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C.S8.1.C.
INSTITUTO «JAIME FERRAN», DE MICROBIOLOGIA
E INSTITUTO DE EDAFOLOGIA Y BIOLOGIA VEGETAL
SECCION DE MICROORGANISMOS PARASITOS DE LAS PLANTAS

OBTENCION Y ANALISIS QUIMICO DE PAREDES
CELULARES DEL CORYNEBACTERIUM
SEPEDONICUM

por

M. SANTAOLALLA

INTRODUCCION

Continuando el estudio de las paredes celulares de los microorga-
nismos patégenos de plantas, estudiamos ahora las paredes celulares
de un microorganismo patdgeno de plantas, gram-positivo: el Coryne-
bacterium sepedonicum, que produce la podredumbre en anillo de la
patata, caracterizada porque, si cortamos un tubérculo enfermo longi-
tudinalmente, observamos, en los casos tipicos, una coloracién ligera-
mente amarillenta de todo o parte del anillo que forman los haces fi-
brovasculares; aunque la enfermedad puede manifestarse solamente por
el aspecto mas vidrioso del mismo.

Deseamos comparar la composicion quimica de la pared celular de
este microorganismo patdgeno de plantas con la de otros ya estudiados
anteriormente por nosotros (23-24), y al mismo tiempo estudiar las
diferencias en la composicion quimica de las paredes, si existen, res-
pecto a otros gram-positivos, patégenos o no de plantas estudiadas por
numerosos investigadores.

Microbiol. Espaii., 20 (1967), 87. 1



88 M. Santaolalla

MATERIALES Y METODOS

Empleamos una estirpe de Corynebacterium sepedonicum aislada del
Solanum tuberosum, procedente de la Coleccion Nacional de Bacterias
Patdgenas de Plantas «L. Nilson», de Suecia. Es un bastoncillo muy po-
limorfo, no esporulado, aerobio, ficilmente coloreable por los métodos
de tincién empleados comunmente, y gram-positivo; su crecimiento es
lento en los medios ordinarios aun afiadiendo extracto de patata.

Cultivamos el microorganismo en cuatro matraces de Erlenmeyer
de 6 1 de capacidad, con 1,5 1 de caldo comun glucosado al 2%
cada uno, con agitacion, a 25 °C; a los doce dias, separamos los gér-
menes por centrifugacién y lavamos tres veces con agua estéril; com-
probamos su pureza haciendo observaciones periddicas por microscopia
normal y electrénica.

Aislamiento del glucolipido

Seguimos fundamentalmente el método de Wells y Dittmer (26),
para lo cual tratamos los microorganismos tres veces consecutivas con
75 cm?® de una mezcla cloroformo+metanol (2:1, v/v), durante dos horas,
a la temperatura ambiente y en agitador magnético. Separamos por
filtracién los microorganismos, y dejamos evaporar los disolventes reuni-
dos, espontdneamente, a la temperatura ambiente.

Obtencién de las paredes celulares

Empleamos los métodos de Cummins y Harris (3) y Salton y Horne
(20-21), ya seguidos anteriormente por nosotros (23-24). En esta ocasidn,
las células fueron desintegradas en el aparato de Braun.

Las microfotografias electrénicas del microorganismo fueron hechas
por la técnica corriente, sombreando con oro-paladio. Las correspon-
dientes a las paredes celulares, por tincién negativa con 4cido fosfo-
tingstico. Ambas fueron hechas con el microscopio Siemens Elmiskop I,
del Servicio de Microscopia Electrénica del Centro de Investigaciones
Bioldgicas (C. S. I. C.), por el Dr. Rubio Huertos, Jefe del Servicio.
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Hidrélisis de la sustancia glucoproteica

Para identificar los aminodcidos hidrolizamos la glucoproteina, en
tubo cerrado, con CIH 6N, calentando en estufa a 115 °C, durante
dieciséis horas. Evaporamos el liquido hasta sequedad en estufa, a unos
50 °C, disolvemos el residuo en agua destilada y hacemos dos evapo-
raciones consecutivas para eliminar las trazas de 4cido clorhidrico; este
residuo lo disolvemos en una pequefia cantidad de agua y con esta
solucién hacemos andlisis cromatografico.

Para la identificacién de glicidos hacemos dos clases de hidrdlisis;
una, fuerte, en tubo cerrado, con SO,H,, 2N en estufa, a 100 °C, du-
rante dos horas; a continuacién neutralizamos el SOH, en exceso con
Ba (OH), solido, separamos el sulfato bérico precipitado por centrifu-
gacién, evaporamos el liquido a unos 50 °C y disolvemos el residuo en
una pequefia cantidad de agua destilada. Realizamos una tercera hi-
drolisis, a baja temperatura, 37 °C, segin Salton (18), con CIH 12N,
durante cuarenta y ocho horas; evaporamos el CIH en desecador de
vacio, con SO;H, y NaOH en forma de lentejas, disolvemos el residuo
y lo volvemos a evaporar para, finalmente, disolverlo en una pequeiia
cantidad de agua destilada.

Andlisis cromatogrdfico sobre papel

Para aminodcidos empleamos la cromatografia monodimensional des-
cendente sobre papel Whatman ntm. 1. Como disolvente: butanol-n,
40; etanol, 10; 4cido acético, 10; agua, 20. En la cromatografia de des-
arrollo bidimensional usamos como disolvente, en la primera dimen-
sién, fenol al 80%, en agua; en la segunda: butanol-n, 80; icido acé-
tico, 20; agua, 20. Revelamos las manchas con solucion de ninhidrina
al 1% en alcohol isobutilico al 909.

Para monosacaridos también empleamos la cromatografia monodi-
mensional descendente sobre papel Whatman ndm. 1, y como disol-
vente: butanol-n, 40; 4cido acético, 10; agua, hasta saturacién. Como
reveladores: ftalato de anilina y nitrato de plata en solucién aceténica
de hidréxido sédico, segiin Trevelyan y colaboradores (25). Los amino-
aztcares los identificamos con el reactivo de Morgan y Elson (2 y 14).
Investigamos acetilaminoaziicares con el reactivo de Hough (7) y con
el empleado por Salton (18), que consta de lo siguiente: 1) etanol de

3
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95 % —+ borato sédico 0,05 M (v/v); 2) solucién de p-dimetilaminoben-
zaldehido en acético glacial, al 2% (p/v), 10; butanol-n, 30, y 4cido
clorhidrico concentrado, 0,04 cm® Pulvericese con 1). Séquese el cro-
matograma con vapor fluente en autoclave, durante diez minutos; pul-
vericese el cromatograma con 2). Conviene preparar los reactivos dia-
riamente, bien que a la temperatura normal suelen conservarse durante
una semana.

Para la investigacion de glicerol en las paredes celulares empleamos
el método de Tkawa y colaboradores (8).

Andlisis cromatogréfico en placa fina

Comprobamos los aminodcidos por cromatografia bidimensional en
capa fina de celulosa, siguiendo el método de Jones y Heathcote (9).
En el glucolipido disuelto en cloroformo -+ metanol (2:1, v/v) investi-

gamos lipidos neutros sobre placas de silicagel, siguiendo el método de
Kelley (10).

Este glucolipido lo purificamos por tratamiento con éter de petrdleo
(p. e, 30°-50 °C) y agua, separando las capas acuosa y etérea; tanto
con la solucidn etérea como con la acuosa, evaporadas a pequefio vo-
lumen, hacemos anilisis cromatografico.

RESULTADOS

La figura 1 muestra el Corynebacterium sepedonicum después de
extraido el glucolipido; en la figura 2, correspondiente a las paredes,
no se observa ninguna estructura.

Entre los aminodcidos producidos en la hidrélisis de la pared de
este microorganismo encontramos fundamentalmente cinco, cuya mayor
concentracién coincide con el siguiente orden de exposicion: acido glu-
tdmico, alanina, glicina, lisina y 4cido diaminopimélico; identificamos
también indicios de valina, difenilalanina y leucina. La figura 8, un
cromatograma monodimensional, indica claramente lo anteriormente ex-
puesto.

Como constituyentes glicidos predominan la glucosagy ramnosa, y
en mucha menor proporcion encontramos xilosa; el aminoazicar encon-
trado en mayor proporcién fue la flucosamina, y en mucha menor,
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Figura 1. Corynebacterium sepedonicum, sin glucolipido. x 40.000

Figura 2. Paredes de C. sepedonicum, tincién negativa. x 48.000
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Figura 3. Cromatografia monodimensional de los aminodcidos de la
pared del C. sepedonicum
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sefialamos el acido murdmico. No encontramos glicerol ni N-acetilami-
noazucares.

En el cuadro 1 sefialamos los principales componentes del glucopép-
tido de la pared celular de este microorganismo y su mayor concen-
tracidn. '

Cuadro 1

Componentes fundamentales

s
del glucopeptido Concentracién (*)

Acido glutdmico +++
Alanina +++
Glicina + +
Lisina + +
Acido diaminopimélico +
Glucosa +4++
Ramnosa +++
Xilosa +
Glucosamina ++
Acido murdmico indicios

(*) El nimero de cruces esti en relacién directa con la
mayor concentracién encontrada en los andlisis correspcen-
dientes.

Debido a la pequefia cantidad de glucolipido obtenido no podemos
hacer el anilisis total del mismo para la determinacién de su estructura,
pero si identificamos como componentes de éste la glucosa, 4cidos gra-
sos libres y diglicéridos 1,3 y 1,2.

DISCUSION

No podemos apreciar ninguna estructura en las microfotografias elec-
trénicas de las paredes celulares sin glucolipido, del Corynebacterium
sepedonicum, microorganismo gram-positivo; como tampoco la encon-
tramos anteriormente en las paredes correspondientes al Agrobacterium
tumefaciens y Erwinia carotovora (23-24), estos ultimos gram-negati-
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vos, obtenidos por los mismos métodos. Muchos investigadores y entre
ellos Baddiley (1), Labaw y Mosley (12) Salton (22) y otros, observan
distintas agrupaciones estructurales en las paredes celulares de diversas
bacterias. Fischman y Weinbaum (5), estudiando la estructura submi-
croscopica de las paredes celulares de Escherichia coli B, muestran que
tnicamente cuando las paredes fueron calentadas diez minutos a 90 °C,
antes del aislamiento, se aprecia en ellas una estructura hexagonal y que
la digestién con pepsina hace desaparecer esta estructura, mientras que
si son digeridas con amilasa y pancreatina mejora la visualizacion de
la estructura hexagonal observada; sugiriendo que las lipoproteinas glo-
bulares unidas a la pared pueden ser la causa de este enrejado hexa-
gonal sobre la capa mucopeptidica. Goundry y colaboradores (6), es-
tudiando la estructura de las paredes del Bacillus polymyxa (N. C. 1. B.
4747), obtenidas a partir de cultivos crecidos durante periodos de tiem-
po distintos, encuentran en todos la misma estructura, y ésta parece apre-
ciarse mejor una.vez eliminados los lipidos por tratamiento con cloro-
formo 4 metanol que no afecta a los aminodcidos componentes de la
pared; sin embargo, el referido autor sefiala que si las paredes son tra-
tadas con pepsina o tripsina en tampén de fosfato, no se observa estruc-
tura, y que incubdndolas en presencia de urea también se destruye,
por lo menos en parte, la estructura submicroscépica de la pared; esto
hace pensar también a Baddiley que el componente estructural de las
paredes del microorganismo no sea el tipico mucopéptido. En nuestros
intentos de comprobar alguna estructura en las diversas paredes de mi-
croorganismos patdgenos de plantas estudiados, los resultados negativos
obtenidos pudieran ser debidos a los tratamientos con pepsina y tripsina
a que sometemos las paredes con intencién de librarlas de los compo-
nentes citoplasmaticos protefnicos que pudieran impurificarlas.

En la composicién quimica de las paredes celulares de este micro-
organismo gram-positivo y patégeno de plantas no encontramos dife-
rencias fundamentales con la sefialada como bdasica para el mucopép-
tido de los microorganismos gram-positivos por. diversos autores (13, 17,
19, 27, etc.); tinicamente podemos sefialar que solamente encontramos
indicios de 4cido murdmico, aunque no descartamos la posibilidad de
que esto sea debido a acciones hidroliticas en el proceso de hidrdlisis
del mucopéptido. Las mayores cantidades encontradas corresponden,
entre los aminodcidos, a 4cido glutdmico y alanina, y entre los aztdca-
res, a la glucosa y ramnosa. El 4cido glutdmico lo hemos encontrado

8
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también en gran cantidad en las paredes celulares del Agrobacterium
tumefaciens y Erwinia carotovora (23-24), predominando también en
la pared de estos dltimos microorganismos la alanina; encontramos
la ramnosa y la ribosa como preponderante en el A. tumefaciens, y la
glucosa en la E. carotovora. Encontramos glucosamina como tinico ami-
noazicar en la composicion de las paredes de Corynebacterium sepedo-
nicum y pequefias cantidades de grasa, datos que coinciden con los
sefialados por Salton (19) respecto a los distintos componentes de las
paredes de microorganismos gram-positivos y gram-negativos.

Perkins y Cummins (16), estudiando el mucopéptido de la pared
de ciertas especies de Corynebacterium patdgenos de plantas, gram-po-
sitivos, encuentran que ninguno de ellos contiene lisina ni 4cido dia-
minopimélico; caracterizan, sin embargo, en el Corynebacterium tritici
(N. C. P. P. 47), el acido 2-4 diaminobutirico, y en los C. poinsettiae
(N. C. P. P. 177), C. betae (N. C. P. P. 373) y C. flaccumfaciens (N. C.
P. P. 558), D-ornitina; posteriormente, Perkins (15) indica que, por lo
menos, los tres dltimos de estos microorganismos contienen también ho-
moserina; estos resultados no coinciden con los nuestros, que correspon-
den muy aproximadamente a los sefialados como tipicos. Work (28)
encuentra en el hidrolizado de la pared del Micrococcus radiodurans,
ornitina, pero junto con otros aminodcidos, entre los que se encuentran
los tipicos del mucopéptido de la pared. La D-ornitina también la se-
flalan Duc-Nguyen y Weed (4) como un constituyente de la pared de
ciertos micoorganismos; posteriormente, Kelly y 'Weed (11) identifican
la taurina como constituyente de la pared de un microorganismo gram-
positivo, el Bacillus subtilis «opaco».

RESUMEN

Estudiamos la estructura y composicién quimica de las paredes ce-
lulares del Corynebacterium sepedonicum, microorganismo gram-positi-
vo y patégeno de plantas. No encontramos en su pared ninguna estruc-
tura submicroscopica, como muestran las microfotografias electrénicas.

En la composicion quimica de esta pared celular, identificamos los
componentes tipicos de la pared celular de los microorganismos gram-
positivos, en mayor proporcién, 4dcido glutdmico y alanina, y en menor,
acido diaminopimélico; como componentes glicidos predominan la glu-

9
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cosa y ramnosa, seguidos por glucosamina y, en menor proporcién,
xilosa

Nuestros resultados no coinciden con los encontrados por Perkins
y Cummins (168) estudiando otros Corynebacterium patégenos de plan-
tas, gram-positivos.

En el glucolipido aislado previamente, identificamos 4cidos grasos
libres, digliceridos, 1,3 y 1,2.

SUMMARY

The structure and chemical composition of cell walls of Corynebac-
terium sepedonicum have been studied. No specific ultrastructure has
been found by electron microscopy.

The typical chemical components of Gram positive bacteria has been
found. Glutamic acid and alanine were the major components. Diami-
nopimelic acid was found in less quantity. Glucose, Rhamnose, Gluco-
samine and Xilose were found in the glucidic component.

The glucolipid component previously isolated was composed by free
fatty acids, 1,3 and 1,2 diglicerids and glucose.

QOur results are not in agreement with other plant pathogens Cory-
nebacterium studied by other authors.

BIBLIOGRAFIA

. BabpiLey, J. 1964. Endeavour, 23, 33.

CraMER, F. 1958. Cromatografia sobre papel. 3.* edicion.

Cummins, C. S., y Harris, H. 1958. J. Gen. Microbiol,, 18, 173.

. Duc-Neuyen, H., y Weep, L. L. 1964. J. Biol. Chem., 239, 3.372.

Fisceman, D. A, y WemwBaum, G. 1967. Science 155, 472.

. GOuNDRY, J.; Davison, A. L.; ARCHIBALD, A. R, y BappiLEy, J. 1967. Biochem.
J., 104, lc.

7. Hovew, L.; Jones, J. K. N, y Wapman, W. 1950. J. Chem. Soc., 1.702.

8. Ixawa, M.; Morrow, J. W., y Harney, S. J. 1966. J. Bacteriol., 92, 812.

9. Jones, K., y Heatecots, J. G. 1966. J. Chromatog., 24, 106.

10. KeLiey, T. F. 1966. J. Chromatog., 22, 456.

11. KeLvy, A. P, y Weep, L. L. 1965. J. Biol. Chem., 240, 2.519.

12. LaBaw, W., y MosLey, V. M. 1954. Biochim. Biophys. Acta, 15, 325.

13. ManDELSTAN, J. 1962. Biochem. J., 84, 294.

14. Morean, W. T. J., y AMiNoFF, S. 1948. Nature, 162, 579.

D UL QN

10



Las paredes celulares del Corynebacterium sepedonicum 97

15.
16.
17.
18.
19.

20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.

Perxivs, H. R. 1965. Biochem. J., 97, 3 c.

Perxins, H. R., y Cummins, C. S. 1964. Nature, 201, 1.105.

Perxivs, H. R., y Rocers, H. J. 1959. Biochem. J., 72, 647.

SavTon, M. R. J. 1959. Biochim. Biophys. Acta, 34, 308.

SaLton, M. R. J. 1964. The bacterial cell wall. Elsevier Publishing Company,
Amsterdam.

Sarton, M. R. J.,, y Horng, R. W. 1951. Biochim. Biophys. Acta, 7, 9.

Sarton, M. R. J., y Horng, R. W. 1951. Biochim. Biophys. Acta, 7. 177.

SarTon, M. R. J,, y WiLiams, R. C. 1954. Biochim. Biophys. Acta, 15, 325.

SantaoraLra, M. 1963. Microbiol. Espafi, 16, 25.

TejeRINA, G., y SantaorLaLLa, M. 1964. Microbiol. Espafi., 17, 41.

TreveLyaN, W. E.; ProcTER, D. P., y Harrison, J. S. 1950. Nature, 166, 444.

WeLLs, M. A, y DirrMeR, J. C. 1963. Biochemistry, 2, 1.259.

Worxk, E. 1961. J. Gen. Microbiol., 25, 167.

Work, E. 1964. Nature, 201, 1.110.

11



UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES
FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

NOTA ACERCA DE LA ACCION LIPOLITICA
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Tratamos de relacionar la accidn lipolitica de algunos hongos con
su accién patogena, basindonos en los estudios realizados por Brabant
y Delmotte (1), del Hospital Saint Pierre, sobre distintas cepas de Can-
dida albicans, y siguiendo la misma técnica. Utilizamos el medio de
Sierra:

Bacto-peptona (Difco) 100 g
Cloruro sédico 50 g
Cloruro célcico, monohidratado 01¢g
Agar 200 g
Agua destilada 1.000 cm?

adicionado de tween 20, 40, 60 y 80 al 1 por ciento en cajas de Petri
y por duplicado; hacemos el cultivo en una linea central. La accidn
lipasica, manifestada por precipitacion del jabdn célcico, es relacionada
con el tiempo en que aparece ese halo de precipitacion y se establece
un tiempo limite de veinte dias antes de clasificarla como negativa y
tenemos entonces un indice 0 y serd indice méaximo, de 20, cuando pre-
cipite en un dia, e indice 16, por ejemplo, cuando precipite al quin-
to dia (figuras 1-2).

A fin de tener un concepto mds claro, incluimos otras especies de
Candida y otros géneros de hongos. Simultidneamente se estudi6 el poder
patégeno de distintas especies del género Candida sobre el conejo. Se

Microbiol. Espaii., 20 (1967), 99. 1
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inocularon conejos con 2 cm® de una suspensién equivalente a la con-
centracién niim. 9 de la escala de Mc. Farland, en la vena marginal de
la oreja.

RESULTADOS

Los resultados se recogen en los cuadros 1-2.

Cuadro 1
Tween | Tween | Tween | Tween
Indice

Copa 20 40 60 80 d
Céndida albicans 1 AB + 2 + 2 + 2 + 2 76
C. tropicalis 4 AB + 2 + 2 + 2 + 1 77
C. tropicalis 4 + 1 + 1 + 2 + 2 78
Torulopsis glabrata 76 0 0 0 0 0
Sporotrichum schenckii 36 + 2 + 2 + 5 + 6 69
Rhodotorula mucilaginosa 21 + 8 + 6 + 2 + 6 67
Madurella mycetomi 130 + 3 + 6 + 7 0 47
Trichophyton mentagrophytes 66 + 3 + 6 + 5 0 49
Microsporum gypseum + 6 + 8 + 5 + 7 58
Streptomyces sp. 1 + 2 +1 + 2 + 2 77
Streptomyces sp. 2 + 4 + 4 + 6 + 6 64
Hormodendrum sp. + 3 + 38 +10 + 3 65
Oospora lactis + 2 + 9 + 4 + 9 60
Sarcina +10 + 2 + 2 + 2 68
C. parapsilosis 7 AB + 1 + 1 + 1 + 1 80
Rhodotorula + 4 + 6 + 2 + 6 66
Streptomyces sp. + 8 + 2 + 1 + 3 75
C. parapsilosis 11 AB + 4 + 4 0 + 4 51
C. tropicalis 12 AB + 1 + 1 + 4 + 1 77
C. albicans, esputo + 1 + 1 +1 + 1 80
C. krusei A 0 + 1 0 0 20
C. albicans C + 1 + 1 +1 + 1 80
C. albicans D + 1 + 1 + 1 + 1 80
C. tropicalis H + 1 + 1 + 1 + 1 80
C. parapsilosis i 0 + 1 0 0 20
C. parapsilosis MF 1 + 4 +15 +18 0 31
C. intermedia MF 2 + 38 +14 0 0 25
C. krusei MF 3 0 + 7 0 0 14
Penicillium chrysogenum 25 + 1 + 8 + 8 + 8 69
Alternaria solium 244 + 2 + 2 + 2 + 8 70
Fusarium javanicum 176 + 1 + 1 + 1 + 3 78
Geotrichum asteroide 84 0 +17 +17 +20 9
Epidermophyton floccosum 148 +18 0 0 0 3
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Figura 1. Candida albicans, D. Precipitacién de
jabén cdlcico. Medio de Sierra con tween 60

Figura 2. Candida tropicalis, H. Precipitacion
de jabdn cdlcico. Medio de Sierra con tween 80
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Cuadro 2
Identifica- .. .
. ) . . Patogenicidad Indice
Especie cién de la Aislamiento de | b S conejo lipolitico
cepa
Candida albicans C Materias fecales de +2 dias 80
hombre sano
C. albicans D Materias fecales de +2 dias 80
hombre sano
C. albicans Esp. Esputo, micosis pul- +4 dias 80
monar
C. albicans 1 AB Onixis +1,5 dias 76
C. tropicalis H Materias fecales de Vive sacrificado
hombre sano a los 24 dias 80
C. tropicalis 12 AB  Onixis Vive 45 dias 77
C. tropicalis 4 AB  Onixis +38,5 dias 77
C. parapsilosis 7 AB  Cnixis Vive 80
C. parapsilosis 11 AB  Onixis Vive 51
Materias fecales de
C. parapsilosis MF 1 hombre sano Vive 31
Materias fecales de
C. parapsilosis i hombre sano Vive 20
C. krusei A Materias fecales de
hombre sano Vive 20
C. krusei MF 3 Materias fecales de
hombre sano Vive 14
C. intermedia MF 2  Materias fecales de
hombre sano Vive 25
CONCLUSIONES

Estamos en desacuerdo con que se quiera catalogar la virulencia de
una cepa por el origen de su aislamiento, pues es factible que por cir-
cunstancias de inmunidad del huésped, una Candida muy patégena
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podria encontrarse como saprofita, y también una Candida poco viru-
lenta, en presencia de un huésped falto de inmunidad, podria presen-
tarse causando lesiones generales graves; por tanto, para catalogar su
virulencia sélo tenemos en cuenta su accién sobre conejo o laucha.

Estudiada la actividad lipolitica en diversos géneros de hongos y en
diversas especies del género Candida, no hemos encontrado relacién
entre el indice de su poder lipolitico y su accién patégena, ya sea sobre
el hombre o sobre el conejo. Asi, géneros inocuos, como Streptomyces
(que no incluimos entre los Eumicetos), Fusarium, Penicillium, Rhodo-
torula, tienen alto poder lipolitico; en cambio, hongos patégenos, como
Trichophyton mentagrophytes y Madurella micetomi, tienen indices que
s6lo llegan a 49 y 47, respectivamente.

Con respecto al género Candida tampoco hemos encontrado concor-
dancia en todas las especies:

Candida albicans. Aislada de afeccién pulmonar, de onixis y de materia
fecal de persona sana; siempre tuvo indice alto, entre 76 y 80, y siem-
pre se mostré muy patdgena para los conejos, que murieron entre uno-
cuatro dias.

Candida tropicalis. Aislada de onixis y de materia fecal de persona sana;
dio indices altos, entre 77 y 80, pero la virulencia para el conejo fue
distinta: la de onixis lo maté entre 72 y 96 horas, y en las otras, una
de onixis y la otra de materia fecal, un animal fue sacrificado a los vein-
ticuatro dias por sus manifestaciones meningeas y el otro, a los cuarenta
y cinco dias, normal.

Candida parapsilosis. Aislada de onixis, cepa 11 AB, con indice 51,
cepa 7 AB de onixis, indice 80; de materia fecal de persona sana, indi-
ce 20, y en todos los casos mostré no ser patdgena para el conejo.
Candida krusei. Aislada de materia fecal de persona sana: en ambas,
el indice fue bajo, y no patégena para el conejo.

