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Mad1·id . 

Aunque es indudable la relación que existe 
ent re los brotes de fiebre reumática y las infec­
ciones est reptocócicas de las vías respiratorias 
altas, no está, ni mucho menos, aclarado el me­
canismo íntimo de esta asociación. Tiene inte­
rés el hecho de que sólo una pequeña propor­
ción (alrededor del 3 por 100) de los sujetos sin 
antecedentes personales o familiares de fiebre 
reumática desarrollan un brote agudo de esta 
enfermedad como consecuencia de una infec­
ción faríngea por estreptococos del grupo A. En 
principio, podría pensarse que el estreptococo in­
fectante t uviese en estos casos unas especiales 
propiedades, que podríamos llamar reumatogé­
nicas, o que se tratase de ｳ ｵｪ ｾ ｴ ｯｳ＠ con una ma­
nera peculiar de reaccionar f rente a est repto­
cocos en nada diferentes de los que en otros 
sujetos p.coducen una infección estreptocócica 
no ｾｯｭｰｬｩ ｣ ｡､｡Ｎ＠ Actualmente, la mayor parte de 
los datos disponibles hablan en favor de esta 
segunda posibilidad. 

Pocos trabajos hay en la literatura referentes 
a las posibles diferencias entre los est reptoco­
cos del grupo A aislados de enfermos con un 
brote agudo de fiebre reumática y los obtenidos 
de infecciones estreptocócicas sin esta secuela . 
Parece, sin embargo, importante tratar de ha­
llar tales diferencias, ya que un hallazgo positi­
vo contribuiría en gran medida al entendimien­
to de la patogénesis de la fiebre reumática y 
uno negativc sería un dato más en apoyo de la 
segunda hipótesis. 
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N AL E S 

El presente trabajo se refiere a la producción 
de algunos ｦｾｲｭ･ｮｴｯｳ＠ extracelulares (estrepto­
lisina O, estreptoquinasa, proteinasa) por estrep­
tococos hemolíticos del g rupo A aislados de su­
jetos con fiebre reumática y otros procesos. 

MATERIAL Y MÉTODOS. 

Estrcptococos.- Se probaron 60 razas de estreptoco­
cos de las cuales 25 eran de enfermos con un brote agu­
do (primer ataque o rec idiva) de fiebre reumática, 10 de 
enfermos con una infección estreptocócica aguda sin 
secuela reumática, y 25 de portadores asintomáticos o 
de sujetos con diversos procesos en los que el hallazgo 
de estreptococos fue puramente casual. Todos los es­
treptococos fueron aislados de la faringe, a excepción 
de tres del segundo grupo, que fueron aislados de la 
piel , oído medio y pus de absceso, respectivamente, y 
otros dos del tercer grupo, que lo fueron del esputo. 

La identificación de los estreptococos se hizo por sus 
caracteres morfológicos y cultivo en agar sangre, ha­
ciéndose la determinación del grupo por precipitación 
de un extracto estreptocócico con un antisuero grupo­
específico (Burroughs & Wellcome, Ltd.), según una mi­
cromodificación de la técnica de LA.>CEFIELD (1938), y 
confirmándose mediante la prueba de sensibilidad a la 
bacitracina, de MAXTED (1953). 

Desde su aislamiento has ta su empleo para las prue­
bas respectivas, los estreptococos fueron conservados a 
- 200C, en forma de suspensión densa. en caldo de Todd· 
H ewitt (véase más abajo) , preparada a parti t· de un 
cult ivo de 18 horas en el mismo medio. 

Como consecuencia de los resultados de una larga se­
rie de experimentos preliminares, se eligieron las si­
guientes técnicas para la producción y determinación de 
cada uno de los fermentos; 

Est?·eptoliSina 0.-Se determina midiendo la actividad 
hemolítica sobre hematíes humanos de diluciones se­
riadas del sobrenadante, reducido con tioglicolato sódi· 
co, de un cultivo de 15 hor as en caldo de Todd-Hewitt 
Que la hemolisis es debida a la estrPptolisina O se de­
muestra por la falta de actividad hemolítica de los so­
brenadantes sin reducir y por su destrucción por calen· 
t a m iento a 100"C durante 5 minutos (SLADE y KNOX 
1950) . 

El caldo de Todd-Howitt se prepara a partir de la 
masa muscular de los ventriculos de corazón de vaca, 
privados lo más completamente posible de grasa, vasos 
coronarios principales. epicat·dio. endocardio y ｣ｵ･ｲ､｡ｾ＠
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tendineas, siguiendo en lo demás casi exactamente la 
técnica original de los autores citados (TODO y HEWITT 
1932). Aunque producen un buen crecimiento de los es­
treptococos, no sirven para este fin los caldos desecados 
del comerciú. 

El estreptococo a probar se siembra en unos 50 ml 
de caldo de Todd-Hewitt, previamente calentado a 37°C 
durante 30-60 minutos. Después de la inoculación del 
caldo, se agita el matraz y se incuba en estufa a 37•C 
durante 15 horas. Terminada la incubación y compro­
bada la pureza del cultivo pm· observación al microsco­
pio de una gota del mismo sin teñir entre porta y cubre, 
se centrifuga hasta obtener un sobrenadante transpa­
rente, que se guarda a - 200C hasta el momento de su 
uso. 

