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  Resumen.  
 

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) se encuentran ampliamente 

extendidas y constituyen un problema prioritario de salud pública, tanto en países 

desarrollados como en aquellos en vía de desarrollo. El agente etiológico más 

frecuente de las intoxicaciones de origen alimentario es S. aureus. Esta bacteria 

produce toxinas estafilocócicas que presentan termorresistencia lo cual explica 

que no se destruyen fácilmente.  

Los alimentos que se han encontrado frecuentemente involucrados con la 

intoxicación estafilocócica incluyen carne y productos cárnicos, aves y productos 

de huevo, leche y productos lácteos, ensaladas, productos de panadería, 

particularmente rellenos de crema, pasteles y sándwiches. En este trabajo se tuvo 

como objetivo detectar en 50 cepas de Staphylococcus aureus aisladas de queso 

algunos de los factores de virulencia mediante la amplificación del gen nuc que 

codifica para una termonucleasa y el gen seA que codifica para la enterotoxina A. 

También, se determinó la susceptibilidad antimicrobiana por difusión en placa. 

Para esto, se verificó su pureza y posteriormente se extrajo su material genético 

con el kit de extracción Wizard con la finalidad de realizar estudios genotípicos, la 

metodología empleada para llevar a cabo la determinación de la susceptibilidad 

antimicrobiana en S. aureus en la descrita en la CLSI 2015 . 

Las 50 cepas se identificaron como S. aureus mediante la amplificación del gen 

nuc especie- específico. Así mismo en 31(62%) de las 50 cepas  se amplificó el 

gen seA para la enterotoxina A. En cuanto a la susceptibilidad antimicrobiana se 

encontró que el 98% de las cepas presentan una multirresistencia a antibióticos.
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1. Introducción. 

 

1.1. Enfermedades transmitidas por alimentos.  

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA’s) se encuentran ampliamente 

extendidas y constituyen un problema prioritario de salud pública, tanto en países 

desarrollados como en aquellos en vía de desarrollo (Jordá et al., 2012). 

Generalmente los microorganismos contaminan los alimentos en pequeñas 

cantidades, y deben encontrar en ellos las condiciones adecuadas para sobrevivir 

y multiplicarse hasta alcanzar los niveles necesarios para ser infectantes o 

producir una cantidad de  toxina suficiente para causar una intoxicación. Las 

manifestaciones de las ETA’s son generalmente de tipo gastrointestinal (Juhler et 

al., 2015). 

El agente etiológico que se ha relacionado con mayor frecuencia con las 

intoxicaciones de origen alimentario es Staphylococcus aureus (Jordá et al., 2012) 

esto debido a sus características genéticas que le han permitido convertirse en 

una de las bacterias más importantes en la clínica y en las enfermedades 

transmitidas por los alimentos (Zendejas et al., 2014). La presencia de este 

microorganismo en los alimentos se asocia con la contaminación introducida por 

los manipuladores de alimentos, el incumplimiento de buenas prácticas de 

manufactura (contaminación exógena) o el uso de materia prima contaminada 

(contaminación endógena) (Suárez et al., 2007; Schmid et al., 2009). 

Se sabe que las cepas de S. aureus que suelen contaminar a los alimentos son 

coagulasa positiva, ya que muy pocas cepas  coagulasa negativa son capaces de 

producir enterotoxinas (intoxicación alimentaria estafilocócica (IAE)) (Perdomo et 

al., 2011). Éste microorganismo   es capaz de producir una intoxicación debido a 

la presencia de  toxina termorresistente  y enzimas proteolíticas (Jordá et al., 

2012). 
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1.2. Características del género Staphylococcus aureus. 

El nombre de estafilococos fue designado por Sir Alexander Ogston después de 

utilizar la expresión griega staphyle (racimo de uvas) para describir las 

características de crecimiento en grupos semejantes a uvas (Velázquez, 2005). 

El género Staphylococcus pertenece a la familia Micrococcaceae. Son cocos 

Gram positivos, su diámetro oscila entre 0.5 y 1.5 micras, son catalasa y 

coagulasa positiva,  no forman esporas, no son móviles, son aerobios facultativos 

pero crece mejor en condiciones aerobias y no tienen cápsula. Los estafilococos 

crecen en medios químicamente definidos, los cuales contienen glucosa, sales, 

aminoácidos, tiamina y ácido nicotínico. En medios suplementados crecen bien en 

intervalos de pH de 4.8-9.4 y a temperatura de 25 a 43°C. Sus colonias miden de 

1 a 3 mm producen un típico pigmento amarillo debido a la presencia de 

carotenoides y muchas cepas producen hemólisis a las 24-36 horas 

(Sahebnasagh et al., 2014; Rivera et al., 2011; Velázquez, 2005; Zendejas et al., 

2014). 

A la fecha se han reportado 35 especies conocidas con 17 subespecies del género 

Staphylococcus los cuales afectan a todas las especies conocidas de mamíferos, 

incluyendo a los roedores comunes de laboratorio (Fox et al., 2007). 

1.3. Reservorio y hábitat.  

S. aureus es una causa común de las infecciones adquiridas en la comunidad y 

adquiridas en hospitales, afecta a todos los grupos de edades, principalmente se 

encuentra en las fosas nasales así mismo se puede encontrar en heridas 

quirúrgicas, quemaduras, tracto urogenital, gastrointestinal, abscesos en la piel, 

osteomielitis, septicemia y casi en cualquier secreción corporal (Anagaw et al., 

2013). Diversos estudios indican que la totalidad de la población humana podría 

ser portador del microorganismo en algún momento de su vida, así el porcentaje 

de las personas portadoras de S. aureus puede abarcar aproximadamente 20-50% 

de la población, siendo las manos de los manipuladores la principal fuente de 

contaminación de los alimentos (Muñóz, 2014). 
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1.4. Alimentos implicados. 

Los alimentos que se han encontrado frecuentemente involucrados con la 

intoxicación estafilocócica incluyen carne y derivados cárnicos, aves y productos 

de huevo, leche y lácteos, ensaladas, productos de panadería, particularmente 

rellenos de crema, pasteles y sándwiches. Productos alimenticios salados, tales 

como jamón, también han sido implicados, debido  a  la capacidad de S. aureus de 

crecer en actividad de agua de 0.85 (Argudín et al., 2010). No solo la carne de 

pollo es ideal para la proliferación de S. aureus sino también el chorizo, ya que las 

materias primas con que se elabora, de las que destaca la carne y la tripa, tiene 

excesiva manipulación por el productor. También es importante considerar la 

influencia de la temperatura inadecuada a la que se almacenan las materias 

primas o el producto (Zendejas et al., 2014). 

