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INTRODUCCION

Los estafilococos de origen humano y animal difieren en algunas propiedades,
pero todos ellos producen, tanto «in vivo» como «in vitro» un niimero conmdettable
de sustancias extracelulares con actividad enzimatica. A pesar de que su me(.;arTlsmo
de accién no es bien conocido, todas ellas actiian sobre el hospedador, existiendo
correlacién, a veces muy elevada, entre su elaboracién y el cardcter patogeno y/o
enterotoxigénico.

De todos los enzimas producidos por los miembros del género Staphy[ococcu's, las
coagulasas y las nucleasas termostables son consideradas de gran valor para iden-
tificar especies y diferenciar estafilococos potencialmente patégenos. Teniendo en
cuenta, sin embargo, que la virulencia de estos microorganismos se encuentra
relacionada méis que con un factor tnico, con la elaboracién de una amplia gar.na de
toxinas y enzimas, son muy abundantes los trabajos en los que se inve.SUBa la
capacidad de producir estas sustancias, ya que esta informacién contribuye a
completar la caracterizacién de las cepas. En este sentido, cabe destacar la
produccién de lisozima, de proteasas (gelatinasa y caseinasa) y de lipasas.

La presencia de lisozima en cultivos de estafilococos coagulasa positivos fue
observada por Kashiba et al.2°, quienes asociaron la produccién de este enzima‘cfm la
patogenicidad. Posteriormente, Grosgebauer et al.!, sefialan que la elaborac-lt'm de
lisozima es un buen indice de patogenicidad, superior incluso a la produccién de
coagulasa libre. Esta idea no fue aceptada por otros investigadores' !® 22, y en la
actualidad se considera que la capacidad de elaborar lisozima es un carécter frecuente
de S. aureus, que presentan también otras especies de estafilococos coagulasa
negativos e incluso algunos miembros del género Micrococcus?! 22.

.



Las proteasas estafilocécicas constituyen un grupo heterogéneo de enzimas, entre
las que se encuentran la gelatinasa, la caseinasa, la fibrinolisina o estafiloquinasa y el
factor Muller. De ellas, la fibrinolisina sirve para clasificar en biotipos las cepas de

S. aureus, mientras que la gelatinasa y la caseinasa,

aunque de valor muy
'limitado* 6 80,

se utilizan como indices de patogenicidad. Martley et al.23, han
propuesto el empleo del tipo de actividad proteolitica en un medio conteniendo
caseinato sédico para tipificar cepas de estafilococos coagulasa positivos, especial-
mente las que no son susceptibles a los bacteriéfagos.

Los estafilococos producen también enzimas con actividad lipolitica, entre los

que destaca el denominado factor yema de huevo, que es una lipasa que actiia sobre
las lipoproteinas,

asociada generalmente con las cepas de estafilococos coagulasa
positivos!2 19 26,

En este trabajo se ha investigado Ia capacidad de producir lisozima, gelatinasa,
caseinasa y factor yema de huevo, asi como de hidrolizar los Tweens 20, 40, 60 y 80,
en una poblacién de 71 cepas de estafilococos aisladas a partir de leche mamitica de

oveja. Se han establecido, ademas, relaciones entre estas propiedades y la produccién
de coagulasa y de termonucleasa.

MATERIAL Y METODOS

Cepas

De las 71 cepas de estafilococos incluidas en este estudio, 59 correspondian a
S. aureus, 1 a S. simulans, 5 a S, epidermidis, 1 a S. haemolyticus y 5 a no clasificadas.

Todas ellas habfan sido aisladas por nosotros a partir de muestras de leche obtenidas
de ovejas con sintomas de mamitis.

