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INTRODUCCION

Al menos cuatro de las numerosas toxinas producidas por los miembros
del género Staphylococcus poseen actividad hemolitica. El mejor conocimiento
de estas toxinas, denominadas hemolisinas alfa, beta, delta y gamma, ha
puesto de manifiesto que su accién, en contra de lo que se suponia, no se
limita a la lisis de los eritrocitos de las diversas especies animales. Por esta
razén, se ha propuesto sustituir el término hemolisinas por otros tales como
toxinas citoliticas o citolisinas y toxinas alterantes de las membranas, que
reflejan mejor su accién sobre células diversas?® 8.

La produccién de hemolisina alfa es un caricter que se ha asociado
siempre con el poder patégeno de los estafilococos’. Esta toxina, que actia
sobre los hematies de distintas especies animales, muestra su efecto mas
intensamente sobre los de conejo, poseyendo, ademads, actividad citotoxica y
citolitica sobre diferentes células. La hemolisina beta, caracteristica de las
cepas de S. aureus de origen animal® &, es una esfingomielinasa que lisa mas
activamente los eritrocitos de oveja y de vaca, presentando también efecto
citotéxico sobre otras células. Al contrario de lo que sucede con las dos toxinas
anteriores, que son elaboradas por las cepas de estafilococos coagulasa positi-
vos, la hemolisina delta es producida también por los coagulasa negativos, lo
que confirma que la patogenicidad de las cepas se correlaciona mejor con la
produccién de un tipo de toxina determinado (alfa y/o beta) que con el cardcter
hemolitico en general. Los eritrocitos de varias especies animales son unifor-
memente sensibles a la accién litica de esta toxina?, que es la iinica que actia
sobre los hematies de caballo?®. La existencia de la hemolisina gamma, aun-
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que sefalada ya en el aio 19382", ha sido muy controvertida, ya que al ser
inhibida por el agar no se puede detectar por los métodos habituales de
siembra en placa de agar sangre. Diversos investigadores? '3 han demostrado
definitivamente que se trata de una toxina diferente de las tres antes mencio-
nadas.

Aunque en la actualidad se tiende a considerar que la virulencia de los
estafilococos estd relacionada méds que con un factor tinico con la produccién
de una serie amplia de enzimas y toxinas, la investigacion del caracter hemoli-
tico completa la caracterizacién de las cepas, siendo de gran valor para su
clasificacién en especies'! 1® 2. Ademis, el tipo de hemolisinas producido por
las cepas de la especie S. aureus es muy itil para adscribirlas a alguno de los
biotipos o ecotipos propuestos por HAJEK y MARSALEK®, ya que como se ha
sefialado anteriormente, la produccién de hemolisina beta es propia de los
estafilococos coagulasa positivos de origen animal, mientras que la de hemoli-
sina alfa lo es de las de origen humano.

En este trabajo se presentan los resultados obtenidos al investigar la
capacidad hemolitica y el tipo de hemolisinas producidas por 71 cepas de
estafilococos aisladas de leche mamitica de oveja, relacionindose estos carac-
teres con las especies en que fueron clasificadas, asi como con la produccion
de coagulasa.

MATERIAL Y METODOS

Cepas

Las 71 cepas de estafilococos estudiadas fueron aisladas a partir de leche
mamitica de oveja. De ellas, 59 habian sido clasificadas como S. aureus, 1
como S. simulans, 5 como S. epidermidis y 1 como S. haemolyticus. Las 5
cepas restantes no pudieron ser adscritas a ninguna de las especies propues-
tas.

Deteccion e identificacion de hemolisinas

La deteccién e identificacién de las hemolisinas producidas se llevé a
cabo segin la técnica descrita por NAKAGAWA'S, empledndose el procedimiento
senalado por ELEK y LEVY? para diferenciar las toxinas alfa y delta.

El medio utilizado fue Tryptose Blood Agar Base (Difco), al que se afiadia
un 5 % v/v de eritrocitos, lavados tres veces y resuspendidos hasta el volumen
original en solucién salina estéril, de oveja, conejo, caballo y humanos. Para la
neutralizacién de la hemolisina alfa por la antihemolisina correspondiente, se
colocaban sobre la superficie de las placas conteniendo el medio solidificado,
tiras de papel de filtro impregnadas con el antisuero especifico (Wellcome
Reagents, Ltd.). Cultivos de 18-24 horas en caldo BHI (Difco) de las cepas a
ensayar se sembraban perpendicularmente a la tira de papel de filtro. Las
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placas se incubaban a 37°C durante 24 horas, manteniéndose posteriormente
una noche a 4°C. En cada serie de pruebas se incluian como controles las
cepas S. aureus ATCC 25178, productora de hemolisina beta, y S. aureus
ATCC 8096, de hemolisina alfa. Para la identificacién de las hemolisinas, se
tuvo en cuenta la diferente sensibilidad de los eritrocitos de las diversas
especies a las distintas hemolisinas, el aspecto de las zonas de hemélisis en
torno a la linea de crecimiento y la neutralizaciéon de la toxina alfa por el
antisuero presente en la tira de papel de filtro.

