron específicamente SaPI (Novick y cols. 2001) y posteriormente 

vSa, donde “Sa” es abreviatura de Staphylococcus aureus.  Siguiendo la propuesta de 

denominación de Baba, se ha hecho una clasificación (Schmidt y Hensel. 2004) que con la 

adición de datos complementarios tomados de (Gill y cols., 2005) se resume a continuación: 

i) Familia de las vSa, donde v significa “isla”, surge a partir del estudio comparativo del 

genoma de seis aislamientos de S. aureus que dio lugar a otras tantas subfamilias (vSa1, 

vSa2, vSa3, vSa4, qSaα y qSaß).  Las islas vSa1 a vSa4 contienen genes de integrasas (int), 

elementos que le confieren la movilidad (se pueden escindir espontáneamente del 

cromosoma) y están flanqueadas por sitios att,  datos que muestran su origen y relación con 

bacteriófagos.  Por el contrario vSaα y vSaß contienen genes que codifican transposasas, lo 

cual supone un claro indicio de la participación de transposones en el origen de las islas. 

Además, no se pueden escindir, lo cual es debido a la inactivación por deleción parcial de los 

genes que codifican transposasas. 

• vSa1- vSa4. La designación de vSa1 fue sugerida para un grupo de islas previamente 

descritas como SaPI y que contienen clusters con genes S E y/o TSST-1 (Figura 5). 

• vSaα- vSß-vSγ. Una o más islas de esta sub-familia están presentes en las seis cepas 

de S. aureus secuenciadas 

Se caracterizan por tener un número variable de ORF de distintos tamaños. vSaα, 

contiene 11 formas alélicas con genes set que codifican exotoxinas, y un cluster de 

genes de lipoproteinas. vSaß, encontradas en cuatro genomas secuenciados con 

tamaño y composición de genes muy variable de un aislamiento a otro y tienen en 

común que llevan agrupaciones de genes de serin-proteasas.  vSaγ, se ha 

encontrado en las cuatro cepas secuenciadas, lleva varios genes de exotoxinas (set), 

así como los genes eta, hly, y phenol soluble modulin. 
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ii) etd-PAI, posee los genes etd y edin-B (Yamaguchi y cols. 2002). Esta isla también aparece 

en cepas no asociadas a casos de infecciones exfoliativas, y no aparece en las cepas MRSA 

cuyo genoma ha sido secuenciado (Gill y cols. 2005).  Los genes de las enterotoxinas SEA, 

SEE, SEK, SEP, SEG2, así como los de la leucotoxina PV, y de la exfoliatina ETA han sido 

asociados con distintos bacteriófagos lisogénicos ó profagos a los que se denomina ΦSa, 

donde Sa indica Staphylococcus aureus (Novick . 2001). Recientemente, algunos autores han 

considerado a estos profagos como PAIs. (Gill y cols. 2005). 

iii) Familia de las SCCmecs. Hace tiempo que se conoce que el gen de resistencia a la 

meticilina, mecA, pertenece a un elemento genético insertado en el cromosoma de los 

estafilococos (SCC, staphylococcus cassete chromosome) que, además, porta secuencias de 

plásmidos, transposones y otros genes de resistencia, variando de tamaño entre 2060 kb. 

Diferentes versiones de SCCmec han sido secuenciadas y se conoce la organización de sus 

genes (Gill y cols. 2005). 
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 Figura 5: Tomado de Fueyo Mendoza 2008. 
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Estructura Biológica de PTSAgs 

 Cada enterotoxina se origina a partir de un precursor de la proteína que contiene una 

secuencia amino terminal de señal de exportación, la cual es clivada durante la exportación 

desde la célula. Como se señaló, son pequeños polipéptidos no glicosilados, con pesos 

moleculares que van desde 20.000 a 30.000 Da y moderadamente estables a la inactivación 

química (proteólisis) y a la desnaturalización por calor (ebullición).  La comparación de la 

secuencia de aminoácidos entre PTSAgs revela una identidad variable entre el 22 al 80% y 

curiosamente la homología primaria de secuencia no ha predicho la homología en sus 

estructuras terciarias, por ejemplo TSST-1, SEA, SEB, y SEC tienen muy similares 

estructuras tridimensionales.  (Schlievert y col., 1995)   Al comparar la estructura 

tridimensional de TSST-1, con  SEA, SEB y SEC, es evidente que cada una de estas las 

proteínas se dobla en una estructura prototipo mayor. (Hoffmann y col. 1994)  La 

ejemplificación hecha para la estructura básica para TSST-1 también se observan en otros 

PTSAgs, aunque estas toxinas tienen características adicionales.  Este alto nivel de 

homología estructural no es sorprendente en vista de su relación funcional. 

 Estudios moleculares de las S E  han demostrado que superantigenicidad y la 

capacidad de causar Intoxicación Alimentaria Estafilococica (SFP) son determinados por 

partes separadas de la proteína (Alberg y cols. 1990).  Todas las toxinas identificadas hasta 

el momento comparten un número importante de propiedades  incluyendo:  

I) la capacidad de causar emesis y gastroenteritis en un modelo de primates,  

II) superantigenicidad,  

III) intermedia resistencia al calor y la digestión por pepsina,  

IV) la semejanza estructural terciaria (incluyendo una unión disulfuro intramolecular). 

 Ocho principales toxinas han sido identificadas con diversos grados avance en la 

investigación de sus estructuras y funciones.  Se conoce la secuencia peptídica principal de 

todas estas toxinas y se observó que existe una importante  similitud.   En general, el 15% de 

los residuos son totalmente conservados en todas las S E conocidas.  La mayoría de estos 

residuos se encuentran ya sean centralizados o en el C terminal.  Con anterioridad al 

descubrimiento de SEG y SEI, las SE podrían dividirse en dos grupos, uno con SEB y de las 
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SECs y el otro con SEA, SEE, SED, y SEH.    El segundo grupo es de cierto interés porque 

SEA y SEE son 84% idénticas  en tanto SED y SEH son más lejanamente similares.   La 

toxinas SEG parecen pertenecer al primer grupos  (37 a 40% idéntica a SEB y SEC) y la toxina 

SEI al segundo grupo (26 a 28% idéntico al SEA, SED, y la SEE; 20,6%  de simitud a la SEH) 

 A partir de cristalográficos surgieron una gran cantidad de datos interesantes sobre 

las estructuras de las S E. A partir de estos estudios se propuso que todas las S E se ajusten a 

un patrón común de  proteína.  La forma general de la molécula es elipsoide, y contienen 

dos dominios diferentes (A y B).  El dominio Dominio B es el más pequeño y es común a 

otras exotoxinas. Existe un puente disulfuro (bucle) que se encuentra al final del dominio.  

La estructura resultante del bucle es flexible, aunque esto parece variar entre las S E 

pequeñas y medianas.  El Dominio A es el más grande y contiene los aminoácidos amino y  

carboxi terminal.  Aunque ciertamente hay algunas diferencias en las estructuras de las S E, 

las semejanzas son bastante notables.  Las características estructurales particulares de las S 

E pueden originar su capacidad para inducir la intoxicación alimentaria estafilococica (SFP) y 

su resistencia al cribado en el tracto gastrointestinal, cualidades que TSST-1 carece. 

(Dinges, 2000).   

 Es importante comprender la característica estructural para entender la actividad 

superantigenica (unión de la PTSAgs a la de MHC Clase II y el TCR).  Sobre la base de varios 

estudios mutagénicos ha sido dilucidado un modo general TCR vinculante, considerando la 

conocida especificidad Vβ de estas moléculas.  La unión al TCR  de las  SEA, SEB, SEC  se 

producen a través de la cavidad superficial en la parte superior de la molécula.   Esta cavidad 

aparece para interactuar con los tres bucles de la Vβ (CDR1, CDR2, y HV4).  La actividad 

superantigenica resulta entonces, de la interacción directa de las S E con receptores 

antígenenicos (TCR) de células T y el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de las 

células presentadoras de antígeno (APC).   (Wahib Mahana,  1999)  Las toxinas 

superantigenicas interactúan  por  el reconocimiento específico de cadenas V β  del TCR, 

vinculando de forma  cruzada el TCR del linfocito  y el  CMH clase II de la APC, lo que origina 

la activación.   Parece ser que la interacción entre la S E y de MHC es primera y necesaria 

para unirse luego a la cadena  Vβ del TCR.  De este vínculo cruzado resulta la activación 

inespecífica y proliferación de las células T, con una gran secreción de las interleuquinas que 

podrían estar implicadas en el mecanismo de toxicidad S E.  A través de esta interacción, las 

S E activan células T en órdenes de magnitud por encima de la activación antígeno-
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específica.    La actividad emética de las SE no está tan bien caracterizada como actividad 

superantigenica. (Hamad y cols., 1997 ;  Balaban y Rasooly, 2000).  La actividad de la 

enterotoxina se caracteriza por la capacidad de S E, de causar respuesta emética, mientras 

que otros  superantígenos no lo son eméticos (Dinges y cols. 2000).   Poco se sabe acerca de 

cómo las S E causan síntomas de intoxicación alimentaria, a no ser que podrían tener un 

efecto directo sobre el epitelio intestinal y en el nervio vago, que causa la estimulación del 

centro emético y el tránsito del intestino.  La dosis infecciosa requerida para inducir la 

intoxicación alimentaria estafilocócica en los seres humanos se estima en alrededor de 0,1 

μg, y puede variar en función de la sensibilidad del paciente (Evenson y cols., 1988).    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   Figura 7: Tomado de Fueyo Mendoza. 2008. 

 

MECANISMO DE ACCIÓN DE LAS TOXINAS ESTAFILOCOCICAS. ACTIVIDAD DE 

ENTEROTOXINA ESTAFILOCOCICA.  PATOGENESIS 

 Los  PTSAgs a una concentración menores a 10 -12 M, pueden activar a una clase de 

linfocitos T (Linfocitos  CD4+)  para liberar citocinas (Interferon γ:  INF γ ; Factor de Necrosis 

trumoral: TNF ; Interlukina 1: IL1 ; entre otras),  por lo tanto produce efectos sistémicos 
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importantes  como fiebre,  hipotensión, lesiones cutáneas, shock, falla multiorgánica y 

hasta la muerte.  La unión a receptores de clase II del Complejo mayor de 

histocompaltibilidad de los monocitos-macrófagos es en sititos diferentes de los clásicos 

surcos de unión antigénica (Jonson y cols., 1991) causa activación de la proliferación o, en 

algunas circunstancias inhibición de las funciones de las célula T.   De esta forma pequeños 

focos de S A, productores de superantígenos, pueden llevar a una liberación espectacular de 

citoquinas con efectos sistémicos. (Beery  y cols., 1984) 

 Los detalles de la supresión inmunológica no están totalmente dilucidados, pero las 

células T estimuladas proliferan y a continuación experimentan una rápida apoptosis, lo cual 

resulta en inmunosupresión generalizada junto con una deleción de numerosas células T en 

la periferia.  La S E como superantígeno con acción en el sistema inmune pero con 

consecuencia sobre el endotelio yeyunal,  origina una gastroenteritis.  Se puede demostrar 

en un modelo murino SCID  con SEB,  (5 a 100 ug por inyección intraperotoneal en los 

segmentos de la mitad del yeyuno) La evaluación posterior morfológica el endotelio y por 

histoquímica e inmunohistoquímica para CMH clase II y CD3 de células T pone en evidencia 

la reducción de la altura de las vellosidades, aumento de la profundidad de las criptas y 

aumento significativo de la expresión del CMH y aumento de las células CD4 +. Esto 

muestra que la activación del sistema inmune por superantígenos causa importantes 

cambios en las vellosidades reyúnales, criptas, arquitectura y celularidad.  Además se ha 

demostrado que la acción de los superantígenos induce una muerte celular programada 

(apoptosis) en la mayoría de las células CD4+.  La unión del CMH II, TCR y superantígeno 

induce un aumento del Ca++ intracelular y la transcripción de varios genes de citocinas (IL2 y 

IL4, γ GM-CSF) , la muerte celular de las células T por superantígenos es originada por 

mecanismos CD11a/CD18 dependiente. (Haslinger y cols., 2003) 

 Se sabe que el objetivo de la respuesta a las S E,  para iniciar el reflejo emético se 

encuentra en el vísceras abdominales, donde existe receptores putativos para S E. 

(Sugiyama y Hayama, 1965).   Algunos de estos receptores aún no han sido identificados y 

existe incertidumbre con respecto a los primeros acontecimientos en la patogenia de la 

Intoxicación Alimentaria Estafilococica (S F P).  Una de las principales hipótesis es que la 

emesis se produce en respuesta a una inflamación S E-inducida.   Los síntomas de la SFP son 

altamente correlativos con la generación de una serie de mediadores inflamatorios, 

incluyendo prostaglandina E2,  leucotrieno B4, y ácido 5-hydroxyeicosatetraenoico.   
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También han sido implicados como críticos mediadores en la SFP , cisteinil leucotrienos y 

leucotrienos E4.  No está claro si estos mediadores se generan directa o indirectamente, en 

respuesta a las SE.  En última instancia la respuesta emética a la SE depende de la activación 

del centro emético medular en el tronco cerebral que es estimulada por impulsos 

transmitidos a través del vago y nervios simpáticos.  Varios grupos han propuesto que 

mastocitos celulares son una de las fuentes primarias de mediadores inflamatorios liberados 

durante SFP.   Una hipótesis actual es que la SE desencadena la degranulación de los 

mastocitos a través de su unión a los receptores directos de estas células y no a través de la 

típica mediada por la inmunoglobulina-E del proceso de activación de los mastocitos. 

(Komisar y cols., 1992). Aunque se encontró que SEB no induce directamente, en 

mastocitos de mono, la liberación de mediadores de la inflamación.   Estos hallazgos indican 

que la activación de los mastocitos in vivo requiere de uniones SE y señales adicionales 

coestimuladoras.  Alternativamente, se ha propuesto un modelo  neurogénico en el que las 

células son estimuladas por neuropéptidos liberados de los nervios sensoriales.  La sustancia 

P es un péptido activador putativo de mastocitos que se ha sido implicado en la toxicidad 

inducida por SEB (Gottfried y cols., 1989).  Sin embargo esto no se demostró 

experimentalmente.  En conclusión, de confirmarse el papel en la SFP de los mastocitos, 

deben ser aclarados los mecanismos a través de la cual la se promueve la degranulación de 

estos. 

 La diarrea inducida por enterotoxinas es atribuida a la disminución de la absorción 

del agua desde la luz del intestino y a un aumento simultáneo de la secreción de ésta y de 

sales minerales desde las glándulas intestinales en un mecanismo mediado por 3-5 AMP. Se 

considera que valores menores de 1,0  µg de enterotoxina en 100 g de alimentos son 

suficientes para inducir síntomas clínicos en individuos susceptibles (Bécquer Lombard y 

cols.,  1996) 

RESERVORIOS Y HOSPEDADORES SUSCEPTIBLES. DETERMINANTES DEL HUÉSPED Y 

ACCIÓN PATOGÉNICA. FACTORES PREDISPONENTES A LA INFECCIÓN Y 

MANIFESTACIONES CLÍNICAS 

Reservorios y huéspedes susceptibles. 
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 La colonización por S aureus de los individuos probablemente comienza poco 

tiempo después del nacimiento.  El neonato es colonizado por SA a partir de su entorno 

humano inmediato (Velásquez Meza, 2005). Los sitios principales son el muñón del cordón 

umbilical, el área perineal, la piel y eventualmente el tracto gastrointestinal.  Con el 

crecimiento del niño los nichos ecológicos más importantes son las fosas nasales anteriores 

y garganta. (Bergdoll y cols., 1989).  En el individuo adulto se coloniza preferentemente la 

nasofaringe, piel y mucosas. (ICMSF,  1996 ; Musser y cols., 1990)  Se han determinado 3 

patrones de portador: a) aproximadamente el 20% de los individuos porta siempre al menos 

una cepa portadores persistentes. ; b) la mayor parte, un 60 % porta intermitentemente 

cepas de SA , esta intermitencia y su frecuencia varia con las cepas ; c)  el resto, 20 %, son no 

portadores. Es más frecuente la portación en niños que en adultos y algunos individuos 

cambian su estado de portación entre los 10 y 20 años. Las razones del estado de portación 

son desconocidas. (Kluytmans y cols., 1997)  Los otros reportes indican que los seres 

humanos adultos sanos están colonizados en un 30 a 50 % con S A (reservorio natural de S 

A), con 10 a 20 % de colonización persistentemente. (Casewell y cols., 1986)   Son aislados 

persistentemente colonias tanto los meticilina-sensible como resistente a la meticilina. 