Candida intermedia. Indice 25, y no patogena para el conejo; aislada
de materia fecal de persona sana.
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RESUMEN
No hemos encontrado en Candida, asi como en otros hongos paté-
genos o saprofitos, ninguna relacién entre virulencia y poder lipolitico.
SUMMARY
We did not find in Candida as in other pathogenic or saprophitic
fungies any signification between their virulence and lipolitic power.
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INTRODUCCION

La enfermedad de las mucosas (44) y la diarrea por virus (42) fue-
ron diagnosticadas por primera vez en Estados Unidos, habiéndose de-
mostrado que ambas enfermedades son producidas por virus relaciona-
dos antigénicamente (19).

Posteriormente, se han aislado muchos virus relacionados con la dia-
rrea virica (2, 18, 32 y 43) y de casos en ganado vacuno con un sin-
drome respiratorio entérico (24 y 39).

En Suecia fue aislada por Bakos y Dinter (3), de casos con enfer-
medad de las mucosas, una cepa de virus parainfluenza III.

Una serie de virus entéricos, posiblemente no patdgenos, han sido
aislados en cultivo de tejidos a partir de heces de ganado vacuno apa-
rentemente sano (6-9, 23-25, 28-30, 33, 36, 38-39 y 41).

En Inglaterra, enfermedades del complejo enfermedad de las mu-
cosas-diarrea por virus fueron diagnosticadas por Dow y colaborado-
res (15) y Huck (21). Darbyshire (11) aislé de un caso de enfermedad

(*) Este trabajo fue llevado a cabo en el Departamento de Virologia del La-
boratorio Veterinario Central, de Weybridge (Inglaterra), con la ayuda econémica
de una beca del Consejo Britanico.

(**) Direccién actual: Patronato de Biologia Animal. Madrid.
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de las mucosas, el virus Nantwich, no citopatdgeno, que reprodujo la
enfermedad al ser inoculado en terneros. Darbyshire y colaboradores
(12-14) comprueban la intervencién de adenovirus en procesos infec-
ciosos respiratorios de los bévidos.

Durante nuestra estancia en el Departamento de Virologia del La-
boratorio Veterinario Central, de Weybridge, tomamos parte en un am-
plio programa para la investigacién de virus citopéticos asociados con
enfermedades del ganado vacuno. El programa consistia en el aisla-
miento de estos virus, caracterizacién y determinacién de su capacidad
patdgena ,asi como la puesta a punto de técnicas diagndsticas. Las en-
fermedades investigadas fueron la enfermedad de las mucosas, la neu-
monia de los terneros y la infertilidad de causa virica. Después de su
preparacion adecuada, las muestras eran inoculadas en monocapas de
cultivos primarios de rifién bovino para el aislamiento de agentes ci-
topdticos, que posteriormente eran clasificados por métodos serolégicos
y caracterizados por sus propiedades fisicas y quimicas. Los resultados
globales de la primera fase y parte de la segunda de este programa
han sido publicados por Huck y Cartwright (22). Fueron aislados virus
de 39 (19 %) de un total de 195 rebafios investigados con casos
de enfermedad de las mucosas, neumonia o infertilidad. En total, 84
virus bovinos a partir de 838 animales. De estos virus, 53 fueron cla-
sificados en 7 serotipos empleando antisuero de conejo: 4 relacionados
con la enfermedad de las mucosas (M6, M63, M153 y M80), 2 con
neumonia (T10 y T11f) y 1 con aborto e infertilidad (F266a). Todas
las cepas fueron clasificadas como enterovirus.

En relacién con la enfermedad de las mucosas se investigaron en
el proyecto mencionado anteriormente 100 rebafios con casos clinicos
de la enfermedad. Se estudiaron en total 404 muestras de 242 animales
y fueron aislados 42 virus citopdticos, lo que representa un porcentaje
de aislamientos del 17,4 9 del total de animales examinados. Se aisla-
ron virus de 22 de los 100 rebafios. De uno de estos rebafios con casos
de diarrea, fue aislado, a partir de una muestra de heces, el virus M80.

En este trabajo se da cuenta de las propiedades fisicas, quimicas
y biolégicas de este virus.
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MATERIAL Y METODOS

Virus

La cepa inicialmente aislada del virus M80 fue purificada por el
método de propagacion a partir del material obtenido de una placa
y el depdsito de virus empleado en estos experimentos era el quinto pase
en cultivo de tejidos de rifién de ternero, del mencionado virus.

Preparacion de los cultivos de tejidos

Se prepararon cultivos primarios en monocapa de rifién de ternero
por el método de tripsinizacién de Dulbecco y Vogt (16) modificado
por Youngner (45). Se emplearon tubos de ensayo de vidrio borosili-
catado, de 160 X 16 mm y frascos planos de prescripcién médica, de 2
onzas. Las soluciones base salinas empleadas para la preparacion de
medios fueron solucién salina equilibrada de Hanks (20) y solucién
salina equilibrada de Earle (17). A estas soluciones base se afiadio
0,5% de un hidrolizado de lactoalbtimina y 0,01% de extracto de
levadura. Se empleé suero bovino inactivado al 10 % en el medio
de crecimiento (medio de Hanks) y no se afadié cantidad algu-
na de suero en el de mantenimiento (medio de Earle). La concen-
tracién final de antibidticos en ambos medios era la siguiente: peni-
cilina, 100 U.I./ml; estreptomicina, 100 ug/ml; polimixina, 100 U.I./ml;
y micostatina, 25 U.I./ml. Por un método similar se cultivaron también
células de rifidn porcino, testiculo de ternero, endometrio bovino, fi-
broblastos de embrién de pollo y la linea celular Hela. Los cultivos
secundarios se prepararon seguin la técnica de Madin y Darby (34).

Métodos de titulacién

La titulacién del virus se llevé a cabo por la técnica de formacién
de placas y observando el efecto citopético en cultivos en tubos de
ensayo. En el primer caso se hicieron diluciones del virus de factor 10
en medio de mantenimiento y el indculo por frasco fue de 0,2 ml. Se
inocularon dos frascos por dilucion. Los frascos inoculados se incuba-
ron a 37 °C, durante treinta minutos, para permitir la adsorcion del
virus por las células. Se afiadieron entonces a cada frasco 6-7 ml de

3
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agar-medio (a 43°-45 °C). Una vez solidificado el agar, se invertian los
frascos y se incubaban a 37 °C. La composicién del agar-medio era
medio del mantenimiento al cual se habia afiadido 1,2 % de agar Noble
(Difco). Tres dias después de la infeccidn, los frascos se tefifan afiadien-
do 4 ml de agar-medio al cual se habia incorporado el colorante rojo
neutro a una concentracién final de 1:20.000. Después del recuento
de las placas, el titulo se calculé (16) como el ntiimero de unidades for-
madoras de placas/ml (PFU/ml).

En la técnica de titulacién en tubos se emplearon también dilu-
ciones de factor 10. Se infectaron 5 tubos por dilucién y el inéculo por
tubo fue de 0,1 ml. Las lecturas de los tubos se realizaron diariamente
durante seis dias consecutivos y los puntos finales de la actividad vi-
rica se calcularon segin el método de Kirber (27) como el niimero
de dosis infectivas 50 % en cultivo de tejidos/ml (TCIDs/ml).

Inactivacién térmica

La inactivacién a 56 °C se llevé a cabo en un bafio de agua en
tubos de aglutinacién precalentados. A intervalos se tomaban los tubos,
se ponian en hielo seco y se titulaban al final del experimento. En el
otro experimento a 37 °C las suspensiones de virus eran mantenidas
en frasquitos en una estufa, a esta temperatura.

Determinacion del tamaiio del virus por ultrafiltracién

Los experimentos de filtracién se llevaron a cabo con membranas
de gradocol de didmetro medio de poro 200, 120, 42 y 22 mu con ayuda
de una presién positiva de 90 cm de agua.

~ Efecto de los cambios de pH

Para estudiar el efecto de los cambios de pH sobre la infectividad
del virus se hicieron diluciones de éste al 1:10 en la solucién tampdn
de 4cido citrico+ fosfato de Mcllwaine (35), de pH 2,15 a 8,1. Las
muestras se dejaron a temperatura de habitacién durante treinta mi-
nutos, pasados los cuales el pH se ajusté a 7,4-7,6 con una solucién es-
téril N/10 de NaOH o con 4cido citrico 0,IN. Todas las muestras se
ajustaron finalmente al mismo volumen con medio de mantenimiento.

4
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Sensibilidad al éter

En el tratamiento con éter el método seguido fue el de Andrewes
y Horstmann (1).

Curvas de crecimiento

Se infectaron cuatro frascos con monocapas de rifién de ternero con,
aproximadamente, 1.000 PFU cada uno, a una multiplicidad de 0,00025.
Después de un periodo de adsorcién de treinta minutos a 37 °C, los
cultivos se lavaron varias veces con medio de mantenimiento para eli-
minar el virus no adsorbido y se incubaron durante diez minutos a
87 °C con 2,5 ml de una dilucién 1/10 de antisuero M80 para neutra-
lizar el virus restante no adsorbido. Acto seguido se lavaron nuevamente
con medio de mantenimiento para eliminar el antisuero. Finalmente
se afiadieron a cada frasco 9 ml de medio para, a continuacién, vol-
verlos a la estufa a 37 °C. Se tomaron muestras del medio de cultivo,
al principio, cada hora y después, con intervalos de tiempo mayores,
mezcliandose las muestras de los cuatro frascos correspondientes al mis-
mo tiempo. El volumen tomado de cada frasco fue restituido con medio
de mantenimiento con el fin de conservar el volumen original. Las
muestras se mantuvieron a — 20 °C hasta el momento de ser tituladas.

Se llevé a cabo también un experimento de curva de crecimiento
en suspensién celular para comparar las curvas obtenidas teniendo en
cuenta el virus liberado en el medio de cultivo y el virus asociado a
las células. Se centrifugaron 10 ml de una suspensién celular contenien-
do 5 X 10° células/ml, se resuspendieron en 10 ml de virus (titulo 8 X
X 10° PFU/ml) y la mezcla se incub6 a 37 °C durante treinta minutos.
A continuacidn las células se lavaron y centrifugaron tres veces con me-
dio de mantenimiento + 2 ‘% de suero de caballo y, por dltimo, se incu-
baron diez minutos con una dilucion 1/10 de antisuero M80. Después
de una nueva centrifugacién, la suspensién celular se lavé dos veces
con medio de mantenimiento y, finalmente, se resuspendié el sedimento
de células en 20 ml de medio de mantenimiento conteniendo 2 % de
suero de caballo. Este se consideré como tiempo cero. Se tomaron mues-
tras de 1 ml. Los sobrenadantes se obtuvieron por centrifugacion a
2.500 r/m durante treinta minutos. Los cultivos totales se congelaron y
descongelaron tres veces antes de ser titulados para romper las células.
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Efecto citopdtico

El estudio en preparaciones tefiidas fue llevado a cabo en cultivos
secundarios en cubreobjetos de 6 X 22 mm. El procedimiento de tincién
fue el de la hematoxilina-eosina de Ehrlich.

Curva de adsorcién

Cultivos de tejidos de rifion de ternero en frascos de prescripcién
de 2 onzas eran infectados con 70-90 PFU de virus e incubados a 37 °C.
A intervalos se tomaban grupos de 5 frascos, se lavaban con medio de
mantenimiento, se afiadia agar-medio y se volvian a la estufa.

Hemoaglutinacion

Las hemoaglutinaciones se realizaron segtin el método propuesto por
el Comité de Procedimientos Serolégicos Normalizados para el Estudio
de la Influenza (10). Se ensayaron dos temperaturas: 4 °C y tempera-
tura de habitacion. Las lecturas se hicieron a los noventa minutos y
dos horas, respectivamente. Se probaron glébulos rojos de oveja, ratén
y gallina.

Reacciones de neutralizaciéon

El virus empleado en las reacciones de neutralizacién era el quinto
pase de M80. Los antisueros procedian del depdsito del laboratorio y
habian sido preparados en conejos.

En los experimentos de inhibicion de la formacién de placas las
diluciones de los sueros al 1:10 se prepararon en medio de manteni-
miento y se inactivaron a 56 °C durante treinta minutos. Se hicieron
entonces diluciones de factor 4 en idéntico medio, en cantidad de 1 ml.
Se mezclé 1 ml de suspension de virus conteniendo 100 PFU/0,1! ml,
aproximadamente, con igual volumen de los antisueros diluidos. Las mez-
clas suero 4 virus se incubaron a 87 °C durante dos horas. Se inocula-
ron 0,2 ml de la mezcla por cada frasco de cultivo y se emplearon dos
frascos por cada dilucién de suero. Los controles se trataron del mismo
modo, pero el suero fue sustituido por medio de mantenimiento. Com-
parando el nimero de placas en los frascos control (virus + medio de
mantenimiento) con el de los frascos inoculados con la mezcla suero +
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virus, se determiné el grado de neutralizacién. El punto final se calculd
como la dilucién mis alta de suero que produjo una reduccién en el
nimero de placas del 80% (4). '

Las reacciones de neutralizacién en tubos se llevaron a cabo por
el método de dosis constante de virus (100 TCIDs, aproximadamente)
y diluciones varias del suero. Las diluciones de los sueros se prepara-
ron del mismo modo. Se mezclé 1 ml de la suspensién de virus con-
teniendo unas 100 T'CIDs,/0,1 ml, con igual volumen de los antisueros
diluidos. Las mezclas se incubaron durante veinte horas a 4 °C. El
in6culo fue de 0,2 ml por tubo y se emplearon 5 tubos por dilucién
de suero. Los titulos de los sueros fueron calculados por el método de
Kirber (27) y se expresan como el reciproco de aquella dilucién de
suero que protegeria el 50 % de los cultivos del efecto del virus.

En todas las reacciones de neutralizacién se incluyd suero de pre-
inoculacién y el virus fue titulado al principio y al final del experi-
mento para comprobar que no tuvo lugar ninguna variacién en el titulo
del virus durante el tiempo de incubacién.

RESULTADOS

Inactivacién térmica

En la figura 1 se representan los resultados de tres experimentos de
inactivacién del virus M80 a 56 °C. La pérdida de infectividad fue
rapida y después de cinco minutos a esta temperatura sélo pudo ob-
servarse una minima infectividad residual. La figura 2 representa gra-
ficamente la estabilidad de este virus a 37 °C. Como puede verse, la
inactivacion a esta temperatura fue lenta. Después de cinco dias, el
titulo del virus habia disminuido 99,9 % aproximadamente.

Tamafio

Los resultados de las titulaciones en cultivo de tejidos de rifién de
ternero realizadas con los filtrados se representan en la figura 3. El virus
atravesé la membrana de didmetro medio de poro de 42 mu con muy
significativa reduccién del titulo y no fue posible recobrarlo del mate-
rial filtrado a través de la membrana de 22 mu. Teniendo en cuenta
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estos datos y aplicando el factor de Black (5) resulta que el tamafio de
la particula infectiva del virus M80 seria de 20 mp.

Log
PFO/ml
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6-1

o
—.

E 3
I

del virus

Titulo

~N
1

20 120 XD
Didmetro medio del poro de las membranas

Figura 3. Filtracion del virus a través de
membranas de gradocol

Estabilidad a los cambios de pH

Los resultados de este experimento se han representado en la fi-
gura 4. Los cambios de pH en el intervalo estudiado no tienen efecto
alguno sobre la infectividad del virus.
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Log
PRU/ml

14

Titulo del virus
~ o~ o (3] -]

pH

Figura 4. Estabilidad del virus en relacion con
los cambios de pH

Sensibilidad al éter

Como puede verse en el cuadro 1, el éter no tuvo ningin efecto
sobre la infectividad de este virus.

Cuadro 1. Efecto del éter sobre la
infectividad del virus M80

Material Titulo
4 (PFU/ml)

Muestra original 6 x 10°
Muestra no tratada 7 % 10¢

Muestra tratada con éter 9,5 x 10°

Caracteres de las placas formadas

No existié uniformidad en cuanto a su tamafio. A las treinta horas
después de la infecciéon de los cultivos, el tamafio de las placas for-

10
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madas era inferior a 1 mm. A las cuarenta y ocho horas su tamafio
oscilaba entre 1-2 mm y a los cinco dias, entre 2-5 mm. M80 produce
también placas en cultivos de fibroblastos de embrién de pollo.

Curva de crecimiento

Como puede verse en la figura 5, el virus comenzé a multiplicarse
cinco horas después de la infeccién del cultivo, alcanzando titulos maxi-

Log

PFU/ml

7«

o S w
. N 3

Titulo del virus

~
-

2345678 W 24 4 T gh
Figura 5. Crecimiento del virus
mos a las treinta, cuarenta y ocho y cincuenta y cuatro horas. Se ob-
servé una disminucién gradual del titulo en las muestras tomadas a

las setenta y dos y noventa y seis horas. En el experimento de curva
de crecimiento en suspension celular (figura 6) no fue posible eliminar

11
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todo el virus no adsorbido. El aumento de titulo fue paralelo en el
cultivo total y en el liquido de cultivo libre de células, si bien en las
ultimas fases la diferencia entre el titulo del virus en ambas fracciones
fue menor.

Log
PFU/ml

6

Titolo del virus

JL
T T T 1/

2 4 5 8 8 2 h

Figura 6. Crecimiento del virus en cultivos en suspension
celular

Efecto citopdtico

Cuando los cultivos en frascos planos eran inoculados con 1.000 PFU
de virus, se observaron a pequefios aumentos cambios claros a las vein-
tidos horas, en forma de areas de células redondeadas muy refringentes.
A las treinta horas, el proceso se habia generalizado y a las cuarenta
y ocho horas, todas las células se habian desprendido de la superficie
del vidrio. En preparaciones tefiidas (figuras 7-8) los primeros cambios
se apreciaron en el nicleo y consistian en hipercromasia y condensa-
cién periférica de la cromatina en actiimulos de forma redondeada o

12
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Figura 7. Cultivo de tejidos de rifién bovino, testigo. x 922, aproximadamente

13
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Figura 8. Cultivo de tejidos de rifion bovino. Efecto citopdtico producido por
virus. x 922, aproximadamente

el
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semilunar, Poco después, el citoplasma aparecia intensamente tefiido y
las células comenzaban a retraerse, adquiriendo forma redondeada. El
proceso de retraccién fue mds rdpido en el nicleo que en el citoplasma,
lo que motivé la aparicién de micleos redondeados separados por un
halo claro del citoplasma. Estos cambios eran progresivos y finalmente
tenfa lugar la desintegracién de la célula, quedando tnicamente adhe-
ridos al vidrio restos celulares

Espectro celular

El virus M80 crece en células de rifién porcino, endometrio bovino
y fibroblastos de embrién de pollo y produce destruccion completa de
las monocapas. Se multiplica también en cultivos de testiculo de ter-
nero, pero provoca en ellos Unicamente la aparicién de células redon-
deadas, sin llegar a ocasionar cambios degenerativos completos. Des-

I

4]

100 4
0. | ~

80

Adsarcién

B~
=}
I

30 4

20 4

L
1

T T T T T

S0 0N 5 60 %0 120 180 240 min

Figura 9. Adsorcion del virus, a 87° C, por cultivos de
rifién bovino
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pués de tres pases ciegos en células HeLa no fue posible recobrar el
virus en cultivo de tejidos de rifién de ternero.

Curva de adsorcién

El mayor niimero de placas, observado cuando el tiempo de incu-
bacién fue de treinta minutos, se consideré equivalente al 100 % y
la curva de adsorcién se construyé teniendo esto en cuenta. Los re-
sultados se representan en la figura 9. La cantidad de virus adsorbido
en cinco minutos fue del 35% y en veinte minutos, del 76 %. Un tiem-
po de incubacién mayor de treinta minutos ho aument$ el numero de
placas observadas, sino que, por el contrario, este ndmero fue ligera-
mente inferior.

Hemoaglutinacion

Fue negativa con glébulos rojos de oveja, ratén y gallina.

Reacciones de neutralizaciéon

Los resultados de estas reacciones por la técnica de inhibicién de
la formacién de placas se sefialan en el cuadro 2. En el cuadro 3 se
dan los datos obtenidos por la técnica de titulacién en tubos. De todo
ello se deduce que el virus M80 no tiene relacién antigénica con nin-
guno de los virus cuyos antisueros se han empleado.

DISCUSION

El virus M80 tiene muchas propiedades de los enterovirus. Su inac-
tivacién a 56 °C fue muy ripida, observdndose una minima infectivi-
dad residual después de cinco minutos. Los enterovirus bovinos no pre-
sentan uniformidad en cuanto a la velocidad de inactivacién a 56 °C.
Moll y Ulrich (40) dividen los virus entéricos por ellos estudiados en
tres grupos: de inactivacion lenta y logaritmica, de inactivacién rdpida
y de inactivacion rdpida pero con infectividad residual consecuente a
la heterogeneidad de una poblacién de particulas viricas (26). Inaba y
colaboradores (24) dan cuenta de que el virus BF1 disminuyé su titulo
100 veces en treinta minutos y 1.000 veces en sesenta minutos. McFe-

16
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rran (37) sefiala una minima infectividad residual para el virus VG(5)27
después de una incubacion de treinta minutos a 55 °C. M80 es estable
a 37 °C. Su curva de inactivacién a esta temperatura es idéntica a la
del virus anteriormente mencionado. En ambos casos, después de cinco
dias, el titulo del virus habia disminuido 99,9 %. En cambio, el virus

Cuadro 2. Resultados de las reacciones de
neutralizacién por el método de inhibicién de
la formacién de placas entre el virus M80 y
algunos antisueros de virus aislados del gana-

do vacuno
Titulo (*)
. Cantidad real de virus
Antisuero en la reaccién (PFU)
50 70
Suero de preinoculacion 160 160
M80 > 640 > 640
T11f 40
IBR 160
M153 160 160
M6 160
VG(5)27 40
F46 40
T10 160
F266a 40

(*) Tomado como el reciproco de la dilucién mas
alta del suero que produjo una reduccion del 80 %
en el nimero de placas.

BF1 es mucho mas estable a 37 °C, ya que para una reduccién del
titulo de aproximadamente 99,9 % fueron necesarios veintiséis dias.

El tamafio del virus M80 puede considerarse también caracteristico
de los enterovirus. McFerran da para el virus VG(5)27 un tamafio de
23 my y Kunin y Minuse (29) atribuyen al virus LC-R4 un tamafio de
23-30 mu.

17
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La estabilidad de este virus a los cambios de pH y la resistencia
al tratamiento con éter son propiedad de los miembros de la familia
enterovirus.

Es caracteristico de muchos enterovirus bovinos la formacién de pla-
cas, aunque difieren en las caracteristicas de éstas.

En los experimentos de curvas de crecimiento en monocapas de ri-

Cuadro 3. Resultados de las reacciones de
neutralizacién en tubos entre el virus M80 y
algunos antisueros de virus aislados del gana-

do vacuno
Cantidad real
de virus en
Antisueros la reaccién | Titulo (%)

(TCIDs/

0,1 ml)
Pre-inoculacién 300 <10
M380 » 550
F46 » <10
T10 » 15
F266a » <10
M153 » <10
Pre-inoculacién 500 33
T11{ » <10
IBR » 34
M6 > 15
VG(5) 27 » 15

(*) ExIpresado como el reciproco de aquella di-
lucién del suero que protegeria el 50 % de los cul-
tivos del efecto del virus.

~r . . 7 . . . ’

fion bovino, el virus comenzé a multiplicarse cinco horas después de
la infeccién del cultivo, alcanzando ya un titulo méaximo a las treinta
horas. La disminucién del titulo en las muestras tomadas a las setenta
y dos y noventa y seis horas fue debida posiblemente a la inactivacién
térmica del virus. El cambio de inflexién de la curva de crecimiento,

18
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observado a las seis-siete horas, puede interpretarse teniendo en cuenta
que el virus liberado en los primeros momentos es adsorbido por las
células atin no infectadas. En el experimento de curva de crecimiento
en suspension celular, el aumento del titulo fue paralelo en el cultivo
total y en el medio de cultivo libre de células, si bien en las tltimas
fases la diferencia entre el titulo del virus en ambas fracciones fue
menor, indicando una mayor liberacion de virus en el medio.

Los cambios degenerativos producidos por este virus pueden encua-
drarse dentro del tipo general de efecto citopatico producido por los
enterovirus y, en particular, por los enterovirus bovinos.

M80 produce efecto citopatico en células de rifién porcino, endo-
metrio bovino, testiculo bovino y fibroblastos de embrién de pollo, pero
no en células Hela. El espectro celular de los enterovirus bovinos es
variable. Ademds de en tejidos de origen bovino, la mayoria de estos
virus se multiplican en células de rifién de mono, pero no son unifor-
mes en cuanto a su efecto en cultivos de rifién porcino, células HeLa
y otros tejidos. Produjeron efecto citopatico en células de rifién por-
cino el virus BF1 de Inaba y colaboradores (24) y los virus estudiados
por Moll y colaboradores (38-39). No produjeron efecto citopatico en
cultivos de células HeLa los virus ECBO estudiados por Klein y Ear-
ley (28) y Kunin y Minuse (30), pero si el virus BF1 de inaba y colabo-
radores (24).

Los experimentos de curva de adsorcién indican la rapidez de ad-
sorcién del virus por las células, sefialando como 6ptimo el tiempo de
incubacién de treinta minutos.

El virus M80 no agluting los eritrocitos de oveja, ratén y gallina.
No fueron ensayados gldbulos rojos de mono rhesus. Los virus entéri-
cos aislados del ganado vacuno no son uniformes en cuanto a su ca-
pacidad de aglutinar los eritrocitos de diversas especies. Cinco de los
once virus aislados por Moscovici y Maisel (41) aglutinaban eritrocitos
bovinos, mientras que tres aglutinaban eritrocitos de cobayo. Ninguno
de ellos era activo frente a glébulos rojos humanos, de oveja, de gallina
ni de caballo. Moll y colaboradores (38-39) sefialan que fue ne-
gativa la hemoaglutinacién con los diez virus por ellos aislados em-
pleando hematies de oveja y cobayo. Tanto el virus BF1 de Inaba y
colaboradores (24) como el LC-R4 de Kunin y Minuse (30) aglutinaban
los glébulos rojos de oveja y caballo, pero no los de otras especies.
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El virus VG(5)27 de McFerran (37) no aglutiné glébulos rojos huma-
nos, de ganado vacuno, oveja, cobayo, aves y mono.