RESULTADOS

En la Tabla I se presentan, en conjunto, los resultados obtenidos. De las
71 cepas estudiadas, 69 (97,18 %) producian algin tipo de hemolisina y sélo 2
(2,82 %) carecian de esta propiedad. Las combinaciones hemoliticas halladas
fueron alfa-beta-delta (48 cepas), alfa-beta (11 cepas), delta (6 cepas), alfa-
delta (2 cepas), beta-delta (1 cepa) y alfa (1 cepa). La hemolisina mis frecuen-
temente producida fue la alfa (62 cepas), seguida de la beta (60 cepas) y de la
delta (57 cepas). Los tipos y combinaciones de hemolisinas producidas por las
cepas agrupadas segiin la especie a la que fueron adscritas se recogen en la
Tabla I1. Todas las cepas de S. aureus mostraron cardcter hemolitico. De ellas,
48 elaboraban las tres toxinas investigadas, 10 la alfa y la beta, y 1la betayla
delta. La cepa de S. simulans producia hemolisinas alfa y delta. Sélo 3 delas 5
cepas de S. epidermidis fueron hemoliticas, produciendo dinicamente toxina
delta. Este mismo tipo de toxina fue elaborado también por la cepa de
S. haemolyticus y por 2 de las 5 no clasificadas. Las 3 cepas restantes no
clasificadas producian toxina alfa (1 cepa), alfa y beta (1 cepa) y alfa y delta (1

cepa).
TABLA I
Tipos y combinaciones de hemolisinas
(71 cepas de estafilococos aisladas de mamitis ovinas)
Niamero Porcentaje
Cepas hemoliticas 69 97,18
Cepas no hemoliticas 2 2,82
o 1 1,45
9 6 8,70
A aB 11 15,94
Hemolisinas PN 2 2,90
aB 3 48 69,56
B3 1 1,45

*  Cepas o-hemoliticas: 62 (89,86 %).
Cepas B-hemoliticas: 60 (86,96 %).
Cepas 7, -hemoliticas: 57 (82,61 %).
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TABLA 11
Combinaciones de hemolisinas producidas por 59 cepas deS. aureus, 1 deS. simulans, 5
de S. epidermidis, 1 de S. haemolyticus y 5 no clasificadas aisladas de leche mamitica de

oveja
Combinaciones de hemolisinas
Especie
a 3 aB ad aB B B3 N.H.®
S. aureus 10 48 1
S. simulans 1
S. epidermidis 3 2
S. haemolyticus 1
No clasificadas 1 2 1 1
Total 1 6 11 2 48 1 2

2 N.H. = Cepas no hemoliticas.

DISCUSION

De los resultados obtenidos destaca, por lo que se refiere a S. aureus, el
que todas las cepas mostraran cardcter hemolitico y el que las combinaciones
mas frecuentes de hemolisinas fueran la alfa-beta-delta y la alfa-beta. Ademas,
es preciso sefialar que el 100 % de las cepas incluidas en esta especie produ-
cian hemolisina beta, el 98,3 % alfa y el 83 % delta. Al comparar estos
resultados con los de los pocos investigadores que estudian cepas de S. aureus
de origen ovino, se observa que existen dos grupos de trabajos, unos en los que
el nimero de cepas productoras de hemolisina alfa es muy similar al de
productoras de hemolisina beta, y otros en los que la produccién de hemolisina
alfa es reducida e incluso muy poco frecuente, comparada con la beta.

Entre los primeros, se encuentra el de LERNAU et al.', quienes seialan
que el 100 % de 66 cepas de S. aureus aisladas de mamitis ovinas eran
productoras de ambas toxinas, y el de TAMARIN22, que investiga la capacidad
hemolitica de 72 cepas de estafilococos de la misma especie y de origen
idéntico al de las anteriores, encontrando que el porcentaje de cepas producto-
ras de toxina beta era del 90,3 % y el de alfa del 84,8 %, siendo las combina-
ciones mds frecuentes la alfa-beta-delta y la alfa-beta. También PAPAVASSILIOU
v DENDRINOS'? observan que 5 cepas de S. aureus aisladas de heces de oveja
producian toxinas alfa y beta. Recientemente, ScoTT et al.20 identifican en
Escocia una dermatitis estafilocécica en ovejas debida a cepas de S. aureus
productoras de hemolisinas alfa, beta y delta.

