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MEJORADA CON SMCA PARA LA DETECCION Y RECUENTO DE
BACTERIAS PROTEOLITICAS*

(COMPARATIVE STUDY BLETWEEN THE STANDARD METHOD AND THE IMPROVED
TECHNIC WITH SMCA, FOR THE DETECTION AND COUNT OF PROTEQLYTIC
BACTERIA)

por

J. ESPEJO SERRANO y D. PEREZ FERRIEU

La flora proteolitica que acompana a la leche estd constituida fundamental-
mente por bacterias lacticas, algunas enterobacteriaceas y otros gérmenes Gram ne-
gativos, asi como algunos cocos y bacterias esporuladas (Poznanski y Rymaszewski,
1965; Fish er al, 1969; Chouldery y Mikolajcik, 1970: Thomas et al, 1971; Over-
cast ef al., 1974). '

A excepcion de algunas bacterias patogenas como el Streptococeus agalactiae,
que puede causar afecciones en las mamas v es capaz de proteolizar la caseina (In-
verso ef al, 1958; Maleney ef al., 1958), los componentes de la microflora consi-
derada como proteolrtica suelen ser contaminantes exégenos de la leche, y es raro
que se encuentren en el interior de la ubre. Su presencia en la leche, por tanto, es un
indice del grado de higiene observado durante la obtencion y manipulacion del pro-
ducto (Taylor, 1957; Lawrence ef al., 1970).

También se ha comprobado que una gran proporcion de estas bacterias con ac-
tividad proteolitica son psicrofilas, lo que les permite desarrollarse a temperaturas
de refrigeracién (Mourgues y Auclair, 1965; Vassal y Auclair, 1966; Martley ef al,
1970).

Como resultado de su actividad metabdlica degradan jas proteinas: los compo-
nentes nutritivos mds valiosos de Ia leche, A consecuencia de dicha accién confieren
al producto olores y sabores desagradables (Morgues v Auclair, 1965; Vassal y Au-
clair, 1966; Ritter, 1970; Botazzi, 1970) al tiempo que afectan adversamente a al-
gunas caracteristicas fisicas como la viscosidad. )
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Aln en los casos en que la degradacion proteolitica es discreta v no llega a
afectar ostensiblemente a las caracteristicas {isicas y organolépticas de la leche, di-
cha accién no deja de tener importancia, ya que los subproductos de la hidrolisis
proteica favorecen el crecimiento de otros microorganismos, cuyo desarrollo se
halla limitado en la leche o productos lcteos por la escasa cantidad que contienen
de compuestos nitrogenados de bajo pese molecular. Esta accidn se utiliza a veces,
en teenologia de la leche, para estimular el crecimiento de microorganismos que de-
sempefian un papel im portante en ¢l proceso madurador de determinados productos,
como ciertos tipos de queso (Desmaceaud y Devoyod, 1970; Teuillat er al, 1972
Kikuchi et al., 1973).

La importancia tecnoldgica de la flora proteolitica de fa leche, como indicadora
de la limpieza observada en la obtencién de la leche cruda, de la eficacia de los tra-
tamientos térmicos a que se somete el producto como indice de recontaminacion
de las materias tratadas, ha inducido a investigar procedimientos y medios para la
deteccion y recuento de gérmenes,

Los métodos de deteccion y recuento usados tradicionalmente se basan en el
empleo de medios sélicos que contienen leche. kn tales medios no transparentes
aparecen, en forno alascolonias de bacterias proteoliticas, unas zonas transparentes,
como consecuencia de la degradacion de la caseina en productos solubles, por difu-
sion, en el agar, de las proteasas extracelulares liberadas por la colonia.

Ya a principios de siglo se propuso en América el empleo de medios a base de
agar y leche en polvo, para detectar y enumerar bacterias proteoliticas. La 12 edi-
cién de los “Métodos estandard para el examen de los productos lkicteos
(APH.A. 1967) recomienda anadir al medio Standard Method Agar (SMA) un
10 p. 100 (v/v) de leche en polvo estéril.

Taylor (1967) propone el empleo de agar-agua, como base no nutritiva, cuya
superficic se impregna con fa leche a examinar, o con diluciones de la misma en
teche estéril. El propio indculo actuard como medio nutritivo.

¥l principal inconveniente de estos medios es que en ellos las colonias de micro-
organismos productores de dcido aparecen también rodeadas por un halo difuso mas
claro que el resto del medio (Frazier y Rupp, 1928 Lightbody, 1961). Esto es de-
bido a que cuando el dcido producido no llega a bajar el pH hasta alcanzar el punto
isoeléctrico de la caseina, determina su peptonizacion (Foster ef al, 1957), por o
que para diferenciar unas colonias de otras es preciso bafar la superficie del medio
con dcido diluido, para precipitar las proteinas presentes en los halos de las colonias
productoras de dcido.