Produccidn de lisozima

Para detectar la produccién de este enzima se empleé una técnica en placa
crita previamente por Garcia y MorenoS. Las cepas se consideraban como
Positivas (+) si a las cuarenta y ocho horas de incubacién a 372 C mostraban un 4rea
de lisis intensa, de miés de 2 mm. desde el borde de la linea de crecifftiento, como
débilmente positivas (£) cuando el 4rea de aclaramiento era inferior a 2 mm., y como
negativas (—) cuando no presentaban ningin tipo de lisis.

des

Produccién de gelatinasa

La capacidad de licuar la
Medium (Difco)

gelatina se puso de manifiesto en Chapman-Stone
siguiendo el método descrito por Garcia y Moreno3. Se consideraban
positivas (+) las cepas que mostraban un halo de aclaramiento, medido desde el
borde de la linea de crecimiento, superior a 2 mm., débilmente positivas (%) las que
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; iv entaban
presentaban &reas inferiores a 2 mm. y negativas (—) cuando no pres

aclaramiento.

Actividad caseinasa

Esta prueba se llevé a cabo en el medio denominado Sla'ndard Meth(;}ds 9&53:7;
Agar en la forma recomendada por Martley et al.?. Después de la incu a(.‘.lt.)nd ;
cultivos a 30 y 379 C, durante cuarenta y ocho horas, las cepas fueron clasifica das ]ZS
los grupos A-E descritos por Martley et al.?*, teniendo en cuenta el aspecto de
zonas de proteolisis observables alrededor de las colonias.

Reaccién en yema de huevo

Para el estudio de esta propiedad. se utilizé el procedimiento descrito pogg)arccxiia);
Morenos. Transcurrido el periodo de incubacién, cuarenta y ocho horlas a i »tras
cepas se consideraban positivas tanto si l’micamen!t? aclaraban' e.l medio com
el aclaramiento inicial presentaban opacidad y brillo superficial.

Hidrélisis de los Tweens

Para la puesta en evidencia de la actividad lipolitica de las cepas estud‘ad]as T::ebzz
los Tweens 20, 40, 60 y 80, se empled el medio Biood dgan M (BBL)ci-a ?e Las
afiadia 0,01 % de clorur'o calcico dihidratado y 1% del ’I‘w-een corfespo‘;l lehnora;s en
siembras se llevaban a cabo depositando un asa de un cultivo de dieciocho

d ) . de fondo plano. La
caldo BHI (Difco) sobre el medio contenido en placas de Petri de fon P37Q Cy

L E ; i r dieciocho horas 2
reaccién positiva se manifestaba, después de incuba por la

dudis iente
mantener las placas otras veinticuatro horas a temperatura amb ,
aparicién de una zona opaca alrededor del crecimiento.

RESULTADOS

y c el
Los resultados relativos a la produccién de lisozima y de gelatinasa, 3517(ior:e‘;as
tipo de proteolisis en agar caseinato, se recogen en la tabla I. De l?stensa i
estudiadas, 64 producian lisozima, si bien 36 de ellas lo hacian de forma 1n débgl %
28 restantes débilmente. Se observé fuerte actividad gelatinasa en 53 cepazyc el tipo
14. Por lo que se refiere a los tipos de proteolisis en agar caseinato a 30 -) i
encontrado maés frecuentemente fue el C (50 cepas), seguido del D (9 CCPES; as),
(7 cepas) y el E (5 cepas). La mayor frecuenciaa 379 C correspondié al A (52 Zeias).
siendo mucho menor la aparicién de los tipos C (12 cepas), D (1 cepa) y Ed( huevo €
La tabla II presenta los resultados referidos a las lipasas (factor yema ; huevo,
hidrélisis de los Tweens). Unicamente 35 cepas producian el factor yema de

glo 12
mientras que 68 hidrolizaban el Tween 20, 61 el Tween 40, 48 el Tween 60 y s
el Tween 80.
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TABLA 1
Produccién de lisozima y de gelatinasa, y tipo de proteolisis en agar caseinato
Prod. de Prod. de Tipo de proteolisis en agar caseinato
lisozima gelatinasa =
30° C* 370 C**
Especie
+ + —+ &+ — A B C D E A B C D E
S. aureus 35 24 46 13 49 8 2 49 9 1
S. simulans 1 1 1 1
S. epidermidis 2 3 5 5 5
S. haemolyticus 1 1 1
No clasificadas 2 3 2 3 2 1 2 2 1 1 1
TOTALES 36 28 7 53 14 4 7 50 9 5 56 12 1 2

* Tipos observados tras un periodo de incubacién de cuarenta v ocho horas a 300 C.
** Tipos observados tras un periodo de incubacién de cuarenta y ocho horas a 37¢ C.

