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INTRODUCCION

Ya en la segunda mitad del siglo XIX®8, se observiv que existia cierta
relacion entre la patogenicidad de las bacterias y la produccion de hemolisinas
o toxinas citoliticas. Desde el aio 1894, en que se puso en evidencia que
cultivos en caldo de estalilococos mostraban actividad hemolitica sobre eritro-
citos de conejo'®, se ha intentado establecer el papel que estas toxinas desem-
pefian en el poder patégeno de estos gérmenes.

La produccion de hemolisinas venia siendo considerada como un impor-
tante cardcler de patogenicidad dtil para la diferenciacion de los estafilococos
patogenos, hasta que ELEK y LEVY? pusieron de manifiesto el hecho de que
también los estalilococos coagulasa negatives podian ser hemoliticos.

Los mecanismos responsables de la virulencia de los estafilococos no son
bien conocidos, pero un examen de fa bibliografia reciente permite sefalar que
s¢ encuentra relacionada méds que con un factor dnico con la produccion de un
amplio espeetro de enzimas y toxinas, existiendo una mayor correlacion del
poder patégeno con la produccion de hemolisinas alfa ylo beta que con el
caricter hemolitico en general.

Los estafilococos producen al menos cuatro hemolisinas: alfa, beta,
gamma y delta. Siendo el agar sangre ¢l medio cominmente utilizado para
poner de manifiesto el cardcter hemolitico de eslos microorganismos, se cuen-
ta con menos datos sobre la produccion de gamma hemolisina, ya que el
referido medio inhibe su actividad. Aunque algunos autores'-2 han apuntado
la posible existencia de otras toxinas hemoliticas (épsilon, theta, kappa), para
su confirmacion se precisa disponer de 1écnicas adecuadas de purificacion.

An, Fae, Ve, Ledn, 1979, 25, 249.253,
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A pesar de las limitaciones apuntadas, el estudiv de las propiedades
hemoliticas completa la caracterizacion de las cepas, contribuyendo a su
clasificacion. Tal es ¢l caso de las especies S. hyicus y 8. intermedius que
carecen de esta propiedad. Ademds, existe la evidencia de que se¢ puede
establecer un cierto grado de correlacién entre la produccion de un determi-
nado tipo de hemolisina y el origen de las cepas: asi la produccion de beta
toxina es mds propia de estafilococos de origen animal, mientras que la de alfs
toxina esla mds relacionada con las cepas de origen humano.

En el presente trabajo, se da cuenta de las propiedades hemoliticas de 57
cepas de estalilococos aisladas de muestras de leche mamitica y se relacionan
estas propiedades con las especies en que fueron clasificadas.

MATERIAL Y METODOS
Cepas

Las 57 cepas de estalilococos estudiadas fueron aisladas por nosotros a
partir de 143 muestras de leche de ganado bovino afecto de mamitis clinicas y
subclinicas®. Previamente al estudio de sus propiedades hemoliticas, 46 de
estas cepis fueron clasilicadas como S, aurens, 6 como 8. epidermidis, 1 como
S. saprophyticus, 1 como S. hyicus, 1 como S, intermedius y 2 no pudieron ser
clasificadass.

Métodos

Se empled la téenica en placa descrita por Nakacawa'2, utilizandose el
sistema de ELEK y LEVY® para la neutralizacion de la hemolising aifa por la
antihemolisina correspondiente. Sobre las placas de medio solidificado, tryp-
tose blood agar base (DIFCQ} al que se afiadia un 5 % de eritrocitos lavados de
oveja, conejo, caballo o humanos, se colocaba una tira de papel de filtro estéril
impregnada con la antihemolisina alfa (WELLCOME). Cultives en caldo de las
cepas a ensayar se sembraban por estria en dngulo recto con respecto a la tira
de papel de filiro. En cada serie de pruebas se incluyeron como controles las
cepas S. aunreus ATCC 25178, productora de hemolisina beta, y S. aureus
ATCC 8096, de hemolisina aifa. Las placas se incubaron durante 24 horas a
37*C, manteniéndose posteriormente durante una noche a 4°C. La identifica-
cion de las hemolisinas se basd en la diferente sensibilidad de los eritrocitos de
las diversas especies a las distintas hemolisinas, en el aspecto de las zonas o
ireas de hemdlisis y en la neutralizacién de la hemolisina alfa por el antisuero
correspondiente.

