VOLUMEN 13. 1960 OCTUBRE - DICIEMBRE. NUMERO ¢4

(~ 9

blizada, o
el Tnstituty ‘gmfm”&dawho{w olrgl.
‘glwd"”z& licratidt Shaiiok

CONSEFO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS
MADRID



TODA LA CORRESPONDENCIA SE SOLICITA EL CAMBIO

DEBE DIRIGIRSE A ON PRIE L’ECHANGE
MICROBIOLOGIA ESPANOLA AUSTAUSCH ERWUNSCHT
JOAQUIN COSTA, 32 - MADRID, 6 (ESPANA) EXCHANGE DESIRED

Suscripciéon (4 ntmeros): Espafia, 110 pta.; extranjero, 150 pta.
Nimero: Espafia, 30 pta.; extranjero, 40 pta.

OTRAS REVISTAS DEL PATRONATO «ALONSO DE HERRERA»
DEL C.S. 1. C.

ANALES DE EDAFOLOGIA Y AGROBIOLOGIA (publicada por el Instituto
Nacional de Edafologia y Agrobiologia. Madrid). Mensual. Suscripcién: Espaiia,
160 pta.; extranjero, 240 pta. Numero: Espafia, 20 pta.; extranjero, 30 pta.

ANALES DE LA ESTACION EXPERIMENTAL DE “AULA DEI” (Esta-
ci6n Experimental de “Aula Dei“. Zaragoza). Irregular. Suscripcion: Espafia,
120 pta.; extranjero, 160 pta. Niimero: Espafia, 40 pta.; extranjero, 50 pta.

ANALES DEL INSTITUTO BOTANICO “A. J. CAVANILLES” [Anales del
Jardin Botanico de Madrid] (Instituto “A. J. de Cavanilles”. Madrid). Anual.
Suscripciéon: Espafia, 190 pta.; extranjero, 220 pta. Namero: Espafia, 200 pta.:
extranjero, 230 pta.

ANALES DEL INSTITUTO DE INVESTIGACIONES VETERINARIAS
(Instituto de Investigaciones Veterinarias. Madrid). Anual. Suscripcién: Es-
pafia: 150 pta.; extranjero, 175 pta. Numero: Espafia, 160 pta.; extranjero,
185 pta.

ARCHIVOS DEL INSTITUTO DE ACLIMATACION (Instituto de Aclimata-

cion. Almeria). Semestral. Suscripcién: Espafia, 80 pta.; extranjero, 100 pta.
Niamero: Espafia, 45 pta.; extranjero, 60 pta.

ARCHIVOS DE ZOOTECNIA (Departamento de Zootecnia. Cérdoba). Trimes-
tral. Suscripcion: Espafia, 100 pta.; extranjero, 165 pta. N{imero: Espafia,
30 pta.; extranjero, 60 pta.

CEDRO (Instituto de Estudios de Jardineria y Arte Paisajista. Madrid). Tri-
mestral. Suscripcién: Espafia, 100 pta.; extranjero, 160 pta. Nfimero: Espa-
fia, 30 pta.; extranjero, 45 pta.

COLLECTANEA BOTANICA: (Instituto Botdnico Municipal. Barcelona). Anual.
Suscripcién: Espafia, 100 pta.; extranjero, 125 pta. Nttmero: Espafia, 110 pta.;
extranjero, 135 pta.

CURSILLOS Y CONFERENCIAS DEL INSTITUTO “LUCAS MALLADA?”
(Instituto “Lucas Mallada”, de Investigaciones Geoldgicas. Madrid). Anual.
Suscripcién: Espafia, 50 pta.; extranjero, 8o pta. Niimero: Espafia, 60 pta.;
extranjero, 70 pta.

ESTUDIOS GEOLOGICOS (Instituto “Lucas Mallada”, de Investigaciones Geo-
légicas. Madrid). Trimestral. Suscripcién: Espafia, 150 pta.; extranjero, 200 pta.
Numero: Espafia, 40 pta.; extranjero, 60 pta.

FARMACOGNOSIA (Instituto “José Celestino Mutis”, de Farmacognosia. Ma-
drid). Trimestral. Suscripcién: Espafia, 80 pta.; extranjero, 120 pta. Nime-
ro: Espafia, 25 pta.; extranjero, 40 pta.

GENETICA TBERICA (Laboratorio de Citogenética del Instituto “José Celes-
tino Mutis”, de Farmacognosia. Madrid). Trimestral. Suscripcién: Espafia,
70 pta.; extranjero, 110 pta. Ntimero: Espafia, 20 pta.; extranjero, 30 pta.

PUBLICACIONES DEL INSTITUTO DE BIOLOGIA APLICADA (lnstitu-
to de Biologia Aplicada. Barcelona). Cuatrimestral. Suscripcién: Espafia,
100 pta.; extranjero, 150 pta. Nimero: Espafia, 40 pta.; extranjero, 60 pta.






CONSEJO DE REDACCION

Prof. Dr. Gerardo Clavero del Campo, Presidente de la Sociedad de

Microbidlogos Espaoles.

Prof. Dr. Lorenzo Vilas Lépez, Director del Instituto «Jaime Ferrins,
de Microbiologia, del C. S. I. C., y Secretario de la Sociedad de Mi-

crobidlogos Espaiioles.

Dr. Eduardo Gallardo Martinez, Jefe de Seccién del Instituto «Jaime
Ferrin», de Microbiologia, del C. S. I. C.

Dr. Miguel Rubio Huertos, Jefe de Seccién del Instituto «Jaime Ferrdn»,

de Microbiologia, del C. S. I. C.
Dr. Ricardo Salaya Ledn, Bibliotecario de la Sociedad de Microbid-

logos Espaiioles.

Secretario: Dr. Luis Sinchez Palomino.

INDICE

Péginas

Tas zonas poco densas a los electrones en cortes ultrafinos de
bacterias y su relaciéon con los nicleos bacterianos, por Mi-
guel Rubio-Huertos y Paul R. Desjardins ... ... ... ... ... 329

Efectos producidos por el telurito potasico sobre el desarrollo de
los Azotobacter en medios de cultivo solidos, por V. Callao y
E. Montoya ... ... ... ... .. il il et et it et e eee eee eee e 351

Termorresistencia y activacién del virus vacunal, por Angel P.
Garcla-Gancedo y Carmen Gil... ... ... ... ccovos e vee oee oo 301

Estudios sobre la debariocidina. II. Influencia de la relacién su-
perficie/volumen en la produccién, por Julio Pérez Silva y
Rosario Gil Alvarez ... ... ... ... ... ... ... oo coi e e eee o 381

The growth of Nocardia V. on various aromatic compounds, by
Julio Rodriguez-Villanuweva ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 387

Desarrollo de la resistencia a penicilina, estreptomicina y aureo-
micina en Mycobacterium phlei y Escherichia coli, por Ge-
noveva Tejering ... ... ... ... ... i cir eer cie eer e wee oo 303

Un método rapido y sencillo para el aislamiento de nuevos mi-
croorganismos productores de antibidticos, por Emilio Mu-
fioz Ruiz y Julio Rodrigues-Villanueva ... ... ... ... ... ... 409



VOLUMEN 13 1960

(Q 9

ol Onotituto “Iuine Forvin” de Microbiologia
‘ﬂlmJ'Z%{e Yicrofit ggﬂz

CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS
MADRID



CONSEJO DE REDACCION

Prof. Dr. Gerardo Clavero del Campo, Presidente de la Sociedad de
Microbidlogos Espafioles.

Prof. Dr. Lorenzo Vilas Lépez, Director del Instituto «Jaime Ferrén»,
de Microbiologia, del C. S. I. C., y Secretario de la Sociedad de Mi-

crobidlogos Espafioles.

Dr. Eduardo Gallardo Martinez, Jefe de Seccién del Instituto «Jaime
Ferran», de Microbiologia, del C. S. 1. C

Dr. Miguel Rubio Huertos, Jefe de Seccidn del Instituto «Jaime Ferrin»,
de Microbiologia, del C. S. L. C.

Dr. Ricardo Salaya Ledn, Bibliotecario de la Sociedad de Microbié-

logos Espafoles.

Secretario: Dr. Luis Sidnchez Palomino.

TODA LA CORRESPONDENCIA SE SOLICITA EL CAMBIO
DEBE DIRIGIRSE A ON PRIE L’ECHANGE
MICROBIOLOGIA ESPANOLA AUSTAUSCH ERWUNSCHT

JOAQUIN COSTA, 32 - MADRID, 6 (kSPANA) EXCHANGE DESIRED

Suscripcién (4 ntimeros): Espafia, 110 pta.; extranjero, 150 pta.
Namero: Espafia, 30 pta.; extranjero, 40 pta.



INDICE

Actas de la Sociedad . ..

Alonso, M.2 Luisa, vy Po"rtoles A——Comporta.mlento de la ﬂora
bacteriana aerobica de lactantes frente a los antibioticos...

Alonso, M2 Luisa—Véase Garcia-Gancedo, A. P.

Alonso, M.» Luisa.—Véase (Gil, Carmen.

Callao, V., vy Montoya, E—Efectos producidos por el telurito
potasico sobre el desarrollo de los Azotobacter en medios de
cultivo sodlidos ...

Desjardins, P. R—Véase Rubw Huertos ’\{

El Premio “Francisco Franco”, de Ciencias ... ... ... ... ... ...

Gallardo, E.—Véase Garcta-Gancedo, A. P.

Gallardo, E—Véase Gil, Carmen.

Garcia-Gancedo, A. P.; Alonso, M.* Luisa, y Gallardo, E.—En-
sayos con el 2,4-diclorofenoxiacético (2,4 D) sobre los virus
rabico fijo, poliomielitico, vacunal y encefalitico equino Oes-
te wm vitro e m vivo ... ... .

Garcta-Gancedo, A. P.; Alonso, M Lulsa, y Gallardo E—En-
sayos con el 1nd01~3—acet1co sobre los virus rabico fijo, polio-
mielitico, vacunal y encefalitico equino Oeste, i vitro e in
VIO ... ... .. .

Garcia-Gancedo, A P—Vease Gzl C‘armen

Garcia-Gancedo, A. P., y Gil, Carmen.—Termorresistencia y ac-
tivacién del virus vacunal . e

Gil Carmen; Garcia-Gancedo, A P Alonso Mq Lulsa, y Ga—
llardo, E.-Estud10 comparativo de diversas cepas de wvirus
vacunal cultivadas sobre células HeLa. (Conclusion.) ... ...

(il, Carmen.—Véase Garcia-Gancedo, A. P.

(+il, Rosario.—Véase Pérez-Silva, J.

Montova, E—Véase Callao, V.

Morales, J]—Nuevo estudio biolégico del género Azotobacter
(descubrimiento de sus formas L) .. e e e

Morales, J—Nuevo estudio biologico del género Azotobwcter
(descubrimiento de sus formas L). (Conclusién.) ... ... ... ...

Moreno, R—Véase Rubio-Huertos, M.

Muiioz, E., v Rodriguez-Villanueva, J—Un método rapido y sen-
cillo para el aislamiento de nuevos microorganismos produc-
tores de antibiéticos ... ..

Pédginas

223

I0I

351

327

31

49

361

311

59

409



Otero, R., y Regueiro, B.—Estudios sobre el metabolismo en-
zimdtico del Streptomyces griseus. 11. Actividad e-manosi-
dasica ... ... .. e

Otero, R., y Reguezro B—Estudlos sobre el metabohsmo en-
zimatico del Streptomyces griseus. 111. Actividad fosfatésica.

Otero, R., v Regueiro, B.—Estudios sobre el metabolismo enzi-
matico del Streptomyces griseus. IV. Actividad lipasica ... ...

Pérez Silva, J., y Gil, Rosario—Estudios sobre la debariocidi-
na. I. Accién in witro sobre las levaduras aisladas de enfer-
mos tratados con antibidticos ... ... ...

Pérez Silva, J., v Gil, Rosario. —Estud1os sobre la debar10c1d1-
na. II. Influencia de la relaciéon superficie/volumen en la
produccién ... ... . e e

Portolés, A—Viéase Alonso M Lulsa

Primer Congreso Internacional de Histoquimica y de Citoqui-
mica . .. e e e e e e e

Regueiro, B —~Vease Otero, R.

Regueiro, B.—Véase VVaamonde, Ramona.

Rodrigues-Villonueva, J—Characterization of a newly isolated
strain of Actinomycete identified as Nocardia V. ... ... ...

Rodriguez-Villanueva, J—The growth of Nocardia V. on various
aromatic compounds ... ... ... .. .

Rodriguez-Villanueva, J—Véase M uiioz, E

Ronda, E.—Estudio de la accién de varios compuestos de amonio
cuaternario frente a los virus vacunal y encefaliticos equinos
Este y Oeste ... ... ... C e e e

Ronda, E.—FEstudio de la accion de varios compuestos de amo-
nio cuaternario frente a los virus vacunal y encefaliticos
equinos Este y Oeste. (Conclusién.) ..

Rubio-Huertos, M. y Moreno, R—Blbhograﬁa e e

Rubio-Huertos, M., v Desjardins, P. R—Las zonas poco den-
sas a los electrones en cortes ultrafinos de bacterias y su
relacién con los niicleos bacterianos ... ... . .

Sdnchez, L.—Conferencia en la Academia de Clenaas de Nue—
va York . . e e e

Tejerina, Genoveva. —ADesarrollo de la resistencia a pemcﬂma
estreptomicina y aureomicina en Mycobacterium phlei y Es-
cherichia coli ... ... e e ..

Vaamonde, Ramona, y Reguezro B——Estudlos sobre el meta-
bolismo de los 4cidos nucleicos en las bacterias. IV. Influen-
cia de algunos factores sobre la actividad enzimatica de
filtrados de bacterias en el acido ribonucleico (ARN) ... ...