(Sanford y cols.,  1994)   Las personas colonizadas con SA  tienen un mayor riesgo de 

infecciones posteriores. (Wenzel y Perl,  1995)   Valores de colonización por estafilococos 

son altos entre los pacientes con diabetes tipo 1,  usuarios de drogas por vía intravenosa, los 

pacientes sometidos a hemodiálisis,  los pacientes quirúrgicos y pacientes con SIDA. 

(Weinke y cols., 1992)   Los pacientes con defectos cualitativos o cuantitativos de la función 

leucocitaria también están en mayor riesgo de enfermedad estafilococica.  La portación 

nasofaríngea de SA es un hallazgo común, no obstante para los manipuladores de alimentos 

y personal hospitalario constituye un serio problema (Figueroa y cols., 2002). Se han 

realizado varios estudios que evalúan la erradicación de esta portación mediante terapia 

antibiótica, pero sin buenos resultados (Kluytmans y cols., 1997).  Hasta el momento, la 

terapia más efectiva ha sido la aplicación tópica de mupirocina, aunque se ha visto que la 

erradicación no es definitiva, ya que una gran proporción de los tratados vuelve a 

colonizarse. Es importante vigilar los perfiles de resistencia que presentan las cepas aisladas 

de la comunidad debido al aumento que han experimentado las cepas multirresistentes, 

como las cepas meticilino resistentes (MRSA) que originan brotes de ETA por intoxicación 

alimentaria estafilocócica. (Jones y cols., 2002)   A partir de los lugares que coloniza, este 

microorganismo puede contaminar los alimentos, de forma directa o indirecta (Jay,   1993)  
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Determinantes del huésped y acción patogénica.  Factores predisponentes a la 

infección. 

 Es importante señalar que la mayoría de las enfermedades provocadas por S A 

resultan de la acción combinada de varios determinantes de patogenicidad con diversas 

funciones: adherencia, invasión de tejidos, evitar la fagocitosis y toxigenicidad. En el 

desarrollo y pronóstico de la enfermedad, también son factores determinantes los 

dependientes del hospedador.   

 Considerando la “virulencia” como la capacidad relativa de un microorganismo para 

producir enfermedad, vinculándosela a dos aspectos principales de la acción del parásito 

sobre su huésped, la posibilidad de invadir y la de producir daño por la acción de productos 

de exportación.  Los “factores de virulencia” están presentes de manera significativa en S A. 

(Yarwood y cols., 2001). Tabla 5.  Las exotoxinas (entre ellas los PTAgs), producidas por S A 

contribuyen a establecimiento y mantenimiento de la enfermedad. Estas proteínas, son 

conocidas como “factores de virulencia” y viajan por el torrente sanguíneo produciendo 

daño en zonas apartadas del foco infeccioso. 

Patologias clinicas asociadas a la colonización/infección por S aureus 
 

Estado de portador : nasofaringe, piel, vagina, etc 
Infección directa Piel: foliculitis, ántrax, impetigo, hidradenitis, celulitis, abscesos, infecciones de heridas, 
etc.    Infecciones de heridas profundas, a menudo después de traumatismos, , cirugías, inserción de cuerpos 
extraños, bursitis, artritis, osteomielitis 
Infección hematógena secundaria a infección directa 
Bacteriemia/sepsis 
Infección metastasica: artritis, osteomielitis, meningitis, endocarditis, pericarditis, absceso pulmonar, etc. 
Enfermedad mediada por toxinas, en asociación con estado de portador o infección directa 
Síndrome de piel escaldada 
Síndrome de Shock Tóxico 
Intoxicación alimentaria 
 
Tabla 5: Tomado de Fueyo Mendoza, 2008,   Mandel et al 2000;   Asier 2001;  Peakock et al 2002.  

 

 La acción de S A (o la acción de los factores de virulencia) sobre el huésped implica 

una serie de interacciones entre el microorganismo y una serie de estructuras y mecanismos 

del huésped. Estas interacciones pueden identificarse como Adhesión, Invasión, 

Quimiotáxis, Opsonización,  Destrucción celular. 
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 Adhesión de S A: Toda colonización de un huésped por un microorganismo requiere 

de una adherencia inicial a las células de aquel.  Se deben considerar tres tipos de 

adherencia, a) la adherencia a  las células mucosas de la matriz es mediada por el 

componente del ácido teicoico de S aureus y por una variedad de otros ligandos, b) la 

adhesión de  S aureus a la piel traumatizada o con solución de continuidad, a los cuerpos 

extraños y a estructuras endoteliales involucran la interacción con muchas proteínas de la 

matriz extracelular, siendo las más importantes el fibrinógeno, laminina, trombospondina, 

vitronectina, elastina, sialoproteina, y colágeno.  Las interacciones estudiadas con mayor 

detalle involucran la fibronectina, el fibrinógeno, el colágeno, y elastina en las que los 

dominios activos de las proteínas del huésped han sido caracterizados y su cobertura 

muestra modular la adherencia de S A. Los ligandos de SA en el caso de estas proteínas del 

huésped también han sido caracterizados y son, proteína fijadora de fibronectina, A y A, 

factor de agrupamiento,  proteínas fijadoras de colágeno, y proteínas fijadoras de elastina.  

Los sucesos postadhesión son de particular importancia aquí, como la fagocitosis de S A, 

por células endoteliales y la inducción del factor tisular procoagulante.  

 Invasión:  La invasión que sobreviene luego de la adhesión y colonización requiere de 

una penetración del microorganismo a través de la superficie epitelial o mucosa, sin 

embargo  se conoce poco sobre los mecanismos biológicos que se oponen a ella. 

 Quimiotáxis:  Una vez que S A ha penetrado la capa mucosa o epitelial del huésped , 

la mayor línea de defensa esta constituida por los PMN y por el Sistema Monocítco 

Macrofágico.  La movilización de células al lugar de invasión requiere de señales específicas 

tanto de parte del microorganismo como del huésped.  Entre las primeras se encuentran 

involucrados con certeza los productos de S A, asociados a la pared celular. Las señales del 

huésped se vinculan a la activación del Sistema Complemento y a la activación de C5a por  

los componentes de la pared celular de S A.   

 Opsonización:    El reconocimiento de S A por los fagotitos es mediado por sus 

receptores para el fragmento Fc de la  IgG,   por parte de los receptores para la subunidad 

activa del tercer componente del Sistema Complemento el C3b. Este proceso  de 

reconocimiento implica que S A,  para ser ingerido debe estar recubierto por  C3b,  IgG  o 

ambas, este proceso se llama opsonización. 
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 Destrucción celular:  Luego de ser fagocitados casi todos los S A intracelulares son 

destruidos rápidamente dentro de las vacuolas de los fagocitos,  más allá de la persistencia 

de unos pocos microorganismos intracelulares.  Se ha demostrado que el mayor 

responsable de la destrucción son los mecanismos bactericidas dependientes de oxigeno: -

O2 y H2 O2 entre otros radicales. (Franklin Lowy,  1998) 

 

Manifestaciones clínicas en el hombre 

 Las patologías clínicas asociadas a colonización-infección por SA son las descritas.  El 

exudado piógeno o un absceso  es la lesión anatómica básica inducida por S A. La infección  

directa por rotura profunda de la piel u otra lesión, así como el drenaje de abscesos al medio 

interno, los catéteres, las heridas accidentales o quirúrgicas, pueden permitir que las 

bacterias atraviesen las defensas del organismo y causen una infección sistémica 

(septicemia e infecciones metastásicas). A veces, tras la diseminación septicémica se 

producen cuadros clínicos mixtos o complejos. Además, en ciertas circunstancias la 

producción de exotoxinas puede tener lugar y provocar toxemia o toxinosis  (Dinges y cols. 

2000).  Los individuos proclives a las infecciones estafilocócicas son los recién nacidos, las 

mujeres en período de lactancia, las personas con enfermedades crónicas (especialmente 

afecciones pulmonares,  diabetes y cáncer), las que presentan afecciones cutáneas e 

incisiones quirúrgicas y aquellas cuyos sistemas inmunológicos están inhibidos por el uso de 

corticosteroides, radioterapia, fármacos  inmunodepresores o medicaciones 

anticancerosas.    S A es un importante patógeno tanto nosocomial como comunitario, 

siendo capaz de infectar distintos tejidos y órganos, causando patologías que a veces son 

extremadamente graves, y en algunos de los cuadros clínicos pueden estar implicados un 

amplio espectro de factores de virulencia (Dinges y cols., 2000). Las enfermedades 

mediadas por toxinas pirogénicas superantígenos pueden estar asociadas al estado de 

portador o a episodios de infección directa.  El síndrome estafilocócico de la piel escaldada 

(SSSS), es causado por cepas que están presentes en zonas localizadas de infección 

(nasofaringe principalmente,  ombligo, aparato urinario, abrasiones superficiales, 

conjuntiva y sangre). Las manifestaciones clínicas están mediadas por la diseminación 

hematógena de las toxinas exfoliativas, en ausencia de anticuerpos antitoxina específicos. 

Los pacientes generalmente son menores de seis años de edad, con el antecedente de una 
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infección clínica o subclínica por estafilococo y que presentan fiebre y amplias zonas 

eritematosas muy sensibles. En la piel escaldada, la piel se descama en láminas dejando 

áreas desnudadas; comúnmente se afectan las regiones peribucal, genital y torácica, pero 

puede comprometerse cualquier parte del cuerpo, mientras que en el impétigo tiene lugar 

la formación de pequeñas ampollas llenas de pus (pústulas).  Son enfermedades de 

distribución mundial, que surgen esporádicamente en los hospitales, el reservorio del 

agente infeccioso es el ser humano y el modo primario de transmisión es la diseminación 

por medio de las manos.  La incubación comúnmente es de 4 a 10 días y el período de 

transmisibilidad, mientras persistan las lesiones (Mandell y cols. 2000). El síndrome del 

shock tóxico (SST), describe un conjunto de síntomas que comprometen diversos sistemas 

del cuerpo y cursa con fiebre alta, hipotensión, inflamaciones, erupciones cutáneas 

diseminadas, disfunción multiorgánica y ocasionalmente muerte. La mayor parte de las 

manifestaciones clínicas están mediadas por la diseminación hematógena de la toxina 

TSST-1 en ausencia de anticuerpos antitoxina específicos. El SST se identificó por primera 

vez a finales de la década de 1970 y a principios de la década de 1980, cuando el uso de 

tampones de gran absorción durante la menstruación estaba muy difundido. La sangre y el 

mucus vaginal favorecen el desarrollo de las cepas de estafilococos constituyentes de la 

microbiota vaginal, el tampón concentra el material y facilita la colonización.  Debido a los 

cambios en la fabricación de los tampones y su uso, la incidencia del SST inducido por 

tampón ha disminuido, siendo actualmente raro. Sin embargo, se siguen considerando 

poblaciones de riesgo de SST las personas sometidas a operaciones de cirugía, individuos 

con diabetes, SIDA, enfermedad pulmonar crónica o enfermedad cardiaca (Mandel y cols., 

2000). El Síndrome de Shock tóxico, a diferencia de la gastroenteritis causada por las S E, no 

se ha asociado con el consumo de alimentos. Sin embargo, su presencia en los alimentos 

puede indicar una posible fuente de propagación de esta enfermedad para los seres 

humanos.  La intoxicación alimentaría estafilocócica resulta del consumo de alimentos en 

los que S A se ha multiplicado por encima de 105 ufc/ g y producido enterotoxinas. Como ya 

se dijo, las S E son resistentes al calor (desde 5-10 minutos a 121  ºC hasta varias horas a 80-

100  ºC), a la radiación gamma (valores D entre 2.793 kGy) y a la acción de las proteasas 

intestinales como la pepsina. La cantidad necesaria de enterotoxina requerida para causar la 

intoxicación es muy pequeña del orden de 0,5 µg /kg en monos, siendo para éste la dosis 

emética del orden de 0,2 µg /kg en el hombre.  Este nivel se alcanza en poblaciones de S A 

mayores de 105 células por gramo  (Balaban y Rasooly,  2000; Mossel y cols.,  2002; http:// 
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vm. cfsan. fda. gov/ ~mow/ chap3.html). El cuadro clínico se caracteriza por un período de 

incubación de entre 2 y 6 horas, y una sintomatología de nauseas, vómitos violentos, dolor 

abdominal, seguido de diarrea profusa.  Aunque realmente no es grave en el sentido clínico 

y sólo rara vez termina en muerte;  sí es muy desagradable y causa una incapacidad total 

durante cierto período de tiempo. A diferencia de otras enterotoxinas bacterianas las SEs no 

actúan directamente sobre el revestimiento del tracto intestinal,  causando acumulación de 

líquido en asas intestinales ligadas.   Actúan como superantígenos  sobre el receptor de los 

linfocitos T colaboradores en el intestino y sobre centros nerviosos del intestino. La 

capacidad emética es la que las diferencia de otras PTSAgs. (Mandell y cols. 2000). La 

mayor  parte de los brotes descritos hasta la fecha han sido causados por cepas que 

producían SEA y/ o SED (Jay,  1994; Suzuki y cols.,  1999; Mossel y cols.,  2002; Le Loir, 2003; 

Wei y Chiou,  2002).  El  descubrimiento en los últimos años de muchas S E lleva a pensar 

que algunas de ellas podrían ser tan o más frecuentes, como causa de intoxicación que las  

toxinas clásicas (Jarraud y cols., 2001 ; Ikeda Tetsuya y cols., 2005).   Se debe tener en 

cuenta además que  la toxigenicidad no esta relacionada directamente a la producción de 

coagulasa por las cepas de Staphylococcus. Cepas coagulasa negativas han sido descriptas 

por varios autores y se vincularon con numerosos brotes de intoxicación alimentaria (Rapini 

y cols.  2005) 

 El tratamiento y prevención de las infecciones estafilocócicas merece un párrafo 

aparte. La elección de un antibiótico depende del lugar de la infección, la gravedad de la 

enfermedad y cuál de los antibióticos elimina las bacterias con mayor eficacia (Mandell y 

cols., 2000).  Para la mayoría de las infecciones cutáneas, los antibióticos orales como la 

cloxacilina y la eritromicina resultan adecuados.  Las infecciones más graves, en especial las 

de la sangre, requieren terapia intravenosa, en general durante 6 semanas. En estos casos 

se utilizan, en cepas sensibles a meticilina: amoxicilina-clavulánico, cefalosporinas, 

imipenem, fluorquinolonas, y clindamicina; y en cepas resistentes a meticilina: linezolid, 

quinupristina-dalfopristina, trimetoprim-sulfametoxazol y glicopéptidos (vancomicina y 

teicoplanina).  Para eliminar el estado de portador, la mupirocina, sola o en combinación 

con la rifampicina o el trimetoprim-sulfametoxazol resulta eficaz (Mandell y cols.  2000).  La 

intoxicación alimentaria no se trata con antimicrobianos, dado que es causada por toxinas 

preformadas en el alimento colonizado por S A.   
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 La prevención de infecciones estafilocócicas es problemática dado que muchos 

individuos son portadores asintomáticos, y algunas enfermedades (como la foliculitis) se 

pueden contraer por simple contacto cutáneo.  En algunas actividades (cuidado de niños en 

guarderías, cuidado de ancianos, funciones de enfermería en hospitales, así como 

manipulación de alimentos) las personas portadoras deben de ser excluidas o tratadas con 

antimicrobianos para eliminar su estado de portador. Esto es debido fácil transmisión por 

contacto persona a persona o por elementos inertes (agujas, catéteres, utensilios o aire 

contaminado) hechos que facilitan la aparición y diseminación de cepas categorizadas como 

nosocomiales. Existe una fuerte evidencia de que una alta proporción de los casos de 

bacteriemia por S A parecen tener un origen endógeno por cepas presentes en la mucosa 

nasal del enfermo, dato que apoyaría el establecimiento de tratamientos de erradicación 

preventiva. 