Siguiendo las observaciones de La Placa (31) de que los virus del gru-
po I (véase mds adelante) aglutinaban los glébulos rojos de mono rhe-
sus, mientras que los del grupo II eran inactivos, Huck y Cartwright
(22) ensayaron sus serotipos y encontraron que todos los incluidos en
el grupo I por reacciones de neutralizacién con el antisuero de gallina
de La Placa, excepto M63, mostraban actividad hemoaglutinante,
mientras que ninguno de los incluidos en el grupo II (entre ellos M80)
o los no clasificados con el mencionado antisuero eran activos.

M80 no tiene relacién antigénica con ninguno de los virus cuyos
antisueros se han empleado en las reacciones de neutralizacién y cons-
tituye un. serotipo propio. Ello confirma los resultados de Huck y Cart-
wright (22). Estos investigadores encuadran 53 enterovirus, de los 84
por ellos estudiados, en 7 serotipos (M6, M63, M153, T10, M80, T11f
y F266a), dejando sin clasificar los 31 restantes. El serotipo M80 in-
cluye en esta clasificacion 3 cepas (M80, M81 y M10). En las reaccio-
nes de neutralizacién hemos contado, ademis de con otros antisueros,
con los serotipos mencionados, a excepcion de M63. Huck y Cartwright
(22), empleando el antisuero de gallina suministrado por el Dr. M. La
Placa, de la Universidad de Bolonia, demostraron el amplio espectro
de neutralizacion del citado antisuero. De este modo, en el grupo I
de La Placa pueden incluirse los serotipos M6, M63, M153 y T10, y
en el grupo II los M80, F266a y T11f, si bien estos dos ultimos dan
un titulo muy bajo (40 y 10, respectivamente). De los 31 enterovirus
no clasificables en los serotipos Weybridge, 21 fueron incorporados en
los grupos I y II con el antisuero de La Placa, quedando tinicamente
sin clasificar 10 virus.
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RESUMEN

En este trabajo se estudian las propiedades fisicas, quimicas y bio-
logicas de un enterovirus bovino (M80) aislado de un caso clinico de
enfermedad de las mucosas.

El virus es muy sensible a la temperatura de 56 °C, pero su inacti-
vacion es lenta a 37 °C.

Su tamaiio, calculado por experimentos de filtracion, seria de 20 mu.

El virus es estable a cambios de pH entre 2,15 y 8,1, y resistente
al tratamiento con éter.

Produce placas en cultivos de rifién bovino y este método es ade-
cuado para la titulacidon y estudio de este agente citopatico.

Su ciclo de crecimiento en células de rifién bovino es corto y es
citopitico, ademds, para células de rifién de cerdo, testiculo bovino,
endometrio bovino y fibroblastos de embrién de pollo, pero no para
células HeLa.

El virus no aglutina los glébulos rojos de oveja, ratén y gallina.

El virus M80 no tiene relacién antigénica con ninguno de los virus
entéricos cuyos antisueros se han empleado en las reacciones de neu-
tralizacién y constituye un serotipo propio. Pertenece al grupo II del
esquema de La Placa.

SUMMARY

This work deals with the physical, chemical and biological proper-
ties of a bovine enterovirus (M80) isolated from a clinical case of mu-
cosal disease.

This virus is heat sensitive at 56 °C, but its inactivation at 37 °C
is slow.

The size of this virus is appoximately 20 mu.

The virus is not susceptible to variations in hydrogen ion concen-
tration. It is also resistant to ether.
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MS80 grows rapidily in tissue culture and produces cytopathic effect
in calf kidney, calf testis, bovine endometrium, chick embryo fibroblasts
and pig kidney cultures, but no cytopathic effect is produced in HeLa
cells.

Haemagglutination was negative with sheep, mouse and chicken red
cells.

This virus has no antigenic relationship with some viruses isolated
from cattle and constitutes a different serotype. It belongs to group II
in the scheme of La Placa.
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ULTRAVIOLETA

por

EuLatia CABEZAS DE HERRERA y M, RUBIO-HUERTOS

INTRODUCCION

El extraordinario interés del problema planteado por la aparicion
de tumores secundarios en infecciones por Agrobacterium tumefaciens,
tumores que eran completamente estériles, es decir, que no estaban pro-
ducidos por la bacteria causante del tumor primario y en los cuales
tampoco se encontré ninguna otra bacteria, hizo que se realizaran nu-
merosos trabajos sobre estos tumores y se emitieran dos hipdétesis para
explicar su etiologia: una, suponiendo que el A. tumefaciens llevaba
consigo un virus causante de ambos tipos de tumor, y otra, por la que
los tumores secundarios se formarian por sustancias quimicas del tipo
auxina de crecimiento, estimuladas a producirse en el huésped por la
infeccion bacteriana en el foco primario y difundidas mas tarde para
formar el tumor secundario, o bien, producidas por el metabolismo de
la misma bacteria dentro del tumor primario y difundidas seguidamente.
Ambas hipétesis se ha probado que eran erréneas.

En 1956, Rubio-Huertos y Desjardins (9) describieron las formas L
transitorias del Agrobacterium tumefaciens inducidas por medio de gli-

Microblol. Espaii., 20 (1967), 131. 1
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cocola y encontraron formas filtrables en la fase de desintegracién de
los esferoplastos; postulando, entonces, estos autores la posibilidad de
que los tumores secundarios fueran producidos por dichas formas fil-
trables, imposibles de detectar empleando los medios baterioldgicos or-
dinarios. En 1962, Rubio-Huertos y Beltra (7) consiguieron obtener for-
mas L fijas de A. tumefaciens, también por medio de glicocola, y pro-
baron su patogenicidad, es decir, consiguieron la formacién de tumores
primarios inoculando con dichas formas, pero sin conseguir tumores se-
cundarios.

En el transcurso de unas experiencias para determinar la sensibili-
dad de las formas normales y las formas L fijas producidas por glico-
cola, a los rayos ultravioletas, nos encontramos que, en determinadas
circunstancias, las formas normales irradiadas daban lugar a colonias
compuestas exclusivamente de esferoplastos y que podian multiplicarse
como tales indefinidamente en medios corrientes de cultivo (8).

En el presente trabajo damos cuenta de algunas propiedades de la
forma L o esferoplastos obtenidos por irradiacién ultravioleta, compara-
das con las de la bacteria normal y de las formas L fijas obtenidas por
medio de glicocola.

MATERIALES Y METODOS

Estirpes

Agrobacterium tumefaciens aislado de vid (Beltrd). Esta estirpe,
forma original (AT), ha sido empleada en trabajos anteriores y en el
presente, tanto para obtener formas L fijas por medio de glicocola como
para obtenerlas por radiaciones ultravioletas.

Forma L estable o fija de Agrobacterium tumefaciens obtenida por
medio de glicocola (LG) (7).

Forma L estable o fija de Agrobacterium tumefaciens (8), obtenida
por irradiacién ultravioleta (LUV) de la manera que se indica segui-
damente.

Irradiamos cultivos sincrénicos de Agrobacterium tumefaciens en fase
logarftmica de crecimiento y con una concentracién celular de 10° célu-
las/cm?, con una dosis de radiacion ultravioleta que mata al 90 % de
las células.

La irradiacién se efectué con una cdmara con 4 ldmparas de mer-
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curio, Silvania, de 15'W cada una, con una longitud de onda de 2.537 3,
colocando en una bandeja, a 14,5 cm de distancia del foco de emisién,
las placas de Petri, de 5,5 cm de didmetro, conteniendo las células.

La camara estd instalada en una cdmara oscura, sobre un agitador
de vaivén de 113 r/m.

Inmediatamente después de la irradiacion: a) Tomamos muestras y
sembramos en agar-koser-suero, obteniendo colonias y formas norma-
les. b) Volvemos a cultivar durante cuatro horas y volvemos a irradiar.
Después de la segunda irradiacién tomamos muestras y sembramos so-
bre agar-koser-suero y obtenemos colonias de formas esféricas.

La mutante asi obtenida la transferimos de cultivo semanalmente
durante dos afios, no habiéndose producido reversién a la forma normal.

Cultivos sincrénicos

Los cultivos sincrénicos los obtenemos segin el método de Scott y
Chu (11) y con ellos realizamos todas las experiencias de irradiacion.

Curvas de crecimiento

Las curvas las obtenemos con el espectrofotémetro de Bausch Lomb
(modelo Spectronic 20) y una longitud de onda de 425 mpu.

La figura 1 muestra curvas de crecimiento del Agrobacterium tume-
faciens y el nimero de bacterias que corresponde a cada momento de
la curva.
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Figura 1. Crecimiento de AT y niimero de bacterias.
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Curva de letalidad

Un cultivo de células en fase logaritmica de crecimiento se centri-
fuga y se lava varias veces con solucidn salina, a una concentracién
aproximada de 10° células/ml.

En las condiciones habituales ya indicadas se irradian las bacterias
de un segundo a sesenta minutos. Inmediatamente y después de hacer
las diluciones convenientes, se siembran en placas de agar.

Por el procedimiento del recuento en placa se ve el nimero de bac-
terias supervivientes después de cada irradiacidn.

Pruebas bioquimicas

Para las pruebas de fermentacién se inocularon con una gota (0,05
ml de caldo, de cultivo de cuarenta y ocho horas, de las formas L y
la forma normal, tubos con 5 ml de medio con 1 % del aziicar a probar,
conteniendo 0,002 % de rojo de fenol, incubdndose durante siete dias,
a 23 °C, haciéndose una segunda lectura a los diez y quince dias para
mayor seguridad.

Una inoculacién semejante se realizé en tubos preparados para las
reacciones de indol, leche, gelatina, Voges-Proskauer, etc.

Obtencién de paredes celulares

Se han empleado los métodos de Cummis y Harris (1) y Salton y
Horne (10).

Microscopia electronica

Partiendo de cultivos en caldo comin de los tres tipos de las bac-
terias estudiadas, se centrifugaron a 5.000 r/m, se lavaron con solucién
salina y se suspendieron en agua destilada; una gota de esta suspensién
se puso sobre las rejillas portaobjetos del microscopio electrénico, pre-
viamente recubiertas de una capa fina de formwar y se sombrearon con
oro-paladio.

Las preparaciones de paredes, una vez lavadas, se suspendieron en
agua destilada y se prepararon como las anteriores, sombreindolas tam-
bién con oro-paladio. Las rejillas con el material preparado se obser-
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varon en un microscopio Elmiskop I Siemens, del Servicio de Microsco-
pia Electrénica, del Centro de Investigaciones Bioldgicas (C. S. I. C.).

RESULTADOS

Morfologia de las colonias

Las colonias de esferoplastos obtenidas tras la irradiacién son blan-
cas, con bordes dentados y tamafio aproximado de 3 mm de didmetro;
son de aspecto granujiento, a diferencia de las de la forma bacilar nor-
mal, que son redondas y brillantes, y las de la forma L fija obtenida
con glicocola, que son brillantes y traslicidas y también redondas.

Las colonias obtenidas por irradiacion con luz ultravioleta estdn com-
puestas de elementos esféricos de tamafio muy regular, 0,8 x, aunque
en cultivos viejos se pueden observar algunas formas de tamafio mayor
y mas transparentes. Son resistentes al choque osmético, pudiendo ser
suspendidas en agua destilada, sin lisarse.

Al microscopio electrénico, estas formas esféricas aparecen recubier-
tas de una cdpsula, no tan abundante como en las formas obtenidas
con glicocola, pero si mayor que en las formas bacilares normales. Esta
capsula se puede eliminar simplemente por lavados con agua destilada.

Las paredes de estas células esféricas obtenidas por los métodos ci-
tados, tienen un aspecto muy frigil comparadas con las de las formas
obtenidas por glicocola (figuras 2-4), apareciendo en las preparaciones
sombreadas con oro-paladio como de un grosor aproximadamente de la
mitad de aquéllas.

Comportamiento bioquimico

En el cuadro 1 vemos el comportamiento bioquimico de las tres for-
mas de Agrobacterium tumefaciens frente a treinta y nueve medios de
cultivo.

Asi como la forma normal y la forma L obtenida por glicocola se
diferencian en muy pocas reacciones, la forma LUV apenas fermenta
més que 5 de los 28 carbohidratos probados; sin embargo, en las demas
pruebas se comporta aproximadamente como la forma normal bacilar,
excepto en el ataque a la albimina.
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Cuadro 1

Medio
de cultivo

>
=
=
Q

.
e
<

Arabinosa
Ramnosa

Xilosa

Glucosa
Fructosa
Galactosa
Manosa

Lactosa
Sacarosa
Maltosa
Trealosa
Melibiosa
Celobiosa
Rafinosa
Melicitosa
Almidén
Inulina
Glucégeno
Glicerina
Eritrita

Adonita

Manita

Sorbita

Dulcita

Salicina
Esculina
L-m-glucésido
Inosita

Dextrina
Gelatina

Agar + peptona
Caldo + 1% de NO:K
Caldo + urea
Koser
Voges-Proskauer
Leche tornasolada
Acetato de plomo
Albimina
Caldo

Caldo + CINa
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Figura 4. Envoltura celular de esferoplastos de LUV
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Curvas de crecimiento

La influencia del tipo de cultivo se refleja muy ostensiblemente en
la curva de crecimiento. Cuando el cultivo es estdtico, el crecimiento
es lento y no muy abundante, mientras que con agitacion, el crecimiento
es rapido y abundante (figuras 5-6).
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Curva de letalidad

La sensibilidad a la luz ultravioleta de la forma LUV es muy supe-
rior a la de las otras estirpes, como se puede observar en la figura 7.
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Figura 7. Letalidad de AT, LG y LUV

Patogenia

Hemos inoculado plantas de Phaseolus vulgaris con cultivos recien-
tes de LUV, siempre con resultados negativos.

DISCUSION

El estudio de los resultados obtenidos y expuestos, en su mayor parte,
en las graficas y cuadros que se acompaiian, nos indican que asi como
existe un gran parecido en el comportamiento bioquimico y sus curvas
de crecimiento y resistencia a la radiacién ultravioleta, entre las formas
bacilares normales de Agrobacterium tumefaciens y sus formas LG o
esferoplastos obtenidos por glicocola, las inducidas por irradiacién ultra-
violeta poseen propiedades bastante diferentes de las anteriores; esto

12
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se manifiesta principalmente en su poca capacidad para fermentar hi-
dratos de carbono, pues de los numerosos probados, entre ellos glucosa
y lactosa, s6lo fermenta arabinosa, xilosa, fructosa, manosa y melibiosa
y, sobre todo, su menor resistencia a la radiacién ultravioleta, que pa-
rece contradecirse con su manera de obtencion, ya que, logicamente,
estos esferoplastos han sido seleccionados, de la forma normal bacilar,
tras una dosis de radiacién muy fuerte. Naturalmente, la modificacién
se produce tras la irradiacién al multiplicarse en el medio de cultivo
las células irradiadas, que presentan ya nuevas caracteristicas.

Por todo lo anterior vemos que las formas LUV se comportan como
una estirpe diferente de la original y de la obtenida por glicocola.

La accion de los rayos ultravioletas sobre las bacterias se traduce
en una rapida inhibicién de la formacion de enzimas por éstas; los
puntos atacados se cree que radican en los acidos nucleicos, tanto en
el ADN como en el ARN, pues son ambos los que se necesitan para
la sintesis de proteinas (6). Los mecanismos celulares para reparacion
de los dafios resultantes de la irradiacion, a veces no consiguen su ob-
jetivo y se producen células defectuosas, generalmente, traduciéndose
esta falta en incapacidad de tipo fisiologico, sin alterar la morfologia
celular, aunque en algunas excepciones aparecen también modificacio-
nes morfolégicas, como, por ejemplo, la formacién de largos filamen-
tos (2). En nuestro caso, ademds de la inhibicion de una serie de enzimas
necesarias para la fermentacion de diversos hidratos de carbono, la ra-
diacién ha debido inhibir también alguna de las necesarias para la for-
macién de la parte de pared celular que le da su rigidez. Ultimamente,
Heberlein y Lippincott (4) han inducido una mayor infectividad en
células de Agrobacterium tumefaciens por medio de la radiacién ultra-
violeta, interpretando el fenomeno, no por una mutacién, sino, méis bien,
por una seleccion de células con mayor poder de infeccidn.

Después de las experiencias con glicocola sobre numerosas estirpes
de Agrobacterium tumefaciens, en las que su comportamiento ante di-
ferentes concentraciones del aminoacido presentaba grandes variaciones,
hemos visto que la estirpe de que se parte es de fundamental impor-
tancia. Asi, con la estirpe V, de la que hemos obtenido con relativa
facilidad esferoplastos no reversibles a la forma normal con glicocola,
obtenemos también esferoplastos con radiaciones ultravioletas, aunque

13
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con propiedades diferentes, indicando una tendencia muy marcada en
esta estirpe a la formacion de esferoplastos.

RESUMEN

Se ha realizado un estudio comparativo entre las capacidades de
fermentacion de hidratos de carbono y otras pruebas bioquimicas de las
formas L fijas obtenidas por glicocola (LG), las formas L fijas obtenidas
por radiacién ultravioleta (LUV) y la estirpe original de forma bacilar
normal (AT) (R. Beltra). '

La estirpe original y la LG se comportaron de una manera muy
semejante en -todos los casos.

La estirpe LUV, sin embargo, mostr6 mucha menor capacidad de
fermentacidn, falta de patogenicidad para Phaseolus vulgaris y creci-
miento mas lento.

Al microscopio electrénico se pudo observar que las paredes celu-
lares de los esferoplastos LUV eran mucho més delgadas que las de
la forma LG y, naturalmente, ambas diferentes de las de la forma
normal.

En la discusion se hace hincapié en la importancia de la estirpe ori-
ginal en la induccién de esferoplastos no reversibles por diversos medios.

SUMMARY

Fermentation of carbohidrates, indol, Voges-Proskauer, litmus milk
and other tests vere comparatively studied in fixed L forms induced
by glycine, fixed L forms induced by ultraviolet light and the parental
Agrobacterium tumefaciens (V. Beltra- strain).

Both the parental strain and the spheroplasts induced by glycine had
very similar characteristics with some small differences. Whereas the
UV induced L forms had much less capacity for sugar fermentation,
less resistence to UV light and the growth in liquid media slower and
less abundant. The UV induced L forms were non pathogenic for Pha-
seolus vulgaris whereas the parental and glycine induced L forms were
able to form tumors.

14
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Electron microscopy of the external envelope of the spheroplasts
induced by glycine showed that they were thicker than the ones from
UVL induced spheroplasts.
In the discussion we emphasized the importance of the parental
strain in the obtention of spheroplasts by different means.
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INOCULACION EXPERIMENTAL DEL EMBRION
DE POLLO CON MICOBACTERIAS

por
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INTRODUCCION

Los tipos humanos de micobacterias se caracterizaban por su alta
patogenicidad para el cobayo y baja patogenicidad para el conejo. El
tipo aviar consigue una alta patogenicidad para el conejo y para las
aves y muy baja para el cobayo. La inyeccidn intravenosa en el conejo
de un tipo de micobacterias, bovino o aviar, produce una enfermedad
rapidamente mortal, de caricter septicémico, con formacién de nddulos
tuberculosos generalizados. Las cepas bovinas producen una virulencia
alta, tanto para el cobayo como para el conejo. A veces, por pases su-
cesivos, las cepas bovinas pueden presentar cierto grado de atenuacién
de su patogenicidad para el conejo y por este hecho confundirse con
las cepas humanas.

Tanto las cepas humana como bovina se pueden distinguir en su
primer aislamiento por el diferente comportamiento frente a los medios
habituales, ya que el bacilo bovino es disgénico cuando se cultiva en
medios con glicerina al 0,75%. En cambio, el tipo humano crece muy
bien en este medio, por lo que se denomina eugénico.

Las colonias eugénicas son grandes y rugosas, en cambio, las dis-
génicas son muy pequefias, aplanadas y lisas. Cuando se dan varios
pases en medios artificiales, estas caracteristicas pueden cambiar.

Microbiol. Espafi., 20 (1967), 147. 1
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El tipo bovino infecta todavia una notable parte de los bévidos, de-
pendiendo de la fase de erradicacidn, y parece ser que puede persistir
en la leche pasterizada fosfatasonegativa, como ha demostrado recien-
temente Steinbech, en 1960.

En Espafia, a partir del afio 1953, en que por la Direccién General
de Ganaderia se inicié la lucha contra la tuberculosis bovina, se ha
notado un descenso muy considerable de la enfermedad. En ocho pro-
vincias del Norte de la peninsula se han sometido a pruebas tuberculi-
nicas un total de 209.155 reses, correspondientes a 419 municipios, ha-
biéndose obtenido resultados positivos en las pruebas de 25.880, y 4.727
dudosas, por lo que se ha llegado a la conclusion de que el 12,39 de
nuestro efectivo vacuno del norte resulta positivo a la prueba de la
tuberculina.

A medida que se ha logrado la erradicacién de la tuberculosis en
los bévidos, siguiendo el plan de Bang de eliminar a los reactores po-
sitivos, se han logrado ver reinfecciones por el bacilo aviar en estos
ganados.

El tipo aviario aislado de las aves o de los cerdos, crece dando co-
lonias lisas, esféricas en los medios con huevo. Tienden éstas a crecer
un tanto mds dispersas que las colonias de los bacilos de mamiferos
en la profundidad de los medios liquidos, aunque se han descrito va-
riantes similares a la humana. Nunca llegan a ser patégenos para el
cobayo.

El bacilo aviar también se diferencia, segiin Furth (20), de los ba-
cilos de los mamiferos por métodos serolégicos, ya que sus antigenos
diferirian de éstos asi como de los del Mycobacterium fortuitum, M. ul-
cerans y M. balnei.

Las tuberculinas obtenidas de los distintos gérmenes también son
diferentes, aunque las cepas humanas y bovinas producen una tuber-
culina similar, a pesar de existir diferencias en cuanto a las fracciones
proteinicas de las mismas, como se puede reconocer por métodos se-
roldgicos (39).

Los estudios realizados por Larson (25) con diferentes tuberculinas
obtenidas de los cuatro grupos sugeridos por Runyon (38) de micobac-
terias atipicas muestran un grado de reactividad distinta, ya que se
necesita incrementar la cantidad de microgramos de nitrégeno de las
proteinas presentes en la tuberculina para obtener una reaccién posi-
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tiva cuando la tuberculina es de una especie de micobacterias distinta
a la que produce la infeccién en el animal.

Las micobacterias atipicas se han clasificado en cuatro grupos:

Grupo I. Fotocromégenos.

Grupo II. Escotocromégenos.

Grupo III. No fotocromdgenos.

Grupo IV. Gérmenes de crecimiento rapido.

Los mds patégenos para el hombre pertenecen a los grupos I y III.

Los del grupo I, también llamados «bacilos amarillos», por su pig-
mentacion, constituyen un grupo bien definido, fuertemente acido, al-
cohol-resistente, incluso mas que el bacilo humano y bovino y que
producen lesiones pulmonares. Sobre todo se ha encontrado en lesiones
pulmonares de trabajadores, en ambiente de polvo (minas del Rhur), etc.
Forman colonias de tipo «S» o «R», en medio con albiimina y 4cido
oléico y el cardcter més notable y diferencial es la produccion de pig-
mento amarillo solamente cuando se expone a la luz. Es decir, si en-
volvemos un tubo en un papel negro y otro mismo cultivo lo dejamos
a la luz, solamente aparecerd la coloracién en éste. Dentro de este
grupo, el principal protagonista es el Mycobacterium kansasii.

Segtin la clasificacién de Timpe y Runyon, en el grupo II se incluyen
los escotocromdgenos; en el grupo III, el Mycobacterium battey, de-
nominado as{ por haber sido aislado en el «Battey State Hospital», de
Roma (Ga, E. U.), en pacientes con diferentes lesiones pulmonares, y en
el grupo IV se incluyen los de crecimiento rapido, siendo uno de los
representantes mds caracteristicos el M. fortuitum.

Tanto las cepas no cromégenas como las escotocromégenas, es decir,
las que producen pigmento aiin en la oscuridad, se cultivan facilmente
en los medios habituales a 37 °C. Segiin Schaefer (39), estos distintos
grupos podrian reconocerse seroldgicamente.

Los escotocromdgenos del grupo II se caracterizan patégenamente
porque producen lesiones escrofulosas que afectan a los ganglios lin-
faticos, sobre todo en los nifios. Los del grupo III, o tipo Battey, pro-
ducen lesiones de tuberculosis pulmonar (Runyon). En cambio, los del
grupo IV, raramente estin implicados en las infecciones humanas y se
pueden distinguir por su virulencia para el ratén cuando se infectan con
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dosis masivas de los mismos, por via intravenosa (22-24 y 42). Estas
micobacterias de rapido crecimiento, en los bévidos, producen reaccio-
nes locales que se acompaiian de respuestas positivas a la tuberculina de
caricter pasajero. Penso y Schliesser consiguen producir en la ternera
adenopatias intestinales con inyecciones intravenosas de los mismos. Mi-
nett, en Inglaterra, ha descrito una enfermedad espontdnea por el My-
cobacterium minetti, en los ganglios linfiticos intestinales. También se
ha podido observar el paso de estos bacilos a la leche.

El Mycobacterium kansasii se ha encontrado en la leche y lesiones
de las vacas infectadas en Sudafrica, y también por Schliesser en Ale-
mania y por Chapman en Norteamérica. Parece mas bien que daria
focos locales que fases de diseminacién.

