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CARACTERES COMPARATIVOS ENTRE 
UNA RAZA PSICROFILA Y OTRA MESOFILA 

DE ARTHROBACTER 

por 

I. BERNÁRDEZ {*) y B. REGUEIRO 

INTRODUCCIÓN 

Las actividades y el crecimiento de los microorganismos están muy 
influidos por las condiciones del ambiente en que viven, siendo una de 
las más importantes la temperatura. La escala de temperaturas a que 
pueden vivir los microorganismos es muy amplia, entre —18 ^C y 
+ 70 ̂ C. Los que viven a temperaturas elevadas se denominan termo-
filos; los que viven a temperaturas medias, mesófilos, y los que viven a 
bajas temperaturas se denominan psicrófilos. 

El interés de estos últimos comenzó a partir de la revisión realizada 
por Ingraham y Stokes (10), en especial por la importancia económica 
que adquirió la microbiología de las bajas temperaturas en la conserva­
ción de alimentos por refrigeración y congelación. También son impor­
tantes estos microorganismos en su contribución a los ciclos de los ele­
mentos en las regiones frías, en el suelo y en el agua. Este interés se refleja 
en las revisiones realizadas desde la fecha anterior (4-7, 9, 11, 13, 15, 
17 y 20). 

Hoy se admite como microorganismo psicrófilo aquel que crece a 
O ^C, en siete días; si la máxima temperatura de crecimiento está por de­
bajo de los 20^C es "obligado", si está por encima es "facultativo". 

(=̂ ) Con una beca de Ayuda a la Investigación. 

Microbiol. Españ., 24(1971), 69. 



70 /. Bernárdez y B. Regueiro 

Problema fundamental en relación con estos microorganismos es el 
de las posibles diferencias fisiológicas y bioquímicas en relación con los 
mesófilos y que permiten su adaptación a las bajas temperaturas. Por esta 
razón, una de las maneras de enfocar el problema sería el de comparar 
las propiedades fisiológicas y bioquímicas de una raza psicrofila y otra 
mesófila de una misma especie microbiana, con el fin de determinar los 
componentes, reacciones o estructuras diferentes entre ambas razas y en 
los que se funda la adaptación a las bajas temperaturas. Esto es lo que 
se trata de estudiar en el presente trabajo. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Empleamos dos razas de Arthrobacter, una, psicrofila, amablemente 
enviada por el Dr. Druce, de Inglaterra, y otra, mesófila, aislada en nues­
tro laboratorio. Se cultivan en medio de tripticasa-soja (BBL) y en un 
medio sintético de Rose (16). 

Por técnicas microbiológicas generales (21) se realiza determinación 
de: fermentación de azúcares; prueba de indol, acetoína, rojo de metilo, 
citrato; producción de sulfhídrico, caseinasa, ureasa, desaminasa, descar-
boxilasa y reductasa; tolerancia a cianuro y fermentación de leche toma-
solada. 

Catalasa, reducción de substratos e hidrólisis de esculina se determi­
nan por las técnicas de Solomon y Sanclemente (18); determinación de 
fosfatasa, por el método de Barnes y Morris (2); la de la oxidasa, por el 
de Steel (19); la citocromooxidasa, por el de Gaby y Free (8), y la deshi-
drogenasa, por el de Ralston y Baer (14). 

Se determina el crecimiento por medida de extinción óptica de las 
muestras, en fotocolorímetro. Se realizan pruebas de sensibilidad a los 
antibióticos por difusión en placa y por dilución en tubo, según técnicas 
dadas por Kavanagh (12). 

EXPERIENCIAS Y RESULTADOS 

Se realiza im estudio de las propiedades que se indican a continua­
ción, sobre las razas psicrofila y mesófila de Arthrobacter, comparándose 
sus resultados. 
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a) Propiedades morfológicas 

Se determinan a las temperaturas de incubación de 2^, 20°, 30° y 
37 °C. A todas las temperaturas, ambas razas son bacilos que con la 
edad adoptan forma cocoide, aerobios, móviles, heterotróficos y gram-
positivos, aun cuando la raza mesófila es variable en su respuesta a esta 
coloración. La raza psicrófila, crecida a 20°C y especialmenet a 2°C, 
presenta una pigmentación amarilla que aumenta con la edad del cultivo. 

b) Propiedades fisiológicas 

Se realiza una prueba de fermentación con catorce azúcares, con cul­
tivos de las dos razas, incubadas a 2°, 20°, 30° y 37 °C. Los resultados 
son negativos en todos los casos, a excepción de la raza psicrófila, que 
fermenta la esculina. 