Los datos referentes a las cepas agrupadas segin las especies a las que fueron
adscritas se muestran también en las tablas I y I1. Todas las cepas clasificadas como
S. aureus producian lisozima y gelatinasa, aunque con intensidad diversa. En agar
caseinato a 302 C, 49 de las cepas incluidas en esta especie mostraron el tipo C de
proteolisis, 8 el D y 2 el E, mientras que a 372 C, 49 pertenecian al tipo A, 9 al C
y 1 al E. Sélo 31 de las 59 cepas de S. aureus eran yema de huevo positivas, 57
hidrolizaban el Tween 20, 51 el Tween 40, 40 el Tween 60 y 6 el Tween 80. La tinica
cepa clasificada como S. simulans fue lisozima y gelatinasa positiva, mostraba a 30 y
372 Clos tipos D y C de proteolisis en agar caseinato, era incapaz de actuar sobre la
yema de huevo e hidrolizaba los cuatro Tweens estudiados. Las cinco cepas incluidas
en la especie S. epidermidis licuaban la gelatina y dos producian lisozima, todas ellas
presentaban el tipo A de crecimiento en agar caseinato tanto a 30 como a 372 C, tres
producian el factor yema de huevo, cinco hidrolizaban el Tween 20, cuatro el Tween
40, una el Tween 60 y tres el Tween 80. La cepa de S. haemolyticus era gelatinasa,
lisozima y yema de huevo negativa, carecia de actividad caseinasa a 302 C, mostraba
el tipo Ca 372 C e hidrolizaba los Tweens 20, 40 y 60, pero no el 80. Finalmente, de
las cinco cepas no clasificadas, dos producian gelatinasa y lisozima. En agar caseinato
a 30y 372 C, 2 eran del tipo A, 1del Cy 1del E. La cepa restante carecia de actividad
caseinasa a 302 C y era del tipo D a 372 C. Sélo 1 de estas 5 cepas no clasificadas
actuaba sobre la yema de huevo, todas ellas hidrolizaban el Tween 60, 4 los Tween 20
y 40 y sélo 2 el Tween 80.

La relacién existente entre estas propiedades y la capacidad de producir coagulasa
se presenta en la tabla III.

DISCUSION

El escaso niimero de publicaciones existentes sobre estafilococos de origen ovino
y el hecho de que muy pocos autores estudien las propiedades de las que se da cuenta
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Tabla 11
Produccién de lipasas: factor yema de huevo e hidrélisis de los Tweens 20, 40, 60 y 80

Produccién del factor

Hidrélisis de los Tweens
vema de huevo

Especie
+ . T20 T40 T60 T80

F = & = o = o =
S. aureus 31 28 57 2 51 8 40 19 6 53

S. simulans 1 1 1 1 1
S. epidermidis 3 2 5 4 1 1 4 3 2
S. haemolyticus 1 1 1 1 1
No clasificadas 1 4 4 1 4 1 5 2 3
TOTALES 35 36 68 3 61 10 48 23 12 59

TABLA III

Relacion entre la produccién de coagulasa y la producciéon de lisozima,
enzimas proteoliticos y lipasas

Tipo de proteolisis en Factor  Hidrélisis de

B Produccién Produccién agar caseinato yema de  los Teweens
Pr(;:i]:;;}zl;la de de lisozima de gelatinasa = p huevo (cepas +)
+ + — + £ — A CD E A CDE + — 20 40 60 80
Cepas coagulasa
positivas: 60 35 25 46 13 1 49 8 3 49 9 1 1 31 29 585241 6
Cepas coagualasa
negativas: 11 1 46 7 13 7 11 2 73 1 4 710 9 76

en este trabajo limitan necesariamente el estudio comparativo de nuestros resultados
y obliga a introducir en esta discusién datos referidos a cepas de otros origenes.