EPIDEMIOLOGÍA 

 Como se vio, S A es un patógeno ampliamente difundido y que produce un amplio 

rango de enfermedades humanas a través de sus factores de virulencia (Jarraund y col., 

2001) 

Transmisión  

 Staphylococcus aureus es uno de los agentes etiológicos más importantes de la 

Toxiinfeciones Alimentarias o Enfermedades Transmitidas por Alimentos “ETA”  (Bea y 

cols., 1996), señalado entre los principales problemas de salud pública de las Américas y 

donde los alimentos contaminados son fuentes importantes de contagio  (Almeida y cols., 

1996).  Se debe tener en cuenta que la  Enfermedad Diarreica Aguda es la principal causa de 

muerte en niños menores de 5 años  en los países en vías de desarrollo. (EDA 19 %, IRA 19 

%, Sarampión 17 %) (Mazzi y cols., 1999).  La Diarrea Aguda Infecciosa DAI es la segunda 

causa de morbi-mortalidad mundial y la OMS calculó durante 1996, unos 4.000 millones 

de casos, con 2.5 millones de muertes, la mayoría en niños de países  en desarrollo. Ver 

Tablas 6 y 7.  En Europa se estima una incidencia media de 1 episodio/persona/año. 

(Carretero y cols., 2003)  Se considera que dos factores han contribuido a complicar el 

problema en el mundo occidental últimamente:  a)La industrialización de la comida que ha 

alterado el patrón epidemiológico,  con dispersión de los casos en el tiempo y en el espacio 
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dificultando el pronto reconocimiento de los focos epidémicos;  b) el uso indiscriminado de 

antibióticos en seres humanos y animales como tratamiento, esto empeora el diagnóstico 

en la  DA y ha producido un incremento alarmante de cepas  resistentes, con aumento de 

casos secundarios y disminución de  coprocultivos positivos (por lo tanto la declaración de 

estos casos como negativos). 

VIRUS    BACTERIAS   PROTOZOOS 
Rotavirus    Salmonella sp   Giardia Lambia 
Calicivirus    Staphilococus Aureus  Criptosporydium(3) 
(V. Norwalk)   Campylobacter   Cyclospora (3) 
Adenovirus    Escherichia Coli   Isospora Belli (3) 
Citomegalovirus    Y  enterocolitica 
Virus E. Barr    Shigella 
    Clostridium Perfringens 
    Bacilus Cereus 
    Vivrio Cholera, Parahemolíco 
    Vibrio Vulnificus 

Tabla 6. clasificación de los agentes etiológicos de Diarrea Aguda Infeccionsa. 

 

 

 

Fuente      Agente etiológico 
Lácteos no pasteurizados    Salmonella, C Yeyuni, Yersinia    
      Listeria Monocitogenes. 
      Staphylococcus aureus  
Aves (pollos) y huevos    Salmonella, Campylobacter 
Carne poco cocinada    E.Coli EnteroHemorráca 
      Staphylococcus aureus  

      Listeria Monocitogenes 
Marisco, pescado crudo    Vivrio Parahemolítico, 
      Vibrio Vulníficus 
Quesos blandos estilo francés   Listeria Monocytogenes 
      Staphylococcus aureus 

Tabla 7. Alimentos vehículo de diarreas infecciosas.  

 Las personas colonizadas con cepas de S A, como se ha dicho,  tienen mayor riesgo 

de infectarse con estas cepas. La mayoría de los casos de infección nosocomial se adquieren 

a través de la exposición a las manos de los trabajadores de la salud después de que han sido 

colonizadas transitoriamente con estafilococos de sus propios reservorios o por el contacto 

con un paciente infectado.   Los brotes también pueden resultar de la exposición a un único 

operador a largo plazo del medio ambiente o de las fuentes, pero estas formas de 

transmisión son menos comunes. (Sanford y cols., 1994) 

 Aunque la causa más probable de DA sean las infecciones, solo se identifica el 

germen causal en una minoría de casos. La transmisión sigue generalmente la ruta fecal-

oral. En países con condiciones de salud pública pobres, con higiene deficiente, en 

guarderías y otros centros cerrados la diseminación suele ser persona a persona.  Los brotes 

epidémicos se producen por ingesta de aguas o alimentos contaminados. 
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 Los estudios de Vigilancia Alimentaria determinan que, la presencia de enterotoxina 

estafilocócica y/o conteo bacteriano elevado, no guarda relación con las alteraciones físicas 

o químicas en los alimentos.  Esto agrega un grado de complejidad mayor al control y 

fiscalización de alimentos,  ya difícil debido a cambios en las costumbres socioculturales 

(tipos de alimentos, modos de cocinarlos, lugares donde se consumen, etc).  Vinculados 

directamente a los problemas sanitarios más importantes que amenazan a la población 

mundial, los alimentos contaminados tienen un impacto comercial considerable, ya que la 

globalización, la intensificación de los intercambios de productos y los desplazamientos de 

las personas son responsables en no escasa medida de la propagación y agravación de las 

enfermedades, del aumento del número de brotes infecciosos y de la complejidad de las 

patologías existentes. Por esto Actualmente se considera que los alimentos son la mayor 

fuente de exposición a riesgos debido a la presencia de agentes patógenos, tanto químicos 

como biológicos, que afectan sin distinción el nivel de desarrollo de los países. (Rodríguez y 

Matamoros, 2001). 

 

Reportes epidemiológicos de Intoxicación Alimentaria estafilococica (SFP/IAE). 

Tendencias de la enfermedad 

 En los Estados Unidos, cada año, ocurren entre 3,3 y 12,3 millones de casos de 

infección, estimándose pérdidas económicas anuales que oscilan entre 6,5 y 34,9 miles de 

millones de dólares EE.UU., entando SA entre los agentes etiológicos más importantes 

(OMS. 1997b ;  Hernández Lezama  FAO/OMS ;   Timothy . 2000 ; CDC. 2006) 

 En América Latina, un estudio  evaluó la contaminación microbiana de los alimentos 

vendidos en la vía pública de las principales ciudades, determinándose  que SA es el mayor 

riesgo en ocasionar un brote de ETA. (Almeida C. 1996) 

 Los estudios de Vigilancia Alimentaria realizados en Cuba determinan que SA es una 

causa importante de ETA (mayor al 30% de los reportes realizado). (Rodríguez y Matamoros 

. 2001) 
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 En Chile el Programa de vigilancia de enfermedades transmitidas por los alimentos, 

indica que en la Región Metropolitana SA tiene una alta incidencia de los brotes de origen 

alimentario. (Prado Jiménez y col. 2002) 

 En Brasil se indica según reportes de datos obtenidos en el Municipio de Porto 

Alegre en el período de 1995 a 2002 que SA es el segundo agente etiológico de ETA en 

importancia. (Gotaardi. y col. 2006)  

 En Europa la situación es similar, en Francia los reportes indican que los estafilococos 

toxigénicos son la segunda causa de las enfermedades transmitidas por alimentos después 

de la  Salmonella,  sin embargo, se sabe muy poco acerca de las características de las cepas 

involucradas. (Kérouanton A y col. 2007)  

 En el Reino Unido fueron examinados las cepas de Staphylococcus aureus 

responsables de brotes entre 1969 y 1990en el Laboratorio de Higiene de alimentos   PHLS.  

El 79 % de estas resultaron ser productoras de una o más enterotoxina.  . La carne, la 

volatería o sus productos eran el vehículo en el 75 % de incidentes con el jamón y el pollo el 

más con frecuencia implicado. El setenta y un por ciento de las cepas de incidentes era 

lisados por fagos de grupo III o I/III.  (Wieneke y col. 1990)  

 En Polonia las infecciones e intoxicaciones por alimentos se registraron mostraron 

una incidencia media en el período 1998-2001 69,6/100.00. Entre los agentes etiológicos 

más frecuentes en los brotes esta, Staphylococcus aureus (10,0% de los casos). El principal 

vehículo de los alimentos y el agua son los brotes de diversas comidas preparadas (> 2) las 

materias primas de origen animal (29,2% de los casos), las comidas de huevos (27,6%).  

(Sadkowska y col. 2003) 

 En Italia  la investigación puso de relieve que estos organismos son muy comunes y 

constituyen un riesgo potencial para la salud de los consumidores.  (Normanno y col. 2005) 

 En España los brotes registrados por la Red de Vigilancia indican que SA es el 

segundo agente más frecuentemente reportado y confirmado en brotes de ETA (Hernández 

y cols.  1995) 
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 En Japón fueron reportados entre 1980 y 1999, 2.525 aislamientos de brotes 

alimentarios que involucraron 59.964 personas  con 3 muertes. Los alimentos involucrados 

fueron preparaciones típicas japonesas.  (Shimizu y col. 2000) 

 Todos los estudios demuestran que cada año se incrementa la morbilidad tanto de 

las EDA como de las ETA. Esto revela la ineficacia de las acciones sanitarias en esta decisiva 

área de la salud pública.  (Scott E.  2003) 

 En Argentina los datos existentes son escasos, entre los reportes consultados se 

destaca que SA es la segunda causa de ETA entre 1993 y 2001 en la provincia de Río Negro 

(Di Pietro S y col. 2004) 

 Los antecedentes que se analizaron en la  Provincia de Santa Fe son los vinculados a 

los hallazgos en el Departamento de Epidemiología del Ministerio de Salud, en laboratorios 

de Hospitales de la provincia y en el laboratorio de alimentos de la Agencia de Seguridad 

Alimentaria, del Ministerio de Salud de Santa Fe. La información disponible sobre los 

eventos vinculados a SA, es escasa y fragmentada por diferentes motivos que escapan a la 

intención del presente trabajo.  En este sentido se ha realizado un relevamiento de las 

siguientes fuentes: 

Laboratorios de Hospitales:  Se carece de información consolidada para este agente 

etiológico. Se tratan como eventos particulares y eventualmente se reportan 

científicamente si es importante el hallazgo. 

Epidemiología Provincial:  Se carece de información consolidada para este agente 

etiológico. Se reportan eventualmente los L2, C2 y se confeccionan los boletines 

epidemiológicos provinciales, de acuerdo al Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiológica, 

que especifica puntualmente los eventos a reportar. La intoxicación alimentaria 

estafilococica (SFP) se encuentra entre las Enfermedades Transmitidas por los Alimentos.  

Bromatología Provincial:  Se ha trabajado en diferentes casos y  brotes originados 

presuntamente por S A. En su totalidad se relevó información epidemiológica, y se 

analizaron alimentos vinculados al brote. 
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 El análisis del alimento en los brotes evaluados arrojó la presencia de Staphylococcus 

aureus coagulasa positivo.  La presencia de toxinas en el alimento o la producción de toxinas 

de las cepas aisladas no se realizan por protocolos de análisis reconocidos.  La falta de 

disponibilidad de los recursos tecnológicos necesarios (equipamiento y reactivos para la 

identificación de la presencia de toxinas o la existencia de genes productores de toxinas) 

impide la evaluación integral del evento.  La puesta en evidencia de enterotoxinas mediante 

pruebas biológicas (Dean  y col.1968 ; Duncan C y col 1968) se realizó eventualmente y en 

brotes específicos, con las debidas reservas.  

Marco legal de Epidemiología. 

 En nuestro país se define en 1960 con la sanción de la Ley 15.485 “De Notificaciones 

Médicas Obligatorias” (actualizaciones 1966 y 1979), un nuevo agrupamiento de 

enfermedades.  Posteriormente (en 1993) se revisaron los conceptos generales e 

instrumentos de vigilancia incorporando las Normas del Sistema Nacional de Vigilancia 

Epidemiológica. En esta legislación el concepto de Vigilancia Epidemiológica es “la 

recolección y análisis de los datos registrados en forma sistemática, periódica y oportuna, 

convertidos en información integrada estrechamente con su divulgación a quienes tienen la 

responsabilidad de intervención y a la opinión pública”.  Tiene el propósito de “identificar 

hechos sobre el estado de salud de las poblaciones con la finalidad de intervenir 

precozmente en el control de los problemas de salud y asimismo aportar conocimientos 

integrales para la planificación, ejecución y evaluación de las acciones en salud.  Dentro de 

sus objetivos están “lograr datos sobre eventos en la población y factores que la 

condicionan para luego facilitar la información para su utilización en forma oportuna” y 

“conocer de manera continua el comportamiento epidemiológico de las patologías 

seleccionadas sujetas a vigilancia para ejecutar medidas eficaces y oportunas de 

intervención”. 

 El Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiológica, (SI.NA.VE) esta conformado por 

subsistemas generales y específicos.  El Subsistema General, corresponde a la consolidación 

semanal de la información de enfermedades de notificación obligatoria con datos de 

laboratorio según corresponda. El Específico, comprende la notificación de enfermedades a 

través de fichas específicas (con información de laboratorio) y son : Parálisis fláccida, aguda, 

sarampión, meningitis, hantavirus, cólera, dengue, , tétanos neonatal, rabia, hepatitis, 
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paludismo, , brotes de enfermedades transmitidas por alimentos, infecciones hospitalarias, 

síndrome urémico hemolítico, botulismo, enfermedades respiratorias a través de unidades 

centinelas, diarreas virales y centros de referencia para enfermedades diarreicas. 

 El SI.NA.VE. presenta una lista de “Enfermedades Notificables” , indica  una 

modalidad de notificación y una periodicidad de esta.  Las intoxicaciones alimentarias son 

tomadas en conjunto y se detalla su notificación en el Manual de Normas y Procedimientos 

del Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiológica VIGI+A.   2000. Los brotes Intoxicación 

Alimentaria Estafilicocica deben ser notificados como “Toxiinfecciones Alimentarias”,  

definidos en sus aspectos generales  y particulares y notificados por el “Informe final de 

Brote”, el Informe Epidemiológico Semanal “C2” y el Informe Epidemiológico Quincenal 

“L2”.  Estas son las manera de notificación los eventos en cada hospital, allí están indicados 

los datos que se deben informar y la forma de hacerlo para que los datos puedan ser 

consolidados, informe epidemiológico o boletín epidemiológico.  En el anexo son 

presentados  los formularios utilizados 

 En el SI.NA.V.E. las fuentes de datos deben estar vinculadas a la información que  

requiere el objetivo de vigilancia.  Se deben considerar fuentes básicas (Hospitales, Centros 

de Salud, Unidades Centinelas, Laboratorios y Establecimientos Privados) junto a otras 

fuentes accesorias (Estadísticas Vitales, Estadísticas Hospitalarias, Datos Ambientales, 

Bancos de Drogas, Organismos Gubernamentales y no Gubernamentales, Medios de 

Difusión) 

 

IDENTIFICACIÓN 

 Para la determinación de la presencia de genes de enterotoxinas en Staphylococcus 

aureus el primer paso es el aislamiento e identificación del microorganismo en un alimento.  

Esto presenta varias dificultades debido a la gran distribución de S A.  a sus reservorios y a lo 

compleja de la matriz.  Esta ya sea de alimentos, superficies, ambiente o muestras clínicas, 

presenta usualmente contaminaciones que dificultan el análisis  del resultado.  Es por esto 

que se deben ser seguidos los procedimientos establecidos, cuando los haya acompañando 

a la muestra de la información necesaria. (ICMSF. 1999) 
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Muestras  

 Las muestras clínicas pueden variar en casi toda su extensión de tipo o clase, desde 

sangre, fluidos, hisopados, esputo, vómitos, materia fecal materiales  inyectables, prótesis, 

fomites, etc.   En el caso de alimentos se consideran de importancia aquellos ricos en 

proteínas y materias grasas,  productos cárnicos, productos lácteos, productos de 

pastelerías, helados.  Se debe tener en cuenta como muestra importante a los hisopados 

recogidos en superficies en contacto con alimentos así como también de los manipuladores. 

(orofaringe, lecho subungual fosas nasales, etc.).  (Pepe O y col. 2006) 

Medios de Cultivo 

 En alimentos, para la investigación de SA (aislamiento o recuento) se han propuesto 

diversos medios específicos. Estos difieren principalmente en los agentes selectivos entre 

los que se destacan telurito de potasio, cloruro de litio, azida sódica, glicina, 

concentraciones elevadas de cloruro de sodio y polimixina B.  En la actualidad se aceptan 

que los medios que contienen yema de huevo con algunos de los agentes selectivos 

producen una mayor recuperación unido a una fácil identificación de colonias presuntivas de 

S A.(ICMSF. 1999)  Se debe tener en cuenta que en ámbito del Control y fiscalización de 

alimentos se encuentra normado tanto las técnicas empleadas como los medios utilizados.   

