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INTRODUCCION

Los estafilococos producen, al menos, cuatro toxinas capaces de alterar las
membranas de una gran variedad de células. Por su diferente accion litica sobre los
eritrocitos de diversas especies animales, estas toxinas se han venido denominando
hemolisinas a, B, § y Y.

La produccién de hemolisina @, a pesar de que su papel exacto no ha sido
establecidos todavia®!, estd considerada como un carécter propio de algunas de las
especies patégenas de Staphylococcus y especialmente de las cepas de S. aureus de
origen humano'. Su accién citolitica y citotéxica es muy amplia, siendo especialmen-
te sensibles los hematies de conejo. La hemolisina B (esfingomielinasa C) es
elaborada, principalmente, por S. intermedius y por cepas de S. aureus de origen
animal!?, 3. Se caracteriza por hidrolizar la esfingomielina de la pared celular de los
eritrocitos, razén por la cual actda con mayor intensidad sobre los hematies de
oveja?®, dado su elevado contenido en esta sustancia. La propiedad mas destacada de
la hemolisina & es su escasa especificidad, que le permite lisar los glébulos rojos de
diferentes especies animales?!. Otro aspecto importante es el que esta toxina es
elaborada no sélo por las especies de estafilococos coagulasa positivas, sino también
por algunas de las coagulasa negativas®. La toxina gamma fue descrita por Smith y
Price?. Sin embargo, muchos autores cuestionaron e incluso negaron su existencia
hasta que los trabajos de Guyonnet y Plommet!! demostraron que se trataba de una
hemolisina diferente a las tres ya descritas. Esta toxina, que es inhibida por el agar,

* La realizacién de este trabajo se ha beneficiado de fondos procedentes de la CAICYT (Proyecto
n.2 4466).
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no puede detectarse por los procedimientos habituales de siembra en placa de agar
sangre. _

En los tltimos afios, se ha prestado gran atencién a la relacion existente entre la
capacidad de producir toxinas citoliticas y la virulencia de las cepas. Los datos
obtenidos hasta ahora, aunque a veces contradictorios, parecen indicar que casi
siempre la patogenicidad esta relacionada, mas que con un solo caricter determinan-
te, con una gran variedad de factores. A pesar de ello, el estudio del caricter
hemolitico y de las hemolisinas producidas por los estafilococos resulta muy atil, ya
que contribuye a completar la caracterizacién de las cepas, facilita su adseripeion a
especies y proporciona valiosa informacién en los estudios ecolagicos.

El objetivo de este estudio ha sido investigar la actividad hemolitica v el tipo de
hemolisinas producidas por 201 cepas de estafilococos aisladas de las fosas nasales de
manipuladores de alimentos. Asimismo, se han establecido relaciones tanto con la

capacidad de coagular el plasma de conejo como con la especie en que fueron
clasificadas las cepas.

MATERIAL Y METODOS
Cepas

Las 201 cepas de estafilococos estudiadas (datos atin no publicados) habian sido
adscritas a las especies: S. aureus (81 cepas), S. hyicus subsp. chromogenes (2 cepas),
S. epidermidis (97 cepas), S. hominis (1 cepa), S. capitis (10 cepas), S. warneri (1
cepa), S. saprophyticus (2 cepas) y no clasificadas (7 cepas). De ellas, 83 eran
coagulasa positivas y 118 coagulasa negativas.

Deteccion e identificacin de las hemolisinas producidas

) l?ara detectar e identificar las toxinas clitoliticas «, B y & se ha utilizado la
técnica de siemhbra en placas de agar samgre descrita por Nakagawa!®. Con el fin de
facilitar la diferenciacién entre las hemolisinas & y 8 , se ha empleado el
procedimiento propuesto por Elek y Levy®.

