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CENTRO INTERNAZIONALE DI CHIMICA MICROBIOLOGICA
ISTITUTO SUPERIORE DI SANITA. ROMA

L'UTILIZZAZIONE DELLE VARIE FONTI DI CARBONIO
DA PARTE DEL «PENICILLIUM CHRYSOGENUM» (*)

~ por
Filippo Dentice di Accadia.

Relativamente pochi laveri sono stati pubblicati sulla nutrizione del
~ carbonio di Pen. chrysogenum e sul suo effetto sulla produzione di peni-
cillina. Jarvis e Johnson nel 1947 investigarono in dettaglio sulla relazione,
asistente fra utilizzazione degli zuccheri e formazione di penicillina. Essi
trovarono- che Iottimo di produzione si ottiene se glucosio e lattosio sono
presenti in rapporti tali che si formi una buona quantita di micelio ser-
vendosi del glucosio prontamente utilizzabile, prima che la muffa sia
constretta ad utilizzare -il lattosio lentamente fermentato. Nel 1950 Cock
e Brown studiarono l'effetto di vari carboidrati e sali sulle rese di peni-
cillina e ne considerarono le possibili influenze sul meccanismo di forma-
zione della penicillina.

In questa conversazione illustrerd i lavori compiuti da Johnson (1) in
questi ultimi anni sull’effetto della nutrizicne sugli idrati di carbonio nella
produzione di penicillina, e i lavori di Rolinson e Lumb su l'utilizzazione
dell’olio di lardo da parte del Pen. chrysogenum e parlerd inoltre su
nostre esperienze, attualmente in corso di pubblicazione, sull'utilizzazione
dei grassi e gli olii quali fonti di carbonio da parte di Pen. chrysogenum.

Si & considerato per qualche tempo che il massimo di produzione di
penicillina si ottiene incondizioni di fermentazione che consentono uno
sviluppo molto lentc. Sebbene si richiedano per la formazione di peni-
cillina condizioni che consentono uno sviluppo miceliale molto lento, la
fase di crescita nella fermentazione dovrebbe essere caratterizzata dal

=

(*) Conferencia pronunciada en el Instituto “Jaime Ferrin”, de Microbiologia,

del C. S. I. C., Madrid, 7 de marzo de 1955.
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_rapido sviluppo di un‘alta concentrazione del micelio. Pertanto un terrenc

ideale dovrebbe consentire due distinti gradi di sviluppo: uno rapido du-
rante la fase di crescita, ed uno molto pit lento durante il resto della
fermentazione. Il pH ha grande importanza nella fermentazione ed i
valori ottimi vanno da 4 a 6,5 nella fase di crescita e da 7 a 7,5 nella
tase di produzione di penicillina. ;

Un terreno sintetico capace di produrre queste condizioni ideali si
ottiene regolando opportunamente i suoi costituenti. In determinate con-
dizioni il fatto maggiore che influenza il grado di.fermentazione & la na-
tura dell'idrato di carbonio usato nel terreno. I glucosio & fermentato ra-
pidamente ed il lattosio molto piU lentamente. Saccarosio e galattosio
scno utilizzati con la stessa rapidita del glucosio. Poiché il grado di ero-
duzione del micelio varia direttamente col grado di utilizzazione dello
zucchero durante la fase di crescita, una miscela di glucosio e lattosio nel
“terrenc produrrd opportune condizioni per la fermentazione. E' noto che

3

il lattosio & considerato il miglior idrato di carbonio per la produzione
di penicillina. Questa superioritd & stata attribuita al fatto che viene
utilizzato lentamente. Si pensd allora che une fermentazione durante la
quale si fosse aggiunte poco alla volta uno zucchero rapidamente uti-
lizzabile, in modo da uguagliare la lenta utilizzazione del lattosio, avrebbe
potuto dare delle buone rese di penicillina. Usando il ceppo Q176 John-
son comincid a sperimentare con un metodo di rifornimento intermittente
di glucosio ogni 12 ore, a partire dalla 24/ ora di fermentazione,
quando la crescita del micelio era quasi completa. Con questo sistema si
clternavano un periodo in cui lo zucchero era presente in eccesso ad un
periodo in cui esso mancava quasi del tutto. Si intraprese allora una
speciale fermentazione nella quale il grado di rifornimento veniva dimi-
nuito progressivamente; si ebbe cosi una fase di produzione di penicillina
pid lunga con un aumento delle rese. Nel caso del glucosio l'ottimo per
Vaggiunta risultd essere il 0,4% ogni 12 ore. Si notd inoltre che ad un-
certo momento della fermentazione 1'aggiunta di quantitd pivttosto gran-
di di zucchero dava luoge ad una rapida caduta del pH, ad una for
te crescita seguita da sporulazione data la mancanza delle alire sostan-
ze nutritive allinfuori dello zucchero, mentre l'aggiunta di quantita
troppo piccole portava ad eventuale autolisi data la mancanza di
zucchero ad un certo punto. Il successo ottenuto con il rifernimento inter-
mittente, fece pensare che con un rifornimento continyo si sarebbero
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. potute migliorare le condizioni della fermentazione. Con rifornimento
continuo di glucosio o saccarosio, in fermentazioni in beute agitate fu
possibile ottenere rese di penicillina talvolta addirittura pari al doppio
di quelle ottenute dai controlli contenenti il 3% di lattosio. Con questo
sistema continuo la quantitd ottimale di glucosio per ora risultd essere
del 0,03%. Nel caso del saccarcsio loftimo risultd pari al 0,036%
ll'ora. Come ci si aspettava non si ebbe autolisi del micelio fin quando
si aggiunse lo zucchero ed il pH tese a scendere mano mano che la fer-
mentazione invecchiava. In nessun momento, durante la fermentazione si
poté trovare praticamente zuccherc nel mezzo, quando si usod glucosio;
quando invece si utilizzd saccarosio si trovd fino al 0,7% dopo 48 ore
nei caso che le aggiunte fossero alte, cioé oltre al 0,05% allora.

Questi risultati ottenuti in beuta spinserc l'autore o vedere cosa ac-
cadeva in fermentatori da 30 litri aereati ed agitati. Si trovd che con
una concentrazione del 0,5% di glucosio presente all’inizio nel terrero,
lo sviluppo dell'inoculo era rapido e virtualmente completo in 24 cre.
La muffa sembrava essere indifferente ad un altro zucchero durante
guesta prima fase. Il rifornimento continuo fu iniziato tra la 20\ ora e
la 24/ dopo I'noculo e continud per 72 ore; oltre questo periodo I'ag-
giunta continua sembrd non dare alcun vantaggio, anzi in molte esperien:
ze si ebbe un calo nel titolo di penicillina a 100 ore circa anche quando
i rifornimento di zucchero non fu limitato.

Le esperienze di Rolinson ‘e Lumb (2) (3) riguardarono oltre Iutiliz-
zazione degli idrati di carbonio, anche quella-degli acidi grassi sempre
- da parte di-Pen. chrysogenum.

Le esperienze furcno condotte in fermentatori piccoli muniti di agita-
tore contenenti 3 litri di terreno. e in beute da 250 cc. con 75 cc. di
terreno, su shaker rotatorio. Temperatura 24°-26°. 1l terreno era costituito
da corn steep liquor, lattosio, glucosio e sali minerali, NaNO,, KH,PO, e
Na,SO,; pH. 5,8. Acido fenilacetico aggiunto nei fermentatori in ragione
del 0,05% ogni 12 ore, a cominciare dalla. 24\ ora; in beuta in ragicne
del 0,25% all'inizio. Si usd come antischiuma olio di lardo contenente il
2,5% di alcool cetilico. Inoculo con sospensione di spore preparate. dja
culture madri liofilizzate di Pen. chrysogenum ceppo Wis 48-701.

| risultati furono i seguenti: 1) in fermentazioni in beuta, deve
I'aereazione & bassa, si ebbe una rapida e completa utilizzazione sia
del glucosio sia del lattosio, e alla fine della fermentazione il residuo di
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carboidrati era generalmente trascurabile. 2) Nei fermentatori ad alta
aereazione, il glucosio era usato rapidamente e completamente, ma i!
lattosio era utilizzato rapidamente durante le prime 30 ore ca., .dopo di
che l'utilizzazione diveniva molto lenta e alla fine della fermentazione
rie restava nel mezzo ancora il 60% circa. »

Essendo cid dovuto alla grande differenza di aereazione, si provd

-variando in vasti limiti I‘aereazione dei piccoli fermentatori, agendo- sull’

agitazione e limmissione di aria e si vide che ‘aumento di aereazione
. corrispondeva ad un minor grado di utilizzazione del lattosio, ottenendosi
una pib lenta utilizzazione con il grado di aereazione piv alto. Perd
anche se si diminuiva ‘aereazione al di sotto di un certo limite si diminui-
va il grado di utilizzazione del lattosio e cid si vide aumentando il vo-
lume di liquido nelle beute. La scarsa utilizzazione del lattosio non in-
fluiva sullo sviluppo miceliale ad alta cereazione, e pertanto si pensd
che qualche altra sostanza doveva essere utilizzata; le sole sostanze pos-
sibili erano le proteine e gli ammino-acidi del corn steep e Iolio di‘lardo
che fu aggiunto frequentemente in quantitd totale dell‘1%.

Le sostanze organiche azotate del terreno non dimostrarono di essere
influenzate dal grado di cereazione.

L'olio di lardo invece si comportd in maniera diversa; infatti estratto
dal brodo alla fine della fermentazione, sbattendo 500 cc. di brodo con
100 cc di cloroformio per due volte (unendo questo estratto con clorofor-
mio che aveva lavato Vinterno del fermentatore), evaporato e pesato,
dette il 5% dell'clio di lardo totale immesso nel corso della fermenta-
zione. Esperienze manometriche con micelio lavato mostrarono che i'slio
di lardo poteva essere rapidamente ossidafo e che il grado di respirazic-
ne con esso era piv alo che con il glucosio o col mezze di cu'tura
completo; cid con micelio proveniente dai fermentatori. Con micelio di 70
ore proveniente da beute si vide invece che sebbene il glucosio fosse
ossidato rapidamente, I'olio di lardo non dette alcun aumento significativo
nella respiraziorie; <id vuol dire che seppure metabolizzato in beuta I‘olio
di lardo & ossidato in un grado molto pit basso rispetto alle fermentazioni
ad alta aereazione.

,Qués’ro differenza nell’ossidazione dell’olio di lardo, da parte_dei due
diversi miceli, sembra indicare una differenza nel contenuto enzimatico.

Gli enzimi coinvolti nel metabolismo dell’olio di lardo sono sintetizzati
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durante la fermentazione partendo de spore e questa sintesi & faverita
de un‘alta aereazione. ‘

In fermentazioni partite con inoculo vegetativo anziché con spo're_' e
usando olio di lardo, il lattosio fu utilizzato molto bene anche con alta
cereazione, il che indica che il lattosio & utilizzato di preferenza in questo
~caso, ferma restando anche la utilizzazione dell’olio di lardo, cosa che
invece & preferita da inoculo con spore. Nel caso dell'inoculo con spore,
dove lolio di lardo & metabolizzato di preferenza sul lattosio, non & chia-
rc se alte concentrazioni di ossigeno diffuso inibiscano direttamente I'uti-
lizzazione del lattosio, o se il metabolismo dell’olio di larde involve qualche
meccanismo che & coinvolto anche nellvtilizzazione del lattosio cosicché
I'olio di lardo pud diminuire I'utilizzazione del lattosio per competizione
di questo meccanisme comune. Sembra dai risultati ottenuti che l'aumento
della concentrazione dell‘ossigeno diffuso inibisca direttamente ['utilizza-
zione del lattosio, poiché un limitato aumento nel grado di acereaziona ha
dato luogo ad una caduta del peso miceliale corrispondente ad una caduta
del lattosio utilizzato. ,

Ulteriori esperienze sempre degli stessi autori, dimostrarono che, nelle
condizioni prevalenti durante i primi stadi di certe fermentazioni di peni-
cillina ad alta aereazione, l'olio di lardo e lacido oleico sono ossidati
soltanto lentamente, o per niente, da sospensioni di micelio lavato di
Pen. chrysogenum; ma sia I'olio di‘lardo sia l‘acido oleico sono ambedue
ossidati rapidamente a 48 ore, e oltre.

Sembra che il micelio derivante da fermentazioni in beuta (condizioni
di aereazione relativamente bassa) ossidi I‘olic di lardo lentamente anche
durante gli ultimi stadi della fermentazione, sebbene I‘acido oleico, che
& il principale prodotto d‘idrolisi dell’olio di lardo, sia invece ossidato
rapidamente. ‘ '

La mancanza di qualunque aumento nell‘assorbimento dell‘ossigeno da
parte del micelio giovane, quando si aggiunse olio di lardo come substrato
pud anche non indicare la completa assenza di ossidazione di questo
substrato. La respirazione endogena in queste esperienze risultd relativa-
mente alta, il che é tipico dei funghi. Un substrato aggiunto da una sos-
pensione di micelio lavato pud essere ben ossidato, ma a spese di sostanze
che altrimenti contribuiscono alla respirazione endogena, e quindi non
provocare alcun aumento nel grado totale di respirazione. L'assenza
apparente dell’ossidazione dell’olio di lardo da micelio giovane pud



236 ' FILIPPO DENTICE DI ACCADIA

indicare soltanto un grado di ossidazione relativamente pit basso di quello
che si ha con micelio piv vecchio.

Il cambiamento nella capacita di ossidare I'olio di lardo e I‘acido oleice
puo essere dovuto alla sintesi degli enzimi necessari durante la crescita. Va-
riazioni nell‘attivita enzimatica dipendenti dalla crescita sono state riportate
per alcuni enzimi batterici (Gale, 1943) i quali mostrano poca o nessuna
attivita in cellule giovani ma si formano durante la crescita e raggiungo-
no il massimo al momento che ha termine la divisione cellulare. Negli
esperimenti effettuati con Pen. chrysogenum il momento in cui aumente
la capacitd di ossidare 'olic di lardo corrispose con il periodo di massima
ciescita. Pertanto, una tale variazione nellattivitd enzimatica pud non
essere doVuta a variazioné nel contenuto enzimatico, ma a cambiamento
relle condizioni per l‘azione enzimatica, come i cambiamenti del pH del
terreno o della permeabilitd delle cellule durante la fermentazione. Varia-
zioni nella permeabilita del micelio rispetto all’olio di lardo. o all‘acido
oleico possono anche ritenersi responsabili per le variazioni nellattivita
enzimatica in conseguenza dell’etd. Pud essere anche possibile che non
tutto il grasso penetri nella cellula ma sia idrolizzato al difuori della
membrana cellulare. Inoltre se le variozioni dell’oftivitd enzimatica in fun-
zione dell’etd fossero dovute a cambiamenti nella permeabilita, sarebbe
anche necessario postulare una diminuzione della permeabilitd dopo 48
ore, quando lattivitd enzimatica comincia a declinare. Lincapacita del
micelio giovane di ossidare l'olio di lardo ‘non & dovuta soltanto alla
incapacitd di ossidare i costituenti acidi grassi in questo stadio. Il grasso
apparentemente non & idrolizzato, perche la glicerina che si libererebbe
per idrolisi, sarebbe prontamente ossidata dal micelio giovane a pH 5.3.