En el laboratorio clínico no existen indicaciones metodológicas específicas, no obstante 

están aceptados protocolos muy difundidos   (Mc Faddin , 2003; Mandel GL, 2000) 

Metodología Analítica 

 En el laboratorio clínico, el procesamiento de las muestras, los medios de cultivo y el 

protocolo utilizado difieren en cada centro de salud.  En líneas generales se realiza un 

aislamiento en Agar Sangre de las muestra clínicas, donde se identifican las colonias 

características y se realizan las pruebas bioquímicas para su caracterización fenotípica. 

 En alimentos se utiliza el método de siembra sobre Agar de Baird Parker. (Código 

Alimentario Argentino, Ley 18284) (ICMSF, 1999), (FIL-IDF 145:1990), (FDA/BAM. 1995) 

(Bécquer Lombard y col. 1997)   A partir del cual se identifican y cuentan  las colonias típicas 

para referir el valor a una cantidad de muestra, ya sea en peso o volumen.  Las identificación 

de SA se basa en la demostración de la presencia de la coagulasa, considerando que existe 
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una correlación positiva entre la presencia de la misma y la virulencia del patógeno en 

humanos (Hernández Betancourt y col. 2005, Mac Faddin, 2003)  

Detección e Identificación de Enterotoxinas Estafilococicas  

 En principio se debe considerar que la producción detectable  de toxina se realiza a 

niveles altos de contaminación (106 ufc/gr) lo cual haría posible su control por prácticas 

seguras de elaboración de alimentos.  (Park  y cols., 1994) . La resistencia de la toxina a 

condiciones extremas de acitividad acuosa, temperatura, pH, etc aporta un grado de 

complejidad a los procedimientos  preventivos.  (Halpiny Marth, 1989).  

 La detección de enterotoxinas en alimentos y la enterotoxigenicidad de cepas de S 

aureus no esta taxativamente explicitado en la legislación alimentaria argentina (Código 

Alimentario Argentino, Anexos y Suplet – Ley 18284).  La investigación de la presencia de 

genes de enterotoxinas en cepas de S aureus aisladas, está poco difundida y se asume que 

las cepas productoras de coagulasa y termonucleasa son enterotoxigénicas (Dinges y cols . 

2000).  Sin embargo, la Food and Drug Administration (FDA) establece que la sola presencia 

de grandes cantidades de S aureus (coagulasa positivos) en los alimentos no constituye 

evidencia suficiente para incriminar un alimento como causante de toxi-infección, sino que 

es necesario además, evaluar la producción de enterotoxinas en los aislados.  Se debe 

considerar asimismo que existen sobradas evidencias que otras especies de Staphylococcus 

coagulasa positiva son productores de enterotoxinas, (Khambay y cols., 1994).  Por otro 

lado existen gran cantidad de reportes que indican que cepas de Staphylococcus coagulasa 

negativa son portadores de genes de enterotoxinas.(Bautista y cols., 1988)  

 La investigación de enterotoxina en alimentos  puede realizarse actualmente por:  

Inmunodifusión (según el Manual ICMSF segunda edición (1982).  Método de Casman y 

Bennett, 1965), ELISA (TECRA  Enterotoxin VIA o TECRA UNIQUE TM STAPHYLOCOCCAL 

ENTEROTOXIN) y  ELFA (miniVIDAS-bioMerieux).  

 Por otra, parte,  la producción de enterotoxina por un cultivo puro  puede ponerse 

de manifiesto por: Inmunodifusión (Manual ICMSF segunda edición,1982, por el Metodo de 

Cultivo en agar semisólido, detectándose las enterotoxinas por la Técnica de doble difusión 

en portaobjetos); y por Aglutinación de partículas de látex (Staphylase Test (Oxoid), Slidex 

Staph Plus Test (bioMerieux), Staphaurex Plus (Remel), Prolex Staph Latex (Pro-Lab).   
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 La confirmación de producción enterotoxinas de cepas de Staphylococcus, ya sea de 

interés alimentario, clínico o epidemiológico es de una gran importancia. Para esto se 

dispone de métodos fenotípicos y genotípicos. 

 Dentro de las caracterizaciones fenotípicas pueden citarse:  

Pruebas bioquímicas (Medios de cultivo individuales, o kits comerciales: API Staph de 

bioMerieux,  STAPH ID de Microgen, Rapid Staph Plus Panel , VITEK);   

Métodos inmunológicos (Aglutinación Staphylase Test (Oxoid), Slidex Staph Plus Test 

(bioMerieux, Inmunodifusión  , ELISA  TECRA, ELFA biomerieux). 

 Dentro de los métodos genotípicos se encuadran:  

Hibridación (GENE-TRAK® Staphylococcus aureus Assay - Neogen; VIT Staphyl (Vermicon) 

hibridación y fluorescencia;  

Reacción en cadena de la polimerasa (PCR convencional de punto final, PCR en tiempo 

real). 

Electroforesis en campo pulsado. 

Los métodos de investigación de enterotoxinas en alimentos tienen un grado de dificultad 

considerable aunque variable, debido a la complejidad inherente,  ya por lo costoso de la 

metodología o por depender de la disponibilidad de kits comerciales.  El método de 

referencia o “gold standar” es la doble inmunodifusión en gel (tipo Ouchterlony)  (ICMSF. 

1999).  Figura 8.  Debido a sus dificultades operativas, elevado costo y escasa disponibilidad 

de reactivos, la implementación en el país es muy limitada (de acuerdo a los datos relevados 

no se aplica en ningún laboratorio oficial ni privado). 

 La determinación de producción de enterotoxinas por una cepa pura se puede 

realizar por aglutinación pasiva reversa del látex (RPLA).  Esta técnica es sencilla y difundida 

pero con dificultades de disponibilidad comercial.  En esta prueba las enterotoxinas son 

identificadas por los anticuerpos específicos para cada una de las  cinco enterotoxinas 

preestablecidas: SEA, SEB, SEC, SED, SEE.  Se han reportado objeciones a esta técnica por  

presentar reacciones cruzadas entre SEB y los SECs y entre el  SEA y SEE.  Además están 

diseñados considerando solo una parte de las enterotoxinas probables (solo 5 tipos de 

enterotoxinas),  objeción cada vez más importante debido a reportes de brotes de 

intoxicación alimentaria estafilocócica originados por cepas que producirían más de una 

enterotoxinas y una o más no están contempladas en el protocolo de análisis. Se debe 
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considerar que su sensibilidad depende de un nivel de toxina significativo.  Actualmente su 

disponibilidad comercial es muy limitada. 

 

 

 

 

 

 

  Figura 8: Técnica de doble inmunodifusión en gel de agarosa  

 

 También se ha reportado el diseño y la utilización de diferentes tipos de pruebas 

biológicas, para poner en evidencia la existencia de enterotoxinas. (Arm y cols., 1965 ; Dean 

y cols., 1972 ; Moon Whipp,  1970 ;  Morris y cols., 1976 ; Cohen  y cols., 1978 ; De Boer y 

cols., 1999; Sesardic , 2002; Hu y cols.,  2003).   Estas pruebas, fueron diseñadas para 

diferentes enterotoxinas y emplean diferentes modelos animales (“ratones lactantes”,  

“asas de intestino en conejos”, etc.).   Si bien por su utilidad en determinadas circunstancias 

son ineludibles, pero debido a la complejidad que implica su realización y a las objeciones de 

conciencia que presentan no se instauran como rutina en el laboratorio.   Esta imposibilidad 

presenta un inconveniente para la evaluación apropiada de un “caso” o “brote de ETA” 

vinculado a S aureus, que a diferencia de otros agentes etiológicos, donde el desafío se 

encuentra en la identificación taxonómica precisa, en este caso se debe investigar la 

presencia de enterotoxina o la existencia de una cepa toxicogénica. 

 Actualmente la evaluación integral de un brote de toxiinfección alimentaria se 

realiza por la utilización del la electroforesis en campo pulsado PFGE. (Cha y cols., 2006 ; 

López y cols., 2008)   En esta técnica se genera patrones de restricción de gran tamaño, 

obtenidos al digerir el ADN de un organismo con endonucleasas de baja frecuencia de corte, 

que son separados mediante el procedimiento de electroforesis en un campo pulsante 

revelando el polimorfismo de los fragmentos generados.  Para S A la endonucleasa de 
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elección es SmaI,  que da tamaños comprendidos entre 1500 y 15 kb, y de fácil 

interpretación.  Al día de hoy tras la elaboración de un protocolo consenso para su 

aplicación (Munchan y cols.,  2003) se debe de considerar la  PFGE con SmaI como el 

marcador genético de elección (gold standard). El alto potencial discriminatorio permite 

subdividir los aislamientos bacterianos en relación con posibles situaciones de brotes 

epidemiológicos. 
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OBJETIVO.  

 El presente trabajo intenta dar una respuesta a una necesidad en el Laboratorio de 

Microbiología de Alimentos de la Agencia Santafesina de Seguridad Alimentaria, como es el 

de disponer de un herramienta eficaz y sencilla para establecer una relación entre un 

patógeno de transmisión alimentaria, Staphylococcus aureus, y una “intoxicación 

alimentaria estafilocócica”; intentando demostrar su responsabilidad en ese evento 

epidemiológico;  en el marco de una vigilancia epidemiológica activa e integrada, basada en 

el Laboratorio. 

 Considerando las dificultades planteadas en la individualización de 

estemicroorganismo como agente etiológico en un brote de enfermedad transmitidas por 

alimentos, entre las que se encuentran: Imposibilidad de disponer de pruebas bioquímicas 

que indique con exactitud la producción de toxinas del agente, frecuencia de agentes 

fenotípicamente identificados pero carentes de toxicidad, frecuencia de agentes 

taxonómicamente diferentes con toxicidad demostrada, imposibilidad de instrumentación 

de pruebas biológicas para demostración de toxicidad, la necesidad de considerar sólo 

relaciones epidemiológicas en un estudio epidemiológico de brote ; con una la legislación 

alimentaria no actualizada al respecto y con el fin sistematizar el trabajo se plantean,  los 

siguientes objetivos específicos: 

I) Aplicar una reacción basada en la Reacción en Cadena de la Polimerasa, para la 

detección de cepas de Staphylococcus aureus toxigénicos. Realizar una 

optimización para aplicarla como rutina analítica en un laboratorio de alimentos. 

II) Establecer relaciones (fenotípicas y genotípicas) entre cepas aisladas de alimentos, 

manipuladores y medioambientales. 

III) Realizar una propuesta metodológica de aplicación en el laboratorio de 

microbiología de alimentos, considerando el marco legal vigente (legislación 

alimentaria actual). 
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MATERIALES Y MÉTODOS  
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CEPAS Y AISLAMIENTOS DE S AUREUS 

Cepas de Stapylococcus aureus 

Las cepas incluidas en este estudio (ver Tabla 1) fueron colectadas en el Laboratorio 

de Microbiología de Alimentos, Agencia Santafesina de Seguridad Alimentaria –ASSAL- 

Ministerio de Salud (Santa Fe) durante un período de 5 años (2003-2008).  

Muestras período 2003-2008 Número 
Muestas de alimentos de rutina 5 

Muestras de alimentos de brotes de intoxicación alimentaria 9 
Muestras clínicas (hisopados de manipuladores, otras mtras. Clínicas) 3 

Total 17 
Tabla 1: Muestras de las cuales se aislaron las cepas del estudio. 

Controles 

En todos los ensayos se utilizaron, como controles positivos, cinco cepas salvajes 

productoras de enterotoxinas SEs. Se utilizaron como controles negativos repiques 

provenientes de cepas de S aureus no enterotoxigénicas (ATCC 25923 y ATCC 6538) cedidas 

por centros de salud. En el presente trabajo, las cepas fueron mantenidas a -20°C en medio 

con glicerol al 20%.  (Hajek V. 1976) 

Eventualmente para su recuperación y/o reaislamiento, las muestras fueron 

sembradas en Agar Triptona Soya o Agar Cerebro Corazón y Caldo Cerebro Corazón (BHI), 

los inóculos fueron incubados a 37 ºC, por  18/24 horas.  

Aislamientos 

Las muestras de alimentos fueron procesadas siguiendo el esquema de trabajo del 

Esquema 1, el cuál se fundamenta en la normativa vigente.  Las muestras de alimentos y 

conexos (envases, superficies de aparatos equipos, ambientes, etc) provenientes de la 

fiscalización de alimentos se procesaron por las técnicas oficiales recomendadas: Código 

Alimentario Argentino (Ley 18284, Norma FIL-ISSO 138/86, 145 A/97, ISO 6881-1; ICMSF, 

1999. International Commissión of Microbiological Specifications for Foods). 
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Preenriquecimiento y/o diluciones 

Caldo select para 
NMP  

Aislamiento selecivo en agar o Recuento por NMP  

Confirmación  

Alimento 

Enriquecimiento 
selectivo  

Recuento directo 

 

 

 

 

 

 

 

 

               Esquema 1: Esquema de búsqueda de S aureus 

En el preenriquecimiento y diluciones  se utilizó Agua Peptonada (o el más apropiado 

de acuerdo a la naturaleza del alimento: Ringer, Butterfield, Agua Peptonada Tamponada) 

En el enriquecimiento selectivo o Número Más Probable (NMP) el usado y 

aconsejado, es el Caldo Giolitti Cantoni (GC) con telurito de potasio al 0.005% y tapón de 

parafina.  

En los aislamientos se pueden utilizar distintos agares (Agar Kranep, Agar Difosfato 

de Fenolftaleína y Polimixina, Agar Leche Sal, Agar Manitol Salado, Agar Vogel Jonson). 

Figura 1.   El medio recomendado actualmente, Baird Parker, contiene yema de huevo como 

agente de identificación y telurito de potasio además como agente selectivo.  Las colonias 

de estáfilococos en Baird Parker son negras redondas de bordes lisos, convexas 2 o 3 mm 

con borde blanco fino opaca y un halo claro. Este halo característico originado por la 

lipovitelina del huevo (zona de aclaramiento alrededor de las colonias) se le suma un 

precipitado blanco dentro de la zona de aclaramiento por formación de sales de calcio y 

magnesio de los ácidos grasos liberados. La coloración negra o gris oscura es producto de la 

reducción del Telurito a Teluro.  Se deben considerar el tipo de alimento analizado y la 

posible contaminación de este para el cálculo de las diluciones apropiadas y efectuar un 

correcto conteo de las  unidades formadoras de colonias.  Según el tipo de alimento se 

puede utilizar la siembra directa de 0,5  a 1 ml.  
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Caldo Giolitti Cantón           Medio Chapman          Agar Vogel Johnson           Agar Baird Parker  
 

Figura 1: Medios utilizados para Staphylococcus 

 

Caracterización fenotípica de las cepas 

Las pruebas bioquímicas se realizaron a partir de un aislamiento de Agar BHI 

incubado a 37ºC durante 24 hs en aerobiosis. Los cultivos fueron incubados en aerobiosis 

por 48 hs a 35ºC excepto especificación.  Sobre los aislamientos obtenidos  se realizaros las 

siguientes determinaciones: presencia de catalasa, coloración de gram, presencia de DNAsa 

(Merck) y coagulasa (Merck). (Imágenes presentadas en la Fig. 2) 

 
 
 
 
 
 
  

      Coagulasa Prueba de la Dnasa 

 

     Figura 2 

 

Posteriormente con el fin de realizar una caracterización fenotípica de las cepas 

obtenidas se  realizaron las pruebas bioquímicas que figuran en la Tabla 2, (Mac Faddin. 

2003 ; BEHME y col 1996).  Las pruebas bioquímicas típicas de S aureus que se utilizaron se 

citan a continuación con las imágenes correspondientes. No figuran las pruebas que 

comparten todo el género Staphylococcus. En la Fig. 3 pueden observarse imágenes típicas 

de algunas de estas pruebas. 

