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INTRODUCCION

Las dificultades en el ensayo de la capacidad infectiva y.enterotongfl:m;a
de los estafilococos han sido la causa de que se hayan e_stud.l’ado una serie d:
propiedades bioquimicas y fisiologicas de féc_:il de‘termmac,m.n,‘ 81'1 bl:,itc:ncia
posibles correlaciones positivas. En este senndo,htienen ma)umaflmpmb]emé-
la produccién de coagulasa y de termonucleasa, siendo mu.ch.o n;as p e
ticas, por ejemplo, la fermentacién del manitol en anaerobiosis, la pro el
de gelatinasa y de lisozima, y la reaccién en yema de anevo. Las oplf o
mas actuales, sin embargo, coinciden en que la patogenicidad de los esfa 1515
cocos no esta relacionada con ningin enzima r:i1110:c:113 concretos, sino m

bien con un amplio conjunto de estas sustancias ]
s han sido utilizadas tam-

Algunas de las propiedades antes menciona(.ia : : o 7
bién con fines taxonémicos e incluso como criterios dlferem:l.a.les y }ag Py
cos en los propios medios de aislamiento? ® ¢ 27, Las clasificaf:wnes mzlis af: u:lo
les, que amplian considerablemente el nimero de especnc?,s (-::n Z ileafzﬁ_
Staphylococcus® 2* 24 25 35 ng incluyen, sin embargo, c?mo criterios de  E
cacién las propiedades citadas, objeto de nuestro estudio. Tarr_lp(.)co se u‘ it
estas propiedades en la clasificacién de los estafilococos en biotipos segin
especies animales de procedencia’s. . ot

El objeto de este trabajo es presentar los resultados ob'ttanldos en tha Fl
la produccién de gelatinasa y de lisozima, la fermentacion del manito

i6 1 cepas de
anaerobiosis y la reaccién en yema de huevo por parte de 7 p

An. Fac. Vet. Leén, 1980, 26, 133-142.
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e%‘;}aﬁlococos aisladas de abscesos de diferentes especies animales en inspec-
cién d.e carnes. Se relacionan también estos resultados con la clasificacion en
es.pemes de las mencionadas cepas por nosotros realizada3®. Se\estudia asi-
mismo el grado de correlacién existente entre estas propiedades y la produc-
cién de coagulasa y de DNAsa termostable. I

MATERIAL Y METODOS

Cepas de estafilococos

Las 71 cepas de estafilocos cuyas propiedades enzimaticas se estudian en
este trabajo habian sido aisladas por nosotros3® a partir de abscesos encontra-
dos en inspeccién de carnes en ganado vacuno, ovino y caprino. De estas
cepas, 30 habian sido clasificadas como S. aureus, 2 como S. intermedius, 3
como S simulans, 3 como S. epidermidis, 2 como S. capitis, 5 como,S.
hominis, 3 como S. warneri, 2 como S. haemolyticus, 1 como S. saprophyticus,

1 -
comO.S. cohnii y 4 como S. xylosus. Las 15 cepas restantes corresponden a
no clasificadas.

Fermentacién del manitol en anaerobiosis

Para la realizacién de esta prueba se siguié la técnica recomendada por el
Subcommittee on Taxonomy of Staphylococei and Micrococei®?, cuidando de
modo especial la siembra de inéculos suficientes y hasta el fondo de los tubos.
Los cultivos se incubaron en una jarra para anaerobios Gas-Pak (BBL) a 37°C
durante 5 dias. En alguna ocasién, la incubacién se prolongé durante dos
semanas a fin de observar posibles cepas fermentadoras lentas'®. Se conside-
raron como fermentadores del manitol los cultivos que presentaban un cambio
al. amarillo en todo el medio y como negativos aquellos en que no se apreciaba
ningin cambio del color pirpura original. En un nimero muy reducido de
casos, el viraje del color del medio era sélo parcial (rojizo-amarillento) y estas
cepas fueron consideradas como fermentadoras débiles. El pH de estos dlti-
mos cultivos oscilaba entre 6,2 y 6,5.