Recentemente Perlman e Langlykke (4) hanno preso un brevetto in
cui descrivono un terreno per la produzione di penicillina nel quale olii
vegetali sostituiscono i carboidrati (lattosio o glucosio) completamente o in
parte quali fonti di carbonio e di energia. Questo terreno € constituito
da corn steep liquor, alio di semi di cotone, poco glucosio (0,5 %), carbo-
-nato di calcio e precursore sotto forma di N(2-idrossietil) fenilacetammide.

Secondo i suddetti auteri, fermentazioni condotte su questo terreno
dettero produzioni di penicillina G nel terreno di cultura, maggiori delle
produzioni ottenute nel controllo fermentato nelle stesse condizioni e nel
quale al posto dell’olio di seme di cotone era stato messo lattosio.

In conseguenza pertanto delle esperienze ‘di Rolinson e Lumb e del
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orevetto di Perlman e Langlykke le nostre esperienze si svolsero nella
~ seguente maniera.

Ceppi. I‘ceppi usati sono stati il 49133 Wis, proveniente dalla collezic-
ne di Bakus, e il 5120 C, che & un ceppo selezionato nel nostro laboratorio
di micologia da una cultura di 5120 Wis proveniente anch’esso dalla
collezione di Bakus. , ‘ '

Terreni di cultura. Il terreno di cultura usato & stato lo stesso per le
beute e per ir fermentatori. ‘

Terreno di semina. Il terreno di semina & constituito da. corn steep
liquor, glucosio, carbonato di calcio; nei fermentatori da 5 litri si & aggiunto
all'inizio antischiuma consistente in olio di paraffina contenente il 6 % di
alkaterge C. .

Terreno di fermentazione A. Il terrenc di fermentazione A & costituito
da corn steep liquor, olio o grasso e carbonato di calcio; non contizne
antischiuma; come precursore si & adoperato il fenilacetato di sodio sommi-
nistrato in ragione del 0,1 % di acido fenilacetico ogni 24 ore a partire
dalla 24* ora nel caso delle beute e dei fermentatori da 10 litri, e in
ragione del 0.05 % di acido fenilacetico ogni 6 ore a partire dalla-12% ora
" rel caso dei fermentatori da 3.000 e 12.000 litri.

Terreno di fermentazione B. Il terreno di fermentazione B che rap-
presenta il controllo contiene lattosio in sostituzione dell‘olio nelle steste
proporzioni e nelle fermentazioni in impianto pilota e semi-industriale ha-
richiesto ‘aggiunta di antischiuma costituito da olic di paraffina con
il 6 % di alkaterge C, somministrato a partire dall‘ora O, ogni 8 ore.

Tecnica di ferméntazione. Tutte le fermentazioni sono state eseguite
a 25° C. Le fermentazioni in laboratorio sono state condotte in beute del
tipo Erlenmeyer da 500 c. c. riempite con 60 c. c. di terreno di cultura
per avvicinarsi il pib possibile alle condizioni ottimali di aereazione (5)
agitate su agitatore rotatorio (fig. 1). ' ’

Le fermentazioni in impianto pilota sono state eseguite in fermentatori
da 10 litri, in acciaio inossidabile muniti di agitatore (6) (fig. 2). Le fermen-
tazioni su scala semi-industrialle sono state eseguite in fermentatori da
3.000 e 12.000 litri, rivestiti di acciaio inossidabile e provvisti di agitatore.

La semina e stata effettuata con una sospensione di spore sia per le
beute sia per i fermentatori in concentrazione di ca. 1.000.000 spore per
¢. ¢. di ferreno di semina. .

. Metodi di dosaggio. La penicillina nel brodo filtrato & stata dosata per
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via iodometrica con il metodo di Beloff-Chain e Dentice di Accadia (7) e
per via biologica con il metodo dei cilindri su agar-germi di B. subtilis.

[l pH & stato determinato con un pH-metro SIS.

Il peso secco & stato eseguito filtrando dopo acidificazione con acido
cloridrico concentrato per sciogliere il carbonato di calcio, e ponendo il
pannello di micelio formatosi in stufa a 120° C. per una notte.

Il dosaggio degli olii e grassi € stato eseguito con il seguente proce-
dimento: 60 c. c. (tutto il contenuto di una beuta) o 50 c. c. (nel caso
dei fermentatori) di brodocultura contenuti in una beuta da 500 c. c. ven-
gono acidificati con 4 c. c. di acido cloridrico concentrato allo scopo di
sciogliere il carbonato di calcio; si aggiugono poi 30-35 c. c. di etere di
petrolio e si sbatte su agitatore rotatorio per 15°. Si filtra su Buchner ed
il micelio viene lavato con etere di petrolio e poi con acqua e utilizzato
per la determinazione del peso secco. Il filirato ed i lavaggi vengono posti
in imbuto separatore e la fase acquosa viene separata dal solvente. La
fase acquosa si addiziona con 25 c. c. di etere di petrolio e si fratta di
nuovo in beute sull‘agitatore rotatorio per 10°. Si separano i due strati in
imbuto separatore e l'estratto etereo si riunisce con quello derivante dalla
prima estrazione. Si disidrata con solfato di sodio anidro e si distilla sotto '
vuoto in palloncino tarato. Si pesa infine il palloncino contenente |‘olio
residuo. .
~ Osservazioni microscopiche. Le osservazioni microscopiche del micelio
sono state fatte raccogliendo un‘ansata di brodocultura prima di qualsiasi
trattamento e colorando con blu-cotton.

RISULTATI

Le sostanze esaminate in questo lavoro sono state sia di origine animale
{(burro, margarina, strutto, olio di fegato di merluzzo e olio di lardo) sia
di origine vegetale (olic di arachide, olio di seme di soia, olio d‘oliva;
olio di seme di cotone, olio di vinaccioli).

Grassi ed olii animali.

Nella tabella 1. riportiamo i risultati oftenuti usando alcuni grassi
solidi ed olio di fegato di merluzze e di lardo in fermentazioni in beute
agitate. '



Fig. 1—Agitatore rotatorio con beute da 500 cc.
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1
TABELLA 1 )
Produzione di penicillina in y/cc.nel terreno di cultura usando come fonte
di carbonio grassi ed olii animali,in fermentazioni in beute agitate
Ceppo 49133 Ceppo 5120 C
eta ) eta’
, g 1200 g6 1200
Grasso o olio Titolo Titolo Titolo . Titolo Titolo Titolo Titolo  Titolo
impie gato chim  biol chim  biol chim biol chim  biol
BURRO 460 465 0 0 580 590 ¢} [}
MARGARINA 1090 1080 0 145 730 720 485 845
. STRUTTO 820 760 580 660 600 780 1090 980
Olio_di fegato .
di merluzzo 280 125 365 155 560 = 505 945 830
Olic di lardo 1470 - - - 1620 - - -
(+) Controlle 1090 655 745 665 1450 1520 1505 1355
(+) ilcontrollo contiene al posto del grasso o dell olio, lattosio 4%, le altre
condizioni sono identiche

Dalla tabella 1. si vede come il ceppo 5120 C sia miglior produttore
del 49133 con tutti i grassi impiegati. Soltanto nel caso della margarina
il ceppo 49133 ha dato alla 96/ ora una produzione di penicillina mag-
giore: di quella ottenuta con il ceppo 5120 C. Sia con la margarina sia
con il burro si & notata una completa scomparsa di penicillina a 120 h
e cio indipendentemente dal ceppo usato.

Fra i grassi e gli olii sperimentati l'olio di lardo & indubbiamente
quello che consente di ottenere le piv alte produzioni di penicillina su-
periori perfino a quelle avute impiegando il lattosio come fonte di car-
bonio.

Si & pertanto creduto opportuno approfondire Jo studio dellolio di
lardo e tralasciare invece un ulteriore esame delle alire sostanze.

Olio di lardo.—{a sperimentazione con olic di lardo & stata eseguita
sia in beuta, sia in fermentatori da 10, 3.000 e 12.000 litri col ceppo
5120 C che nelle prove preliminari si era dimostrato, come si & detto,
piv efficiente. Nella tabella 2. diomo i dati relativi alla produzions di
penicillina ottenuta con olio di lardo come fonte di carbonio e i dati
provenienti da fermentazioni controllo con lattosio al posto dell’clio di
lardo. '

| dati relativi ai tank da 3.000 litri e da 12.000 litri si riferiscono ad
una fermentazione, gli altri sono i valori tipici riscontrati in una serie di
fermentazioni.

Come si vede dalla tabella 2. l'olio di lardo utilizzato come fonte di

A
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carbonio per la produzione di penicillina d& dei buoni risultati. La pro-
duzione di penicillina € pib rapida nei grandi fermentatori che non nei
piccoli e nelle beute; questo & un fenomeno che si riscontra anche nel

’ TABELLA 2
Produzione di penicillina in u/cc. nel terreno gi cultura usando come fonte di
carbonid olio di lardo in fermentatori di varie grandezze

termentatori 22h 42h soh soh 70h g2h 1160
olio contr| olio contr| olio contr| olio contr | olio contr | olio contr.| olic contr.

Beute da 500 cc. - - 440 320| - - - ~ |1200 1100 | 1600 1300 {1680 1400

Tank da 10 L(®) - - 1400 400 | - - - - 700 1000 (1320 1300 |1540 1900

820 1500 (1300 1900 | - - - - - - - -
1220 [ 1300 1340 | 1600 1500 - - - - - -

Tank da 3000 L. 320 440
Tank da20GL() 220 340

(o) Controllo con antischiuma olio di vinaccioli col 6% di alkaterge
¢y o . ~ di lardo col 6% di alkaterge

controllo. Mentre infatti nei fermentatori da 3.000 e 12.000 litri la nro-
duzione di penicillina raggiunge 1300 e 1600 u/cc rispettivamente a 50
e 60 ore, nei piccoli fermentatori e nelle beute bisogna attendere 92 ore
per ottenere gli stessi risultati.

Data l'elevata produzione di penicillina ottenuta in queste condizioni
si & ritenuto opportuno inviare alla filtrazione e quindi all’estrazione e
cristallizzazione della penicillina il contenuto del tank da 12.000 litri con-
tenente olio di lardo. come fonte di carbonio.

La filtrazione fu fatta su filtro rotativo Oliver-Dorr e |'estrazione in
tre fasi secondo la solita tecnica industriale in centrifughe Podbielniak.
La penicillina fu cristallizzata come sale di N-etilpiperidina e successiva-
niente come sale di potassio.

Tutta la serie delle operazioni dalla filtrazione alla preparazione del
sale di potassio si & svolta come di consuete ed & interessante osservare
che non si & verificata alcuna difficoltd o inconveniente, imputabili even-
tualmente all’clio residuo nel brodo di fermentazione. La resa brode fil-
frato: sale di N-etil-piperidina fu del 75 %.

Olii vegetali.

Gli olii esaminati sono stati sia olii non essiccativi, come I'clio di ara-
chide e I'clio di oliva, sia olii semi-siccativi come l'olio di seme di cotone
e l'olio di vinaccioli. Tutti questi olii, utilizzati come fonte di carbonio,
hanno dato produzione ‘di penicillina seppure in misura diversa.

12
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Olio di arachide.—Quest’'olio & il solc tra gli olii vegetali il quale
oltre che in beuta ed in fermentatore da 5 litri & stato sperimentato ‘anche
in un tank da 3.000 litri. ‘ ; ;

Nella tabella 3. vengono riportate le produzioni di penicillina oftenute
utilizzando questo olio come fonte di carbonio rispetto a quelle ottenute

nel controllo dove al posto dell’olio vi era lattosio usando il ceppo 5120 C.

TABELLA 3

Produzione di penicillina.in u/cc. nel terreno di cultura usando come
fonte di carbonio olio di arachide in fermentatori di varie grandezze.

termentator) 22h a4h 700 g2h 1M

" {olio contr| olio contr| olio contr| olio contr | olic contr
Beuta 500 cc - el 260 320 | 640 100 | 1320 1300 (1680 1400
Tank da10 L. (0) - — | 500 400 |880 1000 |1360 1300 {1400 1800

Tank da 3000 ) [200 440 | 800 1600 {1500 — - - |- =

(®) Controllo con-antischiuma olio di vinaccioli col 67 di alkaterge

| dati relativi al tank da 3.000 litri si riferiscono ad una fermenta-
zione. La tabella 3. conferma quanto abbiamo gid visto nella tabella 2.
e cioé che la fermentazione nel tank da 3.000 litri & piv rapida che
relle beute e nei piccoli fermentatori. Dalla tabella 3. inoltre si nota che
in fermentazione in beuta l'olio di arachide si dimostra come fonte di
carbonio addirittura migliore del lattosio per la produzione di penicilling;
nei fermentatori pur senza raggiungere i valori dati dal controllo, d&
tuttavia ottimi risultati.

Diamo qui I‘andamento delle fermentazioni in beuta e in fermentatori
~da 5 1. (°) con oli di arachide (Fig. 3). il pH sale fino o raggiungere
il valere di 8 in fine di fermentazione sia in beufa sia in tank; I‘anda-
‘mento del peso secco molto simile in beuta e in fermentatore si com-
porta come nel caso dell'olio di lardo. L'utilizzazione dell’olio in beuta
ion si comporta come nei fermentatori. Mentre infatti nelle fermentazioni
in beuta la curva dell'utilizzazione dell’olio ha un ‘andamento piuttosto
blando con-un valore finale di olio residuo di oltre 11,5 %, nei fermen-

(®) 1 grafici relativi alle fermentazioni fatte. con olii vegetali come fonte di
carbonio si riferiscono ad una serie di fermentazioni in beuta ad a tre fermenta-
zioni' in fermentatori da 10 litri eseguite con il ceppo 5120 C.

13
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tatori si nota una rapida utilizzazione nelle prime 44 ore -di fermenta-
zione, seguita da una lenta e graduale utilizzazione nelle successive 72
ore, fino ad un valore di olio residuo pari al 0,75 %, cicé la meta di
quello riscontrato nelle fermentazieni in beuta. Anche per l‘olic di ara-
chide come per l'olio di lardo, il contenuto del tank da 3.000 litri & stato
inviato alla filtrazione con successiva estrazione e cristallizzazione della
penicillina. A questc proposito vale quanto gia detto per l‘olio di lardo.

L'olio di seme di soia e l'olio di oliva dettero dei risultati>molto simili
ail'olio di arachide.

Olio di seme di cotone.—Si tratta di un olio tipicamente semi-siccativo.
Le fermentazioni oftenute con quest’olio mostrano costantemente un an-
" damento molto diverso se condotte in beuta o in tank agitati (Fig. 4). La
produzione di penicillina nei fermentatori & la metd di quella che si
ha in beuta. La curva del pH in beuta segue lo stesso andamento ri-
scontrato per gli altri olii, soprattutte I'olio di arachide, mentre nei tank
cresce molto lentamente per le prime 70 ore per poi riprendere l'‘anda-
mento gid riscontrato per gli altri olii. Il peso secco alto fin dall’etar di
20 ore resta praticamente costante durante tutta la fermentazione in tank,
mentre in beuta dopo aver raggiunto quasi il 2,5 % a 96 ore, cade o
poco pit dell’l % in 20 ore, il che indica una rapida autolisi del micelio.