 
 
 
 
 
 

       
 
    Prueba de Acetoina            Producción de nitrato Fermentación de azúcares 
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Figura 3 

 

 

Pruebas 
S aureus 

Sub aureus 

Schleiferi 

Coagulans 

Hyicus Intermedius Delphyni 

DNAsa + + + + - 
Voges Proskauer + + - - - 

Reducción de Nitrato + + + + + 
Urea + + - + + 
PYR - + - + + 

Maltosa + - - V + 
Lactosa + V + V + 
Manitol + - - - + 
Manosa + + + + + 

Trehalosa + - + + - 
Sucrosa + - + +  

 

Tabla 2:   Cepas de Staphylococcus  más relevantes vinculadas a brotes de toxiinfección alimentaria 

 

DETECCIÓN DE GENES PRODUCTORES DE ENTEROTOXINAS ESTAFILOCOCICAS POR 

MULTIPLEX PCR  

Aislamiento de ADN genómico 

En la obtención del ADN de cada cepa estudiada se intentó aplicar una metodología 

que sea “simple” y a la vez “eficaz” en la obtención de ADN de calidad para ser utilizado 

posteriormente. En este sentido se analizaron tres metodologías: Extracción de ADN por 

calor, utilización de detergentes y un método comercial (Wizard). 

  

a) Lisis en Agua por calor: Es el más simple de todos, se propone extraer el ADN bacteriano 

por una lisis por calor. Se tomaron de cada cepa estudiada 5-10 colonias, que fueron 

resuspendidas en 150 µl de agua bidestilada y calentadas durante 15 minutos a 100°C. 

Posteriormente los tubos se centrifugaron a 10.000 g durante 10 minutos.  El sobrenadante, 

recogido en un tubo nuevo, se utiliza como templado en la reacción de PCR y se puede 

almacenar a -20°C . (Zhang  y col.  2005,  Mayoral y col. 2005) 
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b) Extracción con Triton al  1%: Se utilizó un cultivo fresco en caldo del cual se parte para 

extraer el ADN del pellet de bacterias.  Una colonia fue suspendida en 5 ml de Caldo Cerebro 

Corazón y cultivada durante 24 hs  a 37°C.  Se centrifuga posteriormente el caldo 

descartándose el sobrenadante. Se resuspende el pellet celular en 150 µl de Triton X100 al 

1% en buffer TE 10:1 pH 8 (10mM Tris-HCl,  1mM EDTA pH 8), y se  incuba durante 15 

minutos a 100 °C.  Posteriormente se centrifuga a 12.000 g durante 10 minutos.   El 

sobrenadante recogido  se utilizó como templado en la reacción de PCR. 

c) Wizard DNA Genomic Kit (Promega): Las extracciones de ADN fueron realizadas según 

las instrucciones del fabricante. 

Oligonucleótidos primers o Cebadores 

Las secuencias de los oligonucleótidos primers utilizadas son las propuestas por Naresh 

Sharma (Sharma y col., 2000) y fueron diseñadas para alinearse con las secuencias de ADN 

publicadas de los genes de enterotoxinas de sea, seb, sec, sed, see. (Bayles y Iandolo, 1989 ; 

Betley y Mekalanos, 1988 ; Bohach y Schlievert, 1987 ; Couch y col., 1988 ;  Jones y  Khan, 

1986).  El protocolo propuesto permite la detección de genes que codifican para estas 

enterotoxinas utilizando un Primer Universal “forward” que se aparea a una región 

5´conservada y 5 primers “reverses” específicos para cada una de 5 genes individuales que 

codifican cada una de las enterotoxinas (sea, seb, sec, sed, see)  en una sola reacción de 

amplificación (Multiplex PCR).  Los primers fueron sintetizados por Integrated DNA 

Tecnologies, INC., (Miami, FL 33102-5743). La secuencia de los oligonucleótidos primers 

utilizados, su locación, descripción y tamaño de fragmentos que generan  se muestran en la 

Tabla 3. 

Nombre del Primer 
y tamaño 

Descripción Secuencia Nucleótidica 
Locación  en el  

gen  (x) 
Producto 

de PCR 

SA-U  (20) 
Primer universal 

forward 
5´-TGTATGTATGGAGGTGTAAC-´3 - - 

SA-A  (18) 
Reverse primer para 

sea 
5´-ATTAACCGAACGTTCTGT-´3 639-657 270 pb 

SA-B  (18) 
Reverse primer para 

seb 
5´-ATAGTGACGAGTTAGGTA-´3 564-562 165 pb 

ENT-C  (20) 
Reverse primer para 

sec 
5´-AATTGTGTTTCTTTTATTTTCATAA-´3 485-510 102 pb 

SA-D  (20) 
Reverse primer para 

sed 
5´-TTCGGGAAAATCACCCTTAA-´3 676-696 306 pb 

SA-E  (16) 
Reverse primer para 

see 
5´-GCCAAAGCTGTCTGAG-´3 584-600 213 pb 

Tabla 3. Detalles de los primers y sus amplicones 
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Amplificación de ADN in vitro por la Reacción en Cadena de la Polimerasa 

Preparación de la Master Mix 

En una primera instancia se utilizaron reactivos individuales según el protocolo 

señalado a continuación. En recipientes apropiados (microtubos), aptos para PCR, se 

colocaron los reactivos en cantidad necesaria para el numero de muestras a analizar.  El 

volumen final usado fue de 25 μl.  Se utilizó en cada reacción un control positivo (cepas 

productoras de enterotoxinas), un control negativo (cepas de S aureus no productora de 

enterotoxina) y un control interno de reacción (IAC).   La reacción de PCR se llevó a cabo en 

un volumen final de 25 μl, conteniendo 5 μl del 5X Green GoTaq Buffer pH 8.5 (Promega 

Corp, USA),  dNTPs 100 μM, MgCl2  2.5 mM , 0.4 μM de cada primer (SA-U, SA-A, SA-B, SA-

C, SA-D y SA-D), Taq DNA Polimerasa (2.5 U/100 μl de reacción) y 2.5 μl de la muestra de 

ADN (Tabla 4).  durante la preparación de la Master Mix se colocaron los tubos y los 

reactivos a utilizar en un baño a 4°C.  Se homogenizaron cuidadosamente todos los 

reactivos y se adicionaron en un tubo (rotulado MM) en volumen necesario.   

Reactivo 
Concentración 

Inicial 
 

Concentración final 

Volumen por tubo (µµµµl) 
H20 destilada - 12,5 - 
5X Buffer PCR 5x 5,0 1x 

dNTPs 1 mM 2.5 100 μ M 
MgCl2 25 mM 1.0 2.5 mM 

Mezcla de Primers 10 μ M c/u 1,0 0.4 μ M 
Taq DNA pol 5 U/ μ l 0.75 2.5 U/100 μ l 

Templado  2,5  
Tabla 4     MasterMix con reactivos individuales 

 

En una segunda etapa se evaluó la posibilidad de utilizar una mezcla de reactivos 

para PCR preparada comercialmente con el fin de analizar la viabilidad de la sencillez 

propuesta. Cuando se utilizó la Master Mix Comercial (GoTaq Green MasterMix) la reacción 

de amplificación (25 μl) se preparó con 12.5 μl del 2X GoTaq Green MasterMix Buffer (pH 

8.5), conteniendo Taq DNA Polimerasa con dNTPS y  MgCl2 en concentraciones finales de 

200 μM y 1.5 mM, respectivamente, 0.4 μM de cada primer (SA-U, SA-A, SA-B, SA-C, SA-D 

y SA-D) y 5 μl de la muestra de ADN (Tabla 5) 
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Reactivo Concentración Inicial Volumen por tubo (µµµµl) 

Master Mix 2X 12,5 
Agua Destilada - 6,5 

Mezcla de Primers 0,4 μ M c/u 1,0 
Templado  5,0 

Tabla 5. Master Mix comercial 

 

 

Mezcla de Primers 

Se utilizaron en principio de forma individual con una concentración de trabajo final 

de 10  mM para cada uno (sau, sea, seb, sec, sed, see). Posteriormente se probó el uso de una 

mezcla de todos los primers con la misma concentración individual final. 

Programa de Ciclado 

El programa de ciclado utilizado fue una modificación del propuesto originalmente 

por N Sharma (2000) , con el fin de adecuarlo a las condiciones de trabajo (Tabla 6). 

Ciclo Paso Temperatura (°C) Tiempo 
1 1 95 5 min 

2-30 
1 95 15 sec 
2 50 30 sec 
3 72 30 sec  

31 4 72 2 min 
Tabla 6. Programa de ciclado 

Control de amplificación 

Control Interno de Amplificación (IAC): Para  asegurar la calidad de la muestra 

amplificar, se debe utilizar un control de amplificación en cada mezcla de reacción de PCR, 

el “IAC”.  Es una secuencia de ADN presente en el mismo tubo de reacción, que es 

coamplificada simultáneamente con el extracto de ADN obtenido de la muestra problema. 

Este IAC no compite por los primers de la reacción (no competitivo), ya que el blanco de 

amplificación en nuestro caso son secuencias conservadas del rARN 16S.   

Detección de ADN amplificado. Análisis de los productos de amplificación 
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Finalizada la reacción de amplificación se analizaron los productos formados por 

electroforesis horizontal (Cuba electroforesis horizontal y fuente BioRad) en un gel de 

agarosa (Promega) al 2% en presencia de Bromuro de Etidio (Promega) 0.5 μg/ml.  Una 

alícuota de 12,5 ul del producto amplificación se corrió en un campo de 80 V por espacio de 

1 hora o hasta la resolución deseada.  Los geles fueron visualizados en un transiluminador 

UV (UVP). Las imágenes se captaron en una cámara digital (Kodac 35S). Se utilizó un 

marcador de tamaño molecular en cada corrida. (Cincuenta Marker Promega) 

 

Confirmación de  productos de amplificación  

Analisis in silico: 

A fin de  Seleccionar la/s enzima/s de restricción más apropiada/s para realizar una 

digestión de los amplicones obtenidos en la Multiplex-PCR para las SE, se realizó un análisis 

de las correspondientes secuencias, asistido por programas bioinformaticos con los 

servicios on line Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) y NEBCutter V2.0 

(http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php).  

Digestión de acidos nucleicos con enzimas de restricción 

Las enzimas de restricción (endonucleasas de restricción) son enzimas que 

reconocen secuencias cortas y específicas (a menudo palindrómicas ) de ADN, catalizan el 

clivaje de los ácido nucleicos de doble cadena en sitios que caen dentro o en las adyacencias 

del sitio de reconocimiento. Este clivaje es llevado a cabo incubando la muestra con una o 

varias enzimas en las condiciones de reacción apropiadas (buffer de reacción, temperatura 

tiempo, etc).  Para la reacción de digestión tradicional, a escala  analítica, se lleva a cabo en 

un volumen de 20 ul con 0,2-1,5 ug del de ADN como sustrato usando un exceso de entre 2 a 

10 veces la cantidad de enzima a digerir. Se uso el protocolo descrito en la Tabla 7. 

Tabla 7. Digestión con enzimas de restricción, condiciones de reacción. 
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Una vez agregados todos los componentes, se mezcla suavemente, se centrifuga 

brevemente y se incuba a temperatura óptima durante 1-4hs.  Los productos obtenidos se 

analizan por electroforesis en el soporte más apropiado de acuerdo al tamaño esperado de 

los fragmentos de digestión. 

Además se probó una metodología simplificada para la cual se adicionó 1 ul de 

enzima directamente en la reacción de amplificación, incubando a la temperatura de 

trabajo de la enzima.  

El análisis de los productos formados se lleva a cabo por electroforesis en un gel de 

agarosa al 3 % en presencia de 0,5 ug/ml de Bromuro de Etidio.  Se comparó el tamaño de 

las bandas generadas con los patrones de tamaño molecular apropiados.  

 

Componente Cantidad (vol o masa) 
Agua destilada estéril 20 ul 

10X buffer 2 ul 
Albúmina sérica bovina acetilada, 10 mg/ml 0,2 ul 

ADN a digerir 1 ug 
Mezclar pipeteando suavemente 

Enzima de restricción 10 U/ul 0,5 ul 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN  
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La determinación del tipo de enterotoxina estafilocócica, aporta, en principio, una 

historia rica e importante para el estudio microbiológico, epidemiológico, clínico, 

alimentario y medio ambiental. La instrumentación de una rutina con metodologías 

moleculares que relacionen genéticamente diferentes cepas, su fenotipo y antibiotipo con 

el tipo de enterotoxina que producen, puede aumentar significativamente nuestro 

conocimiento de los eventos epidemiológicos producidos por una cepa en particular. 

En nuestro país, ante la presentación de un evento epidemiológico que tiene como 

presunto responsable a Staphylocccus aureus (S A) y con el fin de analizar lo ocurrido, se 

deben realizar diferentes tipos de acciones, previstas ya sea en la legislación alimentaria 

como en la epidemiológica.  En lo referente a alimentos, esta legislación exige:  ausencia del 

microorganismo en algunos alimentos (para niños y lactantes, crema chantilly, algunos 

productos dietéticos), aceptación de valores preestablecidos (productos lácteos, productos 

cárnicos, caldos deshidratados, etc.). (Ley 18284, Anexos y Supletorios- Código Alimentario 

Argentino.  www.anmat.gov.ar).  Se asume que las cepas productoras de coagulasa y 

termonucleasa son enterotoxigénicas, vinculándose una probable contaminación con 

niveles elevados de S A coagulasa positivo.  (Dinges y cols . 2000)  Sin embargo, en la misma 

legislación, no se señala específicamente la búsqueda de enterotoxinas estafilocócicas.  La 

Food and Drug Administration (FDA) establece que la sola presencia de grandes cantidades 

de S A coagulasa positivos, en los alimentos no constituye evidencia suficiente para 

incriminar un alimento como causante de toxiinfección alimentaria, sino que es necesario 

además, evaluar la producción de enterotoxinas en los aislamientos. (FDA/BAM.  8th 

Chapter 13) 

Asimismo, en la normativa epidemiológica establecida en el Sistema Nacional de 

Vigilancia Epidemiológica, (SI.NA.VE) y sus subsistemas generales y específicos, se detalla 

una lista de “eventos” a vigilar, una modalidad y una periodicidad de notificación. Las 

intoxicaciones alimentarias estafilococicas, se encuentran dentro del listado de 

Enfermedades Notificables para el SI.NA.VE., como Toxiinfecciones alimentarias. Se 

encuentra definida en sus aspectos generales y particulares y deben ser informadas como 

“Informe final de Brote”. En los Informes periódicos (Informe Epidemiológico Semanal “C2” 

e Informe Epidemiológico Quincenal “L2”), se cuentan los eventos que cada efector de salud 

debe informar para que los datos puedan ser consolidados,  en un informe o boletín 

epidemiológico.  (Manual de Normas y Procedimientos del Sistema Nacional de Vigilancia 
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Epidemiológica VIGI+A).  Por no estar desagregada, no se pueden conocer los datos 

específicos vinculados a los brotes de intoxicación alimentaria estafilocócica. Además la 

disponibilidad de los datos referentes a toxiinfecciones alimentarias es inconstante. 

En el aspecto clínico, ya sea en un “caso” o en un “brote”, los laboratorios de los 

efectores públicos de salud (dispensarios, hospitales, etc.), no siguen una norma 

preestablecida para el aislamiento e identificación del organismo responsable.  En los 

laboratorios consultados, se aplican procedimientos de consenso avalados por organismos 

nacionales o internacionales o por la bibliografía disponible.  No obstante de disponer de 

información epidemiológica, en las determinaciones rutinarias de Staphylococcus, se 

determina presencia de coagulasa, eventualmente un número variables de pruebas 

bioquímicas y su antibiotipo correspondiente. (ICMSF,  1999 ; Mac Faddin, 2003) 

En este contexto y más allá de la toxigenicidad de Staphylococcus aureus, se deben tener en 

cuenta las publicaciones de reportes de cepas enterotoxigenicas de Staphylococcus 

coagulasa negativas como S cohnii, S xilosus, S haemoliticus y S epidermidis (Bautista y cols. 

1988,  Lammler  1991, Rapini y cols. 2005). Por otro lado existe sobrada evidencia que otras 

especies de Staphylococcus coagulasa positiva son productores de enterotoxinas, como el S 

hyicus y S intermedius, siendo este último implicado claramente en brotes de intoxicación 

alimentaria (Khambay y cols .1994).  Teniendo en cuenta además la existencia de cepas de S 

A que no producen enterotoxinas, se debería plantear un análisis más profundo sobre la 

etiología de las intoxicaciones alimentarias estafilococicas a la luz de las metodologías 

disponibles. 