Los ratones campestres sufren de una tuberculosis natural produ-
cida por el Mycobacterium microti, que tiene poca patogenicidad para
el cobayo y conejo, pero con gran patogenicidad para el raton. Estas
cepas murinas crecen en los medios con huevo y son inhibidas por la
adicién de glicerina, aunque serologicamente no se distinguen de las
cepas humanas y bovinas, por lo que fueron empleadas con propdsito
de vacunacion.

Se han aislado bacteriofagos frente a las bacterias soprofitas y pa-
tégenas del género Mycobacterium y su estructura especifica frente a
los mismos se ha sugerido como medio de futuras clasificaciones (19,
21 y 37).

La patogenicidad para el hombre es diferente segin las micobacte-
rias, siendo el mayor ntimero de casos de tuberculosis humanas la de
las cepas bovinas y pulmonar. La mayoria de los casos de tuberculosis
pulmonar es debida al Mycobacterium humano, y los casos de tubercu-
losis dsea, articular y linfoadenitis de los nifios son producidos por el
Mycobacterium bovino. Esta aparente diferencia puede en parte expli-
carse por la diferente puerta de entrada, ya que las infecciones por
inhalacién tienden a producir tuberculosis pulmonar, mientras que las
infecciones gastrointestinales por leche contaminada facilitan un mayor
aumento de los casos de tuberculosis extrapulmonares.

Casos de tuberculosis aviaria, muy raros, han sido descritos por Brad-
bury y Young (5), Feldman (15), etc. Beithke (14) hasta 1953 recogié
unos 45 casos; Meissner (27-28) da un porcentaje de infecciones de
0,027 %.

Hoy la importancia del Mycobacterium aviar en la patologia hu-
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mana se ha resaltado por Nassal (33-36), que estima en un 7,6 % los
casos de infecciones pulmonares y 26 % de las extrapulmonares. Esto
seria debido al empleo de un medio especial de cultivo, segin este mis-
mo autor. Para Forschbach (17) seria de un 2% en el hombre y para
Meissner (27-28), de Mycobacterium aviar y M. avium similis, de un 4 9.

La tuberculosis aviar afecta principalmente a las gallinas viejas, que
las convierte en no ponedoras y puede pasar al huevo en un 1% de
los casos.

El Mycobacterium aviar afecta en una gran proporcién al cerdo,
provocando este bacilo el 90 9% de las tuberculosis de este animal (33).
En Alemania se estima el niimero total de cerdos infectados en 1%.

Los Mycobacterium del grupo I de Runyon, tipo del Mycobacterium
kansasii, producen cuadros fundamentalmente pulmonares, siendo un
factor facilitante el respirar una atmdsfera de polvo que produce mi-
crotraumas o favorecen la entrada del germen.

El grupo III, o tipo Battey, también produce lesiones pulmonares
y, en cambio, los del grupo II, o escotocromdgenos, predominan en las
lesiones ganglionares, sobre todo en los nifios.

La relacién entre la patogenicidad y la formacién del «cord factor»
se ha establecido como indice de la virulencia del bacilo.

El «cord factor» se forma por una acumulaciéon de material lipoide
que protege el bacilo de la accién de los leucocitos, tanto in vitro como
in vivo (1, 26 y 29). Los bacilos tuberculosos virulentos y los productos
obtenidos del cultivo ejercen un efecto téxico sobre los macréfagos,
produciendo una degeneracién de los leucocitos (16 y 41). En cambio,
las micobacterias que no son capaces de producir ese «cord factor»
carecen de esta capacidad de alterar los lecucocitos. Segin Husseini
y Eldberg, la sustancia que se muestra verdaderamente activa evitando
la fagocitosis de los leucocitos es un 4cido graso trimetilado de 27 car-
bonos, el icido tienoico. Se puede extraer por el éter de petrdleo y
parece ser que tendria relacién el «cord factor» con el dimicolato-6-6-
trealosa, segiin ciertos estudios (2-3 y 40). Diversas sustancias entrarian
en la formacién del «cord factor» y un sulfolipido recientemente des-
cubierto jugaria un importante papel como factor de virulencia.

Existe un cierto grado de equilibrio entre la patogenicidad del ger-
men desempefiada por su factor de virulencia y las defensas del or-
ganismo, de tal manera que la inyeccién de cortisona, ACTH u otras
drogas debe alterar los signos clinicos de la enfermedad, al menos tem-
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poralmente, y también abolir en cierto modo la hipersensibilidad a la
tuberculina.

Parece ser que los bacilos que llegan al tracto respiratorio-son de-
tenidos detrds de la barrera del epitelio ciliar por fagocitos mononu-
cleares fijos en el conducto alveolar, y alli es donde comienza intra-
celularmente la primera multiplicacién del germen, como se ha podido
demostrar por estudio histoldgicos y bacterioldgicos del pulmdn; pos-
teriormente se encontraria en los nddulos linfaticos del mediastino, etc.,
a diferentes tiempos de intervalo después de la infeccién por aerosol
de los animales de laboratorio. Al menos durante las primeras semanas,
la infeccion acaece en este punto y posteriormente puede extenderse
el proceso de generacién o generalizacién, ya que cuando el ntdmero
de bacterias intracelulares del fagocito llega a ser excesivo se produce
un estallido de éste y nuevos fagocitos acuden, progresando la multi-
plicacién de los gérmenes logaritmicamente.

En el cobayo no se observa y no es visible hasta mas tarde de los
catorce dias; sin embargo, cuando se inyecta antigeno suficiente, es
capaz de sensibilizar el organismo a las proteinas dentro de las tres
o cuatro semanas y realizar un proceso agudo inflamatorio con un
4rea de necrosis cuando se inyecta un millén de bacilos aproximada-
mente en el cobayo.

En la fase prealérgica, casi todos los bacilos son fagocitados desde
el foco primario hacia los nédulos linfaticos. En el cobayo, el tiempo
medio de incubacidén necesario, para que se establezcan los fenémenos
de hipersensibilidad es de unos veintitin dias; en cambio, en el hombre
viene a ser de unos cuarenta dfas.

Parece ser que ciertas clases de polvo, como el de silice (Si0O,), dis-
minuyen un tanto la resistencia a ciertas infecciones por micobacterias,
como seflaldbamos en especial al describir el grupo del Mycobacterium
kansasii. No conocemos enteramente cudl es la intimidad de este me-
canismo, aunque para algunos autores serfa el que la silice interferiria
un tanto la accién fagocitica de las células mononucleares inmunes.

Por tanto, hay factores de patogenicidad intrinsecos en los propios
Mycobacterium y factores de suceptibilidad del huésped, que se ven
favorecidos por diversas circunstancias exdgenas que favorecen la fa-
cilidad de penetracion del germen. En este sentido se estudian las ca-
racteristicas mas llamativas de la capacidad de agresién del germen
al embrién de pollo. Hemos conseguido distintos tipos de micobacte-
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rias que cldsicamente provocan infecciones en el hombre, y otras tales
como el B. C. G, y otros Mycobacterium saprofitos, para observar el
distinto comportamiento de los mismos al incindir sobre estos embrio-
nes, ficiles a la multiplicacién bacteriana.

MATERIAL Y METODOLOGIA

Se ha procedido al estudio experimental en el embrion de pollo,
de diez dias, en una cantidad de inéculo de 0,1 cm? suspendidas en
solucién salina tamponada, de las siguientes cepas de micobacterias:

Cepa H37 Rv.

Mycobacterium bovis

B. C. G

Cepa aviar (una aislada del caballo y otra, del cerdo)
Micobacterias atipicas del grupo I. M. kansasii
Grupo II. Escotocromdgenos

Grupo III. M. battey

Grupo IV. M. minetti (fortuitum)

balnei

cheloni

ulcerans

johnei

microti

phlei

smegmatis

. aquae 1, 11 y III

Se estudian seis embriones por cada cepa con patologia reconocida
para la especie humana y cuatro para los saprofitos. Observandose en
el ovoscopio la vitalidad de los mismos después de inoculados. En un
estudio seriado se observan las lesiones encontradas en las distintas vis-
ceras y las alteraciones hematoldgicas experimentadas, mediante tomas
de sangre obtenidas del embrién. El estudio histopatoldgico se realiza
previa fijacion en bouin, inclusién en parafina, para proceder al
estudio organografico de las diferentes visceras, a diferentes tiempos
de la inoculacién con cada uno de estos gérmenes.



154 J. del Rey, R. Garrido y ]. A. Mira

La temperatura de incubacién de los huevos es de 37 °C, excepto
para los del Mycobacterium balnet, M. cheloni, M. ulcerans y M. aquae,
que se han incubado a 30 °C.

RESULTADOS OBTENIDOS

A continuacion establecemos los resultados que se han obtenido con
cada una de las cepas en los embriones de pollo.

1) Cepa H37 Rov

Esta cepa es tolerada en los embriones perfectamente durante la
primera semana, a partir de los diez dias empieza la mortalidad, que
llega a ser a los doce dias de un 64%. En los embriones de mayor
tiempo de inoculacion se observa en la sangre una reticulocitosis in-
tensiva.

Los bacilos 4cido-alcohol-resistentes se pueden observar muy esca-
samente, preferentemente en el vitelo.

El higado es una de las visceras m4s afectadas; se observan infil-
trados linfoides o de células redondas; también se pueden encontrar
infiltrados en el parénquima renal en los embriones de mayor tiempo
de evolucién.

En el sistema nervioso, tejido muscular, cartilaginoso y dseo, no he-
mos encontrado ninguna alteracién apreciable.

2) Mycobacterium bovis

La mortalidad de los embriones es baja; a los doce dias es de 50 %.
La multiplicacién de los bacilos es lenta, siendo dificil encontrarlos
en las estructuras embrionarias y en el vitelo.

Se encuentra una reticulocitosis discreta, no afectindose apenas la -
maduracién de la serie roja y blanca en los embriones inoculados.

Los infiltrados discretos de tipo linfoide se pueden encontrar en el
higado y en el parénquima renal y en algunos embriones (16 %)
afectan también al sistema nervioso y a las envolturas meningeas, donde
se pueden presentar discretas infiltraciones de células redondas con cier-
to componente hemorragico.
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3) B. C. G.

Los embriones inoculados presentan una mortalidad a los diez dfas,
del 649%. La multiplicacién de los bacilos es rdpida, ya que el menor
tiempo se encuentran bacilos con intensidad de crecimiento mds acen-
tuada que las otras cepas inoculadas, quizd dependiendo de la mejor
adaptacién.

El estudio hematolégico demuestra una tendencia hacia la reticu-
locitosis con fendémenos discretos de inmadurez de la serie roja, del
tipo de la eritroblastosis, observiandose también en algunos embriones
sombras de Gumprecht.

El estudio histoldgico de las visceras revela en el tejido hepatico
una serie de microabcesos, nédulos linfoides a partir de los espacios
de Disse y células de Kiipffer vacuoladas. Como expresion de la fago-
citosis bacilar que experimentaban es posible encontrar los sinusoides
rodeados de células redondas.

El tejido renal también se ve afectado por dichos nddulos de cé-
lulas redondas.

En los tejidos cartilaginoso y dseo se observan espacios claros re-
llenos con infiltrados de células linfoides.

En algunos embriones (33%) es posible observar después del na-
cimiento ligeras infiltraciones hemorragicas en las meninges.

4) Mycobacterium aviar

La mortalidad de los embriones inoculados con Mycobacterium aviar
a los doce dias, es de 819 de las cepas que provienen del caballo, y
de 1009% a los catorce dias, de las cepas aisladas del cerdo.

Se observa en el estudio hematolégico una intensa reticulocitosis,
as{ como una ligera eritroblastosis que muestra un defecto en la ma-
duracién de la serie roja.

Se puede observar una abundante multiplicacién de los bacilos, mas
intensa para las cepas humanas y B. C. G. y algo menos intensa para
los Mycobacterium de crecimiento rapido. Se produce también una coa-
gulacién del vitelo.

Las lesiones encontradas se extienden a un gran ntimero de visceras.

En el higado podemos observar células de Kiipffer vacuoladas y

9
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envueltas por infiltrados de células redondas con un cierto componente
hemorrigico, observindose microabcesos por todo el parénquima. Di-
chos infiltrados rompen la estructura normal del hepatocito.
El tejido renal se ve también afectado por infiltrados de células re-
dondas, observandose también una cierta edematizacion de los tubuli.
El tejido Gseo presenta también zonas claras rellenas por infiltra-
ciones de células redondas.

5) Grupo I de micobacterias atipicas. Mycobacterium kansasii

La mortalidad de los embriones a los doce dias es del 65%.

El estudio histopatolégico revela una intensa reticulocitosis y una
ligera inmadurez de la serie roja.

En el higado, a partir de los espacios de Disse, se encuentran in-
filtrados de células redondas con algunas células de Kupffer vacuola-
das y pequefios microabscesos extendidos por todo el parénquima.

El tejido cartilaginoso y el tejido Gseo se encuentran también al-
terados por algunos microabscesos en los que predominan las células
redondas.

6) Grupo II. Escotocromdgenos

La mortalidad es del 65% a los catorce dias. La tasa de multipli-
cacién de bacilos es baja, observdndose con dificultad en el vitelo.

El estudio hematoldgico revela una ligera reticulocitosis con inma-
durez de la serie roja y sombras de Gumprecht.

En las visceras es posible encontrar en el higado infiltrados linfoi-
des y algunas células de Kiipffer vacuoladas.

7) Grupo III. Mycobacterium battey

La mortalidad de los embriones es de 65% a los doce dias. La
tasa de multiplicacién de los bacilos estd lentificada en un comienzo,
pero en los estadios finales es andloga a las cepas aviarias. El cuadro
de lesiones es similar a aquellas y el niimero de bacilos es mayor en
la corioalantoides.

El estudio hematoldgico revela una extraordinaria reticulocitosis con
linfocitos, un cierto grado de inmadurez en la serie roja, en la que
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predominan los eritroblastos, asi como la presencia de sombras de
Gumprecht.

El higado, macroscépicamente, presenta color amarillento, observan-
dose infiltrados linfoides discretos, diseminados a través de los espacios
de Disse, en el que se observan algunas células de Kiipffer vacuoladas
y macrofagos formando pequefios nédulos de células redondas dise-
minadas por el parénquima.

El parénquima renal también se ve afectado por microabscesos y
en el tejido dseo también se encuentran espacios claros con nddulos de
células redondas.

8) Grupo IV. Mycobacterium minetti (fortuitum)

Estos bacilos se caracterizan por un crecimiento rapido con intensa
multiplicacion en corioalantoides y saco vitelino, pero que también es
posible encontrarlos en la sangre y otras visceras.

La mortalidad es alta, siendo de 81 % a los doce dias.

En la sangre predominan mds los fenémenos hemoliticos que la re-
ticulacitosis. Hay una ligera inmadurez de las formas de la serie roja,
encontrandose campos de ligero predominio de sombras de Gumprecht.

Los gérmenes toman un aspecto de formas filamentosas que recuer-
dan un tanto a los Actynomices, lo que es posible observar en las pre-
paraciones sanguineas.

El higado presenta un aspecto un tanto decolorado macroscépica-
mente y en el estudio histopatoldgico se observan infiltraciones en las
que abundan los macréfagos con predominio en los espacios de Disse,
entre las células endoteliales y las células de Kiipffer, donde es posible
observarlos también por las tinciones especiales de dichas micobacterias.

En el tejido renal se encuentran edemas de los tubuli, asi como in-
filtrados en los que predominan los macréfagos, polinucleares y algunas
células redondas.

En el tejido dseo no se encuentra ninguna alteracion.

9) Mycobacterium balnei

Los embriones de pollo inoculados con este germen son puestos a
una temperatura de 30 °C de incubacién.

La mortalidad de los embriones viene a ser de un 50 % a los doce
dias. :

11
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La capacidad de multiplicacion de los bacilos es intermedia entre
los Mycobacterium de crecimiento ripido y las cepas humana y bovina.
Es posible encontrar bacilos en la corioalantoides y en las visceras.

En la sangre predomina una manifiesta reticulocitosis, observdndose
también ligera inmadurez de la serie roja y sombras de Gumprecht.

En el higado encontramos formaciones linfoides en las que es po-
sible observar algunos macréfagos constituyendo nédulos diseminados
discretamente por todo el parénquima.

El parénquima renal se encuentra también afectado, con ligeras in-
filtraciones de células redondas.

El tejido muscular denota un ligero edema, no encontrandose fe-
némenos especificos de infiltracién m4s caracterizada.

En el sistema nervioso se encuentran fenémenos congestivos en las

meninges, donde es posible observar algunos infiltrados de células re-
dondas.

10) Mycobacterium cheloni

Estos Mycobacterium también se incuban a 30 °C. La mortalidad
es débil: a los doce dias presenta un 32 9. La tasa de multiplicacion
es muy discreta; es dificil encontrar los bacilos 4cido-alcohol-resistentes,
a no ser en las estructuras del vitelo.

En la sangre se observa una cierta tendencia a la reticulocitosis, sien-
do ésta muy ligera y discreta, observdndose también una cierta lentifica-
cién en la madurez de la serie roja. En algunos campos se presentan som-
bras .de Gumprecht.

Ligeros infiltrados de células redondas se suelen encontrar en el
parénquima hepdtico, pero estos son relativamente raros en el mismo.

Afecta también esta micobacteria al tejido dseo, apareciendo zonas
claras ocupadas por células redondas.

11) Mycobacterium ulcerans

Estos embriones inoculados con dichos Mycobacterium se incuban
a 30 °C. La mortalidad de los mismos es reducida, siendo a los catorce
dias del 50%. La multiplicacién es reducida.

En la sangre se observa una eritroblastosis muy marcada, mas in-
cluso que la reticulocitosis. Es decir, predomina la inmadurez de la
serie roja. También se observan algunas sombras de Gumprecht.
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En el parénquima hepético se observan infiltraciones de células lin-
foides y redondas a partir de los espacios de Disse.

En el tejido renal se observan también infiltrados de células re-
dondas.

En el tejido dseo se observan algunas infiltraciones de células re-
dondas que invaden también las estructuras adyacentes.

12) Mycobacterium johnei

En los embriones inoculados por este germen la mortalidad es baja,
del 50% a los doce dias. La capacidad de multiplicacion esta lentificada.

En la sangre se encuentra una reticulocitosis muy discreta y una
cierta inmadurez en la serie roja, asi como sombras de Gumprecht.

En el tejido hepdtico encontramos infiltrados de células redondas
y se pueden observar también algunas células vacuoladas de Kiipffer.

En el parénquima renal pueden observarse algunos tubuli edema-
tosos congestionados, y algin infiltrado de células redondas.

En el tejido muscular es posible observar un ligero edema y en el

cartilaginoso y 6seo se hallan zonas claras ocupadas por infiltrados de
células redondas.

13) Mycobacterium microti

La mortalidad de los embriones es a los doce dias, del 65% y el
grado de multiplicacién es de tipo medio comparativamente con los
otros Mycobacterium, pudiendo encontrar el germen en la corioalan-
toides, vitelo y algunas visceras.

En la sangre se observa ligera reticulocitosis y cierta lentificacién
en la madurez de la serie roja.

En el tejido hepdtico se observan tipicos infiltrados de tipo tubercu-
loide con elementos de células gigantes y linfocitos en los pollos inocu-
lados de mayor tiempo de evolucién.

El tejido renal se encuentra afectado de infiltracién de células re-
dondas.

En el tejido muscular hay zonas edematosas muy ligeras.

En los tejidos cartilaginoso y dseo también es posible observar in-
filtraciones de células redondas y linfoides.

13



160 J. del Rey, R. Garrido y J. A. Mira

14) Mycobacterium phlei

La mortalidad es baja, ya que viene a ser del 32,5% a los doce
dias. La capacidad de multiplicacién es de tipo intermedio; se encuen-
tra en la sangre manifiesta reticulocitosis con inmadurez de la serie
roja y sombras de Gumprecht. Las manifestaciones en sangre son mucho
mds llamativas que las que aparecen en las visceras, siendo el fenémeno
de la reticulocitosis el mas resaltable.

En el higado y en el parénquima renal dificilmente se observan in-
filtrados linfoides y en el resto de las visceras no se observa ninguna
anomalia.

15) Mycobacterium smegmatis

Mortalidad muy baja, 16,2% a los doce dias. La tasa de multipli-
cacion es extraordinariamente baja.

Las lesiones en las visceras y en el tejido hep4tico no tienen signi-
ficacion manifiesta, pudiendo decir que este germen es incapaz de es-
tablecer un cuadro lesional para el embrién con el inéculo efectuado
comparativamente con otras micobacterias, ya que para obtener algu-
nos efectos manifiestos es necesario emplear grandes cantidades de
inéculo.

16) Mycobacterium aquae I, II y III

Estos embriones se incuban a 30 °C. La capacidad de los mismos
en cuanto a la patogenicidad es extraordinariamente reducida, ya que
se ha de forzar la dosis del indculo para obtener efecto lesional o para
que actiien los bacilos como cuerpo extrafio y puedan obtenerse algunas
manifestaciones tipicas.

La mortalidad es muy baja, del 16,29% a los doce dias. La multi-
plicacién es discreta, encontrdndose fundamentalmente en el saco vi-
telino los bacils.

En la sangre se encuentra cierta reticulocitosis con eritroblastosis
discreta y algunas sombras de Gumprecht, siendo esta variable para
las tres cepas encontradas, ya que la cepa II es la que presenta mayor
grado de reticulocitosis, muy poco la cepa I y ninguno la cepa III.

El cuadro lesional en las visceras se manifiesta por pequefios infil-
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trados linfoides que afectan al higado y al parénquima renal, aunque
estos son muy limitados y escasos. En las otras visceras no se observan
anomalias.

RESUMEN FINAL

Se ha estudiado la inoculacion experimental del embrién de pollo
de diez dias de incubacién con las siguientes cepas de micobacterias:

Cepa H 37 Rv

Mycobacterium bovis

B. C. G

Cepa aviar (una aislada del caballo y otra, del cerdo).
Micobacterias atipicas del Grupo I. M. kansasii.
Grupo II. Escotocromdgenos.

Grupo III. M. battey.

Grupo IV. M. minetti (fortuitum).

balnei.

cheloni.

. ulcerans.

johnei.

. microti.

phlei.

smegmatis.

. aquae I, IT y IIL.

RRRRXKEER

estudidndose la capacidad de multiplicacién de las mismas en el em-
bridn, asi como las lesiones histopatologicas encontradas en las distin-
tas visceras.

El grado de mortalidad de los embriones nos indica también la agre-
sividad del bacilo y no va paralela siempre a la capacidad de multi-
plicacién del mismo en el embridn; asi pues, el Mycobacterium minetti
(fortuitum) tiene una gran capacidad de multiplicacion y, en cambio,
la agresidén visceral es menor que las producidas por otras cepas mds
patdgenas.

Dentro de las cepas de mayor patogenicidad se encuentran los Myco-
bacterium aviares, siendo mas patdgenas las cepas obtenidas del cerdo
que las del caballo, siendo las lesiones viscerales mds llamativas. Sigue
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a continuacion el M. bacttey que se comporta en el cuadro lesional de
idéntica manera que las cepas de tipo aviar.

El Mycobacterium B. C. G. tiene una gran capacidad de crecimien-
to y su grado de agresividad es intermedio, aunque menor que los tipos
aviar y battey.

Los Mycobacterium lovis no adaptados, es decir, recién extraidos de
su ambiente patdgeno, producen muy pocas lesiones en el embrién de
pollo, quizds porque su capacidad de multiplicacién estd muy lenti-
ficada.

Mayor capacidad de multiplicacién tienen las cepas humanas H37 Ry,
siendo el cuadro lesional también m4s manifiesto.

Dentro de los Mycobacterium atipicos, el mas patégeno y de mayor
capacidad de multiplicacién corresponde al de los grupos I y III, aun-
que el crecimiento dentro del embrién es siempre menor que el del
grupo IV, pero en éstos, el cuadro de patogenicidad no corre paralelo
con el de la multiplicacion dentro del mismo. También se caracteriza
por una intensa multiplicacién de los bacilos el Mycobacterium minetti.

En los otros Mycobacterium saprofitos su capacidad de multiplica-
cién es discreta.

Las lesiones en la sangre se caracterizan fundamentalmente por una
reticulocitosis manifiesta y, con menor intensidad, una lentificacién de la
maduracién de la serie roja con una discreta eritroblastosis y aparicién
de sombras de Gumprecht. Provocan una reticulocitosis manifiesta el
Mpycobacterium aviar, la cepa battey, M. kansasii, M. balnei y M.
aquae 1I.

Las lesiones histopatolégicas que se observan con mayor frecuencia
corresponden al higado y al parénquima renal, provocando nédulos in-
filtrativos de células redodas con algunas células de Kupffer vacuoladas,
donde es posible por tinciones especiales observar la presencia de bacilos.

Podemos decir que en casi todas las micobacterias patdgenas este
cuadro lesional es andlogo.

También afectan al tejido dseo ciertas micobacterias, tales como la
aviar battey, kansasii, chelomatis, ulcerans, johnei y microti. A las me-
ninges afectan el bovis, B. C. G. y balnei, entre los mds destacados.

Es de destacar que no aparecen lesiones en el pulmon en ninguno de
los embriones, quizds por no estar en funcién los mismos.

16
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SUMMARY

Seven years old chicken embryos are inoculated experimentally with

different types of Mycobacteria: mammalian strain (human and bovine),
avian type bacilli, yellow bacilli, scotochromogens, «Battey» strains,
rapid growers, etc. Their spread of tubercle bacilli in this host, and their
pathogenic effect in the kidney, liver, spleen, bone and other organs and
the consequence of blood invasion are observed.