TABELLA 4

Valori massimi di penicillina prodotta con olii vegetali come
fonte di carbonio a 1200 di fermentazione :

. in beuta in tank da10 L.

Olio di agachide 1860 1400

Olio di semi di soia : 1940 , 1240

Olio di oliva 1400 1340

Olio di seme di cotone 1540(°) , 660

Olio di vinaccioli 1100 ‘ -
Controllo 1 1400 1060 )
Controllo 2 — 1900 (X)

(°) Questo valore corrisponde a 96 ore di eta' della fermentazione. '
(+) Antischiuma olio di paraffina col 6% di alkaterge C
(X) Antischiuma olio di vinaccioli col 6% di alkaterge C

16
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Ciod viene confermato se si osserva la curva dell’utilizzazione dell’olio, in
beuta; infatti alla caduta del pesc secco corrisponde un aumento dell’
olio residuo; questo aumento & forse dovutfo alle sostanze grasse che
derivano dalle cellule del micelio in autolisi. Nei fermentatori invece, dove
il peso secco resta costante, I'utilizzazione dell’clio ha il solito andamento
visto per i precedenti olii.

Diamo infine una tabella riassuntiva (tab. 4) dei valori massimi di
penicillina prodotta con i diversi olii vegetali sperimentati e con i con-
trolli. :

CONCLUSIONI

Abbiamo esposto i risultati ottenuti senza cercare di dare una inter-
pretazione del meccanismo che li ha provocati. Questo fa parte di un
lavoro attualmente in corsc.

Per il momento le conclusioni a cui siamo giunti possono cosi rias-
sumersi: v

1) Tutti i grassi e gli olii esaminati possono venire utilizzati da
Pen. chrysogenum, sia pure in grado diverso, per la produ-
- zione di penicillina. ' ' ' '

2) Tra i grassi animali Volio di lardo & senz’altro’ la migliore fonte
di carbonio per la produzione di penicillina.

3) Gli olii vegetali sono buone fonti di carbonio per la produzione
di penicillina e generalmente migliori dei. grassi animali. ‘

4) L'dndamento della fermentazione con olii come fonte di carbonio
& generalmente simile a quello di una comune fermentazione con idrati
di carbonio.

5) La filtrazione e 'estrazione della penicillina da terreni in cui l'olio
di arachide o di lardo rappresenta la principale fonte di carbonio, non
presentano difficoltd alcuna rispetto ai terreni a base di idrati di car-
bonio, e anche le rese in penicillina G. sono del tutto simili.

Antes de dejar esta tribuna deseo expresar piblicamente los senti-
mientos de la mayor satisfoccién y agrado del Director General del
«lstituto Superiore di Sanitd», de Roma, Prof. Domenico Marotta, y tam-
bién del Prof. Chain, premio Nobel, Jefe del Centro Internacional de
Quimica Microbiolégico del mismo Instituto, por la invitacién extendida
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a dos miembros del Instituto remano de parte de ese noble Consejo Su-
perior de Investigaciones Cientificas. )

Por mi parte,-y por la de mi colega el Doctor Carilli, deseo consignar
la expresién del mayor agradecimiento a los sefiores don José Maria
- Albareda, don Juan Casaos, don Lorenzo Vilas y don Arnaldo Socias,
por habernos hecho admirar las instalaciones y laboratorios cientificos de
este Consejo, y a los sefiores don Jacinto Megias y don Ricardo de Urgoi-
ti por habernos ensefiado las fdbricas industriales. Al abandonar Es-
pafia llevaremos con nosotros una admiracién muy justificada por la co-
laboracién que ella aporta a la cienca mundial y a la industria de los
antibidticos en una rama tan Util y benéfica. -

A todos, las gracias mds efusivas. )
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ESTUDIOS SOBRE NODULO-BACTERIAS. i

por
Gregorio Fraile Ramos.

RESULTADOS

El crecimiento inicial de todas las plantas fué semejante; dentro de
cada lote de leguminosas no se apreciaba diferencia entre las no inocu-
ladas y las inoculadas, hecho conseguido por el detalle de que todas
las semillas fueron plantadas en iguales condiciones de germincicion.

A los quince dias se procedid, después de un riego algo més intenso,
a entresacar las plantas, reduciendo su nimero a la mitad, y dejandolas
convenientemente separadas para la mejor expansién de sus raices; en
esta fecha no se aprecié formacion de nédulos en ninguna de las raices
de las plantas arrancadas; pero ya el experimento - global presentaba
grandes diferencias entre unas ofras especies de leguminosas, pues, mien-
tras las macetas sembradas con Pisum sativum crecion rapida-
"mente, asi como las de Phaseolus, las de trébol y alfalfa lo hacian
lentamente y el lote de la soja tendia a secarse, y también el de
Lupinus, aunque éste en menor grado.

A las cuatro semanas se procedio, también después de un riego mds
intfenso para humedecer la vermiculita y evitar toda violencia, a com-
probar la ausencia o no de nodulos en cada raiz de las distintas mace-
tas, resultando que no habia nodulacién mds que en las correspondientes
o Pisum sativum y en las variantes inoculadas con Rhizo-
bium bien caracterizados; la rapidez del ciclo de cultivo del Pisum,
y la época en que nos encontrdbamos fué lo que decidié a tomar estos
lotes como objeto del experimento propiamente dicho, comprobando que
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en las. tres series las raices de las plantas arrancadas presentaban nédu-
los en mayor o menor cantidad, excepto las dos primeras de cada lote
correspondien'rés a los testigos sin inocular y a una de las inoculadas con
un presunto rizobio que habia sido aislado de nédulo de la legumincsa
adecuada, pero incompletamente caracterizado en su aspecto bacteriol6-
gico, y que luego se identific6 como Agr. radiobacter.

. Las plantitas arrancadas de la tercera maceta de cada serie presen-
taban algunos nédulos, no obstante haber sido inoculadas con un germen
tampoco bien caracterizado; efectivamente, la identificacién bacterioldgica
de éste llegd a considerarlo como Rhizobium.

Las cuatro plantitas de ‘las Ultimas macetas de cada serie (3.2, 4.3,
53, 62 y 73 mostraban en su sistema radical nédulos en bastante
cantidad.

Se siguié cuidando el experimento total, esperando la época de flora-
cién para proceder a la extraccién de las raicillas y comprobar de nuevo
la ausencia o presencia de nédulos, y la floracion llegd primero para-el
lote de Pisum sativum, observandose ya anteriormente qus el
aspecto y crecimiento de las plantas correspondia a los beneficiosos efec-
tos de la nodulacién, pues las cinco noduladas de cada serie presentaban
manifiestas diferencias con las dos primeras no noduladas, que empezaron
a marchitarse sin llegar a la floracién. ’

Este fué el momento elegido para, previa fotografia de las tres series,
proceder, después de inundarlas, a extroer las raices y fotografiarlas.

.Simulténeamente se comprobé de nuevo el estade de la nodulacion de
los restantes lotes del experimento total, siendo nulo para todas las ma-
cetas de soja, con plantas ya marchitadas, también ausentes los nédulos
para todas las de Lupinus, no obstante seguir el crecimiento sin
marchitez. Nodulacién paralela a la de Pisum para el lote de Pha-
seolus y para el de Trifolium; los lotes de Medicago mostra-
ron nodulacién a partir de lo cuarta maceta de cada serie, resultando
sin ellos las tres primeras de cada.

El estado de crecimiento de todo el experimento en total se apreciard
en las fotografias obtenidas y las diferencias en la especie Pisum
sativum en otras fotografios parciales. .

Después de haber aislado las estirpes correspondientes a todas las
raices noduladas se siguié cuidando el experimento para ser objeto de
seleccién entre las noduladas, las de propiedades fijadoras para poder



Dos aspectos del invernadero durante el experimento.




Aspecto relativo del crecimiento de los eultivos de Pisum Sativum.
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atender a las demandas que se nos hagan de estirpes eficaces, previa
determinacién del nitrégeno fijado, lo cual serd objeto de ofro trabaijo.

En orden a los resultados obtenidos, no ha sorprendide lo referente a
la soja, por ser desconocidas las estirpes empleadas al no haber sido
cisladas en este laboratorio; pero si lo correspondiente al lote del
Lupinus inoculado con estirpes de nuestra coleccién y que, no obstante
apreciarse diferencia en el crecimiento entre las\”"_inoculodos y las no ino-
culadas, la ausencia total de nédulos en las raices de todas las macetas
de esta especie y en diferentes épocas ha sido absoluta; este asunto se
estudiard para aclarar repitiendo el experimento y modificando las condi-
ciones que hayan podido frustrar la opdﬁcién de nédulos o para déscartar
las estirpes inoculadas como no infectivas. . o

El resto del experimento se ha comportado tal como se suponia, es
decir, con ausencia total de nédulos, escaso crecimiento y pronta marchitez
en todas las no inoculadas o testigos, ausencia también total de nédulos
en las cuatro especies, Trifolium Phaseolum, "Pisum y
Medicago, en los correspondientes a las inoculadas con estirpes que
resultaron Agr. rddiobacter. En las terceras macetas de estas
mismas especies se obtiene nédulos para Trifolium, Phaseolus y
Pisum, y ausencia para Medicago, lo que prueba que existe un
50 por 100 de probabilidades de no ser Rhizobium cuando la estirpe
es aislada intencionadamente por aplastamiento del nédulo y no es bien
‘identificada, pero que, a veces, este porcentaje es absoluto, como en el
caso de la alfalfa, en la cual ninguna de las dos estirpes aisladas de
nédulos fueron verdaderos rizobio, sino radiobacter, como se comprobé
después al identificarlas bacteriolégicamente.

A cantinuacién se exponen las fotografias de las raices de los tres lotes
de Pisum; en ellas se apreciard que no hay nédulos en las de las tres
macetas no inoculadas o testigos; tampoco existen en las tres inoculadas
con estirpe que resulté radiobacter y buena nodulaciéh en las
restantes.



Fotografias del sistema radical de las plantas de Pisum Sativum, que ne fueron
inoculadas (testigos). Macetas 15, 57 y 99. Ausencia de nédulos.
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Fotografias del sistema radical de las plantas de Pisum Sativum, que fueron inocu-
ladas con bacteria que resulté Agrobacterium Radiobacter. Ausencia de nédulos.
’ Macetas 16, 58 y 100.










Fotograjias del sistema radical de las plantas de Pisum Sativum. Inoculadas con
bacterias, aunque no completamente identificadas, resultaron Rhizobium. Mace-
tas 17, 59 y 101.










Fotografias del sistema radical de las plantas de Pisum Sativum. ineculadas con

Rh. Leguminosarum aislado de Vicia Faba, y bien identificado, empleando para la

inoculacién resiembras de bacterias de febrero de 1952 (cinco meses de antigiiedad). -
Macetas 18, 60 y 102.










Fotografias del sistema radical de las plantas de Pisum Sativum, inoculadas con
Rh. Leguminosarum, aislado de Vicia Faba, y completamente identificado, emplean-
do en la inoculacién bacterias recientemente resembradas. Macetas 19, 61 y 103.










Fotografias del sistema radical de las plantas de Pisum Sativum, inoculadas con

Rh. Leguminosarum aislado de Pisum y completamente identijicado bacteriolégica-

mente. Se empleé en la inoculacion suspension de bacterias resembradas en febre-
ro 1952. Macetas 20, 62 y 104..










Fotografias del sistema radical de las plantas de Pisum Sativum, inoculadas con
Rh. Leguminosarum, aislado de Pisum, y completamente identificado, empledndose
en la inoculacién bacterias recientemente resembradas. Macetas 21, 63 y 105.
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La tabla siguiente expresa el ntimero de nédulos obtenidos en las raices de cada

maceta:
Maceta Nédulos
15
16 0
17 92
LOTE 1° ... ... ... 18 112
19 132
20 140
21 138
57 0
58 0
59 102
LOTE 2° .. ... ... 60 108
61 120
62 118 .
63 129
0
100 0
101 114
LOTE 3° ... ... .. 102 120
103 141
104 150
105 163

La expresion grafica de esta tabla figura a continuacién.
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INOCULAR RADIOBACTER RHIZOBIUM RRIZOBIUM VICIA RHIZOBIUM ViCiA RHIZOBIUM PISUM RMIZOBIUM PISUM
28-53 3 FEBR . RIERNTHN 93 Fzaaera 93 suNiO

De todas las raices noduladas se aislaron las respectivas estirpes de
Rhizobium, cuya caracterizacién bacteriolégica figura en los cua-

dros 10 (I, 11, 1l1).
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CUADRO 10 )

. CARACTERES CULTURALES, BIOQUfMlCOS Y MORFOL(’)GICOS DE LAS ESTIRPES DE RHIZOBIUM
LEGUMINOSARUM, AISLADAS DE LAS- RAICES CORRESPONDIENTES A LAS MACETAS DEL
LOTE 1.0, DE PISUM SATIVUM INOCULADAS CON RHIZOBIUM ESPECIFICO

Estirpes

173

183

193

203

origen
o procedencia

Maceta 17

del experimento -

Maceta 18
del experimento

Maceta 19
del experimento

Maceta 20
del experimento

213

Maceta 21
del experimento

Nimero de nddulos. 92 112 132 140 138
Noédulo elegido... ... Superior Superior Superior Superior -Superior
Bacteroides... ... ... Vacuolados Vacuolados Vacuolados Vacuolados Vacuolados

Fecha aislamiento ..

Fin de jul. 1952

Fin de jul. 1952

Fin de jul: 1952

Fin de jul. 1952

Fin de jul. 1952

Medio empleado ...

79 M pH 7

9 M pH 7

79 M pH 7

79 M pH 7

9 MpH7

Crecimiento... ... ...

Rdpido, 4 dias

Répido, 4 dias

Répido, 4 dias

Riépido, 4 dias

Répido, 4 dias

Estria o colonias ...

Blanca-mucosa

Blanca-mucosa

Blanca-mucosa

Blanca-mucosa

Blanca-mucosa

Morfologia ... ... ...

Cocos y bacilos

Cocos y bacilos

Cocos y bacilos

Cocos y bacilos

Cocos y bacilos



Cristal violeta ... ... |

C. peq. poco tefi.

C. peq. poco tefi.

C. peq. poco tef.

) C. peq. poco tefi.

C. peq. poco tefi.

Medio rojo congo - No absorbe No absorbe No absorbe No absorbe No absorbe
Medio glicerofos. ... No pardea No pardea No i)ardea No pardea No pardea
Medio nitratado.. ... Nitritos - Nitritos 4 Nitritos 4 ' Nit—x';tqs + Nitritos +
Caldo 79 pH12 ... ... i No crece . No crece No crece _ No crece No crece °
Leche tqmasolada‘ MAlic;;r suero Alc. y suero Alc. y suero ‘Alc. y suero Alc. y suero
Glucosa ... ... ... ... ++ + + + + + + + 4+
Sacarosa... ....... ... + - + + -+
Xilosa 0 0 0 0 0
V.P.y Re. M. ... ... Negativas Negativas ‘Negativas Negativas Neéatiiras
Produccién indol ... No | No - No No No

Resiembras... ... ...