En 1928, Frazier y Rupp intentaron evitar la aparicion de halo por formacion
de dcido utilizando un medio no transparente de agar-caseina que carecra de carbo-
hidratos. E1 medio no tuvo aceplacién general, pues su uso quedaba restringido a

Nicroorganismos que no necesitaban azicares.
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Martiey e al., {1970} idearon un nuevo medio mejorado para el recuento simul-
tdneo de microorganismos proteoliticos v bacterias totales, basandose en la micro-
técnica descrita por Lawrence y Sanderson (1909) para la determinacion cuantita-
tiva de proteinas. Dadas las ventajas que se deducen de este método, particuiarménte
en fo que se refiere al ulterior aislamiento de la colonia productora, hemos realizado
el presente trabajo con el fin de adoptar el que resulte méds adecuado a estudios fu-
1UTOS.

F! material motivo de estudio lo constitufan 83 muestras de leche cruda de las
que aprox imadamente 37 procedian de almacenamientos refrigerados.

Para la elaboracion de los medios de cultivo se ha empleado reactivos y pro-
ductos de calidad bacteriologica de las casas DIFCO vy Merck, a excepcion del casci-
nato céleico, que era de calidad comercial, y que fue proporcionado por New Zea-
fand Dairy Board, Wellington, New Zealand.

E1SMA mas un 10 p. 100 de leche estéril se hizo en el laboratorio segiin normas
establecidas por fa A P.H.A. (1967). :

El SMCA (Siandard Method Caseinate Agar) fue elaborado siguiendo la pauta
marcada por Martiey et al, (1970). . '

La siembra, tanto en un medio como en otro, se realizd por inundacién de la
superficie de la piaca con 1 ml de la ditucion adecuada, y una vez mojada toda la su-
perficie se procedio alaextraccion del excedente mediante una jeringuilla cuya aguja
se introducia, previa inversion e inclinacion de la placa, entra las paredes verticales
del cuerpo y tapa de la misma.

El namero de placas inoculadas con cada una de las diluciones (1 x 107%, 1X
1075 yestuvo comprendido entre 6 v 8.

Las incubaciones se realizaron a 30° C durante 48 h.

Como diluente se empled la selucion de Ringer al 1/4.
Resultados v discusion.

En todas las pruebas realizadas se han encontrado diferencias bastante acusadas
entre los recuentos obtenidos por uno y otro procedimiento. Dichas diferencias han
oscilado entre un 12 p. 100 y un 35 p. 100, con una media total de un 29 p. 100.
En todos los casos se obtuvo el mayor nimero de bacterias proteoliticas en las pla-
cas que contenian SMCA.

Hay que destacar que mediante el método estandar los recuentos obtenidos re-
sultaban muchas veces un tanto aleatorios, pues utilizando diluciones que daban ori-
gen a una densidad minima de 30 colonias proteoliticas por placa, ésta aparecia tan
superpoblada de otros tipos de colonias que el recuento se hacia sumamente dificil
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e impreciso. Aun al utilizar diluciones mayores se encontraron serias dificultades de
interpretacién, toda vez que, después de la adicion del 4cido, no desaparecian to-
talmente los halos producidos por las colonias productoras de acido (no proteoli-
ticas), al tiempo que se reducia el didmetro del halo en torno a las verdaderamente
proteoliticas (ver figs. 1 y 2). Ya en 1970, Martley ef al hicieron notar que el halo
de las débilmente proteoliticas, como ocurre con el Staphilococcus aureus, puede
Hegar a desaparecer con este proceder. '

Estas dificuitades nos obligaron a tener que realizar pruebas paralelas, con el
método estandar, dedicando unas placas para el recuento, a la que se les adicio-
naba dcido, y otras que se impregnaban con azul de bromitol. Se comprobé que en
las colonias de morfologia similar a las que mantenfan un halo residual (en Ias aci-
dificadas) el indicador viraba al amarillo (en las adicionadas con azul de bromi-
nol), lo que demostraba la produccion de dcido.

Frazier y Rupp (1928) y mads recientemente Lightbody (1961) demostraron
que del 37 al 45 p. 100 de los halos formados en el medio estandar no son debidos
a proteolisis. '

S6lo en las muestras de leche procedentes de depésitos refrigerados se encon-
traron las diferencias minimas, y se obtuvieron lecturas satisfactorias mediante el
método estandar. Sin embargo, hay que tener en cuenta que cn este tipo de leche
apenas si se detectaron bacterigs productoras de acido, al tiempo que el niimero de
proteoliticas estaba proporcionalmente muy aumentado con respecto al nimero
total de gérmenes. Estos resultados corroboraron los obtenidos por Bockelman
(1968, 1970), quien analizando un gran nimero de muestras de leche, tomadas de
depdsitos de refrigeracion de las granjas, comprobd que de la mitad a los dos tercios
de las bacterias totales eran fuertemente proteoliticas. También Kiuru ez ¢, (1970)
hallaron que de 300 cepas psicréfilas aistadas, mds de la mitad eran proteoliticas.