The pathogenic properties of the different Mycobacteria is established

and the similar pathogenic effect with the different types of these
Mycobacteria is discussed as well.
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C. 8. IC
INSTITUTO «FAIME FERRAN», DE MICROBIOLOGIA

COMPORTAMIENTO DE ALGUNAS ESPECIES
DE AZOTOBACTERIACEAS FRENTE
A LOS ANTIBIOTICOS

por

R. LOPEZ

INTRODUCCION

Dado que la accién de las sustancias antibacterianas, cuando se co-
nocen sus mecanismos bioldgicos, puede constituir una magnifica he-
rramienta para explicar determinados procesos bioquimicos de los mi-
croorganismos, hemos orientado parte de nuestros trabajos al estudio
del papel que los antibi6ticos ejercen sobre las Azotobacteriaceas y, en
particular, sobre su produccién de polisacéridos.

Al revisar la bibliografia nos encontramos que es poco lo realizado
en este campo, pese a lo apasionante del tema, aunque solo sea por
el aspecto ecoldgico de la cuestion, ya que el factor «antibiosis» ha
de ser uno de los mds importantes en habitats naturales. Los trabajos
encontrados se limitan al de Bershova (2) que en 1949 comprueba cier-
tos cambios morfolégicos y fisioldgicos en Azotobacter, en presencia
de sustancias antibidticas, y a los de Depoux (4) y Afikyan y Arutgu-
van (1). El primero de ellos estudia la antibioticosensibilidad de di-
versas variedades de Azotobacter, y los segundos investigan el efecto
de la penicilina, estreptomicina y gramicidina sobre Azotobacter chroo-
coccus y A. agile. También algin autor ruso citado por Rubenchick
(13) ha trabajado sobre especies de Azotobacter en relacién con peni-
cilina, cloranfenicol, estreptomicina y tetraciclina (6 y 15). Segun ellos,

Microbiol. Espaii., 20 (1967), 167. 1
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estas sustancias inhiben la produccion de polisacdridos en A. chroococ-
cus y A. agile, inicas especies ensayadas.

MATERIAL

Bacterias

Las bacterias utilizadas fueron diversas estirpes de Azotobacter (*)
seleccionadas de forma que entre las distintas especies hubiera mar-
cada diferencia en la capacidad de produccién de polisacdridos. De
estas estirpes normales se obtuvieron, mediante adaptacion in vitro, di-
versas estirpes antibioticorresistentes que nos permitieron hacer un per-
fecto estudio comparativo.

Las bacterias originales fueron:

Beijerinckia indica, variedad Hawai 2, cepa normal con elevada capa-
cidad de produccién de polisacdridos, aislada de suelos hdmicos de
lactosol (pH =152), en Oahu (Kaneohe), en las Islas Hawai.

Azotobacter vinelandii, cepa 4, aislada de lodos maritimos (pH =29),
en Surabaia (Java), en Indonesia; cepa normal, con una produccién me-
diana de polisacaridos.

Azotobacter chroococcus, cepa 21, que fue aislada en tierras de jardin
(PH =17,5), en Wageningen (Holanda); cepa normal, que en medio li-
quido apenas produce polisacaridos.

Antibiéticos

Se emplearon dieciséis antibiéticos: penicilina, estreptomicina, tetra-
ciclina, clorotetraciclina, oxitetraciclina, eritromicina, polimixina, neo-
micina, kanamicina, colimicina, paromomicina y aminosidina.

Con ellos se prepararon soluciones patrén de 1.000 a 5.000 ug/cm?
(segtin los casos), a partir de las cuales se obtenian las distintas solu-
ciones de trabajo para las cuales se obtenfan las distintas soluciones
de trabajo para las pruebas de adaptacién y para las determinaciones

(*) Los microorganismos fueron amablemente cedidos por el Dr. J. H. Becking,
del Laboratorio de Microbiologia de Wageningen (Holanda).

2
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de antibioticosensibilidad. Estas soluciones patrén se esterilizaron por
filtracion y se conservaron de acuerdo con la pauta sefialada por Grove
y Randall (5) para cada antibiético.

Medios de cultivo

La composicién de los medios de cultivo fue muy semejante en las
diversas facetas de nuestro trabajo, aunque con ligeras modificaciones
segun se trate de medios de mantenimiento de las estirpes, de adapta-
cion a la antibioticorresistencia o de produccién de polisacaridos. Todos
ellos fueron totalmente carentes de sales nitrogenadas que pudiesen pro-
vocar interferencias en la capacidad fijadora del nitrégeno atmosférico.

El medio A) para Beijerinckia indica, contiene: glucosa (Difco),
20 g; fosfato monopotdsico (Merck), 02 g; fosfato bipotdsico (Merck),
0,8 g; sulfato magnésico, 7 H,O (Merck), 0,5 g; cloruro férrico, 6 H,O
(Merck), 0,025 g; molibdato sédico, 2H,0 (Merck), 0,005 g; agua des-
tilada c. s. p. I L

El medio B) para Azotobacter tiene la misma composicién que el
anterior, pero fue suplementado con 0,1 g/l, de cloruro cilcico.

Los medios sélidos para el mantenimiento de las estirpes, se pre-
pararon afiadiendo a las anteriores agar al 1,259%.

TECNICAS

1) Estudio de la antibioticosensibilidad en distintos estados del creci-
miento bacteriano y de la aparicién de resistencias cruzadas

El procedimiento seguido es muy similar en ambos casos. El prime-
ro de ellos nos permite conocer el grado de sensibilidad frente a los
dieciséis antibiéticos empleados y comprobar, asimismo, si la edad del
cultivo bacteriano influia en su comportamiento frente a estos antibid-
ticos.

En ambos casos la técnica empleada consistié en hacer determina-
ciones de concentracién minima inhibidora (C. M. I.) sobre medio li-
quido, con un indicador de variaciones de potencial redox, todo ello
segliin técnica ya habitual en nuestro laboratorio (11-12). Los resul-
tados se lefan al cabo de cuarenta y ocho a setenta y dos horas y para

3
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obtener valores comparables se controlaron exactamente los inéculos a
una misma densidad 6ptica, medida a 600 mu.

II) Obtencion de estirpes antibioticorresistentes por adaptacion en me-
dio liquido

La técnica seguida para la obtencién de estirpes antibioticorresisten-
tes es una variante sobre la anterior (10), que consiste en determinar
la C. M. 1. del germen a tratar y, a continuacién, en erlenmeyer de
100 cm® con 20 cm® de medio liquido, que lleva una dosis sub-inhi-
bidora del antibiético (C. M. I. X 0,80 cm®) se siembra 1 cm? del cul-
tivo inicial. En estas condiciones se mantiene el cultivo agitado a 28 °C
durante cuatro, seis u ocho dias, segin la rapidez de crecimiento del
germen.

Cuando ha transcurrido la mitad de este intervalo de cultivo se hace
la determinacién de la C. M. 1. y este dato se emplea para preparar
la concentracién antibiética del nuevo medio, que se inocula con 1 cm?
a partir del matraz anterior. Asi, sucesivamente, se van haciendo re-
siembras en concentraciones crecientes de antibiéticos, cuyas dosis estdn
perfectamente controladas para que no haya inhibicién de cultivo, hasta
que se ve que no hay variacién del nivel de antibidticorresistencia al-
canzado.

III) Aislamiento de los polisacdridos

Los polisac4ridos producidos por estos microorganismos, bien como
polisacéridos libres en el medio o formando cdpsulas, se obtuvieron
siguiendo las técnicas descritas por Cohen y Jonhstone (3) y adaptadas
por nosotros, al igual que el procedimiento de purificacion de los mis-
mos, como hemos descrito anteriormente.

RESULTADOS

I) La sensibilidad a los antibidticos y sus variaciones en funcion de la
edad del cultivo

Las variaciones de sensibilidad en funcién de la edad del cultivo,
aparecen en el cuadro 1.
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Cuadro 2. Resultados de la adaptacién a la resistencia de células de
A. vinelandii frente a cinco antibidticos distintos

Variaciones en la C. M. 1. frente a

Resiembras
efectuadz’l.s . et Estrepto- Cloran- . 1. o es
cada 4 dias | Penicilina miciII)la feniglc;l Tetraciclina | Polimixina
U L/em® | oo pg/om? pg/cm’ tg/cm’
Inicial 7,81 0,130 46,87 1,46 0,73
1.2 18,50 0,062 67,50 5,85 0,73
2.2 23,43 0,130 46,87 5,85 0,73
3. 23,43 0,062 67,50 5,85 0,97
4.2 46,87 0,062 73,75 5,85 0,97
5.2 68,50 0,062 67,50 3,90 0,97
6.2 46,87 0,062 130,00 5,85 0,97
7.2 46,87 0,062 130,00 11,71 0,97
8.2 46,87 0,062 187,50 23,43 0,97
9.2 46,87 0,062 187,50 23,43 2,92
10.» 46,87 0,062 187,50 27,43 2,92
112 46,87 0,062 187,50 27,43 5,85
12.» 46,87 0,062 187,50 27,43 5,85
18.® 46,87 0,062 187,50 27,43 5,85
14.# 46,87 0,062 187,50 27,43 5,85
15.2 46,87 0,062 187,50 27,43 5,85




Algunas azotobacteridceas frente a los antibidticos

173

Cuadro 3. Resultados de la adaptacion a la resistencia de células de
A. chroococcus frente a cinco antibidticos distintos

Variaciones en la C. M. 1. frente a

Resiembras
efectuadas Estrepto- Cloran- . .
cada 2 dias Penicilina3 micilr)la fenicol Tetramcl%na Pohmxxu;a
U. I./om 1e/cm’ e/’ Pg/cm pg/cm
Inicial 2,92 0,13 31,25 0,26 0,52
1.2 2,92 0,13 46,87 0,24 0,52
2.2 3,90 0,13 46,87 0,26 0,73
3.2 2,92 0,24 62,50 0,73 2,92
4.2 6,50 0,13 73,75 0,97 3,90
5.2 6,50 0,13 187,50 0,97 3,90
6.2 7,81 0,13 250,00 1,46 11,71
7.2 6,50 0,13 250,00 1,46 11,71
8.2 7,81 0,18 250,00 1,46 11,71
9. 7,81 0,13 250,00 1,46 11,71
10.2 7,81 0,13 250,00 1,46 11,71
11.2 7,81 0,13 250,00 1,46 11,71
12.2 7,81 0,13 250,00 1,46 11,71

Cuadro 4. Resultados de la adaptacién a la resistencia de células de
B. indica frente a cinco antibiGticos distintos

Variaciones en la C. M. 1. frente a

Rfsieml(o}l;as
cada 6 dims | Ponicilina | Estrepto- | Cloran- |y | polimisina
U. 1/cm?® micina femcol3 g /cm® pe/cm®
pg/cm pg/cm
Inicial 31,25 0,13 125,00 1,95 1,95
1.® 31,25 0,13 187,50 1,95 3,90
2.2 31,25 0,13 187,50 1,46 3,90
3.r 46,87 0,13 250,00 1,95 5,85
4. 31,25 0,13 250,00 2,92 11,70
5.2 62,50 0,13 250,00 3,90 46,87
6.* 73,75 0,13 250,00 5,85 125,00
7.2 187,50 0,24 250,00 3,90 125,00
8. 250,00 0,13 250,00 5,85 125,00
9.2 250,00 0,13 250,00 7,81 125,00
10.* 250,00 0,18 250,00 7,81 125,00




Cuadro 5. Variaciones en el comportamiento frente a los antibidticos
de estirpes normales y resistentes de A. vinelandii. C. M. I.

Cepa Cepa Cepa

Antibidticos Cepa normal penicilin- tetraciclin- polimixin-

resistente resistente resistente
Penicilina 7,81 46,87 23,43 11,71
Estreptomicina 0,13 . 0,13 0,24 0,13
Cloranfenicol 46,87 46,87 73,75 46,87
Tetraciclina 1,46 1,46 27,43 1,46
Clorotetraciclina 2,92 2,92 23,43 1,46
Orxitetraciclina 0,73 0,73 23,43 0,97
Kanamicina 0,13 0,13 1,46 0,13
Polimixina 0,73 3,90 0,73 5,85
Neomicina 0,73 0,73 0,97 0,73
Novobiocina 11,71 125,00 125,00 73,75
Colimicina 0,52 5,85 0,52 11,71
Paromomicina 0,48 0,52 0,52 0,52
Aminosidina 0,26 0,26 0,48. 0,48
Oleandomicina 2,92 7,81 2,92 5,85
Ristocetina 11,71 15,62 11,71 11,71
Eritromicina 38,25 38,25 46,87 46,87
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Cuadro 6. Variaciones en el comportamiento frente a los antibidticos
de estirpes normales y resistentes de A. chroococcus. C. M. 1.

Cepa Cepa Cepa

Antibidticos Cepa normal | penicilin: tetraciclin- polimixin-

resistente resistente resistente
Penicilina 2,92 7,81 3,90 5,85
Estreptomicina 0,18 0,13 0,13 0,13
Cloranfenicol 31,25 31,25 73,75 31,25
Tetraciclina 0,26 0,26 250,00 0,26
Clorotetraciclina 0,26 0,26 187,50 0,26
Oxitetraciclina 0,26 0,26 187,50 0,26
Kanamicina 0,48 0,48 0,97 0,48
Polimixina 0,52 0,48 0,52 11,71
Neomicina 0,48 0,48 0,52 0,48
Novobiocina 125,00 187,50 187,50 125,00
Colimicina 1,46 0,97 1,46 7,81
Paromomicina 0,97 0,97 0,97 0,97
Aminosidina 0,97 0,97 0,97 0,97
Oleandomicina 15,62 23,43 15,62 15,62
Ristocetina 15,62 15,62 15,62 15,62
Eritromicina 46,87 46,87 62,50 46,87
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Cuadro 7. Variaciones en el comportamiento frenie a los antibidticos
de estirpes normales y resistentes de B. indica. C. M. I.

Cepa Cepa Cepa

Antibiéticos Cepa normal | penicilin- tetraciclin- polimixin-

resistente resistente resistente
Penicilina 31,25 250,00 62,50 46,87
Estreptomicina 0,13 0,13 0,24 0,13
Cloranfenicol 125,00 187,50 250,00 250,00
Tetraciclina 1,95 1,95 7,81 1,95
Clorotetraciclina 1,95 1,95 7,81 1,95
Oritetraciclina 1,95 1,95 7,81 1,95
Kanamicina 5,85 7,81 11,71 5,85
Polimixina 1,95 11,711 1,95 125,00
Neomicina 1,95 2,92 2,92 1,95
Novobiocina 125,00 187,50 187,50 187,50
Colimicina 5,85 5,85 5,85 62,50
Paromomicina 1,95 2,92 2,92 2,92
Aminosidina 1,95 1,95 1,95 2,92
Oleandomicina 31,25 46,87 31,25 46,87
Ristocetina 23,43 31,25 23,43 23,43
Eritromicina 31,25 81,25 46,87 46,87

10



Algunas azotobacteridceas frente a los antibidticos 171

II) Estudio de la adaptacién a la antibidticorresistencia

Los resultados obtenidos se recogen en los cuadros 2-4.

III) Estudio de la aparicién de resistencias cruzadas

Este estudio se realizé como complemento a los anteriores, para co-
nocer exactamente las caracteristicas de su resistencia a los antibidticos
antes de continuar nuestras experiencias sobre la formacién y acumu-
lacién de polisacaridos. Sin embargo, este apartado alcanza tan sélo a
las cepas penicilin tetraciclin y polimixin-resistentes, que son las que
utilizamos en nuestro estudios sobre la produccién y acumulacién de
polisacaridos, esto es, tres antibidticos que ofrecen diferentes mecanis-
mos de accidn y frente a los cuales las dosis alcanzadas fueron, en mu-
chos casos, muy considerables, como se puede apreciar en el cuadro 8.
Los resultados obtenidos en el estudio de la aparicién de resistencias
cruzadas pueden verse de un modo tabulado en los cuadros 5-7.

IV) Variaciones en la produccion de polisacdridos en estirpes antibid-
ticorresistentes

Las dosis de antibi6ticos utilizadas en nuestras experiencias de pro-
duccién de polisacdridos fueron las resefiadas en el cuadro 8, y las pro-
ducciones miximas de polisacdridos en estirpes antibiGticorresistentes
aparecen en el cuadro 9, en el cual figuran, asimismo, las producciones
maiximas en cepas normales. Entre paréntesis se resefian los dias de
crecimiento transcurridos cuando acontece la producciéon maxima de po-
lisacaridos.

V) Alteraciones morfoldgicas provocadas por algunos antibidticos

Existe clara evidencia de las alteraciones morfoldgicas que los an-
tibioticos producen en las bacterias. Los Azotobacter no podian ser una
excepcion y por ello quisimos completar este estudio examinando los
distintos tipos de alteraciones morfoldgicas que las células de Azoto-
bacter sufren en presencia de sustancias antibiéticas.

Aunque Scanga (14), por una parte, y Matsumae y Hata (9), por
otra, intentan hacer una clasificacién de alteraciones de este tipo, con-
sideramos que son tan variables las observadas por nosotros en la ya

11
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Cuadro 8. Dosis antibidticas utilizadas en microorganis-
mos resistentes

Dosis ‘antibiéticas en el medio
Microorganismos
resistentes Penicilina | Tetraciclina | Polimixina
U. I./cm? pg/cm? pg/cm’
A. vinelandii 40 20 6
B. indica 250 5 100

A. chroococcus 6 1 8

Cuadro 9. Producciones mdximas de polisacdridos en estirpes normales
y antibibticorresistentes, en miligramos/100 cm?

Microorganismos Eghrpel penicilin- | tetraciclin- | polimixin-
resistente resistente resistente
. 532 57,2 104 198,5
B. indica (9 dias) (15 dias) (15 dfas) (15 dias)
. ) 92 95 '
A. ofnelandif (5 dfas) (12 dias)

8,25

32 25 23
A. chroococcus (4 dias) (9 dias) (9 dias) (12 dias)

bastante compleja biologia del género que estudiamos, que nos limi-
taremos a una somera descripcion de la que dardn constancia las foto-
grafias que se acompafian en este trabajo.

En cuanto a los detalles técnicos se limitan a hacer preparaciones,
tefiir con tinta china y al método de Gram o simplemente a realizar
observaciones con contraste de fases.

Las figuras 1-2 dan una idea de las células normales de Beijerinckia
y Azotobacter vinelandii, tefiidas con tinta china y en las cuales se
pueden apreciar los polisacaridos capsulares.

En las figuras 34 se observa en fresco, mediante contraste de fases
cémo la penicilina, en dosis ‘de 40 U.L/cm?®, influye en la modalidad

12
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de multiplicacién del Azotobacter vinelandii, favoreciendo los procesos
de conjugacién y de gemacién.

Sin embargo, son las figuras 5-6 las que nos ilustran mds claramente
sobre las variaciones morfoldgicas que acontecen durante el proceso de
adaptacion a los antibi6ticos; asi, en las imgenes a, b y ¢ de la figura 5,
que corresponden a los tres dias de cultivo, se observa cémo las células
tienden a la forma filamentosa, cosa que se hace mas patente a los
seis dias del crecimiento en esta concentracién antibiética de 40 U.L/
cm?® (d, e, f, g, h); durante este periodo las células pasan por una crisis
bioldgica intentando superar las condiciones hostiles del medio; ya a
los nueve dias se ve cémo superan la accién antibidtica por la aparicién
de formas ovoideas o levaduriformes intensamente gram-positivas (i, j, k);
y, finalmente, en la figura 6 se ve como se han multiplicado estas formas
a los doce dias, momento en el cual ya proliferan en el medio antibidtico
y producen polisacaridos.

En Azotobacter chroococcus el fendmeno es, si cabe, atin mas acu-
sado, y asi la figura 7 nos ofrece la oportunidad de ver reunidas las
distintas fases de evolucién hacia la penicilin-resistencia en un frotis
de cultivo de doce dias en medio con 5 U.I./cm? de penicilina. A partir
de este momento apareceran formas normales, en su mayoria capaces
de producir polisacaridos.

Finalmente, diremos que en Beijerinckia indica, donde, como puede
ver en el cuadro 8, se obtiene una antibidticorresistencia muy elevada,
no hubo alteraciones de tipo filamentoso y sélo aparece un ligero en-
grosamiento de las paredes celulares y algunas formas enanas altamente
penicilin-resistentes.

CONCLUSIONES

De las pruebas de sensibilidad frente a dieciséis antibiéticos en fun-
cién de la edad de cultivo (cuadro 1) se puede deducir una marcada
sensibilidad frente a drogas de tipo oligosacirido (estreptomicina, neo-
micina, paromomicina, aminosidina y kanamicina), a polimixina y co-
limicina y a sustancias de tipo tetraciclinico, en tanto que se aprecia
una acusada resistencia frente a cloranfenicol y a algunos antibidticos
de tipo macrdlico (oleandomicina, eritromicina, ristocetina y novobio-
cina), y una sensibilidad variable frente a penicilina. Salvo para algunos

19
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antibidticos de tipo oligosacdrido y polimixina, la antibidticosensibili-
dad va decreciendo a medida que las células van envejeciendo. Por
dltimo, la sensibilidad a la estreptomicina es de tal naturaleza que no
logramos adaptar las bacterias a este antibiético.

Esta diversidad de comportamientos se puede interpretar de la for-
ma siguiente: la presencia de radicales glucidicos en las drogas oligo-
sacaridas podria dar origen a un mecanismo de accién semejante al
de los antimetabolitos con similitud estructural; en tanto que la poli-
mixina y la colimicina actian sobre el mecanismo de permeabilidad,
que en estas células ha de ser muy delicado por su posible interven-
cién en la sintesis y degradacion de polisacaridos.

La penicilina, estd claro que actda sobre la formacién de tabiques
que preceden a la multiplicacion celular, lo cual aparece confirmado
por las fotomicrografias que hemos obtenido; en cuanto a las tetraci-
clinas, segiin es sabido, inhiben la sintesis proteica, lo que ocasiona la
aparicién de las «formas enanas» citadas por Rubenchick (13).

Por otro lado, se comprende que sustancias de gran volumen y com-
plejidad molecular no tengan oportunidad de ejercer su actividad por
dificultades de acceso al intimo quimismo celular. Quiza la resistencia
al cloranfenicol sea debida a que presenta algunas analogias de activi-
dad con la eritromicina y, posiblemente, un mismo sistema de trans-
porte de droga.

En general, la antibidticorresistencia encontrada parece guardar re-
lacion con la capacidad de produccién de polisacaridos; asi, las espe-
cies de Beijerinckia indica fueron las mas resistentes y el Azotobacter -
chroococcus el més sensible, y este comportamiento se hace también pa-
tente en las experiencias de adaptacién; donde, por otra parte, la facili-
dad para conseguir el estado de resistencia sigue el orden decreciente de
cloranfenicol, penicilina, polimixina, tetraciclina y estreptomicina (cua-
dros 2-4), pudiendo decirse que en esta ultima droga no se logra una
verdadera implantacién de estreptomicin-resistencia.

En cuanto a la aparicién de resistencias cruzadas (cuadros 6-8) hay
que tener en cuenta que en estas bacterias, capaces de sintetizar y uti-
lizar polisacdridos, intervienen complejos mecanismos enzimdticos y por
ello, en la aparicién de resistencias cruzadas hay que tener en cuenta
tanto el parentesco estructural de los antibidticos como el factor de ac-
tividad fisiolégica del microorganismo. Cepas que son capaces de pro-
ducir polisacdridos capsulares y extracelulares en presencia de polimi-
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xina y de penicilina adquieren facilmente la resistencia a otros antibié-
ticos con distinto mecanismo de accién; ello ha de tener una gran sig-
nificacién ecoldégica en los procesos de antibiosis natural.

Aunque los rusos Khudyankova (6) y Weinberg (15) en sus estudios
sobre Azotobacter chroococcus y A. agile, afirman que las sustancias
antibidticas inhiben la produccién de polisacdridos, nosotros hemos te-
nido ocasién de demostrar lo contrario. A nuestro juicio, esto era tan
sélo una inhibicién del crecimiento bacteriano y, por tanto, de todas
sus expresiones vitales; por ello, al trabajar con células de Azotobacter
previamente adaptadas a la antibidticorresistencia pudimos obtener, en
la mayoria de los casos, heteroglucanos de Azotobacter en presencia
de distintos antibidticos, con variaciones semejantes, a veces, a las que
se producen en ausencia de estos antibacterianos.

En todos los casos, excepto en estirpes penicilin-resistentes de Azo-
tobacter vinelandii, se obtuvieron (en presencia de antibiéticos) meno-
res concentraciones de polisacaridos que cuando se trataba del cultivo
normal, segin se puede ver en el cuadro 9; y asimismo, se retrasa el
momento de mdxima produccién de estos polisacaridos, quizd debido
a que pueda afectarse el mecanismo de fosforilacion, acarreando un
incremento del nitrégeno celular, como si las deficiencias en el meta-
bolismo hidrocarbonado fueran compensadas por una aceleracién del
metabolismo nitrogenado.

Del examen de las alteraciones morfoldgicas provocadas por los an-
tibiéticos de distinto mecanismo de accién (penicilina, tetraciclina y
polimixina) es posible deducir (figuras S-5) que las sustancias antibid-
ticas influyen extraordinariamente en el ciclo biolGgico de estas especies
bacterianas: suponemos que la penicilina, concretamente, al impedir la
multiplicacién por inhibir la tabicacién, aparte de dar origen a algunas
formas semejantes a las precursoras de las formas L, induce a la for-
macién de yemas e incluso a la conjugacidn; aunque segtin el criterio
de Neumayer no existe reproduccién sexual en Azotobacter, en contra
de la opinion de Lohnis y Smith (7) que si admiten esta conjugacién.

Asimismo, es posible identificar la presencia de formas filamentosas
en presencia de penicilina, en Azotobacter vinelandii (figura 5) y A.
chroococcus (figura 7) y formas bastante mds cortas, con polimixina.
Por otra parte, en el caso de Beijerinckia indica, mas resistente a los
antibidticos sefialados, las formas filamentosas apenas hacen su apari-
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cion, convirtiéndose simplemente en formas ligeramente alargadas frente
a la penicilina, y formas globosas, con tetraciclina y polimixina.