Todas las estirpes en: Sep. 1952, Nov. 1952 y Enero 1953.




CARACTERES CULTURALES, BIOQUIMICOS Y MORFOLOGICOS DE LAS ESTIRPES DE RHIZOBIUM
LEGUMINOSARUM, AISLADAS DE LAS RAICES CORRESPONDIENTES A LAS MACETAS DEL

‘CUADRO 10 (I1)

LOTE 2.% DE PISUM SATIVUM INOCULADAS CON RHIZOBIUM ESPECIFICO

Estirpes

593

603

613

623

633

origen
o procedencia

Maceta 59

del experimento

Maceta 60

del experimento

Maceta 61
del experimento

Maceta 62
del experimento

Maceta 63
del experimento

129

Nimero de nddulos. 102 108 120 118
Nédulo elegido... ... Medio Medio Medio Medio Medio
Bacteroides... ;.. .., Vacuolados Vacuolados Vacuolados Vacuolados Vacuolados

Fecha aislamiento ..

Fin de jul. 1952

Fin de jul. 1952

Fin de jul. 1952

Fin de jul. 1952

Fin de jul. 1952

Medio empleaao

T9MpH 7

79 M pH 7

79 M pH 7

79 M pH 7

79 M pH 7

Crecimiento... ... ...

Rapido 4 dias

Répido 4 dias

Répido 4 dias

Répido 4 dias

Répido 4 dias

Estria o colonias ...

Blanca-mucosa

Blanca-mucosa

Blanca-mucosa

Blanca-mucosa

Blanca-mucosa

Morfologia

Cocos y bacilos

Cocos y bacilos

Cocos y bacilos

Cocos y bacilos

Cocos y bacilos



Cristal violeta ... ...

Col. peq. p. ted.

Col. peq. poco ti.

Col. peq. poco tii.

Col. peci. poco tii.

Col. peq. poco tii.

No absorbe

No absorbe

Medio rojo congo ... No 'absorbe - No absorbe No absorbe
_Medio glicerofos. ... No pardea. No pardea No pardea: No pardea No pardea
_l;/Iedio nitratado.. ... Nitritos + Nitritos + Nitritos 4 Nitﬁtos + Nitritos +
Calto 79 pHI12 ... ... No crece No crece No 2rece No c,.rece No crece
Leche tornasolada ... Alc. y suero Alc. y suero Alc. y st;ero Alc. y suero Alc. y suero
Glucosa ... + + - + + ++ ++ + +
Sacarosa... ... ... ... + + + + +
Xilosa ... oo oo e 0 | 0 — V70 0
V.PyR M ... ... Negativas Negan'vas Negativas Negativas Negativas
Produccién indol ... Ne No No No No

Resiembras... ... ...

Todas las estirpes en: Sep. 1952, Nov. 1952 y Enero 1953.




CUADRO 10 (IIT)

. z ®
CARACTERES CULTURALES, BIOQUIMICOS Y MORFOLOGICOS DE LAS ESTIRPES DE RHIZOBIUM LEGUMINOSARUM, AISLADAS DE LAS
RAfCES CORRESPONDIENTES A LAS MACETAS DEL LOTE 3.%, DE PISUM SATIVUM INOCULADAS CON RHIZOBIUM ESPECIFICO

Estirpes

1.013

1.023

1.033

1.043

1.053

origen
o procedencia

Maceta 101
del experimento

Maceta 102
del experimento

Maceta 103

del experimento

Maceta 104
del experimento

Maceta 105
del experimento

Nimero - de nédulos. 114 120 141 150 163
Nédulo elegido... ... Inferior Inferior Inferior Inferior Inferior
Bacteroides... ... .. . Vacuolados Vacuolados Vacuolados Vacuolados Vacuolados

Fecha aislamiento ..

Fin de jul. 1952

Fin de jul. 1952

Fin de jul. 1952

Fin de jul. 1952

Fin de jul. 1952

Medio empleado ...

79 MpH 7

Crecimiento... ... ...

Rapido 4 dias

79 M pH 7

Répido 4 dias

Estria o colonias ...

Blanca-mucosa
Cocos y bacilos

Blanca-mucosa
Cocos y bacilos

79 M pH 7

79 M pH 7

79 M pH 7

Répido 4 dias

Répido 4 dias

Répido 4 dias

Blanca-mucosa
Cocos y bacilos

Blanca-mucosa
Cocos y bacilos

Blanca-mucosa
Cocos y bacilos




Cristal violeta ... ...

C. peq. poco tefi.! C. peq. poco ten.

Medio rojo congo ... No absorbe No absorbe
‘Medio glicerofos. ...| - No pardéa 77777 No pardea
Medio nitratado.. ... Nitritos 4 Nitritos 4
Caldo 79 pHI12 ... ... No crece No c'rece

Leche tornasolada ...

Alc. y suero

Glucosa ... ... ... ... + +

Sacarosa... ... ... ...| -+ -
Xilosa [V V “
V.P.yR. M. ... ‘. Negatija; R
Produccién indol ”“;;; -

Resiembras... ... ...

" Todas las estirpes en Sep. 1952, Nov. 1952 y Enero 1953.

Alc. y suero

C. peq. poco ten.

L. peq. poco tem. | L. pey. puco Lei.

No absorbe No absorbe No absorbe

No pardea No pardez;_ No pardea

Nitritos 4 Nitritos 4 Nitritos 4
No crece No crece

No crece

Alc. y suero

Alc. y suero

Ale. y suero

+ + ++ ++ + +
A P
- 0 0 0 o 0
Negativas Negativas Negativa: . Negativas #
No k No Nvow 7 N#T_"
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Las correspondientes a la tercera serie fueron colccadas rapidamente
en sus respectivas macetas, no para seguir su cultivo, sino para investigar
la posible relacién de su-permanencia en el materidl soporte durante més
tiempo, con el incremento o no en nitrégeno.

En este estado se dejaron un mes, sin nuevos riegos, sino dejando las
macetas en el Laboratorio.
~ Las plantas de las ofras dos series, macetas 15 al 21 y 57 al 63, se
desecaron en estufa a 90-100 grados hasta peso constante, y un mes mds
tarde se desecaron también las de la ofra serie.

El cuadro de los pesos obtenidos, separadamente de raices y parte
aéreaq, es el que sigue:
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Planta ' Pe_so Peso Peso total
de la de la raiz de ‘la parte aérea de la planta
maceta Grs. Grs. Grs.
15 0,120 0,800 0,920
16 0,150 0,950 1,100
17 0,550 1,850 2,400
18 0700 180 2,500
19 | 0800 1,000 2,700
20 0,800 2,100 2000
21 0,825 1,975 2,800
57 0,100 0,900 1,000
58 0,120 0,800 0,920
50 0,650 1,650 2300
60 0,600 1800 2,400
61 0,750 1,750 2,500
62 0,900 1,900 2,800
63 10,900 1,800 2,700
99 0,140 0,600 0,740
100 0,160 0,640 0.800
101 0,600 900 2,500
102 0,700 1800 2500
103 0,800 1,500 2,300
104 0,900 1,500 2,400
T o980 1,520 2,500

A continuacién figuran los grdficos representativos de la diferencia de
peso en las plantas; el primero comprendiendo las tres series, y ofros

desglosando estos pesos para cada una de ellas:
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Una vez pesadas las plantas, ya desecadas, se pulverizaron para de-
terminar el Nitrégeno en el conjunto de raiz y parte aérea. _

Los resultados de los andlisis efectuados se exponen en las tablas si-
guientes y en las graficas que van a continuacion:

VALORES DE NITROGENO DE CADA SERIE.

Planta de la Nitrdgéno por 100 Nitrégeno total
maceta ‘ Grs.
Némero

15 1,64 0,015
16 2,12 0,023
17 248 : 0,059
18" 2,48 0,064
19 ' 2,83 0076
20 2,54 0,073
a1 205 0,078
57 2,12 0,021
58 2,18 ' 0,020
59 248 0,057
60 266 ' 0,063 s
61 - . 2,66 0,066
62 3,25 : 0,091
63 3,37 0,090
99 2,18 0,016
100 ' 248 0,019
101 2,59 0,063 -
102 ' 260 0,065.
103 313 0,071
04 | 3,25 0,078
105 - 349 0,087
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Nitrégeno Media

Macetas — —
Gramos Megrs.

15-57- 99 0,015 - 0,021 - 0,016 17,3
1658100 0,023 - 0,020 - 0,019 20,6
1750101 0,059 - 0,057 - 0,063 _ 59,6.
1960102 | 0,064 - 0,063 - 0,065 640
1061103 | 0,076 - 0,066 - 0,071 743
2062104 | 0.073 - 0,091 - 0,078 80,6
2163105 | 0,078 - 0,090 - 0,087 81,6

A continuacién se expresan estos resultados gréficamente, en ‘ctal

para las tres series, y por separado cada una de éstas:
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Se determiné el enriquecimiento del contenido de las macetas donde

han crecido las plantas (vermiculita-arena), y en la siguiente tabla se-dan

. las cantidades de.N. por 100, y referidas al peso del contenido de la ma-
ceta, se obtiene el N fijado. v

Nitrégeno por 100 Peso del contenido ’ N.° total
Maceta — . — —
Gramos Gramos Mg.
15 0,0010 235 2,35
16 0,0035 230 805
T 00059 230 T ost

18 0,0071 238 16,89
19 0,0071 230 | . 1633
20 0,0091 233 20,20
21 0,0093 225 20,95
57 0,0013 _ 230 299

58 ' 0,0023 225 5,17
59 0,0046 - 225 10,35
60 | 00071 220 1562
61 “0.0071 ‘ 230 16,33
62 . 00093 235 21,80
63 0,0110 . 240 24,40
99 00012 220 2,64
w0 00035 220 7,70
01 0,0071 230 ' 16,33
102 0,0071 25 17.39
103 0,0080 225 18,00
104 0,0093 230 21,38
105 0,0130 240 31,20

La interpretacién grdéfica de este cuadro también se expone a conti-

nuacién:
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CONSIDERACIONES

Por el resultado global obtenido, se hace bien patente que en las
macetas inoculadas con gérmenes aislades de sus respectivas plantas legu-
minosas especificas, por la técnica de aplastamiento de los nédulos, s6lo
se obtienen estirpes infectivas, o sea, verdaderos rizobios, en mencs de
un 50 por 100, y ausencia infectiva en el resto, debido a que el germen
inoculante no es infectivo por tratarse de radicbacter, hecho corroborado
después, por completa identificacién bacteriolégica. También refiriéndonos
al bloque total del experimento sefialamos la ausencia total de nodula-
cién en las tres series del- lote correspondiente al Lupinus, y al haber
empleado estirpes con caracteres bacteriolégicos determinados, se podrd,
en sucesivas investigaciones, juzgar de la influencia de algunos de estos
caracteres en la inhibicién del poder infectivo o virulencia (véase el
cuadro correspondiente @ Rhizobium lupini, estirpes 1115 y
1215). Obsérvese que estas estirpes han sido aisladas de raices encasa-
mente noduladas, y de nédulos situados en la parte inferior de la raiz;
ademés se  ve que el comportamiento al Gram es variable en las.dos
estirpes, y ambas presentan fuerte reduccién de los nitratos, aunque no en
tal grado que éstos desaparezcan del medio.

El empleo de estas estirpes con los mismos caracteres, o' de ofras, en
que existan unos y falten otros, serd muy 0til para tratar de hallar si existe
clguna relacién entre algunos de estos caracteres y la inhibicién del po-
der infectivo de los Rhizobium.

Creemos que estas estirpes no nodulantes son tales Rhizobium vy
no Agrobacterium radiobacter, porque los caracteres tipicos |
de este Ultimo, tales como colonias grandes pigmentadas en el centro
cuando se cultiva en medio con cristal violeta, o pardeamiento del medio
con glicerofosfato, o el crecimiento o pH alto en caldo 79 M, no los
presentan las estirpes empleadas.

Respecto a las macetas de los lotes de Soja, como dichos gérmenes no
han sido aislados en este laboratorio;” desconocemos su antigiiedad, aun-
que en la identificacién hecha se encuentra también un comportamiento
.variable al Gram, y reduccién fuerte de lcs nitratos.

Los lotes correspondientes a Trifolium, Phaseolus y Me-
dicago, ya se ha dicho que se muestran en cuanto a hodulacién y
_crecimiento de acuerdo con los caracteres de indculo que llevan y sefia-
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laremos que, en el lote de Medicagec, las macetas inoculadas con
gérmenes aislados de nédulos de raiz de alfalfa, sin la practica de sec-
cionarlos, resultan no infectivos para las tres series de este lote, con lo
que se corrobora que algunas veces pueden obtenerse un cien por cien
de gérmenes que no son genuinos Rhizobium.

El resumen de resultados obtenidos en el lote de Pisum, a la vista
de los cuadros y gréficas expuestos anteriormente, son los siguientes.

El nimero de nddulos, salvo ligeras variaciones, no parece estar muy
influido por la antigedad de la resiembra, ni por pertenecer la estirpe
inoculante a la especie de la planta inoculada® (Pisum), o bien sélo ¢ su
grupo de inoculacion cruzada (Vicia). ‘ '

El desarrollo o crecimiento de las plantas es incrementado por la
nodulacién en todas las que lo fueron con gérmenes infectivos, pero tam-
bién es prdcticamente independiente de la edad de los resiembras y de
ia especificidad absoluta, o sélo de grupo, de bacteria y leguminosa.

Como consecuencia de lo anteriormente expuesto, los pesos de las
plantas desecadas también son prdcticamente iguales para todas las no-
duladas con estirpes infectivas, con gran diferencia a las no noduladas,
llegando éste a ser en algunas hasta de tres veces supericr en las inocu-
ladas: con Rhizobium que las no inoculadas (testigos) o inoculadas con
germen avirulento (Radiobacter).

Por el contrario, las curvas de nitrégeno por 100 que contienen las
plantas muestran notable diferencia, beneficidndose més las inoculadas
con estirpes recientemente resembradas y, dentro de éstas, las de com-
pleta correlacién de grupo y especie.

Como consecuencia de estas diferencias de nitrégenc por 100 o re-
lativo, adn con pesos de plantas prc’xcﬁccr‘nenfe iguales, las cantidades
de N total en las plantas resultan lo suficientemente claras para estable-
“cer las diferencias de nitrégeno fijado.

El nitrégeno contenido en.el soporte donde las plantas han crecido
tombién presenta, segin el examen de los gréficos y cuadros correspon-
dientes, iguales diferencias, mostrando un incremento paralelo al nitro-
geno de las plantas, o sea con relacién a la edad de la resiembra y a su
absoluta especificidad con la leguminosa.

Aunque no rﬁuy notable, se encuentra también diferencia en el nitré-
geno del lote que ha permanecido mas tiempo en. contacto con las raices,
y las que lo estuvieron sélo durante el crecimiento.
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Se observard que el soporte donde han crecide las plantas no inocu-
ladas o testiges, y las que fueron inoculadas con gérmenes que resultaren
no ser Rhizobium, es decir, de todas las no noduladas, se encuentra tam-
bién alguna de nitrégeno, hecho explicable, porque aunque se ha pro-
curado al principio del experimento trabajar en condiciones de unifor-
midad y esterilidad para todas las macetas, la presencia en el inverna-
dero de ofros cultivos o experimentos, fumigaciones de algunos de los
componentes - de la solucién nutritiva u otras interferencias, pueden ser el
origen de esa exigua cantidad de nitrégeno que, teéricamente, no debiera
existir, pero que aunque estando presente su cantidad no llega a ser
ni una tercera parte del de algunas de las macetas inoculadas con
Rhizobium.