Paginas

I5

225

241

w
[o)

381

100

387

187

257
]

329

221

393



C.SILC
INSTITUTO «FAIME FERRAN>, DE MICROBIOLOGIA

CITRUS EXPERIMENT STATION. RIVERSIDE, CALIFORNIA

LAS ZONAS POCO DENSAS A LOS ELECTRONES
EN CORTES ULTRAFINOS DE BACTERIAS Y SU
RELACION CON LOS NUCLEOS BACTERIANOS ()

POR
Micuer RUBIO-HUERTOS y Paur R. DESJARDINS

INTRODUCCION

Hasta hace unos quince afios, aunque se habia estudiado con detalle
la morfologia de la mayor parte de las bacterias, no se habia concedido
importancia al estudio de su estructura celular, rpriﬁcipa‘fmente por su
pequeilo tamafio y por ser consideradas casi siempre en su aspecto pa-
tégeno o fermentativo. Con el auge de la Bioquimica y sobre todo de
los estudios de fisiologia celular y el concepto de unidad bioquimica ce-
lular, se vio en las bacterias los elementos unicelulares ideales para es-
tos estudios, comprendiéndose entonces la importancia de la investiga-
con citolégica bacteriana y su comparacion con la de las células de or-
ganismos superiores. Técnicamente, los nuevos métodos de tincion de
elementos nucleares de Robinow y el empleo del microscopio electro-
nico han contribuido enormemente a estas investigaciones, aunque al-
gunos de los problemas planteados, como, por ejemplo, la localizacién
del nticleo en las bacterias, no estén completamente resueltos.

~ En este trabajo intentamos aclarar las relaciones que puedan exis-
tir entre las estructuras vacuolares en las bacterias que en él describi-
mos v los nticleos de células de tipo superior. Para mayor claridad cree-

 (*) Un resumen de este trabajo ha sido publicado en Nature, 187, V, 1.043- °
1.044. 1960. ‘

Microbiol. Espaf., vol. 13. 1960. 1
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mos necesario presentar de antemano un breve resumen del estado ac-
tual del problema (*).

Hasta ahora, las observaciones con el microscopio electrénico, de sec-
ciones ultrafinas de numerosas especies de bacterias realizadas por di-
ferentes investigadores, han demostrado un tipo de estructura comun
que puede resumirse como sigue: una pared celular bien cleﬁmda una
membrana citoplasmatica, el citoplasma granular con una o varias in-
clusiones de material mas denso, v que han sido llamadas condrioides
por Kellemberger, v, ocupando generalmente la parte central de la_bac-
teria, una zona de forma irregular, que mas adelante describimos en
detalle, mucho menos densa a los electrones que el citoplasma. Los estu-
dios realizados con el microscopio corriente, siguiendo los métodos de
tincién de Robinow y algunas observaciones con el microscopio de con-
traste de fases, han llevado a la mayoria dé¢ los investigadores a asociar
esta zona con el nicleo de la bacteria, habiendo sido llamada, por lo
tanto, Kernvacuole, Kerndquivalent, nucleoide, focos nucleares y apa-
rato nuclear. Las estructuras reticulares que a veces se encuentran den-
tro de esta zona, han sido consideradas como materia nuclear, acido
desoxirribonucleico vy hasta han sido calificadas de cromosomas.

" Segfin Murray (16), haciendo una recopilacién de los tiltimos co-
nocimientos sobre Ia ‘estructura, naturaleza y localizacion del nucleo
bacteriano, existen dos teorias que pretenden explicarlo:

a) “El complejo cromatinico consiste en una ramificacién continua,
v el componente ADN (acido desoxirribonucleico) encierra o recubre
un componente méas fino de. ARN (acido ribonucleico) y proteina, for-
mando todo ello una estructura esponjosa situada dentro del. citoplasma
v ramificAindose dentro de éste; dependiendo del metabolismo de la
célula su grado de agregacién o dispersion. Se cree que tal estructura
esponjosa forma un caparaz(')n parcial alrededor de una zona de cito-
plasma, formando una’ estructura central No hay evidencia morfol6-
gica de que existan cromosomas”

h) “El complejo ¢romatinico estd contenido dentro de una zona de la
célula, caracterizada por su baja densidad a los electrones y una red
compleja de densas y muy finas fibras de ARN y proteinas. No se co-

(*) Para una informacién mayor sobre este tema se pueden consultar las
revisiones sobre citologia bacteriana en Bacterial Anat.,, 6th Symposium Soc. Gen.
Microbiol.,, 1956; The Bacteria, I, y Ann. Rev. Microbiol.
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rioce la distribucion del ADN dentro de esta red y la forma total y el
estado de sus elementos pueden ser modificados por factores fisicoqui-
micos, en estado vivo y durante la fijaciéon. La zona que contierie la
cromatina puede estar penetrada por ramificaciones o peninsulas del
citoplasma, que pueden llegar a éstar rodeadas completamente por la
cromatina agregada, formando una zona densa central”.

Ya el hecho de que existan dos teorias sobre el niicleo de las bacte-
rias y que su contenido sea realmente bastante vago, nos prueba dos
cosas: -primera, -que todavia no se sabe exactamente cual es la estruc-
tura del nicleo, ni donde esti localizado en la bacteria; y segunda, que
no se ha encontrado (o si se ha encontrado ha pasado desapercibida o
ha sido confundida con alguna inclusién celular) estructura alguna en
Ja- bacteria que pueda ‘ser comparada con los nficleos de levaduras,
hongos v organismos superiores de los cuales se conoce hastante bien
Ja morfologia, localizacion y estructura. e

MATERIALES Y METODOS

Hemos empleado células de Agrobacterium twmefaciens, estirpe B38,
del Departamento de Fitopatologia de la Universidad de Los Angeles
(California), cultivadas durante cuarenta y ocho horas en agar-caldo en
tubo inclinado, fijadas con permanganato potasico unas, y otras con
acido 6smico al 1 por 100 en tampdn de acetato de veronal, lavadas e
incorporadas en bloques de agar, que luego deshidratamos pasando por
la serie de alcoholes, segin las técnicas corrientes de deshidratacion y,
una vez deshidratados, incluimos en metacrilato que se endurece por
medio de radiacién ultravioleta durante doce horas. Los bloques de me-
tacrilato se tallaron convenientemente con una hoja de afeitar para co-
locarlos en el ultramicrotomo.

Las secciones fueron cortadas con un ultramicrotomo Porter-Blum, -
.con navaja de diamante.

Las microfotografias fueron hechas con un microscopio electronico
R. C. A., modelo E. M. U. 3B. '

" Como ejemplo’ de niicleos de un organismo superior, se deshidra-
taron trozos de ‘tallo de Lycopersicum esculentum, después de fijar con
dcido 6smico al 1 por 100 e incluyéndose en metacrilato, realizando los
cortes y observacion como en el caso de las hacterias. l
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Unos cortes se examinaron directamente, otros tras tinciéon con ni-
trato de lantano al 1 por 100 en alcohol etilico de 70 por 100, y otros
disolviendo el metacrilato con henceno y sombreando con paladio los
cortes libres. g

RESULTADOS

A) Observaciones en secciones wlirafinas de células de A. tumefa-
ciens, sin eliminar el metacrilato vy tratadas algunas con nitrato de lantano.

En' estos cortes se observaron las estructuras descritas por los dife-
rentes autores, es decir, pared celular, que parece estar formada por
dos capas bien definidas (figuras 1-2, P); membrana citoplasmatica (fi-
guras 1 y 2, m), estructura que hasta los trabajos de Chapman ha sido di-
ficil de distinguir por microscopia electréonica; un citoplasma granular
(figuras 1-4, C) v la zona poco densa a los electrones v que en las mi-
crofotografias que hemos obtenido presenta las siguientes caracteristicas :

&) En la mayoria de los cortes esta zona clara no se encuentra loca-
lizada en el centro de la bacteria, sino distribuida por todo el protoplasto
bacteriano (figuras 1-4). En otros casos esta zona aparece localizada en
la parte central de la bacteria. En cortes extremadamente finos, el area
facilmente atravesada por los electrones ocupa la mayor parte del proto-
plasto bacteriano (figuras 4 y 9).

h) El contenido de las zonas claras, en algunos casos presenta como
una finisima red de fibrillas con poco contraste, pero la mayoria de las
veces la zona clara parece vacia, es decir, tiene un contraste igual al del
fondo de la preparacién, y no se observa ningin tipo de estructura en
ella. Por iltimo, dentro de estas zonas vacias se encuentran, a veces, ma-
sas de material mas denso a los electrones que el citoplasma (figuras
5y 0).

El nitrato de lantano no parece que se deposite selectivamente en
ciertas estructuras, sino da solamente una mayor densidad a los elec-
trones a todo el corte, consiguiéndose asi una mejor resolucion en las
microfotografias, en comparacion con los cortes sin tratar.
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B) Observaciones en secciones ultrafinas de A. tumefaciens de lus
que se ha eliminado el metacrilato y seguidamente han sido sombrea-
das con paladio.

Las secciones embebidas en el metacrilato forman un bloque conti-
nuo. Al disolver ‘el metacrilato el corte queda sobre el soporte de colo-
dién o formvar con su relieve natural, que se puede hacer resaltar per-
fectamente con la técnica corriente de sombreado. De esta forma he-
mos podido comprobar que las zonas claras -a los electrones correspon-
den a espacios vacios, a thuecos, dentro del citoplasma bacteriano, uni-
dos o no entre si, o formando una vacuola central cruzada por algunas
fibras iconectadas con el citoplasma, y algunos granulos muy densos que
surgen también del citoplasma (figuras 7-9).

El haber realizado cortes de grosor iferente nos ha permitido tener
una idea de la posicién de esta zona clara o vacuola en profundidad, no
sobre un solo plano. ‘

La pared celular, empleando esta técnica, aparece formada por gra-
nulos o particulas esferoidales (figura g). No se puede distinguir bien
la membrana. citoplasmatica, aunque en algunos cortes muy finos, en
los que la pared celular esti bastante separada del protoplasto, se ve
una estructura que pudiera corresponder a dicha membrana, que, por
otra parte, aparece rota por varios sitios (figura 6, m), probablemente de-
bido a! angulo del corte y lo fino de la seccién.

C) Observaciones en secciones ultrafinas de tallo tumoral de L. es-
culentum L., de las que se ha eliminado el metacrilato vy sequidamente han
sido sombreadas con paladio.

Las células del L. esculentum, por su tamafio, apenas caben enteras en
el campo del microscopio electrénico; sin embargo, en ellas se pueden
apreciar claramente las siguientes caracteristicas: una fuerte pared celu-
lar; un citoplasma compuesto de fibrillas y granulos, formando una red
muy tenue, rodeando y entrecruzindose a través de una gran vacuola
que ocupa la mayor parte del protoplasto; diversos tipos de inclusiones:
plastidios, mitocondrias, etc.; y el nficleo, que constituye una masa densa
a los electrones, de un tamafio variable, pero mis bien grande en estas
células epiteliales y formado por una malla bastante tupida de fibrillas
con engrosamientos esferoidales rodeadas por una membrana, que en

5
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algunos puntos se puede observar con claridad (figura 3, m). El nucleolo,
que se puede ver en la mayoria de los cortes, parece estar.formado por
un material granular ‘muy fino y. muy apretado, siendo mas denso a- 10:
electrones que el ntcleo (figuras 11, 12 v 14 n).

DISCUSION

De los resultados obtenidos con los cortes de A. tumefaciens se des-
prende ura conclusién evidente, y es que las zonas poco densas a' los
electrones corresponden a vacuolas. En otras especies bacterianas se han
descrito ya sistemas vacuolares: Houwink (8) mostré en Halobacterium
halobium un sistema vacuolar comple]o, no relac1onado con el niicleo, y
Knaysi, trabajando con Mycobacterium thammopheos, concluyo que “el
efecto destructivo de la hidrélisis ‘4cida se debe atribuir a la presencia de
vacuolas en las células de este organismo™. En Thiovulum majus, Faure-
Fremiet (4) observo por medio de secciones ultrafinas la presencia de
vacuolas formando un sistema vacuolar que, en vida, parece estar for-
mado por inclusiones de azufre.

Respecto a que los sistemas vacuolares pudxeran estar relacxonados
con el ntcleo de las bacterias, a pesar de que la mayoria de los investi-
gadores (1-3, 5, 7, 11, 13, 15, 17 y 18) consideran que esta zona vai
“cuolar €s o contiene al nticleo o equivalente nuclear, los trabajos de
Knaysi (9) con Bacillus cereus, en el que observo la divisién y fusion de
granulos densos, indican que los nacleos corresponden.a areas més den-
sas que el c1t0p1asma, v.que algunas de las llamadas inclusiones citoplas-
maticas pudieran ser los verdaderos nficleos. Preusser (20), estudiando
secciones ultrafinas de Escherichia coli, llegd a la conclusién de que las
zonas de poca densidad a los electrones dentro de las células bacterianas,
son productos del metabolismo celular v no se pueden comparar con los
nticleos de organismos superiores.

Por otro lado, la correspondencia que parece haber entre las zonas
claras observadas en cortes ultrafinos con el microscopio electrénico y el
material nucléar teéfiido con el Feulgen, observado con el microscopio
corriente, es debida, ‘probablemente, al hecho de que al observar con el
microscopio corriente se ve la célula bacteriana completa, y toda ella en
foco al haber sido aplastada por la fijacion o desecacién contra el porta
v siendo imposible; por lo tanto, el ‘estar seguro de si el material tefiido
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. o R . . - .
Figuras 1 y 2. Secciones ultrafinas de A. tumefaciens incluidas en wmetacrilato.
Se pueden observar la pared celular, P, la membrana citoplasmdtica, m, v la sona,

poco densa a los electrones, de forma irregular. X 37.900
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2

Figura 3. Igual que las anteriores. En clla se ve la gona poco densa y una in-
clusion densa en el citoplasma, I. X 50.000

Figura 4. Una seccidon extremadamente fina en la que se pueden observar el
citoplasma esponjoso y la zona poco densa ecxtendida por toda la Dacteria
X 50.000



Figuras 5 vy 6. En estas secciones se observan vacuolas centrales y algunos cor-
piiculos densos dentro de las vacuolas. X 37.900 i
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Figura 7. Secciones ultrafinas de A. tumefaciens de las que se na eliminado
el metacrilato Se we un grupo de células cortadas en diferentes planos, mos-
trando los huecos correspondientes a las vacuolas. X 10.500

10



Figura 8, Igual a la anterior, con mayor awmento. X 34.000

11
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Figura 9. Secciones mds finas que las anteriores v que permiten ver la es-
tructira granular de la pared celular y la vacuola irregular. X 35.000

Figura 10. Una bacteria de la cual se ha cortado solamente una pequeiia capa
superior que permite ver la estructura interna

12
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Figura 11. Niicleo de una célula de L. esculentum. P, pared celular; C, citoplasma;
N, micleo; n, nucleolo. X 6.500 :

Figura 12. Mayor awmento de la parte central del niicleo de la figu-
ra 11 con el nucleolo en detalle. X 22.000

13
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Iigura r3. Corte de otra célula de L. esculentum. No se observa:el nucleolo. m, mem-
brana nuclear. X 7.500

14
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Figura 14. Un corte wn poco mds grueso de una célula de L. esculentum. X 10.000

15
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se encuentra dentro de estas zonas claras o dentro del citoplasma, por
encima o por debajo de las vacuolas o zonas claras y aparece superpues-
to sobre ellas.