La capacidad de producir lisozima ha sido considerada por algunos autores como
exclusiva de las cepas de S. aureus'. Sin embargo, nuestros resultados coinciden con
los de otros investigadores, como Lachica et al.22, quienes sefialan que esta propiedad
es compartida por cepas de estafilococos coagulasa negativas. Como puede observarse
en la tabla I, producian este enzima, ademas de las 59 cepas de S. aureus, la clasificada
como S. simulans y 2 de las 5 adscritas a S. epidermidis. El niimero de trabajos en los
que se investiga la actividad lisozima de cepas de S. aureus es muy numeroso, siendo
mucho menor el de los referidos a las especies coagulasa negativas. Hajek y Marsalek!®
encuentran que el 100% de las 84 cepas de S. aureus aisladas de fosas nasales fle
ovejas sanas y de leche mamitica de oveja producian lisozima, actividad que segun
Hajek!! mostraban también las 44 cepas de esta especie aisladas por él de quesos
elaborados con leche de oveja. La capacidad de S. simulans para producir esta enzima
ha sido previamente descrita en cepas de origen humano por Kloos y Schleifer?! y
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Gramoli y Wilkinson®. Tampoco es sorprendente el hecho de que cepas de S.

epidermidis muestren actividad bacteriolitica® 17 2! 22,

El que la actividad gelatinasa no es un caracter especifico de S. aureus ha sido ya
sefialado por diversos investigadores? . En este estudio, no sélo hidrolizaban la
gelatina las 59 cepas de S. aureus, sino también la clasificada como S. simulans y las 5
adscritas a S. epidermidis (tabla I). La produccién de gelatinasa parece una propiedad
comin de las cepas de S. aureus de origen ovino!! 14y de otros origenes, no es extrafia
en las de S. simulans de origen animal? y aparece frecuentemente en las de S.
epidermidis de origen humano y animal? 6 7,

La hidrélisis de la caseina es una prueba utilizada con relativa frecuencia en la
caracterizacién de los miembros del género Staphylococcus! 2 8. Ademas, Martley et
al.%, proponen emplear el tipo de proteolisis en agar caseinato para la tipificacién de
cepas de estafilococos coagulasa positivos. Los resultados de la tabla I indican que la
mayoria de nuestras cepas de S. aureus producfan enzimas capaces de hidrolizar la
caseina, pero que esta propiedad era mostrada también por los miembros de las
especies coagulasa negativas. Por lo que se refiere al tipo de proteolisis en agar
caseinato, resulta muy dificil la interpretacién de los resultados obtenidos. A 302 C,
l.a mayoria de las cepas de S. aureus (49) presentaban el tipo C, mientras que a 379 C,
idéntico niimero de cepas de esta especie eran del tipo A. También eran del tipo A, a
ambas temperaturas, las cinco cepas de S. epidermidis. En interpretacién de Martley
et al.?%, los diferentes tipos de proteolisis mostrados por las cepas de S. aureus al ser

i - . i
llcubadas a 30y a 372 C indican que, al aumentar la temperatura, se incrementa no
s6lo la actividad caseinasa de las

sob

cepas, sino también la de las proteasas que actdian
re el paracaseinato célcico precipitado. En las otras especies, estos efectos no se

p.roducman. Parece interesante sefialar, por otra parte, la ausencia total de cepas del
tipo B, que fue el miés frecue

d

ntemente hallado por Martley et al.?3, al estudiar cepas
e S. aureus de origen humano y bovino.

La produccién del factor yema de huevo es una propiedad generalmente asociada
con las cepas de estafilococos coagulasa positivos!® 26 28, Sin embargo, los resultados
POT nosotros obtenidos indican que en cepas de origen ovino esta correlacién es muy

escasa. Como puede observarse en la tabla I1, el 47,3 % de las cepas de S. aureus eran
yema de huevo ne