En el cuadro 1 se expresan los resultados de una serie de reacciones 
fisiológicas y bioquímicas realizadas con cultivos de las razas psicrófila 
y mesófila incubadas a diversas temperaturas. Los resultados son para­
lelos para ambas razas, a excepción de: producción de ureasa por la raza 
psicrófila y no la mesófila; producción de elastasa y reducción de azul 
de metileno por la raza mesófila y no por la psicrófila. 

Por último, la temperatura de muerte para la raza psicrófila es de 
70 °C en diez minutos y para la mesófila es de 80 °C en el mismo tiempo. 

c) Pruebas de crecimiento 

Se estudia el efecto de las temperaturas de incubación sobre el creci­
miento y consumo de azúcar por las razas psicrófila y mesófila de Arthro­
bacter, así como se realiza un estudio de las necesidades en aminoácidos 
y vitaminas de ambas razas comparativamente. 

En relación con el crecimiento (figuras 1-4), observamos que la fase 
logarítmica se acorta al crecer la temperatura de incubación. La raza psicró­
fila crece más que la mesófila y es óptimo a 30 °C en la primera y 37 °C en 
la segunda. El consumo de azúcar es similar en todos los casos. Hemos 
visto también que inóculos crecidos a 37 °C no crecen en el caso de la 
raza psicrófiOia, por el contrario, no inñuye en el caso de la mesófila. En 
ambas razas, la aireación incrementa el crecimiento. 

En relación con las necesidades en aminoácidos durante el crecimien-
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Reacción 

Indol 

Rojo de metilo 

Acetoína 

Citrato 

Líq. gelatina 

Producción SH2 

Ureasa 

Red. nitratos 

Leche tornasol. 

Red. a-metileno 

Amoníaco 

Cree, cianuro 

Oxidasa 

Catalasa 
Citocromo-oxidasa 

Deshidrogenasa 

Fosfatasa 

Pirofosfatasa 

Caseinasa 

Desaminasa 

Descarboxilasa 

Elastasa 

2 

+ 

+ 
+ 

— 

— 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

— 

Cuadro 1 

Raza psicrófila 

20 

+ 

+ 
+ 

— 
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+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
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«C 

30 

± 

+ 
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+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
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— 

37 

± 

+ 
+ 
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+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
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Raza mesófila 

20 

+ 

— 
+ 

+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 

<>C 

30 

+ 

— 
+ 

+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 

37 

+ 

-— 
+ 

+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 

to, se realiza en un medio sintético (sin aminoácidos) y se añaden éstos 
en grupos como los siguientes: 1) arginina, cistina, cisterna, metionina; 
2) irolencina, lencina, valina; 3) fenilalanina, triptofano, tiroina; 4) aspár-
tico, glutámico, histidina, treonina; 5) alanina, glicina, serina, hidroxi-
prolina. 

El crecimiento se determina en cada caso a temperaturas de incuba-
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ción de 5^, 25° y 37 °C. El crecimiento mayor se logra con la adición 
del grupo 5) de aminoácidos, cuya gráfica (figura 5) se acompaña para 
observar las diferencias por temperaturas. 

La raza psicrófila crece menos que la mesófila cuando se adicionan 
aminoácidos por separado, a excepción de la lencina y triptófano. El ma­
yor crecimiento con mesófilo se logra por la adición de arginina, cistina, 
metionina y serina. En relación con las necesidades en vitaminas durante 
el crecimiento, se realiza en un medio sintético (sin vitaminas) y se aña­
den separadamente las siguientes: 1) tiamina, 2) piridoxina, 3) riboflavina, 
4) biotina, 5) pantotenato, 6) nicotínico y 7) control sin vitaminas. Los re­
sultados se expresan gráñcamente (figuras 6-7) y observamos que tiamina y 
riboflavina son las vitaminas que más incrementan el crecimiento de la 
raza psicrófüa, mientras que estas dos y la biotina lo hacen en la raza 
mesófila. 

d) Pruebas de sensibilidad a los antibióticos 

Las pruebas comparativas entre la raza psicrófila y mesófila que se 
realizan, son las dos siguientes. 