Las imAgenes que hemos obtenido de estas zonas claras en algunos
cortes ultrafinos de A. tumefaciens, mostrando que esta zona clara se
encuentra distribuida irregularmente por todo el protoplasto y entremez-
clada con el citoplasma, no parecen indicar correspondencia alguna con
las imagenes obtenidas con la tincién nuclear de Feulgen o de Robmow,
con el microscopio corriente.

RJyter y Kellemberger, en 1958 (21), observaron el efecto de soluc1o—
nes salinas y diferentes metédos de fijacién sobre el aspecto que presen-
tan al microscopio electronico las estructuras que aparecen dentro 'de
esta zona clara, que ellos llaman zona nuclear, encontrando que segiin se
fijen las células en acido 6smico a pH 6, o pH 7 con iones calcicos, o
sean tratadas previamente con soluciones Asahnas, bacterias de la . misma
especie y de la misma edad pueden presentar estructuras diferentes, ta-
les como reticulos finos, en el caso de los iones célcicos; glomérulos mas
densos que el citoplasma en e] centro de la vacuola, cuando los cortes
han sido previamente tratados con soluciones salinas; y otras, como la
mayoria de las que nosotros hemos observado, en las que la zona vacuo-
iar no contiene ninguna estructura visible. Todo esto parece afirmar que
estas zonas poco densas a los electrones son realmente estructuras vacuo-
lares que, en vivo, cqnte_ndrz'}ﬁ un liquido, en el que estardn disueltas o
en suspension cantidades mayores o menores de metabolitos de naturaleza
variable, y entre éstos, probablemente en gran parte, proteinas y pro-
ductos de su degradacion, y que' por el efecto de los fijadores, de la des-
hidratacién y el proceso de inclusién en metacrilato dichos metabolitos
se coagulardn o precipitardn formando la serie de estructuras descritas
y. no responderan en todds_ los casos a la estructura en vivo, siendo,
por lo tanto, artefactos, a los cuales creemos no se les puede atribuir el
nombre de elementos nucleares, tal como hasta ahora se viene haciendo.

Ahora bien, si aceptamos que estas zonas claras son efectivamente
elementos nucleares y corresponden a las que dan la reaccién Feulgen
positiva en tinciones para el microscopio correspondiente, es de suponer
que su contenido sea una mezcla de ARN y ADN, predominando el
segundo, y proteina, en concentraciones apreciables. sin embargo, sabe-
mos- que las estructuras que contienen nucleoproteinas o acidos nucleicos

17
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son hastantes densas a los electrones, siendo en la mayor parte de los
casos mas densas que- el citoplasma y en otros, al menos, tan densas
como éste (cortes de particulas de virus y nficleos de organismos supe-
riores). Luego, si en estas vacuolas existen acidos nucleicos, deben en-
contrarse en muy pequefia cantidad, lo que no concuerda con los analisis
quimicos que se han realizado, hasta ahora, en bacterias (14).

El no existir una membrana separando esta zona clara del resto de la
célula es otro hecho que resalta la diferencia entre estas zonas claras v
ios ntcleos que hasta ahora conocemos.

Si comparamos los nticleos de un microorganismo en el que los ele-
mentos nucleares son bhien conocidos, como en el caso de las levaduras,
vemos que en éstas la porcion Feulgen positiva se encuentra dentro del
citoplasma y no en la vacuola, como se pensaba hace unos afios, y en
secciones ultrafinas aparece como una zona de una densidad un poco
mayor que el citoplasma y rodeada de una membrana bien definida (6).
Los niicleos de organismos superiores presentan un aspecto parecido al
descrito para la levaduras al ser observados en secciones ultrafinas al
microscopio electrénico, presentando la mayoria de ellos, en fase de re-
poso, uno o varios nucleolos mis densos aiin que el material cromatinico.
En el caso de los nflidleos de L. esculentusn que hemos estudiado, la
mayor densidad a los electrones del niicleo y nucleolo en comparacion con
la del citoplasma, es hien patente. ' ,

Todas las consideraciones nos llevan a pensar que o bien la zona
clara de las bacterias no corresponde al verdadero nficleo bacteriano v
se trata solamente de un sistema vacuolar, como existe en la mayoria de
las células, en cuyo caso el niicleo se encontraria dentro del citoplasma
y seria de una densidad a los electrones sensiblemente igual a la del
citoplasma, y por ello no se ha podido distinguir con los procedimientos
empleados hasta ahora: o bien, si esta zona clara es verdaderamente el
ntcleo. es un ntcleo de estructura y caracteristicas muy diferentes de
las conocidas en otros organismos.

RESUMEN Y CONCLUSIONES

Se han realizado observaciones con el microscopio electrénico sobre
secciones ultrafinas de Agrobacterium tumefaciens siguiendo las técni-
cas corrientes y también tras disolver el metacrilato de los cortes y som-

18
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brearlos con paladio, con lo cual se obtiene el relieve de dichos cortes.

Se han comparado los resultados con observaciones sobre cortes ul-
trafinos de células de Lycopersicum esculentum tratados de la misma for-
ma. Los resultados obtenidos nos llevan a la conclusiéon de que las zonas
internas de poca densidad a los electrones, de las células bacterianas son
vacuolas o forman parte de un sistema vacuolar, como existe en la mayo-
ria de las células vegetativas de organismos superiores, y dada su poca
densidad a los electrones, lo que parece indicar la carencia de una concen-
traci6n suficiente de 4cidos nucleicos, su irregular distribucién en la célula
v falta de una membrana limitante no parecen tener relaciéon con los
nticleos de otros organismos y por lo tanto, no creemos que formen el
nicleo o equivalente nuclear bacteriano, en contra de lo propuesto por
la mayoria de los investigadores.

SUMMARY

Cells of Agrobacterium tumefaciens grown on agar slants for 48
hours were flxed in potassium permanganate, incorporate into agar
blocks and embedded in methacrylate. Ultrathin sections of these cells
showed the presence of a cell wall, a cytoplasmic membrane, a granu-
lar cytoplasm and a low electron density area within the cytoplasm of
irregular shape as described by different workers. However after re-
moval of the methacrylate with benzene, followed by shadow-casting
with palladium, the central core of low electron density is observed as
a vacuole crossed by a few strands and with some dense granules pro-
truding from the citoplasm into it. Structures that could represent a
vacuolar membrane have not heen observed. .

Ours results are compared with the work of different authors and
with ultrathin sections of cells of Lycopersicum esculentum as example
of nuclei of higher organisms, beeing the opinion of the authors that
the central core or zone of low electron density in A. tumefaciens repre-
sents a vacuolar system and is probably not the site of the bacterial
nucleus or nuclear equivalent.
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ESTACION EXPERIMENTAL DEL ZAIDIN

EFECTOS PRODUCIDOS POR EL TELURITO
POTASICO SOBRE EL DESARROLLO DE LOS
AZOTOBACTER EN MEDIOS DE CULTIVO SOLIDOS

POR
V. CALLAO y E. MONTOYA

En experiencias previas realizadas en nuestro laboratorio, en relacién
con el efecto producido por ciertos colorantes sobre el desarrollo de.los
Azotobacter, pudimos comprobar que estos gérmenes, y por consiguiente
sus colonias, poseen un- fuerte poder reductor sobre algunos“de los colo-
rantes ensayados. Este hecho nos llevé a pensar que seria interesante es-
tudiar el comportamiento de los Azotobacter frente a un compuesto que
al reducirse diera un precipitado visible. Fue elegido para este fin el telu-
rito potasico, y los resultados que a continuacion se exponen han demos-
trado que este compuesto, no solamente es reducido por los Azotobacter,
sino que ademas tiene la propiedad de inhibir el crecimiento de estos gér-
menes cuando se aplica en determinadas concentraciones,

MATERIALES Y METODOS

Organisimos

Se han utilizado 5 razas de Azotobacter chroococcwm (razas 17, 53,
103, 331 y 507), 5 razas de 4. vinelandii (615, 621, 668, 704 y 705),
3 razas de A. agilis (44, 573 y 701) y 5 razas de A. beijerinckis (11, 12,
332, 540 y 597), aisladas en nuestro laboratorio en el transcurso de los
tres tltimos afios y clasificadas de acuerdo con las técnicas de Jensen (3),
Jensen y Petersen (4) y el esquema de (Callao y Montoya (2). En el cua-
dro 1 se exponen algunas de las caracteristicas bacteriologicas de las ra-
zas de Azotobacter citadas.

Microbiol. Espafi., vol. 13. 1960. 1



Cuadro 1. Pigmentacion, movilidad, formacion de quistes, limite inferior de pH para el crecimiento, habili-
dad para utihzar varias fuentes de carbono y desarrollo en medios sélidos con pwoning al 1/25.000 y fucsi-
na diamante al 1/50.000 de los Azotobacter ensayados
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Pigmentacién: n, parda a negra; av, amarilloverdosa; np, incolora.
Movilidad: mm, fuerte; m, moderada; nm, negativa.
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-+, crecimiento positivo.
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Medios

En todas las experiencias se utilizo el agar-77 de Allen (1), pero, con
objeto de facilitar el desarrollo de las razas de 4. agilis, la manita fué
“sustituida por ‘una mezcla de maltosa y glucosa, ambas a la concentra-
cién del o,5 por 100 (p/v).

Técnica

Cantidades medidas de una soluciéon no esterilizada de telurito pota-
sico (Merck) al 1/100 (p/v) fueron afiadidas a matraces conteniendo
400 cm? de agar-77 previamente fundido y mantenido a 50° C., con ob-
jeto de conseguir en este medio concentraciones de telurito desde 1/1.000
a 1/200.000 (p/v). Los matraces fueron agitados cuidadosamente y el
contenido de cada uno de ellos repartido entre 20 placas de Petri, estéri-
tes, de 100 mm. de didametro. La inoculacion se efectud diseminando sobre
la superficie de las placas suspensiones de Azotobacter procedentes de
cultivos de cuarenta y ocho horas. Las placas se incubaron a 30° C. y el

desarrollo de los gérmenes se observé a las noventa y seis horas de prac-
ticada la inoculacién.

RESULTADOS Y DISCUSION

El crecimiento de los Aszotobacter sobre medios de cultivo sélidos con
télurito potasico da lugar a que se produzcan dos fenémenos diferentes:
" de una parte, el telurito, a determinadas concentraciones, es capaz.de in-
“ hibir ‘el desarrollo de los Azotobacter, mientras-que de otra, cuando la
concentracién de telurito permite su crecimiento, todas las razas ensaya-
das tienen la propiedad de reducir este compuesto a teluro metalico, que
“queda englobado en el interior. de las colonias. ,
Como los dos fenémenos son-aparentemente independientes uno del
otto, exponemos por separado- los resultados: obtenidos.
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Inhibicién del crecimiento

El telurito potasico inhibe el desarrollo de todos los Azotobacter en-
sayados cuando esti presente en los medios de cultivo por encima de de-
terminada concentracién. Esta concentracion limite de telurito, por enci-
ma-de la cual no hay desarrollo, varia grandemente, segtin se trate de
razas de A. chroococcum, A. vinelandii, A. agilis o A. beijerincki, 'y autn
dentro de una misma espeie las distintas razas ensayadas varian en su
tolerancia a la accién del telurito. En el cuadro 2 se expone el comporta-
miento de todas las razas ensayadas frente a distintas concentraciones de
telurito potasico.

Como puede observarse, las razas de A. vinelandii son extremada-
mente sensibles a la accion del telurito, hasta el punto de que ninguna de
ellas se desarrolla en presencia del citado compuesto cuando la concen-
tracion de éste es superior a 1/175.000. El resto de las razas ensayadas
tolera mayores_ concentraciones de telurito. Las mas resistentes son: las
de A. chrogcoccum, que crecen normalmente en presencia de telurito al
1/7.000, llegando algunas de ellas a tolerar concentraciones de 1/5.000;
las siguen las razas de A. agilis, que se desarrollan a concentraciones de
1/11.000 - 1/12.000 y, por ultimo, las de A. beijerinckii, cuya sensibili-
dad a la accién del telurito varia bastante, ya que mientras algunas de
ellas toleran concentraciones de 1/15.000, otras solamente crecen a las
de 1/25.000 6 inferiores.

Evidentemente, aun cuando en cada caso exista cierto grado de varia-
bilidad, la resistencia de las distintas razas ensayadas a la accién inhibi-
dora del telurito es diferente seglin pertenezcan a una u otra especie de
Azctobacter, pudiéndose, por tanto, establecer una diferenciacién de es-
tas especies de acuerdo con su distinta tolerancia a la accién del citado
compuesto. ’

De acuerdo con ello, el comportamiento de los 4zotobacter en me-
dios solidos con telurito potasico, desde el punto de vista del desarrollo,
constituye un nuevo caracter taxondmico de la mayor importancia, que
permite diferenciar facilmente las especies que componen este género.



Cuadro 2. Accidn del telurito potdsico, en diferentes concentraciones, sobre el desarrollo de los Azotobacter
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Reduccion del telurito potdsico

Todas las razas de Azotobacter ensayadas tienen la propiedad de re-
ducir el telurito potsico a teluro metélico, que en forma de un precipita-
do negro queda incluido en el interior de las colonias. De acuerdo con lo
dicho en el apartado anterior, este fenémeno solamente se produce, como
es légico, cuando el telurito ests presente en el medio en concentraciones
que no inhiben el desarrollo de los gérmenes. Nosotros hemos utilizado
para estudiar este fendmeno concentraciones de telurito de 1/200.000,
que permiten el desarrollo de la totalidad de las razas ensayadas; no obs-
tante, cuando no se trate de razas de A. vinelandii, es preferible usar una
concentraciéon de I/100.000, que permite una mejor observacién del fe-
noémeno. '

La intensidad con que el telurito potasico es reducido y la manera de
disponerse el precipitado de teluro en el interior de las colonias, son di-

ferentes segtin se trate de razas de A. chroococcum, A. vinelandii, A. agi-
lis o A. beijerinckii.