‘ Al medio base, Tryptose Blood Agar Base (Difco) se le afiadia un 5% (v/v) de
eritrocitos, lavados tres veces, de conejo, oveja, caballo y humanos. Para neutralizar
la hemolisina @, se colocaba en cada placa una tira de papel de filtro impregnada con
el anlisuero_correspondieme (Wellcome Research Laboratories). Los cultivos en
ca[do- BHI (Difco) de las cepas a ensayar se sembraban por estria y en dngulo recto en
relacién con la tira de papel de filtro. Transcurrido el periodo de incubacién, 24
horas a 379C, las placas se mantenfan 16 horas en refrigeracién. Como controles, en
cada serie de pruebas se incluyeron las cepas patrén S. aureus ATCC 8096 y S. aureus
ATCC 25178, productoras de las hemolisinas « y B, respectivamente. La
identificacion de las hemolisinas producidas se llevé a cabo teniendo en cuenta su
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espectro hemolitico, el aspecto de las zonas de hemdélisis y la neutralizacién de la
toxina alfa.

RESULTADOS

De las 201 cepas estudiadas, 193 (96 %) eran hemoliticas. Las combinaciones de
hemolisinas encontradas fueron: a8 (11 cepas), B (14 cepas), @ B8 (6 cepas)
y & (146 cepas). Las 16 cepas hemoliticas restantes producian una o més de las
toxinas investigadas (véanse Tablas I y II) y, ademds, un efecto litico en sangre de
oveja que no correspondia a ninguna de las hemolisinas descritas. Este efecto se
caracterizaba, como vya se ha sefialado, por aparecer Gnicamente en las placas de agar

TABLA 1
Relacion entre la capacidad de coagular el plasma de conejo y las combinaciones
: homoliticas producidas

Combinaciones hemoliticas Cepas coagulasa positivas Cepas coagulasa negativas
ad 10 1
Bé 12
a 36 6
6 39 107
af +7* 1
ad +? 2
§ +7 13
N.H.** 8
83 118

* 7, efecto hemolitico no identificado.

** N.H., no hemoliticas.

TABLA 11
Combinaciones hemoliticas presentadas por 201 cepas de estafilococos agrupadas segiin
las especies en que fueron clasificadas

Combinaciones de hemolisinas

N.9 de = 3

Especie cepas ad Bé aB§ & apt? adt? 6+ —
S. aureus 81 11 12 6 36 1 2 13
S. hyicus subsp. chromogenes 2 1 1
S. epidermidis 97 90 7
S. hominis 1 1
S. capitis 10 10
S. warneri 1 1
S. saprophyticus 2 2
No clasificadas 7 1 5 1
Totales 201 11 14 6 146 1 2 13 8
%o 100,0 5,4 69 29 7266 04 09 6,4 39

* ?, efecto hemolitico no identificado.
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sangre de oveja, tratandose de una zona de hemolisis completa de bordes nitidos que,
en ocasiones, era ligeramente inhibida por la antihemolisina . La hemolisina mas
frecuentemente producida fue la 8 (192 cepas), seguida de la B (21 cepas) vy de la
a (20 cepas).

En la Tabla I se presenta la relacién existente entre la capacidad de coagular el
plasma de conejo y las combinaciones hemoliticas producidas. Como puede
apreciarse, salvo 3, todas las cepas productoras de hemolisinas @ v/o B eran
coagulasa positivas, mientras que las coagulasa negativas elaboraban, principalmen-
te, hemolisina 6 . Sin embargo, 39 cepas coagulasa positivas también producian sélo
esta toxina.

Las combinaciones hemoliticas presentadas por las cepas agrupadas segun las
especies en que fueron clasificadas se presentan en la Tabla II.