Existe una discrepancia considerable entre los resultados de los autores
anteriores, similares en lineas generales a los hallados por nosotros, y los
obtenidos por otros investigadores. Asi, OEDING et al.1® indican que de las 84
cepas estudiadas, aisladas de fosas nasales de ovejas sanas y de leche mami-
tica también de oveja, 81 producian hemolisina beta y sélo 3 alfa. HAJEK®, al
estudiar 44 cepas de S. aureus procedentes de quesos elaborados con leche de
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oveja, encuentra que 37 producian hemolisina beta y 6 alfa. Hay ta.m'bién algiin
trabajo en el que el porcentaje de cepas productoras de hemolisina alfa es
superior al de productoras de hemolisina beta: de las 384 cepas de S. aureus,
aisladas de heces de ovejas y cabras por DIMITRACOPOULOS et al.3, 297 produ-
cian hemolisina alfa y solo 5% beta. '

Por no haber sido posible encontrar bibliografia relativa a los tipos de
hemolisinas producidos por S. simulans, es dificil interpretar el hecho de que
la cepa de esta especie incluida en este estudio produjera toxinas alfa y delta.
KLoOS et al.'? sefialan que las cepas de S. simulans producen, a menudo,
hemdlisis moderada o fuerte en sangre humana. No resulta sorprendente el
que 3 de las 5 cepas de S. epidermidis produjeran hemolisina delta, ya que
existen datos sobre la producciéon de esta toxina por cepas de estafilococos
coagulasa negativos y de modo particular por miembros de esta espec.ie“’-6 5
El que las cepas de S. haemolyticus poseen capacidad para lisar eritrocitos
bovinos y humanos es un hecho que caracteriza a esta especie'?. Sin embargo,
como en el caso de S. simulans, no existe informacién sobre el tipo o tipos de
hemolisinas que la originan. Las combinaciones hemoliticas presentadas }')m'
las cinco cepas no clasificadas eran muy variadas. Dos de ellas producian
toxina delta y las restantes alfa, alfa-delta y alfa-beta. Las dos cepas producto-
ras de toxina delta. excepto por su capacidad de coagular completamente. 1-31
plasma bovino, no poseian caracteres propios de las especies coaguhlaf‘,a. positi-
vas. No obstante, es preciso senalar que una de ellas era enlerotomgefr'nca. La
cepa de este grupo que produjo sélo hemolisina alfa mostraba también Otf'fis
dos propiedades de las especies coagulasa positivas, como son la coagulacion
del plasma de cerdo y la produccién de termonucleasa. Sin emha_lrg’o,_ la
productora de hemolisinas alfa y delta, que era también enterotoxlgen10§,
carecia de ellas. L.a ultima cepa que pudo ser adscrita a una especie determi-
nada presentaba la combinaciéon alfa-beta y gran ndmero de propiedades
caracteristicas de S. aureus y S. intermedius. _

En la Tabla III se presenta la relacion existente entre la capacidad de
coagular el plasma de conejoy el tipo de hemolisinas producido. Como puede
observarse, existe una correlacion absoluta entre la produccién de coagulasa y
la de hemolisinas alfa ylo beta. Por lo que se refiere a las 11 c?epas coagulflsa
negativas, es preciso senalar que las 6 cepas productivas tnicas de toxina
delta y las dos no hemoliticas pertenecian a este grupo, pero que las 3
restantes producian hemolisina alfa.

De lo expuesto anteriormente es posible concluir que los ’estafilo.ct)cos
aislados de Jeche mamitica de oveja muestran, en su mayoria, acn?«'ldad
hemolitica y que la produccion de hemolisinas alfa ylo beta es una PTODl_edad
que presentan de modo uniforme las cepas de S. aureus de este origen,
existiendo también relacién entre la produccién tnica .de toxina delta y la

ausencia de actividad coagulasa.
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TABLA III

Relacién entre la capacidad de coagular el plasma de conejo y los tipos de hemolisinas

producidas
Combinaciones Cepas coagulasa Cepas coagulasa
hemoliticas positivas negativis
a. 1
3
alB 11
ad 2
aB3 48
B3 1
N.H.2 2
a2 N. H. = Cepas no hemoliticas.
RESUMEN

En el presente trabajo se da cuenta de los resultados obtenidos al investi-
gar la actividad hemolitica de 71 cepas de estafilococos clasificadas: 59 como
S. aureus, 1 como S. simulans, 5 como S. epidermidis, 1 comoS. haemolyticus
v 5 no clasificadas. Estas cepas habian sido aisladas de leche mamitica de
oveja.