Para la determinación de estreptolisina O se reduce 
el sobrenadante en el momento de usarlo, mezclando 4 
volúmenes del mismo con 1 volumen de solución al 2,5 
por 100 (aproximadamente 0,2 M) de tioglicolato sódico 
No todas las marcas de tioglicolato existentes en el co­
mercio tienen suficiente actividad reductora. Para que 
sea útil, la solución madre al 25 por 100 (que puede con · 
servarse 1-2 meses a 5°C o durante 6-12 meses a 20"CI 
debe tener un ligero, pero manifiesto. color violeta y 
dar olor sulfhídrico caracteristico. 

De la lisina reducida se preparan diluciones ｳ･ｮ｡､｡ｾ＠
de razón 2 en solución salina fisiológica, en volúmenes 
de 1 mi., en tubos de 14 por 100 mm. Se añade a cada 
tubo 0,5 mi. de solución salina fisiológica, se agita y se 
añade 0,5 mi. de una suspensión de hematíes humanos 
al 5 por 100 en solución salina fisiológica (los ｨ･ｭ｡ｴｩ･ｾ＠
deben ser obtenidos el mismo día y lavados repetidamen­
te en solución salina fisiológica hasta que dejen un so­
brenadante claro). Se agita y se incuba 15 minutos en 
baño a 37"C, se agita de nuevo y se sigue la incubación 
otros 30 minutos. Se sacan los tubos del baño y <>e dejan 
otros 60 minutos a temperatura ambiente para que se 
sedimenten Jos hematíes. Finalmente, se h ace la lectura 
del grado de hemolisis por la presencia de hemoglobina 
libre en el sobrenadante. Como medida de la actividad 
hemolltica se toma la máxima dilución de suero capaz 
de producir, al menos, indicios de hemolisis. 

En algunos casos se hizo, además, determinación del 
poder de la estreptolisina O para combinarse con su an­
ticuerpo, que, según HODGE y SWIFT, (1933) no guarda 
necesariamente relación con la actividad hemolitica. 
Para ello, cantidades decrecientes de lisina, completa­
das a un volumen constante (0,5 mi.) con solución sali­
na fisiológica, se incuban a 37•C, durante 15 minutos, con 
1 mi. de suero, cuyo título de antiestreptolisina O ha sido 
muy cuidadosamente determinado de antemano, diluido 
de tal forma que 1 mi. contiene exactamente una unidad 
de antiestreptolisina O. Se añade a cada tubo la misma 
cantidad de hematíes indicada anteriormente y se hace 
la incubación y lectura como en la prueba anterior. Una 
unidad de estreptolisina O está exactamente presente 
en el volumen de lisina contenido en el primer tubo que 
no muestre ni indicios de hemolisis. Estas determinacio­
nes se abandonaron al comprobar que empleando el mé­
todo descrito había una correlación absoluta entre el 
poder hemolitico y combinante de cada preparación, 
por lo que estos resultados no se reproducen a conti­
nuación. 

Estreptoquina.sa.- Para su determinación se mide la 
capacidad de diluciones seriadas del sobrenadante del 
cultivo para activar una preparación de plasminógeno 
humano, apreciándose esta activación por la disolución 
de un coágulo de fibrina. Que lo que se mide de esta 
manera es realmente estreptoquinasa se comprueba por 
su incapacidad de actuar directamente sobre la fibrina 
en ausencia de plasminógeno (MILSTONF., 1941). 

Para las determinaciones de estreptoquinasa se em­
plearon las mismas preparaciones estreptocócicas que 
para la estreptolisina O: sobrenadan te de cultivo de 15 
horas en caldo de Todd-Hewitt, preparado recientemen­
te en la forma indicada, con la diferencia de que no se 
hace la reducción. 

Como diluyente en todas las etapas de esta prueba 
se emplea una solución buffer, preparada disolviendo 

9,073 g. de PO,H,K en 1.000 mi. de agua destilada, y 
23,880 de PO,HNa,.12H,O, en otros 1.000 mi. de agua. 
Se mezcla 19,2 mi. de la primera solución con 80,8 mi. 
de la segunda, se ajusta el pH a 7.4 con la solución co­
rrespondiente y se diluye 1 10 en solución salina fisio­
lógica. 

Para la preparación del plasminógeno humano se par. 
te de una mezcla de sueros humanos. Un volumen de 
esta mezcla se diluye con 19 volúmenes de agua desti­
lada y se ajusta el pH exactamente a 5,4 con una solu­
ción de ácido acético al 0,5 por 100. La globulina preci­
pitada se recoge por centrifugación y se disuelve en 3 
volúmenes de solución buffer. Estas preparaciones de 
globulina conservan su actividad p la'lminógeno durante 
varios días, por lo menos, cuando se conservan a 20"C. 

El fibrinógeno empleado es fibrinógeno bovino dese­
cado (fracción I del plasma bovino, Armour ). Se pre­
para una solución al 0,33 por 100 en buffer, que se pue­
de conservar varios días a 20"C. 

Como trombina se emplea el preparado comercial de 
los Laboratorios Leo. El contemdo de una ampolla 1600 
unidades) se disuelve en 6 mi. de solución buffer. resul­
tando una solución con 100 unidades pot· mi., que se 
conserva bien a 2o·c. y se diluye 1 10 en solución 
buffer en el momento de su uso. 