DISCUSION

Considerando los resultados obtenidos no sélo en su conjunto, sino también en
relacién con la capacidad de las cepas para coagular el plasma de conejo (Tabla 1),
destaca, en primer lugar, el elevado porcentaje de cepas (96 %), tanto coagulasa
positivas como negativas, que mostraron caracter hemolitico, y el que todas, salvo
una, produjeron hemolisina 8. La actividad hemolitica de cepas de estafilococos
aislados de manipuladores ha sido investigada también por Rodriguez Torres et al.20
Estos autores incluyen en su estudio 449 cepas coagulasa positivas y negativas. De
ellas, 364 procedian de fosas nasales y 85 de ufias. En el primer grupo, el porcentaje
de cepas productoras de hemolisinas fue muy similar al hallado por nosotros
(94,6 %), mientras que en el segundo fue considerablemente inferior (68,3 %).

Un dato sorprendente es que el 47 % de las cepas coagulasa positivas producian
sélo toxina 8. La produccién Gnica de esta toxina parece estar relacionada mas bien
con las cepas de estafilococos coagulasa negativos®, 9, 7, mientras que la elaboracién
de las hemolisinas @ y/o B es un cardcter propio de las cepas coagulasa
positivas!, 14,

Como puede observarse en la Tabla II, todas las cepas adscritas a la especie S.
aureus producian hemolisinas, siendo las combinaciones hemoliticas halladas con
mayor frecuencia la 8 (36 cepas), B6 (12 cepas), ad (1l cepas)y aB6 (6
cepas). Ademis, las 16 cepas que mostraban el efecto hemolitico desconocido habian
sido clasificadas como S. aureus. Los resultados obtenidos por diversos autores
parecen indicar que los tipos e incluso la combinacién de hemolisinas producidas por
una cepa de S. aureus es un dato valioso, que proporciona informacién sobre su
origen’, 1. En este sentido, cabe sefialar que la mayoria de las cepas de S. aureus de
origen humano producen la combinacién « 8¢, 7,19, 16 mientras que en las cepas de
origen animal, especialmente en las del biotipo C, predominan las combinaciones
aBs y B85S, 7, 8 Resulta obvio que los tipos y combinaciones de hemolisinas
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producidas por nuestras cepas de S. aureus difieren de modo apreciable de los
resultados habitualmente obtenidos con cepas de origen humano, e incluso animal.
Ciertamente, la mavoria de las cepas por nosotros estudiadas que producian
hemolisinas a v/o [ correspondian a S. aureus, pero también es evidente que un
nimero considerable de cepas pertenecientes a esta especie (44 %) producian sélo
hemolisina 8. Debe destacarse. sin embargo, que la produccién tnica de hemolisina
& por parte de un porcentaje considerable de cepas de S. aureus ha sido sefialada ya
por otros autores. Hentschel et al.'® encontraron que el 28,4 % de 345 cepas de S.
aureus aisladas de operarios de mataderos de aves elaboraban sélo toxina 6 y un
porcentaje similar (27 %) fue obtenido por Elias y Kofer” con cepas de S. aureus
aisladas de procesos patolégicos humanos.

Como puede observarse en la Tabla II, 16 cepas de S. aureus producian, junto a
una o mas de las toxinas investigadas, un efecto hemolitico que no correspondia a
ninguna de las hemolisinas descritas. En estos casos aparecia, tinicamente en agar
sangre de oveja, un drea estrecha de hemdlisis completa de bordes nitidos que, en
ocasiones, era ligeramente inhibida por la antihemolisina @. A pesar de esta
inhibicién, no podia identificarse como toxina @ por carecer de efecto sobre los
eritrocitos de conejo. Tampoco correspondia a la hemolisina 8 por su ineficacia
frente a los eritrocitos de caballo, eritrocitos que son lisados siempre y tinicamente
por esta toxina y, por supuesto, el aspecto no coincidia, en absoluto, con las
caracteristicas zonas de hemdlisis debidas a toxina B en agar sangre de oveja. La
produccién de zonas de hemélisis que no corresponden a ninguna de las hemolisinas
conocidas ha sido también descrita por Haque y Baldwin'® y por Garcia y Moreno®,
aunque no se han realizado estudios ecaminados a identificar el origen de este efecto
hemolitico.