1) Prueba de difusión en placa 

Se hace por método de discos, con 24 antibióticos, en placas de agar-
tripticasa-soja, incubando a las temperaturas que se indican en el cuadro 
de resultados (cuadro 2), en que expresamos los milímetros del halo de 
inhibición. Observamos que, en general, la raza psicrófila es más sensible 
que la mesófila. La kanamicina es activa sobre la raza psicrófila a 2 °C y 
la mesófila a 30 °C, pero no a otras temperaturas de incubación; hay resis­
tencias a determinadas temperaturas, de algunos antibióticos, como 
se observa en el cuadro. 

2) Prueba de dilución en placa 

Se realiza con cultivos incubados a las temperaturas que se indican en 
las gráficas de resultados (figuras 8-12) con penicilina, estreptomicina, clo-
ranfenicol, tetraciclina y novobiocina. Observamos relación entre la sensi­
bilidad a los antibióticos mencionados y la temperatura óptima de creci­
miento. 



Caracteres comparativos de dos razas de Arthrobacter 75 

Cuadro 2 

Antibióticos 

Raza psicrofila 

4 20 30 37 

Raza mesóñla 

20 30 37 

Tetraciclina 
Novobiocina 
Kanamicina 
Vancomicina 
Gabroral 
Rifocina 
Rifampicina 
Gentamicina 
Neomicina 
Oleandomicina 
Terramicina 
Penicilina 
Estreptomicina 
Cloxacilina 
Cefalotina 
Cloromicetina 
Bacitracina 
Ampicilina 
Aureomicina 
Ac. nalidíxico 
Lincomicina 
Nitrofurantoína 
Eritromicina 
Colimicina 

17 
21 
11 
14 
16 
19 
23 
22 
11 
27 
0 

13 
18 
0 

18 
23 
0 
0 

20 
0 
0 

13 
25 

0 

21 
11 
0 
0 
0 

15 
19 
13 
11 

27 (F.R.) 
IKF.R.) 

17 
17 
0 

18 
0 
0 
0 

17 
0 
0 

15 
27 (F.R.) 

0 

19 
21 

0 
19 
18 
17 
19 
15 
7 

20 
22 
12 
7 
0 

20 
9 
0 

11 
28 
0 
0 

17 
29 

0 

7 
9,5 
0 
7 
3,5 
9 

13 
11 
9 

15 
23 
15 
17 
0 

13 
10 
0 

14 
27 
0 
0 

17 
29 

0 

11 
10 
0 
0 
0 

13 
9 
9 

11 
0 
0 
8 
8 
0 
0 
0 
0 
0 

13 
0 
0 
9 
0 
0 

16 
18 
11 
14 

15 (F.R.) 
16 
18 
18 
10 
12 
12 
8 
11 
0 

13 
11 
0 
8 

17 
0 
0 

13 
12 
0 

15 
15 
13 
10 
13 
13 
15 
16 
14 
12 
15 
10 
13 
0 

17 
18 
0 

10 
19 
0 
0 

21 
17 
0 

F. R. = formas de resistencia. 

DISCUSIÓN 

Señalábamos que una forma de plantear el problema de las bases fisio­
lógicas del crecimiento a bajas temperaturas, es la del estudio compara­
tivo de los caracteres de una raza psicrofila y otra mesofila a diferentes 
temperaturas de incubación. 

Algunos autores habían señalado la influencia de la temperatura de 



76 /. Bernárdez y B, Regueiro 

U/mf 

5 0 ^ -

25.0-

12,5-

6,25-

3,12-

1,56^ 

0,78-

0,33-

r i 

Ps. 

!—1 

Me 

, , , , , 

Ps. 

—, 
Má Ps. Me Ps. Me 

2 20 30 37 

Figura 8. Penicilina 

U/ml| 
12.5-

6,25^ 

3,12-

1.56-

0,78-

0,39- Ps. Me. Ps. Me! Ps. Me. Ps. Me 

U/mj 
12.5 J 

6,25-^ 

3.12 H 

1,564 

0,78-^ 

0,39 j Ps. ^e ss. Me 

1 

Ps. Vie Ps. Me 

oQ^ 2 20 30 37 •< 

Figura 9. Estreptomicina 

U/m 
50.0 

25,0 

12.5 

6,25 

3,12 

1.56 

0,78 

0,39 

n 

] 
i 

1 
1 Ps L Pi 

1 

.Me. Ps Me Ps. M«. 