Existen reportes que evidencian la presencia de residuos antimicrobianos en 

leches destinadas al consumo humano en el país y esto principalmente se debe a 

que productores incumplen con los lapsos de tiempo en el retiro de los vacunos 

tratados con antibióticos, esto trae como consecuencia que la microbiota 

autóctona y otros microorganismos entren en contacto con esta leche, provocando 

una presión selectiva que favorece la aparición y proliferación de bacterias 

antibiótico-resistentes. Aunque la pasteurización es el proceso más utilizado para 

la destrucción de la biota patógena en leche, en algunos casos no es aplicada 

eficientemente. Esto es más perceptible en la fabricación de quesos artesanales 

donde este procedimiento en general, no se  realiza (Rivera et al., 2010). 

1.5. Patología. 

S. aureus es un patógeno importante tanto a nivel hospitalario como de la 

comunidad. En los Estados Unidos, S. aureus junto con Escherichia coli son los 

microorganismos que se aislaron con mayor frecuencia en procesos intra-

hospitalarios; es la causa más común de neumonía hospitalaria e infección del 

sitio operatorio y la segunda causa de bacteriemia después de estafilococos 

coagulasa negativos. En la comunidad, persiste como una causa muy importante 
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de infección de piel y de tejidos blandos, de infecciones respiratorias y de 

endocarditis infecciosa (especialmente entre usuarios de drogas inyectadas).  En 

Bogotá, durante el año 2002, S. aureus fue el principal microorganismo aislado en 

infecciones hospitalarias en 25.7% de los casos invasivos (Tibavizco et al., 2007). 

1.5.1.  Intoxicación alimentaria. 

S. aureus es importante no solo porque ocasiona infecciones en diversas partes 

del organismo humano, sino porque es una de las principales bacterias implicadas 

en enfermedades transmitidas por alimentos. Esto debido a que este 

microorganismo secreta enterotoxinas estafilocócicas que son de las pocas 

toxinas bacterianas de naturaleza proteica, que presentan termorresistencia, lo 

cual explica que las toxinas no se destruyen fácilmente. La gravedad de la 

enfermedad depende de la cantidad de alimento y  la cantidad de toxina en el 

alimento ingerido y la salud general del consumidor (Perdomo et al., 2011). La 

dosis de enterotoxina para causar una intoxicación por S. aureus es de100 ng (Wu 

et al., 2016) esta concentración de toxina es alcanzada cuando la población de 

Staphylococcos aureus en el alimento exceden 100,000 UFC/g (URL 1). Después 

del consumo de la toxina, los síntomas aparecen rápidamente (2-8horas) debido a 

que es una toxina preformada y esta intoxicación generalmente desaparece a las 

24- 48 horas debido a que es una enfermedad autolimitante. Las manifestaciones 

clínicas abarcan náuseas, dolor abdominal, emesis, diarrea y postración, en los 

casos más graves puede presentar cefalea y puede requerir hospitalización, 

particularmente en infantes, personas de la tercera edad y pacientes  

inmunocomprometidos (Mghassem et al., 2015; Schelin et al., 2011; Zendejas et 

al., 2014). 
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1.6. Factores de virulencia. 

S. aureus produce una amplia variedad de exoproteínas que le capacitan para 

colonizar y causar enfermedades en el hospedero. Casi todas las cepas secretan 

enzimas que incluyen: cuatro hemolisinas (alfa, beta, gamma y delta), nucleasas, 

proteasas, lipasas, hialuronidasa y colagenasa. Algunas cepas producen una o 

más exoproteínas adicionales como son: la toxina del síndrome de choque tóxico, 

enterotoxinas estafilocócicas (A, B, C, D, E, H, I), toxina exfoliativa (A y B)  (Molina 

et al., 2010). 

Los factores de virulencia se han clasificado en tres categorías: 1) los involucrados 

en la adherencia a la célula huésped o matriz extracelular, como las proteínas de 

unión a fibrinógeno, fibronectina, colágeno y coagulasa; 2) aquellos que están 

involucrados en la evasión de las defensas del huésped, como las enterotoxinas 

estafilocócicas; la TSST-1, la leucocidina de Panton-Valentine (PVL), proteína A y 

lipasas; 3) los involucrados en la invasión de la célula huésped y penetración de 

los tejidos, como la toxina α, hemolisinas β, γ y δ (Roussel et al., 2015). En el 

cuadro 1 se resume los principales factores de virulencia descrito en S aureus. 

Cuadro 1. Principales factores de virulencia de S. aureus. 

Estructurales Enzimas Toxinas 

Peptidoglucano Catalasa Toxina α 
(Hemolisina α) 

Proteína A Hialuronidasa Hemolisina β 

Factores de adhesión Lipasas Hemolisina γ 

Ácidos teicoicos Coagulasa Hemolisina δ 
 Nucleasas Leucocidina de Pantone-

Valentine (PVL) 

 Proteasas Enterotoxinas 
estafilocócicas (SE)  

 Estafilocinasa Toxina 1 del síndrome del 
shock tóxico (TSST-1)  

 Colagenasa Toxinas exfoliativas (ETA 
y ETB) 

 (Bustos et al., 2006). 
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1.6.1. Enzimas. 

S. aureus es capaz de producir componentes superficiales llamados toxinas y 

producir enzimas extracelulares. En general, estos componentes son capaces de 

provocar severas intoxicaciones alimentarias dependiendo de la cantidad de 

alimento ingerida (Argudín et al., 2010). 

En S. aureus se encuentra la colagenasa la cual le permite convertir el fibrinógeno 

en fibrina. La hialuronidasa que actúa sobre el cemento intercelular, este se 

considera un factor de diseminación, la fibrinilisina que también es llamada factor 

de Müeller o fibrinolisina, las cepas que producen grandes cantidades de esta 

enzima pueden aparecer como coagulasa negativas, sobre todo después de 

largos periodos de incubación (Molina et al., 2010). Otra de sus enzimas 

importantes es la DNAsa que es una nucleasa termorresistente, presenta 

propiedades de endo y exonucleasa con la que el ADN y ARN pueden ser 

degradados. Penicilasas también llamadas betalactamasas que son enzimas que 

producen la hidrólisis del anillo betalactámico lo cual conduce a la pérdida de la 

actividad antimicrobiana  (Zendejas et al., 2014). 