La prueba se dispone de la sigmente manera. Se pre­
paran diluciones seriadas del sobrenadante de culllvo 
en solución buffet·, en \'Olúmenes de 0,5 mi., en tubos 
de 9 por 100 mm. Se añade a cada tubo 0,2 mi. de la 
preparación de plasminógeno. se agita y se incuba 1!· 
minutos en baño a 3í· C. Se añade 0,5 mi. de solución de 
fibrinógeno, se agita y se añade 0.1 mi. <1 unidad 1 de 
trombina. Se agita y se sigue la incubación durante 6 
horas, comprobando, pasados los primeros 5 ó 10 mmu­
tos, que en todos los tubos se ha producido coagulación. 
La lectura se hace agitando suavemente los tubos paril 
ver la firmeza del coágulo o si su digesltón es completa. 
Como medida de la actividad estreptoquinasa se toma 
la máxima dilución que produce ataque. aunque sea par­
cial, del coágulo de fibrina 

Proteinasa.-Se determina midiendo la cs ?acidad para 
atacar la gelatina de diluciones seriadas del sobrena­
dante, concentrado y purificado por precipitación con 
sulfato amónico y reducido con tioglicolato sódico, del 
cultivo de 48 horas del estreptococo en caldo de Todd­
Hewitt. Que la acción proteolitica así demostrada co­
rresponde a la proteinasa estreptocócica descrita por 
ELLIOT (1945), se demuestra porque las preparaciones 
no tienen ninguna actividad en el estado oxidado. 

Para estas determinaciones se emplea caldo de Todd­
Hewitt desecado (Bacto Todd-Hewitt Broth, Difcon), re­
hidratado, siguiendo las instrucciones de la casa produc­
tora, por haber comprobado que los resultados obtenidos 
con él son iguales a los ofrecidos por el caldo fresco, de 
preparación mucho más laboriosa. 

El estreptococo a probar se siembra en unos 50 mi. de 
caldo, incubándose en estufa a 37•C por espacio de 4.8 
horas, agitando de vez en cuando. Terminada la incu­
bación y comprobada la pureza del cul tivo en la forma 
ya señalada, se centrifuga hasta obtener un sobrena­
dante transparente, cuyo volumen se mide, añadiéndole 
suficiente cantidad de sulfato amónico en sustancia para 
dar 0,8 saturación (considerando como saturación com­
pleta la concentración de 72 g. de sulfato amónico por 
100 mi. de sobrenadante). Se disuelve completamente 
la sal y se deja a s•c durante cuatro días. Pasado este 
tiempo se centrifuga y se quita lo más completamente 
posible la fase liquida. El precipitado, en parte sedimen­
tado, en parte formando una costra en la superficie y en 
parte adherido a las paredes del tubo, se disuelve en 
2 mi. de agua destilada y se dializa a través de celofán 
Visking frente a agua del grifo corriendo, durante dos 
días, a temperatura ambiente. Terminada la diálisis se 
recoge el contenido del saco, se mide su volumen y se 
centrifuga para eliminar el residuo insoluble. El sobre­
nadante se guarda a - 200C. El volumen inicial del so­
brenadante del cultivo, dividido por el resultante deS· 
pués de la diálisis, expresa la concentración experimen­
tada por la proteinasa durante este proceso. 



ToMO LXXV 
:-<t"MY.RO 3 

7'0XIGENICIDAD DE LOS ESTREPTOCOCOS GRUPO A ＱＵｾ＠

como diluyente, en todas las fases de la determina­
ción de proteinasa se emplea una solución buffer de 
ácido bórico/sosa 0,1 M, a pH 8,0. 

se preparan diluciones seriadas de razón 2 de la pro­
teinasa en solución buffer, en volúmenes de 0,6 ml., en 
tubos de 14 por 100 mm. A cada tubo oo añade 0,1 mi. 
de solución de tioglicolato sódico al 50 por 100. Se agita 
y se añade 0,3 mi. de solución de gelatina (Difco) al 5 
por 100 en buffer. Se agita de nuevo y se incuba 24. ho­
ras en estufa a 37°C. Se agita y se pasan loJ tubos a la 
nevera (5"C) durante 2 horas, al cabo de las cuales se 
hace la lectura en la misma nevera o inmediatamente 
de sacados los tubos de la misma, inclinando la gradi­
lla un ángulo de unos 4.5". Se observa entonces que en 
aquellos tubos en que la digestión de la gelatina es com­
pleta, el contenido del tubo, líquido y perfectamente 
desplazable, adopta un nivel horizontal, mientras que la 
gelatina no atacada se conserva sólida y adherida al 
tubo. Puede haber uno o varios tubos intermedios en 
que la gelatina esté reblandecida, pero no completamen­
te liquida. Como a menudo pueden plantear dificultades 
de interpretación, estos tubos con proteolisis parcial se 
desprecian, viniendo la actividad proteinasa determina­
da por la máxima dilución capaz de producir la liquida­
ción completa de la gelatina. Esta dilución, dividida 
por el factor de concentración correspondiente, da una 
cifra que expt·esa la actividad proteinasa d e la prepa­
ración. 

