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TENTATIVAS DE INHIBICION DE LA SINTESIS DE
ENTEROTOXINA ESTAFILOCOCCICA POR
PENICILINA Y ESTREPTOMICINA ¢

Luis G. COTILLO Z. ()

Se realizaron tentativas de inhibir la produccién de las enterotoxinas esta-
filocéccicas por las cepas ATCC 13565, ATCC 14458, S 6 y S 100 con los antibié-
ticos penicilina y estreptomicina. Los resultados obtenidos parecen demonstrar
que la penicilina no impide la formacién de proteinas enterotéxicas, siendo que
por otro lado la estreptomicina a partir de la dosis de 300 zg por ml de medio

impide en casi todas las cepas la produccién de enterotoxinas.

Con la dosis de

1000 £g/ml no se pudo demonstrar presencia de enterotoxina en ninguno de los

cultivos realizados con las diversas cepas.

para estos resultados.

Se indican las posibles explicaciones

INTRODUCAO

Algumas cepas de Staphylococcus poseen
la capacidad de sintetizar una toxina ter-
mo-resistente que al ser ingerida, provoca
el aparecimiento de cuadros de intoxica-
cién alimenticia. En algunas oportunida-
des se han descrito casos en los cuales la
elaboracién de esta enterotoxina se reali-
z6 en el tracto intestinal.

Los efectos de la terapéutica antibié-
tica sobre las infecciones producidas por
estafilococos han sido ampliamente divul-
gados, conociendose también las transfor-
maciones que sufren estos microorganis-
mos al ser sometidos a la accion de estos
agentes antibiéticos (KLIENEBERGER-No-
BEL ', 1951; DiENEs & SHArRp® 1956;
MagrsToN 4, 1961).

Es también sabido que la zona de
accién primaria de estos agentes antimi-
crobianos sobre las bacterias varia con
los diversos antibiéticos utilizados. Gene-

Recebido para publicacfio em 27-10-1967.

ralmente se acepta que la penicilina inhi-
be la sintesis de la pared celular y la es-
treptomicina, a pesar de no presentar al-
teraciones en la pared celular, incremen-
ta su permeabilidad e inhibe la sintesis
de las proteinas citoplasmaticas.

Friepman & WHITE ®° (1965) demons-
traron a través de la técnica de inmuno-
fluorescencia la presencia de enterotoxina
estafilocdccica asociada a la superficie de
la celula bacteriana.

Sabiendo que la enterotoxina es una
proteina soluble en agua, rica en lisina y
resistente a la accién de la tripsina, Hag-
MAN & GooncaL ' (1959) sugirieron que
las enterotoxinas presentaban todas las
caracteristicas de los constituyentes de la
superficie celular bacteriana. Habiendo
tomano contacto con las alteraciones oca-
sionadas por algunos antibiético sobre los
estafilococos (CotirLo 2, 1962) decidimos
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investigar la posibilidad de inhibir la pro-
duccion de enterotoxina por antibiéticos
que impidiesen la biosintesis de pared ce-
lular (penicilina) o de inhibidores de la
sintesis de proteinas citoplasmaticas (es-
treptomicina) para, de alli, tratar de ob-
tener mayores informaciones sobre el ver-
dadero local de formacién de la entero-
toxina.

MATERIAL Y METODOS

Cepas — Las cepas productoras de en-
terotoxina, usadas en la presente investi-
gacion fueron la 13565, 14458 recibidas
del ATCC y las cepas S 6 y S 100 gentil-
mente enviadas por el Prof Merlin S.
Bergdoll, del Food Research Institute, Uni-
versity of Chicago. La cepa 13565 corres-
ponde a la 196 E aislada por el Food
Research Institute, University of Chicago,
que produce la enterotoxina A. Esta ce-
pa produce también gran cantidade de
B hemolisina que puede interferir en los
ensayos biolégicos. La cepa 14458 es la
inicialmente denominada 243 aislada de
materias fecales de nifios, en Washington
y es productora de enterotoxina B. La
cepa S 6 es formadora de enterotoxinas
A y By la S 100 sintetiza enterotoxina A.

Sueros — Los sueros hiperinmunes que
sirvieron para demostrar la presencia de
las enterotoxinas A y B fueron también
gentilmente remitidos por el Prof. Merlin
S. Bergdoll. Se usaron en la prueba de
difusién en gel.

Produccion de las enterotoxinas — Se
siguieron los métodos recomendados por
CasMaN & BENNETT ? (1963) y por Har-
LANDER ¥ (1965). El método de Casman
y Bennett de producion de enterotoxina es-
tafilococcica A consiste en el uso de fras.
cos de Roux conteniendo 100 ml de “Bac-
to-Brain Heart Infusion”, colocando, den-
tro de los Roux, bolsas de celofan y den-
tro de éstas 0,5 ml de la suspensién esta-
filococcica preparada a partir de un cul-
tivo en agar inclinado de 18 a 24 horas,
debiendo contener la suspensién aproxi-

madamente 300 millones de microorganis-
mos por ml.

