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1. INTRODUCCION 

La intoxicación humana de origen 
estafilocócico debe considerarse co- 
mo un proceso grave, en especial 
para niños, ancianos y personas de 
salud delicada y, en todo caso, re- 
sulta siempre una desagradable ex- 
periencia para el inadvertido consu- 
midor. 

Es, sin duda, la intoxicación ali- 
mentaria de origen bacteriano de 
más frecuente presentación en nues- 
tro país en los momentos actuales. 

Anteriormente, uno de nosotros 
ha tenido la oportunidad de estudiar 
una serie de estirpes de Staphylo- 

I" coccus aureus sospechosas de origi- 
nar brotes amplios de intoxicación 
en colectividades humanas y ha po- 
dido caracterizar, como posible cau- 
sa, estirpes de estafilococos produc- 
tores de enterotoxinas tipos A y E 
independientes, según e1 caso. 

Debe destacarse el hecho de que 
es muy poco frecuente el hallazgo 
del tipo E de enterotoxina como cau- 
sa de intoxicación humana espontá- 
nea, por lo que el aislamiento de un 
estafilococo potente productor de 
este tipo de toxina a partir de un 
queso de cabra inculpado de origi- 
nar casos de intoxicación humana en 
la provincia de Barcelona, en el mes 
de septiembre de 1974, revestía un 
especial interés (10). 

Las enterotoxinas estafilocócicas 
son exoproteínas producidas por es- 
tafilococos en los alimentos, posible- 
mente en el tracto intestinal y en 
infecciones y sobre medios de culti- 
vo en el laboratorio con una finali- 
dad experimental. 

En distintas épocas hemos publi- 
cado amplias revisiones sobre el 
tema (8) (9). 

En la actualidad se conocen siete 
tipos diferentes de enterotoxinas A, 
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B, C,, C,, D, E y F, si bien la última 
no ha sido perfectamente aislada e 
identificada todavía a pesar de la 
certeza de su existencia desde hace 
varios años (9). 

El diagnóstico de los procesos tó- 
xicos de origen estafilocócico, su ca- 
racterización epidemiológica, se vie- 
ne realizando por métodos indirec- 
tos, lo que requiere la enumeración 
y aislamiento de las cepas de estafi- 
lococo sospechosas con un posterior 
ensayo de enterotoxigenicidad y la 
comprobación de este carácter nece- 
sita a su vez, como mínimo, los si- 
guientes pasos: 

a) Ensayo de producción de to: 
xina en medios de laboratorio. 

b) Inoculación en animales sen- 
sibles y/o, con preferencia, practicar 
reacciones serológicas por precipita- 
ción en gel, usando como antígeno la 
toxina producida frente a sueros an- 
tienterotoxina polivalentes o niono- 
valentes y en este último caso puede 
determinarse, incluso, el tipo de to- 
xina. 

Debemos tener presente, sin em- 
bargo, que el aislamiento de estafi- 
lococos coagulasa positivos de un 
alimento implicado en una intoxica- 
ción alimentaria constituye, Única- 
mente, una evidencia circunstancial 
de que el verdadero agente etiológi- 
co ha sido encontrado. 

En efecto, la determinación sero- 
lógica o por medio de animales de 
experimentación, de que una cepa 
aislada es capaz de producir entero- 
toxina en los medios artificiales, no 
prueba que hizo lo mismo en el ali- 

mento aunque ciertamente exista 
una elevada probabilidad de que 
haya sido así en especial si el núme- 
ro de estafilococos por gramo sobre- 
pasa la cifra de un millón. 