En todas las determinaciones de fermentos se incluye­
ron controles adecuados, sustituyendo la preparación es­
treptocócica por un volumen igual de solución salina 
fisiológica o de la solución buffer adecuada. Aunque en 
las experiencias preliminares se había ya establecido 
la exacta reproducibilidad de los resultados obtenidos 
por estos métodos, en la serie de determinaciones de 
cada dla se incluyó una o varias preparaciones estrep­
tocócicas cuya actividad habla sido ya determinada. 

En las pri-meras determinaciones se tomó una mues­
tra de cada cultivo para medir por turbidimetría el cre­
cimiento del mismo, con el fin de ver si había alguna 
relación entre el crecimiento del estreptococo y la acti­
vidad fermentativa en el sobrenadante. Esta práctica 
se abandonó más tarde, al comprobar que las cifras de 
crecimiento de todos los estreptococos oscilaban entre 
límites estrechos, a pesar de su variable actividad enzi­
mática. 

RESULTADOS. 

Los resultados de la determinación de la pro­
ducción de los tres fermentos estudiados, es­
treptolisina O, estreptoquinasa y proteinasa, por 
las 60 razas de estreptococos del grupo A, se 
resumen en forma sinóptica en los cuadros 1, 
2_:y 3. En ellos se puede observar que la produc­
ClOn de cada uno de estos fermentos es indepen­
diente de la de los restantes, no observándose 
asociaciones ni antagonismos entre ellos. 

Se observa, además, que ninguno de los fer­
mentos predomina o está ausente en los estrep­
tococos aislados de alguno de los tres grupos 
de sujetos, no habiendo tampoco, por tanto, un 
patrón de producción de fermentos caracterís­
tico de cada enfermedad. 

Esta falta de diferencias características en 
la produción de fermentos extracelulares por es­
ｴｲｾｰｴｯ｣ｯ｣ｯｳ＠ hemolíticos grupo A de diferente 
ongen se manifiesta aún con mayor claridad al 
hacer la distribución de frecuencias de cada tí­
tulo de actividad fermentativa dentro de los 
tres grupos en que se han incluído los estrepto­
cocos según su procedencia. Estas distribucio-
nes de frecuencia se encuentran representadas 

en forma de histograma en las gráficas 1, 2 y 3. 
Se ve cómo para la estreptolisina O predominan 
en los tres grupos los títulos de actividad com­
prendidos mtre 4 y 64; para la estreptoquinasa, 
los títulos entre 2 y 8, y para la proteinasa, en­
tre O y 2,5. Las pequeñas diferencias observa­
das entre unos y otros grupos para el mismo 
fermento no son estadísticamente significativas. 

CUADRO l. 

PRODUCCION DE FERMENTOS POR 25 RAZAS DE 
ESTREPTOCOCOS HEMOLITICOS DEL GRUPO A 
AISLADAS DE ENFERMOS CON PRIMER ATAQUE 

O RECIDIVA DE FIEBRE REUMATICA 

Estrepto- Estrepto- Estrepto- Pro-
coco D1agnóstico Jisina O quinasa tcinasa 

--------

22570 Recidiva 256 2 2,31 
23663 64 2 0,97 
23881 64 16 o 
26208 32 4 o 
27334 Primer ataque 8 8 o 
27449 Recidiva 32 2 o 
284.55 128 4 0,60 
28902 Primer ataque 16 8 o 
29094 Recidiva 8 4 5,16 
32279 64. 1 9,41 
32279 bis 64 1 2,13 
324.16 16 8 o 
33503 Primer ataque 16 1 o 
33654 8 8 o 
34085 16 2 o 
34317 Recidiva 8 4 2,01 
3464.1 Primer ataque 16 2 0,8 
34.872 4. 1 o 
34874 Recidiva 16 o 8,64 
34970 4 2 1,14 
35052 8 64 0,8 
35242 Primer ataque 4 4 2,0 
35391 Recidiva 16 16 o 
35599 16 2 o 
35813 4 8 o 

Cl'ADRO 2. 

PRODUCCION DE FERMENTOS POR 10 RAZAS DE 
ESTREPTOCOCOS HEMOLITICOS DEL GRUPO A 
AISLADAS DE ENFERMOS CON INFECCIONES ES-

TREPTOCOCICAS AGUDAS NO COMPLICADAS 

Estrepto­
coco 

28901 
29267 
314.74 
32360 
33091 
33529 
33568 
33620 
34730 
35317 

Diagnóstico 

Faringitis 
Erisipela 
Faringitis 

" 

Nefritis aguda 
Faringitis 
Absceso glúteo 
Otitis 
Nefritis aguda 

Estrepto- Estrepto- Pro­
lisina O quinasa teinasa 

61 8 o 
64 8 o 
64 8 1,23 

256 o 1.88 
8 2 4.70 
o 4 2,13 
4 8 3,51 
o 2 2.31 

32 64 1,02 
16 2 o 
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CrADRO 3. 

PRODtiCCION DE FERMENTOS POR 25 RAZAS DE 
ESTREPTOCOCOS HEMOLITICOS DEL GRUPO A 
AISLADAS DE SUJETOS NORMALES Y CON' DI-

Estrt>pto­
coco 

3-303 -
3-252 
21998 
22159 
22289 
22912 
23367 
2.'000 
25034 
2"1223 
27420 
27775 
ＲＷｾＸＲ＠

28090 
ＲｾＲＶＰ＠

293!)1 
30925 
31227 
32258 
32726 
33116 
33706 
3457!) 
35345 
Ｓ［ＩｾＶＹ＠

VERSAS ENFERMEDADES 

D>agnósuco 
Est1·epto- Est 1'('¡,: n- f'ro ­
lisma O quinn:;;a tcumsa 

Bronquitis 
Asma 
Gota 
Normal 
Parálisis facial 
N' efritis crónica 
Parálisis facial 
Normal 

Púrpum 
Artritis tb. 
Púrpura 
UYeítis 
Xormal 
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DISCUSIÓN. 