Devriese et al.* consideran caracteristica de S. hyicus subsp. chromogenes la
incapacidad de producir hemolisinas @, B o 8. Sin embargo, Devriese y Hajek?
sefalan, sin precisar el tipo de hemolisina producida, que la actividad hemolitica de
esta subespecie es un caracter variable. Las dos cepas de S hyicus subsp. chromogenes
incluidas en este estudio producian hemolisina 6 y una, ademas, hemolisina f.

No resulta sorprendente el que la mayoria de las cepas de S. epidermidis produjera
hemolisina &, ya que la actividad hemolitica de esta especie ha sido puesta de
manifiesto reiteradamente por diversos investigadores?, 8, %, 7. Ademds, Cabrera y
Haque? y Turner y Pickard?* sefialan que la hemolisina producida por S. epidermidis
es idéntica a la toxina & elaborada por S. aureus.

Kloos y Schleifer!® indican que las cepas de S. warneri y S. hominis pueden ser
débilmente hemoliticas, mientras que las de S. capitis producen zonas claras de
hemélisis en sangre humana. Otro aspecto diferente es el tipo o tipos de hemolisinas
producidas por estas nuevas especies coagulasa negativas. Wadstrom et. al.? sefialan
que las propiedades de las hemolisinas producidas por S. haemolyticus, S. capitis y S.
simulans no coinciden con las que presentan las cuatro hemolisinas cldsicas. Estos
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autores demuestran, ademas, que la sustancia o sustancias elaboradas por estas
especies poseen caracteristicas, tales como la inestabilidad de las preparaciones no
purificadas y el espectro hemolitico, que permiten diferenciarlas claramente de la
toxina 8. Teniendo en cuenta estos datos, es posible que la hemolisina producida
por nuestras cepas de S. hominis, S. capitis y S. warneri no sea hemolisina 8. Sin
embargo, dada la imposibilidad de confirmacién, y basdndonos sobre todo en que las
12 cepas adscritas a las especies citadas lisaban los eritrocitos de conejo. oveja,
caballo y humanos, mostrando las caracteristicas areas de hemélisis, hemos
considerado que todas ellas producian toxina §.

A pesar de que Schleifer y Kloos?? describen la especie S. saprophyticus como
carente de actividad hemolitica, hemos observado que las dos cepas de esta especie
Pmdu.Cian zonas de hemolisis caracteristicas de la toxina 6. Resultados similares
han sido también sefialados por Garcia y Moreno®.

El grupo formado por las 7 cepas no clasificadas, 3 coagulasa positivas y 4
cc?agulasa negativas, se caracterizé también por su capacidad de producir toxina 8.
Cm'CO cepas, tres de ellas productoras de coagulasa, elaboraban exclusivamente esta
toxina, y otra mds mostré la combinacion 5. La tnica cepa que carecia de
actividad hemolitica era coagulasa negativa.

RESUMEN

En g trabajo se han investigado los tipos y combinaciones de hemolisinas
P;Odu.mdas Pox 201 cepas de estafilococos aisladas de manipuladores de alimentos y
adseritas a las siguientes especies: S. aureus (81 cepas), S. hyicus subsp. chromogenes
2 cepz-;,s), S. epidermidis (97 cepas), S. hominis (1 cepa), S. capitis (10 cepas), S.
wamera(l C!.3pa), S. saprophyticus (2 cepas) y no clasificadas (7 cepas). El 96 % de las
;epas ésmdladas eran hemoliticas. Las combinaciones de hemolisinas encontradas
MENDRE i (1L cepas), B8 (14 cepas), apfBd (6 cepas) y 6 (146 cepas). Otras
16 Fepas. producian una o mas de las toxinas investigadas y, ademds, un efecto litico
no u%enuficado. La hemolisina més frecuentemente producida fue la 8 (192 cepas),
segulda dela B (21 cepas) y de la a (20 cepas). El 97,2% de las cepas coagulasa
negativas hemoliticas producian sélo hemolisina &, pero también el 44% de las
cepas.de S. aureus eran productoras finicas de esta toxina. Excepto 2 cepas coagulasa
niegativas que producian la combinacién B8, todas las cepas que elaboraban las
toxinas @ y/o B habian sido adscritas a la especie S. aureus. También pertenecian a
esta especie las cepas que mostraban el efecto hemolitico no identificado.
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CYTOLYTIC TOXINS PRODUCED BY STAPHYLOCOCCI ISOLATED
FROM FOOD HANDLERS