En definitiva, únicamente la de- 
mostración de la enterotoxina en el 
propio alimento nos da la seguridad 
absoluta de que ha sido la causa de 
una intoxicación. Se requiere, natu- 
ralmente, realizar una extracción y 
purificación de la toxina antes de 
poner en práctica la prueba de diag- 
nóstico elegida y ésta debe ser lo su- 
ficientemente sensible para detectar 
concentraciones aproximadas de un 
microgramo de enterotoxina por cien 
gramos de alimento, condición que 
cumplen las pruebas de precipita- 
ción por difusión en gel a escala de 
micrométodo, la inhibición de la he- 
moaglutinación y el radioinmuno- 
ensayo. 

Toda esta metodología es realmen- 
te compleja y no se ha aplicado, has- 
ta el momento, en el estudio de bro- 
tes de intoxicación alimentaria de 
este origen en nuestro país y por 
esto debiera de constituir en estos 
momentos una aspiración urgente a 
satisfacer por los correspondientes 
Servicios Sanitarios Centrales, de- 
pendientes de la Escuela Nacional de 
Sanidad. 

Esto nos lleva, por otra parte, a 
considerar la importancia de una va- 
loración correcta de los resultados 
de una investigación epidemiológica 
de esta naturaleza cuando el estudio 
del brote tóxico se realiza por méto- 
dos indirectos. 
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11. EPIDEMIOLOGIA 

1. Datos clínicos. - La intoxica- 
ción ocurrió el viernes día 11 de ju- 
lio de 1975 51 afectó a 16 producto- 
res de la empresa Safem-Michelin, 
en Valladolid. La comida se sirvió 
entre las 13 y 14 horas y el primer 
caso apareció a las 17.30 horas con 
un cuadro de vómitos, diarreas 1í- 
quidas, sudoración fría y malestar 
general. A lo largo de la tarde apare- 
cieron 4 casos similares al anterior 
y otros 11 que presentaron un cua- 
dro más benigno con plenitud gás- 
trica, sudoración fría, dolores cólicos 
y deposiciones líquidas pero en es- 
caso número. En el plazo de 48 ho- 
ras, como máximo, se habían recu- 
perado la totalidad aun sin haber 
sido sometidos a tratamiento, 

2. Datos de inspección. - Ante la 
denuncia de la posible intoxicación 
hecha a la Jefatura Provincial de Sa- 
nidad de Valladolid fueron realiza- 
das dos inspecciones a los locales, 
cocinas y comedor de la citada em- 
presa los días 11 y 12 en el curso de 
las cuales se tomaron muestras de 
alimentos del menú del día, consis- 
tentes en: lentejas con chorizo, en- 
saladilla rusa, bonito con mahonesa 
y cordero estofado. Se realizó tam- - bién un estudio en el personal de 
esas dependencias y que consistió 
en: escobillonaje rectal, toma de 
exudado nasal, frotis ungueal y ex- 
tracción de sangre. Se pudo analizar 
una muestra de heces de uno de los 
afectados. 

3. Datos iniciales de laboratorio. 
Con las muestras obtenidas proce- 
dimos al estudio inmediato, que con- 
sistió en lo siguiente: 

1.0 Las muestras de heces, esco- 
billonaje rectal y alimentos se sem- 
braron en medios de SS, Levine 
(EMB), TCBS, Manitol sal agar y dos 
tubos de enriquecimiento de agua de 
peptona y caldo selenito que se re- 
sembraron en placa de TCBS y SS 
respectivamente. 

2.0 Los frotis ungueales y nasales 
se sembraron en medio de Manitol 
sal agar y con las colonias sospecho- 
sas se practicó la prueba de la coagu- 
lasa. 

3.0 En los sueros se realizaron 
,aglutinaciones frente a los antígenos 
somáticos y flagelar de Salmonella 
typhi y Salmonella paratyphi A y B. 

4. Resultados previos. - Se aisla- 
ron 5 cepas de Staphylococcus aw 
rezds procedentes de: 

a) Toma nasal de un pinche de 
cocina. 

b) Heces de uno de los afectados. 
c )  Salsa mahonesa. 

d) y e) Dos muestras de ensaladi- 
lla rusa. 