Produccién de gelatinasa

i Se investigé en CHAPMAN-STONE Medium (Difco) por siembra en estria e
incubacién a 30°C durante 48 horas. Se consideraron como positivas las cepas
que producian un halo de aclaramiento del medio mayor de 2 mm, medidos
desde el borde de la estria de crecimiento, como débilmente positiv;s cuando
aparecia una zona de aclaramiento parcial menor de 2 mm y como negativas en
los casos en que no se observaba ningin aclaramiento del medio.
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Produccion de lisozima

Esta propiedad se ensayé por la técnica de ROSKEY y HaMmpY?, técnica que
es una modificacion de las descritas previamente por GROSSGEBAUER et al.?y
Jav20. Se utilizé como substrato Lisozyme Substrate (Difco). Las siembras se
realizaron por estria y la incubacién se llevé a cabo a 37°C durante 48 horas.
En la interpretacion de los resultados, se tuvo en cuenta el tamafio de la zona
de lisis. asi como la intensidad de la misma. Se consideraron como positivas de
produccién de lisozima las cepas que presentaban una lisis mayor de 2 mm,
medidos desde el borde de la estria de crecimiento, siendo ésta clara en
cuanto a su intensidad, como débilmente positivas aquéllas en las que el halo
de lisis era menor de 2 mm, y como negativas las que no presentaban ningin

aclaramiento del medio.

Reaccién en yvema de huevo

Se estudié en el medio de Bairp-Parker (Difco) conteniendo 5 % de
emulsién yema de huevo-telurito potasico (Difco), en placas de Petri de fondo
plano de 10 cm de didmetro con 10 ml de medio por placa. Las siembras se
realizaron por depésito de un asa de un cultivo de 18 horas en caldo BHI sobre
la superficie del medio. La incubacién se llevé a cabo a 37°C durante 48 horas,
haciéndose las lecturas a las 24 y 48 horas, refiriéndose los resultados a esta
altima lectura. Se consideraron como yema de huevo positivas las cepas que
presentaban aclaramiento del medio o aclaramiento primero y posterior opaci-
dad y brillo superficial, y como negativas las que no producian ninguno de
estos cambios.

RESULTADOS

En la Tabla 1 se presentan los resultados globalizados relativos a las
propiedades estudiadas. Como puede observarse, el 46,43 % de las cepas
fermentaron el manitol, el 49,29 % no lo hicieron y el 4,23 g} restante fueron
clasificadas como fermentadoras débiles. En cuanto a la produccion de gelati-
nasa, el 19,71 % fueron positivas, el 25,36 % débilmente positivas y el 54,93 %
negativas. Por lo que se refiere a la produccién de lisozima, el 43,67 % fueron
clasificadas como positivas, el 22,53 % como débilmente positivas y el 33,80 %
como negativas. Finalmente, en relacién con la reaccién en yema de huevo, €l
54,92 % fueron yema de huevo positivas y el 45,08 % negativas.

Los datos referentes a todas estas propiedades en relacion con la clasifi-
cacién en especies de las cepas de estafilococos estudiadas se presentan €n las
Tablas 1I y III, que comprenden la primera las cepas coagulasa positivas y la
segunda las coagulasa negativas.
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TABLA I ST <
Resultados de las pruebas de fermentacién del manitol en anaerobiosis, de produc- DISCUSION

cion de gelatinasa y de lisozima, y de la reaccién en yema de huev s . P : 1
E ¥ o : neve La fermentacion del manitol en anaerobiosis es una propiedad que, ain no