El in6culo se distribuye sobre la super-
ficie interna del celofan, en contacto con
el medio de cultivo y a seguir, se infla
el saco de celofan y se coloca la botella
de Roux en posiciéon inclinada, cuidado-
samente. La incubacién es realizada por
72 horas a 35-37°C. El cultivo del saco de
celofin es extraido con una pipeta de
1 ml, adicionando 0,5 ml de salina a
0,85% esteril

Para evitar la diluicién de la enteroto-
xina producida el volumen final no debe
ser mayor de 1 ml. Los estafilococos son
eliminados por centrifugacién a 2.500 —
3.000 RPM y el sobrenadante, contenien-
do la enterotoxina, es separado y guarda-
do en la refrigeradora entre 4° — 6° C.

El método de Hallander indicado para
la produccién de grandes cantidades de
enterotoxina B y otras toxinas estafilo-
coccicas en medio sélido, utiliza el medio
descrito por CasMaN® (1958) modificado
por Bergdoll con la adicién de 2% de
hidrolizado de proteina en placa de Petri
de 14 cms de diametro, con la superficie
del medio cubierto por celofan e incuban-
do por 24 horas a 37°C. La inoculacién
se hace con 5 ml de una suspensién bacte-
riana en tampon de fosfato con una den-
sidad de 0,6 de coeficiente de extincién
medido en colorimetro Beckman Mod. C
con filtro verde.

Determinacién de la presencia de ente-
rotoxinags — Se han descrito numerosos
métodos para la identificacion de la en-
terotoxina estafilocccica, Dack et alii®
(1930) utilizan voluntarios humanos.
DoLMaN et alii ? (1936) proponen el em-
pleo de gatitos jovenes, método posterior-
mente perfeccionado por Hammon 2
(1941). Otros investigadores describen
el uso de macacos rthesus (Macaca mu-
latta) asi como de arafias.

Muchos otros animales se han usado
en las tentativas de conseguir un médio
mas ficil, mas rapido y mas seguro para
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evidenciar la enterotoxina estafilocécceica.
Entre estos podemos mencionar sapos, ra-
tones blancos, ratones silvestres, ratas co-
bayas, conejos, perritos, canarios y le-
chones.

Sin embargo, el uso de animales siem-
pre trae consigo el problema de la inter-
ferencia de las reacciones biolégicas pro-
pias de cada individuo con las ocasio-
nadas por el agente que se esta probando.

Es por -eso que, continuando con la
bisqueda de un mejor método para esta
finalidad, CasmMan? (1958) describe una
técnica de difusién en gel para la identi-
ficacion serologica de las enterotoxinas,
que simplifica los métodos de laboratorio
hasta entonces utilizados y que permite
diferenciar las diversas enterotoxinas has-
ta hoy reconocidas

Asi, la determinacién serolégica de la
presencia de enterotoxina producidas por
las cepas de estafilococo en el presente es-
tudio se hizo a través de la reaccién de
Wadsworth, modificada por CROWLE*
(1958), conforme descripcién de CAsSMAN *
(1958). La confirmacién biolégica se
hizo inoculando el material en estudio
en gatos pequeflos por via intravenosa se-
gun el método descrito por Hammon. Se
tuvo cuidado de no emplear gatos mayores
de tres meses.

Inhibicién de la sintesis de enterotoxi-
nas — Con la finalidad de conseguir la

inhibicién de la sintesis de enterotoxinas
se adiciond a los medios utilizados para la
produccién de estas toxinas, penicilina a
las concentraciones de 100 U, 200 U,
400 U, 600 U y 800 U por ml de medio.
La estreptomicina fué utilizada a las con-
centraciones de 10 wug, 50 pg, 100 pug,
500 pg, 1000 pg, 2000 pg y 4000 ug por
ml de medio de cultivo.

RESULTADOS

En la fase inicial de este trabajo, con la
finalidad de obtener buenas cantidades de
enterotoxinas se comparé las técnicas re-
comendadas por Casman & BenNETT 2
(1963) y por HALLANDER ** (1965). Para
la demonstraciéon de la inhibiciéon de la
sintesis de enterotoxinas se prefirié usar
el método de los sacos de celofan de Cas-
man y Bennett, adicionando al medio la
cantidad requerida de penicilina o estrep-
tomicina. La inculacién fué siempre
realizada a la temperatura de 37°C por
48 y 72 horas sin agitacién.

La concordancia entre las técnicas se-
rolégica y biolégica (ésta realizada en
gatos) fué total.

En la Tabla 1 presentamos los resulta-
dos obtenidos en la tentativa de inhibir la
sintesis de enterotoxinas estafilocéccicas
empleando penicilina.