Los métodos desarrollados en este trabajo 
para la determinación de fermentos extracelula­
res estreptocócicos parecen ofrecer ciertas ven­
tajas sobre métodos similares existentes en la 
literatura. 

En cuanto a la determinación de estreptolisi­
na O, el método empleado no difiere en lo esen­
cial de los corrientemente en uso (Tono) 1938; 
RANTZ y RANDALL, 1945; HOWARD, WALLACE y 
WRIGHT, 1953). Su principal ventaja es el em­
pleo del tioglicolato como reductor, con el cual 
no es necesario "madurar" la lisina en vacío o 
en atmósfera inerte, como cuando se usa el di­
bonito sódico, ni emplear solución buffer para 
las diluciones, como en el caso de la cisteína. La 
lisina, reducida con tioglicolato, está lista para 
su uso inmediatamente y conserva su actividad 
inalterada durante varias semanas, sin tomar 
ninguna 111 ecaución es¡.ecial, o durante varios 
meses si f;r- conserva congelada a baja tempera­
tura o cubierta de una capa de parafina que la 
aisle del aire. H OWARD, ' VI'ILLACE y WRIGHT 
(1953) también hac<'n la reducción con tioglico­
lato, pero su método resulta más engorroso por­
que preparan la sal en el momento de su empleo, 
rartiendo de ácido tioglicólico y sosa. Esto re­
sulta bastante incómodo, especialmente cuando 
la estreptolisina O se destina a las determina­
naciones de rutina del título de antieslr<'ptoh· 
sina en d suero de enfermos. 

El método aquí empleado para la determina­
ción de estreptoquinasa se basa en gran medida 
en el método de SEGOVIA y colaboradores (1957) 
para la determinación de antiestreptoquinasa. 
Difiere de éste fundamentalmente en que aquél 
es un método fibrinolítico y no fibrinogenolítico. 
Mientras CJUe SEGOVIA y colaboradores hacen ac­
tuar el plasminógeno activado por la estrepto­
quinasa sobre el fibrinógeno solo, y añaden la 
trombina al final para que se produzca la coagu­
lación del fibrinógeno no destruído, nosotros 
ｭ･ｺ｣ｬ｡ｭｯ ｾ＠ el plasminógeno activado con el fi­
brinógeno y producimos inmediatamente la coa­
gulación por la trombina, de tal manera que el 
ataque se hace sobre la fibrina. Hemos podido 
comprobar que esto aumenta considerablemen­
te la sensibilidad de la prueba, que se hace aún 
mayor prolongando el tiempo de incubación. 
La apreciación del punto final de la reacción se 
puede hacer con toda precisión empleando la 
técnica modificada. Nosotros no hacemos titu­
lación diaria de la actividad de la preparación 
de plasminógeno, porque hemos comprobado que 
cuando se prepara cuidadosamente, especialmen­
te en lo que se refiere al ajuste exacto, poten­
ciométrico, del pH y se emplea un exceso. d.e 
plasminógeno, las ligeras variaciones de actiVI­
dad que pueda haber de una preparación a otra 
no se traducen en modificaciones del título de 
la actividad del fermento. Otros cambios intr%· 
ducidos no tienen más finalidad que el ahorro e 
materiales y la simplificación del método. 
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Por lo que se refiere al método de determina­
ción de proteinasa, hemos adoptado la gelatina 
como sustrato de la misma por su fácil prepa­
ración y i·Orque da un punto final muy neto y re­
sultados perfectamente reproducibles. No obtu­
vimos resultados satisfactorios con la prueba de 
coagulación de la leche, propuesta por ELLIOTT 
y DOLE (1947), quizá porque no todas las pre­
paraciones de leche en polvo son buenas para la 
misma; ni con el método de determinación de la 
tirosina liberada de la caseína (ELLIOTT1 195ü), 
ya que a unque esta determinación se hace por 
un método tan preciso como es el empleo del 
reactivo fenólico de Folin-Ciocalteu, se introdu­
ce una grosera fuente de error al tener que re­
constituir el volumen después de la ebullición 
necesaria para eliminar el cianuro empleado 
para la activación del fermento, para la cual no 
se pueden usar sustancias reductoras (tiogiicola­
to, cisteína, ditionito), que dan color azul con 
el reactivo de Folin-Ciocalteu. 