La investigación de enterobacte- 
rias patógenas dio resultado nega- 
tivo. 

Los gérmenes se clasifican, de ma- 
nera convencional, como S. aureus 
en atención a ser, todas las estirpes, 
cocáceas típicamente agrupadas, ca- 
talasa y Gram positivas fermentado- 
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ras del manitol en anaerobiosis, pro- Impedir el acceso a las dependen- 
ductoras de coagulasa, desoxirribo- cias de cocina de toda persona ajena 
nucleasa, hemólisis, licuación de ge- al servicio. 
latina, acción reductora sobre nitra- 
tos y telurito potásico y pigmenta- 
ción dorada. 111. ESTUDIO DE LAS ESTIRPES 

Las características bioquímicas y SOSPECHOSAS 
fisiológicas estudiadas conducen a r 

pensar que se trata de un único mi- 1. Características de crecimiento 
croorganismo, pero este extremo re- en  medio selectivo sólido. - Se uti- 
sulta del máximo interés desde el lizan el medio de Baird-Parker y un 
punto de vista epidemiológico y, por medio propio (Suárez) descrito ya 
tanto, requería una comprobación anteriormente de la siguiente com- 
más amplia incluyendo la tipifica- posición (7): 
ción por bacteriófagos y la demos- 
tración de enterotoxigenicidad y tipo Extracto de levadura 
de toxina producida por cada micro- - (Difco) . . . . . . 4 f4 
organismo de diferente origen. Tripticasa (BBL) . . . 12 g 

En otro orden de ideas cabe seña- d-Manit~l (Difco) . . . 10 g 
lar que la sintomatología, período de Cloruro sódico (Merck) . 75 g 
incubación y evolución epidemioló- Bacto-Agar . . . . . 15 g 
gica del brote en estudio es típica de Fucsina ácida (Schering- 
una intoxicación alimentaria produ- Khalbaum) al 0,5 por 
cida por la ingestión de enterotoxina cien decolorada con 
estafilocócica formada en el propio NaOH' . . . . . . 10 m1 
alimento. L-Cistina (Difco) . . . 0,25 g 

Acido tioglicólico (Difco) ' 0,3 m1 
5. Medidas de urgencia adopta- Actidiona (Wpjohn) . . . 400 mg 

das. - Retirar provisionalmente de Agua . . . . . . . . 1000 m1 
su trabajo al pinche de cocina y por- pH = 7'3 * 0'1 
tador y someterlo a tratamiento con 
oxacilina. En ambos medios se adicionó un 

Extremar el control higiénico de 2 por cien de yema de huevo. 
todo el personal que manipule ali- Los cultivos se observan a las 48 
mentos, exigiendo un lavado y des- horas de incubación ii 37"C, apre- -. 
infección frecuente de las manos. ciando sobre el medio de Baird-Par- 

Evitar en la época de verano los ker las propiedades de reducción del 
alimentos potencialmente más peli- telurito potásico y producción de 
grosos desde el punto de vista que halo en torno a las colonias y en el 
nos ocupa (mahonesa, cremas, na- medio salino con manitol y fucsina 
tas, etc.). la coloración de las colonias por for- 

l 
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n~ación de pigmento, la fermentación 
del manitol en las especiales condi- 
ciones del medio y la producción de 
halos de opacidad debido a la pro- 
ducción de las enzimas lipasa y es- 
terasa al actuar sobre los lípidos 
aportados con la yema de huevo. 

2. Extensión de la caracterización 
bioquimica. - Además de repetir las 
pruebas bioquímicas iniciales, se in- 
troduce el estudio de las siguientes 
~aracterísticas diferenciales: forma- 
ción de ácido a partir del manitol en 
condiciones de aerobiosis y anaero- 
biosis, producción de toxina alfa, de 
endonucleasas termorresistentes, de 
fosfatasa y pruebas de sensibilidad a 
la novobiocina. 