Es importante señalar que cepas con caracteres de virulencia particulares, ya sea por 

poseer resistencia a antibióticos o genes de enterotoxinas, pueden transferirse a la 

comunidad desde nichos ecológicos animales o medioambientales. (Pepe y cols.,  2006; 

Archer,  1998).  Según reportes de brotes se debe tener en cuenta la adquisición de 

patologías con cepas de origen hospitalario con caracteres de virulencia (Jones y cols., 2002 

; Figueroa y cols., 2002).  Se debe considerar que los factores de virulencia en 

Staphylococcus están en caracteres genéticos móviles (Kluytmans y cols., 1997 ; Fueyo 

Mendoza,  2008; Yarwood y cols., 2001) 
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Ante la presencia de una Toxiinfección alimentaria, con una probable definición de 

intoxicación alimentaria estafilocócica, se debe demostrar la existencia de enterotoxinas en 

los alimentos vinculados al brote o, en su defecto, la presencia de genes de enterotoxinas en 

las cepas aisladas, junto con un relevamiento epidemiológico.  Para tal fin se dispone de 

diferentes metodologías con dos objetivos principales: determinar las enterotoxinas 

existentes en alimentos o determinar la producción de toxina (existencia de genes de 

toxina) de las cepas aisladas. 

Los métodos de investigación de enterotoxinas disponibles tienen un grado de 

dificultad considerable aunque variable. Debido ya sea a la complejidad inherente o por lo 

costoso de la metodología.  El método de la doble inmunodifusión en gel (gold estándar), 

debido a las dificultades operativas para su implementación y elevado costo no esta 

disponible en el país.   La determinación de producción de enterotoxinas por aglutinación 

pasiva reversa del látex (RPLA) aunque sencilla presenta dificultades operativas y de 

disponibilidad comercial.  Los procedimientos basados en ELISA y ELFA , si bien están 

disponibles y su costo es relativamente accesible, presentan una complejidad de 

implementación rutinaria que hace limitado su uso y alcance.  La utilización de pruebas 

biológicas, para poner en evidencia la existencia de enterotoxinas,  debido a la complejidad 

que implica su realización y a las objeciones planteadas no representan una opción real.  Por 

esto,  la elección se limita a la utilización de técnicas genéticas basadas en la reacción en 

cadena de la polimerasa (con dos variantes de importantes de señalar: la reacción de PCR 

individual  o la Multiplex-PCR) para la identificación de genes productores de enterotoxinas 

y la utilización de la electroforesis en campo pulsado PFGE en la evaluación integral de un 

brote de toxiinfección alimentaria  (Cha y cols., 2006 ; López y cols., 2008) 

La determinación de producción de enterotoxinas en una cepa pura por PCR, por su 

sencillez, relativamente baja complejidad operativa (disponibilidad de equipamiento) y 

económicamente accesible (disponibilidad de recursos), la convierte en una metodología de 

elección.  Esta metodología permite poner de manifiesto la producción de toxina por una 

cepa determinada y realizar una aproximación en la relación  genética de distintas cepas 

aisladas en un brote. Ofrece la posibilidad de detectar secuencias específicas de un gen por 

la amplificación de DNA deseado y permite la incorporación de nuevos genes, aún bajo 

análisis.  Diferentes autores han reportado el diseño de reacciones de PCR para toxinas 

estafilococicas, (Johnson y cols., 1991, Tsen and Chen, 1992, Bohach y cols., 1990) Estos 
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utilizan sistemas individuales o múltiples pero no cubren simultáneamente el espectro de 

los 5 genes de enterotoxinas más investigados.  A fin de aportar herramientas diagnósticas 

útil para nuestro laboratorio y en base a la información científica disponible, en el presente 

trabajo nos propusimos aplicar una metodología de identificación molecular de cepas de S 

A utilizando ensayos de Multiplex PCR. 

Luego de realizar un análisis de la bibliografía relativa al uso de ese tipo de 

estrategias para la detección de S A, decidimos basarnos en un protocolo publicado por 

Sharma y cols. (2000) sobre el cual realizamos modificaciones con el objetivo alcanzar 

beneficios en términos de practicidad sin sacrificar especificidad ni sensibilidad. El trabajo 

original implicaba la extracción de ADN bacteriano por un laborioso procedimiento que 

utiliza agentes caotrópicos, detergentes, enzimas líticas y tierras de diatomea,  seguido de 

la amplificación por PCR empleando como cebador directo (forward) un oligonucleótido que 

se aparea en una región conservada en los genes de todas las enterotoxinas conocidas y 5 

cebadores reversos, cada uno especifico para cada una de las 5 toxinas de interés (A-E). 

Finalizada la amplificación, se realizaba una purificación de los amplicones obtenidos y una 

digestión con las enzima de restricción Rsa y MboI..  Finalmente, el análisis de los productos 

obtenidos se lograba por una separación electroforética en un gel de agarosa coloreado con 

bromuro de etidio.  

A partir del análisis critico de este protocolo, nuestros esfuerzos estuvieron 

inicialmente dirigidos a evaluar alternativas relativas a : a) el proceso de extracción de ADN 

bacteriano, b) las condiciones de amplificación y  c) la reacción de digestión. Una vez 

seleccionadas condiciones que consideramos como las mas apropiadas en nuestros 

ensayos, nos abocamos a la aplicación de esta metodología para analizar molecularmente 

cepas de S A aisladas de alimentos y brotes de intoxicaciones alimentarias.    

Para el paso de extracción del ADN bacteriano se probaron 3 variantes: a) Lisis por 

calor de colonias bacterianas resuspendidas en agua estéril, b) Lisis por calor de colonias 

resuspendidas en buffer TE conteniendo Tritón X-100 al 1 % y c) extracción con un equipo 

comercial (Wizard Genomic DNA purification kit). La Fig. 1. muestra los resultados de las 

amplificaciones por PCR, a partir de ADN de una cepa control de S A  (portadora del gen SE-

A) obtenidas por los 3 protocolos utilizados. En todos los casos, la extracción realizada por 

lisis por calor en agua rindió una banda del tamaño esperado, con resultados similares (o de 
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mejor calidad) que la extracción en presencia de Tritón X-100 o con el equipo comercial. En 

consecuencia, debido a la simplicidad en el procedimiento (solo se utiliza agua para 

resuspender las colonias, el tiempo insumido es menor), decidimos utilizar este 

procedimiento en todos los ensayos posteriores (Fig 1.). 

 

 

 

 

Figura 1. Evaluacion de diferentes protocolos de extracción. PCR para ST-A a partir de 
ADN extraído con: 1, TE 10:1 pH 8.00 + Triton X-100 1%, 2, Agua estéril a ebullición, 

3, equipo comercial (WIzard genomic DNA purification kit). 

Una vez seleccionada la manera de realizar la extracción de ADN bacteriano, el paso 

siguiente fue el de analizar algunas condiciones de la reacción de amplificación por PCR 

para los genes de las distintas SE. 

En primera instancia, se evaluó el efecto de la concentración de dNTPs sobre la 

reacción, para lo cual se utilizaron cantidades  crecientes de los mismos, desde 40 a 120 uM.   

La figura 2 muestra una imagen típica de estos ensayos trabajando con una cepa productora 

de SE-A, en los cuales la mayor señal fue encontrada para una concentración de dNTPs igual 

a 100 uM. En concordancia con otros autores, con concentraciones en defecto se produce 

una disminución en el rendimiento del producto formado. En forma opuesta, con dNTPs en 

exceso puede observarse una disminución en la señal esperada pero debido, 

fundamentalmente, a que se favorece la formación de productos no deseados, 

comprometiendo la especificidad del ensayo. 

 

 

Figura 2. Efecto de la concentración de dNTPs sobre la reacción de amplificación. Concentración final de dNTPS: 
1, 120mM; 2, 100 mM; 3, 80 mM; 4, 60 mM; 5, 40 mM. 

De forma similar se diseñó una experiencia semejante para conocer la concentración 

de MgCl2  más apropiada para esta reacción.   En este caso se testearon concentraciones de  
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MgCl2 que van desde 1,0 a  3,0 mM.   En nuestros ensayos, la mayor señal fue obtenida 

cuando la concentración de MgCl2 en el medio fue 2.0 mM. (Figura 3).   

 

 

Figura 3. Efecto de la concentración de sobre la reacción de amplificación.  

Concentración final de Mg Cl2: 1, 3.0 mM; 2, 2.5  mM; 3, 2.0  mM; 4, 1.5 mM; 5, 1.0 mM. 

Resultados similares en cuanto a las concentraciones óptimas de MgCl2 y dNTPs 

fueron encontradas con todas las cepas disponibles  usadas como referencia (datos no 

ilustrados) 

Una vez seleccionados los parámetros anteriores (extracción de ADN, 

concentraciones de dNTPs y MgCl2), se evaluó la perfomance del ensayo en el análisis de 

distintas muestras de aislamientos de S A obtenidas en nuestro laboratorio. La Fig. 4 es una 

imagen representativa de amplicones generados a partir de distintas muestras de ADN de 

S. aureus aislados en distintos procedimientos realizados en la región.  

 

 

 

 

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de productos de amplificación por Multplex PCR de 
genes de Enterotoxinas de Saureus .  Calles: A, B, C, D y E, Enterotoxinas A, B, C, D y E, 

respectivamente. Calle M: Marcador de Tamaño Molecular ( BenchTop 100bp DNA Ladder, Promega, 
USA). 

 En esta experiencia se pueden visualizar los fragmentos de amplificación 

correspondientes a los cinco genes de toxinas analizados, con tamaños que se corresponden 

con lo esperado, según lo publicado en bibliografía y a un analisis previo in silico. 

A fin de confirmar la especificidad de la Multiplex PCR utilizada, se programó 

someter los productos de amplificación a una digestión con enzimas de restricción,  
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Previo al desarrollo experimental, se realizó un análisis in silico a fin de conocer los 

sitios de corte teóricos en cada uno de los amplicones bajo estudio. La Tabla 1 y la Figura 5 

muestran los resultados del análisis teórico para la enzima de restricción seleccionada (Rsa I)  

Gen de Toxina 
Sitio de Corte 

(Posición) 
Tamaños de 
fragmentos 

sea 98 172 y 98 pb 
seb 107 107 y 58 pb 
sec 65 65 y 37 pb 
sed 83, 137 166, 83 y 54 pb 
see 7, 59, 98, 7, 39, 52 y 115 pb 

  Tabla 1. Análisis teórico de la acción de la enzima de restricción Rsa I.  
 

sea  

 
 
 
 
 
seb  
 
 
 
 
 
sec2 

 
 
 
 
 
sed 

 
 
 
 
 
see  
 
 
 
 
 

Figura 5.  Genes de enterotoxinas amplificados , sitios de corte con las enzima Rsa I 
y fragmentos generados. 

Un dato interesante surgido de este análisis teórico fue el hecho de que el amplicón 

de la Enterotoxina E (SEE), también presentaría sitios de corte para la enzima RsaI, situación 

que no fuera indicada en el trabajo original de Sharma y cols. ( 2000). En consecuencia, una 

vez realizado el análisis anterior, se procedió a realizar experimentalmente la digestión de 

los productos obtenidos. La Fig. 6 es un ejemplo de los ensayos de digestión con Rsa I,  en el 

que se puede observar el resultado del corte de los amplicones con la enzima mencionada. 

98 17

10 58 

65 37 

83 16

52 11

54 

39  7 
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La electroforesis en geles de poliacrilamida brindaría mayor resolución, sobre todo para los 

fragmentos menores a 100 pb pero, debido a su practicidad, se decidió realizar los ensayos 

en geles de agarosa.  

A partir de estos ensayos pudimos constatar experimentalmente que, como había 

predicho en el análisis in silico, la enzima RsaI también es capaz de digerir  el fragmento 

resultante de la amplificación del gen see. Esto es un dato importante  dado que una sola 

enzima puede ser utilizada para el análisis de 5 genes de enterotoxinas de S A distintos. 

Además, esto es otra diferencia importante en relación a lo propuesto en el trabajo de 

Sharma y cols. (2000), en el cual se propone RsaI para digerir los amplicones de las 

enterotoxinas A-D y  MboI para digerir el amplicón de SEE.  

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa al 3% de productos de amplificación por Multplex PCR de 
genes de Enterotoxinas de Saureus, digeridos con enzimas de restricción .  Calles: 1, 2, 3 ,  4 y 5, 

amplicones de  Enterotoxinas A, B, C y  D, respectivamente,  digeridos con Rsal; Calle M: Marcador de 
Tamaño Molecular ( BenchTop 100bp DNA Ladder, Promega, USA). 

En los primeros ensayos, las reacciones de amplificación fueron sometidas a pasos 

de extracción previos a la incubación con la enzima correspondiente.  En experiencias 

subsiguientes, se analizó la posibilidad de realizar la incubación con la enzima de restricción, 

directamente en el medio en el que se realizó la amplificación in vitro, sin ningún 

tratamiento previo. La Figura 7 muestra los resultados alcanzados al comparar ambas 

alternativas de trabajo.  
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Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa al 3% productos de amplificación por Multiplex PCR de genes de 
Enterotoxinas de Saureus, digeridos con enzimas de restricción ..  Calles: 1, Amplicón del gen de Enterotoxina A 

(270 pb); 4,  Amplicon del gen de Enterotoxina B (165 pb); Calles 2 y 3, amplicones de Enterotoxinas A y B, 
respectivamente, digeridos con Rsal, previo paso de extracción; Calles 5 y 6, amplicones de Enterotoxinas A y B, 

respectivamente, digeridos con Rsal directamente en la reacción de PCR. Calle M: Marcador de Tamaño 
Molecular ( Cincuenta Marker, Biodynamics, Argentina) 

 

Puede observarse que al digerir los productos formados directamente en el tubo de 

reacción de PCR, sin ningún paso intermedio se obtuvo un perfil similar al de la digestión 

con pasos previos de purificación tal como estuvo propuesto por Sharma y cols. (2000). 

Considerando que la endonucleasa utilizada no presentó ninguna aparente perdida o 

disminución de su actividad en el medio de reacción de amplificación, en todos los ensayos 

siguientes, las digestiones fueron realizadas sin el paso adicional de purificación.  

Una vez que encontramos factible lograr una amplificación de fragmentos de genes 

de enterotoxinas de S A utilizando la Multiplex PCR y a fin de avanzar en la estandarización 

del ensayo, decidimos evaluar el uso de una master mix comercial conteniendo (además de 

la enzima ADN polimerasa) dNTPs y MgCl2 en concentraciones similares a las encontradas 

como optimas en la PCR “casera” (o made in house). En la Figura 8 puede verse que 

obtuvimos un mejor rendimiento, sin perdida en especificidad, cuando utilizamos la master 

mix comercial en comparación con la master mix “casera”. Además, hay que considerar una 

ganancia adicional en practicidad, al disminuir el número de pasos a realizar durante el inicio 

de las reacciones de amplificación. A esto se suma el hecho de que la master mix comercial 

seleccionada tiene también entre sus componentes una mezcla de colorantes y una 

viscosidad tal que permite que las reacciones de amplificación puedan ser directamente 

depositadas en los pocillos de los soportes en los que se realice el análisis  electroforético 

(Figura 8). 
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Figura 8. Comparación de la performance de la Multiplex PCR utilizando distintas Master Mix. A) Master Mix “casera”, B) 

Master Mix comercial (GoTaq Green Master Mix, Promega, USA). Calles 1,2 y 3, amplicones correspondientes a genes de 

enterotoxinas A (270 pb) 

 

Aplicación de una multiplex PCR en el análisis de un brote de  

intoxicación alimentaria por Staphylococcus aureus ocurrido en Las Rosas (Provincia de  
Santa Fe 

Un presunto brote de una enfermedad transmitida por alimentos fue denunciado en 

la oficina de Seguridad Alimentaria del municipio de la localidad de Las Rosas, provincia de 

Santa Fe, el día 17 de febrero de 2008.  Efectivamente, a instancias del responsable del 

establecimiento elaborador, según consta en la documentación oficial, se comunica a las 

autoridades sanitarias, que posteriormente al consumo de “canelones de verdura”, 

adquiridos en el local de su propiedad un número no determinado de personas habrían 

experimentados una sintomatología compatible con una intoxicación alimentaria producto 

de la cual habrían sido atendidos en el Hospital de la localidad (SAMCo Las Rosas).  Los 

afectados se habían presentado en su negocio declarando lo sucedido, motivo por el cual se 

da curso a las autoridades correspondientes.  