CoBURN y PAULI (1935) estudiaron veinte ra­
zas de estreptococos productoras y otras veinte 
no productoras de recidiva reumática, aisladas 
todas ellas de sujetos con historia previa de ata­
ques agudos de fiebre reumática, sin encontrar 
diferencias entre ambos grupos de estreptoco­
cos en los caracteres culturales y fermentativos 
ni en las pruebas de producción enzimática: li­
quidación de la gelatina, digestión de la caseína, 
actividad histasa y actividad fibrinolítica. Estas 
últimas pruebas corresponden a nuestras deter­
minaciones de proteinasa y de estreptoquinasa, 
respectivamente, y los resultados, en sus líneas 
generales, coinciden con los nuestros, si bien 
las técnicas empleadas fueron, como correspon­
de a la fecha de publicación del trabajo, menos 
exactas y sólo groseramente cuantitativas. En 
cuanto a sus pruebas de liquidación de la gela­
tina y de digestión de la caseína, aunque basa­
das en el ataque a un sustrato proteico, no tie­
nen nada oue ver con la proteinasa estreptocó­
cica posteriormente descrita por ELLIOTT (1945), 
ya que faltaron en absoluto las condiciones de 
reducción necesarias para la acción de este fer­
mento, siendo quizá esta la razón por la que 
sus resultados son pobres en el caso de la caseí­
na y totalmente negativos en el · de la gelatina. 

Comentario especial merece el hallazgo de es­
tos mismos autores de la producción de estrep­
tolisina O por casi todos los estreptococos que 
desencadenaron una recidiva reumática, y su 
falta de producción por más de la mitad de los 
estreptococos incapaces de reactivar el proceso 
reumático. Nuestros resultados difieren en va­
rios aspectos. En primer lugar, nosotros sólo he­
mos encontrado 3 de 60 estreptococos en que 
11? se pudo demostrar producción de estreptoli­
sma, mientras que en el trabajo citado esto 
Ｐ Ｎ｣ｵｾｲｩ￳＠ f'n 15 de las 40 razas probadas. Esto 
Si&'lllficaría una mayor sensibilidad de nuestro 
metodo. En segundo lugar, como queda dicho, 
nosotros no hemos encontrado diferencias en la 
Producción de estreptolisina relacionada con 

la procedencia de la raza bacteriana. Aun­
que las técnicas de COBURN y PAULI y las 
nuestras no son exactamente coincidentes, no 
parece que la discrepancia en los resultados 
pueda ser atribuída a este factor. Un hecho, 
sin embargo, hay que resaltar. Aunque los 
autores dicen haber hecho determinaciones 
del poder hemolítico y del poder combinan­
te de la lisina y de la cantidad de antiestrepto­
lisina necesaria para la neutralización, sólo 
dan los resultados de esta última, relacionada 
con el poder combinante y no con el hemolítico 
de la estreptolisina O. Como ya se dijo, en nues­
tras manos ambas actividades fueron casi exac­
tamente paralelas, pero esto no es siempre así 
(HODGE y SWIFT1 1933) y podría no haberlo sido 
con los métodos empleados por los autores cita­
dos. Naturalmente, ésta es sólo una posibilidad 
que no puede afirmarse ni excluirse sin dispo­
ner de los datos completos. 

Recientemente, HARDIN1 QUINN y AVERY 
(1956) han estudiado trece características bio­
légicas de cada una de 86 razas de estreptoc()­
cos aisladas de sujetos con diversos diagnósti­
cos. ｅｮｴｲｾ＠ estas características biológicas está 
incluida la producción de los tres fermentos es­
tudiados en el presente trabajo. Nuestros resul­
tados no coinciden enteramente con los suyos, 
sobre todo en que ellos sólo encuentran una re­
ducida proporción de estreptococos productores 
de proteinasa, quizá porque emplean para su 
determinación el método de Elliott de la coagu­
lación de la leche, que en nuestras manos ha re­
sultado :;er menos sensible que el de liquidaci5n 
de la gelatina. Sin embargo, hay acuerdo abso­
luto entre sus resultados y los nuestros en que 
no hay relación entre la producción de estos 
fermentos y el proceso del enfermo del que se 
aisló el c·streptococo. Tampoco encuentran tal 
relación en las restantes características bioló­
gicas estudiadas. A semejante conclusión, por 
lo que se refiere al tipo serológico de los estrep­
tococos, llegan RAMMELKAMP, DENNY y WAN­
NAMAKER (1952), entre otros autores. 

Todos ･ｾｴｯｳ＠ datos nos llevan a la conclusión 
de que no existen diferencias entre los estrepto­
cocos que desencadenan un brote agudo de fie­
bre reumática y los que son inactivos desde este 
punto de vista; el mismo estreptococo podría 
o no producir fiebre reumática aguda según la 
manera como el sujeto infectado respondiese a 
la infección. 

Esta interpretación de los hechos está, sin 
embargo, sometida a dos serias limitaciones: 

a) La producción de fermentos por los es­
treptococos in vitro puede no ser comparable a 
su formación en el organismo infectado. WtAT­

SON y CROMARTIE (1952) han demostrado la pro­
ducción in vivo (en conejos) de hialuronidasa 
por estreptococos grupo A incapaces de formar­
la in vitro. Cabe pensar que diferencias seme­
jantes ocurran en otros fermentos. 

b) Hasta el presente no se ha demostrado 
que ninguno de los fermentos aquí estudiados, 
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ni ningún otro, intervenga activamente en la 
producción del brote de fiebre reumática. Es­
treptococos iguales en todos los demás aspectos 
podrían di Cerenciarse entre sí en algún produc­
to extra o intracelular que fuese directamente 
responsable de la producción del ataque reumá­
tico. Recientemente, MATHESON y REED (1959) 
han demostrado que la propiedad nefritogénica 
de los estreptococos tipo 12 no radica en ningu­
no de los fermentos conocidos, sino en polipép­
tidos pr8sentes en el caldo de cultivo, que, pese 
a su peculiar actividad biológica, no han podido 
ser hasta ahora diferenciados biofísica o bio­
químicam€nte de los producidos por estreptoco­
cos no nefritogénicos. Aunque la relación entre 
estreptococo y nefritis no es la misma que entre 
estreptococo y fiebre reumática, cabe pensar que 
un producto estreptocócico todavía no conocido 
sea de fundamental importancia en esta última 
enfermedad. 