TABLA 1

Inhibicion de la sintesis de enterotoxinas estafilococeicas por la penicilina

Concentracio- Cepas ATCC 13565 ATCC 14458 S 6 S 100
nes de peni-
cilina tiempo del 4oy | 79 [48h | 72h | 48h ! 72nh | 48n | 72n
incubacién
100 U/ml + + + + + + + +
200 U/ml + + + + + + + +
400 U/ml + + + + + + + +
600 U/ml + + + + + + + +
800 U/ml + + + + + + + +
+ = presencia de enterotoxinas A o B
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A pesar de la presencia de formas pleo-
morficas y protoplastos en todas las con-
centraciones de penicilina superior a 200
unidades por ml de medio de cultivo, no
fué posible constatar ausencia de entero-
toxina A o B en las cepas empleadas en
esta investigacién. Todas ellas presenta-
vam a las 48 horas reaccién de immuno-
difusién en gel positiva cuando colocadas
frente a los sueros especificos,

En la Tabla 2 estan consignados los
resultados obtenidos al emplear la estrepto-
micina en las tentativas de inhibir la sin-
tesis de las enterotoxinas estafilocéccicas.
La estreptomicina ocasiona um pleomor-
fismo mas acentuado en los estafilococos
sometidos a su accién que la que se pre-
senta cuando se utiliza la penicilina.

Como se puede ver en la Tabla 2, las
pequefias concentraciones de estreptomici-
na (10-50-100 pg/ml) no impiden la sin-
tesis de enterotoxinas Sim embargo, las
concentraciones mas altas ya no permitem
la formacién de las proteinas enterotéxi-
cas de estos estafilococos. Esta inhibicion
es completa a partir de la concentracién

de 1000 pg de estreptomicina por ml de
medio de cultivo,

DISCUSION

Cuando habiamos terminado la parte
experimental de este trabajo tuvimos no-
ticia de dos notas preliminares publicadas
en los Estados Unidos referentes a inhi-
bicién de la formacién de enterotoxi-
na estafilococcica B en cultivos en caldo
(FrIEDMAN 8, 1966) y a la inhibicién de
la elaboracién de proteinas estafilocécci-
cas enterotoxicas por la estreptomicina
(RosEnwarLp & Lincorn %, 1966).

Estos dos trabajos traen las observacio-
nes de la inhibicién de sintesis de entero-
toxina ocasionada por la estreptomicina.

En nuestro trabajo, también la estrepto-
micina impidié la formacién de proteina
enterotoxica como puede ser observado en
la Tabla 2, lo mismo no sucediendo cuan-
do usamos la penicilina con esta finalidad.

Desde que la penicilina no impide la
formacién de enterotoxina parece que esta
no esti relacionada con la pared celular

a pesar da las observaciones de FRIEDMAN
& WHITE® (1965).

TABLA 2
Inhibicién de la sintesis de enterotoxinas estabilocéccicas por la estreptomicina
Concentracio- Cepas ATCC 13565 ATCC 14458 S 6 S 100
nes de estdep-
micina tlempode| 494 |79 h |48h |72h |48h | 72h [48h | 72h
incubacién
10 g/ml + + + + + + + +
50 g/ml + + + + + + + +
100 g/ml + + + + + + + +
500 g/ml - - - + + ¥ - +
1.000 g/ml - — — — - - — -
2.000 g/ml — - - — —_ _ — -
4.000 g/ml - — - - — — — -

= presencia de enterotoxinas A o B
—~ = ausencia de enterotoxinas A o B
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. Por otra parte, la accién de la estrepto-
micina al impedir la produccién de en-
teroloxina pareceria indicar que esta se
procesa a nivel citoplasmatico, de donde
seria expelida para el exterior y al pasar
a través de la pared celular la contamina-
ria, ofreciendo asi el aspecto de proteina
enterotoxica ligada a la pared celular co-
mo fué observado por FrRIEDMAN & WHITE®
(1965).

CONCLUSIOES

La penicilina usada en diversas concen-
traciones provoca el aparecimiento de for-
mas pleomoérficas y protoplastos en culli-
vos de estafilococos sin impedir la sintesis
de las proteinas enterotéxicas.

La estreptomicina a partir de 500 pg
por ml de medio de cultivo, impide total-
mente la formaciéon de las proteinas en-
terotéxicas en casi todas las cepas utili-
zadas.

Parece que la sintesis de la enterotoxi-
na estafilocéccica se procesa a nivel del
citoplasma celular.

SUMMARY

An attempt to inhibit Staphyloccoci en-
terotoxin production of strains ATCC
13565, ATCC 14458, S6 and S100 was
made with penicillin and streptomycin.
Results suggest that penicillin does not
prevent enterotoxic protein synthesis, while
streptomycin, in doses of 500 pg/ml pre-
vent it in almost all strains. With doses
of 1.000 pg/ml the presence of enterotoxin
was not detected in any of the strains
under study. Possible explanations for
such results are suggested in this paper.
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