Razas de A. chroococcum

Son las que mas fuerte poder reductor poseen. A las noventa y seis
horas las colonias aparecen redondeadas, con la superficie mate, ligera-

mente rugosas e intensamente negras, con un estrecho margen incoloro
apenas perceptible (figura 1). ’

Razas de A. vinelandii

Reducen muy débilmente el telurito. A las noventa y seis horas las
colonias aparecen redondeadas, con el borde festoneado y superficie bri-
llante y rugosa con una depresidn en el centro de la que parten estrias
radiales. El precipitado de teluro, de color grisiceo, se distribuye en la
depresion central v a lo largo de las estrias (figura 2).

Razas de A. agilis

Reducen el telurito con menor intensidad que las razas de 4. chroo-
.coccum. A las noventa y seis horas las colonias son plano-convexas, re-
dondeadas, con borde ligeramente ondulado, superficie lisa y brillante v
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Figura 1. Colonias de A chroococcum. Cultivo de noven-
ta y seis horas en medio con telurito potdsico al 1/100.000

Figura 2. Colonias de A. vinelandii. Cultivo de noventa
y seis horas en medio con telurito potdsico al 1/200.000



Figura 3. Colonias de. A. agilis. Cultivo de mnoventa
v seis horas en medio con telurito potdsico al 1/100.000

Figura 4. Colonias de A. beijerinckii. Cultivo de wno-
venta vy seis horas em medio con telurito potdsico al
1/100.000



Efectos del telurito potdsico sobre Azotobacter 359

con un punto central negro rodeado por una ancha zona periférica no
coloreada (figura 3).

Razas de A. beijerinckii

Poseen una capacidad de reduccion - del telurito intermedia entre la
de los A. chroococcum y A. agilis. A las noventa y seis horas las colo-
nias aparecen redondeadas y convexas, mucosas, con el borde continuo
y la superficie lisa y brillante, de color negro-grisiceo, mas intenso en la
parte central y apenas perceptible en la periferia (figura 4).

La intensidad con que los Azotobacter reducen el telurito, y sobre
todo la manera de disponerse el precipitado de teluro en las colonias es,
como hemos visto, muy tipica y diferente para cada una de las especies
del género, por lo que dicho fenémeno puede ser utilizado como un cri-

terio de diferenciacion seguro y facil entre las cuatro especies de 4zoto-
bacter estudiadas.

RESUMEN

Se ha estudiado el efecto producido por el telurito potasico sobre el
desarrollo en medios solidos, de § razas de A. chroococcum, 5 de A. vine-
landii, 3 de A. agilis y 5 de A. beijerinckii. '

Se ha comprobado que el telurito potisico es capaz de inhibir el des-
arrollo de todas las razas de Azotobacter ensayadas y muy especialmente
el de las de 4. vinelandii. Las concentraciones maximas de telurito (p/v)
que permiten el crecimiento de los gérmenes estudiados son las siguien-
tes: 1/5.000-1/7.000 para las razas de A. chroococcum, 1/175.000 -

1/200.000 para las de A. winelandii, 1/11.000 - 1/12.000 para las de
A. beijerincku.

De otra parte, se ha encontrado que los Azotobacter tienen la propie-
dad de reducir el telurito potasico a teluro metalico, que en forma de un
precipitado negro queda englobado en las colonias. Segtin se trate de
A. chroococcum, A. vinelandii, A. agilis o A. beijerinckii el precipitado
de teluro se distribuye en las colonias de manera diferente, pero tipica
y constante en cada caso.

Ambos fenémenos pueden ser aprovechados para una facil y rapida
diferenciacién de las especies del género Azotobacter.
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SUMMARY

It has been studied the effects produced by the Potassium Tellurite
on the growth, in solid culture media, of 5 strains of A. chroococcum,
5 of A. vinelandii, 3 of A. agilis and § of A. betjerinckii.

It has been verified that the Potassium Tellurite has a strong bacte-
riostatic power about the essaied Azotobacter’s strains The greatest con-
centrations of Potassium Tellurite which permit the growth of the Azo-
tobacter are the following (w/v): 1/5,000-1/7,000 for the A. chroococ-
cum’s  strains, 1/175,000-1/200,000 for the A. winelanit’s strains
1/11,000- 1/12,000 for the A. agili's strains and 1/15,000- I,/25,000
for the A. beijerinckit’s strains.

At the same time, the Azotobacter showed the property of reducing
tre Potassium Tellurite to metallic Tellurium, which was enclosed into
the colonies such as a black precipitate. The distribution of the precipi-
tated Tellurium into the colonies was different for every one of the four
Azotobacter’s species.

Both effects could be used for a easy and rapid differentiation of
the Azotobacter’s species.
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Desde hace bastantes afios se han realizado experimentos para deter-
minar la sensibilidad del virus vacunal frente al calor.
Ya en 1923 Levaditi y Nicolau (9) observaron que haciendo emulsio-

nes homogéneas de los virus de la dermovacuna y de la neurovacuna y
calentandolas a 55° C. durante una hora e inoculando después sobre lomo
de conejo, resultaba que el calor habia destruido la virulencia de] virus de
la neurovacuna, mientras que habia respetado la del virus de la dermova-
cuna. Achacaban este resultado a la adaptacion del virus vacunal al neu-
roeje, lo cual le hacla mas sensible al calor.

Segin Nakagawa (12), la linfa vacunal calentada a 1oo® C. durante
cuarenta minutos conserva todavia cierto poder inmunizante, aunque para
demostrarlo deben emplearse grandes dosis.

Gordon (5) observd que el calor disminuye en gran parte el poder
antigénico del virus vacunal. Para obtener el mismo grado de protec-
cion conferido por el virus vacunal normal hay que emplear aproxima-
damente unas 20 veces mds virus, calentado a 55° C. durante treinta
minutos. La linfovacuna calentada a 65° C. sélo posee la centésima par-
te del poder inmunizante que tiene la calentada a 55° C.; y la vacuna
calentada a 100 6 120° C. no ejerce practicamente efecto inmunizante -
alguno.

Nye v Parker (13) escriben que el virus vacunal es rapidamente des-
truido por el calor, cuando se calienta en solucién de Locke a 55° C. du-
rante veinte minutos, o a 37,5° C. durante veinticuatro horas. ‘

Armstrong (1) inyecté intratesticularmente virus vacunal dérmico.

Microbiol. Espafi., vol 13. 1960. 1
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Después de cada inoculacion el virus recogido fué calentado a 37,5 C°.
Por seleccién y propagacion continuada obtuvo una cepa de virus que
presentaba un gran aumento de su resistencia al calor.

Silber y Wostrouchowa (14) encuentran que el virus vacunal en sus-
pensién en una solucién tampon especial, retiene su infectividad du-
rante sesenta y seis dias, estando sometido a la temperatura de 37° C.

Levaditi y Lepine (10), en su obra “Los ultravirus”, dicen lo si-
guiente: “Si el frio permite el mantenimiento durante varios meses de
la actividad patégena de los ultravirus, por el contrario, a partir de una
cierta elevacién de la temperatura (en general hacia los 56 - 60° C.) esta
actividad se atenila, al punto de desaparecer completamente. El punto
critico varia de un germen a otro vy estad en funciéon de la cantidad de
agua que posee el ultravirus, o el medio que lo engloba. La vacuna nos
da el ejemplo mas tipico. Al estado seco, la vacuna conserva su activi-
dad durante noventa y dos dias a 37° C., y durante cinco a diez minu-
tos a 100” C. (Casini, Tomarkin y Subrenicoif). Por el contrario, al es-
tado huimedo, la linfa vacunal es rapidamente esterilizada a 56 6 60° C.
(Camus, Groth, Casini, Tedeski, Lentz y Gins)” Mas recientemente, en
1934, Sander ha sorhetido la cuestién a un estudio sistematico y llega a
ia conclusién de que el virus vacunal (testivacuna) desecado mantiene
integramente su virulencia después de estar sometido veinte minutos a
go° C., y parcialmente después de haber estado sometido durante e] mis-
mo tiempo a 100° C. El mismo virus himedo pierde su poder patogeno
a 55° C., aunque puede conservar sus propiedades antigénicas.

Fenner (3) encuentra que calentando a 55° C. durante cuarenta mi-
nutos hay una reduccién del titulo para MCA (*) de una unidad logaritmi-
ca. Esto es variable, segiin las cepas.

Kaplan (8) escribe que las curvas de inactivacion obtenidas entre
50 y 6o* C. indican que el virus es heterogéneo en su sensibilidad al
calor. La proporcion de particulas termorresistentes varia inversamerte
al tiempo de exposicién a la temperatura. La inactivacion del virus ter-
mosensible es dependiente de la temperatura y parece ser una reaccion
primaria, mientras la fraccién termorresistente es inactivada lenta y cons-
tantemente enl forma no relacionada con la temperatura, lo cual prolonga
la curva de inactivacién, produciéndose una marcada inflexién de ésta.
El virus termosensible sé inactiva, por el contrario, rapidamente. Los

(*) Membrana corioalantoidea.
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dos procesos de inactivacion, rapida del virus termosensible y lenta del
termorresistente, pueden empezar simultaneamente. Utiliza una cepa de
virus vacunal adaptada a embrion de pollo y otra de neurovacuna de
raton. Para ambas son semejantes los resultados obtenidos. Sugiere que
las cepas del virus vacunal contienen particulas con dos o tres sensibi-
lidades distintas al calor, pero que la mayoria de las particulas se inac-
tivan rapidamente por la accion de aquél. Durante una hora a 50° C. de-
crece el titulo para M'CA hasta un 10 por 100, v a 60° C., a menos de
0,000001 por 100. Se ha demostrado por otros autores que las poblacio-
nes de virus son heterogéneas en varios aspectos en los virus de la gripe,
poliomielitis, mosaico del tabaco y otros. s interesante anotar algunos
detalles de las técnicas que utiliza, como son: que inactiva el virus y lo
guarda a 4° C. durante algunas horas o dos a tres dias y después lo titu-
la. en MCA; como diluvente del virus usa la solucion tampon de
Mc Ilvaine, a pH 7,2.

Hanafusa y colaboradores (7) indican que el virus vacunal cultivado
sobre células L, produce la aparicion de células gigantes polinucleares v
cuerpos de inclusién citoplasmaticos. El liquido obtenido del cultivo in-
fectado conteniendo virus se calienta a 56° C. durante tres horas, no
siendo entonces infectivo para los cultivos de tejido ni para la piel de
conejo. Tampoco se recupera virus de las células procedentes del cultivo
infectado rotas mediante congelaciéon y descongelacion rapidas. Conclu-
yen diciendo que parece cierto que un periodo de tres horas a 36° C. es
suficiente para la inactivacion completa del virus.

Cuando teniamos casi terminado en su parte experimental este tra-
bajo, aparecio el de Woodroofe (16). En éste se lee lo siguiente: **Sus-
pensiones de virus vacunal recientemente preparadas se inactivan por
completo en dos horas y media a 55° C., o en quince minutos a 60° C.".
A veces, sin embargo, se obtienen resultados semejantes a los obtenidos
por Kaplan. De estos resultados anémalos deduce que la prolongacion
de la curva de inactivacion y su inflexién ocurre tnicamente con las
suspensiones de virus que han sido guardadas en el frigorifico duran-
te algim tiempo. Realiza experimentos de los cuales concluye que cuando
el virus se calienta inmediatamente de su obtencién se inactiva, seglin
una reaccion primaria, igual que ocurre cuando se guarda a — 60° C.

Si se guarda a 4° C. durante algunos dias, se produce el alargamiento
de la curva observado por Kaplan (el cual utilizaba virus guardado a

3
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4° C.); el virus termorresistente estid presente ya al primer dia de alma-
cenamiento en frigorifico a 4° C. y alcanza un nivel constante al segundo
dia; durante la conservacion de las suspensiones del virus en estado li-
quido a esta temperatura, ocurre algiin cambio fisico o quimico que au-
menta grandemente la termoestabilidad de una pequefia proporcion de
particulas viricas; la suspension de virus recientemente preparada se in-
activa completamente sometiéndola durante quince minutos a 50° C,,
mientras que si se ha conservado a 4° C. queda virus activo después de
treinta horas a 50° C. Diluyendo 100 veces este material, se hace mas
susceptible a la inactivacion por el calor, lo que indica que las impure-
zas confieren una considerable proteccion.

MATERIAL Y TECNICAS

Virus

Procede de pulpa vacunal dérmica de ternera, filtrada por bujia
Mandler, de poro regular, para librarla de gérmenes contaminantes. Des-
pués se ha adaptado al cultivo sobre capas monocelulares de células Hel a,
hahiéndose realizado asi 28 pases.

Células

Cepa Hela (Gey) procedente de un carcinoma humano de cuello
de ttero.

Medio de cultivo

Solucion de Gey ... ... e e e e e cee 70 %
Lactoalhtimina hidrolizada diluida al 5 por 100. 10 %
Suero humano ... ... ... ... ... .o oL 3%

Suero de caballo ... ... ... ... ... ... 15%

Se afiade 1 por 100 de rojo fenol diluido al 6,2 por 100; 100 U. 1. de
penicilina; 100 1 de estreptomicina; oo U. I. de nistatina, y bicarhonato
sodico diluido al 8,4 por 100 en cantidad suficiente para ajustar el pH

a7.4.
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Cultivo de las células

Véase Gil y colaboradores (4). Para la multiplicacién y obtencién de
las células se usan frascos Roux; para los experimentos, frascos hexa-
gonales de caras planas y tubos de ensayo, todo ello de vidrio Pyrex.
Para obtener preparaciones, tubos con tapén. El virus se siembra cuan-
do se ha conseguido una capa monocelular continua.