Cepas Cepas debilmente Cepas = iE o ilocos coaculasa positivos, es mas
positivas fositvas gt presentandose de modo uniforme en estafilocc g p 5, i
constante en las cepas de origen humano que en las de origen animal'®. En
s 33 (46,33 A 1225 pook o nuestro caso, de las 35 cepas coagulasa positivas estudiadas (Tabla II) 29
Gelatinasa 14 (19,71) 18 (25,36) 39 (54.,93) ) . dat debil
Lisozima 31 (43,67) 16 (22,53) 24 (33.80) (82,86 %) fermentaban este azicar, haciéndolo 2 de ellas de forma débil, y no
Yema de huevo 39 (54,92)b 32 (45.08) lo fermentaban las 6 restantes (17.14 €2). En la especie S. aureus, de las 30
a Las cifras entre paréntesis indican %. cepas, 27 fueron fermentadoras y 3 carecian de esta propiedad. Un examen de
De las cepas positivas en yema de huevo, las 39 producian aclaramiento y 31 de ellas ademds opacidad y la bib]iorrrafia sobre este aspecto permile evidenciar que, aun cuando existe
brillo metilico. B i X : 2
una gran diversidad de datos, es frecuente encontrar en estafilococos de origen
animal porcentajes significativos de cepas coagulasa positivas no fementadoras
. a1
del manitol. Asi, los porcentajes extremos son del orden del 9 %° y del 39 %™
Besuilltad e dai T TABLAdHI i iy 4 4 Porcentajes en este intervalo se dan en diversos trabajos' 15 19 33 38, No faltan
esultados de las pruebas de fermentacién del manitol en anaerobiosis, de produc- 7 R N 4 cEnas Hositivas mu eleva-
cion de gelatinasa y de lisozima y de la reaccién en yema de huevo de las 35 cepas de tampoco los autores que encuentran p:)rc'enlajes (.le pas p : y :
estafilococos coagulasa positivos agrupados en especies dos® 12 16, En cuanto a las 2 cepas de S. intermedius, ambas manitol negativas,
. - , 7
Manitol Geldtinasa Liieasima O — por nosotros estudiadas, cabe sefialar que segin DevRrIESE y HAJEK” en su
Eepecie DR ciente trabajo de revisién en el que presentan un esquema para la diferen-
+ Db - + D - + D - + - LE ) .
ciacién de los estafilococos coagulasa positivos, esta especie es considerada
= gl a2 & ! F g L I3 & I > como no fermentadora del manitol.
S. intermedius 2 2 2 2 2 . Jial Tabla III) 29
N.C.a .3 2 1 3 1 1 1 1 2 Respecto a las 36 cepas coagulasa negativas estudiadas (Ta
(80,56 %) no fueron capaces de fermentar el manitol, haciéndolo las 7 restan-
Total G s, > B B B B8 & 3 & 17 tes (19,44 %), correspondiendo estas dltimas a 3 cepas de S. simulans, a 1 de
a N. C. = Cepas no clasificadas. S. capitis, y a otra de S. warneri y a 2 no clasificadas. Aunque los estafilococos
b D = Débilmente positivo.

coagulasa negativos carecen, en general, de esta propiedad, como ponen de
manifiesto ROskEY y Hawmbpy3¢, diversos autores encuentran porcentajes de
cepas fermentadoras generalmente inferiores a los encontrados por noso-
TABLA III
Resultados de las pruebas de fermentacién del manitol en anaerobiosis, de produec-
cion de gelatinasa y de lisozima y de la reaccién en yema de huevo de las 36 cepas de

trosS 31, b
La produccién de gelatinasa por parte de las cepas coagulasa positivas se