RESULTADOS

La frecuencia de las distintas combinaciones hemoliticas encontradas se
presenta en la Tabla 1. Todas las cepas clasificadas como S. auwrens mostraron
gctividad hemolitica, siendo el grupo mas comuiin el alfa-beta-delta, con 25
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TABLA 1
Tipes y combinaciones de hemolisinns producidas por 37 cepas de estafilococos
aisladas de muestras de leche mamitica de vaca

Combinaviones 5. epider 5. sapro. S. inter- No clasi-
hemaliticas 8. aurcus médis phyticus 8. hyiens medins icadas Twal
o
1}
o 5 1 6
ull 3 3
o g 2 2
all g 25 25
Bé 13 1 14
B+? 3 3
Nao hemaolitivas 1 1 1 1 4
Toal 16 6 I 1 1 2 57

cepas, ¥ el beta-delta con 13. De las seis cepas clasificadas como S. epidermi-
dis, silo unz no mostro actividad hemolitica, produciendo hemolisina delta las
cinco restantes. Este mismo tipo de hemélisis lue observado en el caso de la
cepa de 8. saprophyticus. Por lo que se refiere a las cepas que no pudieron ser
clasificadas, una de ellas poseia actividad beta-delta y la otra era no hemoli-
tica.

Considerando las 57 cepas en conjunto, 53 de ellas produjeron una o mis
de las toxinas investigadas y sélo cuatro no mostraron ningin tipo de actividad
hemolitica. La toxina detectada con mayor frecuencia fue la delta (47 cepas),
sepuida de la beta (45 cepas). El niimero de cepas productoras de alla hemoli-
sina fue sensiblemnete inflerior (30 cepas).

DISCUSION

De los resultados obtenidos, es de destacar el hecho de que el 100 % de
las cepas de S. aurens estudiadas mostraran actividad hemolitica, asi como la
mayor frecuencia de las combinaciones alfa-beta-delta (54,3 %) y bela-delta
(28,3 %). Resultados similares a los hallades por nosotres, tanto en lo que se
refiere a la actividad hemolitica de cepas de S. aureus agentes de mamitis
bovinas como a la mayor frecuencia de las combinaciones alfa-beta-delta vy
beta-delta, han sido encontradas por otros autores'®?. También en ¢l caso de
cepas de S. aureus aisladas de leche normal los resultados son muy semejantes
a los obtenidos por nosotros?'.

El hecho de gque cinco de las seis cepas clasificadas como S. epidermidis
hayan sido productoras de hemolisina delta no es sorprendente, puesto que
existen datos®.8 que demuestran la producciin dnica de delta hemolisina por
cepas de la mencionada especie. Es de destacar, sin embargo, que avnque
existe evidencia de que la hemolisina delta producida por cepas de S. epider-
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midis es idéntica inmunoligicamente a la producida por cepas de S. aurens™,
TURNER' sefiala la produccion de una toxina pur parte de una cepa de-S.
epidermidis de origen canino cuyas propiedades biologicas eran idénticas a las
de la hemolisina delta de S. aurens, siendo distintas sus propiedades fisicas.

La produccion de hemolisinas es una propiedad de la que carecen las
cepas de 8. saprophyticus. Sin embargo, la cepa clasificada por nosotres como
tal, basindonos en su incapacidad para fermentar la glucosa en anaerobiosis,
asi como en su resistencia a la novobiocina y en otras propicdades, mostro una
actividad hemolitica similar a la de la hemolisina delta elaborada por las otras
especies estudiadas.

La falta del caricter hemolitico de dos de lus cepas facilito, junto con
otras propiedades. su clasificacion como 8. hyicus v 8. intermedius.

Hemos de sefialar también que tres cepas produjeron claramente hemali-
sina beta y otro tipo de toxina que no pudo ser identificada. Finalmente, cabe
destacar algunos de nuestros resultados que coinciden con observaciones de
otros autores - 7-'% Enire ellos, una mayor produccion de beta lisina que de
alfa Hsina por tratarse de estafilococos de origen animal, y la aparicion del
electo heta hemolitico sobre eritrocitos de conejo3.

RESUMEN

En este trabajo se estudian las propiedades hemoliticas de 57 cepas de
estalilococos clasilicadas como S. aurens (46 cepas), S. epidermidis (6 cepas),
S. saprophyticus (1 cepa), 8. hyicus (1 vepa), S. intermedius (1 cepa) y no
clasificadas (2 cepas). Estas cepas fueron aisladas de muestras de leche de
vacas afectas de mamitis clinicas y subelinicas.

La téenica utilizada ha sido la deserita por Nakacawa, empledndose tiras
de papel de filtro impregndas con antihemolisina alfa para facilitar la identifi-
cacion de la hemolisina alfa para facilitar la identificacion de la hemolisina
correspondiente.