Se realizan distintos procedimientos oficiales tendientes obtener la información 

necesaria para la elaboración del informe de brote pertinente. Se audita el establecimiento 

elaborador y se toman muestras oficiales del alimento implicado: canelones con relleno de 

verdura, sin cocinar  (INPPAZ/OPS/OMS Guía VETA).   Se entrevista a los afectados, 

recuperándose muestras de restos de alimentos ingeridos (canelones con salsa y crema).  

Además se consulta al centro de salud donde fueron atendidos los afectados y se 

confeccionan las planillas y formularios de relevamiento de “Brote de ETA”. (Manual de 

Normas y Proc. Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiológica. VIGI+A. SINAVE. 2000).  
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La documentación junto con las muestras se remiten al laboratorio central de la Agencia 

Santafesina de Seguridad Alimentaria para su evaluación. La tabla N°2 resume los datos 

recogidos en el relevamiento epidemiológico. 

Personas que consumieron 
los alimentos sospechosos 

(nombre, sexo, edad,) 
 

Afectados 

Fecha y hora de 
consumo de la 

comida 
sospechosa 

Fecha y hora de 
comienzo de los 

síntomas 

Alimentos 
consumidos en el 

día de inicio de 
síntomas 

Síntomas 

 

5 personas; 

4 adultos 

(2 mujeres, 

2 hombres) y 1 niño. 

 

 

3 adultos 

y un niño 

afectados 

 

16/02/08 

En el lapso 

De 13 a 14 hs 

 

16/02/08 

Entre las 16 y 

16:30 hs 

 

Canelones con 

salsa y crema. 

Te con leche 

Mate cocido 

con leche 

Tostadas 

 

Diarreas 

Nauseas 

Vómitos 

Dolor 

abdominal 

Tabla 2: Resumen del Registro colectivo (Se utiliza Formulario VETA 2) 

La información fue recogida utilizado como guía los formularios VETA 

(INPPAZ/OPS/OMS. Guía VETA). Considerando la información disponible por la cantidad 

de afectados, la evaluación de las tasas de ataque específica de los alimentos ingeridos para 

estimar el riesgo atribuible a cada uno de los mismos no se consideró necesaria, 

identificándose como alimento sospechoso, al canelón de verdura. 

Se realizaron los análisis de rutina de un brote de toxiinfección alimentaria: recuento 

de microorganismos indicadores (Coliformes Totales, Coliformes Fecales, presencia de 

Escherichia coli sp en 1 gramo de muestra, Conteo de Clostridios Sulfito Reductores) e 

investigación de patógenos más frecuentes (Salmonella sp y  Shigella sp y E coli 

enteropatógena, Clostridium prefringens, conteo de Bacilus cereus y Staphylococcus aureus, 

en 25 gramos).  El análisis previo de la información que consta en la documentación, sugiere 

la presentación de una intoxicación alimentaria.   

 

Canelón  de verdura. 
 (Sin cocinar) 

(cepa 013) 
 

Canelón  de verdura con 
salsa y crema. (Cocinado) 

(cepa 015) 
Relleno de verdura 

Masa del canelón  
(crepes o panqueques 

Salsa con crema 

105 ufc/gramo 
De S aureus 

105 ufc/gramo 
De S aureus 

105 ufc/gramo 
De S aureus 

<102 ufc/gramo 
De S aureus 

 
<102 

ufc/gramo 
De S aureus 
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Tabla 3: Alimentos recuperados y Microorganismos Analizados 

 

Los valores de indicadores microbiológicos no mostraron niveles significativos. Se 

encontraron conteos significativamente altos de Staphylococcus coagulasa positivo (iguales 

o mayores a 105 ufc/gramo) en tres de las muestras analizadas. Asimismo, no se detectó la 

presencia de ninguno de los otros patógenos analizados (Tabla 3). 

Intentando determinar el origen de la cepa en cuestión y el mecanismo por el cual se 

transmitió al alimento, se intentó hallar cepas de Staphylococcus coagulasa positivos en el 

lugar donde fue elaborado el alimento en cuestión y si existían portadores de 

Staphylococcus coagulasa positivos entre los manipuladores de alimentos del negocio. Se 

realizó un hisopado se superficies en el establecimiento elaborador y de los manipuladores 

de alimentos que estuvieron en los días cercanos al brote de toxiinfección alimentaria.  

Estos dieron resultados positivos para Staphylococcus coagulasa positivos en 2 de los 

manipuladores (Tabla 4). 

 

Hisopados de 
superficies y  mesadas 

 

 

Hisopados nasofaríngeos de manipuladores de alimentos 

Mesada Equipos Manip 1 Manip 2 Manip 3 Manip 4 Manip 5 
- - + - + - - 

Tabla 4.  Investigación de S aureus en manipuladores, aparatos y equipos. 

Se realizaron una serie de pruebas bioquímicas para aproximar una caracterización 

fenotípica de las cepas aisladas,  según las pruebas definidas anteriormente, cuyos 

resultados se muestran en la Tabla 5. 

 

 

Cepa 
 

 
DNAsa 

 
Acetoina. 

Red 
Nitrato 

 
Urea 

 
PYR 

 
Maltosa 

 
Lactosa 

 
Manitol 

 
Manosa 

 
Sucrosa 

Canelones 

crudos(013) 
+ + + + - + + + + + 

Canelones + + + + - + + + + + 
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cocidos(015) 

Manipul 1 + + + + - + + + + + 

Manipul 3 + + + + - + + + + + 

Tabla  5. Caracterización bioquímica de S aureus aislados en brote de Las Rosas. 

Los hallazgos de laboratorio, junto con los reportes epidemiológicos y el informe de 

auditoria del establecimiento elaborador, fueron remitidos para la confección del Informe 

Final de Brote (SI.NA.VE. , VIGI+A). 

Posteriormente, en esta ocasión merced a la disponibilidad de contar con otras 

herramientas de laboratorio se continuó con el análisis de lo ocurrido. En las cepas aisladas 

se investigó la presencia de genes productores de enterotoxinas estafilococicas, lo que 

arrojó resultado positivo para la Enterotoxina tipo B (Figura 9). 

 

 

 

 

Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de productos de amplificación por Multiplex PCR de 
genes de Enterotoxinas de Saureus,  aislados en brote de intoxicación alimentaria en Las Rosas (Santa 

Fe). Calle: 1, Control de Reactivos;  calles 2-5: ADN extraido de Saureus aislados a partir de 
Manipulador 1 (calle 2), Manipulador 3 (calle 3), Canelones Crudos (calle 4) y Canelones Cocidos (calle 

5). 

 

A la luz de estos resultados, se intentó evaluar la relación existente entre las cepas 

aisladas.  Se dispuso la posibilidad de remitir el hallazgo a organismos de referencia (ANLIS-

INEI Carlos G Malbrán) para confirmar los resultados e intentar establecer relaciones 

genéticas entre las cepas de diferentes orígenes vinculados al brote.   Para obtener datos en 

esta etapa, se trabajó con muestras correspondientes a alimentos consumidos (canelones 

crudos y cocidos) y a hisopados obtenidos de dos manipuladores (los que dieron positivo al 

aislamiento de Staphylococcus coagulasa positivo, Ver Tabla 5). 

La Figura 10 es una imagen obtenida en un análisis por Electroforesis en Gel de 

Campo Pulsado (PFGE) de los ADN de las cepas remitidas.  
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Figura 10. Electroforesis en Gel de Campo Pulsado. Calles 1-4: ADN extraido de 
 S A aislados a partir de Manipulador 1 (calle 1), Manipulador 3 (calle 2), Canelones Crudos (calle 3) y 

Canelones Cocidos (calle 4). Calle M, Marcador de Tamaño Molecular. 

No se obtuvo información oficial pero se puede contar con un informe preliminar en 

el cual se puede observar que la imagen en PFGE muestra que:  3 muestras (1, 3 y 4) 

presentaron un patrón de 13 bandas identificables, con identidad total e indistinguible en la 

posición de todos los fragmentos. La muestra restante (2) presentó un perfil formado por 12 

bandas de los cuales 6 presentaron movilidades electroforéticas diferentes a las de las 3 

muestras anteriores. Al asignar el origen de los distintos patrones electroforéticos, se 

desprende que las muestras de ADN provenientes de las cepas de Staphylococus coagulasa 

positivos aisladas de los canelones, tanto crudos (muestra 3) como cocidos (muestra 4), 

compartieron el perfil con la muestra obtenida a partir de hisopado nasofaringeo del 

manipulador 1.  Si bien es llamativo el hallazgo de S A en ambos manipuladores, a partir de 

los perfiles por PFGE se podría decir que existe una muy alta probabilidad de que la carga de 

Staphylococus  encontrada en los alimentos haya sido aportada por la manipulación de los 

mismos por parte del Manipulador 1 .  (Tenover y cols., 1996)  

 

Aplicación de una multiplex PCR en el análisis de un brote de  

intoxicación alimentaria por Staphylococcus aureus ocurrido en Santa Fe Capital 

Sobre un brote de Toxiinfección Alimentaria ocurrido en mayo 2003 en la ciudad de 

Santa Fe, se aplicaron las herramientas analíticas ahora disponibles en nuestro laboratorio, 

con el fin de analizar lo ocurrido en aquella oportunidad.   
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El 11 de mayo 2003 se tomó conocimiento en oficinas de la Agencia Santafesina de 

Seguridad Alimentaria (por entonces Dirección Provincial de Bromatología), de un número 

no especificado de personas que presentaba un síndrome gastroentérico agudo. Estas se 

encontraban albergadas en un centro de evacuados debido a la emergencia hídrica 

declarada en la ciudad de Santa Fe el 29 de abril de ese año. 

Por una creciente inusitada se produjo el desborde del Río Salado, el cual constituye 

el límite natural del oeste de la ciudad, dejando bajo aguas casi el 60 %  de la ciudad.  Esto 

originó la evacuación de más de 100.000 personas hacia zonas no inundadas de la ciudad y 

su alojamiento en improvisados “centros de evacuados”. Los citados centros eran 

dependencias de escuelas, instituciones públicas y privadas, clubes, etc. adaptadas para 

recibir a personas que debían retirarse de sus domicilios por estar estos bajo agua. En uno 

de esos centros se produjeron cuadros de gastroenteritis aguda que afectó a un número 

importante de personas que estaban allí alojadas, con características  compatibles con una 

toxiinfección alimentaria. El citado Centro de Evacuados, identificado como “CGT Junín”, 

sito en Junín 3051 de la ciudad de Santa Fe, albergaba a 300 personas  aproximadamente, 

allí se presento el evento señalado afectando a 25 personas. 

La comida sospechosa identificada fue Hamburguesas con Arroz Blanco. La bebida 

servida era agua de mesa envasada comercial. Los  alimentos eran elaborados por una 

cocina centralizada, que asistía con 320 raciones a este centro.  Esta cocina era una de las 6 

que existían en ese momento,  proveyendo mas 50.000 raciones y estaba cargo de una 

empresa local con trayectoria en la gastronomía. El número de raciones que recibían los 

centros fluctuaban periódicamente debido a la movilidad de las personas.  

Este centro era asistido con alimentos transportados adecuadamente (vehículo 

habilitado, contenedores de acero inoxidable, personal capacitado).  No contaba con una 

adecuada disposición de los alimentos ni con una adecuada higiene y conservación de los 

mismos.  Además se constató una inadecuada disposición de los residuos.  Sí se pudo 

observar el mantenimiento de la higiene de los sanitarios y las  condiciones apropiadas del 

mismo. 

La información colectada refiere que en horas posteriores a la comida sospechosa 

comenzaron los síntomas en los comensales (única comida que compartieron los 
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afectados). La cantidad de afectados difiere según los encuestados y al momento de realizar 

la consulta. El número total informado fue el  considerado de mayor consenso.  Cabe 

mencionar que el evento relatado se desarrollo en personas en situación de estrés  y 

hacinamiento. 

En la recolección de datos no se emplearon los formularios oficiales usados en los 

registros de brotes, en parte debido a la situación particular que se vivía. 

En la visita diaria que se realizaba para atender las condiciones sanitarias y 

alimentarias de las persona alojadas, se realizó una encuesta a los afectados y se pudo 

recuperar parte del alimento ingerido. Asimismo se pudo constatar que se recibía un 

número sensiblemente superior de raciones al necesario, como consecuencia de haber 

reportado un mayor número de evacuados a los realmente existía; este alimento era 

conservado en condiciones deficientes (sin frío y en recipientes no higiénicos) para ser 

consumido durante el resto del día. 

En el análisis de las muestras de alimento, hamburguesas cocidas al horno pudo 

demostrar la presencia de S aureus en valores superiores a 105 ufc / gramo. 

No se pudo recuperar el alimento crudo o sin cocinar en el lugar donde fue 

elaborado,  debido a que una vez listo se  distribuyó en su totalidad. No fueron reportados 

otros brotes en los restantes centros de evacuados que eran provistos por la misma cocina.  

Según refieren, trabajadores de esa cocina también consumieron los mismos alimentos sin 

reportar síntomas al momento de la consulta. 

Las personas fueron atendidas en el lugar por la emergencia médica no requiriendo 

hospitalización. El cuadro remitió favorablemente y de forma espontánea.  La 

sintomatología que referían los afectados, sugiere la presentación de una intoxicación 

alimentaria.  

Sobre la muestra del alimento se investigo la presencia de los patógenos más 

frecuentes (investigación de Salmonella y  Shigella y Eschericia coli enteropatógena, 

Clostridium prefringens, y conteo de Bacilus cereus y Staphylococcus aureus en 25 gramos). 

No se realizaron los análisis de recuento de microorganismos indicadores (Coliformes 

Totales, Coliformes Fecales, presencia de Escherichia coli sp en 1 gramo, Conteo de 
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Clostridios Sulfito-Reductores) debido a las condiciones generales de conservación y 

manipulación de los alimentos. La Tabla 6 detalla las muestras analizadas y los resultados 

iniciales obtenidos. 

Código Tipo de muestra N° analisis Resultado Observaciones 

Muestra “H” Hamburguesa P 0473/03 
Positivo para 

Staphylococcus 
coagulasa positiva Única muestra 

recuperada 
Muestra”I” Hamburguesas P 073/03  

Positivo para 
Staphylococcus 

coagulasa positivo 

Hisopado de 
nasofaringe  “K” 

No alimento P 073/03 bis 
Positivo para 

Staphylococcus 
coagulasa positivo 

Muestra perdida  

Hisopados de 
superfície de zona 
de manipulación 

de alimentos 
“L,M,N,O” 

No alimento P 073/03 tris 
Positivo para 

Staphylococcus 
coagulasa positivo 

Muestra perdida 

Tabla 6. Muestras analizadas y resultados bacteriológicos obtenidos 

En la muestra analizada, el valor encontrado en los recuentos de Staphylococcus fue 

superior a 5x105 ufc/gr . Se aislaron 2 tipos de colonias típicas, las que fueron codificadas e 

investigadas. La cepa identificada como “H”, no coagula el plasma de conejo (Mc faddin. 

2003), la identificada como “I” es coagulasa positiva.  Se informa la presencia de 

Staphylococcus  coagulasa positivo en niveles superiores a 1x105   ufc/g, compatible con el 

cuadro clínico reportado. 

No se encontraron indicios del resto de los patógenos investigados. Las cepas fueron 

almacenadas en congelación por el método del glicerol. Durante el almacenamiento se 

perdieron las cepas, K (correspondiente a hisopados nasofaringeo de la persona 

responsable de la manipulación de los alimentos en el Centro de Evacuados) y las   L, M, N y 

O (obtenidas en el relevamiento de superficies en la zona de recepción y racionamiento de 

los alimentos) 

Las pruebas bioquímicas realizadas a las cepas aisladas de los alimentos sospechosos 

demostraron que eran  compatibles con Staphylococcus  aureus (Tabla 7). 