Inactwacion del virus

La suspension del virus liberado al medio se coloca en frascos de
100 cm® con tapon de rosca que cierra herméticamente, poniendo en
cada uno 10 cm?® de suspensién. También se ha realizado colocando
2 cm?® de la suspension en tubos Pyrex, tapados herméticamente con
tapon de goma. Se ha comprobado que la temperatura del liquido es
igual a la del bafio durante el periodo de inactivacién y que esta tempe-
ratura se alcanza en menos de cinco minutos. Los tubos y los frascos se
sumergen en un bafio maria regulado a 56° C., de forma que el nivel del
liquido contenido en aquellos quede por debajo del nivel del agua del
bafio. La temperatura se vigila continuamente durante el periodo de
inactivacion. Se han realizado inactivaciones a 56° C. durante seis horas,
doce horas y veinticuatro horas.

Se ha observado que durante la inactivacion el medio de cultivo que
estd neutro o ligeramente 4cido a causa del metabolismo de las células,
tiende a alcalinizarse.

Titulacion del virus en MCA

Se realiza sobre MCA de embrion de pollo de doce dias de incuba-
cion a 39° C. Se inocula siguiendo la técnica de Nadaje y colaborado-
res (11), modificada por Stoker y Ross (15). La lectura de las lesiones
se hace cuarenta y ocho horas después de la inoculacion. Para cada sus-
pension de virus se inoculan 5 embriones, vy hallamos la media de to-
dos ellos.

Titulacion en conejo

Se hacen punturas intradérmicas en conejos de piel blanca, con
0,20 cm? de la suspension de virus, segin la técnica de Groth (6). La
lectura se hace cuando las lesiones alcanzan su mayor didmetro, que
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puede ser a los cinco dias de la inoculacion. No obstante, en muchos
casos hemos hecho lecturas todos los dias a partir de las veinticuatro
horas de la inoculacion.

Titulacion en células

Se toman tubos con capa monocelular de células HeLa. Se tira el medio
de cultivo, se lava tres veces con la solucion PBS (*), se afiade 0,20 cm?® de
la suspension de virus, de forma que ésta cubra las células; se deja tre
horas en estufa a 37° C. para que el virus se adsorba por las células.
Se vuelve a lavar tres veces con PBS, afiadiéndose medio nuevo, co-
locandose ya en la estufa a 37° C. Cada particula infectiva del virus
produce una placa microscépica que evoluciona haciéndose macroscopi-
ca en el caso de no haber muchas particulas en la suspension, porque si
hay muchas es general la destrucion del cultivo. -La lectura se hace a
partir de los dos dias de la infeccién. Para cada suspension de virus se
inoculan 3 tubos y hallamos la media de todos.

Reacciones de fijacion de complemento

Sueros

Proceden de los conejos inoculados intradérmicamente con varias
punturas con las diversas suspensiones de virus ensayadas. Se obtienen
sangrando por puncién en corazédn, quince dias después de la inocula-
cién; la sangre extraida se mantiene a temperatura ambiente durante
una hora, se despega el coagulo y se coloca durante veinticuatro horas
a 4° C. A las veinticuatro horas se separa el suero y se centrifuga du-
rante diez minutos a 1.000 r. p. m. en centrifuga refrigerada a 4° C. Se
recoge el sobrenadante y se conserva congelado a — 20° C.

Antigeno

Se obtiene a partir de alantoides infectados segiin la técnica de Zua-
zo (17), vy se conserva liofilizado a — 20° C.

(*) Solucién salina tamponada exenta de calcio y magnesio (Solucién A de
Dulbecco y Vogt (2).

6
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Keaccion propiamente dicha

Previamente se titulan el antigeno, el complemento, la hemolisina, y
el complemento en presencia del antigeno para determinar si éste posee
poder anticomplementario. Se hacen diluciones dobles del suero en solu
cién salina estéril y se colocan en la cantidad de 0,20 cm® en tubos de
hemoOlisis. Se afiade 0,20 cm?® de-complemento diluido de forma que haya
dos unidades hemoliticas, y luego agregamos 0,20 cm?® de antigeno titu-
lado. Agitamos bien-y se pone en frigorifico a 4° C. durante dieciocho
horas. Afadimos 0,46 cm3/tubo,, de mezcla hemolitica, y se coloca en
bafio maria a 37° C. durante media hora. Hacemos la lectura, correspon-
diendo el titulo a la dilucién del suero que presenta una fijacion de gra-
do 2 (50 por 100) o maés.

La mezcla hemolitica estd constituida por hemolisina anticarnero di-
luida de forma que en 0,20 cm® haya dos unidades hemoliticas mezcla-
das, a volimenes iguales, con una suspensién al 2 por 100 en solucién
salina estéril, de hemat‘es de carnero lavados. >

Se colocan testigos para determinar si el suero posee poder anticom-
plementario, testigo ant'geno-complemento, testigo complemento-mezcla
hemolitica y testigo mezcla hemolitica. También suero anti-Hel.a, obte-

nido inoculando en conejo en la misma forma, medio de cultivo de las
células HelLa.

RESULTADOS

Segtin la técnica descrita anteriormente, inoculamos 4 grupos de tu-
bos con capa monocelular, con suspensién de virus calentada a 56° C.
durante seis horas, doce horas, veinticuatro horas y con suspension de
virus sin calentar. A las veinticuatro horas se ohserva que los cinco tu-
hos inoculados con la suspension que no ha sido sometida a la accion
del calor, presentan los sintomas caracteristicos de la infeccién por el
virus vacunal, todas las células estan redondeadas, muchas de ellas son
células gigantes. A las cuarenta y ocho horas, los tubos infectados con
la suspension no calentada presentan bastante destruccion del cultivo ce-
lular (figura 1). Por otra parte, en los restantes tubos se pueden obser-
var placas microscopicas (figura 2). En el grupo de tubos infectados con
el liquido procedente del frasco sometido a la temperatura de 56° C. du-
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rante seis horas, encontramos una media de 10,2 placas/tubo. En el gru-
po correspondiente a doce horas a 56° C., una media de una placa/tubo.
Y en el grupo correspondiente a veinticuatro horas a 56° C., una media
algo inferior a una placa/tubo. ‘

A los cuatro dias de la inoculacioén, los tubos infectados con la sus-
pension de virus sin calentar presentan una destruccion total del cultivo
Los demds grupos presentan placas microscopicas formadas por células
infectadas, de bordes mas refringentes, redondeadas y en general de ma-
yor tamafio que las normales (gigantes) (figura 2). Estas células segiin
avanza la infeccion mueren, desprendiéndose de la pared del frasco (fi-
gura 3), dando lugar a placas macroscopicas (figura 4). El grupo corres-
pondiénte a seis horas de calentamiento, da una media de 17,4 placas/
tubo; el de doce horas, una media de 2,2 placas, y el de veinticuatro ho-
ras, 1,2 placas. Unicamente el virus calentado da lugar a placas macros-
copicas,

Cuadro 1. Titulacion de las suspensiones, en células Hela

Vacuna
Calentada a 360 C. durante Liquido
i Hela
Sin calentar
6 h. 12 h. 24 h.
'
Destruccion ! g
del cultivo 8,7 X 10t 1,1 X 10! 6,0 X 10 0 .
2
[s]
%

U. F. P.=Unidades viricas formadoras de placas.

Hemos recogido el medio de los tubos a las veinticuatro y cuarenta
v ocho horas, y a los cuatro y seis dias de la inoculacién, sustituyendo
con medio nuevo. Estas tomas se han titulado en piel de conejo. Para
cada grupo de tubos se ha inoculado un conejo con una puntura por cada
toma, con el fin de observar la marcha de la multiplicacion de las dife-
rentes suspensiones del virus sobre el cultivo celular.



Figura 1. Efectos citopatogénicos del virus vacunal sobre las células Hela, a.las
cuarenta y ocho horas después de la infeccion. X 132 (aproximadamente)

Figura 2. Placa microscépica producida por el virus vacunal calentado veinticuatro
horas a 56° C.; a las cuarenta y ocho horas después de la infeccion. X 132
(aproximadamente)



Figura 3. La misma placa a los cuatro dias después de la infeccion. Las células
muertas e han desprendido de la pared del tubo. X 132 (aproximadamente)

Figura 4. Placas macroscépicas producidas por el wvirus vacunal calentado seis

horas (isquierda) v doce horas (derecha) a 56° C. Se observan a modo de

orificios en las sonas infectadas, en las que se ha producido la degeneracion del
cultivo con desprendimiento de las células muertas. X 2,50
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Cuadro 2. Desarrollo del virus vacunal en células HeLa (titulacién dc
las tomas de medio, en conejo)

.J Medio recogido a

Conejo Inoculado con
o las24h. | las48h. | los 4 d. ' los 6 d.
Vacuna sin calentar 17 17 18 1 )
K
P e
Vacuna calentada a | 3
560 C. durante + | o
2 6 h + 1o 2 NT 8N+ o
. + + I Y]
3 12 h. = 12 18 { g
1 24 h. 0 0 =+ 24 N ‘ g
|
| &
5 Liquido HeLa o 0 o o LE
N = Necrosis. =+ = Iniciacion de lesion. 4+ = Grado de necrosis.

Con las suspensiones primitivas, con las que inoculamos los grupos
de tubos, hacemos también una titulacién en piel de conejo.

Cuadro 3. Titulacién de las suspensiones, en conejo

Vacuna
Sin lelelltaf‘a a 360 Lv 7d“’1rrr:7in'te Ll?:go
calentar € h 2 h “ 24 h
L% - T ]
I g
£ +
‘g_@‘j 28 N+ 12 10 0 0
S8 +
A ,_<g|

También se hace titulacion de dichas suspensiones en MCA.
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Cuadro 4. Tutulacion de las suspensiones, en MCA

Vacuna ‘
Sin { Calentada a ;,60 C. durante ‘ Ll?:iio
calentar 6 h. i 12 h. ‘ 24 b |
!
Lesiones \
confluentes 2,8 X 101 2 X 100 o 0 !

WO/ T "N

U. F. L. = Unidades viricas formadoras de lesiones.

Con el fin de observar si existen diferencias antigénicas entre las
cepas sin calentar y calentadas, con los suero obtenidos de los conejos
inoculados con ellas, se realizan fijaciones de complemento frente a ua
mismo antigeno, obteniéndose los resultados que se recogen en el cua-

dro 5.

Cuadro 5
Vacuna ! Testigo
R _ | R
Sin ! Calentada ‘a 7 5?0 C. durante | Suero Suero
| i-

calentar | 6 2 h } 24 h. [ normal |anti-HeLa
2
B 1/8 1/16 1/8 1/16 0 1/2
=

Para observar si se comportan de forma diferente al virus ¢alentado
a 56° C. durante seis horas y durante doce horas, hacemos el siguiente
experimento:
A partir de las supensiones calentadas durante seis y doce horas,
inoculamos para cada una un frasco hexagonal de cara plana, con 5 cm?
de supension de virus por frasco. A los tres dias se cambia el medio de
cuitivo, como asimismo a los cinco dias. A los siete dias ambos frascos
presentan gran ntimero de placas macroscopicas. A los ocho dias el fras-

12
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co inoculado con virus calentado seis horas presenta total destruccion
del cultivo, mientras el de doce horas tarda otro dia mas. El aspecto de
fas células infectadas de ambos, es semejante. Con el medio obtenido el
iltimo dia realizamos otro pase en otros dos frascos. A los tres dias de
la inoculacién hay total destruccién del cultivo, habiendo evolucionado
ambos frascos de la misma forma, coincidiendo con el modo en que lo
hace el virus sin calentar.

Con estos pases obtenidos se calienta la mitad de la suspension de
cada uno a 56° C. durante seis horas, quedando la otra mitad sin calen-
tar, y titulamos sobre piel de conejo, obteniéndose los resultados que
muestra el cuadro 6.

Cuadro 6

Virus procedente de suspensiéon calentada a 56° C. durante

I

6 h. ) | 12 h
Pase II
Calefaccién : Sin Calefaccion: 1 Sin

6 h. calentar 6 h. calentar
o — J R S S
=N
8 3 + +
*g.g 9 22 N+ 10 22 N+
88 + *
As

Para observar la diferencia de comportamiento entre el virus guar-
dado en frigorifico a 4° C. y el que no lo ha sido frente el calentamien-
to a 56° C., tomamos una suspension de virus liberado al medio de cul-
tivo; inmediatamente y sin guardar en frigorifico, se somete a 36° C.
durante seis horas. Inoculamos a renglon seguido en frascos con capa
monocelular de células Hel.a. Aparecen numerosas placas microscopicas,
que s: hacen macroscépicas, destruyéndose posteriormente el cultivo. Por
tunto, esto nos indica que aunque no se guarde la suspension. de virus a
4° C., éste no se inactiva totalmente a las seis horas de calentamiento

a 56° C.

13
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Influencia de la temperatura de 4° C. sobre el virus vacunal

Hemos realizado otra serie de experimentos para determinar la accién
que ejerce la temperatura de 4° C. sobre las suspensiones de virus vacu-
nal, tanto calentado a 56° C. durante seis horas, como sin calentar. Para
ello, se han hecho pases de virus vacunal en cultivos de células Hel.a, re-
cogiéndose el medio cuando los cultivos estan totalmente destruidos. Se
hacen cuatro partes de la suspension de virus obtenida; de ellas, dos no
se calientan a 56° C., pero una se titula inmediatamente de obtenida, co-
iocandose la otra parte en frigorifico a 4° C. durante seis horas y titulan-
dose también. Las otras dos partes se calientan a 56° C. durante seis ho-
ras, titulindose una parte inmediatamente; la parte restante, después de
calentada, se tiene una noche en frigorifico a 4° C., titulindose después.
Las titulaciones se han realizado sobre piel de conejo y MICA. Y se han
utilizado pases diferentes del virus. En el cuadro 7 se indican las medias
obtenidas de las diversas titulaciones realizadas.

Cuadro 7
Virus sin calentar (*) l Virus calentado

Titulacién ‘ I
en - . Enfriado . . Enfriado .