Para la deteccion e identificacién de las hemolisinas producidas se empleé
una técnica en placa, utilizando eritrocitos de diversas especies animales y
tiras de papel de filtro impregnadas en suero anti-hemolisina alfa. Unicamente
2 de las cepas estudiadas no mostraban actividad hemolitica. Los tipos y
combinaciones de hemolisinas hallados fueron: alfa-beta-delta (48 cepas),
alfa-beta (11 cepas), delta (6 cepas), alfa-delta (2 cepas), beta-delta (1 cepa) y
alfa (1 cepa). La hemolisina mds frecuentemente producida fue la alfa (62
cepas), seguida de la beta (60 cepas) y de la delta (57 cepas). De las 59 cepas
de S. aureus, 48 elaboraban las tres toxinas investigadas, 10 alfa y beta y 1 be-
ta y delta. La cepa de S. simulans producia hemolisinas alfa y delta. Tres de las
5 cepas clasificadas como S. epidermidis, la adscrita a S. haemolyticus y 2 de
las no clasificadas producian sélo hemolisina delta. Las 3 cepas restantes no
clasificadas producian hemolisina alfa inicamente o en combinacién con beta
o delta.

En este trabajo se ha encontrado una correlacién completa entre la capa-
cidad de coagular el plasma de conejo y la producciéon de hemolisinas alfa ylo
beta, observandose también relacién entre la produccién tinica de toxina delta
y la ausencia de actividad coagulasa.
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DETECTION AND IDENTIFICATION OF HAEMOLYSINS PRODUCED BY
STAPHYLOCOCCI ISOLATED FROM OVINE MASTITIC MILK AND
THEIR RELATION WITH COAGULASE PRODUCTION

SUMMARY

The haemolytic properties of 71 strains of staphylococci isolated fm_m
ovine mastitic milk were studied by a plate method using washed rahbl-t,
sheep, horse and human erythrocytes and filter paper strips soaked in antf-
alpha-haemolysin serum. Sixty six of these strains had been previously classi-
fied: 59 as S. aureus. 1 as S. simulans, 5 as S. epidermidis and 1 as S.
haemolyticus. The remaining 5 strains were not classified. ‘

Only 2 of the 71 cultures failed to produce any of the haemolysins
investigated. Alpha lysin was produced by 62 strains, beta lysin was produce‘d
by 60 strains and delta lysin was demonstrated in 57 strains. The haemolysin
combinations found most frequently were alpha-beta-delta (48 strains), alpl_la-
beta (11 strains), delta (6 strains). alpha-delta (2 strains), beta-delta (1 strain)
and alpha (1 strain). Of the 59 S. aureus cultures, 48 produced a pattern of
alpha, beta and delta lysins, 10 produced alpha and beta lysins, and 1 produ-
ced beta and delta lysins. Production of alpha and beta haemolysins was found
in the S. simulans strain. The 6 strains that produced only delta lysin were
classified as S. epidermidis 3, S. haemolyticos 1 and unclassified 2. The othc'er
3 unidentified cultures were found to produce alpha lysin either singly or In
combination with beta or delta.

A complete correlation was observed between the production of alpha
and/or beta lysins and coagulase activity. On the other hand, strains that gave
coagulase negative reactions were producers of delta haemolysin (only).
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INTRODUCCION

Las dificultades en el ensayo de la capacidad infectiva y enterotoxigénica
de los estafilococos han sido la causa de que se hayan estudiado una serie de
propiedades bioquimicas y fisiolégicas de ficil determinacién, en busca d‘e
posibles correlaciones positivas. En este sentido, tienen méaxima importancia
la produccién de coagulasa y de termonucleasa, siendo mucho mds prohlerl:l’zi—
ticas, por ejemplo, la fermentaciéon del manitol en anaerobiosis, la produfzcu}n
de gelatinasa y de lisozima, y la reaccién en yema de huevo. Las opiniones
mas actuales, sin embargo, coinciden en que la patogenicidad de los esfalil?-
cocos no esta relacionada con ningin enzima ni toxina concretos, sino mas
bien con un amplio conjunto de estas sustancias® " 43,

Algunas de las propiedades antes mencionadas han sido utilizadas t’anf-
bién con fines taxonémicos e incluso como criterios diferenciales y diagnosti-
cos en los propios medios de aislamiento? 3 & 27, Las clasificaciones mas a'ctua—
les, que amplian considerablemente el nimero de especies en el gem.aro
Staphylococcus® 23 24 25 35 g incluyen, sin embargo, como criterios de cl.a.51ﬁ—
cacién las propiedades citadas, objeto de nuestro estudio. Tampoco se ul,lilzan
estas propiedades en la clasificacién de los estafilococos en biotipos segun las
especies animales de procedencia'®.

El objeto de este trabajo es presentar los resultados obtenidos en cuanto a
la produccién de gelatinasa y de lisozima, la fermentacién del manitol en

.. ., de
anaerobiosis y la reaccién en yema de huevo por parte de 71 cepas

An. Fac. Vet. Leon, 1980, 26, 133-142.
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