CONCLUSIONES

1.2 De los resultados de este experimento se deduce que mas del
50 por 100 de los casos en. que no se logra éxito en la inoculacién de
semillas (cuando el germen empleado se aislé de nédulo especifico, por
aplastamiento, es decir, sin seccionar éste y sin seguir completa identifi-
cacién bacteriolégica), es debido a que la bateria empleodc en la inocu-
lacion no es verdadero Rhizobium, sino Agrobacterium
radiobacter.

2.2 Aunque, aparentemente, no se aprecian entre las plantas inocu-
ladas con verdaderos Rhizobium diferencias notables de crecimien-
to, nodulacién y- peso, existe marcada diferencia para las distintas varian-
tes que integran el experimento en lo que se refiere a la efectividad o
fijacién del nitrégeno por la planta y por el soporte donde han crecido,
encontrdndose los valores més altos cuando entre la bacteria inoculanie y
la planta leguminosa hay completa especificidad, por proceder el Rhi-
zobium de un nédulo de la misma especie que la que se inocula.

3.2 Hay marchitez, escaso crecimiento, ausencia de nédulos y, préc-
ticamente, no fijacién de nitrégeno en los testigos no inoculados, o en los
inoculados con bacterias que no resultaron ser genuinos Rhizo-
bium; vy

432 El pase por plantas de Pisum sativum, de distintas estir-
pes de Rhizobium de su grupo, unifica y exalta algunos de sus ca-
“racteres culturales y bioquimicos, tales como la escasa reduccién de los

'
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nitratos, menor accién sobre la glucosa y disminucion del plazo de creci- .
miento sobre medio de cultivo, segin se desprende del examen y compa-
racién de los cuadros nimeros 3 y 4, estirpes 1.113 y 93 y del cuadro no-
mero 10 en sus tres partes.
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INSTITUTO PROVINCIAL DE SANIDAD DE LA CORUNA
SECCION DE BACTERIOLOGIA

EL ASPECTO ESTRUCTURAL, BIOQUIMICO Y GENETICO
DEL BACTERIOFAGO. REVISION DE CONJUNTO. 1.

por
Federico Beato y Gonzdlez.

. INTRODUCCION

En estos Ultimos afios se ha desarrollado una intensa labor investiga-
dora en relacién con los virus bacterianos, ya que se han considerado y
se consideran como un material de estudio del méximo valor. Aunque el
tago y susceptibles bacterias nos abastecen del més simple sistema célula
huésped-virus para la investigacién del mecanismo de absorcién y los in-
numerables aspectos que el problema nos plantea, las relaciones huésped-
virus estdn muy lejos de ser un proceso de sencillo mecanismo. Muchos
fenémenos que han sido observados en el fago y su célula huésped no
han podido ser hasta el presente satisfactoriamente explicados y el modo-
de reproduccién del fago queda todavia en el misterio; todo esto significa
una falta de conocimientos en relacidn con la bioquimica celular, con la
genética bacteriana del mecanismo de reproduccién en los virus y de la
inmunidad celular frente a ellos. Un interés verdaderamente notable ha
suscitado recientemente el estudio del bacteridfago, y éste ha sido abor-
aado ampliamente en todos sus aspectos. Por todo ello, nos ha parecido
seria interesante llevar a cabo una amplia revisién del problema, tan com-
plicado, por una parte, por la enorme riqueza bibliografica, y por otra,
lo mucho que de especulativo hay todavia en él, todo lo cual hace esta
revisién poco fécil. El problema se ha enriquecido en estos Gltimos afios
con hechos verdaderamente importantes y decisivos, se han aclarado mu-
chos aspectos, tanto en la estructura, como en el metabolismo y genética
del fago. Con ello el problema adquiére una categoria de la mas alta ca-
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lidad cientifica y pensamos que bien merece la pena de una puesta at
dia. '

Twort (1) describié en 1915 una curiosa modificacion degenerativa que
habia observado en los cultivos de un estafilococo procedente de la linfa
de ternero. Logré transmitir esta modificacién de un cultivo de organismo
susceptible a ofro colocando en la superficie de una placa de agar una
gota de un filtrado muy diluido, producto de suspensién que hubiera su-
frido aquella alteracién degenerativa. En 1917, D'Herelle (2) publicé
la primera serie de sus observaciones sobre las propiedades liticas de los
filtrados de las mezclas de cultivos procedentes.de las heces de enfermos
afectos de disenteria bacilar. Con estos estudios preliminares logré de-
mostrar la presencia de una lisis répida y generalizada en un cultivo en
caldo de b. disentérico cuando éstos se desarrollan activamente, cultivo
al cual se habia aiadido determinada cantidad de filtrado de cultivos
miezclados anteriormente. Demostré, ademds, la transmisién del agente liti-
co en una larga serie de cultivos de la bacteria suceptible, mediante la
adicién a cada nuevo cultivo de un filtrado del anterior, después de ocu-
rrida la lisis. Pero si seguimos la historia del desarrollo del bacteriéfago,
observamos que en aquella época, 1920-29, los investigadores dejaron
ya determinada una serie de datos relativos al comportamiento del fage
como agente litico. Atraviesa gl filtro que se opone al paso de las bacte-
rias; actla sobre las bacterios susceptibles de tal forma que determina
su lisis, durante la fase del desarrollo bacteriano activo; el agente litico
_puede propagarse indefinidamente junto con los cultivos de las bacterias
sobre las que actia; se observé que un agente litico es mds activo contra
determinadas especies o tipo de bacterias, o en contra de algunas especies
o tipos que estdn relacionados entre si; en cambio, con respecto a razas
con las cuales no une relacién alguna, se muestra falto de accién, es de-
cir, el fago seria muy especifico; se observé la aparicién de variantes re-
sistentes en el cultive bacteriano que sufre la lisis; estas variantes, en cam-
bio, suelen ser susceptibles a la accién de otros bacteriéfagos.

Las hipétesis en relacion con la naturaleza del bacteriéfago han sido
muy variables. Se habla de la naturaleza ultramicroscépica del virus; de-
un enzima con poder de crecimiento; de un estado en la vida de las
bacterias; de un enzima producido por el mismo germen que conduci-
ria o su propia destruccién y la produccién de mas enzima. Para Twort,
el material era producido por el germen. Para D’Herelle, el fago es un

2
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pardsito, un virus que' parasita las bacterias, se desarrolla y las lisa.
Po.ro ofros investigadores, como G_uildmeis’rer (3), Ottc y Munter (4), Bor-
det (5), el fago seria producido por las bacterios. En 1922, Bail (6) pro-
~ pone la teoria segin la cual el bacteriéfago seria producido por el mis-
mo germen. En esa misma época, Lisbonne y Carrere (7) comunican haber
obtenido un principio Shiga-fagico, al poner en contacto un coli o Pro
teus X19 con b. Shiga. Suponian que se habia producide como resultado -
de un antagonismo bacteriano, pero posteriormente fué reconocida la
existencia del fago en el coli original, antes de ponerlo en contacto con
e! b. Shiga. Posteriormente, en el 24, Gildmeister y Herzberg‘ (8) obtu-
vieroh la prueba de que una raza coli 88 conserva su poder lisogénico
en ausencia de fago libre. Estos investigadores comprueban cémo algu-
nas colonias de este germen contenfan fago y otras no. Bordet (5) estu-
dia muy cuidadosamente los gérmenes de Lisbonhe'y Carrere y observo
que «clones» derivados de una sola célula producian bacteriéfagos; pre-
para un suero frente a este fago y comprueba que la lisogenia era man-
fenida ‘cuando la bacteria se desarrollaba en presencia de suero anti-
fago. El suero neutralizaba al bacteriéfago sin abolir su poder de pro-
duccién. Ahord bien, la facultad a produccién de fago, escribe Bordet (5)
en el 25, ‘estd inscrita en la herencia de la bacteria, cualidad que es
Gnicamente la. continuacién de una puramente individual fisiologia. La
bacteriofagia es una hereditaria malnutricién, una autolisis, una trans-
misible exageracién del fenémeno autolitico, que ya se manifiesta er la
misma bacteria normal. El fago contribuiria a la transmisién de deter-
minadas propiedades, perd no seria el productor de ellos. El fago —esto
es fundamental— no es nunca segregado,. sino liberado por la lisis bac-
teriana. En el 28, Bordet y Renaux (9) emitieron la avanzada idea de oue
la bacteria lisogénica podia ser el origen del fago. Pero, como es sabido,
y de ello hablaremos més tarde, en una bacteria liéogénico?el fago se
desarrolla del prefago, que es ontogénicamente primitivo, ya que en el
ciclo de desarrollo de un fago virulento éste es derivado de su dcido
nucleico. Por otra parte, como el fago sélo se desarrolla en el interior
-. de la bacteria, la hipétesis es probablemente de que el material gené-
tico del fago o profago no es Unicamente primitivo ontogénicamente,
sino también filogenéticamente. El profago puede derivarse por mutacién
del material genético de su actual huésped o de un antecesor. La hips-
tesis de que el fago sea un residuo de la degradacién de un pardsito

! 3
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bacteriano es dificil de aceptar, pues desconocemos la existencia de dicho
pardsito, si exceptuamos al mismo fago. En el 31 describe Bordet (9a) que
el virus invisible de D’Herelle no existe. La accién litica, a la cual se ha
dado el nombre de bacteriéfago, representa la exageracién patolégica
de una funcién que pertenece a la fisiologia de la bacteria. Para Bor-
det la lisis no seria el factor importante en bacteriofagia; la bacteria
podria lisar por variadas razones y este fenémeno seria la reproduccion
de una particula especifica que se multiplica en el interior de la bac-
teria; aparentemente, ni la herencia bacteriana, ni el poder lisogénico,
'son concebidos como asociados a especificas particulas dotadas de con-
tinuidad genética. La lisis de una bacteria por un fago virulento seria,
pues, la ‘exageracién de una caracteristica normal, fisiolégica, heredi-
taria. Concebido asi el bacteridfago, como el resultado de un proceso
normal, .exagerado, Bordet admite que el bacteriéfago vive y se multi-
plica mientras produce fago. Por otra parte, Bordet considera que la boc-
teria lisogénica es capaz de producir un determinado elemento, sin que
ello perjudique a la bacteria, es dicir, segregaria bacteriéfago, hecho
que en la actualidad no es aceptado.

Ahora bien, ¢cémo es perpetuado, producido, liberado? Este pro-
-blema es abordado en 1929 por Burnet y Mckie (10); estos autores es-
_tudion una roza lisogénica de Sal. enteriditis con carécter per-
manente. La permanencia conduce a asumir la presencia de bacteriéfago
o de su «anlage» en cada bacteria. g,QOé_es el anlage? Los autores
rompenbacterias lisogénicas con un fago extrinseco no relacionado; nin-
guna particula infecciosa correspondiente al fago producido por lisogenia
era liberada. Cuando un gran nimero de bacterias lisogénicas eran tra-
tadas con agua destilada, algunos fagos eran liberados,-y encontraron
que el 0,1 por 100 de las bacterias contenfon fago. Estos autores lle- ’
garon a la’ conclusién de que las bacterias lisogénicas contienen en . su
constitucién hereditaria unidades potencialmente capaces de liberar fa-
gos. El principio litico o su causa (anlage) e5 un normal constituyente
de la bacteria lisogénica. Las unidades bacteriéfagos estdn fisiolégica-
mente coordinadas en la constitucién hereditaria de la bacteria. El fago -
es liberado Unicamente si el «anlage» es activado; lo esencial de! pro-
ceso parece tener lugar enteramente en el interior de la .bacteria. Es
decir, las bacterias, segin Burnet y Mckie, no contienen particulas in-
fecciosas. Ellas liberan fago Unicamente bajo la influencia de una acti-
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vacién. Pero la activacién y liberacién puede . corresponder a dos tipos
completamente diferentes de procesos: desenmascaramiento de un pre-
existente virus en latencia o desarrollo de un fago procedente de clgo
que no es fago. En 1936, Burnet y Lush (11), invesﬁgondo‘ un coco liso-
génico, observan que cuando el germen era roto por un fago no rela-
cionado, -el fago liberado no correspondia a la lisogenia del germen.

En 1928, Wellmann (12), discutiendo la transmisién de las propiedades
bacteridnas por el medio” ambiente, y que él ha considerado. como una
paraherencia, expresa el punto de vista de que tal transmisién puede
ser debida a los genes; asi, la naturaleza del futuro principio fransfer-
mante es predicha. Wollmann comparé el fago con genes letales y de-
termina la existencia de verdaderos virus, ‘que serian gérmenes pardsifos
extrafios a su huésped, y elementos de origen celular capaces de trans-
mitir bien hereditariomente o o través del medio. Estos puntos de vista
fueron muy criticados ‘por Bordet y Renaux (9), que hacen notar que si
el fago tenia realmente propiedades hereditarias materializadas, resclta
muy dificil comprender cémo ellos podian ser responsables de un pro-
ceso de lisis. La concepcion de Wollmann resultaba entonces muy avan-
zada y, como més adelante hemos de ver, ha sido recientemente puesta
de actualidad, quedando entonces sin aceptar u olvidada. En 1936, Bur- -
net y Lush (11) discuten el origen de la resistencia inducida hacia el fago
por la infeccién con otro fago, observando que el cardcter cambiado es
transmitido indefinidamente. a su descendencia, y hacen notar que el
cambio p_odl'o venir, bien de .una constitucidn genética alterada de la
bacteria o directamente inducida por el asociado fago en cada division.
Esta diferencia puede desaparecer si, dé acuerdo con'la hipétesis de Woll-
mann, el fago es mirado como un gene reintroducido en el interior de la
formacién genética del organismo. ‘

Wollmann (13),-en un trabajo posterior, defiende con entusiasmo su
teoria génica del fago. Descibre la ausencia de particulas infecciosas en
la” bacteria lisogénica, lisogeniza el b. megatherium con liscci-
ma y ninguna particula infecciosa es liberada (Wollmann y Wollmann)
(14). Segin la tecria de éstos, cada bacteria lisogénica produciria un fago
en cada divisién. La teoria del gene ha sido muy fructifera, permitiendo el
descubrimiento de la fase no infecciosa en el ciclo de vida del bacteritfa-
go.’ Los Wollmann (15) observaron que el fago absorbido sobre un bacilo
sensitivo, megatherium o subtilis, no era puesto de manifiesto

: , ) 5
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después de la ruptura de la bacteria por la lisocima, a pesar de que el
bacilo infectado es capaz de producir posteriormente fago. Existe fago,
dicen, en dos fases distintas: la madura particula infecciosa y la latente,
forma no infecciosa. Afios mds tarde, Doermann (16) redescubre el fené-
meno y desarrolla un preciso y elegante experimento que prueba la co-
rreccién de las observaciones de los Wollmann y su interpretacién.