 

1.6.2.  Toxinas. 

S. aureus es un microorganismo capaz de producir toxinas las cuales provocaran 

una intoxicación alimentaria, estas toxinas están divididas de acuerdo con los 

efectos biológicos que producen en las células (cuadro 2) (Wu et al., 2016). 

 

Cuadro 2. Staphylococcus aureus: toxina y efecto biológico. 

Toxinas Efecto biológico 

Citotoxinas (α,β,δ y γ leucocidina de 

PV) 

Mecanismo poro-perforador sobre las 

membranas de leucocitos. Eritrocitos, 

macrófagos, plaquetas y fibroblastos. 
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Toxina exfoliativa (ETA, ETB) Proteasas, que rompen los puentes 

intercelulares en el estrato granuloso de 

la epidermis. 

Enterotoxinas (A-E, G-I) Super antígenos (estimula la 

proliferación de células T y la liberación 

de citocinas): estimula la liberación de 

mediadores químicos en los mastocitos, 

aumentando el peristaltismo.  

Toxina del síndrome del choque 

toxico TSST-I 

Super antígenos (estimula la 

proliferación de de células T y la 

liberación de citocinas): produce 

extravación o la destrucción de las 

células endoteliales. 

(Zendejas et al., 2014). 

 

Las enterotoxinas estafilocócicas constituyen un grupo heterogéneo de proteínas 

solubles en agua, poseen un peso molecular relativamente bajo que oscila entre 

26 000 y 30 000 daltons (Jantra et al., 2011). Estas toxinas provienen de cepas 

específicas; sin embargo, una cepa de S. aureus puede sintetizar múltiples 

serotipos toxigénicos. Las enterotoxinas presentan alta termoestabilidad, requieren 

al menos 30 min a 100°C para ser destruidas las cuales son condiciones que 

fácilmente destruyen al microorganismo que las produce (Balaban et al., 2000). 

Estas enterotoxinas son sintetizadas por S. aureus en la fase logarítmica de 

crecimiento o durante la transición de la fase exponencial a la fase estacionaria 

(Derzelle et al., 2009) 

Las enterotoxinas estafilocócicas, forman parte del grupo de toxinas conocidas 

como superantígenos toxina pirogénicos (PTSAgs), ya que tienen actividad 

biológica de pirogenicidad y superantigenicidad. Se conoce una gran variedad de 

estas toxinas (SE): en secuencia alfabética de SEA a SEE, de SEG a J, SEK, 

SEL, SEP, SEM y SEO, en el cuadro 3 se resumen las propiedades generales de 
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estas toxinas. Cuando se consumen alimentos contaminados con  S. aureus las 

SE causan gastroenteritis, estimulan el peristaltismo intestinal y ejercen un efecto 

sobre el sistema nervioso central, que se manifiesta por vómitos, los cuales 

acompañan a la enfermedad gastrointestinal (Johler et al, 2016). 

 

Cuadro 3. Propiedades generales de las SE y la localización genómica de los 

genes que codifican para éstas. Nd, no determinado; aActividad emética 

demostrada en conejos pero no en primates; bLocalización hipotética en un 

profago. 

Toxina. Peso 

molecular 

(kDa) 

Activi-

dad 

emética. 

Gene. Elemento genético accesorio. 

SEA 27.1 Sí seA ɸSa3ms, ɸSa3mw, ɸ252B, ɸNM3, 

ɸMu50a 

SEB 28.4 Sí seB pZA10, SaPI3 

SEC 27.5-27.6 Sí seC SaPIn1,SaPIm1, SaPImw2, SaPIbov1 

SED 26.9 Sí seD pIB485-like 

SEE 26.4 Sí seE ɸSab 

SEG 27.0 Sí seG egc1(vSaβI); egc2(vSaβIII); egc3;egc4 

SEH 25.1 Sí seH MGEmw2/mssa476 seh/∆seo 

SEI 24.9 Sí seI egc1(vSaβI); egc2(vSaβIII); egc3 

SEJ 28.5 No seIJ pIB485-like; pF5 

SEK 26 Sí seIK ɸSa3ms, ɸSa3mw, SaPI1, SaPI3, 

SaPIbov1, SaPI5 

SEL 26 No selL SaPIn1,SaPIm1, SaPImw2, SaPIbov1 

SEM 24.8 No selM egc1(vSaβI); egc2(vSaβIII) 

SEO 26.7 No selO egc1(vSaβI);egc2(vSaβIII); 

egc3;egc4;MGEmw2/mssa476seh/∆seo 

SEP 27.0 No selP ɸN315, ɸMu3A 

(Argudín et al., 2010) 
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Con respecto a la prevalencia, una de las toxinas que se encuentra 

frecuentemente implicada en los brotes de intoxicación alimentaria es la 

enterotoxina A, por ser extremadamente potente comparada con la toxina 

botulínica y con una cantidad tan pequeña como lo es 20- 100 ng es suficiente 

para causar síntomas de intoxicación, esto es porque existe la enorme 

susceptibilidad de las plaquetas y monocitos de los seres humanos a dicha toxina 

(Wu et al., 2016; Bhatia et al, 2007). 

Las enterotoxinas A y D son las más frecuentemente asociadas con las 

intoxicaciones alimentarias, y el tipo B se detecta con mayor regularidad en 

infecciones intrahospitalarias (Johler et al, 2016). 

Otra de las toxinas que acarrea múltiples complicaciones médicas, inclusive hasta 

la muerte, es la toxina asociada  al síndrome del choque tóxico (TSST-I) antes 

conocida como exotoxina pirogénica. Este síndrome se caracteriza por una 

respuesta inflamatoria exacerbada (Zendejas et al, 2014) que es debido a que 

suprime la quimiotaxis de neutrófilos, induce la función supresora de los linfocitos 

T y bloquea el sistema retículo endotelial. La toxina actúa como superantígeno 

estimulando la liberación de varias citocinas, prostaglandinas y leucotrienos, los 

cuales producen los signos y síntomas del síndrome (Bustos et al, 2006). 

La leucocidina es una proteína que forma poros en la membrana plasmática de los 

leucocitos, lo cual provoca un aumento en la permeabilidad y eventualmente 

produce la lisis de la célula. La lisis de los leucocitos produce la liberación de 

mediadores de la inflamación, con una consecuente respuesta inflamatoria grave 

(Dinges et al., 2000). La toxina α o hemolisina α, es considerada como el prototipo 

de las citotoxinas formadoras de poros, es citolítica para un gran número de 

células, entre las que se encuentran los monocitos, linfocitos, eritrocitos, plaquetas 

y células endoteliales (Montallebi et al., 2016). La hemolisina β tiene actividad de 

fosfolipasa c, la cual es específica para la esfingomielina y liso-fosfatidilcolina. La 

hemolisina γ afecta a neutrófilos, macrófagos y a una gran variedad de eritrocitos 
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de mamíferos. La hemolisina δ es capaz de causar daño en la membrana de un 

gran número de células de mamíferos (Bustos et al, 2006). 