Todas las cepas de 8. aurens estudiadas mostraron actividad hemolitica,
siendo las combinaciones mis frecuentes la alfa-beta-delta (25 cepas) y la
beta-delia (13 cepas). Cinco de las seis cepas de 8. epidermidis produjeron
hemolisina delta. Este mismo tipo de hemolisina fue mostrado por la cepa de
S. saprophyticus. Una de las dos cepas no calificadas carecia del caricter
hemolitico, al igual que las cepas clasiflicadas comoS. intermedius y 8. hyicus.

HEMOLYTIC PROPERTIES OF STAPHYLOCOCCI ISOLATED FROM
MASTITIC MILK

SUMMARY
The type of hemolysins produced by 46 8. aureus, 6 S. epidermidis, 1 5.

saprephyticus, 18, intermedins, 18, hyicus and 2 unclassified strains, isolated
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from mastitic milk was determined by a plate method. For differentiation of
hemolysins, washed rabbit, sheep, horse and human erythrocytes as well as
filter paper strips soaked in anti-alpha hemolysin were used.

All of the S, anreus strains showed hemolytic properties and the most
common pattern found was alpha-beta-delta (25 strains) and beta-delta (13
strains). Five of the 6 8. epidermidis strains produced delta lysin alone. The
same type of lysin was showed by the culture classed as 8. saprophyticus. Four
non hemolytic strains were found and they were considered as S. epidermidis,
S. hytens, 8. intermedins and unclassified.

BIBLIOGRAFIA

At M. Loy Hague, R i1972i-1deatification of staphylococeal epsilon hemolysin, Can, J,
Hicrabiof.. 18, 535-536.

2} Casrera, G. y HaQue, R. (1973).-Type of hemolysins produced by Staphylococeus epidermi.-
dis. Bacteriol. Prac., 118,

3 Etek, 8. 0.y Levy, E. (1950),=Distrilotion of hacmolysins in pathogenic and non-pathogenic
staphylococei. J. Pathol. Bace., 621 511.55),

4 Garcla, M. L. y MoreNo, B, (1978).-Los estafilococos como agentes de mamitis en ¢l ganado
vacuno, An, Fac, Ver, Lein, 24: 83-93.

5) Ganrcla, M. L., Morexo, B, y Bercvovl, M. 5. (1980).~Characterization of staphylecocei
isolated from mastitic cows in Spain. Appl. Environ. Microbiol., 39: 518-533.

6 GemMeL, C. G., Tug estanm, M, y Wanstros, T. (1976).=Toxino-genicity of coagulase nega-
tive staphylococei. En JELJaszewicz, ), (editor). Staphylococei and staphylococcal diseases.
Proc. of HI Imi. Symposium of staphylococei and staphylococeal infections, Gustav Fischer
Vedag, Stutigart-New York, 133-136.

7 Hakk, V. y Marsarek, E. (1969.=A study of staphylococci of bovine origin: 8. aurens var.
horvis. ZW. Bake. 1. Abt, Orig. A 217, 176-182,

8 Kress, E (1870H.-Citado por WisEMan, G. M. (1975).=The hematysins of 8. anrens. Beaet.
Review, 39: 317-34.

9 KLEck, ). L. y DoNane, J. B (1968).~Production of thermaostable bemolysin by eultures of
S.oepidermidis, 1, Infect, Discases, 181: 317-323,

100 Maganpon, J. L.y OkminG, P, (1966).~nvestigation on animal 8. aurens strains. 1. Biochemi-
cal characteristics and phage-typing. Acta Pathel. Microbiol. Scand., 67: 149-156.

1L Maver. S, (1975).-Eigenschaften von ans Kuhmileh isolierten staphylokekken im Hinblick
anfl die Beurteilung von milch, Milchiweissenschaft, 121 169-172.

12y NakaGawa, M. (1938)=Studies on staphylococet from the buvine udders. 1. Biological charac-
teristics of staphylococei and some observations on the pathogenic sirains, Jap. J, Vet. Res.,
6, 19-34.

13) Tunrser, W. . (1978)~Purification and characierization of an inmunologically distinet
delta-hemollysin from a canine steain of 8. awrews, Infect, Immun., 20, 485-401,

1) Tewner, W, H. y PEckarn, D)o (1979~ Immunological  relationship between delta-
hemolysins of S. aurens and coagulase negative strains of staphylococei, Infeet. Imman., 23
910-911.

15y Van pe VELpE, H. (1893 ~Citado por WiseMan, G. M. {1975.-The hemolysins of 8. anrens.
Bact. Review, 39: 317344

- 253 -