La comprobacién de la multiplicacién del fago en bacterias lisogénicas
y no lisogénicas conduce a los Wollmann a la conclusiéon de- ambos: el
fago puede estar presente en forma criptofégica. Entre la penetracién de
un fago y la aparicién del fago después de la lisis hay una fase inactiva;
los particulas fago no serian las descendientes directas del preexistente
fago. El bacteriéfago en un b. lisogénico son producidos de estructuras que
no son una particula fago. El bacteridfago no estd presente como tal
en la bac. lisogénica, sino que es mantenido heredi’rarior_nen’re. Los
Wollmann (15) se expresaron en el sentido de que la solucién del pro-
blema. concerniente a la lisogenia habria de venir de experimentos con
una sola célula, pero su trabajo fué trdgicamente interrumpido en 1943 al
ser éstos detenidos en el Instituto Pasteur y deportados a Alemania. He-
mos dicho que, ya en el 1929, Burnet y Mckie (10) habian demostrado
que Unicamente una pequefid proporcién de bacterias en la Salmonello
lisogénica contenia fagos. Posteriormente, Burnet y Lush. (11) llegan o la
conclusién de que, probablemente, la liberacién de fagos estd siemorée
asociada con la destruccién de la bacteria de la cual es derivado. En
1938, Northrop (17), partiendo de la idea de que algunos virus y fagos
son proteinas, inicia el estudio de la kinética de produccién del fago, cre-
ciendo en poblaciones de bacterias. El aumento en fagos o concentrazion
de virus en presencia de células vivas era considerado en un fodo an4lo-
go a la formacién de enzimas por células, tanto como al crecimiento de los
cultivos bacterianos. Mdés tarde, Lwoff y Gutman (18) utilizan una sola
célula lavada de b. megatherium-lisogenica, la cual era
aislada en microgota, en pequefia contidad de medio, y probada a inter-
valos de tiempo. Encuentran que la bac. lisogénica podia crecer y dividirse
sin liberar fago; la liberacién del fago no es necesaria consecuencia de la
multiplicacién y crecimiento bacteriano. Cuando una sola célula aislada era
llevada a dividirse 19 veces, cada bacteria hija aislada daba lugar a un
«clone» liscgénico. Como no aparecia liberado el fago, la' lisogenia era
mantenida en ausencia de fago extrinseco. Cuando microclones de b . me -
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gatherium lisogénicos, creciendo en microgotas, son cuidadosa y
constantemente vigilados por una razonable longitud de tiempo, la lisis de
alguna bacteria puede ser observada. Cuando esto sucede, el fago es
encontrado en la gota; alrededor de 100 fagos por bacteria lisada.

Al aumentar nuestros conocimientos de estos agentes, especialmente
en los Oltimos afios, se ha hecho evidente que los bacteriéfagos son and-
logos a los virus de las plantas y de los animales. Los fagos serian or-
ganismos de dimensiones exiguas que penetran en una bacteria, se repro-
ducen en ella y destruyen finalmente a su huésped, con lo que se origina
una generacién de nuevos fagos, que hoy se les denomina con frecuen-
cia virus bacterjunos. Han sido clasificados, medidos y aislados en grupos,
aunque nadie los habia visto, ya que sélo recientemente se logré su visua-
lizacién con ayuda del microscopio electrénico. El descubrimiento de! bac-
teriéfogo hizo, como bien sabemos, concebir la esperanza de utilizar los
virus bacterianos como recurso antibacteriano, lo que, sin embargo, no
tuvo realidad.

Ahora bien, mientras que los virus de los vegetales y de los animales
se-multiplican dentro de las células del crganismo multicelular, los fagos
actan sobre organismos unicelulares. Los bacteridlogos participan con los
virus de animales y plantas de las siguientes caracteristicas comunes:

Ellos tienen similar tamafio.

Ellos solamente se reproducen en el interior de una célula viva.

Ellos pueden destruir la célula huésped o pueden continuar su existen-
cia en estado latente. ' '

Su huésped puede ser miltiple o limitado a una sola especie.

Ellos pueden cambiar por mutacién o adaptacién su especificidad a un
determinado huésped.

La presencia de un fago puede ser interferido por otro, con infeccién.

Son antigénicos, produciendo anticuerpos neutralizantes.

Estas semejanzas son elemento bdsico para recomendar la investiga-
cién del fago, ya que ella puede ayudar al progreso y aclaramiento de
muchos'problemos/que hoy $e nos plantean en relacién con los virus ani-
males. Por otra parte, estos agentes ofrecen numerosos rotivos para un
trabajo de investigacién; se cultivan de manera fécil y econémica en pe-
quefias o grandes cantidades; se pueden titular muy répidamente y con
relativa precisién; las conducciones para su estudio se pueden vigilar mas
estrechamente que en los casos que se refieren a tejidos complejos, y, final-
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_mente, los huéspedes bacterianos y los virus se pueden examinar directa-
mente con el microscopio electrénico.

Pero una pregunta se nos viene o nuestra mente: el bacteriéfago ses
un virus? Los virus han sido definidos por Luria (19) como una unidad exé-
gena, submicroscédpica, capaces de multiplicdrse en el interior de la cé-
lula viva especifica. El bacteriéfago es formado siempre en el interior de
su huésped; él, por tanto, debe ser considerado como endégeno. Cuan-
do el fago es formado en una bacteria’ lisogénica, entonces puede ser
perpetuado en su profago durante afios y afos. jPuede el fago ser des-
crito como exdgeno? Si el profago es filogenéticamente endégeno, el de-
nominado fago moderado producido por una bacteria lisogénica deberé
ser descrito como endégeno. Si nosotros ahora enfrentamos el bacteridfa-
go con las células'y bacterias comprobamos una serie de diferencias fun-

i

damentales; asf, si las bacterias contienen ambos tipos de a. nucleico, el

DNA (dexosiribonucleico) y el RNA (a. ribonucleico), el bacteridfago séle
contiene un tipo. Las bacterias se reproducen esencialmente de la totali-
dad de sus constituyentes, el fago es producido o reproducido.de su
a. nucleico o del profago (caso de la bact. lisogénica). Las bacterias son
capaces de crecer y sufrir la fusién binaria; las particulas. fago son inca-
paces de crecer por fisién. El fago nunca es producido directamente por
divisién de una preexistente particula fago. Parece ser que los matericles
que constituyen el fago no pueden ser replicados entonces en la forma de
una particula fage organizada. Asi, pues, las células y bacterias, poseyen-
do ambos tipos de a. nucleico, no son producidas de un a. nucleico y son
capaces de crecer y sufrir fisién binaria. El fago posee nicamente un tipo
de a. nucleico, es posiblemente reproducido de un a. nucleico y es incapaz
de crecer y sufrir fisién binaria. Por tanto, el fago se diferencia de las
bacterias no sélo por su tamafo, sino también, como hemos de ver, por su
constitucién quimica y modo de reproduccién; serén pequefias particulas
infecciosas, pardsitos obligados, algunas veces patégencs. Estd cloro que
un fago virulento como el T2 se conducé como un pardsito, mientras que
el profago se conduce como un gene.



EL BACTERIOFAGO. REVISION DE CONJUNTO. I 335

-
il. EL BACTERIOFAGO COMO ENTIDAD ESTRUCTURAL

1. Los caracteristicas fisicas de la particula fago.

7

a) Tamafio y morfologia.—Quizd el mds inesperado encuentro re-
ciente-en virus es su complejidad de forma revelado por el microscopio
electrénico (Ruskd) (20), (Luria y Anderson) (21). Los estudios mds amplics
y completos que en relacién a su morfologia se han llevado a cabo en la
particula fago, lo han sido en un grupo de virus bacterianos que atacan
a un determinado tipo de Esch. coli, raza no mévil designada como B. Sie-

te tipos de virus, denominados T1 a T7, descritos por Demerec y Fano (22),

revisados ampliamente por Delbruck (23) (ver cuadro adjunto). Los prime-

ros fagos, visibilizados en 1941 al microscopio electrénico, aprecian una

configuracién parecida a los espermatozoides o a un renacuajo. Algunos

se hallaban libres en el campo visual, otros estaban adheridos a la super-

ficie exterior de las bacterias. Luria, Delbruck y Anderson (24) comprue-

ban que el nimero de particulas visibles en el lisado es aproximadamente

el mismo que el titulo obtenido por el contaje de las placas. Estos siete
virus fueron revisados y estudiados por Delbruck (23), utilizando el mi-

croscopio electrénico. Sus caracteristicas son las siguientes:.

T1: Cabeza redonda, 45 a 50 ma de diametro, de uniforme opacidad,
formando una placa de tamafio medio. Cola muy fina, de 150 ma de lar-
ga y de 15 ma de gruesa. Aparece a veces ligeramente curvada (trabajos
de Wyckoff (25) y Luria y Williams) (26). :

T2: Cabeza grande, de 65 por 80 ma, oval o en forma de un véstaga

_ corto, con un extremo cénico o redondeado. Forma placa pequefia. Cola
recta y fina, 120 ma de largo por 20 me de gruesa, terminando en una
parte més levemente ensanchada. Estructuras oscuras dentro de su cuerpo
(frobo.]os de Hook y colaboradores) (27).

T4 y Té: Son indiferenciables del T2; en los tres son observados
«ghosts» en viejas suspensiones y en preparaciones lavadas con agua des-
tilada (ruptura osmética), y en preparaciones tratadas con hidrato sédico o
con vibraciones sénicas o irradiadas con luz ultravioleta (UV). Estos
«ghosts» parecen ser membranas vacias.

T5. Cabeza redonda, de 100 mo de didmetro, cola distinta. Forma
placas pequefias. ) v
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: Asrupacién Agrupacién re- | Periodo de la- Tamaio d l
Nombre | Tamafno de placa Morfologia. grupac sistencia cru- tencia amano de Adsorcién |
: serolégica ad - ruptura I
zada Minutos L ;
. Cabeza esférica. Densa. i
T1 Media 50 m. o didm.. Tallo I A 13 180 Media
120 m. o. .
- Cabeza esférica. 90 m. a .
TS Pequeiia didgm. Tallo 70 X 15 m. o II A 40 300 Lenta
Cabeza ovoide, 60 X 80 m. o - :
T2 Pequena con interna diferenciacidn. T B 21 120 . Riépida
‘allo 100 X 20 m. o.
. < 200 .
16 Pequefia Como T2 111 C 25-5 300 Rdpida
T4 " Pequefia Como T2 11T D 235 300 Riépida
T3 Grande Esférica, 45 m. o, didm. v D 13 300 Media
T7 Grande Como T3 v D 13 300 Media
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T3: Cabeza redonda, 45 ma de didmetro, no contiene cola. Forma pla-
ca grande. ’ .

T7: Cabeza redonda, no lisa, de 51mo. La cabeza parece contener una
estructura bilobular. Las particulas, sin embargo, parecen ser esencialmen-
te homogéneas, sin material periférico. Cola no visible. Forma placa gran-
de (trabajos de Kerby y colaboradores) (28). Recientemente, Williams y
Fraser (29), en sus trabajos sobre morfologia del fago 77, han observado
con el miscrocopio electrénico dos tipos de cabeza del fago, de aspecto
tridimensional, un dodecaedro rémbico y un prisma con extremo bipirami- .
dal. No debemos olvidar que todas las preparaciones vistas en el micros-
copio electrénico habian sido radicalmente secas. Para Anderson y co-
laboradores (30), la particula fago -es comparada a una jeringa- cuyo
bulbo estd ligado con el a. dexosiribonucleico (DNA), facilmente a ser
inyectado cuando el extremo se pone en contacto a la célula huésped.
Parece ser que el extremo de la cola es precisamente lo que se une a la
pacteria, hecho que Anderson (30) ha puesto en evidencia, utilizdndose
el microscopio electrénico. ‘ ‘ )

b) Propiedades osméticas de la particula fago.—Cuando es irradiado
con UV un concentrado del fago T2, la suspension se ‘hace viscosa y
pierde su caracteristica de dispersar el azul Tyndall, asi como su infec-
ciosidad. En el microscopio electrénico tal suspensién asi tratada parece
contener los denominados «ghosts», o sea particulas de fago des forma
y tamafio normal, pero careciendo de estructura internd en la cabeza. De
este experimento (Anderson) (31), se obtiene la conclusién de que la cabe-
za de estos fagos estd rodeada de una membrana cuyas estructuras inter-
nas son facilmente alejadas. Los fagos T2, T4 y. T6, que aparecen en las
microfotografias electrénicas con su membrana, pueden ser desintegradas
por el denominado shock osmético, el cual es producido incubando los
virus en una solucién 4M NaCl, seguido por una répida dilucién de la
suspensién en agua destilada. En el microscopio electrénico pueden ser
observadas las particulas fégicas que han perdido su densa estructura in-
terna, en el interior de la membrana de su cabeza. Por otro lado, cuando
la concentracion salina es gradualmente reducida por sucesivas adiciones
de agua, los virus sobreviven. De todo esto se deduce que la membrana de
la cabeza de estos virus bacterianos tiene propiedades osméticas. Estos
«ghosts» no contendrian desosipentosa, ya que la particula infecciosa con-
tiene el 37 por 100 de DNA vy se-supone que el material tan facilmente

11
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alejado de la cabeza del fago serd fundamentalmente y quizd Unicamen-
te el a. nucleico de la particula. Asi, cuando el virus es colocado en solu-
cién concentrada de CINa y posteriormente en agua destilada, se pro-
duce un fendémeno andlogo al hinchamiento osmético y hemolisis de los
‘hematies expuestos a concentraciones reducidas de sal. Sin embargo, ya
que la stbita dilucién es esencial para la destruccién de la particula virus,
el fenémeno denominado «shock osmético» resulta distinto del fenémeno
hemolisis. En la actualidad no puede ser determinado si el .escape del
a. nucleico es por la cola o por algin orificio que se origine en la cabeza.
Ahcra bien, los distintos fagos son heterogéneos con relacién a su sensi-
~ bilidad al shock osmético; asi, las particulas de los fagos T2 y T4 que
sobreviven a un inicial shock son mds resistentes que los de la poblacién
original. Los virus tratados por intensas vibraciones sénicas ejercen el mis-
mo efecto (trabajos de Anderson y colaboradores) (32).

c) Estabilidad de la particula fago.—Muchos son los factores que
afectan a la estabilidad de la particula fago: temperatura, presién, ac-
cién quimica, irradiacién y ambiente iénico son las mds importantes. En
relacién a este ‘aspecto del problema, el estudio mds detallado ha sido
lievado a cabo por Adams (33). Este autor observé que los siete fagos son

_relativamente estables en caldo. Hasta la temperatura de 50° la inacti-
vacién de los fagos es dificilmente mesurable. Por encima de los 50°, la
inactivacién es -clara. Diluidos en soluciones de CINa, los fagos son inac-

- tivados en -una mesurable proporcién a la temperatura de la habitacién.
Por ‘ejemplo, a 20° en 0,IN de CINg, alrededor de un 78 por 100 del
fago T7 es inactivado en 60’ y a 30° el 95 por 100 de este fago -—en
dicha solucién— es inactivado durante el mismo tiempo. Las proporciones
en fue el fago es inactivado no sen significativamente distintas, si el onién
es cloruro, citrato o fosfato. Cuando la concentracion del i6n Na es
aumentada de la 0,IN, la -inactivacién -decrece rdpidamente. En una’
concentracién 1N, el fago 5 se estabiliza. La inactivacién del fago T5 y
la de otros fagos puede ser prevenida por cualquier catién bivalente de
mds bajo concentracién que la estabilizante concentracién del i6n sodio.
Se ha demostrado que todo catién metal bivalente tiene un efecto de pro-
teccion sobre el fago, excepto el plomo y el mercurio. El Ca ejerce un
considerable efecto protectivo en una concentracién 10— M. La signifi-
cacién de estos efectos de los cationes sobre la estabilidad del fago no
esta bien .determinada. '

12
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Los efectos del pH sobre la inactivacién del fago T5 han sido estudia-
~dos por Adams (33), y sobre el T7 por Kerby y colaboradores (28). Entre
un pH 5.5 a 7.5 la proporcién de inactivacién parece ser independiente
de la concentracion de iones H, pero debojo de 5 y por encima de 9,
la inactivacién estd grandemente acelerado. Los 7 fages T son rdpido-
'mente inactivados con gases h’qui-dos.'. Esta inactivacién es mas bien del
orden fisico que del quimico. La proporcién de inactivacién no es afec-
tada per el gas O, N, o CO,, que, con la suspension del fogo,'esngi-
-tado. La kinética de esta inactivacién es de primer orden. Esta inactiva-
cién puede ser prevenida por la adicién de pequefias cantidades de pro-
teinas, y entre ellas la gelatina es la que ejerce un efecto protector mas
evidente.