1.7. Susceptibilidad antimicrobiana. 

La adquisición de material genético por las bacterias susceptibles a 

antimicrobianos de bacterias con resistencia ocurre a través de conjugación, 

transformación o transducción con transposones que a menudo facilitan la 

incorporación de genes de resistencia múltiple al genoma o plásmido (Becerra et 

al, 2009). En la actualidad las cepas de S. aureus tienen un amplio intervalo de 

resistencia a los antibióticos y se pueden encontrar cepas resistentes y 

multirresistentes (Bustos et al, 2006). En la era previa a los antibióticos, la 

mortalidad de pacientes era del 80% al 70% y para la década de 1940, con la 

llegada de la penicilina, el pronóstico de los pacientes con infecciones 

estafilocócicas era muy alentador. Sin embargo, ya desde 1942 se identificaron 

cepas resistentes; primero en hospitales y después en la comunidad 

(Rammelkamp et al, 2000). Para la década de 1960, más del 80% de los 

estafilococos aislados eran resistentes a la penicilina. La resistencia a la penicilina 

está mediada por el gen blaZ, cuyo producto es la β-lactamasa, que hidroliza el 

anillo β-lactámico de la penicilina y lo inactiva. Así surge la meticilina, la primera 

penicilina semisintética resistente a la β-lactamasa, pero rápidamente se 

reportaron cepas resistentes a la meticilina (Becerra et al, 2009). 

Los estafilococos son resistentes a la meticilina por diferentes mecanismos como 

por ejemplo producción exagerada de β-lactamas, por la presencia de una nueva 

proteína en la pared celular denominada PBP2a. La presencia de PBP2a está 

codificada por el gen mecA, este gen codifica para la formación de la proteína lo 

que le confiere una baja afinidad por la meticilina y oxacilina y por lo tanto estas 

cepas son resistentes al tratamiento con estos agentes antimicrobianos 

(Palavencino et al, 2002). Con la llegada de la vancomicina las cepas resistentes a 

meticilina se trataban con éxito pero con el tiempo aparecieron cepas resistentes. 

Para 1997 se reportaron cepas con una resistencia intermedia y para el 2002 

cepas con resistencia completa a la vancomicina (Becerra et al, 2009). 
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Existen otros factores que dan resistencia a los antibióticos como por ejemplo la 

prescripción indiscriminada de drogas, la automedicación de pacientes, el uso 

masivo de antibióticos como aditivos a alimentos para animales. Por ello, en 

países Europeos se considera ilegal la presencia de residuos antimicrobianos en 

la leche destinada al consumo humano y penaliza con multas a quienes incurren 

en ello (Rivera et al, 2011). 
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2. Justificación. 

 

S. aureus es el agente etiológico asociado con mayor frecuencia en las 

intoxicaciones alimentarias debido a la producción de  enterotoxinas de las cuales 

se han descrito más de 18, siendo la enterotoxina A  la que se reporta con mayor 

frecuencia en casos de intoxicación alimentaria. En la actualidad la resistencia de 

este microorganismo a antimicrobianos se ha incrementado, por lo que es posible 

encontrar cepas multiresistentes. En México actualmente no existen reportes que 

demuestren estas características en este microorganismo por lo que el presente 

trabajo pretende aportar información sobre la susceptibilidad antimicrobiana y 

toxinotipificación de cepas de S. aureus  aisladas de diferentes tipos de quesos, 

productos que cotidianamente pueden ser consumidos por la población.  
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3. Hipótesis. 

Si las cepas de Staphylococcus aureus aisladas de quesos presentan el gen que 

codifican para la enterotoxina A  y además  multiresistencia a antibióticos entonces 

éstas representan un riesgo para el consumidor de éste producto lácteo. 
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4. Objetivos 

 

4.1. Objetivo general 

 Hacer la toxinotipificación y la susceptibilidad antimicrobiana de cepas de 

Staphylococcus aureus aisladas de quesos. 

 

4.2. Objetivos particulares  

 

 Recuperar las cepas de S. aureus aisladas de quesos y extraer el ADN de 

las mismas. 

 Detección del gen nuc en las cepas de Staphylococcus aureus. 

 Detección del  gen seA en las cepas de Staphylococcus aureus.  

 Determinar el perfil de susceptibilidad antimicrobiana de las cepas de 

Staphylococcus aureus por el método de difusión en placa. 
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Figura 1. Esquema general de trabajo. 
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5. Material y métodos. 

A partir de una colección de cepas de S. aureus provenientes de quesos 

artesanales (queso oaxaca, doble crema, rayado, panela), se recuperaron 50 

cepas, de las cuales se evaluó su pureza y la susceptibilidad antimicrobiana por el 

método de difusión en placa descrita por la CLSI 2015. 

 

5.1. Recuperación, verificación de pureza y conservación de 

las cepas. 

Se descongelaron las cepas de S. aureus previamente aisladas e identificadas a 

partir de quesos. Se verificó su pureza al ser sembrado en agar sal y manitol. 

 Se seleccionaron colonias aisladas con halos de color amarillo originado por la 

fermentación del manitol que contiene el medio, se realizó tinción de Gram para 

verificar su pureza.  

Se sembró la colonia que cumplió con los  criterios  de selección  en caldo BHI y 

se incubó por 24 h a 37°C. Posterior a esto se sembró en agar BHI por estría 

cerrada y se incubó por 24 h a 37°C. Se adicionó 1 mL de caldo BHI con glicerol al 

20%, se lavó hasta obtener todo el cultivo. Se pasó la suspensión a un tubo tipo  

Eppendorf y se congelo a -70°C. 

5.2. Extracción de ADN con el kit de purificación de ADN 

genómico Wizard®  

A partir de un cultivo de 24 horas  de S. aureus en caldo BHI se transfirió  1.5 mL 

del cultivo a un tubo tipo Eppendorf. Se centrifugó a 13,000-16,000 × g durante 2 

min. Se eliminó  el sobrenadante. Se resuspendió con 100μl de lisozima 

(10mg/mL).  