Figura 11. Tetraciclina Figura 10. Cloranfenicol 

U/ml 

12.5-^ 

6.25-1 

3.12-

1,56-

0,78-

0.39- J3 
Z 2 0 30 37 • € 

Figura 12. Novobiocina 

crecimiento en la morfología celular, pero nosotros no observamos esta 
influencia, en cambio, sí determinamos la producción de pigmento por la 
raza psicrófila a bajas temperaturas. Esto se acompaña de un mejor cre­
cimiento de la raza psicrófüa, quizá debido a una mejor adaptación a las 
condiciones de cultivo empleadas. Al contrario que algunos autores (5 y 
11) observamos influencia de la temperatura de incubación de los inóculos 
en la raza psicrófila, pues los crecidos a 37 ̂ C no crecen posteriormente 
a bajas temperaturas. 
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Campbell y Williams (3) habían señalado que las exigencias nutriti­
vas aumentan a temperaturas cercanas a la mínima de crecimiento. 
Nosotros estudiamos las necesidades en aminoácidos y vitaminas com­
parativamente en la raza psicrófila y mesófila. Así como Adams y Sto­
kes (1) ven que la tiamina, ácido nicotínico y biotina estimulan el creci­
miento de Bacillus psicrófilo, nosotros observamos que en el Arthrobac­
ter psicrófüo lo hacen tiamina y riboflavina, mientras que en el mesofilo 
lo hacen estas dos vitaminas y la biotina. 

En cuanto a la sensibilidad de la raza psicrófila y mesófila a los anti­
bióticos también se observan algunas diferencias que pueden ser debidas 
a diferencias bioquímicas entre ellas; así, en general, la raza psicrófila es 
más sensible que la mesófila, y la temperatura de incubación, en casos, 
influye en la sensibilidad, siendo la óptima en cada caso la más sensible. 

RESUMEN 

Se comparan las propiedades fisiológicas y bioquímicas de una raza 
psicrófila y otra mesófüa de Arthrobacter para determinar el fundamen­
to de la adaptación a las bajas temperaturas de los microorganismos psi-
crófilos. Se estudian propiedades morfológicas, fisiológicas y bioquí­
micas, comparativamente, estableciendo algunas diferencias significativas 
en relación con la pigmentación, crecimiento, exigencias nutritivas y sen­
sibilidad a los antibióticos. 

SUMMARY 

Study on psychrophiUc and mesophilic strains of Arthrobacter 

Here we compared the physiological and biochemical properties of the 
psichrophilic and mesofüic strains of Arthrobacter to determine the basis 
of adaptation of the psichrophilic microorganisms to low temperatures. 
We studied morfological, physiological, and biochemical properties of each 
in what regards to pigmentation, growth, nutrition demands, and sensibili­
ty to antibiotics. 
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INTRODUCTION 

Phosphonomycin is a new antibiotic produced by several streptomyce-
tes, and discovered by fermentation of a strain of Streptomyces fradiae, 
isolated from a soil sample taken in the Spanish provmce of Alicante. It 
was observed later that S. viridochromogenes and S, wedmorensis also 
produce phosphonomycin. Discovery, isolation synthesis, pharmacological 
action, activity spectrum and action mechanism was carried out by the joint 
work of the Spaniards, J. M. Mata, S. Hernández and S. Mochales of the 
Research Division of the Compañía Española de Penicilina y Anti­
bióticos, S. A., in Aranjuez, Madrid, and of the Americans D. Hendlin, 
E. O. Stapley, M. Jackson, H. Wallick, A. K. Miller, L. Chaiet, F. M. 
Kahan, E. L. Poltz and H. B. Woodruff, of the Research Division of the 
Merck Institute for Therapeutics, Rahway, N. Y. USA (4 and 6). 

The structure of this antibiotic is (—) (IR, 2S)-1, 2- epoxipropil-
phosphonic acid. M. W. 138, 1. Structure: figure 1, 

This compound is a bactericidal antibiotic, which acts on the synthesis 

(*) Communication presented at the II Congreso Nacional de Microbiología. 
1969. Madrid. 