1 Sin enfriar 6 h Sin enfriar 6 b -
I —_— o
Piel & g
de conejo 15 20 8 135 Sa
- -

g ©
2 &

a

MCA 3,7 X105 T 2,1 X 106 1,8 X 102 6,0 X 102 :

: =

g

(*) Se diluye el 1/100 para titular en MCA, porque si no las lesiones serian
confluentes.

Se han realizado 8 titulaciones distintas, entre piel de conejo y MCA,
obteniéndose resultados paralelos en todas.
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DISCUSION

‘Haciendo una revisién de la bibliografia que hemos encontrado so-
bre el tema de la inactivacién del virus vacurial mediante el calor, se ob-
serva_una evidente disparidad en los resultados. Ello quizid sea debido
a las naturales diferencias entre las cepas utilizadas, aunque creemos
que lo que mas ha influido, probablemente, sea la naturaleza de las sus-
pensiones del virus y las técnicas de titulacién empleadas.

Hay autores que encuentran que sometiendo el virus a la tempera-
tura de 56° C. durante tres horas, aquél queda totalmente inactivado y
en ello basan sus trabajos.

Con la cepa que nosotros hemos empleado queda demostrado que esto
no es cierto, aunque a veces para poner de manifiesto particulas viricas
haya que recurrir a determinada técnica de titulacién, mas sensible.

De nuestros experimentos podemos deducir que el virus vacunal
adaptado al cultivo sobre células Hel.a, conserva su poder infectivo
para dicha cepa, aunque se caliente a 56° C. durante veinticuatro horas.
Ahora bien, esto tltimo solo es demostrable mediante titulacién sobre
células HelLa y no mediante titulacion sobre MCA y piel de conejo, que
resultan negativas, siendo estas dos dltimas técnicas las mas utilizadas
v casi las tinicas antes de aparecer las recientes de cultivos celulares.

De lo que no quéda duda es de que utilizando el material que nosotros
-empleamos; a las seis horas y aun a las doce horas de calentamiento "del
virus queda una proporcidon de particulas viricas muy estimable, demos-
trable por los tres métodos de titilacion citados.

Estas suspensiones de virus se conservan en frigorifico a 4° C. du-
rante cierto tiempo -antes de su titulacién y segin Woodroofe (16) esta
temperatura modifica el comportamiento del virus, apareciendo una ter-
morresistencia en cierto nitmero de particulas viricas. Pero segun el iis-
mo autor, esto no ocurre si se titula el virus sin enfriar. Nuestros resulta-
dos indican que a las seis horas a 56° C. no se inactiva totalmente el vi-
rus tampoco, aunque no haya estado en frigorifico.

Teniendo en cuenta los tesultados de los cuadros 1-4, podemos de-
cir que el titulo del virus decrece considérablemente a medida que au-
menta el tiempo de exposicién a la temperatura de 56° C., hasta las vein-
ticuatro horas, pero que no desaparece totalmente en el caso de haber

15
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“estado el virus en frigorifico. Y al menos hasta las seis horas, no ha-
biendo estado en frigorifico.

Por otra parte, mediante la titulacion en piel de conejo de las suce-
sivas tomas de medio infectado realizadas en los grupos diversos de tu-
bos, seglin se indica en el cuadro 2, se observa que en el caso de la va-
cuna sin calentar, el titulo del virus liberado al medio es maximo ya a
las veinticuatro horas de infeccién, debido a que se ha inoculado gran
cantidad de virus. Sin embargo, en los demds grupos de tubos infectados
con virus calentado va aumentando considerablemente a medida que trans-
curre el tiempo de cultivo. Para el virus calentado seis horas aparece un
titulo sensible a las cuarenta v ocho horas; para el de doce horas de ca-
jentamiento aparece a los cuatro dias, y para el de veinticuatro horas de
calentamiento aparece a los seis dias. Esto, como es natural, se debe a la
menor cantidad de particulas infectivas que quedan segin aumenta el
tiempo de inactivaciéon. Por ello, es importante hacer notar que para rea-
lizar cualquier clase de experimentos que se basen en Ja inactivacién total
del virus vacunal, es preciso cerciorarse con mucho detenimiento de que
no quedan particulas infectivas, ya que aunque éstas sean muy escasas
y muchas veces no detectables, en cultivo de células pueden alcanzarse
rapidamente altos titulos de virus. ‘

Como también se ha indicado, algunos autores han investigado las
posibles diferencias que pudieran existir entre las particulas infectivas
‘termorresistentes y las normales, y no las han encontrado, aparte de esta
termorresistencia. Incluso han determinado que la cepa termorresistente
no conserva esta caracteristica para todas las particulas.

Nosotros, por medio de fijaciones del complemento con sueros proce-
dentes de conejos inoculados con virus sin calentar, y calentado seis, doce
v veinticuatro horas a 56° C., hemos determinado que todos los sueros reac-
cionan de forma semejante con respecto a la regecion de fijacion del com-
plemento frente a] mismo antigeno y tienen aproximadamente el mismo
titulo, lo que indica comportamiento semejante de todas las particulas vi-
ricas. '

Ademas, partiendo de virus calentado seis horas y doce horas realiza-
mos_dos pases sobre células Hela. Durante el primer pase la evolucion
del cultivo infectado es mas rapida para el virus de sei$ horas, debido a
que en éste habia mayor cantidad de virus; pero en el segundo pase
se iguala la evolucion de ambos cultivos, presentando las mismas carac-

16
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teristicas entre si. Con estos dos pases obtenidos se hace una prueba de
inactivacién, como se indica en el cuadro 6, y se observa que se compor-
‘tan perdiendo titulo, como lo hace el virus normal. Todo ello confirma
que la termorresistencia no se transmite a todas las particulas viricas que
proceden de las termorresistentes. L.a mayor termorresistencia encontra-
da por nosotros para este virus probablemente esté influida por la com-
plejidad del medio de cultivo, el cual ejerceria un efecto protector con-
siderable.

Nuestra experiencia sobre el cultivo del virus vacunal en células HelLa
nos habia sugerido la existencia de un posible efecto del almacenamiento
de las suspensiones de virus a 4° C. en frigorifico,, sobre el ulterior com-
portamiento del virus. Posteriormente, Woodroofe (16) sugiere que !a
temperatura de 4° C. provoca, la aparicion del virus termorresistente. Sin
cmbargo, nosotros, utilizando métodos diferentes, encontramos otro fend-
meno que creemos estd originado por dicha temperatura de 4°C. Realiza-
mos una serie de experimentos semejantes que consisten en titular sus-
pensiones de virus del mismo origen, inoculando inmediatamente después
de obtenido dicho virus y tras de haberlo sometido a la accién de la tem-
peratura de 4° C. Esto se hace tanto para el virus normal como para el
virus calentado seis horas a 56° C., es decir, el virus termorresistente.
Y obtenemos (véase cuadro 7) que el titulo de las suspensiones sometidas
a 4° C. es superior al de las que no lo han sido. Se repite varias veces
el experimento, obteniéndose resultados paralelos, tanto sobre MCA como
sobre piel de conejo. Por lo tanto, parece que la temperatura de 4° C.
actia sobre la suspension de virus realizada en medio de cultivo de las
células Hel a, activando particulas que en otro caso no serian infectivas.

Sobre este fenémeno no hemos encontrado ninguna referencia. Nos-
otros pensamos que ha pasado inadvertido hasta ahora por la razén si-
guiente : el virus vacunal es muy estable a 4° C. Las personas que traba-
jan con éi, normalmente, al obtenerlo, lo guardan en frigorifico y lo titu-
fan inmediatamente, antes de hacer algin estudio con él. Si alguien lo
utilizara inmediatamente de obtenerlo lo titularia entonces dnicamente.
Ahora bien, probablemente nadie ha necesitado titular el virus inmedia-
tamente después de obtenerlo, guardarlo en frigorifico a 4° C. y titularlo
varias horas o un dia después. Si acaso, lo haria bastante mas tarde, v
la experiencia nos ensefia que durante un periodo de conservaciéon mas
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o menos largo del virus en frigorifico, hay una pérdida gradual mas o
menos lenta del titulo.

Para encontrar una explicacion de lo que ocurre carecemos de base
y seran necesarios otros estudios.

RESUMEN

El virus vacunal adaptado a las células HeLa conserva parcialmente
su poder infectivo para dichas células después de haberse sometido a la
temperatura de 56° C. durante veinticuatro horas. La cantidad de unida-
des infectivas termorresistentes disminuye a medida que aumenta el
tiempo de exposicion a dicha temperatura. Para piel de conejo y MCA
se conserva el poder infectivo a las seis y doce horas de exposicion a
56° C., pero a las veinticuatro horas ya no se detecta.

Calentando la suspension de virus a 56° C. durante seis horas se
conserva su infectividad parcialmente, tanto se haya conservado en fri-
gorifico como si no lo ha sido.

Las particulas termorresistentes procedentes de las suspensiones de
virus que han sufrido la accién de la temperatura de 56° C. durante
seis v doce horas, cultivadas en pases sucesivos poseen caracteristicas
semejantes, no transmitiéndose la termorresistencia totalmente. Estas
particulas termorresistentes tampoco poseen diferencias antigénicas entre
si en cuanto a la reaccion de fijacién del complemento, ni con el virus
sin calentar. _

Ocho experimentos realizados sobre MCA y piel de conejo indican
que una suspension del virus liberado al medio de cultivo de las células
HeLa produce mayor ntimero de lesiones en MCA y lesiones de mayor
diametro en piel de conejo cuando se somete dicha suspension a la tem-
peratura de 4° C., que las que produce cuando se inocula inmediatamente
de obtenerse. Este fenomeno parece indicar que por la accién de la tem-
peratura de 4° C. aumenta el namero de particulas infectivas en las pri-
meras horas mediante la activacién de particulas viricas que no se en-
contraban en fase infectiva.
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SUMMARY

The thermal inactivation of a dermal strain of vaccinia virus main-
tained hy 28 passages in Hela cells has been studied.

After 6 and 12 hours at 56° C, the virus suspension shows still some
infectivity for rabbit skin and choriollantoic membrane (CAM). After
24 hours at this temperature, however, the virus is only infective for
Hela cells.

The heat-resistant survivors after 6 and 12 hours at 56° C show si-
milar characteristics when cultured by several passages.

Like Kaplan (8) and Woodroofe (16) we failed to recover genetically
heat-resistant variants from such temperature exposed preparations. Both,
cxposed and non-exposed viruses, also show the same behaviour on the
complement fixation test.

Eight experiments have been done to study the influence of storage
at 4° C. of both exposed and non-exposed viruses. The titration in both
cases was done in rabbit skin and CAM. The titre is always higher
when the virus is inoculated after storage than when inoculated either
immediately after release from the cells or immediately after heating.
This seems to be a phenomenon of reactivation of the virus which takes
place during the first 24 hours of chilling at 4° C.
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ESTUDIOS SOBRE LA DEBARIOCIDINA

II. Influencia de la relacién superficie/volumen en la produccién

POR
Juio PEREZ-SILVA y Rosario GIL ALVAREZ

Uno de los factores que mas suelen influir en la marcha de las fermen-
taciones es la relacion entre la superficie libre y el volumen del medio de
cultivo (1); ello nos ha movido al estudio de la influencia de dicho factor
en la produccion de la debariocidina.

MATERIAL Y METODOS

Para la produccién del antibidtico utilizamos la estirpe R-XV de nues-
tra coleccién de Bacillus subtilis que inoculamos en un medio sintético in-
tegrado por glucosa, glutamato sédico y sales minerales.

Llevamos a cabo la fermentacion en matraces Erlenmeyer Jena de
1 1. de capacidad en los que ponemos diferentes volimenes (100, 300, 500,
=00 y 900 cm®) de medio. Tenemos asi cinco valores de s/v (cuadro 1).

Cuadro 1
| |
Matraz 1 Volu:men §uperﬁc1e S/v
. de medio, cm? 1 libre, cm2
! 100 124,6 1,24
: 300 132,6 0,44
3 500 109,3 0,22
4 700 81,6 0,11
5 900 55,4 0,06

Microbiol. Espafi., vol. 13. 1960. 1
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El inbculo iniciador es una suspensiéon de células (g X 107 bacterias
vivas/cm?®) de la estirpe R-XV, procedentes de un cultivo de veintitrés
horas de incubacion a 24° C.

Sembramos en cada matraz cantidades de inéculo proporcionales al vo-
lumen de medio (por cada 100 cm?® de medio, inoculamos 0,05 cm?® de la
suspension). ’

Incubamos a 24° C. en cultivo estacionario, excepto dos de los matra-
ces que contienen 100 cm® de medio, los cuales se incuban también a la
misma temperatura, pero en cultivo sumergido en una camara de agita-
cidén, cuyas bandejas tienen un movimiento de vaivén de 15 cm. de des-
plazamiento, con una frecuencia de gz periodos/minuto.

Diariamente tomamos de cada uno de los matraces muestras de 2 cm3,

que sustituimos por un volumen igual de pequefias perlas de vidrio es-
tériles.

Valoramos por el procedimiento ya descrito (4), la actividad de cada
una de las muestras frente a Debaryomyces kloeckeri 537.

RESULTADOS

La relacién superficie/volumen (s/v) tiene influencia sobre dos aspec-
tos de la produccién de debariocidina: a) actividad maxima alcanzada, v
) tiempo en que se alcanza la maxima actividad. Asi:

La actividad alcanzada (figura 1) va siendo mayor a medida que se
eleva el valor de s/v; cuando éste es de 1,24, se alcanza una actividad de
31 mm. (didmetro del halo de inhibicién). Con el cultivo sumergido se
consigue un aumento de sélo 1 mm. en la actividad ; esta diferencia, dado
el error que puede encerrar el método de valoracion (4), no es de tomar
en consideracion.