Se incubó  a 37 ° C durante 40 minutos. Se centrifugó durante 2 min a 13,000-

16,000 × g y se eliminó el sobrenadante. Se añadió 600μL de la solución de lisis. 
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Se incubó a 80 ° C durante 5 min; se dejó enfriar a temperatura ambiente. Se 

añadió 1.5μL de la solución de RNasa.  

Se incubó a 37 ° C durante 40 minutos. Se enfrió  la muestra a temperatura 

ambiente. Se agregó 200μL de la Solución de precipitación de proteínas. Se 

mezcló en Vortex y se incubó la muestra en hielo durante 5 min. Se centrifugó a 

13,000-16,000 × g durante 3 min. Se transfirió  el sobrenadante a un tubo tipo 

Eppendorf de 1.5 mL limpio que contenía 600μL de isopropanol. Se centrifugó a 

13,000-16,000 × g durante 2 min. Se retiró el sobrenadante y se añadió  600μL de 

etanol al 70%. Se centrifugó a 13,000-16,000 × g durante 2 min. Se decantó el 

tubo para retirar el etanol. 

El precipitado se secó  al aire durante 20 minutos. Se añadió  50 µL de solución de 

rehidratación de ADN y se permitió la hidratación a 4°C toda la noche. Se guardó  

el ADN a -20° C (URL 2) 

 

5.3. Identificación de S. aureus mediante la amplificación del 

gen nuc. 

La identificación se realizó mediante PCR empleando los siguientes iniciadores 

forward, 5’-GCG ATT GAT GGT GAT ACG GTT-3’; reverse, 5’-AGC CAA GCC 

TTG ACG AAC TAA AGC -3’ (Louie et al., 2002).  

La mezcla de reacción contenía 2 μL de la solución que contenía el ADN (aprox 

100ng), 2 μL de cada uno de los iniciadores (10µM), 12.5 μL de Master mix 2X y 

6.5 μL de agua. Las amplificaciones se hicieron en un termociclador Major science 

utilizando las siguientes condiciones de reacción: desnaturalización inicial a 94°C 

por 5 minutos seguido de 25 ciclos de amplificación (un ciclo de desnaturalización 

a 94°C durante 15 seg, alineamiento a 55°C durante 30 seg y la extensión a 72°C 

durante 30 seg), y un ciclo de extensión final de 72°C durante 10 min. El control 

positivo empleado fue la cepa de S. aureus ATCC 29213. 
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 Posteriormente, se preparó el gel de agarosa al 1.5% (p/v). Se mezclaron 5 μL de 

los amplicones obtenidos con 2.5 μL de regulador de carga. Para la electroforesis 

se utilizó el regulador Tris-Ácido acético glacial-EDTA (TAE), aplicando un voltaje 

de  60 V por 40 min. Posterior al tiempo del corrimiento electroforético se reveló el 

gel en un transiluminador (Strommenger et a., 2003). 

5.4. Enterotoxina. 

5.4.1. Diseño de iniciadores. 

Las secuencias del gen seA que codifica para la toxina A de S. aureus  se 

descargaron en formato FASTA de la base de datos de la National Center for 

Biotechnology Information (NCBI) y mediante el programa Clustal® versión 

0(1.2.1) se seleccionó la secuencia Forward y Reverse para el diseño “in silico” de 

los iniciadores. La especificidad de los iniciadores diseñados se comprobó con la 

plataforma Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) en la página de la NCBI. 

Este procedimiento se realizó con el Forward y el Reverse. El programa 

bioinformático en línea IDT (Integrated DNA Technologies) versión 3.1  se empleó 

para evaluar las características fisicoquímicas de las secuencias Forward y 

Reverse como el porcentaje de G y C, la temperatura de fusión (Tm) y peso 

molecular (MW).  

 

5.4.2.  Amplificación del gen seA.  

La identificación se realizó mediante PCR empleando los siguientes iniciadores 

forward, 5’- GGT AGC GAG AAA AGC GAA G -3’; reverse, 5’- CGT CTT GCT 

TGA AGA TCC A -3’.  

La mezcla de reacción contenía 2 μL de la solución que contenía el DNA (aprox. 

100ng), 2 μL de cada uno de los iniciadores (10µM), 12.5 μL de Master mix 2X y 

6.5 μL de agua. Las amplificaciones se hicieron en un termociclador Major science 

utilizando las siguientes condiciones de reacción: desnaturalización inicial a 95°C 

por 5 minutos seguido de 30 ciclos de amplificación (un ciclo de desnaturalización 
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a 94°C durante 30 seg, alineamiento a 55°C durante 45 seg y la extensión a 72°C 

durante 45 seg), y un ciclo de extensión final de 72°C durante 10 min. El control 

positivo empleado fue la cepa de S. aureus ATCC 29213. 

 Posteriormente, se preparó el gel de agarosa al 1.5% (p/v). Se mezclaron 5 μL de 

los amplicones obtenidos con 2.5 μL de regulador de carga. Para la electroforesis 

se utilizó el regulador Tris-Ácido acético glacial-EDTA (TAE), aplicando un voltaje 

de  60 V por 40 min. Posterior al tiempo del corrimiento electroforético se reveló el 

gel en un transiluminador (Strommenger et a., 2003). 

5.5. Determinación de susceptibilidad antimicrobiana por el 

método de Difusión en placa (CLSI, 2015) 

De la placa con agar sal y manitol previamente obtenida se seleccionó una colonia 

la cual se sembró en caldo BHI se incubó a 37°C por 24 horas. Se tomó una 

alícuota del cultivo y se pasó a caldo BHI hasta obtener una suspensión 

equivalente a un estándar de 0.5 McFarland. Se sembró con hisopo estéril por 

estría cerrada una placa con agar Muller-Hinton por cepa.  

Se colocó en antibiograma con los antibióticos ceftazidima (30µg), Eritromicina 

(15µg), Ampicilina (10 µg), Tetraciclina (30 µg), Trimetoprim-sulfametoxasol (30 

µg), Cefotaxima (30 µg), Gentamicina (10 µg), Cefuroxima (30 µg), Dicloxacilina (1 

µg)  y penicilina (10U) en la placa ya inoculada. Se incubó a 37°C por 24 horas.  

Posterior a esto se mide el diámetro del halo y se clasifica en resistentes y 

sensibles de acuerdo a los criterios que establece la CLSI 2015. 
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6. Resultados. 

 

6.1. Identificación de S. aureus mediante la amplificación del 

gen nuc. 