RESUMEN

Se realizé un estudio acerca de la antibidticosensibilidad de ciertas
especies de Azotobacter, frente a dieciséis antibiéticos y se control la
aparicién de resistencias cruzadas en estirpes previamente adaptadas
a la penicilina, tetraciclina y polimixina, al mismo tiempo que se es-
tudian las alteraciones morfolégicas de las distintas especies adaptadas
a los antibiéticos.

Por otra parte, se hace un examen comparative de las variaciones
en la produccién de polisaciridos segiin el estado de antibiSticorresis-
tencia.

En los resultados obtenidos se hace patente una marcada sensibi-
lidad frente a drogas de tipo oligosacéarido, polimixina y sustancias de
tipo tetraciclinico, mientras que aparecié una marcada resistencia frente
a cloranfenicol y drogas de naturaleza macrélida. La sensibilidad fue
variable en el caso de la penicilina.

La aparicion de resistencias cruzadas fue muy marcada. Las estirpes
antibidticorresistentes producen polisacdridos, aunque, por lo general,
en cantidades algo inferiores con respecto a las normales. Asimismo,
la antibidticorresistencia parece guardar relacién con la capacidad de
produccion de polisacaridos.

SUMMARY

A study on antibiotic-sensitivity, cross-resistance against 16 antibio-
tics for several strains of Azotobacter was carried out.

Moreover the variations on polysaccharide production in antibiotic-
resistance strains in comparison with native one’s were studied. Finally,
we present a morphological study of antibiotic-resistant strains.

We found a high sensitivity against oligosaccharide-like drugs, po-
lymyxin and tetracyclin and a high resistance against chloranphenicol
and drugs with a larger molecule. Sensitivity against peniciline was
variable.
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Antibiotic-resistance appears to have a close relationship with poli-

saccharide production. Cross-resistance values were very high. Antibio-
tic-resistance strains can produce polysaccharides although in slightly
lower amounts than in native ones.

11.
12.
13.
14.
15.
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INSTITUTO «FAIME FERRAN», DE MICROBIOLOGIA

VARIACIONES EN LA COMPOSICION
DE AMINOACIDOS EN ESPECIES DE
AZOTOBACTERIACEAS ANTIBIOTICORRESISTENTES

por

R. LOPEZ, E. RONDA y A. PORTOLES

INTRODUCCION

Después de estudiar el comportamiento de diferentes especies de
Azotobacteridceas sobre dieciséis sustancias antibioticas (2), hemos crei-
do de interés realizar el estudio de las posibles modificaciones en la
composicién de aminoacidos de cepa de Azotobacter antibidticorresis-
tente, obtenidos después de un largo proceso de adaptacion.

Como antecedentes tenemos los estudios de Belozerskii y colabora-
dores en 1958 (1) en relacidén con la tasa de proteinas en células de
Azotobacter en diferentes fases de crecimiento. Asi, tuvieron ocasién de
comprobar que el contenido en proteinas era pricticamente invariable
durante la fase logaritmica, decrecié un poco al principio de la esta-
cionaria para aumentar rapidamente y de un modo definitivo en esta
fase. Ello induce a pensar que en la fase estacionaria se acumulan pro-
tefnas de reserva.

También Zaitseva y Belozerskii (13) mediante técnicas de cromato-
grafia sobre papel hicieron un estudic cualitativo de los aminoécidos
integrantes de las proteinas de distintas especies de Azotobacter, en-
contrando en ellas un bajo contenido de aminodcidos bésicos, en contra
de la opinién de Belozerskii y colaboradores (1) que, al encontrar gran-
des concentraciones de arginina, lisina e histidina en las protefnas de

Microbiol. Espafi., 20 (1967), 191. 1
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Azotobacter, piensan que se trata de proteinas basicas del tipo de las
histonas o protaminas; segin estos Gltimos investigadores, las especies
de Azotobacter vinelandii y A. agile tienen una composicion cualitativa
de aminodcidos muy similar.

Resumiendo, podemos decir que los estudios realizados sobre la com-
posicién de aminodcidos son tan sélo de tipo cualitativo y en ellos
parece existir divergencia de opiniones.

MATERIAL Y METODOS

Bacterias y antibidticos

Los microorganismos utilizados en las experiencias que a continua-
cién aparecen, asi como los antibidticos frente a los cuales fueron adap-
tados ya han sido citados precedentemente (3).

Asimismo, en estas experiencias se emplearon bacterias mantenidas
en fase exponencial de crecimiento durante mas de veinte dias, en un
aparato de cultivo continuo semejante al de Rosemberger y Elsden (11),
pero con algunas modificaciones que permiten la adicién simultdnea
de dos liquidos (8) con el fin de estudiar el crecimiento en presencia
de antibidticos. Todo ello nos permitié realizar un estudio comparativo
sobre la composicién en aminoacidos en fase exponencial y en ausencia
o en presencia de antibidticos de las células de Azotobacter vinelandii,
que fue el microorganismo elegido para nuestros trabajos en cultivo
continuo por ser el mas idoneo entre los tres a los que se refiere el pre-
sente trabajo, segun hemos demostrado anteriormente (2).

Técnicas

Para la obtencién de estirpes antibidticorresistentes seguimos la me- .
todica realizada por Pérez-Urefia (7) y que hemos descrito anterior-
mente.

En la preparacién de las muestras, tanto en células normales como
en resistentes, se precisaba conseguir una gran masa de bacterias que
nos permitiera realizar los andlisis que a continuacién se indican. Con
este fin, una vez conseguido un grado Sptimo de crecimiento, se sepa-
raron las células mediante centrifugacién en una centrifuga Servall, a
23.000 g, durante veinte minutos, se lavaron con tampdn de fosfato a

2
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pH 7,2 y finalmente fueron resuspendidas en este tampdn para realizar
su andalisis cromatografico.

La hidrdlisis 4cida se llevé a cabo seglin hemos descrito anterior-
mente (2 y 9).

Y, por tltimo, la cromatografia en columna, se efectué de acuerdo con
los métodos postulados por Moore y colaboradores (5) para la separa-
cién de aminodcidos, y por el método de Moore (4) para la cistina. En
ellos se utilizan resinas sintéticas del tipo Amberlite IR-120; y para
la elucidn de la gran columna se utilizé la modificacién introducida
por Ronda y colaboradores (9).

Los aminodcidos se recogieron en un colector de fracciones modelo
L.K.B.-60 y posteriormente revelados segiin la técnica de Moore y Stein
(6), con ninhidrina disuelta al 2% en metilglicol en presencia de
cloruro estannoso. Para las lecturas se emple6 un espectrofotémetro
Coleman junior, diluyendo previamente las fracciones con 5 cm® de al-
cohol 4 agua (v/v) y comparandolas frente a una curva patrén de leu-
cina obtenida con una longitud de onda de 570 my. Para la prolina,
excepcionalmente se emplea 440 my.

RESULTADOS

En la figura 1 se representa grificamente la localizacién de cada
aminodcido, de acuerdo con el orden de aparicion de los mismos. En
abcisas aparecen los nimeros de los tubos y en ordenadas los valores
de los aminodcidos expresados en micromoles de leucina para una mues-
tra tipo de harina de pescado.

Los resultados analiticos obtenidos en nuestras muestras problemas
aparecen en forma de histogramas en las figuras 2-9. En las figuras 2-3
aparecen los correspondientes a Azotobacter vinelandii en fase exponen-
cial de crecimiento, tanto en presencia como en ausencia de antibidtico.

CONSIDERACIONES SOBRE LOS RESULTADOS

Los resultados expuestos muestran una gran complejidad y como
consecuencia una dificil interpretacién, ya que la literatura existente,
hasta la actualidad, explica muy poco en relacién con las vias meta-
bolicas que utilizan estos microorganismos para su sintesis proteica.
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La primera conclusién arranca del hecho de que en todos los cro-
matogramas, las cepas normales presentan una composicién en amino-
acidos muy diferente a la de aquellas cepas estudiadas en cultivo con-
tinuo (figuras 2-3) o tratadas con antibiéticos, previa adaptacién a los
mismos (figuras 4-9).

En primer lugar, es preciso destacar que por nuestro método ha sido
posible detectar la presencia de metionina en Azotobacter vinelandii
y A. chroococcus, tanto en células sensibles como resistentes, pese a
los resultados sefialados por Rubenchick (12). Por otra parte, es preciso
destacar también, como diferencia con los antecedentes de la bibliogra-
fia, que hemos encontrado glutamina en cepas de A. vinelandii (excep-
to en las penicilin-resistentes) y en A. chroococcus polimixin-resistentes
y Beijerinckia indica tetraciclin-resistentes, asi como aloisoleucina en
todas las cepas de A. chroococcus y B. indica; sin embargo, hemos en-
contrado variaciones en cuanto a la presencia de dcido aminobutirico,
el cual no nos fue posible identificar en las cepas normales, tetraciclin
y penicilin-resistentes de A. vinelandii, ni en las penicilin y tetraciclin-
resistentes de A. chroococcus.

Asimismo, de la comparacién de las tres estirpes normales de las
tres especies estudiadas con sus correspondientes cepas sometidas a ac-
ciones antibidticas, cabe destacar que las bacterias marcadamente pro-
ductoras de polisacdridos (Beijerinckia indica), que ademds son, como
puede verse en nuestro trabajo anterior (3), las que alcanzan cifras muy
elevadas de resistencia frente a los antibiéticos, presentan una menor
variacién en su composicién porcentual que aquéllas (Azotobacter vi-
nelandii y A. chroococcus) que elaboran cantidades sensiblemente me-
nores de heteroglucanos; lo que podria interpretarse, una vez mds, como
un efecto protector del polisacdrido pericelular a la accién perturbadora
del antibiético sobre el metabolismo proteico.

Finalmente, son de sefialar las variaciones siguientes:

Azotobacter vinelandii. Aparecen aumentados los valores del 4cido as-
pértico en las cepas antibidticorresistentes, contrariamente a lo que ocu-
rre en la cepa normal con el 4cido glutdmico; hecho interesante de
destacar si consideramos que estos dos aminodcidos juegan papeles im-
portantes en los fenémenos de transaminacién, y este ultimo se consi-
dera, en las células vegetales, como la sustancia en la cual se acumula
el amoniaco. Los aminoalcoholes (treonina y serina) aumentan en las

9
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cepas tratadas con antibi6ticos y en la estudiada sobre cultivo continuo
en fase exponencial.

Existen variaciones sensibles para los aminodcidos de cadena lineal
(glicina, alanina, valina, isoleucina y leucina) al igual que para los azu-
frados (cistina y metionina); y, asimismo, dentro de los aminodcidos
bésicos (lisina, histidina y arginina), las variaciones son profundamente
marcadas y dependen, por otra parte, del antibidtico utilizado.

También se encuentran alteraciones en los aminodcidos ciclicos (ti-
rosina, fenilalanina y prolina) apareciendo el 4cido aminobutirico sola-
mente en la estirpe tratada con polimixina; mientras que la glutamina
no parece existir en la cepa penicilin-resistente, y la aloisoleucina no
es detectada en esta especie.

Beijerinckia indica. Segtin se destaca anteriormente fue la que ofrecié
una menor variabilidad en sus aminodcidos, destacando la aparicién de
aloisoleucina, tanto en la cepa normal como en las tratadas con anti-
bidticos, y detectandose, asimismo, glutamina en la cepa tetraciclin-re-
sistente y aminobutirico en la cepa normal y en la tetraciclin-resistente.
Las mayores oscilaciones en esta especie las ofrece el 4cido glutdmico,
la prolina y la lisina.

Azotobacter chroococcus. Existen oscilaciones tan marcadas como en el
caso de A. vinelandii, particularmente en lo que se refiere al 4cido as-
partico, los aminoalcoholes y los aminoacidos bdsicos, y en menor in-
tensidad los aminodcidos de cadena lineal; otro tanto sucede con los
azufrados y con los aminodcidos ciclicos. El nitrégeno amoniacal pre-
senta oscilaciones sensibles, la glutamina aparece sélo en la cepa po-
limixin-resistente y el aminobutirico, en la tratada con tetraciclina.

RESUMEN

Fueron adaptadas tres especies de Azotobacteridceas frente a anti-
bidticos con diferente mecanismo de accidn, para después estudiar las
variaciones en la composicién cuantitativa de sus aminodcidos mediante
técnicas de cromatografia en columna.

Ademds, una de las tres especies (Azotobacter vinelandii) se man-
tuvo durante mas de veinte dias en fase exponencial de crecimiento
mediante cultivo continuo, para estudiar de este modo las variaciones

10
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en la composicién de amino4cidos, con y sin antibi6ticos, en su fase
exponencial.

Se encontré que las cepas normales presentan una composicion en
aminodcidos muy diferente de aquellas otras adaptadas a los antibié-
ticos. También se han podido identificar y valorar cuantitativamente
metionina, glutamina y aloisoleucina, y las variaciones del icido ami-
nobutirico, en oposicién a los datos que aparecen en la literatura.

Es de destacar que las bacterias marcadamente productoras de po-
lisacdridos presentan una menor variacién en su composicion de ami-
nodcidos que aquellos Azotobacter que los producen en pequefia can-
tidad. Esto podria interpretarse como un efecto protector del polisaci-
rido capsular, frente a la accién del antibidtico, sobre el metabolismo
protéico.

SUMMARY

Three Azotobacter strains became resistant towards 3 antibiotics with
different specific actions, and their aminoacid compositions were studied
on ion-change resin collumns in comparison with normal strains.

In addition, one of the strains was grown for more than 20 days in
continuous-culture and their aminoacid composition studied, with and
without antibiotics, as above.

We found that native strains have a very different composition from
antibiotic-resistant ones. Methionin, glutamin and alloisoleucin were
found in spite of Belozerskii’s work.

High polysaccharide producing bacteria show lower variations in
aminoacid composition than slight polysaccharide producing ones. It
may be due to a protective action of the capsular polysaccharides to-
wards the antibiotic actions on the protein metabolic pathway.
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STUDY OF A HEMAGGLUTINATION INHIBITOR
FROM HELA CELLS (¥)

by

A. GARCIA-GANCEDO, E. RONDA, M.? Luisa ALONSO and Pwar VILAS

INTRODUCTION

In a previous note (8) we have exposed the phenomenom of loss
of hemagglutinating capacity by fowl-plague virus, when cultivated in
the HeLa cells employed by us in this work, whereas it conserves that
capacity when cultivated in chick embryo cells. This phenomenom has
been remarked by other authors in different types of cells and viruses:
some strains of ECHO virus cultivated in HeLa cells (6); Coxsackie
A-21 virus in Hel.a and XB cells (3); vaccinal virus in L. and ascitic
tumor cells (1); Columbia SK virus in sarcoma 180 ascitis cells (2).

MATERIALS AND METHODS
Virus

Fowl-plague virus (FPV), Rostock strain (KP virus, Klassischen
Pest). Received from Dr. W. Schiffer (Max-Planck Institut fiir Virus-
forschung, Tiibingen). Fresh stock virus obtained by passage of diluted
virus in 10-days embryonated eggs by allantoic route, collecting their

(®*) This work was supported by research grant N.> FG-Sp-122 from the U. S.
Department of Agriculture.

Microblol. Espafi., 20 (1967), 203. 1
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allantoic fluid 2 days after. This allantoic fluid served as inoculum in
the several kinds of cells studied.

Cells

Chick embryo cells obtained by trypsinization (Trypsin Difco 1:250)
at 37 °C from 10-days-old embryos.

HeLa cells obtained from Italdiagnostic Laboratories, Rome (Italy).

Culture media

Medium for HeLa cells: Hanks solution, 75 %; lactalbumin hydro-
lisate (in solution 5%), 10 %; human serum, 15 %; phenol red (in solu-
tion 0,2%), 1%; penicillin, 100 I.U./ml; streptomycin, 100 ug/ml;
nystatin, 20 L.U./ml. Sodium bicarbonate was added in order to adjust
the pH to 7.2.

Medium for chick embryo cells: Hanks solution, 75 %; lactalbumin
hydrolisate (in solution 5 %), 10 %; calf serum, 14 %; penicillin, strep-
tomyecin, nystatin, phenol red, sodium bicarbonate as above pH 7,2.

Maintenance medium for both types of cells: Hanks solution 85 %;
lactalbumin hydrolisate (in solution 5 %), 10%; calf serum, 3 %; an-
tibiotics, phenol red and sodium bicarbonate as above. pH 7.2.

Hemagglutination test

Chicken’s red blood cells: Once obtained by intracardiac puncture,
the blood is added to the same quantity of Alserver’s solution and
washed thrice with Veronal buffer solution, centrifuging for 5 minutes
at 1000 r/m. Erythrocytes are stored at 4 °C and used diluted to 0.25%
in Veronal buffer solution. For testing we employ plaques of excavated
perspex, making twofold dilutions of virus and inhibitor in Veronal
buffer solution. The reading was made after 1 hour at 37 °C or after
18 hours at 4 °C. All the titers are expressed as the reciprocal of the final
dilution of the original suspension.
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EXPERIMENTAL PROCEDURE

Procedure to obtain the cellular extract from HeLa cells

Starting from cell cultures, a pellet of the cells is obtained by tryp-
sinization and centrifugation at 4 °C and 1000 r/m during 5 minutes.
The pellet is washed in a saline solution (pH 7.2). A dense suspension
of the cells in that solution is subjected to quick congelation by dry
ice and alcohol and subsequent thawing by warm water at 37 °C. This
procedure is repeated 6 times; the suspension is then centrifuged at
3,000 r/m during 15 minutes, in order to separate cell debris. The su-
pernatant substance contains the inhibitor agent.

1) Purification and concentration of cells extract

a) Centrifugation: Several centrifugations at diverse speeds have
been tried with Spinco model L ultracentrifuge, in order to separate
inert substances, so attaining purification of the agent. b) Adsorption
and elution: Adsorption takes place on kaolin, mixed with an equal
portion of the extract. The mixture is placed in incubator for 30 minutes
at 4 °C, frequently stirring. Elution is done by alkalizing to pH 9. c)
Dialysis: it is performed in accordance with the common technique,
treating the supernatant and sediments at 4 °C during 48 hours.

2) Demonstration of the inhibitory action

It has been performed mixing hemagglutinant-virus (fowl-plague vi-
rus cultivated in chick embryo cells) and inhibitor, incubating for 30
minutes at laboratory temperature and adding the erythrocytes in order
to make the hemagglutination test. Two different procedures are emplo-
yed; either maintaining constant the virus dilution and varying the di-
lution of the cellular extract, or conversely. Controls are always emplo-
yed, in which the normal diluent replaces the extract.

Action of chemical agents upon the extract containing the inhibitor

a) Treatment with mixture acetone-ether, keeping the extract with
the mentioned mixture for 30 minutes at 3 °C and stirring frequently.
b) Treatment with trichloroacetic acid: a 0.25 M solution of this subs-

3
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tance is prepared and mixed to the same volume of the cellular extract;
the mixture is placed at 4 °C for 30 minutes and centrifuged afterward
for 30 minutes at 35,000 r/m in Spinco model L centrifuge. Sediment
and supernatant are separately collected and the former treated with
a 10N solution of NaOH in an equivalent volume, in order to redissolve
the precipitate obtained; finally, both the supernatant proceeding from
centrifugation and the re-dissoluted precipitate are tested as to their
inhibitory power after adjusting the pH to the indicated for the hemag-
glutination test. ¢) Perchloric acid: the same above mentioned experi-
ment is performed with 0.6M acid. d) Ammonium sulphate: a saturated
solution of this substance is prepared and mixed with cellular extract
in twofold proportions: 1/1 volume of each, and in the relation ammo-
nium sulphate/cellular extract 1/2; the mixtures are centrifuged at
85,000 r/m in Spinco model L centrifuge; the sediment is separated
from the supernatant and treated with phosphate buffer solution, pH 7.5;
the pH of 2both the supernatant and the re-dissolved sediment are
afterwards adjusted, testing their hemagglutinating and inhibitory po-
wer. e¢) Urea: a 8M solution of this substances is mixed to the same
volume of the cellular extract, incubated for 30 minutes and tested as
to its hemagglutinating especificity. f) Sodium periodate: a 10M solution
of Nal0, is added to the same volume of glucose solution at 40 %,
testing afterward the hemagglutinating power. g) Trypsin, in accordance
with Tsilinsky’s method (10), 9 ml of Earle’s solution and 0.5 ml of
trypsin 1:250 at 1% were mixed with 0.5 ml of HeLa inhibitor; after
incubating the mixture during 3 hours at 37 °C, 0.5 ml of a 1% solution
of soy bean trypsin inhibitor were added, adjusting the volume at 16 ml
with Earle’s solution and determining the activity of the HeLa inhibitor
by means of the hemagglutination test with hemagglutinant virus.

Action of temperature at 100 °C and 56 °C

Extract of HeLa cells placed in sealed tubes so as to prevent evapo-
ration is subjected for 30 minutes at a temperature of 100 °C in water
bath. Other tubes are subjected at 56 °C for 30 minutes, 1 hour and 2
hours. These extracts are forthwith tested in an effort to determining
the existence of inhibitory power.
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Determination of the possible action of the inhibitory agent and its
incorporation to cells

In order to study whether the inhibitory agent was adsorbed and
incorporated to the cells, so interfering the production of hemagglutinin
when infected by the virus, different chick embryo cells cultures are
subjected to action of the inhibitory agent during 4 hours at 37 °C;
the agent is afterwards eliminated by washing the cultures with Hanks
solution; the culture medium is added and the virus inoculated. Evo-
lution of treated and infected cultures is observed, comparing with in-
fected non-treated cultures and determining the hemagglutinin titer.

Determination of the possible action of the inhibitory agent upon forma-
tion of plaques in tissue culture

Mixtures of inhibitory agent and virus, incubated for 30 minutes
at room temperature, are inoculated in Erlenmeyer flasks containing
a monolayer of chick embryo cells; adsorption is allowed for 4 hours;
the culture is afterwards washed, adding agar in accordance with Dul-
becco’s plaques method. The aparition of plaques is studied.

Determination of the possible action of the inhibitory agent upon
erythrocytes

From results of the experiments performed it can be deduced that
the agent has an effect upon virus. However, we have carried out this
test, with a view to determining whether it also acts upon erythrocytes.
In this respect, chick embryo erythrocytes are subjected for 30 minutes
to action of the inhibitory agent; a portion of this mixture is tested in
front of the virus as to its hemagglutinating power; another portion
of the mixture erythrocytes-inhibitory agent is centrifuged at 2,000 r/m,
and thrice washed in order to eliminated the agent; it is has not been
adsorbed by erythrocytes; the mixture is then tested as to its hemaggluti-
nating power in front of the virus.'We also perform the hemagglutination
test with virus and erythrocytes, adding afterward the inhibitory agent.
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Determination of the inhibitory effect of the agent, using several types
of erythrocytes

This effect has been studied following the method already indicated,
upon chicken, human (O group), guinea pig, horse, rabbit, and sheep
erythrocytes.

Relation between virus and inhibitor

In order to study the complex virus-inhibitor, mixtures of virus and
extracts, previously incubated for 30 minutes at room temperature, have
been subjected to centrifugation and adsorption on kaolin with the in-
tent of separating both components of the complex.

With the same purpose, we have tested the action of sodium perio-
date upon the complex virus-inhibitor, subjecting said complex to the
above treatment.

Determination of the possible existence of inhibitor in the extract of
HeLa cells infected with the virus

An extract of infected HeLa cells is concentrated by centrifugation
in Spinco at 10,000 g. As usual, pellet and supernatant are incubated
with hemagglutinant virus, afterwards adding the erythrocytes.

Determination of infectiveness and lethality of the complexes erythro-
cytes-hemagglutinant virus and inhibitor-hemagglutinant virus

Doses of hemagglutinant virus in the amounts of 2, 4 and 8 hemag-
glutinant doses are mixed with the same volumes of the standard sus-
pension of erythrocytes in the first case and inhibitor in the second
case. Suitable controls are also made by replacing in the mixtures the
virus and the inhibitor, respectively, by a saline solution.

The mixtures are kept in contact during 1 hour; each mixture is

inoculated by amniotic way to a group of 5 chick embryos (10 days old)
in the dose of 0.1 ml.
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RESULTS

Cenirifugation

'With Spinco ultracentrifuge it is possible to obtain fractions of Hel.a
cells extract, which have been tested as to their inhibitory power toward
hemagglutination of FPV virus. The results obtained are indicated in
table 1.

Moreover, extracts of cultivated chick embryo cells are centrifugated
in Spinco centrifuge. The results are recorded on table 2.

Adsorption of the inhibitor on kaolin and elution

After settling by centrifugation at low speed when the adsorption
period is over, a negative result has been obtained when investigating
the existence of inhibitor in the supernatant. This experiment has been
performed 10 times. The elution of the adsorbed inhibitor has been
thrice endeavoured by adding diluent (pH 9) to the sediment. Two of
the attempts have been successful.

Dialysis

Four experiments have been performed with the same result: the
inhibitor is not dialysable.

Action of chemical agents upon the extract containing the inhibitor

a) Acetone-ether; the inhibitor dissappears, as verified through four
experiments. b) Tricloroacetic acid; acts upon the cellular extracts ori-
ginating a fine precipitate which dissolves totally in NaOH; from activi-
ty tests performed, it results that the inhibitory power passes on the
precipitate, dissolving in the NaOH with a slight decrease of titer. c)
Perchloric acid: with this acid, the extract forms a granulous precipitate
which partly dissolves in NaOH; the inhibitory action passes onto the
sediment which dissolves with a slight loss of titer. d) Ammonium sul-
phate; also forms a precipitate with the cellular extract; however, in
this case the inhibitory activity dissappears in the supernatant as well
as in the precipitate. €) Urea does not have any effect. f) Sodium per-
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iodate; the extract becomes very turbid and its inhibitory capacity dis-
appears. g) Trypsin; the inhibitory agent suffers a slight loss in its
inhibitory capacity.