En la grafica de la figura 2 se adopta como criterio de comparacion
el tiempo en que se alcanza la méxima actividad. Por el examen de
dicha grafica se aprecia que, en general, este tiempo se va abreviando a
medida que aumenta el valor de s/v. En este aspecto se consigue una
considerable ventaja al pasar del cultivo estacionario 6ptimo al cultivo
sumergido, ya que con ello se acorta en dos dias el tiempo requerido para
alcanzar el maximo en la actividad.
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Figura 1. Influencia de la relacién superficie/volumen en el rendimiento de
debariocidina
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Figura 2. Influencia de la relacién superficie/volumen en la velocidad de
produccién de debariocidina
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DISCUSION

Es importante el determinar el momento en que se alcanza el maximo
en la actividad, ya que, segiin hemos observado en todos nuestros expe-
rimentos (3), el miximo va seguido de una caida en la actividad. Ade-
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Figura 3. Produccién de debariociding en cultivo swmergido y en cultivo estacionario

mds del interés practico que esta observacion encierra, creemos ver en
ella un hecho que esti de acuerdo con nuestra idea (2) de que la debario-
cidina es un producto de sintesis que, después que ha sido vertido al me-
dio, puede ser utilizado por el propio Bacillus subtilis. En efecto, si com-
paramos (figura 3) la curva de produccién en cultivo estacionario con la
que se obtiene en cultivo sumergido, veremos que en este tltimo el des-
censo en la actividad es mas acusado que en el primero; relacionando
este hecho con la observaciéon de que cuando la fermentacién se realiza
en cultivo sumergido hay una lisis parcial (a veces total) del cultivo, des-



Estudio sobre la debariocidina. I1 - 385

pués de la fase logaritmica, podemos interpretar este mayor descenso en
la actividad suponiendo que, como consecuencia de la lisis, quedarian en
libertad sustancias (;enzimas?) intracelulares que, actuando sobre el anti-
bidtico, le restan actividad.

RESUMEN

Se compara la producciéon de debariocidina a diferentes valores de
s/v y se llega al conocimiento de que, a medida que ésta aumenta, la pro-
duccién de antibibtico es mayor y mas rapida.

En cultivo sumergido se adelanta el momento de méxima produccion,
perc este maximo no se eleva con respecto al cultivo estacionario.

SUMMARY

From the comparative studies on debariocidin production at diffe-
rent s/v relations we conclude that the production is hmgher and quicker
when the s/v relation increases.

In submerged culture the highest production is obtained earlier but
the peak is not higher than the stationany culture.
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THE GROWTH OF NOCARDIA V. ON VARIOUS
AROMATIC COMPOUNDS

BY
Jurio RODRIGUEZ -VILLANUEVA (¥)

Since some species of the genus Nocardia have been reported Bergey
(1), Moore (2), Cain (3) to utilise various aromatic compounds for
growth it was of interest to determine whether the organism used in
the present studies would be able to utilise such compounds for the
synthesis of cellular mater. Consequently a study has been carried out
of the ability of Nocardia V. to utilise various aromatic compounds
for growth and the results are reported in the following sections.

MATERIALS AND METHODS

Growth wmedia

Ammonium sulphate medium (4) was used in all cases with the
omission of either glucose or hoth glucose and ammonium salt, and the
aromatic compound add to the basal medium at the concentration indi-
cated in Table TI.

Growth conditions

Experiments were carried out in 25 ml. Erlenmeyer flasks containing
10 ml. of medium. The aromatic compounds were sterilised by the use
of Seitz filters and added at the appropiate concentrations to the hasal

(*) I wish to thank to the Ramsay Memorial Fellowship Trust of London, for
a grant during the tenure of which this work was carried out.

Microbiol. Espafi., vol. 13. 1960. 1
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system after autoclaving. Each flask was inoculated with 0.1 ml. of a
22 hr. culture grown in ammonium sulphate medium in test tubes.
Incubation was carried out with shaking at 30° C. for 16 days growth
being estimated visually by following the increase in 'turbidity‘

Table 1. Aromatic compouds able to act as carbon source for growth of

Nocardia V.
Compound added Concentration Growth
] (percent w/v)

0-, m- and p-nitrophenols 0.025 =+
0-, m- and p-aminophenols 0.025 —
2 :4-dinitrophenol 0.025 —
2-amino-4-nitrophenol 0.025 —
2-nitro-4-aminophenol 0.025 -+
o-nitrobenzoic acid 0.050 +
m-nitrobenzoic acid 0.050 -~
p-nitrobenzoic acid 0.050 +++
0-, m- and p-aminobenzoic acids 0.050 —
p-hydroxylaminobenzoic acid 0.050 +++
benzoic acid 0.050 +4++
p-hydroxybenzoic acid 0.050 +++
phenol 0.025 + 4
catechol 0.025 —
resorcinol 0.025 —
protocatechuic acid 0.050 ++
2:5- and 3:5-dihydroxybenzoic acids 0.050 -
0-, m- and p-dinitrobenzenes 0,025 —
.0, m- and p-nitroanilines 0.025 —
p-nitrotoluene 0.025 —
0-, m- and p-diaminobenzenes 0,025 —
p-nitrosalicylic acid 0.050 +
- p-aminosalicylic acid 0.050 —
I:3:5-trinitrobenzene 0.025 —
picric acid ] 0.050 —
picramic acid 0.050 —
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RESULTS AND DISCUSSION

Ability of warious aromatic compouds to act as sole carbon source for
the growth of the organism

For this purpose an experiment (as described above) was performed
in which various aromatic compouds ware added -one at a time at the
indicated concentration to the basal system from which the glucose had
been omitted. ’

As seen in Table I, only a few aromatic compouds are able to act
as sole carbon source for growth. Of the series of nitro compounds and
their derivatives studied, only the isomers of the nitrobenzoic acid and
their hydroxylamine derivatives gave rise to significant growth of No-
cardia V. althougt slight growth was observed on some others. These

results are in accord with those reported by Cain (3) for certain species
of Nocardia.

3
Nitro compouds able to act as nitrogen source for the growth of
‘ Nocardia V.

A further study was undertaken to test the ability of various aro-
matic nitro compounds to support growth of the organism in the absence
of the nitrogen sources. The nitro compounds or their derivatives were
added, at the concentration indicated, to the basal system from which
the ammonium salt was omitted. Only p-nitrobenzoic acid and its
p-hydroxylamine derivative promoted full growth of Nocardia V., growth
on the p-hydroxylaminobenzoic acid ocurring after a lag of four days.

An apparent anomaly arises in the case of p-aminobenzoic acid,
which did not support growth but which might be formed by the metabo-
iism of p-nitrobenzoic acid which does support growth. It seemed possi-
ble that the concentration of p-aminobenzoic acid was so high as to be
inhibitory for the growth of the organism. However, this possibility
was discarded after repetition of the experiment using concentrations
of p-aminobenzoic acid as low as 0.001 per cent (w/v) when again no
growth was observed, or adding the higher concentration (0.5 per cent)
to a flask containing 0.05 per cent p-nitrobenzoic acid, in which case

"3
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growth ocurred as in a control without p-aminobenzoic acid. The possi-
bility that prior adaptation was necessary for the utilization of the amino
compound was investigated ; cells were grown in the presence of p-nitro-
lLenzoic acid and then transferred to the medium containing the amino
derivative; no growth was detected. It is concluded that p-aminobenzoic
acid is not utilised for growth of Nocardia V.

Although the organism under investigation can utilise certain aroma-
tic (nitro) compounds as the sole carbon of nitrogen source for growth,
no systematic studies on the metabolism of these substances hace been
carried out here, research on the intermediate metabolic products being
left for later investigation.

SUMMARY

‘A study was performed in which was tested the ability of Nocardia
V. to utilise a large serie of aromatic compounds, acting as sole carbon
and nitrogen sources for growth. Only benzoic acid, p-hydroxybenzoic
acid, phenol, protocatechuic acid, the isomers of the nitrobenzoic acid
and their hydroxylamine derivatives produced significant growth of the
organism when those acted as only carbon sources. However, the only
compounds able to act as sole nitrogen source were p-nitrobenzoic acid
and its p-hydroxylamine derivative. p-Aminobenzoic acid, in marked
constrast, was not utilised for growth of Nocardia V., the reasons of-
this apparent anomaly being discussed.

RESUMEN

Se efectud un estudio en el que se ensay6 la facultad de ser utiliza-
dos por el actinomiceto Nocardia V. una larga serie de compuestos aro-
maticos como tinica fuente de carbono y nitrégeno. De todos ellos, solo
el acido benzoico, acido p-hidroxibenzoico, fenol, acido protocatéquico,
isomeros del acido nitrobenzoico y sus derivados hidroxilaminicos, son. uti-
lizados cuando se emplean como tinica fuente de carbono en:el medio
de cultivo. En un estudio paralelo, pero bajo el aspecto de utilizacién:
del compuesto aromatico como tnica fuente de nitrégeno, solo.eran uti-
lizados el 4cido p-nitrobenzoico y su derivado, el p-hidroxilaminoben-

4
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zoico. A la vista de estos 1ltimos resultados y en seflalado contraste, se

destaca el hecho de que no pueda utilizar el acido p-aminobenzoico, dis-
cutiéndose las razones de tal anomalia.
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La relacion entre bacteria y antibidtico ofrece interés, tanto desde el
punto de vista terapéutico como de pura investigaciéon. Se ha sefialado
a cada substancia antibiética un determinado espectro bacteriano y simul-
taneamente cada una de las bacterias ha sido caracterizada por su com-
portamiento especifico frente a diversas concentraciones de antibi6ticos.
Estas relaciones han ido perdiendo el caracter estdtico que se les atribuyo
en un principio, y hoy hemos llegado a concebir el proceso de accidn an-
tibiética con tal complejidad, que hace sumamente dificil la interpreta-
ci6n en cualquiera de sus aspectos; ya que las irregularidades que cada
dia se observan, obligan a admitir de forma nada despreciable, una serie
de factores que forzosamente han de restar sencillez a toda interpretacion.

En general, los antibidticos alcanzan su maxima eficacia cuando ac-
tian en un medio donde las bacterias se desarrollan y multiplican acti
vamente (1-3), lo que permite sefialar que su accién ha. de manifestarse
interrumpiendo o modificando alguno de los procesos metabolicos habi-
tuales en la célula, provocando en ella respuestas bien acusadas.

Las formas resistentes difieren de las estirpes originarias sensibles, en
muchas propiedades distintas a la resistencia a los antibidticos, que pue-
den afectar a la utilizacién de hidratos de carbono (4), utilizacion o sin-
tesis de aminoacidos (5), o factores de desarrollo, sensibilidad a su
fago (6), cambio de virulencia (7), morfologia (8), etc., aunque no siem-

(*) Agradecemos a la Fundacién “Juan March” la beca concedida para la
realizacién de este trabajo.
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pre es facil distinguir cuando estas variaciones son debidas directamen-
te al efecto del antibidtico y cudando son ocasionadas de forma indirecta.

En cualquier caso no hay duda de que estos cambios asociados a la.
resistencia pueden ser indicadores de algunas transformaciones intimas
en la vida metabolica de la bacteria, que bien podrian ayudar a conocer
el por qué de su respuesta al antibidtico. Precisamente, basindose en
estas transformaciones intentaron ya en el afio 1925, Morgenroth y
Schnitzer (9), una clasificacion de bacterias resistentes a las distintas
drogas usadas en la época, clasificacion que ha permanecido bastante
desconocida hasta que el problema de resistencia bacteriana a antibidti-
cos ha adquirido el interés actual.

El presente trabajo se refiere a dos bacterias, una muy utilizada en
las experiencias de resistencia antibidtica (E. coli) y otra de la que es
muy escaso el conocimiento que se tiene en este aspecto (M. phier).
Nuestro proposito es estudiar en ambas su comportamiento frente a di-
versos antibioticos, constancia del mismo y modificaciones que llegan
a experimentar como consecuencia del tratamiento a que se les somete

MATERIAL Y METODOS

Los antibioticos empleados son penicilina, estreptomicina y aureomi-
cina, cuyas caracteristicas y forma de empleo son las mismas que rese-
fiamos en otra ocasién (10).

lin las experiencias a desarrollar utilizamos el Mycobacterium phlei.
perteneciente a la coleccion del Instituto Jaime Ferran, de Microbiolo-
gla, v Escherichia coli, de la misma coleccion.

El medio de cultivo es caldo comun y agar caldo, preparados con
extracto de carne Difco a pH 7,2.

Los métodos seguidos para lograr formas de resistencia son dos: de
exposicion gradual y exposicién tnica, que practicamos siguiendo las.
indicaciones ya apuntadas (10). El indculo empleado en las experiencias.
de exposicién fGnica es 6 X 108 microorganismo/cm® para M. phlei y
0"16,>< 10° para E. coli, y las concentraciones de antibidticos que em-
pleamos son las mismas utilizadas en el método gradual para obtener
formas resistentes de una manera lenta frente a dosis sucesivamente
crecientes. Seguimos, asimismo, idéntica técnica que la entonces sefia-—
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lada para la observacion de cambios morfoldgicos, y las modificaciones
en las respuestas bioquimicas de las formas resistentes se observan en
medios de cultivo que revelan: utilizacion de urea, producciéon de SHo,
‘reduccion de nitratos, accién sobre leche tornasolada, utilizacién de pro-
teina, formacién de indol, prueba del rojo de metilo, utilizacion de ci-
trato, produccién de acetilmetilcarbinol, fluidificacion de gelatina y uti-
lizacion de diferentes compuestos carbonados:

RESULTADOS

El M. phlei nos revela su notable sensibilidad a todos los antibi6ticos
ensayados, ya que su desarrollo queda claramente inhibido por las si-
guientes concentraciones minimas: 3 U. I. de penicilina, 3 ¢ de estrepto-
micina y I ¢ de aureomicina/cm?. Siguiendo el método de exposicion gra-

10
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Pases cada 48 h.

Iigura 1. M. phlei. Resistencia a peniciling
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dual, se consiguen formas resistentes con bastante dificultad en el casc
de la penicilina, como indica la figura 1, asi como frente a aureomicina
(figura 2), mientras que la resistencia evoluciona con mayor facilidad
cuando se trata de estreptomicina, lograndose resistencia a 100.000y/cm*
de la forma que indica la figura 3. Las primeras colonias resistentes
aparecen distribuidas irregularmente sobre la zona con antibidtico, y su
tamafio y desarrollo suelen ser inferiores a los caracteristicos de la for-
ma normal; tan s6lo después de varios pases continuados, tienden a
igualarse. En el caso concreto de que la concentracion de estreptomicina
sea de 1.0004 /cm3, se manifiesta una marcada dependencia del M. phiei,
que crece solamente sobre el antibidtico y no se desarrolla en el area no
alcanzada por éste (figura 6). Cuando el método seguido es de exposi-
cién tinica no hemos podido sefialar la presencia de formas resistentes,
a pesar de utilizar las mismas concentraciones de antibibticos que en el
método anterior. ' ’

‘Cuando se trata de E. coli, los ensavos de prueba lo revelan sensi-
ble a 100 U. I. de penicilina, 3 y de estreptomicina y 10y de aureomicina/
om®, Su comportamiento frente al primero de estos antibidticos es muy
inconstante, especialmente durante las etapas iniciales efectuadas segiin

10 1
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‘Pases cada 48 h.