Sin perdE:r de vista estas dos objeciones, pue­
de concluirse que la negatividad de los resulta­
dos aquí f'numerados parece ser un dato más en 
a¡>oyo de lv idea de que el desarrollo de la fiebre 
reumática en sólo un porcentaje reducido de los 
sujetos que han sufrido recientemente una in­
fección estreptocécica depende de la peculiar res­
¡mesta del huésped y no de la ｴｯｸｩｾ･ｮｩ｣ｩ､｡､＠ de 
algunos E:st.reptococos. 

RESU:\lEX. 

Se desarrollan métodos adecuados para medir 
la producción in vitro de estreptolisina O, es­
treptoqulnasa y proteinasa por los estreptoco­
cos hemolíticos del grupo A. 

Se determina la formación de estos fermen­
tos por 25 razas de estreptococos grupo A ais­
ladas de enfermos con fiebre reumática, 10 de 
enfermos con infecciones estreptocócicas no 
complicadas y 25 de sujetos normales o con pro­
cesos diversos, accidentalmente portadores de 
estreptococos del grupo A. 

No se ha podido demostrar ninguna relación 
entre la producción de ninguno de estos fermen­
tos y la capacidad de los estreptococos para pro­
ducir fiebre reumática. Tampoco hay relación 
entre los títulos de estos tres fermentos para 
r.ada estreptococo. 

Con ci-2rtas limitaciones que se señalan, los 
resultados pueden tomarse como prueba indi­
recta de que el desarrollo de fiebre reumática en 
sólo un reducido número de sujetos con infec­
ciones estreptocócicas es debido a la peculiar 
manera de reaccionar del huésped, más bien que 
a especiales condiciones del agente infectante. 
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SUMMARY 

Appropriate methods for measuring the "in 
vitro" production of streptolysin O, streptoqui­
nase and protcinase by the hemolytic strepto­
coccic of the Group A are developcd. 

The formation of thesc enzymes is determi­
ned through 25 streptococcus brceds of the 
group A isolated from patients with rhcumatic 
fever, 10 patients with streptococcic infection 
of an uncomplicatcd character and 25 normal 
subjects or pcrsons with different processes, 
accidental carriers of streptococci of the 
group A. 

No relation has bcen proved bctween thc 
¡1roduction of any of lhese enzymes and the ca­
pacity of the streptococci of producmg rheuma­
tic fever. Nor is there any relalion brt.vrrn thc 
titers of these three enzymes for each strep­
tococcus. 

Under certain conditions which are pointed 
out the results can be taken as an indireci proof 
that the development of rheumatic fever at 
only a reduced number of persons with strepto­
coccic infections is due to the peculiar way in 
which the host reacts rather than to special 
conditions of the infecting agent. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Es werden zweckmassige Methoden ausge­
arbeitet um die Produktion an Streptolysin O, 
Streptokinase und Proteinase der hamolytis­
chen Streptokokkus, Gruppe A in vitro zu bes­
timmen. 

F ü n f u n d z w a n z i g Streptokokusgattun­
gen, Gruppe A, die von Patienten mit rehuma­
tischen Fieber, 10 Kranken mit unkomplizier­
ten Streptokokkusinfektionen und 25 normalen 
oder an verschiedenen Prozessen leidenden Per· 
sonen, sowie akzidentellen Streptokokkustra­
gern der Gruppe A herrührten wurden hinsiaht­
lich der Produktion dieser Fermente geprüft. 

Es konnte bei diesen Streptokokken keine 
Beziehung zwischen Fermentbildung und Aus­
losungsfJ:ihigkeit eines rheumatischen Fiebers 
nachgewiesen werden. Auch bestand keine ｂ･ｾ＠
ziehung zwischen der Titrierung dieser dreJ 
Fermente bei den einzelnen Streptokokken. 
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Mit gewissen Beschrankungen (auf welchc 
hingewiesen wird) konnen die Ergebnisse als 
indirekter Beweis dafür angesehen werden, dass 
die Tatsache, dass bloss eine beschrankte An­
zahl der Kranken mit Streptokokkusinfelüio­
nen ein rheumatisches Fieber entwickeln, mehr 
auf die eigenartige Reaktion des K.ranken, als 
auf die besonderen Bedingungen des infizieren­
den Erregers zurückzu1führen ist. 

RÉSUMÉ 

Développement des méthodes adéquates pour 
mesurer la production "in vitro" de streptoli­
sine O, streptoquinase ct protéinase fJar les 
streptocoques hémolytiques du groupe A. On 
détermine la formation de ces ferments par 25 
especes de streptocoques groupe A isolées des 
malades avec fievre rhumatique, 10 malades 
avec infections streptococciques non compli­
quées et 25 sujets normaux ou avec des proces 
différents, accidentellement porteurs de strep­
tocoques du groupe A. 