SUMMARY

The type of hemolysins produced by 201 strains of staphylococei isolated from
the noses of food handlers was determined by the plate method of Nakagawa. Filter
paper strips soaked in anti- & -hemolysin serum were used as indicated by Elek and
Levy. Eighty one of these cultures were S. aureus, 2 S. hyicus subsp. chromogenes, 97
S. epidermidis, 1 S. hominis, 10 S. capitis, 1 S. warneri, 2 S. saprophyticus and 7
unclassified. Only 7 of the 201 cultures failed to produce any of the lysins.
The hemolvsin patterns found most frequently were as follows: a8 (11
strains), B8 (11 strains), & B3& (6 strains) and & (146 strains). The remaining
16 hemolytic strains produced one or more of the studied toxins and, in addition, an
unidentified lytic effect not due to @, B or & lysins; &-hemolysin was produced
by 192 strains, B hemolysin was produced by 21 strains and a hemolysin was
produced by 20 strains. Most of our coagulase negative insolates (97,2 %) produced
only &-lysin, but also 44 of the S. aureus cultures produced this toxin alone. All
@ and/or B producers, except 2, had been classed as S. aureus. Also, the 16 strains
showing the unidentified cytolytic effect belonged to the species S. aureus.
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PROPIONATO DE TESTOSTERONA®
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INTRODUCCION

Son numerosos los experimentos que apoyan la idea de que las hormonas
esteroides regulan las funciones celulares influyendo sobre la sintesis de proteina en
los érganos blanco!, 2

En el datero inmaduro de rata. que constituye el modelo experimental mis
ampliamente utilizado para el estudio de la sintesis de macromoléculas tras la
inyeccion de estradiol, la secuencia de fenémenos incluye, en primer lugar, la
aparicion de una proteina (o un grupo de proteinas) denominada Proteina inducida
(IP, Induced protein) o Proteina intermediaria clave (KIP, Key Intermediate
Protein) por Barnea vy Gorski3. La vida media de la IP es corta, desapareciendo antes
de que se haya iniciado la sintesis generalizada de proteina y el crecimiento tisular en
respuesta al esteroide.

Baulieu et. al.* sugieren que el estradiol, ligado al receptor, se transloca al niicleo,
donde un ntmero limitado de complejos estradiol-receptor se unen de manera
especifica a los aceptores de la cromatina. Este pequeiio niimero de moléculas activa
o desactiva un unico gen (o un niimero muy limitado de genes), y como resultado se
inicia la sintesis del RNAm de la IP. La IP estimula la RNA polimerasa I (insensible a
la a-amanitina), que cataliza la sintesis de los RNA, y en dltimo extremo, de las
proteinas implicadas en el crecimiento uterino.

El papel central que desempeiia el hipotilamo en la diferenciacién sexual ha sido
bien documentado por numerosos estudioss, ¢, 7, cuyos resultados sugieren que la
diferenciacién sexual es mediada a través del genoma. El estradiol (derivado de la

lestosterona por aromatizacién) se une a su receptor Ciloplasmético, atraviesa la

* Este trabajo ha sido realizado con fondos procedentes del provecto n.% 167 de la CAICYT.
In. Fac. Vet Leon, 1982, 28, 209217,
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