: s ) ta actividad
estafilococos coagulasa negativos agrupados en especies presenta en la Tabla II: 14 cepas (40,01 %) no presentaban = hil. L h
3 - — mientras que 21 (59,99 %) si la mostraban, aunque 9 de ellas de forma débil. Los
Manitol Gelatinasa Lisozima Yema de huevo 1 L. . cepas
Especie N.o 3 resultados sobre actividad gelatinasa encontrados por otros autores con cep
+ BY “= 4 D -+ D = s de origen animal son bastante variados, desde el 100 % de cepas pmduc.to-
8. simulans - L 5 2 2 : ras's 19 hasta el 46 %2' 6 el 47 %%, mis coincidentes con nuestros propios
S. haemoliticus 2 2 2 1 1 1 1 . . i it HAJEKM
S, Kaminie 5 5 1 1 3 3 1 1 3 2 resultados. Las 2 cepas de S. intermedius fueron gelatinasa positivas.
deiidi 1 1 3 2 1 . : i
g: ﬁfp‘f;:"“m 3 1 ? : 5 2 B en un estudio de 50 cepas de esta especie encuentra que el 94 % producian
g' ;32235 g § : i 4 2 : Z;? gelatinasa. Por lo que se refiere a las cepas coagulasa negativas, solamente 2
3 e 1 ! 1 1 1 i (5,56 9%) eran productoras de este enzima, mientras que otras 9 (25 %) lo
. saprophyticus 1 1 1 1 , 1. . :
N. Ca 12 9 10 6 6 1 1 10 9 3 producian de forma débil, careciendo 25 cepas (69,44 %) de esta propiedad.
i ¢ i isozi rte de cepas
S N e T 15 El estudio de la capacidad de produccién de lisozima por parte p P
= de estafilococos coagulasa positivos de origen animal ha sido realizado por
a4 N. C. = Cepas no clasificadas. 8 15 19 40 4 . 3 lidad o1
b D = Débilmente positiva. diversos autores 940 41 gujenes dan cuenta de que o bien la totalidad o la
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mayoria de sus cepas producian este enzima. En nuestro caso (Tablas II y TV),
los resultados son muy acordes en lo que se refiere al grupo de cepas coagu-
lasa positivas, no asi en las coagulasa negativas, ya que de las 35 cepas
coagulasa positivas 32 (91,43 %) fueron lisozima positivas, si bien 14 de ellas
de modo débil, careciendo de esta propiedad sélo 3 cepas (8.57 %). mientras
que de las 36 cepas coagulasa negativas (Tablas III y IV), 21 (58,33 %) no

producian el enzima, 13 (36,11 %) si lo hacian y 2 (5,56 %) fueron consideradas
como débiles productoras del mismo.

TABLA 1V
Relacion entre la produccién de coagulasa y de termonucleasa con la fermentacién
del manitol, la producciéon de gelatinasa y de lisozima y la reacciéon en yema de huevo

Manitol Gelatinasa Lisozima Yema de huevo
27 + 12 + 18 + 18 +
35 coagulasa + 2 +a 9Db 14 D
6— 14 - 3- 17 -
6 + 2 + 13 + 21+
36 coagulasa — ) (. ~ 9D 2D
29 - 25~ 21— 1§i=
28 + 12 + 19 + 27 =+
45 TDNAsa + il o 15D 14D
15— 18 - 12 - 18 -
4 + ) 1+ 7+ 5+
10 TDNAsa + 2D
6 - ey 3- 5=
1+ 1+ 5+ 7+
16 TDNAsa — 12 1D 2D
14 - 14 - 9 - Q==

= Fermentadora débil.

LR
b D = Débilmente positiva.

Por lo que se refiere al crecimiento en medio con yema de huevo, se han
observado los tipos de reaccién descritos por LUNDBECK y TIRUNARAYANANZ® y
TIRUNARAYANAN y LUNDBECK3® 3¢, Consideradas en conjunto las cepas estudia-
das, 39 (54,92 %) fueron clasificadas como yema de huevo positivas y 32
(45,08 %) como negativas. En el grupo de las positivas, en 31 se observé a las
48 horas de incubacién, ademds del aclaramiento inicial alrededor de las
colonias, opacidad y brillo superficial, mientras que en las 8 restantes el
aclaramiento inicial no fue seguido del mencionado fenémeno.