Los n~étodos seguidos han sido 
descritos en publicaciones anterio- 
res (6) (7) y básicamente son los de 
Mossel (5) para la fermentación del 
manitol, de Elek y Levi (3) para la 
hemolisina alfa, de Lachica y Dei- 
be1 (4) para endonucleasas termorre- 
sistentes, de Barber y Kupper (1) 
para la fosfatasa y normas de ma- 
nual (Difco) para las pruebas de sen- 
sibilidad a la novobiocina y coagu- 
lasa. 

3. Capacidad de producción de 
enterotoxina en medios de cultivo. - 
El método seguido a fin de compro- 
bar esta propiedad es el clásico de 
Casman y Bennet (2) a base de agar 
BHI semisólido a pH 5'5 sembrando 
cn superficie cuatro gotas de un 
cultivo de 24 horas en BHI de la 
cepa en estudio y extendiendo por 
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diseminación con varilla de vidrio 
acodada. Las placas se incubaron por 
espacio de 48 horas a 37°C. El con- 
tenido de cada placa se centrifugó 
en tubos de 50 ml. a 5.000 r.p.m. du- 
rante 10 minutos y la parte sobre- 
nadante fue utilizada como antígeno 
en reacciones de precipitación por 
difusión en gel. 

El medio de agar BHI semisólido 
se eligió frente a los más precisos 
de cultivo en saquito de celofán en 
medio líquido o sobre celofán en pla- 
ca de agar nutritivo, porque resulta 
suficiente en la mayoría de los casos 
sin necesidad siquiera de proceder a 
la concentración de la enterotoxina. 

4. Investigación de la enterotoxi- 
na. - La detección de la enterotoxi- 
na a partir del sobrenadante se rea- 
lizó por medio de una modificación 
del método de Ouchterlony con un 
óptimo de sensibilidad ( 6 ) .  

Se utilizaron en este caso placas 
de Petri (Falcon Plastics) de 50 x 100 
mm preparadas ya para pruebas de 
difusión en gel conteniendo una capa 
fina de agar tamponado y con una 
fuente central de 3 mm 0 y seis la- 
terales equidistantes entre sí y con 
el pocillo central, con separación de 
3 mm. 

El antisuero se depositó en la de- 
presión central, la enterotoxina con- 
trol en dos laterales contiguas y la 
enterotoxina problema en los orifi- 
cios laterales. 

Las enterotoxinas patrón y los sue- 
ros anticorrespondientes procedían 
del Instituto de Investigación Ali- 
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mentaria de la Universidad de Wis- 
consin y se utilizaron en las dilucio- 
nes y cantidades especificadas por 
dicho Centro para las toxinas A, B, 
C, D y E y sus correspondientes an- 
tisueros. 

El desarrollo de la reacción de 
precipitación por difusión en gel se 
realizó incubando las placas de Pe- 
tri en cámara húmeda a 37°C por 
espacio de 18 horas. 

5. Tipificación por bacteriófagos. 
Se realizó en el laboratorio de refe- 
rencia para estafilococos dependien- 
te del Laboratorio Central de Salud 
Pública en Colindale (Londres), utili- 
zando las series de fagos números: 
29, 52, 52A, 79, 80, 3A, 3C, 55, 71, 6, 
42E, 47, 53, 54, 75, 77, 81, 83.4, 84, 
85, 94, 95 y 96. El cultivo de los bac- 
teriófagos por propagación sobre es- 
tirpes determinadas de S. aureus se 
realizó de acuerdo con el método de 
Swanstrom y Adams (1 1). 

La titulación de bacteriófagos y la 
determinación de la RTD (dosis de 
rutina) se verificó también sobre las 
propias cepas propagadoras de S. au- 
reus de acuerdo con las normas del 
mencionado Laboratorio de Referen- 
cia y a las que nos hemos referido 
ya en publicaciones anteriores (6) (7). 