A partir del ADN genómico  de las 50 cepas  de S. aureus, se procedió a hacer la 

amplificación del gen nuc, el cual se encuentra ampliamente distribuido en esta 

especie es decir, es especie-especifico; por lo cual se utiliza como blanco para su 

identificación (Karmakar et al., 2016)  encontrando que en un 100% de las cepas 

se amplificó el gen nuc (figura 2). 

 

Figura 2. Electroforesis de los productos de PCR del gen nuc  en las cepas 

de S. aureus. Carril 1: marcador de 100 pb. Carril 2: Control positivo (DNA de S. 

aureus ATCC 29213). Carriles 3-16: cepas problema. 
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6.2. Enterotoxina 

 

6.2.1. Amplificación del gen seA. 

El gen seA  que codifica para la enterotoxina A se amplificó en el 62% (31/50) de 

las cepas de S. aureus. En la figura 3 se observa la presencia del fragmento de 

470 pb el cual corresponde al amplicón esperado. 

 

 

Figura 3. Electroforesis de los productos de PCR del gen seA en las cepas 

de S. aureus. Carril 1y 21: marcador de 100 pb. Carril 28: Control positivo (DNA 

de S. aureus  ATCC 29213). Carriles 2-20 y 22-27: cepas problema. 
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Cuadro 4. Resultados obtenidos en los ensayos  genotípicos en las 50 cepas 

de S. aureus analizadas. 

cepa Gen nuc Gen seA  cepa Gen nuc Gen seA 

2 + +  68 + + 

3 + -  69 + - 

4 + +  70 + - 

5 + +  71S + - 

6 + +  71F + - 

7 + +  72 + + 

8 + +  73 + + 

9 + +  74 + - 

10 + +  75 + + 

18 + -  77F + + 

19 + +  78 + - 

30 + -  80 + - 

32 + +  81 + - 

34 + +  82F + - 

36 + +  83 + + 

37 + +  84 + - 

38 + +  85 + - 

40 + +  86F + + 

46 + +  88F + - 

47 + +  89F + - 

48 + +  90F + + 

63F + +  97F + + 

64 + -  101F + - 

65 + +  102F + + 

66 + -  ATCC 
29213 

+ + 

67F + +     

 

 

6.3. Determinación de la susceptibilidad antimicrobiana de las 

cepas. 

La susceptibilidad antimicrobiana se realizó por el método de difusión en placa 

(figura 4), se tuvo que el 100% de las cepas mostró resistencia para los 

antibióticos penicilina, dicloxacilina y ceftazidima, para ampicilina un 98% de 
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resistencia, un 34% de resistencia para cefuroxima, un 20% de resistencia para  

cefotaxima, un 16%, 14% y 14% para tetraciclina, eritromicina y gentamicina 

respectivamente y un 8% de resistencia para trimetoprim-sulfametoxasol (figura 5). 

En el anexo 1 se encuentran los resultados de halo de inhibición que se obtuvieron 

en el estudio con las cepas de S. aureus)  

 

Figura 4. Susceptibilidad  antimicrobiana por el método de difusión en placa 

de  una  cepa de Staphylococcus aureus. A, penicila; B, dicloxacilina; C, 

pefloxacino; D, cefuroxima; E, gentamicina; F, cefotaxima; G, trimetoprim-

sulfametoxazol; H, tetraciclina; I, ampicilina; J, Eritromicina; K, ceftazidima; L, 

cefalotina. 
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Figura 5. Resistencia a los antibióticos probados de las cepas de 

Staphylococcus aureus aisladas de quesos. 
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7. Discusión. 

7.1. Gen nuc. 

Staphylococcus aureus es una bacteria patógena, de amplia distribución en la 

naturaleza, asociada con infección general y brotes alimentarios, los cuadros de 

origen alimentario son muy frecuentes. Esta bacteria es capaz de producir gran 

cantidad de toxinas extracelulares y factores de virulencia que contribuyen a su 

patogenicidad (Suárez et al., 2008) 

El gen nuc de S. aureus codifica para una nucleasa termoestable que tiene 

propiedades endo y exonucleoliticas  que es capaz de degradar DNA y RNA hasta 

nucleotidos,  ésta actividad enzimática puede resistir 100°C por alrededor de una 

hora (Karmakar et al., 2016; Louie et al.,2000; Sahebnasagh et al., 2014).  

De las 50 cepas analizadas, en el 100% se detectó este gen, por lo cual se 

corrobora que las cepas de trabajo son S. aureus ya que el gen nuc tiene 

secuencias especies-especificas (Karmakar et al.,2016)  

7.2. Enterotoxina. Gen seA. 

Dentro de los factores de virulencia de S. aureus  se encuentra las enterotoxinas, 

de las cuales se han descrito principalmente cinco de ellas. La enterotoxina A está 

codificada en el gen seA  y  causa en el ser humano gastroenteritis, estimula el 

peristaltismo intestinal y ejerce un efecto en el sistema nervioso central lo cual se 

manifiesta en vómito (Bustos et al., 2006). En este estudio se detectó en el 62% 

de las cepas de trabajo este gen, lo que nos indica que la mayoría de las cepas 

son productoras de la toxina,  en estudios anteriores se ha obtenido que la 

enterotoxina A es la que se encuentra con mayor frecuencia (Argudín et al., 2010) 

como por ejemplo, en un estudio hecho en Francia a 33 cepas aisladas de 

alimentos como quesos y pollo, fue detectado el gen seA en un 69.7% en el año 

2002 (Kérouanton et al., 2007). En Austria los brotes de intoxicaciones 

alimentarias afectaron a 40 niños en 2007 y se identificó principalmente el gen seA 

en leche de sabor que consumían los infantes (Schmid et al., 2007). En Brasil 
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también se reportó un alto porcentaje de presencia de la enterotoxina en 

productos lácteos de donde se aislaron e identificaron 30 cepas de S. aureus de 

las cuales 21 (38%) amplificó el gen seA (Veras et al., 2008). En Korea se 

analizaron alimentos lácteos que estuvieron involucrados en intoxicaciones 

alimentarias teniendo 318 aislamientos de S. aureus de las cuales en 303 (95%) el 

gen seA se amplificó (Cha et al.,2006). Esto concuerda con los datos obtenidos en 

este trabajo ya que se encontró un alto porcentaje de presencia del gen seA, esto 

es por arriba del 50% lo que nos muestra que esta enterotoxina es la mayormente 

relacionada con los brotes de intoxicación alimentaria. 