La reaccién en yema de huevo es un caricter que se viene considerando
como propio de S. aureus en los procedimientos de recuento en medios sélidos
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con yema de huevo. tales como el de Bairp-PARKER. Por ello, es importante
referirnos a esta reaccion en nuestras dos poblaciones de estafilococos coagu-
lasa positivos y negativos. En las Tablas IT y Il respectivamente, se dan estos
resultados. Contra lo que cabria esperar. el porcentaje de capas yema de
huevo positivas fue incluso algo superior en el grupo de estafilococos coagulasa
negativos (58.33 %) que en el de coagulasa positivos (51,43 %). En nuestro
propio laboratorio, se ha encontrado una correlacién positiva entre la produc-
cion de coagulasa y la reaccion en yema de huevo en estafilococos de origen
humano® y no en estafilococos aislados de leche mamitica de vaca' y de
oveja'®. Por lo que se refiere a estafilococos de origen animal, la informacién
con que se cuenta es muy poco coincidente. Una serie de trabajos dan cifras
entre el 70 y el 80 % de cepas yema de huevo positivas en poblaciones de
estafilocos coagulasa positivoss 15 16 1932 QrsoN et al.®® encuentran porcenta-
jes incluso superiores. Son también muchos los trabajos que no senalan ningiin
tipo de correlacién entre ambas propiedades?® 18 26 20 32 42,

TABLA Y
Relacién entre el grado de coagulacién del plasma de conejo y la fermentacién del
manitol, la producciéon de gelatinasa y lisozima y la reaccién en yema de huevo de las
35 cepas de es;aﬁlococos coagulasa positivos agrupados en especies

Grado de Yema de
Especie N.°o coagulacion Manitol Gelatinasa Lisozima huevo
4+ 3+ 2+ + Db - + D - + D - + -
S. aureus 30 26 3 1 25 2 3 10 9 11 15 13 2 17 13
S. intermedius 2 2 2 2 2 2
N.Ca 3 2 1 2 1 3 i 1 q TR
Total 35 28 4 3 27 2 6 12 9 14 18 14 3 18 17
a N. C. = Cepas no clasificadas.
b D = Débilmente positiva.

Finalmente, de una comparacién mds general de los resultados sobre
fermentaciéon del manitol, produccién de gelatinasa y de lisozima, y reaccién
en yema de huevo, con otras propiedades mas utilizadas como indices de
patogenicidad y enterotoxigenicidad, como son la produccién de coagulasa y
de termonucleasa (véanse Tablas IV, V y VI), se deduce la existencia de una
correlacion razonable en lo que se refiere a fermentacién del manitol, mayor
con la coagulasa que con la termonucleasa, y escasa o nula en cuanto a las
otras tres propiedades, lo que pone de manifiesto la diversidad de resultados

obtenidos con nuestra poblacién de estafilococos en lo que se refiere a los
caracteres estudiados.
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TABLA VI
Relacion entre la produccién de DNAsa termostable, y la fermentaciéon del manitol, la
producciéon de gelatinasa y lisozima y la reaccién en yema de huevo

Yema de
TDNAsa Manitol Gelatinasa Lisozima huevo
Especie N.°
+ Db - + D - + D - + D - + =
S. aureus 30 30 25 2 3 10 9 11 15 13 2 17 13
S. intermedius 2 2 2 2 2 2
N. C.2 3 3 2 1 3 1 1 1 1 2
Total 35 35 27 2 6 12 9 14 18 14 3 18 17
S. simulans 3 3 3 1 2 3 2 1
S. haemolyticus 2 1 1 2 2 1 1 1 1
S. hominis 5 3 2 5 1 1 3 3 1 1 3 2
S. epidermidis 3 1 2 3 1 1 1 3 2 1
S. capitis 2 2 1 1 2 2 2
S. warneri 3 3 1 2 3 3 1 2
S. xylosus 4 4 4 4 4 4
S. cohnii 1 ¢ 1 1 1 1
S. saprophyticus 1 1 1 1 1 1
N. 12 9 2 1 2 10 6 6 1 1 10 9
Total 36 10 10 16 6 1 29 2 9 25 13 2 21 21 15
@ N. C. = Cepas no clasificadas.
b D = Débilmente positiva,
RESUMEN