2. Lo composicién quimica de la particula fago.

El andlisis quimico de la particula fago exige su purificacion previa,
siendo el mds simple y utilizable método el de la centrifugacion de lisa-
dos a baja y alta velocidad, controlada con el microscopio electrénico o
por la ultracentrifuga. En todos los virus un contenido de proteinas es
encontrado, que va acompafiado por la presencia del a. nucleico. El dcido
nucleico consiste-en una combinacién de nucleétidos; cada nucledtido con-
tiene una base de purina o pirimiding, ligada a una molécula de pen-
tosa, que, a su vez, lo estd a una de a. fosférico. La pentosa es una ri-
bosa en los nucledtidos del a. nucleico, derivado de la levadura, y una
desosirribosa en el a. nucleico extraido de la glandula tipo. Cada fraccién
de a. nucleico extraida de cualquier origen contiene o pentosa o desosi-
pentosa, y el componente a. nucleico se denomina a. ribonucleico (RNA)
y a. desosiribonucleico (DNA). Dos diferencias fundamentales son:

A. ribonucleico (RNA) A desosiribonucleico (DNA)
El azlcar es una pentosa: la El azlcar en una desosipentosa:
d-ribosa (C; H,, O)). la d-desosiribosa (C, H,, O,).

El uracilo es sustituido por su de-

Los nucledtidos son: guanina y ade-
2 9 Y rivado metilado: la timina, vy,

nina (purina), citosina y uracilo ]
P Y odemds, puede contener la 5-

{piridina). LT

P metilcitosina.

Se encuentra en el nucleolo y en Se localiza en la cromatina nu-
el citoplasma. clear.

13
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Interviene en la sintesis de las Interviene en la mitosis y en lo
proteinas. divisién celular.
Renovacién répida. - Renovacién lenta.

Recientemente, Watson y Crick (33a) han propuesto un nuevo esque-
ma estructural para la sal del dc. desosiribonucleico. Dos cordones en
espiral estarian enrollados alrededor del mismo eje. Las dos cadenas qui-
micas estan mantenidas ]pnfoé por bases purina y pirimidina, que, a su
vez, estarian apareadas por enlaces H. La estructura es tal, que Uni-
camente los especificos pares odénina-purina y guanina-citosina enlazan.
Esto implica que la proporcién de las bases en los dos pares es igual
¢ uno. La molécula del DNA es muy grande (peso molecular ertre
580.000 y 1.000.000), tiene forma muy alargada y probablemente adap-
ta una configuracién en espiral. Parece ser, pues, que el DNA infervie-
ne en la mitosis y su funcién estd directamente ligada con la reproduc-
cién celular, mientras que el RNA gobierna la sintesis proteica en el
citoplasma y determina primariamente los procesos de crecimiento.

Las preteinas de los virus parecen contener la estructura de las pro-
teinas en general; es decir, aminodcidos en cadena formando el polipép-
tido. En lineas generales, nuestros conocimientos de la estructura de las
proteinas y a. nucleicos son demasiado inadecuados para permitirnos una
interpretaciéon de las actividades biclégicas de una ndcleo-proteina, en
términos de su estructura quimica. Un nimero de proteinas estdn asocia-
das con grupos simples de no proteinas (grupos prostéticos) que, algunas
veces, son iones metales y, otras, compuestos orgdnicos. En las profeinos:
con actividad enzimdtica, los grupos prostéticos pueden ser necesarios
para su actividad. La unién de la proteina y a. nucleico es todavia ma-
teria de controversia. Los enlaces entre los grupos acidos y bdsicos del
a. nucleico y de la proteina 'son probablemente intrincados. Es dudoso
que nosotros podamos hablar con justificacién de nécleo-proteina como
entidad quimica. Sin embargo, a pesar de nuestra ignorancia en relacién
a la funcién quimica de les nicleo-proteinas, algunas ideas sobre su posi-
ble” papel biolégico han sido derivadas de los conocimientos obtenidos de:
su distribucién y relativa cantidad en la materia viva. Las nicleo-protzinas
han sido encontradas en los nicleos celulares; en las unidades citoplds-
micas, asi como en los virus, lo cual hace pensar en su intervencién para
la formacién del nuevo material biolégico formado.

Ahora bien, la purificacién del fago es relativamente fécil, ya que

14
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los lisados bacterianos no contienen otros elementos de tamafo compara-
bles o' las caracteristicas de la particula fago. La diferencial centrifuga-
cién ha sido principalmente empleada. Los colifagos estudiados estdn
compuestos de cerca de un 50 por 100 de a. nucleico, tipo DNA, y ctra
mitad- de proteina, junto con pequefias cantidades de RNA y un mate-
rial lipoide ester soluble. Recientes trabajos, utilizando técnicas de aleja-
miento de indicios de restos bacterianos por precipitacién serolégica (tra-
bajos de Cohen y Arbegast) (34), parecen demostrar que tanto los lipidos
como el RNA no son esencial constituyente del fago.

Por ofra parte, lo complejo de la estructura del fago indica el alto
grado de diferenciacién que la nicleo-protefna fégica puede exhibir den-
tro de cada particula. Recientes trabajos ‘indican que una parte, y posi-
blemente la totalidad de la proteina de algunos fagos grandes, forman
una capa exterior que no participa en la reproduccion del fago (trabajos
de Hershey y Chase) (35). Ademdés, la cuantitativa composicién de un
bacteriéfago parece que varia con el medio en que la bacteria se des:
arrolla: Por ello, una detallada comparacién de las diferencias cuantita-
tivas en su composicién entre diferentes fagos no puede ser muy demos-
trativa, ya que tenemos una falta de conocimientos en relacién al po-
sible significado de tales diferencias. Asi tenemos que los trabajos de
Evans (36) con el Té obtiene una mayor cantidad de adenina que de
guaning, lo contrario de lo observade en la bacteria infectada. La com-
posicién aminodcida de la fraccién proteinica del fago difiere también
de la del huésped. Ya dnteriormente, Polsen y Wyckoff (37) comprobaron
que el contenido en aminodcidos del T4 era muy semejante al de la
célula huésped E. coli; sin embargo, habia una clara diferencia en el
contenido del RNA, tipo que predominaba en la bacteria.

Ahora bien, una unidad infecciosa purificada y seca, obtenida de un
colifago grande, pesa alrededor de 10— gr., de acuerdo con el peso
calculado de la particula. Esto, sin duda, refleja la alta eficacia de este
método de titulacién. El contenido en fésforo d& una particula fégica T2
es, aproximadamente, de 5 X 10° dtomos por unidad infecciosa, corres-
pondiendo a 2 X 10°, 5 x 10° nucleétidos por particula (trabajos de
Hershey y colaboradores) (38). Por otra parte, el DNA de los fagos T2,
T4 y Té, del E. coli, contiene una no frecuente pirimidina: la hidrosilmetil--
cytosina, en lugar de la cytosina (trabajos de Cohen y "Wycm) (39). La
nueva pirimidina no ha sido aislada-nada més que de estos fagos y pu-
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diera representar un Unico constituyente de ellos. El fago T2 contiene
32,0 moléculas de adenina; 33,2 de tymina; 17,9 de guaning, y 17,0 de
el nuevo pirimidina, por 100 moléculas de nucledtidos. Esto representa
un notable avance, no solamente en nuestros conocimientos sobre el dcido
nucleico, sino también en la realizacién' del grado de especificidad del
proceso quimico, que es afectado en la sintesis del virus, y nos dice hasta
qué nivel un virus infectante puede actuar sobre la maquinaria sintética
de la célula bacteriana; pero sobre esto hemos de insistir mds amplia-
mente en ofra parte de esta revision. '

En relacion a la composicién quimica de los ‘«ghosts», los recientes
trabajos de Herriott (40} demuestran que contienen indicios de pH y
cerca de 3,5 a 4 por 100 de triptofano y escasa tirosina. La solucién de
tirosina causa un marcado decrecimiento en las” propiedades liticas de
los «ghosts», pero la desosiribonucleasa no ejerce efecto alguno. Todo
esto indica que el a. nucleico y otras posibles estructuras de este virus
no son esenciales para la especifica absorcién y para la lisis del huésped.
Esto limita el sitio donde radicarian dichas propiedades, que seria en la”
porcién proteina del virus. Por Gltimo, hemos de hacer resaltar la ausen-
<ia de polisacdrido en los fagos estudiados, especialmente en el T2, estu-
dio llevado a cabo por Hook y colaboradores (27). Es notable este hecho
en virus de relativa y compleja estructura y ello aumenta la significa-
cion de la closificacién serolégica de los fagos. Es bien sabido zémo
redcciones cruzadas anormales y sin sentido son debidas a similares po-
lisacaridos' antigenos, que pueden estar ampliamente distribuidos sin olan
alguno en animales, plantas y bacterias. Otras tentativas a fin de iden-
tificar compuestos de fago han sido realizadas utilizando andlisis enzi-
maticos. Asi la desosiribonucleasa no inactiva los virus bacterianos aunque
aleja parte del a. nucleico. Muchos virus bacterianos son resistentes a
todos -los enzimas ‘ensayados (trabajos de Kalmanzon y Bronfenbren-
ner) (41).

€
3. El bacteriéfagoe como antigeno.

Si, como es bien sabido, las propiedades especificas de los virus, ya
estén en estado extracelular como intracelular, dependen fundamental-
mente de su estructura quimica y de la organizacién del material virus,

) los métodos serolégicos serdn un medio precioso para el estudio de los
virus. Sabemos cémo la presente metodologia de la fisico-quimica y qui-
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mica de las proteinas, incluyendo andlisis elementales y de aminodcidos,
difusién, sedimentacién, medida de absorcién de la luz y la electrofo-
resis, nos dice muy poco acerca de las bases estructurales de la especi-
ficidad biolégica de las proteinas. Esta especificidad puede depender de
detalles de organizacién y plegamiento de la cadena polipéptida, de-
talles que desaparecen gn el curso del andlisis quimico y que no son re-
velados por los métodos fisico-quimicos. Los andlisis serolégicos represen-
tan una técnica’ mucho mds fina. Un antigeno es un reactivo quimico ca-
paz de distinguir .aquellos detalles de organizacién de la cual ha de
depender su especificidad funcional. Cada virus contiene antigenos espe-
cificos distintos de los del huésped sobre el cual él se desarrolla. Los
anticuerpos antivirales no solamente permiten el reconocimiento e iden-
tificacién de un' particular virus, sino también el reconocimiento y me-
dida del material virus en el interior del huésped, aunque este material
nc sea posible extraerlo en estado infeccioso. Los métodos serolégicos
permiten reconocer semejanzas y diferencias entre las razas de virus. Ello
nos da un muy Util criterio para la clasificacién de los virus y nos abas-
tece de una muy valiosa informacién epidemiolégica. Como es bien $a-
kido, cuando un antigeno es mezclado con su hemélogo antisuero, las
reacciones observadas dependen de las propiedades fisicas del antige-
no y de la multiplicidad de las funciones antigénicas que él posee. Los
tipos de reacciones antigeno-anticuerpo pueden ser divididos en tres gru-
pos: 1.° Reacciones en que son observados cambios en el estado de dis-
persién del antigeno, tales scn la precipitacién o aglutinacién. 2.° La
reaccién de fijacién del complemento, en la cual utilizamos un tercer ele-
mento, constituyente normal del suero sanguineo del cobaya, el com-
plemento. La fijacién del complemento queda demostrada con la utiliza-
cién de un sistema indicado «r», constituido de hematies de carnero y sue-
ro antihematies de carnero. 3.° El tipo de reaccién afecta a cambios en
la infecciosidad del virus como resultado de su combinacién con el anti-
cuerpo. Esta es la llamada reaccién de neutralizacién. -La pérdida de la
actividad del virus, como resultado de su combinacién con el anticuerpo,
sugiere que alguna porcién esencia de la particula virus suspende su
funcionamiento al combinarse con el anticuerpo. L
Ahora bien, los fagos son generalmente buenos antigenos. En ellos
existe una rigurosa autonomia serolégica. Algunos bacteriéfagos son me-
jores antigenos que otros. Las reacciones fago-anticuerpo son, en esen-
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cia, similares o las observadas en otros sistemas antigeno-anticuerpo. Los
anticuerpos especificos pbseen la capacidad de neutralizar o inactivar la
actividad del fago cuando el antisuero preparado se mezcla en propor-
ciones adecuadas con él, causa aglutinacién o precipitacién de los ele-
mentos reaccionantes. Dos fagos activos sobre la misma bacteria son, con
frecuencia, serolégicamente distintos. El suero antifago, previamente ago-
tado por la bacteria huésped, retiene su plena actividad hacia el fogo,
con el cual el suero fué preparado. En ningin caso los fagos estdn re-
lacionados serolégicamente con la bacteria huésped. La especificidgd se-
rolégica es muy constante en los bacteriéfagos; las reacciones serolégi-
cas revelan agrupamiento e individuos aislados entre los virus que actian
sobre los mismos huéspedes o huéspedes afines. Por ejemplo, los siete
fagos de la serie T ha sido observado que pertenecen a cuatro grupos
serolégicos distintos: T1, T2 T4 T6, T3 T7, TS. Los anticuerpos frents al
72 neutralizan al T2 més que al T4 y Té, pero tienen alguna accién so-
bre los tres. El antisuero T4 neutraliza al T4 en forma mds intensa que
-al T2 y Té. Si el antisuero T2 es absorbido con T4, aleja una gran parte
del titulo anticuerpo; sin embargo, le queda todavia un resto que reac-
ciona con el.T2, pero escasamente con el T4 y T6. Esto prueba que el T4
y T6 tienen un componente antigénico comin con el T2. Por contrasts, el
T2 y T6 son fécilmente distinguidos al ser probados con su, antisuero co-
rrespondiente. Todo esto nos desmuestra cémo lo mismo que en los gér-
menes y en los tejidos flos virus contienen antigenos especificos tipc y
especifico de grupo. : :