En Europa, la European Food Safety authority (EFSA) en el año 2009 reportó un 

total de 5550 brotes de intoxicación, afectado alrededor de 44 000 personas y 

causando 46 muertes. De esto 293 brotes fueron causados por toxinas de S. 

aureus y el alimento que fue el vehículo de éste microorganismo fue el queso. 

(Schelin et al., 2011). 

La prevalencia de esta intoxicación puede ser debida a que en la actualidad la 

demanda de alimentos que estén listos para el consumo ha incrementado, por lo 

que la industria alimenticia ha desarrollado nuevas técnicas de procesamiento y 

almacenamiento de alimentos como por ejemplo, comida semipreparada, 

alimentos refrigerados lo que ofrece un ambiente adecuado para el desarrollo del 

microorganismo. Es importante tomar en cuenta que las enterotoxinas son 

sintetizadas por S. aureus en la fase logarítmica de la multiplicación de la bacteria 

(Argudín et al., 2010) lo que nos sugiere que el microorganismo  necesita un 

ambiente propicio para su multiplicación y consigo la producción de la toxina. 

Es bien sabido que la principal fuente de  contaminación de alimentos por S. 

aureus  son los manipuladores de éstos, ya que llevan al microorganismo como 

microbiota en la piel y mucosas (Argudín et al., 2010) es importante que se pueda 

evitar los brotes de intoxicaciones por este microorganismo dando instrucciones 

precisas a todas estas personas que están encargadas de la elaboración, 

almacenamiento y transporte de alimentos de cómo cumplir con sus funciones 

evitando en lo mayor posible el riesgo de contaminación. 
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7.3. Susceptibilidad antimicrobiana. 

El surgimiento de cepas de S. aureus multirresistentes representa una respuesta 

secuencial a la presión selectiva impuesta por la terapia antimicrobiana 

(Velázquez, 2005).   

En la actualidad en muchos países el tratamiento contra S. aureus se basa 

principalmente en la administración de oxacilina (500mg), penicilina (1,000,000 U) 

y algunos otros antibióticos β-lactámicos como la ampicilina, ceftaxidima, 

cefotaxima, cefuroxima(Wilson et al.,2007). Sin embargo, muchas de las cepas de 

este microorganismo son resistentes a estos antibióticos debido a la producción de 

la enzimas β-lactamasa (Jamali et al.,2015) se reportan cepas con una resistencia 

a la penicilina del 80% - 93%.(Bustos et a.,2006) 

 En este trabajo los resultados obtenidos concuerdan con los reportados en 

algunos otros estudios  en donde trabajaron con 2650 muestras de leche cruda de 

vaca obteniendo 328 aislamientos de S. aureus las cuales más del 50% indicaron 

una multirresistencia (Jamali et al., 2015). En el trabajo realizado por  Rivera et al., 

2011 se trabajó con 25 cepas provenientes de quesos en donde encontraron que 

se tenía una resistencia total a penicilina, oxacilina, tetraciclina, eritromicina y 

amikacina. En este estudio se puede ver que la ceftaxidima y la ampicilina 

presentan una resistencia del 100% y 98% respectivamente,  lo cual nos sugiere 

que los antimicrobianos ya no son  efectivos contra las infecciones que puede 

provocar el microorganismo.  

El alto nivel de resistencia de S. aureus también ha sido reportado para 

tetraciclina, meticilina, kanamicina, gentamicina y estreptomicina, indicando un alto 

potencial de desarrollo a la resistencia a agentes antimicrobianos (Jamali et al., 

2015). Esto también se observó en los resultados obtenidos ya que se presentó un 

100% de resistencia a la dicloxacilina siendo este antibiótico de la familia de las 

tetraciclinas, en cambio se observó una resistencia del 14% en gentamicina, la 

diferencia del porcentaje de resistencias a los antimicrobianos  puede deberse a 
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varias razones, uno de las principales es que los microorganismos suelen tener 

diferentes mecanismos de resistencia, (Matsuoka et al., 2002)  

En el caso de los aminoglucosidos  S. aureus tiene un gen que codifica para una 

enzima bifuncional que confiere la resistencia a antibióticos como a gentamicina, 

para los macrólidos el microorganismo es capaz de metilar una adenina en la 

posición 2058 de 23S rRNA y para las tetraciclinas se modifica los ribosomas del 

microorganismo (Strommenger et al., 2003).  

Otro motivo puede ser que desde 1960, se ha reportado la pérdida espontánea de 

genes que confieren resistencia, como por ejemplo, se ha estudiado la pérdida del 

gen mecA en cepas de S. aureus que se han observado durante su 

almacenamiento en cultivos por largos tiempos de incubación a temperaturas 

favorables en medios libres de antibióticos (Katayama et al., 2000), esto nos 

puede ayudar a visualizar un poco más el por qué antibióticos de la misma familia 

suelen tener diferencias en cuanto a la resistencia en una misma cepa.  

En este estudio se observó claramente que existen cepas que son resistentes a 

uno o dos antibióticos pero también se observan cepas que son resistentes a más 

de dos antibióticos y los cuales son llamadas “multidrogoresistentes”, es bien 

sabido que S. aureus puede tener un amplio intervalo de resistencia a antibióticos 

debido a la transferencia horizontal de genes que son transportados por elementos 

génicos móviles como lo son plásmidos, transposones y secuencias de inserción 

(Bustos et al, 2006) esto genera que las cepas puedan adquirir material genético 

para resistencia a antibióticos que anteriormente no tenían.  

Hoy en día es de gran importancia encontrar el porqué de la multirresistencia de 

este microorganismo a los antibióticos para poder reducir este suceso. Es bien 

sabido que esto puede estar asociado a la facilidad de compra de antibióticos sin 

prescripción médica (Miranda, 2011)  ya que hasta hace poco se podía comprar 

antimicrobianos indiscriminadamente. Así mismo es importante considerar que en 

algunos casos los mismos pacientes suspenden tratamientos médicos ya que 

tiene una mejoría notable antes de cumplir con el tiempo indicado por el médico, 
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esto puede provocar que los microorganismos no se eliminen totalmente y 

adquieran resistencia al antibiótico utilizado.  

En este trabajo se reporta que existe un alto porcentaje de resistencia a 

antibióticos, al mismo tiempo se observa un alto porcentaje de cepas que albergan 

el gen seA, lo cual es bastante importante ya que, en la actualidad no se puede 

diferenciar una intoxicación alimenticia y una infección al momento que el paciente 

presenta los síntomas lo cual obliga a dar terapia antimicrobiana y esto a su vez 

puede provocar que  exista una adquisición de resistencia por el microorganismo 

al tener un uso indiscriminado de estos antibióticos. 