IV. RESULTADOS Y 
DISCUSION 

1. Identificación previa y compa- 
rativa. - Las características de cre- 
cimiento en medio sólido especial- 

mente sobre agar-cloruro sódico-fuc- 
sina ácida, estabilizado, sugieren la 
existencia de dos tipos de colonia, 
únicamente. 

Una que correspondería a la estir- 
pe procedente de la toma nasal efec- 
tuada al pinche de cocina, y otra, se- 
mejante, aislada de las muestras de 
heces, salsa mahonesa y ensaladilla 
rusa. En este segundo tipo !a tonali- 
dad dorada resultaba más marcada, 
así como los anillos de opacidad en 
torno de las colonias debido a la ac- 
ción lipolítica. 

2. Estudio fisiológico y bioquimi- 
co. - Las cinco cepas estudiadas 
dieron resultado positivo a todas y 
cada una de las siguientes caracte- 
rísticas diferenciales del género Sta- 
phylococcus: 

Pigmentación. 
Fermentación anaeróbica del ma- 

nitol. 
Fermentación aeróbica del mani- 

tol. 
Producción de fosfatasa. 
Formación de endonucleasas ter- 

morresistentes. 
Licuación de gelatina. 
Reducción del telurito potásico. 
Reducción de los nitratos. e 

Producción de coagulasa. 
Sensibilidad a la novobiocina. 

-* 

3. Investigación de la enterotoxi- 
na. - Resultó ser una prueba dife- 
rencial entre las dos estirpes siendo 
positivas, para los tipos A y C de en- 
terotoxina, las cuatro cepas aisladas 
de heces y de alimentos inculpados 
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de originar el brote tóxico que nos miológico del brote tóxico en cues- 
ocupa y negativa la aislada del pin- tión. 
che de cocina. 

Debemos hacer un énfasis espe- 
cial en que es esta la primera vez 
que se aisla e identifica en España 
una cepa de Staphylococctts aureus 
productora del tipo C de enterotoxi- 
na, habiéndolo hecho anteriormente 
con los tipos A (7), D (6) y E (10). 

4. Tipificación por bacteriófagos. 
La cepa aislada del portador sos- 
pechoso muestra un fagotipo 29/42E. 
El resto tiene un comportamiento 
semejante frente al grupo de fagos 
no resultando posible la tipificación, 
excepto en la estirpe aislada de las 
heces del paciente, que ofrece reac- 
ciones muy débiles a RTD x 100 
frente a los fagos 42E/77, lo cual más 
afirma que niega una posible identi- 
dad con las cepas aisladas de los ali- 
mentos sospechosos. 

Por otra parte, no queda duda iiin- 
guna de que la estirpe aislada del 
portador sospechoso (pinche) es di- 
ferente al resto y no productora de 
enterotoxina, como queda expuesto, 
y este hecho viene a resultar un im- 
portante dato para el análisis epide- 

V. RESUMEN 

Se estudia desde los puntos de vis- 
ta epidemiológico y microbiológico 
un brote tóxico alimentario acaecido 
en 10s comedores de la Empresa Sa- 
fem-Michelin en Valladolid en el mes 
de julio de 1975. 

El análisis microbiológico y de po- 
tencialidad toxigénica de cinco estir- 
pes del género Staphylococcus aisla- 
das de alimentos inculpados y de un 
portador sospechoso, permiten des- 
cartar el papel de este último en la 
presentación del caso de intoxicación 
alimentaría que nos ocupa. 

El ensayo de producción de ente- 
rotoxina en medios artificiales resul- 
tó positivo, en cambio, para los ti- 
pos de enterotoxina A y C en las ce- 
pas aisladas de los alimentos sospe- 
chosos y de las heces de un enfermo, 
tratándose, muy probablemente, de 
una estirpe única. 

Por último, debemos resaltar el 
hecho que se produce por vez pri- 
mera de la identificación del tipo C 
de enterotoxina estafilocócica en 
nuestro país. 
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