Cepa 
Coagul 
DNAsa 

V. P Nitrato Urea PYR Maltosa Lactosa Manitol Manosa Trealosa sucrosa 

 
H 

 
+/+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
- 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 
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I 
 

 
+/+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
- 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

Tabla 8 . Pruebas bioquímicas (Mc Faddin . 2003) 

Con la metodología ahora disponible se investigó la presencia de genes productores 

de enterotoxinas en las cepas conservadas.  La aplicación de la PCRmultiplex implementada 

para la determinación de genes de enterotoxina estafilococica (SEA, SEB, SEC, SED, SEE) 

puso de manifiesto la existencia de bandas de amplificación correspondientes a la secuencia 

de la enterotoxina tipo B. (Fig  11) 

 

 

 

 

 

Figura  11.  1: Cepa H ;  2: Cepa I ; 3: SA control con SE-A ; 4: SA control con SE-C ; 5: Control MM ;  6: SA con 

SA-E ; M: Marcador de Tamaño Molecular  (100 pb Ladder, Promega Corp.).  
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CONCLUSIONES 
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 A partir del desarrollo de este trabajo de tesis, pudimos proponer una alternativa 

metodológica para la identificación molecular de genes de enterotoxinas de Staplylococcus 

aureus. Las modificaciones propuestas, implicaron una ganancia en términos de practicidad 

y tiempo en todos los pasos del análisis: extracción de ADN, amplificación in vitro y 

confirmación por digestión con enzimas de restricción.  

 Con el ensayo propuesto pudimos evaluar la presencia de genes de enterotoxinas en 

cepas de Staphylococcus aureus recuperadas de alimentos y en distintos brotes de 

intoxicación alimentaria ocurridos en la Provincia de Santa Fe. 

Los resultados obtenidos indicarían que es posible planificar la introducción de este 

protocolo de análisis como una rutina en los laboratorios de análisis de alimentos  de 

mediana complejidad, como una herramienta más en la evaluación epidemiológica de 

brotes de Enfermedades de Toxiinfección Alimentaria y como un paso preliminar a la 

evaluación general por PFGE. 

 El diseño de un análisis de múltiplex-PCR, además de ser sencillo, económico, no 

requiere de gran equipamiento y permite la eventual inclusión de otros genes que codifican 

enterotoxinas identificadas con posteridad al desarrollo de este trabajo.   

 Existe evidencia científica cada vez más fuerte en señalar que los brotes de 

intoxicación alimentaria estafilococcica son causados por más de una enterotoxina y por 

enterotoxinas recientemente identificadas que no se detectan en los controles por métodos 

comerciales.  Es importante la detección del o los tipos de  toxinas producidas por cepas 

aisladas de brotes de toxiinfección alimentaria, ya que permite determinar cual cepa es la 

responsable del brote y que alimentos estaría implicados, siempre en el marco del estudio 

epidemiológico de brote. 

 Finalmente, proponemos la aplicación de un protocolo de identificación molecular 

como el aquí presentado, para la investigación de rutina de Staphylococcus aureus. 

Enterotoxigénicos. Esto implica una actualización de la reglamentación sanitaria ya que es 

posible y definitorio realizar una caracterización de los Staphylococcus aislados de alimentos 

o vinculados a brotes de toxiinfecciones alimentarias, realizar una fenotipificación y verificar 

su potencial toxigénico, conjuntamente con la determinación de la presencia de 

enterotoxinas en alimentos de alto riesgo. 
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TABLAS 

 

Tabla 1 .   Rasgos distintivos de loc Cocos  Gram Positivos 
 

Gênero Disposición  
celular 

Fermentación % GC 16S rRNA Características 

Micrococcus Tetradas - 66-73 Alto GC Aerobio estricto 
Staphylococcus Pares + 30-39 Bajo GC Único genero con  

Ác teicoico 
Planococcus Pares 

tetradas 
- 39-52 Bajo GC Ppalmente marino 

Sarcina Cuboidales + 28-31 Bajo GC Muy tolerante al  
Ácido, pared con 
celulosa 

Ruminococcus Pares 
cadenas 

+ 39-46 Bajo GC Anaerobio 
obligado. Rumen 
de animales 

Peptococcus Grupos pres + 50-51 Bajo GC Anaerobio 
obligado. 
Fermenta pep no 
azúcares. 

Peptoestreptococcus Grupos 
cadenas 

cortas 

+ 28-37 Bajo GC Anaerobio 
obligado. Flora 
habitual humana 

Deinococcus Pares 
tetradas 

- 62-70 Deinococcus 
thermus 

Filogeneticamente 
Único 

  (Madigan M,Martinko J, Parker J, Brock Biología de los Microorganismos) 

 

 

Tabla 2 .  Diferencias entre Micrococcus y Staphylococcus 

 
 Micrococcus Staphylococcus 

Tetradas + - 

Agar Furazolidonana + - 

Test de oxidasa y bencidina + - 
Fermentan la glucosa 

anaerobicamente 
- + 

   (Pesce de Ruiz Holgado, Aida. 1996) 

 

 

Tabla 3: Identificación de las 3 especies mas frecuentes de Staphylococcus 

 
 S aureus S epidermidis S saprophyticus 

Coagulasa + - - 
Resistencia 

Novobiocina 
- - + 

D-manitol (producción  
aeróbica de ácido) 

+ +/- +/- 

Fosfatasa + + - 
Trealosa (producción  

aeróbica de ácido) 
+ - + 

Pared celular, proteína 
A 

+ - - 
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  ,  (Pesce de Ruiz Holgado, Aida. 1996) 

 

 

 

 

Tabla 4 Caracterización bioquímica de S aureus. 
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(Behme, Ronald, Shuttleworth Roger, Mcnabb Alan, Colby W. D.  1996 Identification of 
Staphylococci with a Self-Educating System Using Fatty Acid Analysis and Biochemical Tests. 
Journal of Clinical Microbiological. Vol. 34, No. 12. p. 3075–3084) 
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Tabla 5.  Clasificación etiopatogénica de las Diarreas 
 

 Diarrea no inflamatoria Diarrea inlamatoria 
CLÍNICA Diarrea acuosa 

 
(I. Delgado) 

Heces escasas, con tenesmo y dolor 
pueden ser a veces disenteriformes 

(Colon) 
LABORATORIO < 3 PMN/4 Campos 

Lactoferrina normal 
> 3 PMN />4 campos 
Lactoferrina normal 

MEC DE PROD Enterotoxina 
Staphylococus 

B.Cereus,C.Botulium 
Shigella, 
Vivrios. 
ECET. 
Virus 

Citotoxinas/invasivas 
Salmonella, 

Shigella, 
Campylobacter 

C.Difficile 
Entamoeba  h 

Yersinia 
ECEI  ECEH 

COMPLICACIÓN Deshidratación Bacteriemia. 
Infecciones metastásicas 

Artritis reactivas. 
S.Hemolíticoco urémico 

Evaluación Medica Moderadas y graves Siempre 
 

 

Epidemiologia, Staphylococcus aureus como agente etiológico. 

Tabla 6.  Modo de recolección de mtras Gastroentericas. Notificación de datos  
 

Eventos Modalidad de 
Notificación 

Fuente de 
Notificación 

Periodicidad 

Toxi-infección 
Alimentaria 

Numérica, Estudio de 
Brote 

C2 – Lab Semanal 

   (Manual de Procedimientos de Vigilancia Epidemiológica VIGI+A. 2000) 
 
 

Tabla 7  Toma de muestras 
 

Enfer 
meda

d 

ETA 

Tipo No de 
muestra y 
cantidad 

Momento 
de la 

recolección 

Recipient
e 

Conservación Transp
orte 

Observaci
ón 

Mat 
Fecal 

25 gr Hasta 7 días 
después del 
consumo 

Frasco 
esterilizad
o tapa a 
rosca 

Refrigeradas Refriger
adas 

Derivar a 
Bromatol. 
Lab. Pcial. 

Aliment
os 

Cantidad  
suficiente 

Lo antes 
posible 

Frasco 
esterilizad
o tapa a 
rosca o 
bolsas de 
polietilen
o estéril 

Refrigerada. 
Remitir aún en 
estado de 
descomposici
ón o escasos 
restos 

Refriger
adas 

 

Para valor legal:  
Las muestras deben corresponder al mismo lote. El envase no debe haber sido 
 Abierto, debe estar precintado, en bolsa de plástico lacrada o sellada. Labrar un acta donde 
conste: fecha, lugar, personas presentes en el acto, producto y lote. Dejar copia del acta al 
dueño del negocio. Ante ausencia de escribano debe estar firmada por alguna autoridad 
local (policía, médico, etc. 

  . (Manual de Procedimientos de Vigilancia Epidemiológica VIGI+A. 2000) 
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Tabla 8. Definición de la enfermedad y clasificación según CIE. 
 

 3.6  TOXIINFECCIONES ALIMENTARIA (BROTE DE ETA) 
Justificación La inmediata búsqueda e investigación de brotes, evitan la propagación 

de la enfermedad.  La identificación de los alimentos involucrados es 
fundamental para la prevención de este grupo de enfermedades 

Descripción Los brotes de enfermedad de origen alimentario se identifican por la 
aparición del cuadro clásico en un lapso en general breve (horas días), 

entre personas que han comido los mismos alimentos (agua inclusive). Es 
esencial la búsqueda de los posibles implicados, de los alimentos, del 

vehículo y del agente etiológico en personas y alimentos.  Es difícil 
identificar los casos aislados de enfermedad de origen alimentario 

(excepto en caso de botulismo) 
Agente Diversos 

Transmisión A través de agua y alimentos 
Reservorio Diversos 
Incubación Variable según el tipo de agente 

Transmisibilidad Variable según el tipo de agente 
Distribución Variable según el tipo de agente 

Definición de Caso Caso sospechosos:   aparición de un mismo cuadro gastroentérico y/o 
neumológico en un lapso en general breve )horas o días) en dos o mas 

personas que consumieron el mismo alimento (incluye agua) 
 

Caso confirmado:  Se obtendrán muestras de heces y vómitos para 
examen de laboratorio y muestra de alimentos involucrados para su 

examen . Se confirma si existe coincidencia de resultados de laboratorio 
clínico y laboratorio de alimento involucrado. También puede confirmarse 

por a través de la investigación epidemiológica de campo 
Modalidad de 

vigilancia 
Notificación de brote por software específico y numérico por C2.  Se 

sugiere recurrir a la Guía de Procedimientos de Investigación de Brotes de 
Enfermedades transmitidas por Alimentos del Instituto Nacional de 

Epidemiología Juan Jara. 
Medidas de control Dependerán del agente etiológico y los aspectos de manipulación de los 

alimentos.  Se deberán solicitar la lista completa de los alimentos 
servidos. Los signos clínicos más notables, junto con un cálculo del 
periodo de incubación, constituyen datos útiles acerca del agente 

etiológico mas probable.  Se compararan las tasas de ataque para cada 
alimento ingerido y no ingerido, estas tasas orientaran sobre la 

responsabilidad de cada alimento e la producción del brote. 
  (Listado de enfermedades notoficables. Manual de Procedimientos de Vigilancia Epidemiológica VIGI+A. 2000) 
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Tabla 9.  
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Tabla 10 
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Tabla 10 bis 
 
 

 
 
 
 



Tabla 11 
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Tabla 12 

 

ESQUEMAS: 
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GRÁFICOS 

  Grafico 1.  Principales agentes etiológicos de Toxiinfecciones alimentarias. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gráfico 2:  Tendencias de las Toxiinfecciones Alimentarias. Argentina. 1997 – 2003.  Fuente 
OPS/OMS Argentina.    Número de brotes por etiología y cantidad de afectados Argentina 
2006.Fuente OPS/OMS Argentina 
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Gráfico 3. Brotes de ETA y promedio de afectados. Argentina. Años 2000 – 2003.  .  Fuente OPS/OMS 
Argentina 

 
 

 
 

 
 
 
Gráfico 4 Agente de brotes/caso de ETA.  Fuente ANALIS – INEI Carlos G Malbrán. 
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COMPOSICIÓN DE SOLUCIONES Y REACTIVOS  
 
 
Medio Baird Parker 
Approximate Formula* Per 950 mL 
Pancreatic Digest of Casein   10.0 g 
Beef Extract     5.0 g 
Yeast Extract     1.0 g 
Glycine      12.0 g 
Sodium Pyruvate   10.0 g 
Lithium Chloride    5.0 g 
Agar     20.0 g 
pH=6,9 
Enriquecimiento con Telurito: Emulsión de yema de huevo conteniendo telurito de postasio. Emulsión al 30% 
de yema de huevo con telurito de potasio al 0.15%. 
Suspender 63 g del polvo en 950 ml de agua y mezclar. Calentar mezclando por 1 minuto o hasta disolver 
totalmente el polvo. Ajustar pH. Autoclave a 121°C for 15 minutes. Enfriar a 45-50°C y asépticamente agregar, 
50 mL de la emulsion de yema de huevo y telurito. 
 
Giolitti Cantoni 
Tryptone    10.0 g 
Beef Extract    5.0 g 
Yeast Extract     5.0 g 
D-Mannitol    20.0 g 
Sodium Chloride    5.0 g 
Lithium Chloride    5.0 g 
Glycine     1.2 g 
Sodium Pyruvate   3.0 g 
pH=6,9 
Disolver 54.2 g del polvo en 1 litro de agua destilada y agitar hasta disolución del polvo. Ajustar pH. Dispensar 
19 mL en tubos 20 × 200 mm tubes. Autoclavar 121°C for 15 minutes. Enfriar. Asepticamente adicionar  1.05 
mL de una solución de Tellurito al 1% por tubo.  
 
DNase Test Agar 
 
Tryptose    20.0 g 
Deoxyribonucleic Acid   2.0 g 
Sodium Chloride    5.0 g 
Agar     15.0 g 
pH=7,3 
Levar a 1  L con agua destilada. Controlar pH. Autoclavar 121°C for 15 minutes 
 
Caldo Cerebro Corazón (BHI) 
Brain Heart, Infusion from (solids)  6.0 g 
Peptic Digest of Animal Tissue  6.0 g 
Pancreatic Digest of Gelatin  14.5 g 
Dextrose    3.0 g 
Sodium Chloride    5.0 g 
Disodium Phosphate   2.5 g 
pH=7,4 
Levar a 1  L con agua destilada. Controlar pH. Autoclavar 121°C for 15 minutes 
 
Agar Triptosa Soja, Caldo Triptosa soja 
Formula aproximada para 1 l de agua destilada 
Tryptose    20.0 g 
Dextrose    1.0 g 
Sodium Chloride    5.0 g 
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Agar     15.0 g 
Triptosa Broth , con iguales ingredients pero sin Agar 
 
Agua Peptonada (Agua de peptona) 
Peptona de gelatina al 0,1 por ciento. 
 
Medio de Luria Bertani (LB)  
Triptona     10 gr. 
Extracto de levadura   5 gr 
NaCl      10gr 
Levar a 1  L con agua destilada. Autoclavar 121°C for 15 minutes 
 
Medio Luria Bertani con Glicerol 
Medio Luria Bertani con 20%de glicerol. 
 
Bromuro de etidio. 5 mg/mL stock  
Almacenar en frascos color topacio, o frascos cubiertos con papel de aluminio para evitar la fotoinactivación  
Diluir a 1 µg/mL para teñir los geles. Una solución de trabajo se prepara con 100 µL de solución stock en 500 
mL de agua destilada.  
Atención: las soluciones de BrEt han de manejarse con precaución ya que es un potente agente mutágeno. 
Siempre han de ser utilizadas con guantes. El BrEt ha de inactivarse antes de desecharse.  
 
Buffer de electroforesis: (TBE concentración 10x):  
890  mM Tris, 890 mM Acido bórico, 20 mM EDTA pH= 8  
Para 1 L: 108 g Tris base, 55 g ácido bórico y 40 ml EDTA 0,5 M pH= 8. Autoclavar en alícuotas de 500 mL ó 1 L.  
 
TE: 10  mM Tris-HCl (pH= 8), 1mM EDTA (pH= 8)  
Para 1 L: 10 ml Tris 1M (pH 7,5), 2 ml EDTA 0,5M (pH= 8,0), 988 ml agua bidestilada. Autoclavar en alícuotas de 
500 ml ó 1 L  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 