. En este trabajo se presenta el estudio de la capacidad de produccién de
gelatinasa, de lisozima y de los enzimas que intervienen en la reaccién en
yema de huevo, asi como de fermentacién del manitol, por parte de 71 cepas
de estafilococos aislados a partir de abscesos encontrados en inspeccién de
carnes en ganado vacuno, ovino y caprino. Estas propiedades se relacionan
con la produccién de coagulasa y de termonucleasa.

Aproximadamente la mitad de las cepas estudiadas fermentaban el mani-
tol (50,66 %), eran productoras de gelatinosa (45,07 %) y daban reaccién posi-
tiva en medio con yema de huevo (54,92 %), en tanto que un porcentaje mis
elevado (66,20 %) producia lisozima.

Comparando estas propiedades con la produccién de coagulasa y de
termonucleasa, se ha observado una correlacién razonable con la fermentacién
del manitol y escasa o nula con las otras tres propiedades, lo que pone de
manifiesto su falta de valor como criterios de patogenicidad y enterotoxigenici-
dad en estafilococos de origen animal.
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SOME ENZYMATIC PROPERTIES IN STAPHYLOCOCCI ISOLATED
FROM ABSCESSES IN MEAT INSPECTION AND THEIR RELATION
WITH THE COAGULASE AND THERMONUCLEASE PRODUCTION

SUMMARY

This work deals with the study of 71 strains of staphylococci isolated from

abscesses in meat inspection with special interest in gelatinase and lysozyme
production, mannitol fermentation and egg volk reaction. The results obtained
are related to the production of coagulase and thermostable DNAse.

Approximately half of the studied strains fermented mannitol (50.66 %).

produced gelatinase (45.07 %) and gave positive results in the egg yolk reac-
tion (54.92 %). A higher rate (66.20 %) produced lysozyme.

It was not possible to establish any correlation among the above enzymatic

properties and the coagulase and thermonuclease production. Only with man-

nitol fermentation the correlation was positive.
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INTRODUCCION

Se ha demostrado experimentalmente de forma repetida que el amplio uso
de los antibiéticos como sustancias terapéuticas, en la prevencién de enfer-
medades y como estimulantes del crecimiento animal, estd dando origen a la
creacién en los animales de un importante reservorio de microorganisn_a?s
resistentes, entre los que se encuentran los estafilococos. Estd también
fuera de toda duda que los estafilococos son transferidos de los animales al
hombre, via alimentos y por contacto con los propios animales??. Diversos
autores3® 32 3¢ dan cuenta de que la frecuencia de estafilococos antibiético-re-
sistentes es mayor en grupos de personas que por razones profesionales tienen
contactos con animales y con alimentos de origen animal, que en la poblacién
general.

En qué medida estas cepas de estafilococos de origen animal suponen un
riesgo para la salud piblica es un tema, sin embargo, insuficientemente
conocido. Esta bien demostrada la capacidad de las cepas de origen animal de
producir enterotoxinas en los alimentos y ocasionar asi intoxicaciones alimen-
tarias humanas, pero se sabe muy poco sobre la posibilidad de que estas cepas
puedan adaptarse al habitat humano y producir procesos patolégicos.

Un aspecto que debe ser considerado en este sentido, es el de la posi-
blidad de que estas cepas puedan transferir su antibiético-resistencia a otras
cepas humanas. Segiin WILLIAMS SMITH3S, esta transferencia tendria sé6lo una
importancia reducida, ya que aunque mediada por plasmidos, linicamente

puede ser transferida por transduccién figica y no por conjugacién. Otro
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