S

- gativas, mientras que tres de las cinco cepas clasificadas como
-~€P!dermidis presentaban esta propiedad. En este sentido, Hajek y Marsalek!s
sefialan que Gnicamente el 6,7% de 84 cepas de S. aureus aisladas de ovejas
mostraban fuerte actividad lipolitica en un medio conteniendo yema de huevo y que
otr-o 74,7% eran muy débilmente positivas. De las 44 cepas de S. aureus aisladas por
Hajek! de quesos elaborados con leche de oveja, el 70,4 % presentaba este caricter,
pero sélo un 22,7% mostraba una reaccién intensa. Aunque no ha sido posible
obterfer datos relativos a la actividad lipolitica sobre yema de huevo de cepas de
S. epidermidis de origen ovino, parece que esta propiedad es presentada con bastante
frecuencia por miembros de esta especie de origen animal? 6. Los resultados
negativos obtenidos con las cepas clasificadas como S. simulans y S. haemolyticus
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coinciden con los encontrados por Devriese2, quien estudia 14 cepas de la primera
especie y 71 de la segunda, aisladas de leche de vaca, encontrando que sélo dos cepas
de cada grupo eran positivas.

Baird-Parker! propuso la hidrélisis de los Tweens 20, 40, 60 y 80, como una
prueba ttil para diferenciar las cepas de S. aureus y los cinco subgrupos de S. epider-
midis por él establecidos. De los resultados por nosotros obtenidos, cabe destacar la
similitud de los porcentajes de cepas coagulasa positivas y negativas que hidrolizaban
los Tweens 20, 40 y 60. De las cepas coagulasa positivas, el 96,6 % hidrolizaba el
Tween 20, el 86,6 % el Tween 40 y el 68,3 % el Tween 60, siendo los porcentajes de
positividad de las cepas coagulasa negativas frente a estos Tweens del 90, 81,8 y
63,6 %, respectivamente. Por el contrario, mientras que un 54,5 % de nuestras cepas
coagulasa negativas mostraba actividad lipolitica sobre el Tween 80, sélo un 10% de
las coagulasas positivas poseria este caracter. Parece, pues, existir una relacién
inversa entre la capacidad de coagular el plasma y la hidrélisis del Tween 80. Hajek!!
encuentra también que sélo el 9,5% de 84 cepas de S. aureus de origen ovino
hidrolizaban el Tween 80. Asimismo, en un estudio de 544 cepas de S. aureus aisladas
de diferentes especies animales, Devriese y Oeding? sefialan que sélo el 18 % de las
procedentes de ganado vacuno hidrolizaban este Tween, mientras que en las aisladas
de otros animales esta cifra era mucho mayor (entre el 69 y el 100%). En este mismo
trabajo se da el porcentaje del 78 % de cepas de S. aureus de origen humano Tween 80
positivas. Este porcentaje es del 58 % en un estudio de Piotrwoska y Jocefczyk?” de
310 cepas de S. aureus también de origen humano. Aunque los datos aqui expuestos
son limitados, parece que las cepas de S. aureus aisladas de oveja y vaca, incluidas en
el biotipo C de Hajek y Marsalek!?, muestran mucha menor actividad hidrolitica
frente al Tween 80 que las de otros origenes.

La relacién existente entre las propiedades estudiadas y la produccién de
coagulasa se presenta en la tabla III. Todas las cepas coagulasa positivas producian
lisozima y, con una excepcién, gelatinasa, pero ambos enzimas eran elaborados
también por un nitmero considerable de cepas coagulasa negativas. La actividad
caseinasa y la hidrélisis de los Tweens 20, 40 y 60 fue, asimismo, mostrada por ambos
grupos de cepas en proporciones semejantes. La produccién del factor yema de huevo
hd sido negativa en 29 de las 60 cepas coagulasa positivas, siendo, sin embargo,
observada en cuatro de las coagulasas negativas. Finalmente, hemos de sefialar que la

hidrélisis del Tween 80 aparece méas frecuentemente entre las cepas coagulasa
negativas que entre las positivas.

RESUMEN
En este trabajo se presentan los resultados obtenidos al estudiar la produccién de

lisozima y de ciertas proteasas y lipasas por parte de 71 cepas de estafilococos aisladas
de leche mamitica de oveja.
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Las 59 cepas de S. aureus y 5 de las cepas adscritas a especies coagulasa negativas
o no clasificadas producian lisozima. Todas las cepas de S. aureus producian ademds
gelatinasa, presentando también esta propiedad 7 cepas coagulasa negativas.