Figura 2. M. phlei. Resistencia a aurcomicina
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Figura 3. M. phlei. Resistencia a estreptomicina

la técnica de exposicién gradual. Las formas de maxima resistencia que
obtenemos se desorrollan perfectamente a 1.000 U. I. de penicilina/cm83,
sin que ello suponga que mantienen de manera constante su caricter
resistente a concentraciones inferiores. Menos acusado se presenta este
caracter irregular cuando se trata de resistencia a otros antibi6ticos:
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estreptomicina y aureomicina. En el caso concreto de la estreptomicina.
la resistencia de E. coli hasta 200.000 y se logra, segiin indica la figura 4,
con la particularidad de acusar una definida dependencia a la concentra-,
cién de 40.000 y /em®, como se observa en la figura 7. Cuando se trata de
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Figura 4. E. coli. Resistencia a estreptomicina
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aureomicina no aparece ninguna dependencia v el desarrollo de resisten-

cia hasta 500y/cm® transcurre como en la figura 3.

Carécter propio de E. coli resistente a penicilina es la morfologia de
sus colonias, que presentan aspecto distinto al de la estirpe sensible:

500 A
350 -

200 -
160 4. ’/—

100 -

‘f/cm3

5 1 15 20 25 30 35 40 45
Pases cada 16 h.
Figura 5. E. coli. Resistencia a aureomicinag

son de mas lenta evoluciéon y su tamafio no alcanza el que corresponde
a la forma originaria, sino que se mantiene dentro de limites siempre

inferiores (figura 8).

~ Las experiencias por exposicion tnica se practican con una pobla
cion de E. coli de 0,16 X. 10°/cm3 frente a las concentraciones de anti-
bi6tico para las que se obtuvieron formas resistentes por el método an-
terior. En ninguno de los casos hemos podido observar colonias resis-

tentes. La figura 9 corresponde a la prueba con estreptomicina.

Durante todos estos ensayos hemos comprobado la accién constante

7
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de los antibi6ticos en la morfologia de los microorganismos sobre los
que actian. Aparte del aspecto de las colonias, se puede observar como
las formas normales que se hacen resistentes evolucionan, adoptando
distinta configuracion, caracteristica en cada caso. Cuando se trata de
M. phlei, aparecen, tanto en preparaciones tefiidas como en fase, for-
mas bandeadas mas largas que el hacilo normal y simultaneamente sc
observan pequefias deformaciones que van creciendo en tamafio hasta
formar grandes abultamientos, de aspecto mas o menos ovalado en un
principio y con tendencia a redondearse posteriormente. Estas varia-
ciones se pueden observar en las figuras 10 y 11. En el caso de E. coli
observamos coémo algunos bacilos evolucionan hacia formas irregula-
res y heterogéneas de gran volumen y transparencia, que se desintegran
y desaparecen, quedando tan sblo sus residuos en el medio. Simulti-
neamente a esta transformacién, podemos sefialar en otros bacilos de
la misma poblacién una serie de cambios morfolégicos que se suceden
con gran regularidad, de los cuales la primera fase estd representada
en la figura 12, y da lugar posteriormente a formaciones esféricas de
gran tamafio (figura 13), que se identifican con formas L en su fase
grande, segiin el ciclo establecido por Rubio (11). Cuando estas formas
revierten a la forma bacilar normal, sus propiedades habituales se ven
incrementadas por un grado de resistencia al antibidtico inductor, que
en alguna ocasiéon coincide comr la concentracion antibidtica utilizada,
aunque con gran frecuencia pueden presentar valores inferiores o, por
¢l contrario, mostrar una resistencia a concentraciones mas elevadas que
aquella que se empled.

Teniendo en cuenta que la resistencia de los microorganismos ini-
cialmente sensibles a un antibidtico puede relacionarse con alguna de sus
funciones metabdlicas, observamos estos cambios en los medios de cul-
tivo ya indicados, ademas de los que revelan la utilizaciéon de arabinosa,
ramnosa, xilosa, glucosa, levulosa, galactosa, manosa, lactosa, sacarosa,
maltosa, trehalosa, melibiosa, celobiosa, rafinosa, melecitosa, almidor,
dextrina, glicerina, eritrita, adonita, manita, sorbita, dulcita, salicina, ino
sita y «-metilglucésido. En los cuadros 1 y 2 indicamos exclusivamente
aquellos resultados que revelan algunas diferencias.
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Cuadro 1. Modificaciones en las propiedades biequinmicas dél Mycobacterium phlei resistente, en distintos gra-

dos, a pewicilina, estreptomicing vy aureomicing
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Titulo de
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-Cuadro 2. Modificaciones en las propiedades biogquimicas del Escherichia coli resistente, en distintos grados,
a peniciling, estreptomicing y aureomicing

Antibiotico

Titulo de
resistencia

Celobiosa

Rafinosa

Inosita

Salicina

Esculina

Penicilina
U. I./cm3

Estreptomi-
cina, 7/cm3

Aureomicina, 7/cm3

Sensible

100
300
500
700

1.000

3

16

200
1.500
20.000
60.000
100.000
200.000

10
15
30
60

100
160
300
500
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CONSIDERACIONES

El método seguido para conseguir formas bacterianas resistentes a
antibidticos ofrece un destacado interés respecto a la interpretacion del
mecanismo de resistencia. Cuando la técnica seguida es de exposicidn
gradual frente a dosis paulatinamente crecientes de antibiético, hemos
conseguido poblaciones resistentes a cada una de ellas, capaces a su vez
de presentar mayor grado de resistencia por contacto con concentracio--
nes cada vez mas elevadas del antibidtico. Por el contrario, cuando el
método es de exposicién tinica, pese a trabajar con abundantes concen-
traciones de microorganismos (superiores a 1 X 10%/cm?), no observa-
mos aparicién de formas resistentes para las mismas dosis de antibi6ti-
ticos empleadas con éxito en el método anterior. L.a manera lenta y sua-
ve con que vemos se presenta la resistencia sugiere una posible sustitu-
cibn en el desarrollo bacteriano, de pasos metabélicos afectados mas o
menos intensamente por el antibidtico.

La respuesta que en las caracteristicas morfoldgicas hemos obser-
vado no siempre es idéntica para todos los individuos de una misma po-
blacién. Esto podr'a justificarse considerando que no todos son sorpren-
didos por el antibidtico en idéntica fase de evolucién, lo que no hay
duda puede conferir a la bacteria ventaja o desventaja en su ulterior
comportamiento. Esta misma razén justificaria las modificaciones arbi-
trarias que sefialamos en su comportamiento bioquimico, sin que sea po-
sible relacionarlas causalmente con la manifestacion de una determina-
da resistencia.

Si, ademds, tenemos en cuenta que algunas de las formas resistentes,
en especial las obtenidas a través del ciclo L, no ofrecen constancia res-
pecto a la intensidad de su resistencia, podemos concluir por todos los re-
“sultados obtenidos, que el mecanismo por el cual aparecen microorganis-
mos resistentes a los antibidticos probados (penicilina, estreptomicina y
aureomicina) estd relacionado intimamente con un proceso de adaptacion
experimentado durante su contacto con la substancia antibiética.

13
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RESUMEN

Estudiamos la manera de obtener formas resistentes de M. phlei y
E. coli frente a diversos antibidticos y las caracteristicas peculiares im-
puestas por la técnica empleada.

' Se observa que los microorganismos empleados muestran resistencia
a estreptomicina con mas rapidez que en el caso de aureomicina y peni-
cilina. Todos acusan modificaciones en su morfologia tipica, con aparicion
de formas pertenecientes al ciclo L en el caso de E. coli, si bien el grado
de resistencia que estas presentan no siempre guarda relacion con la con-
centracion del antibidtico que las indujo.

El efecto de los distintos antibidticos se manifiesta también en mo-
dificacién de las funciones bioguimicas, sin que en este punto sea posible
establecer una relacién directa a causa de la inconstancia que acusan tales
cambios.

Los resultados obtenidos hablan en favor de un proceso de adaptacidn,
responsable de la resistencia.

SUMMARY

Technics used —and their characteristcs— to obtain resistant strains
of Mycobacterium phlei and Escherichia coli to antibiotics are studied.
Tt is also considered the process of resistance according to the nature
of the antibiotic under work (penicillin, streptomycin and aureomycin).

Morfological and biochemical changes can be found according to the
state of resistance. The development of L. cycle during the process of
resistance appear to be a response of E. coli. V

Results seem to agree in favour of mechanisms of adaptation respon-
sible for resistance.
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Numerosos laboratorios desarrollan extensos programas de -investi-
gacién de nuevos antibidticos, especialmente de aquellos producidos por
especies de Streptomyces, lo que ha dado lugar al hallazgo de una gran
variedad de agentes para el control de infecciones. Es evidente el valor
de métodos sencillos de aislamiento de organismos productores de tales
antibidticos, para evitar esfuerzos innecesarios. Varias técnicas micro-
biolégicas han sido utilizadas rutinariamente. En este trabajo se describe
un técnica rapida para el aislamiento de organismos productores de tales
substancias, capaces de actuar sobre una serie tipo de bacterias u otros
organismos, que ofrece considerables ventajas sobre otros métodos nor-
malmente utilizados,

MATERIAL Y METODO
Aislamiento del organisino productor de antibidticos

Los organismos posibles productores de antibiGticos, se aislan de
muestras de suelo u otro determinado origen, por los métodos clasicos
de obtenciéon de cultivos puros.

Medios de cultivo

Se deben utilizar medios de cultivo apropiados para. el desarrollo
de los organismos en estudio, solidificados por adicion de- un 2 por 100
de agar.

Microbiol. Espafi., vol. 13. 1960. 1
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Descripcion del “sello” utilizado para la siembra en placa

El “sello”, principal motivo de esta publicacion, se puede hacer de
un trozo de madera en el que se cortan una serie de canales angulares,
de forma que resulten en los bordes una serie de aristas agudas en un
mismo plano (figura 1). Este “sello” se esteriliza en el autoclave, una
vez envuelto en papel. La madera de que se hace el instrumento ha de
ser de fuerte consistencia para facilitar su duracién a través de las es-
terilizaciones a que se ha de someter cada vez que se emplee.

Preparacion de las placas “tampon”

Para la preparacion de las placas “tampén” se toma con el asa de
‘siembra muestra de los diferentes microrganismos, cuya sensibilidad a
Jas posibles substancias antibi6ticas se desea ensayar, y se pasa por cada
una de las aristas del “sello”, de forma que en cada arista se ponga
una bacteria diferente. Entonces se imprime suavemente la ‘“marca”
del “sello” sobre la superficie del medio de cultivo de la placa y se in-
cuba durante el tiempo preciso para que se observe un desarrollo bien
manifiesto, y no excesivo, de cada uno de los organismos tipo. Esta
placa servird de “tampdén” en donde se ha de “mojar” el “sello” esté-
ril. Para esto se pone en contacto cada una de las aristas del “sello”
con la colonia correspondiente de cada organismo (p. ej., bacterias)
crecida en forma lineal. Una vez separado el “sello” se procede a la
siembra de las placas en las que se ha desarrollado ya el organismo
productor de antibi6tico (p. ej., un Streptomyces) objeto de investiga-
cion. Cada vez que se “moja” el “sello” en las placas “tampén” se
puede sembrar del orden de 6 a 8 placas con cierta garantia de un
desarrollo uniforme.

Descripcion del método a seguir para detectar la produccion de
antibidticos

El método consta esencialmente de las siguientes partes:

1. Preparacién de una serie de placas de Petri conteniendo el me-
dio de cultivo.



Figura 1. “Sello™ utilizado para la siembra en placa
1Y

Figura 2. Placa sembrada por wmedio del “sello” en la

que sc observa la inhibicion producida por un Strepto-

myces (sembrado en forma transversal) sobre wvarias es-
pecies de bacterias
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2. Siembra del organismo que se desea ensayar como productor de
antibidtico (p. ej., Streptomyces) en forma transversal, en un lado de
la placa. Coloquese la placa en la estufa para incubar durante un tiempo
apropiado con el fin de que se desarrolle el organismo (normalmente,
con especies de Streptomyces se requieren de dos a cuatro dias, seglin
la especie). El desarrollo de la colonia no ha de ser excesivo, conside-
randose ideal un grosor de 5-1o mm. Durante este tiempo, y en los dias
sucesivos, el microorganismo producird substancias (antibidticas o no}
que se difundirin por la placa a través del medio de cultivo.

3. Siembra de las placas anteriores por el método del “sello”, segin
se ha descrito en el apartado anterior.

4. Incubacién de las placas a una temperatura apropiada, debién-
dose observar la posible inhibicién de los organismos sembrados en se-
gundo lugar (figura 2).

DISCUSION

El método descrito de investigacién de organismos productores de an-
tibiticos ofrece una serie de ventajas sobre los métodos normalmente
utilizados de siembra individual por medio del asa, que se pueden resumir
en los siguientes puntos:

1. Mayor rapidez en el trabajo, evitando considerable ntimero de
manipulaciones, con el consiguiente ahorro de tiempo.

2. Reduce la posibilidad de contaminaciones como consecuencia de
ia mencionada rapidez.

3. Se regula el método de ensayo, facilitando la interpretacién de
resultados.

RESUMEN

Se describe una técnica de investigacion de nuevos microorganismos
productores de antibioticos, que facilita enormemente estos trabajos, redu-
ciéndose considerablemente el tiempo de manipulacion y la predispo-
sicibn a contaminaciones, asi como facilitando la interpretacion de re-
sultados.
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SUMMARY

A new method to investigate the isolation of new antibiotic producing
microorganisms was described. This technique helps this kind of research,
reducing notably the time of manipulation as well as predisposition to
contaminations and also facilite interpretation of nesults.