Table 1 (*)
Confuguion | by pover | Ity pover | Nmber o
g (average value) (average value) experiments
3,000 —35 —3 1
10,000 —4 —1 7
20,000 —2 —1 1
110,000 —3 —0 3

(*) The above numbers indicate the difference between the hemagglutinating
titer of the virus when mixed with the inhibitor, and the hemagglutinating titer
of the virus when the diluent is employed as control without inhibitor. Each unit
means the difference between twofold dilutions, respectively.

Table 2
Conitagtion | 5o Foye | T p | b o
& (average value) (average value) experiments
10,000 0 0 .

Determination of the possible adsorption and incorporation to chick
embryo cells of the inhibitory agent

The inhibitory agent is neither adsorbed nor incorporated to cells
when placed in contact with them, since it is removed when the culture
is washed. The production of hemagglutinin by infected cells does not
suffer alteration, as the hemagglutinant titer of cultures infected with
virus and treated with the inhibitory agent is the same.
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Determination of the possible action of the inhibitory agent upon the
infectivity of the virus measured by Dulbecco’s plaque technique

The results achieved are the same in controls inoculated with the
virus as in cultures inoculated with a mixture of virus-inhibitory agent.
The virus originates plaques in both cases; consequently, no action of
the inhibitory agent is to be observed.

Determination of the possible action of the inhibitory agent upon
erythrocytes

Erythrocytes, mixed and incubated with inhibitory agent, do not
present hemagglutination reaction with hemagglutinant virus, due to
the presence of the inhibitor which is neither fixed nor altered by ery-
throcytes. The latter, mixed and incubated with the inhibitory agent,
are centrifuged taking afterward the liquid-free erythrocytes sediment
and making a suspension of these erythrocytes in the buffer solution
used for hemagglutination; this reaction is performed in front of he-
magglutinant virus and give a positive result, which indicates that the
inhibitory agent has neither fixed the erythrocytes nor altered them.
Moreover, ir we perform a test of normal hemagglutination between
erythrocytes and virus, adding the inhibitory agent when the reaction
has taken place, the latter suffers no alteration.

Determination of the inhibitory affect of the agent, using several types
‘ of erythrocytes

The inhibitory phenomenon takes place, with slight differences, in
all types of erythrocytes which have been tested; this fact proves once
more that the inhibitory agent does not act upon erythrocytes.

Relation between virus and inhibitor

'When the complex inhibitor-virus is subjected, after incubated, to
the action of kaolin and acetone-ether, the inhibitor does not separate
and the hemagglutinating power remains inhibited. Furthermore, a ne-
gative result is obtained both for the sediment and the supernatant
when testing centrifuged (10,000 r/m) mixtures of virus and inhibitor

9
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as to their hemagglutinating power. When sodium periodate acts upon
the complex, it nullifies the action of the inhibitor; so, hemagglutination
takes place.

Determination of the possible existence of inhibitor in the extract of
HeLa cells infected with the virus

This experiment is carried out in order to determine whether infected
HeLa cells contain inhibitor of the hemagglutinant virus. Following
the aforementioned technique, it is possible to observe the absence of
inhibitor in the sediment as well as in the supernatant obtained at 10,000
r/m since the hemagglutination is not inhibited.

Determination of infectiveness and lethdlity of the complexes erythrocy-
tes-hemagglutinant virus and inhibitor-hemagglutinant virus

Death of the embryos of the groups inoculated with the mixtures
erythrocytes-virus, inhibitor-virus and virus-saline solution, as well as
survival of the ones inoculated with the mixture erythrocytes-saline so-
lution, indicate that the complexes under study do not lose their infec-
tive and lethal capacity.

DISCUSSION

'We have already reported (8), the lose of the hemagglutinating ca-
pacity of fowl-plague virus (Rostock strain). However, we summarize
here the data which support the existence of said phenomenon. Twenty
passages were made with the mentioned virus on chick embryo cells,
determining the hemagglutinating titer and lethal dose 50 9 (ELDsx)
of each of them. A quick adaptation of the virus to the cellular culture
was observed, with stabilization of the evolutive period of the infection
and apparition of cytopathic effects between 24 and 48 hours after ino-
culation of the virus. The hemagglutinating titer decreases during the
first ot the fourth passages; its value increases afterward up to a con-
siderable titer which is stable with slight oscillations. The ELDs, varies
slighty along the experiment, its evolution being similar as the above.
14 passages were parallely performed with the mentioned virus on HelLa
cells; in each one samples were taken from the culture medium all
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along the duration of the passage in order to achieve a most circuns-
tanced study; hemagglutinating titer and ELDs, were determined. Adap-
tation of the virus was slower in this case than in the precedent; the
evolutive period of the infection became stable, although it was longer
and cytopathic effects appeared later. The hemagglutinating titer de-
creases rapidly dissappearing about the third passage. The ELDs, de-
creases parallely, being practically naught on the fourth passage. Cyto-
pathic effects continue however to appear in the cells during the
subsequent passages. Observed by electronic microscopy, virus released
by HeL.a cells has been detected in the culture medium; its morphologic
aspect is similar to that of the virus cultivated on chick embryo cells.
Complement fixation tests, performed with sera obtained in rabbits by
means of their inoculation with virus proceeding from culture in HeLa
cells, have a positive reaction in front of antigens obtained with virus
cultivated in chick embryos, chick embryo cells and HeLa cells. It was
determined that virus cultivated in chick embryo cells hemagglutinates
chick, human (O group) guinea pig, horse, rabbit and sheep erythrocytes,
whereas virus cultivated in HeLa cells does not hemagglutinate any one
of the types of erythrocytes mentioned.

Moscovici and La Placca (6) deduce that the lost of the hemagglu-
tinating capacity phenomenon discovered by them is due to an un-
known virus modifying factor present in the human tumor cells released
at the time of infection, which causes a permanent modification of the
virus surface. Johnson (3) suggests the possibility that this phenomenon
might be a not uncommon one among human enteroviruses and that loss
of hemagglutinating capacity is due to-the presence of two types of in-
fectious virus particles: hemagglutinant positive (HA +) and hemag-
glutinant negative (HA —) a selection place when cultivated on malig-
nant cells which favour propagation of HA — particles; whereas on non-
malignant cells the selection takes place inversely. Cassel and col. (1)
find an unspecific hemagglutination inhibitor (5) (see 2). They also
indicate (7) that a (IHD-T) strain of vaccine virus, which lacks both the
hemagglutinant and hemagglutination inhibitory properties is obtained
by action of the inhibitor.

Furusawa and Cutting (2) obtain attenuation of Columbia SK virus
by cultivating it in sarcoma 180 ascites cells during 30 serial, passages;
it loses its neurotropic virulence and hemagglutinating capacity; howe-
ver, it seems that the hemagglutination inhibitor has act an important
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action upon induction of HA negative virus in this case. They also
suggest a possible relation between hemagglutinating capacity and viru-
lence for the central nervous system.

For our part, we have made experiments with a view to determining
the possible existence of an hemagglutination inhibitory factor produced
by HeLa cells. After eliminating the possible influence of the serum
contained in the maintenance medium (3 % calf serum), as said medium
is the same utilized for both types of cells (HeLa and chick embryo).
This factor is contained in Hel.a cells extracts; it is known because of
its hemagglutination inhibitory action in front of titrable hemaggluti-
nant virus; it is active at such dilutions as 1/64, and has a series ot
characteristics which we have determined during this work and briefly
summarized hereafter; it is partially sedimentable at 3,000, 10,000 and
20,000 g, and totally at 110,000 g; its acts at a comparatively high di-
lution; it is adsorbable on kaolin and its elution is possible by changing
to pH 9, it is not dialysable, it is destroyed by acetone-ether; with tri-
chloroacetic acid, a fine precipitate is formed which contains the inhi-
bitor totally soluble in NaOH with a slight loss of inhibitory capacity;
with perchloric acid, a granulous precipitate appears containing the in-
hibitor parily soluble in NaOH and causes a slight loss of its inhibitory
power; with ammonium sulfate the precipitate obtained is soluble in
a buffer at pH 7.5 with total loss of inhibitory power; sodium periodate
also destroys the inhibitory power, whereas trypsin only causes a slight
decrease, of said power; it is thermolabile at 100 °C and thermostable
at 56 °C, practically during 2 hours; it is neither adsorbable nor incor-
porable to chick embryo cells, nor neutralizes it the power of the virus
to produce plaques in cultures of chick embryo cells; the action of the
inhibitory agent takes place upon the virus, not upon the erythrocytes;
it forms a virus-inhibitor complex, not separable either by kaolin or
acetone-ether. The periodate destroys the inhibitor in this complex, in-
fected HeLa cells lack inhibitor; it does not neutralize thz lethal and
infective power of the virus.

Attentively studying these results, we can deduce that perhaps there
are diverse elements to which the inhibitory action is due separable
by centrifugation at diverse speeds; some one of them is not precipitable
by means of trichloroacetic and perchloric acids, which could account
for the loss it undergoes when treated with said acids.

On the other hand, the inhibitor acts upon the virus, exclusively upon
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its hemagglutinating capacity. This fact distinguishes it from the diverse
inhibitors able to inactivate the virulence which have been discovered
by several authors and are mentioned hereafter.

Quersin-Thiry (7) finds that several viruses are inactivated by action
of HeLa cells extracts; three different active substances seem to exist
in them; one, acting upon polioviruses is thermolabile and destroyable
by sound wawes and trypsin; other, acting upon the virus of 'Western
Equine Encephalitis (WEE), is thermolabile, resistent to trypsin, sound
wawes and lypase; the third one, acting upon NDV virus and inactivita-
ting it, is thermostable, destroyable by trypsin, modified by metaperio-
date and inactivated by living PR8 virus. The substance which inactiva-
tes Coxsackie Bl and B4 viruses seems to be very similar to the inacti-
vator of NDV virus. Concentrated virus stocks, from which cellular de-
bris has not been eliminated, display antiviral activity against certain
other diluted viruses, e. g., some thermostable inhibitor of NDV and
Coxsackie B and B4 viruses is present in poliovirus stocks, as well as
in WEE stocks; a thermolabile inhibitor of poliovirus can be found in
NDV stocks. It is suggested that these inhibitors are cellular inactivators,
corresponding to one type of virus, which have resisted the damage
suffered by the cells during the growth of another virus.

Mc Laren and col. (5) have also found that cell debris inactivate
several viruses. The activity of these cell debris is sedimentable at 10,000
g for 20 minutes, but not at 1,000 g during the same time; the activity
dissappears by action of heat (56 °C for 15 minutes and 37 °C for 24
hours), ether, chloroform, trypsin and sound; it is not affected by pe-
riodate, lypase or RDE. The viruses tested (polio and Coxsackie), asso-
ciate with cell debris, could not be recovered by dilution, freezing and
subsequent thawing, or sonic treatment. However, with Coxsackie A-9
virus, infectious virus could be dissociated from cell debris at pH 4,5.
Treatment of poliovirus-cells debris with urea, sodium dodecyl sulfate
and sodium deoxycholate results in dissociation of poliovirus. They be-
lieve that the active substance is of proteinic nature.

Kaverin (4) has discovered that cellular lipoproteins obtained from
cells by hipertonic saline solution adsorb the WEE virus and the herpes
simplex. The formes adheres firmly to the lipoprotein; the latter adheres
weakly, rapidly dissociating itself.

Tsilinsky (10) finds that culture fluid and cellular extracts from cul-
ture of HEP-2ERK, Detroit-6, CMH, HeLa, KB and amniotic FL cells

13
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were able to protect the same stable cells from the cytopathic effect
of poliovirus (types 1 and 8), and primary culture of Macacus rhesus
monkey kidney cells from the effect of ECHO virus (types 7, 9 and 19).
The inhibitor of the cytopathic effect was accompanied by the inhibition
of proliferation of the same viruses. Tsilinsky says that this effect was
due to the presence in the cellular extracts, of a factor which was called
«inhibitor of viral activity» inhibitor was not obtained from a stable
line of malignant cells derived from kidney A/Sn mice or from primary
rabbit and monkey kidney and human, mouse, chick and pig embryo
fibroblast cell cultures. He says also that the presence of the inhibitor
in the different cell strains led to believe that said presence was not
determined by genetic properties of the cells, but dependent on tempe-
rary reasons.

For all these reasons, we observe that in a certain number of stable
cells strains there exist agents which act upon diverse viruses, neutrali-
zing their virulence. It is difficult to determine their relations with other
hemagglutination inhibitors, but a fact seems to be the existence of a
series of factors inside cells, chiefly in the ones of a malignant origin
or in stable lines which, although not being of malignant origin, get
the characteristics after culture, these factors act upon virus synthesis
altering its normal development. All these factors seem to have some
common characteristics and others which differentiate them, whether
they proceed from the same cell strain or have been obtained from
diverse strains.

The above factors clearly differ from the interferon as, leaving aside
other differences, they exist in non-infected cells. Tsilinsky excludes the
possibility of an interference caused by a contaminant of the type PPLO.

Szanto and col. (9) establish four lines of latently infected HeLa
cells with two strains of Newecastle disease virus (NDV). During the
first passages, they demonstrated the presence of infectious NDV, but
in later passages the results are negative and no hemagglutinins were
detected. However, the presence of NDV in the cells is proved by seve-
ral techniques. No interferon-like substance was observed in HeLa
(NDV) cultures. This phenomenon, very similar to the one observed
by us in HeLa (FPV), has possibly the same cause.

'We believe that it is necessary to elucidate the nature of all these
inhibitors, their formation, their mutual relations and the possible in-
fluence of the origin of cells upon their existence. The fact that the
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existence of said agents predominates in cells of a malignant origin,
would make this study an extraordinarily interesting one.

SUMMARY

The existence of an hemagglutination-inhibitor produced by HeLa
cells in front of the fowl-plague virus (FPV) has been determined.
Some chemical and physical characteristics has been established. This
hemagglutination-inhibitor is not adsorbable by chick embryo cells; it
does not act upon erythrocites; the complex virus-inhibitor is not infec-
tive and not separable. The inhibitory phenomenon takes place with
several types of erythrocytes; it is specific by normal HeLa cells.

RESUMEN

Se ha comprobado la existencia de un hibidor de la hemaglutinacion
producido por células HeL.a que actia contra la actividad hemaglutinan-
te del virus de la peste aviar clasica (FPV). Se han establecido algunas
caracteristicas fisicas y quimicas de este inhibidor. No se adsorbe por las
células del embridn de pollo; no actiia sobre los hematies. El complejo
virus-inhibidor no es infectivo y resulta irreversible. El fenémeno de la
inhibicién de la hemaglutinacién aparece frente a hematies de diferentes
especies animales y es especifico de las células HeLa normales.

REFERENCES
1. CasserL, W. A,; Brait, W. L., and Gasser, B. F. Proc. Soc. Exptl. Biol. Med,,
110, 89.
2. Furusawa, E., and Curting, W. 1962. Proc. Soc. Exptl. Biol. Med., 109, 417.
3. Jomnson, E. M, and Lang, D. J. 1962. Proc. Soc. Exptl. Biol. Med., 110, 653.
4. Kavarmy, N. V. 1963. Vopr. Virusol,, 1, 40.
5. Mc. Lagen, L. C.; HoLLanp, J. J., and Syverton, J. T. 1962. Natl. Cancer Inst.
Monograph, 7, 273.
6. Moscovicy, C., and La Pracca, M. 1961. Arch. Ges. Virusforsch., 11, 209.
7. QuersiN-Trury, L., and Nirtour, E. 1961. Acta Virol.,, 5, 283.
8. Ronba, E.; Garcia-Gancepo, A.; Aronso, M. L.; ViLas, P., and GaLLarpo, E.

1968. Nature, 197, 926.
9. Szanro, J.; ALBRECHT, P., and ViLcox, J. 1963. Acta Virol, 7, 297.
10. TsiLinsky, Ys. 1963. Acta Virol,, 7 (I, 850; II, 437; III, 542).

15



C. 8. IC.
INSTITUTO DE BIOLOGIA CELULAR

PRODUCCION Y ULTRAESTRUCTURA
DEL SEUDOMICELIO DE SACCHAROMYCES
FRAGILIS

por

F. o: URUBURU y ]. MONREAL

INTRODUCCION

Observando en el microscopio electrénico cortes finos de la levadura
Saccharomyces fragilis, nos encontramos que, junto a las células que
presentaban un aspecto normal, existian otras cuyas caracteristicas las
asemejaban mds a las de los hongos filamentosos. Tras las pruebas que
se describirdn a continuacién, hemos concluido que las células son las
formadoras del seudomicelio de Sac. fragilis, haciéndose también un
estudio de su ultraestructura puesto que creemos no se ha descrito to-
davia la de ningtin seudomicelio.

Una de las propiedades que se considera tipica para diferenciar las
levaduras de los demds hongos es que normalmente crecen en forma
de células aisladas. Sin embargo, no es raro encontrar algunas especies
que bajo determinadas condiciones presentan un dimorfismo acusado,
pudiendo crecer formando filamentos o cadenas de células mds o me-
nos largas, que se han llamado seudomicelio. Alexopoulos (1), Burdon
y Williams (2) y Hawker (5) lo definen como células gemantes, alar-
gadas, de medidas irregulares, unidas débilmente formando una cadena.

Fue Reess (10) el primero que lo observé en 1870 y a partir de en-
tonces se estudiaron los factores que intervenian en el dimorfismo ce-
lular de levaduras, encontrandose que la aparicién de formas largas o

Microbiol. Espaii., 20 (1967), 219. 1
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en cadena estaba favorecida por la penicilina e iones cobalto (9), el
almidon (8), las temperaturas bajas y la riqueza en oxigeno (6), el cre-
cimiento en medios pobres (5) y las deficiencias en magnesio (3), sefia-
lando también algunos de estos autores cudles eran las condiciones que
favorecian la forma celular aislada. Por dltimo, Scherr y Weaver (12)
recopilaron todo lo que se conocia sobre esta cuestién.

MATERIAL Y METODOS

Origen del microorganismo

Todas las pruebas se realizaron usando la levadura Saccharomyces
fragilis 1.207 suministrada por la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo.

Condiciones de cultivo

El cultivo en medios liquidos se realizé sembrando el microorganis-
mo en matraces de 500 cm® que contenian 100 ml de los diferentes
medios. Cuando no se especifique lo contrario, la incubacién se llevé
a cabo a 28 °C, en agitacion.

Aislamiento de colonias

Se aislaron colonias, sembrando por estria, distintas diluciones de
suspensiones de células de levaduras en placas que contenian medio
GAE. '

Medios de cultivo

Medio GAE. Compuesto de dos soluciones. La solucién A consta de:
glucosa, 10 g; asparagina, 1 g; extracto de levadura, 0,5 g; agua desti-
lada, 500 ml. Se esteriliza en corriente de vapor, durante treinta minu-
tos, a lo largo de tres dias.

La solucién B lleva POHK, 0,05 g; SOMg - TH,0, 0,5 g; SO,Fe,
0,01 g; agua destilada, 500 ml. Esta solucién se esteriliza a 120 °C,
durante treinta minutos.

Una vez esterilizadas se mezclan ambas soluciones.

Medio de Hansen. Sacarosa, 5 g; peptona, 1 g; POHK, 05 g;
SOMg - TH,0, 0,5 g; agua destilada, 100 ml. Se esteriliza a 110 °C,
durante veinte minutos.
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Medio de Winge. Extracto de levadura, 38 g; glucosa, 20 g; agua
destilada, 1.000 ml. Se esteriliza a 110 °C, durante veinte minutos.

Medio agar-extracto de malta, de Blakesleee. Extracto de malta, 20
ml; peptona, 1 g; glucosa, 20 g; agua destilada, 1.000 ml. Se esteriliza
a 110 °C, durante veinte minutos.

Medio pobre A. Glucosa, 2 g; SO4NH,);, 02 g; POHXK, 05 g;
SOMg - TH,0, 0,02 g; agua destilada, 100 ml. Se esteriliza a 110 °C,
durante veinte minutos.

Medio pobre B. Glucosa, 1 g; SO4NH,), 02 g POHXK, 05 g;
SOMg - TH,0, 0,02 g; agua destilada, 100 ml. Se esteriliza a 100 °C,
durante veinte minutos.

Medio pobre C. Clucosa, 1 g; asparagina, 0,05 g; CO;Mg - TH;O,
0,05 g; agua destilada, 100 ml. Se esteriliza a 110 °C, durante veinte
minutos.

Cuando interesé solidificar alguno de estos medios, se afiadié un

2% de agar.

Observacion de la produccién de seudomicelio

Se llevé a cabo por el método de Rivalier y Seydel (11). Se extendié
el medio de cultivo sobre un portaobjetos estéril, procurando que la
capa fuese lo mas fina posible. Se sembré el organismo con un aguja,
haciendo una raya horizontal y dos verticales al lado mayor del porta-
objetos, y se incub6 dentro de una placa a 27 °C. Una vez crecido, se
observé el mismo portaobjetos directamente, en un microscopio de fases
Zeiss.

Microscopia electrénica

Las células crecidas en los diferentes medios se recogieron por cen-
trifugacién y se lavaron con agua destilada. Las crecidas en la super-
ficie de medios sé6lidos se recogieron raspando la superficie con un asa,
resuspendiéndolas en agua destilada y lavdndolas tres veces.

A continuacién se fijaron con solucién de MnOK al 5%, en agua
destilada, durante dos horas, a la temperatura ambiente; se deshidra-
taron por pases sucesivos en acetona del 25, 50, 75 y 1009 y se in-
cluyeron en la resina Durcupan ACM, de Fluka. Durante la deshidra-
tacién se les dio contraste, manteniéndolas durante toda la noche en
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una solucién de acetato de uranilo al 29 en acetona del 75% y a la
temperatura ambiente. Los cortes se hicieron en un ultramicrotomo LKB
Nife 4804 A, del Servicio de Microscopia Electrénica del Centio de In-
vestigaciones Bioldgicas (C. S. I. C.), usando cuchillas de vidrio, y se
observaron en un microscopio electrénico Zeiss EM 9. Las fotografias
se tomaron con Scientia Gevaert Films, a aumentos iniciales de 6.000.
que se ampliaron posteriormente al hacer las positivas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se descarto la posibilidad de que las células distintas a las normales
que se observaron en los cortes finos procedieran de una contamina-
cién debido al hecho de que en algunas fotos se ven pegadas entre si
(figuras 3-4).

Lodder y Kreger-Van Rij (7) observan que la especie Saccharomy-
ces fragilis posee dos cepas, rugosa y lisa, y también que ficilmente
forma seudomicelio. Con la idea de aclarar si estas diferencias morfo-
logicas se debfan a la primera posibilidad, aislamos colonias a partir
de un cultivo en tubo inclinado, puesto que, aunque aparentemente pre-
sentaba un crecimiento uniforme, pudieran haberse producido muta-
ciones de algunas células, que al principio pertenecian a una sola cepa.
Pero las colonias que se obtuvieron fueron todas iguales y todas las
demas pruebas se hicieron a partir de una de estas colonias, encontrin-
dose también ambos tipos de células.

Consideramos entonces que se trataba del seudomicelio de Saccha-
romyces fragilis. La posibilidad de una conjugacién de dos células pa-
recida a la que describen Conti y Brock (4) en Hansenula wingei, se
descarté porque no se encontraron los tipicos alargamientos y emision
de tubos que preceden al proceso y porque los dos conjugantes no son
morfolégicamente iguales. Ademds, en el microscopio de contraste de
fases se vio que en vez de dos células emparejadas, existian cortas ca-
denas celulares (figura 1).

Para confirmar esta hipdtesis, hicimos cultivos en portaobjetos por
el método de Rivalier y Seydel (11), con medios de Blakeslee y Hansen.
En ambos medios se encontré que de los bordes de la superficie de
crecimiento salian largas células encadenadas con apariencia de tipico
seudomicelio (figura 2).
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Figura 2. Colonia de Sac. fragilis crecida en portaobjetos con medio de Blakeslee. Obsérvese el seudomi-
celio que surge del borde de la colonia. x 1.000
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Figura 8. Corte fino de células de Sac. fragilis mostrando el seudomicelio que surge de una célula y otra
célula seudomicelial. pc: pared celular; p: plasmalema; V: vacuola; m: mitocondrias; v: vesiculas; n:
nicleo; S: seudomicelio. x 19.800
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Figura 4. Corte fino de una célula de Sac. fragilis de la cual surge el seudomicelio. pc: pared celular;
p: plasmalema; m: mitocondrias; V: vacuola; n: nicleo; S: seudomicelio. x 16.800
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Figura 5. Corte fino del seudomicelio de Sac. fragilis. pc: pared celular; p: plasmalema; m: mitocondrias;
V: vacuola; v: vesiculas. x 19.800
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A continuacién hicimos una observacién, paralelamente con el mi-
croscopio 6ptico y electrdnico, de las células de Saccharomyces fragilis
crecidas en diferentes medios de cultivo y con diferentes condiciones,
con objeto de ver si existia alguna caracteristica morfoldgica exterior
en las células que en cortes mostraban un protoplasma tan diferente.

Cultivamos en medios de Blakeslee, GAE, de Winge y de Hansen
por ser los de uso corriente en el cultivo de levaduras. Ademads, apoyan-
donos en la observacién publicada por Hawker (5) de que en medios
pobres se favorece la produccién de seudomicelio, cultivamos el micro-
organismo en los medios que bautizamos como medios pobres A, B y C,
en los que la fuente hidrocarbonada est4 disminuida. También cultiva-
mos las células en matraces con medio de Blakeslee, sin agitacién y a
temperatura relativamente baja (15 °C), basdndonos en la afirmacién
de que las bajas temperaturas favorecen la produccion de seudomicelio.