On n'a pu démontrer aucun rapport entre la 
production d'aucun de ces ferments et la capa­
cité des streptocoques pour produire la fievre 
rhumatique. Il n'a a pas non plus de rapport 
entre les titres de ces trois ferments pour 
chaque streptocoque. 

Avec cerlaines limitations qui se signalent, 
on peut considérer les résultats comme une 
preuve indirecte de que le développement de 
fievre rhumatique se produit seulement dans un 
petit nombre de cas avec infections streptococ­
ciques, par la maniere spécial dont réagissent 
les malades plutót qu'aux conditions spéciales 
áe l'agent infectant. 

CORTICOTERAPIA Y ALERGIA 
ruBERCULINICA 

J. Y A. ZAPATERO, F. GARCÍA MORENO, J. M: ｍｾｎﾭ
TURIOL, F. CAMARERO y J. A. BLANCO RODRÍGUEZ. 

ｓｾ ｲ ﾷｶ ｩ ｲ ｩ ｯ＠ ele ApiHato Rcspir·u(orio clrl Hospital (;('llPl'l\1 
de Madr·icl. 

Profesor: Dr. ｊｯ［［ｾＺ＠ ｚａｐＭｉｔｾＺｒｏＮ＠

La mayor o menor intensidad en el grado 
de respuesta a la tuberculina está condicionada 
no solamente por factores meramente infecti­
vos (quantum de la infección, estadio de la mis­
ma,_ etc.), sino también por factores consti­
ｴｵ｣ｬｾｮ｡ｬ･ｳ＠ ajenos a la infección en sí. En una 
pubhcación hecha hace quince años por uno de 
nosotros llamábamos la atención sobre la im­
portancia de estos últimos factores. En los estu-

diantes de biotipo asténico, la frecuencia con 
que encontramos reacciones hiperérgicas a la tu­
berculina (10,7 por 100) fue aproximadamente 
la mitad de lo encontrado en el biotipo asténico 
(20,5 por 100). Tratando de aclarar este hecho, 
escribimos en aquel entonces: "La morfología 
asténica 110 sería sino la expresión de un estado 
general de hi¡:ofunción reacciona!. Los pícnicos, 
en cambio, muestran una irritabilidad singular y, 
en especial, una sensibilidad particular de su piel 
y sus mucosas en los primeros años de la vida, 
que luego se extiende a una serie de sistemas y de 
órganos. Para designar esta capacidad de reac­
ción aumentada, hace muchos años ya que BoR­
CHARDT .rro¡:uso la denominación de constitución 
irritable. La mayor frecuencia de reacciones hi­
perérgicas observadas por nosotros en los píc­
nicos no sería más que un ejemplo de la mayor 
reactividad que, en general, y frente a una serie 
de estímulos, presenta esta clase de individuos. 
En realidad, quien estaría dotado de una mayor 
reactividad sería el sistema vegetativo. En los 
¡:rimeros, e! mayor desarrollo de los cráneos del 
vegetativo (cavidades es¡:lácnica y torácica) mo­
tivarían que las respuestas del vegetativo fu2-
sen más <:nérgicas y, como en último término, 
la inmensa mayoría de los factores, tanto esre­
cíficos como inespecíficos que influencian la 
reacción Luberculínica, los harían a través de 
este sistema, nada de particular tiene que en el 
hábito hi!;)oplásico, con una tendencia hipofun­
cional y un menor desarrollo del vegetativo, en 
relación con el sistema nervioso de la vida de 
relacién, ｨｾＺＺＮｹ｡ｭｯｳ＠ observado menor frecuen.::ia 
de reacci0nes hiperérgicas que en los incluídos 
en el hábito atlético y pícnico." 

En las pruebas tuberculínicas realizadas en­
tre estudiantes, con ocasión de cursar el primer 
curso en la Universidad de Madrid, también pu­
dimos ver como la intensidad de la reacción 
guardaba relación con el color del pelo. La curva 
de frecuencia de reacciones hiperérgicas en los 
estudiantes pelirrojos, con pelo rubio, castaño y 
con pelo negro iban disminuyendo progresiva­
mente de los pelirrojos a los estudiantes de pelo 
negro. 

Así, mientras encontramos un 40 por 100 de 
reacciones intensamente positivas al Pirquet en 
los pelirrojos, fue solamente de un 14 por 100 en 
los de peJe castaño y un 16 por 100 en los de 
pelo negro, y un 20 por 100 en los rubios. La 
frecuencia con que se encuentran estos distin­
tos colores de pelo fue precisamente la inversa: 
castaño, 65,9 por 100; negro, 20,1 por 100; ru­
bio, 13 ! Ol' 100; rojo, 0,6 por 100. SCHRODER, 
hace ya aiios que señaló que el pigmento melá­
nico ejercía una cierta acción inhibitoria sobre 
la respuesta del cutis a la tuberculina. 

Para terminar, en el estudio de la influencia 
de factor':!s ajenos a la infección tuberculosa y 
de naturaleza constitucional y ambiental, cite­
mos el hecho ya observado por varios clínicos 
sobre la mayor frecuencia de reacciones tuber­
culínicas ｾﾷｮ＠ primavera y que uno de nosotros ha 