Las reacciones cruzadas generalmente se presentan Unicamente entre
los bacteriéfagos que son similares en ofras caracteristicas, como, por
ejemplo, en morfologia. Por ello; la serologia nos da una conveniente base
para la clesificacion del fago. Asi vemos que por la reaccién inmunolé-
gica el T1 y T5 no guardan relacién el uno con el ofro, ni con los otros
miembros del grupo T2, T4, Té y los mismos con el T3 y T7. Lo . interesan-
te es que estas diferencias y semejanzas tienen paralelo en la merfologia
de los fagos. El T2, T4, T6 tienen forma de raqueta y son morfolégica-
mente idénticos. T3 y T7 son esféricos y no tienen cola. El T1 y T5 tienen
cola, pero las cabezas son esféricas y de muy diferentes tamafios. Se hace
rotar como dos métodos de clasificacién independientes, el morfolégico y
serolégico, dividen los siete virus del coli B én los mismos cuatro grupos.
Esto nos demuestra la bondad y calidad de estos métodos de clasificacién.
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Es interesante comparar el agrupamiento por reacciones serolégicas con
el agrupamiento segin resistencia cruzada. Las reacciones indicadas por
las dos propiedades no se corresponden, indicando que la resistencia cru-
_zada no proporciona base para demostrar las relaciones naturales entre
fagos. La reaccién de aglutinacion puede ser observada utilizando con-
centradas suspensiones de fagos, particularmente si él es una particula
grande. La reaccién de neutralizacién es la mas importante, especialmen-

- te porque los métodos de titulacién del fago permiten precisos, estudios

cuantitativos del proceso de neutralizacién. Cuando se mezcla fago con
suero inmune, se reduce el ndmero de particulas activas, segln se deter-
mina. por titulacién; la reduccién es proporcional a la potencia del anti-
suero, pero independiente del total volumen del fago (ley de porcentaje
de Andrew y Elford) (42). Esta ley se mantiene verdadera en tanto que la
cantidad de fago presente es pequefia, comparada con la del anticuerpo.
Otro segundo hecho fundamental es que la neutralizacién especifica del
fago por su antisuero es irreversible. El fago por el suero no es reactivado
por dilucién. Algunos pueden ser reactivados por vibraciones sénicas fira-
bajo de Anderson y Doerman) (43) y por tratamiento del complejo con pa-
paina (Kalmanzon y Bronfenbrenner) (41); esto indica que la particula fago
estd revestida por el anticuerpo, pero no destruida. La constante propor-
cién de inactivacién es una caracteristica de la actividad de' un determi-
nado antisuero frente al fago. ‘Un buen antisuero puede inactivar el 99
por 100 de una suspensién de fago, en la dilucién 1/100. El antisuero no
tiene accién sobre virus absorbidos o que se hallan en el interior de la
célulo. La presencia del antisuero inhibe vigorosamente la absorcién del
virus sobre la célula bacteriana. Las particulas residuales del fago, no to-
talmente inactivadas por el suero, son absorbidas sobre las bacterias a la
velocidad corriente y se multiplican como si el suero no estuviera presente.
Sin embargo, ofras particulas fagicas que sobreviven, al tratamiento por
el anticuerpo son modificadas. Ellas son absorbidas menos répidamente
por la bacteria sensitiva. Por otra parte, el virus inactivado por el suero,
en confraste con el inactivado por la luz UV, no toma parte en el fend-
meno de interferencia. Una importante cbservacién es hecha patente por
Delbruck (44) al comprobar cémo el anticuerpo-fago no puede prevenir
la multiplicacién del fago que ya habia sido absorbido por la bacteria
sensitiva. Resulta imposible eliminar con antisuero el fago que porta en
su interior ‘una bacteria liségena, la cual ‘continvard llevando este iago
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iatente. También ha sido observado que una particula fago es capaz. de
cbsorber 5.000 moléculas de anticuerpo, pero la obsorcién de un prome-
dio de 90 moléculas seria suficiente para suspender la reproduccién del
fago.

Cuando el fago estd parcialmente envuelto por el anticuerpo y, por
tanto, no es atacado el lugar crucial, la bacteria no absorbe Unicamente
ei fago, sing que se reproduce. Para explicar estos resultados, Burnet y
colaboradores (45) han propuesto la existencia de dos tipos de receptores,
sobre el fago, que designarcn A y B. Uno para el anticuerpo que se com-
‘bina con el receptér A, que pueden ser varios cientos. Los anticuerpos no
se combinan con los receptores B, que son los responsables de la absor-
cién especifica de las particulas fagicas, por la. superficie de la bacteria,
si bien pueden bloquear en parte esta absorcién: Burnet observa que las
bacterias muertas con formol y tratadas con fago son aglutinadas por el
suero antifago homélogo, pero no por el heterélogo. Esto indica que el
fago es todavia capaz de reaccionar con antisuero cuando es absorbido
por una baeteria muerta. Tiffany y Rokieten (46) han observado que la
absorcién del fago por el enterococo es prevenida si la bacteria es ore-
viamente puesta en contacto con el suero inmune antes de la adicién del
fago. Delbruck (44) ha aportado la idea de que el efecto inhibitorio del
suero antibacteriano puede ser utilizado para la rdpida titulacién de tal
suero, y ha sugerido que donde el efecto es altamente especifico podria
ser aplicado a detallados estudios de estructura antigénica bacteriana. En
determinadas condiciones, un suero antibacteriano puede ser un mas efi-
caz inhibidor de la infeccién y multiplicacién fégica que su suero antifago.
Comprueba Delbruck que cuando un fago es absorbido por su célula sen-
sitiva el subsiguiente tratamiento con antisuero no interfirié su multiplica-
cién, El periodo latente y el volumen de ruptura quedan sin afectar: Este
factor ha sido demostrado ser 0til, ya que permite estimar la cantidad de
fago libre y absorbida. El no absorbido habia side ‘neutralizado por la
adicién del suero antifago.

Ahora bien, la superficie de la particula fago es de considerable com-
plejidad. Parece ser un mosaico de dos tipos de moléculas reaccionando
especificamente; una es antigénica, y reacciona con su anticlerpo homé-
logo; la ofra reacciona como un anticuerpo frente a determinado elemen-
to existente en la superficie de la bacteria sensible. Esta Gltima, los recep-
.tores B, son responsables del eslabén tipo especifico en la inféccién de la
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célula, es decir, de la absorcién especifica. Es bien conocido que el bac-
teriéfago puede ser inactivado por extractos de bacterias que lo absorben
especificamente y que la especificidad de muchos fagos estd relaciona-
da con la estructura antigénica de la bacteria. Los fagos salmonelas, di-
sentéricos, célera, estafilococos, ha sido observado que reaccionan especi-
ficamente con una superficie. especifica polisacérida. En otros casos, la es-
pecificidad puede estar relacionada con algtn otro tipo de antigeno, por
ciemplo, con el antigeno Vi o el R ¢ alguna substancia no identifizada
presente en la superficie de la célula. La actividad inhibitoria del extracto
bacteriano es raramente reversible, pero Birie (47) ha comprobado libera-
cién de fago de un b. megatherium muerto por el calor y tratadn
con lisocima, que hidroliza un carbohidrato de este organismo. Estudios
sobre el bloqueo de los receptores A y B por suero antifago o agentes in-
hibidores de él presentes en extractos de bacterias suscep’ribles indican
Gue los receptores A y B son muy numerosos y estdn situados contigua-
mente. Burnet y Freemann (45) observaron que los -recep‘roresv B podian
sef rdpidamente modificados por pasajes de fago-a través de razas hete-
rélogas, quedando el cardcter antigénico inalterado. El paralelismo fre-
cuente entre estructura antigénica y susceptibilidad al fago tiene su arli-
cacién en los andlisis de tipo antigénico. Asi, Levine y Frisch (48) descu-
brieron la existencia en el suipestifer de subgrupos. Rakieten (50) com-
. prueba que organismos del grupo subtilis absorben e inactivan “ciertos
tipos de fagos estafilocéccicos, y ello estaria relacionado con la capacidad
a producir aglutininas para las razas de estafilococos sensitivas al fago. »
Interesa hacer resaltar que con el empleo del fago como técnica suple-
mentaria en el andlisis antigénico su utilizacién no quedard reducida a ob-
tener lisis del cultivo bacteriano. Las suspensiones de bacterias muertas po-
drian ser empleadas para la inactivacion o absorcion del fago en forma
cuantitativa. Con ciertos fagos, tales como el tifico Vi, su absorcién estaria
especificamente relacionada con la presencia de antigeno Vi. En este ejem-
plo la absorcion especifica del fago por la bacteria viva no lleva como con-
secuencia necesaria la lisis del germen. Este paralelismo entre la estruc-
tura antigénica y la susceptibilidad del fago no significd que los grupos
determinantes antigénicos y los inactivantes sean idénticos. Los fagos es-
pecificos Vi de la S. tifica son absorbidos por bacterias desprovistas de
demostrable antigenc Vi.
Pero las particulas fago no son exclusivamente los antigenos especifi-
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cos fago. Lisados de bacteriéfago contienen componentes. ultrafiltrables,
‘que se combinan especificamente con suero antifage, aun cuando dicho
suero” haya sido elaborado inyectando al conejo particulas fago purifica-
das (trabajos de Alexander y Leydi) (51). Estas substancias solubles espe-
cificas fago o factores ultrafiltrables son puestos de manifiesto por su po- .
der de reduccién de la actividad neutralizante fagica de un suero. Ellos
tienen la misma reactividad cruzada serolégica que el fago correspdndien-
te. Estos factores tienen un gran interés, ya que pueden representar lo fun-
damental en la constitucién especifica del fago y lanzar alguna luz en
relacién con el proceso de sintesis del fago. Las particulas fagicas inmadu-
ras producidas por las bacterias infectadas en presencia del colorante pro-
. flavina, y semejantes a la cabeza del fago vacia, fijan el complemento con:
suero antifago, perc no se combinan con anticuerpos neutralizantes (traba-
jos de Luria y colaboradores) (52). Hay, pues, més de un tipo de antigeno
en algunos fagos. El antigeno que provoca anticuerpos neutralizantes
estd aparentemente localizado en la cola del fago, mientras otros anti-
genos, i_denﬁficqbleé por la prueba de fijacién del complemento, estéin lo-
calizados en la cabeza (trabajos de Lanni) (53). El anticuerpo frente al an-
tigeno de la cabeza no neutraliza el fago. Estas observaciones estan de
acverdo con la idea de que la cola del fago representa el érgano de
ligazén del fago a la célula huésped, pero sobre esto hemos de insistir
mds adelante. :
Ahora bien, el mecanismo inmunitario que actia sobre la bacteria es
_ineficaz frente a un virus situado en el interior de la célula huésped, y
puede ser relativamente ineficaz en prevenir la infeccion de la célula. La
célula huésped, sin embargo, puede adquirir una resistencia a la infec-
cién por determinados caminos y que en la actualidad han adquirido fun-
damental importancia, en relacién al proceso de inmunidad en virus.
La invasién de las células puede ser bloqueada si ella ha sido invadida
por una variante capaz de producir una infeccién latente o por ofro vi-
rus relacionado con el primero. Este fenémeno es de una importancia bio-
légica fundamental. La interferencia ha sido observada en tres distintos
virus animales.-En los bacteriéfagos fué observado en el afio 1942 por
Delbruck y Luria (54) y ha sido estudiado con el sistema de agentes T.
Los experimentos iniciales se hicieron para saber qué sucederia cuando una
mezcla de los fagos T1 y T2 infectaron una sola célula bacteriana. Se pre-
pararon-mezclas de estos dos fagos y se afiadieron a cultivos del huésped
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. como el coli B. No se observé diferencia entre la velocidad de absorcién
de los dos virus cuando estaban juntos o cuando se estudiaron separada-
mente. Sin embargo, el fago T2 se multiplicd; el T1 fué excluido por com-
pleto del proceso de multiplicacién. Tal resultado se observé siempre, al
menos que el T1 se afiadiera a la bacteria més de cuatro minutos antes
de la adicién del T2. El mismo resultado se observé después de inactivar
el T2 con la luz UV. En algunos casos, ningn virus dominé sobre el otro,
pero nunca se observé que una bacteria dada liberara ambas clases de
fago. En algunas ocasiones se observé un efecto depresor; por ejemgplo,
el volumen de ruptura del T1 en una mezcla con T2 pudo ser menor que
si el T1 fuera el Unico agente infeccioso presente. Los trabajos de Del-
bruck (55) parecen demostrar la existencia de un efecto de exclusién
mutua; Unicamente la primera particula activa del fago que es absorbida
por la bacteria es capaz de multiplicarse intracelularmente. Otras particu-
las fago, de la misma u otras especies, suficientemente absorbidas, no se
multiplican. Se considera la existencia de un cambio en la permeabilidad -
de la membrana celular que es stbitamente establecido después de que la
primera particula viral ha penefrado en la célula. El efecto depresor-de
un segundo virus, probablemente absorbido por el huésped, es dificil de
explicar. Este efecto es disminuido si suero antifago es ofiadido después
de que el virus ha sido absorbido por la bacteria. Bajas concentraciones
de suero antibacteriono pueden también disminuir este efecto depresor,
aunque no es capaz de prevenir la absorcién del segundo virus; en resu-
men, cuando una bacteria infectada con fago T1 es su.perinfec'rdda con
fago T2, Unicamente el T1 se desarrolla. Viceversa, preestablecido el T2,
oreviene el desarrollo del T1. Este fenémeno ha'sido llamado de exclu-
sibn mutua. Pero ¢qué sucede cuando un fago virulento es llevado a com-
petir con uno moderado? Weigle y Delbruck (55) inducen el desarrollo
del profago en una raza coli K12 (4) e infectan la bacteria inducida con
fago T5; del andlisis de las particulas aparece que la produccién ¢ ma-
duracién del fago * es bloqueado por el fago T5. También ha sido obser-
vado por Jaccb (55 b) ofro tipo de exclusién entre fcgds moderados, de-
nominados 1 y 8 del P. pyocyanea. Después de mezclados, e infectado el
huésped, una gran mayoria de bacterias producen fago 1, los menos
fago 8, pero ni una sola bacteria produjo jamés ambos fagos. Estc es
una cosa de tipo de exclusién mutua o cruzada. Otro fenémeno ha sido
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cbservado por Jacob en el pyocyanea con dos fagos, que, como conse-
cuencia de ser una infeccién sincrénica, son compatibles y pueden des-
arrollarse simultdneamente. Si una bacteria en la cual uno de los fagos se
ha desarrollado durante 35 a 40 es -infectado con el fago heterdlogo,
ningtn fago es producido y la bacteria no se lisa. El mecanismo de este
proceso, en virtud del cual un fago puede detener completamente el des-
arrollo de otro, nos es complq;omenfe desconocido.