Los resultados que se obtuvieron fueron los siguientes: A las quince
horas es en el medio de Blakeslee donde se encuentran mayor ntimero
de células alargadas o formando cadenas (figura 1), siendo en los res-
tantes medios (GAE, 'Winge y Hansen) mucho menor su proporcidén.
En los medios pobres crecen las células muy dificilmente y las pocas
que vimos eran normales, y lo mismo encontramos en el medio de Bla-
keslee a baja temperatura. Los resultados con los cortes finos confir-
man que son las células alargadas las que tienen este protoplasma tipico,
pues un 5% de las células encontradas en cortes de las crecidas en
Blakeslee, tenian un protoplasma distinto, mientras que en los cortes
de las crecidas en los demds medios es raro encontrar estas células.
Ademas, en los cortes de células crecidas en el portaobjetos por el mé-
todo de Rivalier y Seydel, casi el 959% de las encontradas son de
este tipo, lo cual nos confirma plenamente que las formas encontradas
corresponden al seudomicelio de Saccharomyces fragilis.

Ultraestructura del seudomicelio de Saccharomyces fragilis

Las figuras 3-6 muestran algunos cortes finos del seudomicelio de
Saccharomyces fragilis. En la figura 3 se aprecia como el seudomicelio
surge de una célula, y la gran diferencia que existe entre las dos. Mien-
tras la célula normal posee un citoplasma denso, homogéneo, en el cual
se ven mitocondrias, el del seudomicelio es transparente, vacio, conte-
niendo tnicamente pequefias vesiculas. Estas vesiculas son tipicas en
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casi todas las células y son mas abundantes en la de la parte superior,
en la que existen también zonas claras parecidas a vacuolas y otra
zona de igual densidad que el citoplasma que, dado que esta rodeada
por una doble membrana, puede tratarse de un niticleo.

En la figura 4 también surge un seudomicelio de una célula. Clara-
mente se comprende que el proceso de preparacién para la inclusion
ha afectado a la parte correspondiente al seudomicelio, mientras que
la célula normal est4d mds intacta. Todo esto, unido al aspecto del seu-
domicelio de la figura 5 nos hace suponer que es muy rico en lipidos
y que, como ellos son los mayores responsables de los dafios que se
producen durante la inclusién, dado que se extraen y se hinchan con
facilidad, es dificil encontrar células seudomiceliales intactas. Por ello
algunas veces no se ve el plasmalema, como ocurre en la figura 3, o
bien estd contraido, como se ve en la figura 5, apareciendo incluso fuera
de €l una serie de vesiculas. En algunas fotos se han encontrado mito-
condrias en las que dificilmente se aprecian crestas mitocondriales, de-
bido seguramente a que se han hinchado.

El protoplasma estd encerrado por una pared mds gruesa que la de
las células (10.000 &), que posee una capa exterior fina y densa y otra
interior gruesa y menos densa. La densidad a los electrones de esta
ultima capa es mds acusada que la correspondiente de las células nor-
males.

Se encontraron también células que por su aspecto parecen ser in-
termedias entre las seudomiceliales y las levaduriformes. Sin embargo,
no creemos que el paso de un tipo a otro se verifique de una manera
gradual, pues las figuras 34 demuestran lo contrario. Seguramente al-
gunas poseen menor contenido lipidico, por lo que se afectan menos,
y eso es lo que ha ocurrido en la célula de la figura 6. En ella ya se
aprecia claramente el nicleo, rodeado de doble membrana, con poros
y con diferencias en la densidad electrénica en el nucleoplasma que
pueden interpretarse como diferencias en la localizacién del material
cromatinico. En las mitocondrias se ven restos de crestas. Pero lo mas
caracteristico para poder considerarla una célula seudomicelial es la
aparicién de las pequefias vesiculas fuera del plasmalema.

Resumiendo, el seudomicelio de Saccharomyces fragilis presenta una
estructura tipica de células en reposo de poca actividad metabdlica con
un alto contenido en lipidos de reserva.
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RESUMEN

Se ha estudiado la produccion de seudomicelio por la levadura Sac-
charomyces fragilis. Cuando se la cultivé en portaobjetos se observaron
cadenas de células alargadas que surgian del borde de la colonia for-
mando un seudomicelio. La composicion del medio de cultivo no influye
en su produccién. Se ha estudiado la ultraestructura del seudomicelio
por cortes finos, encontrandose que es la tipica de células poco activas,
ricas en lipidos.

Deseamos manifestar nuestro agradecimiento al Servicio de Micros-
copia Electrénica del Instituto «Santiago Ramén y Cajal» por las faci-
lidades dadas para usar el microscopio electrénico.

SUMMARY

The production of pseudomycelium by the yeast Saccharomyces fra-
gilis has been studied. Chains of elongated cells emerging from the
colonies on a slide culture were seen. The production of pseudomyce-
lium is not dependant on the culture media. The ultrastructure of the
pseudomycelial cells is discused. A large amount of lipids and vesicles
was found in the cytoplasm of the cells, what appears to be related
to their low metabolic activity.
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PRODUCCION DE ENZIMAS PECTOLITICAS
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por
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INTRODUCCION

El interés del género Erwinia como patégeno de plantas nos ha su-
gerido realizar un estudio de la especie Erwinia carotovora desarrollada
en cultivo continuo, con el fin de conocer algunos de los factores que
son capaces de limitar o estimular, tanto su crecimiento como su capa-
cidad productora de enzimas pectoliticas.

Las exigencias nutritivas de Erwinia carotovora, cultivada en condi-
ciones ordinarias de crecimiento, ya han sido consideradas por algunos
autores (2, 8 y 14-15) que también, en ocasiones, se han ocupado de sus
enzimas pectoliticas (1, 5-7, 11-13 y 16). Pero si tenemos en cuenta que
la produccién enzimdtica empieza a manifestarse en la fase logaritmica
del crecimiento, el estudio de factores que puedan intervenir directa-
mente en esta fase nos permitird conocer su posible influencia en la
formacion de la enzima. Por ello, hemos efectuado un estudio en cultivo
continuo, de E. carotovora, a fin de disponer de la bacteria en su fase
logaritmica, durante un periodo suficientemente largo que nos permita
controlar las distintas modificaciones que puedan intervenir de un modo
decisivo en su produccién celular y enzimtica.

En la primera parte del trabajo se estudian diversas constantes de

Microbiol. Espaii., 20 (1967), 233. 1
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crecimiento, necesarias para un correcto planteamiento experimental del
cultivo continuo de Erwinia carotovora; mientras que en la segunda,
observamos el comportamiento de la bacteria y sus respuestas especi-
ficas a los cambios operados en las condiciones de cultivo sobre qui-
miostato.

MATERIAL Y METODOS

Erwinia carotovora 312 (NCPPB) de la Coleccién Nacional de Bac-
terias Fitopatégenas, de Harpenden (Inglaterra), fue la especie bacte-
riana objeto de este estudio. .

Como medio base hemos empleado el indicado por Smith (12-13)
para el cultivo de esta bacteria; en él hemos modificado las fuentes
carbonadas, asi como las proporciones de nitrégeno (orgdnico e inorgi-
nico) y de fdsforo, con el fin de fijar una serie de factores que nos
permitan el planteamiento del cultivo continuo.

Los ensayos previos se efectiian en matraces de Monod, de 100 cm?,
con un volumen de 10 cm® del medio, que se inoculan con 0,1 cm® de
una suspension de un cultivo de Erwinia (dieciocho horas) cuya den-
sidad optica a 600 mu es de 0,31. Los matraces asi inoculados se incu-
ban a 27 °C durante tiempos variables.

La determinacion del crecimiento bacteriano se realiza mediante lec-
tura de la densidad Sptica del cultivo a 600 my, en un espectrocolori-
metro de Bausch-Lomb (modelo Spectronic 20), asi como en funcion del
residuo obtenido por desecacién a 80°-100 °C, hasta peso constante.

La produccién enzimdtica fue controlada por valoracién de grupos
reductores, segiin la técnica de Jansen (4). La proporcién del substrato
inductor (pectina), se modificé entre los limites 0,2-0,01 % para obser-
var la dependencia existente entre el desarrollo de la bacteria y su ca-
pacidad de produccién de la enzima poligalacturonasa (PG).

Siendo un factor importante en el medio la presencia de fésforo,
no solamente en cuanto a que forma parte de las sales que proporcio-
nan el pH conveniente, sino también como elemento preciso para el
crecimiento celular, hemos querido conocer los valores que determinan
el 6ptimo desarrollo de la bacteria, haciendo que su proporcién en el
medio oscile entre 0 y 14,56 mg/cm®. También puede ser decisiva en
el medio la relacién N/P y para comprobarla fijamos los valores de
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0,306 a 4,12, observandose las respuestas de Erwinia para la zona com-
prendida entre ambos limites. Asi determinada la relacion optima entre
dichos factores, se mantiene constante y se modifica en ella la propor-
cién del nitrégeno orgdnico respecto al de aporte inorgdnico, ya que
es distinto el aprovechamiento que de ambos efectda la bacteria.

De acuerdo con todos los datos obtenidos por las experiencias hasta
aqu{ efectuadas, se procede a fijar las caracteristicas del cultivo conti-
nuo de Erwinia carotovora.

El dispositivo de cultivo continuo empleado es anilogo al disefiado
por Rosenberger y Elsden (10), con ligeras modificaciones (9) a fin de
poder emplear simultineamente dos factores limitantes diferentes. El
recipiente de incubacion tiene una capacidad de 1 1, en el que se dis-
ponen 300 cm?® del medio de cultivo con una aireacién de 1 1/h, aproxi-
madamente. La razén de dilucién del factor que se ensaya como limi-
tante se calcula segun las formulas de Herbert (3) de la siguiente forma:

f 0,03
D=—=——-=01
v 03

en la que f es la velocidad de entrada del medio y v el volumen de
trabajo del quimiostato (en litros/hora).

Como inéculo se emplean 3 ¢cm?® de una suspension de densidad 6p-
tica 0,31, de Erwinia carotovora procedente de un cultivo de dieciocho
horas, y la incubacion se mantiene a 27 °C. Periédicamente se toman
muestras de 12 cm® en las que se determinan produccién celular y PG.

Asimismo, fue estudiado el caricter inducible de esta enzima, in-
terrumpiendo el aporte de pectina y reemplazdndole por glucosa a la
misma razén de dilucién; y determinando actividad enzimdtica en mues-
tras desarrolladas en concentraciones decrecientes de pectina y crecien-
tes de glucosa. También se observé la produccién celular durante todo
este proceso.

RESULTADOS
A continuacién se indican los resultados obtenidos en las distintas
experiencias, siguiendo el mismo orden que en nuestro protocolo de

trabajo. Asi, en primer lugar vemos las variaciones del crecimiento bac-
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teriano y actividad enzimatica en un medio normal con 0,2% de pec-
tina (figura 1), donde puede verse que la sintesis enzimatica se efectda
en la fase activa del crecimiento.

mg/cm?®
2,01 Crecimiento S
35 R
1 Actividad s
a o
2 15 ctivi 50 =
© N
S 14 ~
£ %8
3124 £
‘= 104 B
S @
_E_ 0,8— F15 g
o 06 - |
S -3
04 - =
02 K
§ 12 8 h
Figura 1

En la figura 2 se representan las variaciones de produccién celular
que corresponden a distintas concentraciones de pectina en el medio.
Asimismo, la actividad enzimitica guarda una intima relacién con la

pafen

':‘g I(B]BS: 2y16 mg/cm3
= 600 1,2 mg/cm?
< 0,8 mg/cm?
.S 4001 0,4 mg/cm3
S 0,2 mg /cm®
= 200 0,1 mg/cm3
=
Testigo
6 12 18 24 30 36 4 48 h

Figura 2
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concentracién del substrato, aumentando progresivamente a medida que
lo hace la proporcién de pectina (figura 3).
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35 ©
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Pectina / 10 cm® de medio

Figura 3

De acuerdo con ello se toma como concentracién de pectina en el
medio la de 029 y sobre este substrato se modifican las concentra-
ciones de otros componentes.

En primer lugar, estudiamos las variaciones condicionadas a la pre-

Mg /em? 012 mg /cmS
0,140 mg /cm®
1000 - / 0,084 mg /cm®
k) 800 % 0028 mg /cm3
% 600 4 <— 0014 mg/cm?
© 0056 mg/ cm®
5 1004 ‘ » \ 0007 mg/ cm?
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S 200-
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Figura 4
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sencia del fosforo inorgdnico, manteniendo constante el pH del medio
(figura 4). Asi, vemos que bastan muy pequefias concentraciones de

Nitrdgeno total % (relacidn 0,939)
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Figura 6
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fésforo para producir un buen crecimiento de Erwinia carotovora, mien-
tras que para que sea posible la sintesis enzimatica se precisan concen-
traciones mucho més elevadas (figura 5).

Después, mediante curvas de crecimiento sobre medio liquido, se
estudia la produccién celular en funcién de distintas relaciones de N/P
que oscilan desde 0,306 hasta 4,12 y se observan dos optimos, que co-
rresponden a 0,713 y 0,939. Entonces, en dos grupos de ensayos, se es-
tudia la influencia de la concentracién del nitrégeno total, manteniendo
constantes estas dos relaciones (figura 6). Puede verse que el crecimiento
es semejante para ambas y que la zona mas adecuada est4d comprendida
entre los valores 13,5 y 52,2. Aunque las diferencias de crecimiento
para estas relaciones N/P son similares, seguimos empledndolas con el
fin de estudiar en ellas los cambios que puedan aparecer al establecer
distintas relaciones entre nitrégeno organmico e inorganmico (figura 7).

g e
300

200+
0,931

100+

celular

Produccidn

%50 15 100%
Relaciones Ny / N
Figura 7

a0 ello deducimos la férmula m4s adecuada para nuestras ex-
.iencias de cultivo continuo: se mantiene la concentracién 0,2 % del
substrato inductor y se establece la relacién 0,713 para N total/P,
correspondiendo un 509 del aporte nitrogenado a la forma orgénica.
Por otra parte, en las experiencias precedentes obtuvimos los datos
necesarios para calcular las constantes de crecimiento que corresponden
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a los distintos componentes si se utilizaran como factor limitante en un
cultivo continuo (cuadro 1).

Cuadro 1
Constantes (*)
Factor limitante
pm Y Ks
Pectina 0,52 0,296 0,085
Nitrégeno 0,67 0,196 0,085
Fésforo 0,76 0,85 0,055

(*) pm = constante de maxima multiplicacién. Y = constan-
te de produccion. K, = constante de saturacién del medio.

Con estos datos se establecieron las distintas relaciones tedricas para
las variables de un cultivo en quimiostato, utilizando pectina como fac-
tor limitante, ya que es el tinico aconsejable de acuerdo con las cons-
tantes obtenidas, como se ve en la figura 8.

En esta figura se determina que la méaxima constante de dilucién
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que se podria utilizar es D = 04, siendo aconsejable el empleo de una
baja razon de dilucién (D =0,1) para lograr un mayor tiempo de re-
sidencia media de las bacterias en el quimiostato, ya que en estas con-
diciones, la Erwinia carotovora se duplica a la razén de 6,93 h™! en pre-
sencia de 0,5 por ciento de pectina para lograr una produccién de unos
650 ,ug/ cm’,

En estas condiciones se realizaron experiencias sobre quimiostato,
en el que se estudiaron las variaciones de produccién celular y activi-
dad enzimdtica en presencia de cantidades variables de pectina, de glu-
cosa y de una mezcla de ambos substratos carbonados, para una misma
razén de dilucién. De los resultados obtenidos da idea la figura 9. En
ella se puede observar la dependencia de la produccion celular en cuan-
to a la concentracion del substrato carbonado, comprobindose una mar-
cada disminucién de la concentracion bacteriana en el quimiostato cuan-
do después de lograr un estado estacionario para la concentracién de
0,5% de pectina se pone en funcionamiento el dispositivo que aporta
el medio con 0,29% de pectina, apareciendo un nuevo estado estacio-
nario cuando el cultivo alcanza esta concentraciéon de 0,2 %.

Si en estas condiciones se sustituye el substrato pectina por glucosa
a la misma concentracion se aprecia, después de algunas oscilaciones,
una nueva fase de equilibrio en el cultivo, cuya densidad de creci-
miento es ligeramente superior a la apreciada en la fase previa con
pectina. Lo cual parece indicar que la produccion celular esta relacio-
nada—en estos casos—mads con la concentracién del substrato carbonado
que con su naturaleza.

Determinaciones de actividad enzimatica a lo largo de estas expe-
riencias indican, por el contrario, que la enzima es sintetizada solamen-
te en presencia de pectina, desapareciendo en el medio por aporte con-
tinuado de glucosa.

Al considerar la produccién enzimdtica en funcién de la poblacién
bacteriana desarrollada sobre 0,5 y 0,2% de pectina, nos encontramos
que no existe una relacion proporcional entre el aumento de actividad
y el del substrato cuando éste se hace 1,5 veces superior.

En el cultivo continuo no es imprescindible una elevada densidad
de crecimiento bacteriano para lograr una acusada sintesis enzimatica,
ya que el grado de seleccién conseguido en poblaciones reducidas per-
mite una capacidad de sintesis mas elevada por unidad de masa (peso

9



Produccion celular

el ad N Py wn o ~ OO‘E
= o o L —1 —J (=] (=3 =
O O o o0 o o o =\
i L L I A " ) ;
~ o
©
o
=
=]
%]
- =2
wn
>
o 4
N ]
|
)
'
]
]
]
! ~
. ] (2]
I} (=]
-—3
=%}
N3 o
Q’/ L)
e 4
fb" 2
=1
& ~
§ 2.
S =]
© <7 =
&
\
— 4

%20 ESOJH]Q

o -

ol

T T T T T L} T Ll S
— = N e Lé{

o o o o o o o ch
3

w

seip I

ot

D4dLID [ P spZaqD)) DYDINY A $2]01404 'Y ‘DULala ] Dasdaouax)

(474



Produccién de enzimas pectoliticas en cultivo continuo 243

seco), conservando el caracter inducible en cualquier caso, puesto que
no se efectia esta sintesis en ausencia de pectina.

RESUMEN

Se ha efectuado un estudio de los factores capaces de estimular o
limitar el crecimiento y la capacidad productora de enzimas pectoliticas
en Erwinia carotovora. Los factores considerados son: el substrato in-
ductor pectina, nitrégeno orgdnico e inorganico, fésforo y relacion N/P.

Se ha encontrado que la sintesis enzimdtica se efectiia en la fase
activa de crecimiento y cuando disminuye en el medio la concentracion
de pectina por debajo de 2 mg/cm® lo hace también la produccién en-
zimatica.

Bastan pequefias cantidades de fosforo para producir un buen cre-
cimiento de Erwinia carotovora, mientras que si su concentracién en
el medio va decreciendo a partir de 0,14 mg/cm® la produccién de en-
zima baja notablemente, hasta desaparecer por debajo de 85 ug/cm?.

La relacion N/P no es muy estricta por manifestarse en ella dos
optimos correspondientes a los valores 0,713 y 0,939. El nitrdgeno total
en el medio es aconsejable proceda en un 509% de fuente inorganica
y el resto, orgdnica.

Con estos datos se han establecido las constantes precisas para el
estudio de Erwinia carotovora en cultivo continuo, observindose la pro-
duccidn enzimética en funcién de la produccién bacteriana desarrollada
en quimiostato. Dicha produccién depende mis de la selectividad de
la poblacién que de la concentracion de substrato en el medio, y desapa-
rece cuando lo hace también la pectina por conservar en todo momento
su carécter inducible.

SUMMARY

The growth and PG production by Erwinia carotovora in continuous
culture have been estudied, so as the changes caused on both by diffe-
rent compounds in the medium.

Under the conditions of growth, the production of polygalacturonase
enzyme in continous culture depends on the high degree of selectivity
in the bacterial population more than on the concentration of the subs-

11
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trate in the medium, but in any case the synthesis ceases when the
pectine is replaced by glucose.

[
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DE LA SEGURIDAD SOCIAL. BARCELONA
SERVICIO DE BACTERIOLOGIA Y SEROLOGIA

NOTA SOBRE LA ACTIVIDAD ANTIBIOTICA
DEL COMPUESTO DAN - 352 (*)

por

L. ARCALIS y J. CALDES

INTRODUCCION

Hemos dispuesto de un producto de investigacion, denominado DAN-
352, en el que se hallan combinadas una molécula de sulfametoxipiri-
dazina con una de propionileritromicina, formando un nuevo compues-
to con el que se ha conseguido retardar la permanencia en sangre de
la eritromicina, obteniéndose de esta manera una clara ventaja sobre
lo que representaria una asociacion aditiva.

El objeto del ensayo ha sido el comprobar que la eritromicina com-
binada con la sulfametoxipiridazina, tal como se presenta en el DAN-
352, no sufre alteracién de su actividad y espectro bacteriano, aseguran-
do de esta manera el que las ventajas del nuevo compuesto no queden
mermadas en el sentido citado.

Primeramente, el producto habia sido valorado con patrén de pro-
pionileritromicina, frente a Sarcina lutea ATCC 9341, Bacillus pumilus
NCTC 8241, B. cereus var. mycoides ATCC 9634, B. subtilis ATCC
6633, Micrococcus pyogenes var. aureus ATCC 6538, Lactobacillus leich-
manii ATCC 7830, estableciéndose para el preparado una potencia de

(*) Sintesis Dr. Andréu, patente nim. 31.890.

Microbiol. Espaii., 20 (1967), 245. 1
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533 ug/mg, actividad correspondiente al contenido molecular en eritro-
micina base (*).

MATERIAL Y METODOS

Las pruebas se han llevado a cabo sobre 18 cepas de estafilococos
procedentes de diversos procesos clinicos, y cuya sensibilidad o resis-
tencia a la eritromicina ya era conocida (cuadro 1).

Cuadro 1
Cepa Origen Sensibilidad a la eritromicina
66 Fistula articular Muy sensible
139 B Exudado faringeo Resistente
297 Empiema Muy sensible
314 Osteomielitis Muy sensible
315 Pus de herida Muy sensitle
525 Supuracion Sensible
316 H, Liquido pleural Sensible
518 Supuracién Muy sensible
540/1 Supuracion Sensible
647 Pus de abceso craneal Muy sensible
927 Pus de abceso cerebral Sensible
904 Pus de herida Ligeramente sensible
933D Exudado 6tico Ligeramente sensible
944 D Exudado 6tico Resistente
994 Pus de abceso Muy sensible
986 1 Exudado ético Resistente
899D A Exudado 6tico Resistente
955 Pus de abceso Resistente

El procedimiento seguido en la determinacién comparativa del po-
der antibidtico del DAN-352 con respecto a la eritromicina se ha ba-
sado esencialmente en la preparacién de los cldsicos discos absorbentes
impregnados con una cantidad conocida del antibitico y que, depo-

(*) Experiencias realizadas en el Departamento de Investigaciones Farmacold-
gicas del Laboratorio «Dr. Andreu» (Barcelona).
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sitados sobre un cultivo en superficie del germen a ensayar, inducen,
después de veinticuatro horas de incubacién, a 37 °C, la aparicién de
un halo de inhibicién del crecimiento bacteriano alrededor de los dis-
cos. El didmetro de dicho halo nos da una idea cuantitativa de la sen-
sibilidad del germen al antibidtico o producto ensayado.

Para la preparacion de los discos se ha utilizado papel de filtro grue-
so cortado mediante troquel, a fin de uniformar los diametros.

Una vez cortados, los discos han sido esterilizados al autoclave (120
°C, treinta minutos). La utilizacién de discos de control (sin impregnar)
ha permitido comprobar que el papel empleado no produce per se inhi-
bicién del crecimiento bacteriano.

Se ha preparado una solucién alcohélica de DAN-352 de 100 mg/ml,
de tal forma que 3 1 contengan 3 ug de DAN-352. Asimismo se ha pre-
parado una solucion de eritromicina de 53,3 mg/100 ml (equivalente
tedrico de eritromicina base existente en la solucion antes indicada de
DAN-352).

La impregnacién de los discos se ha llevado a cabo mediante pipe-
tas de Lang-Levy, estériles, de 3 1.

Una vez impregnados, los discos han sido colocados, en placas de
Petri estériles, en la estufa, a 37 °C, a fin de lograr la total evaporacién
del alcohol, y utilizados inmediatamente.

Conjuntamente se han utilizado discos patrén de eritromicina, DIF-
CO, como control de la sensibilidad del germen.

Los ensayos se han realizado sobre medio de Miiller-Hinton, utili-
zando una suspensién de gérmenes preparada a partir de un cultivo de
veinticuatro horas.

RESULTADOS

Los resultados obtenidos se recogen en el cuadro 2.
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Cuadro 2
Halo de inhibicion, en milimetros
Cepa . .
DAN-352, 3 pg equivalen’teE;l'1 %013?32 DAN-352

66 20 20
139 B 0 0
297 23 22
314 22 22
315 23 24
525 18 18
316 H, 19 18
518 22 23
540/1 17 17
647 25 24
927 19 19
904 15 15
933 D 17 16
944 D 0 0
994 24 24
986 1 0 0
899 DA 0 0
955 0 0

CONCLUSION

La eritromicina combinada presente en el DAN-352 no pierde su
actividad antibiética y corresponde exactamente a 533 ug/mg de DAN
352.

El espectro de accién del DAN-352 corresponde al de una asocia-
cién de eritromicina y sulfametoxipiridazina sin ningin efecto inhibito-
rio reciproco, con la consiguiente efectividad sobre un amplio grupo de
gérmenes gram-positivos y gram-negativos.
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RESUMEN

Se ha realizado un estudio de la sensibilidad de dieciocho cepas de
gérmenes patdgenos al producto de investigacién DAN-352, combinacién
molecular de sulfametoxipiridazina con propionileritromicina, compro-
bandose que la actividad y el espectro de éste se hallan inalterados, con
la consiguiente efectividad sobre un amplio grupo de gérmenes gram-
positivos y gram-negativos.

SUMMARY

It has been made an inquiry into the sensitivity of eighteen strains of
pathogenic germs, to the investigation product DAN-352, molecular
combination of sulfamethoxypyridazine with propionylerythromycin,
and it has been verified that its activity and spectrum remain inaltered,
with the correspondent effectiveness on a large group of Gram positive

‘erms and Gram negative germs.
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