Ahora que se tienen bastantes estudios sobre la resistencia antimicrobiana es 

importante planificar esquemas de antibióticos que garanticen que se elimine el 

microorganismo que está causando alguna afección al ser humano. En el año 

2011 se realizó un estudio que reveló que la conjugación de antibióticos como 

dicloxacilina+amikacina y la cefalotina+amikacina mostró una gran actividad 

sinérgica favorable para el tratamiento de las infecciones ocasionadas por S. 

aureus (Miranda et al., 2006) esto nos indica que los esquemas empíricos son 

necesarios cuando hay multirresistencia que requieren vigilancia y planificación 

anticipada con opciones, alternativas y criterio de prescripción. En México no hay 

suficiente información sobre la práctica de prescripción de antibióticos por lo que 

no se puede establecer estrategias para reducir la resistencia no solo de S. aureus 

sino de muchos otros microorganismos (Miranda, 2011)  
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8. Conclusiones. 

 Todas las cepas que previamente se aislaron de quesos, fueron 

identificadas genotípicamente  como Staphylococcus aureus con la 

amplificación del gen nuc. 

 

 El 62% de las cepas de S. aureus presentan el gen seA, que es un factor 

de virulencia que ha estado involucrado en las intoxicaciones alimentarias.  

 

 Este estudio confirmó que el 98% de las cepas de S. aureus aisladas de 

quesos muestran una multirresistencia. La importancia de estos datos 

radica en que se reconoce no solo en el país sino a nivel mundial la 

incidencia de cepas multirresistentes como causante de un problema de 

salud pública.  
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ANEXO 1. 

 Resultados obtenidos de los ensayos de susceptibilidad antimicrobiana de las 50 cepas de S. aureus. S, sensible; I, 

intermedio; R, resistente. 

Cepa Ceftazidi

ma 

(30µg) 

mm 

Eritromici

na 

(15µg) 

mm 

Ampicilin

a 

(10 µg) 

mm 

Tetracicli

na 

(30 µg) 

mm 

Trimetoprim

-

sulfametoxa

zol 

(25 µg) 

mm 

Cefotazi

ma 

(30 µg) 

mm 

Gentamici

na 

(10 µg) 

mm 

Cefuroxi

ma 

(30 µg) 

mm 

Dicloxacili

na (1 µg) 

mm 

Penicili-

na (10U) 

mm 

Inter-valo 

de refe-

rencia 

S I R S I R S I R S I R S I R S I R S I R S I R S I R S I R 

 

≥ 

3

5 

 

28

-

34 

 

≤ 

2

7 

 

≥ 

2

3 

 

14

-

22 

 

≤ 

1

3 

 

≥ 

3

5 

 

28

-

34 

 

≤ 

2

7 

 

≥ 

1

9 

 

15

-

18 

 

≤ 

1

4 

 

≥ 

16 

 

11 

- 

15 

 

≤ 

10 

 

≥ 

3

1 

 

26

-

30 

 

≤ 

2

5 

 

≥ 

1

5 

 

13

-

14 

 

≤ 

1

2 

 

≥ 

3

5 

 

28

-

34 

 

≤ 

2

7 

 

≥ 

1

6 

 

13

-

15 

 

≤ 

1

2 

 

≥ 

2

9 

 

- 

 

≤ 

2

8 

2 0 21 (I) 0 25 27 25 20 26 0 0 

3 0 18 9 20 25 20 18 23 0 0 

4 0 23 16 28 30 24 11 30 0 11 

5 0 22 12 26 30 27 27 30 0 0 

6 0 28 0 25 32 20 0 20 0 0 

7 0 25 0 21 23 0 19 0 0 0 

8 0 26 0 25 30 23 15 16 0 0 
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9 0 25 0 24 28 21 14 12 0 0 

10 0 24 0 23 30 26 15 12 0 0 

18 0 22 0 9 26 23 22 26 0 0 

19 0 20 0 9 25 21 18 24 0 0 

30 0 19 26 22 26 22 13 25 0 0 

32 0 23 0 28 34 20 16 15 0 0 

34 0 21 0 26 31 22 22 23 0 0 

36 0 21 9 24 30 21 23 27 0 0 

37 0 20 0 23 28 21 18 23 0 0 

38 0 23 0 25 32 25 28 27 0 0 

40 0 20 0 22 30 23 20 25 0 0 

46 0 24 0 26 32 22 20 25 0 0 

47 0 20 0 24 26 21 20 25 0 0 

48 0 19 0 23 29 23 22 27 0 0 

63F 0 25 0 25 32 20 15 13 0 0 

64 0 23 21 28 31 21 19 28 0 0 

65 0 26 10 29 31 27 22 29 0 0 

66 0 21 0 28 31 18 22 22 0 0 

67F 0 30 19 30 30 25 23 26 0 14 

68 0 23 0 27 27 22 20 23 0 0 
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69 0 17 30 25 0 0 0 0 0 0 

70 0 26 10 11 22 20 20 25 0 0 

71S 0 23 0 25 30 16 14 0 0 0 

71F 0 0 0 25 40 0 20 0 0 0 

72 0 23 15 24 30 22 20 26 0 0 

73 0 25 0 26 30 24 16 14 0 0 

74 0 0 0 11 31 12 13 15 0 0 

75 0 24 0 27 29 23 21 23 0 0 

77F 0 23 10 22 33 21 21 25 0 0 

78 0 10 0 0 0 0 0 0 0 0 

80 0 21 0 10 27 21 19 25 0 0 

81 0 26 14 31 32 22 25 24 0 0 

82F 0 0 0 13 32 11 21 13 0 0 

83 0 25 28 27 30 25 20 30 0 0 

84 0 0 0 20 31 20 16 15 0 0 

85 0 23 0 25 29 18 12 23 0 0 

86F 0 21 0 9 27 22 21 27 0 0 

88F 0 21 0 26 25 22 18 25 0 0 

89F 0 23 0 29 32 19 21 22 0 0 

90F 0 12 0 0 0 0 0 0 0 0 
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97F 0 21 0 25 27 12 18 23 0 0 

101F 0 23 0 25 28 19 23 24 0 0 

102F 0 11 0 23 0 0 0 0 0 0 

% de 

resisten

cia 

 

100 

 

14 

 

98 

 

16 

 

8 

 

20 

 

14 

 

34 

 

100 

 

100 
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