Por lo que se refiere a la actividad caseinasa, la mayor parte de las cepas coagulasa
positivas y negativas poseian este cardcter. A 302 C los tipos de pmteolisis mas
frecuentes en agar caseinato eran el C para las coagulasa positivas y el A para las
negativas. Sin embargo, a 372 C, predominaba en ambos grupos el tipo A.

La produccién del factor yema de huevo la presentaban 4 cepas coagulasa negativas
y Unicamente 31 de las clasificadas como S. aureus. Los porcentajes de cepas
coagulasa positivas y negativas con actividad hidrolitica sobre los Tweens. 20. 40 y 60
eran muy similares. Se ha observado, sin embargo, una relacién inversa entre la
capacidad de hidrolizar el Tween 80 y la produccién de coagulasa.

PRODUCTION OF LISOZYME, PROTEASES AND LIPASES
BY STAPHYLOCOCCI ISOLATED FROM OVINE MASTITIC MILK

SUMMARY

A total of 71 strains of staphylococci isolated from ovine mastitic milk were
tested for lysozyme production, gelatin and casein hydrolysis, egg yolk factor
production and lipase activity. Fifty nine of these cultures were previously classed as
S. aureus, 1 as S. simulans, 5 as S. epidermidis, 1 as S. haemolyticus and 5 could not be
classified as any accepted or newly proposed species.

All of the S. aureus strains produced lysozyme and gelatinase, but these properties
were also shared by coagulase negative cultures. The production of caseinase was
demostrated in almost all of the coagulase positive and coagulase negative strains. At
302 C, a large majority of the S. aureus strains were assigned to group C, but at 37°C,
the precipitation zones changed to type A. S. epidermidis produced similar zones
(type A) at both temperatures.

The egg yolk factor was produced by only 31 of the 59 strains classed as
S. aureus. In addition, 4 cultures belonging to coagulase negative species gave
positive reaction. Although similar percentages of coagulase positive and coagulase

negative strains split Tween 20, 40 and 60, the lack of activity on Tween 80 was more
often associated with S. aureus strains.
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REGULACION EN BACTERIAS LACTICAS
DE LA SINTESIS DE LOS ENZIMAS DEL CATABOLISMO
DEL DIACETILO POR REDUCCION: (I) LACTOBACILLUS
CASE! Y L. PLANTARUM
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INTRODUCCION

El diacetilo juega un importante papel, a veces favorable y otras desfavorable, en
el aroma de gran niimero de productos alimenticios, especialmente en los derivados
lacteos. Se sintetiza por reacciones de condensacién del acetaldehido activado® * 17y
se consume, en los sistemas biolégicos, principalmente via su reduccién a acetoina y
la de ésta a butilenglicol, en dos reacciones (diacetilo reductasa y butilenglicol deshi-
drogenasa) catalizadas por enzimas dependientes de los piridin nuclegtidos! 3 5 1¢ 1°.

Para regular su metabolismo, la industria alimentaria ha venido recurriendo a
medidas con frecuencia insuficientemente eficaces y no siempre aplicables, como el
control del pH, la temperatura y el grado de aireacién del medio, una adecuada
seleccién de los microorganismos utilizados como starters y, cuando se pretende
potenciar su produccién, a la adicién de sustancias precursoras del mismo. La
observacién de que el citrato y el piruvato inducen la biosintesis de algunas de las
deshidrogenasas del catabolismo del diacetilo? ® 1 15 parece abrir una nueva
posibilidad de regular el actimulo de este metabolito en los sistemas biolégicos.

Los autores han intentado explorar esta posibilidad en diversas bacterias acidoléc-
ticas, los gérmenes més frecuentemente implicados en la produccién de diacetilo en
los alimentos, utilizando como efectores, ademas de los ya citados, el propio diacetilo
y sus productos de reduccién. En este articulo se da cuenta de los estudios efectuados
con Lactobacillus plantarum y Lactobacillus casei.

MATERIAL Y METODOS

La acetoina (BDH) fue purificada por lavado con éter etilico?® y el diacetilo

(BDH) por destilacién fraccionada, recogiendo la fraccién 'que destila a 88-892 C
a 760 mm Hg.
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