Ademas de lo expuesto, el método basado en el empleo del SMCA tiene la ven-
taja de que al no necesitar ningtin aditivo permite el aislamiento de las colonias gue
puedan resultar interesantes para ulteriores estudios, lo que no es posible con el
método estandar. Dadas las ventajas observadas en el SMCA, sobre el método estan-
dar, creemos necesario hacer una discusion de ambos. En primer lugar es de desta-
car que al no tener el SMCA la misma base (SMA) y poseer caseinato en lugar de
leche, el medio es transparente en vez de opaco, lo que lo hace apropiado para reali-
zar a un mismo tiempo el recuento de bacterias totales. Los autores que lo reco-
miendan (Martiey et @l., 1970) lo proponen con esta doble finalidad,

Por nuestra parte, hemos podido comprobar que ello es valido en pruebas rea-
lizadas en este sentido. =

En el medio con leche las bacterias proteoliticas sdlo producen halo transparen-
te cuando tienen gran actividad protedsica, es decir, sélo cuando degraden la caseina
a productos solubles, mientras que en el medio transparente y debido a la presencia
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FIGURA 1. Placa con SMA + 10 p. 100 v/v de leche estéril, a las 24 h de incubacion y antes
de aniadir el acido. @ de la placa: 100 mm.

FIGURA 2. La misma placa anterior ya acidificada. Las colonias puntiformes gue mantienen
halo transparente resultaron ser formadoras de 4cido y no proteolicas.
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"

FIGURA 3. Placa con SMCA alas 16 h de incubacién. Se pueden apreciar los distintos tipos
de halos. ¢ de 1a placa: 100 mm.

FIGURA 4. Placas con SMCA a las 24 h de incubacion. Se puede apreciar la distinta capacidad
proteolitica de seis capas diferentes de estafilococos.
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del caseinato y‘ de una concentracién adecuada de iones Ca-++la sensibilidad es
mucho mayor, ya que el para-k-seinato formado en las primeras fases de la hidré-
lisis produce un precipitado blanco inicial en tomo de la colonia proteolitica,
En el SMCA, que tarmnbién contiene citrato, las colonias productoras de dcide no
forman halo ¢n el medio tamponado, 1o que hace que las proteoliticas puedan enu-
merarse directamente sin confusiones ni errores de identificacion (ver {ig. 3).

En este método Jas enzimas proteoliticas liberadas por las colonias difunden
radialmente en el agar produciendo un halo cuyo didmetro depende de la cantidad
de enzima excretada. Sila actividad proteolitica es débil, las caseinas presentes en
la zona de difusion son transformadas a p-casernas, que al precipitar por la presen-
cia de iones Ca++ forman un halo blanguecino en el medio (ver fig. 4). Si las enzi-
mas proteoliticas liberadas son muy activas se degradan las p-caseinas y aparece una
zona anular transparente entre el frente de ataque (blanco) y la colonia.

Otra gran ventaja observada por nosotros y que creemos interesante es que mas
de un 85 p. 100 de las bacterias proteoliticas encontradas en nuestros estudios ya
eran detectables en las placas con SMCA, a las 12-18 horas de incubacién.

Conclusiones.

1. Consideramos que el método basado en el uso del SMCA es muy superior al
método estandar, para el recuento de bacterias proteoliticas de la leche, por su ma-
yor sensibilidad y facilidad de lectura. \

2.. Al no haberse detectado diferencias significativas con respecto al SMA, el
SMCA tiene la ventaja de servir a 1a doble finalidad de utilizarse para detectar y enu-
merar lanto las bacterias protecliticas como las totales de la leche.

3. Creemos que el SMCA es ¢l método mds adecuado para detectar, en prin-
cipio, las distintas capacidades de degradacion de la caseina que poseen las diferen-
tes bacterias con actividad proteolitica. '

Resunmen.

Para la deteccién y recuento de bacterias proteoliticas,’en 83 muestras de leche
cruda, se han empleado paralelamente el método estandar (A P.H. A, 1967}y la téc-
nica mejorada por Martley e al, 1970}, basada en el empleo de SMCA (Standard
Method Caseinate Agar).

En todas las pruebas se ha podido comprobar que el recuento obtenido en las
placas que contenfan SMCA era superior en un 29 p. 100 (como media total) al
proporcionado por las que contenian el medio estandar; siendo también, mas
facil, ripida y segura la lectura en el primer caso, toda vez que ya a las 12-18 h.
de incubacion eran detectables imds dei 85 p. 100 de las colonias con actividad pro-
teolitica.

N
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Summary.

F'or the detection and count of proteolytic bacteria in 83 samples of raw milk
we have used the standard method (AP.H.A., 1967) and the improved technics
by Martley et al, 1970, with SMCA (Standard Method Caseinate Agar).

In the plates with SMCA the count was always higher than in the standard
method (29 p. 100 as the total average) and the reading in that medium was easier
and quicker because after 12-18 h. of incubation it was possible to detect more
than p. 100 of the proteolytic bacteria.
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