Microbiol. Efpañ., 24 (1971), 79. 1 
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of the bacterial cell wall, through competitive and irreversible inhibition of 
the pyruvate-uridine-diphospho-N-acetUglucosamine transferase, in the first 
step of the synthesis of the cell wall, preventing the incorporation of phos-
phoenol-pyruvate to uridin-disphospho-N-acetil-glucosamine (7). 

\ 

CH3 ^ 0 ^ . PO3H2 

Figure 1 

As its calcium salt, the compound is absorbed through the gastro-intes­
tinal tract of the human, effective serum concentrations being obtained over 
two hours. It may also be administered parenterally as di-sodium salt. 

The compound is actively eliminated by the kidneys, and reaches high 
concentrations in urine. No signs of toxicity were found in the tests con­
ducted both on laboratory animals and on humans. 

This communication presents the results obtained in the in vitro action 
of phosphonomycin against a series of bacteria, both Gram-positive and 
Gram-negative, of hospital origin, as well as against 3 standard strains, 
which will be indicated later. 

This communication is divided into three parts: 

1) Determination of the Minimum Inhibitory Concentration (M.I.C.) of 
95 strains against phosphonomycin, which strains were divided as follows: 

a) Staphylococcus, coagulase-positive, several lysotypes, serotypes and 
antibiotypes: 24 strains. 

b) Escherichia coli: IS síTÚns. 

c) Proteus mirabilis: 18 strains. 
d) Klebsiella-Aerobacter: 10 strains. 
e) Pseudomonas aeruginosa, various pyocine-types: 25 strains. 
92 strains were isolated from various pathological products of patients 

in our Qinic; the other three are the following standard strains: 

Staphylococcus aureus, Oxford N. C. T. C. 6,571. 
Escherichia coli N. C. T. C. 10,418. 
Escherichia coli K-12 E 711 F. 
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2) Study of the in vitro action of the association phosphonomycin plus 
streptomycin against 19 strains of Pseudomonas aeruginosa of diverse pyo-
cinetypes and antibiotypes, all of hospital origin. 

3) Study of the in vitro action of the association phosphonomycin plus 
penicillin against 8 hospital strains of coagulase-positive staphylococci of 
different serotypes, lysotypes and antibiotypes. 

MATERIAL AND METHODS 

Strains 

Those indicated in the preceding paragraph. 

Determination of the M. /. C 

This was carried out following the technique described by Chabbert 
(1-2), using the method of düution on agar plate, and employing as sub­
strate the Mueller-Hinton medium (Difco). The strains were reactivated in 
the same liquid medium during 24 hours, and adequately diluted to obtain 
colonies by means of calibrated wire loops. Readings were taken after 
18 hours of incubation at 37 ^C except for penicillin and its association 
with phosphonomycin, where definite readings were taken 48 hours after 
innoculation. 

The following plate series were prepared: 

a) Increasing concentration of phosphonomycin, from 0.125 to 
128 fig/Qm\ 

b) Penicillin concentrations of 2, 4 and 8 U. 0./cm\ 

c) Streptomycin concentration of 10, 20, 40 and 80 //g/cm^). 

d) Increasing concentrations of phosphonomycin, from 0.125 to 
128 /¿g/cm^, with 5 ¡jig/cw? streptomycin in each plate. 

e) Increasing concentrations of phosphonomycin from 0.125 to 
128 fjig/cw?, with 2 U. O./cm^ penicillin in each plate. 
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RESULTS 

1) The distribution of the M. I. C, of the 95 studied strains against 
phosphonomysm are listed in the table L 

M. I. C. for the Oxford Staphylococcus strain is 4 jug/cm^, 
M. I. C. for Escherichia coli 10,418 strain is 32 jug/cm^, 
M. I. C. for Escherichia coli K-12E711F strain is 4 jug/cm^. 

Table L N,'^ strains inhibited using the following phosphonomycin concen­
trations, cm^ 

N.o of 
strains 

0.125 

Staphylococci 24 0 
E. coli 18 0 
Pr. mirabilis 18 0 
Klebsiella-

Aerobacter 10 0 
Ps. aeruginosa 25 0 

0.250 

0 
0 
0 

0 
0 

0.50 

0 
0 
0 

0 
0 

1 

0 
0 
0 

0 
0 

2 

2 
1 
0 

0 
0 

4 

6 
5 
2 

0 
0 

8 

2 
3 
2 

0 
0 

16 

13 
5 
3 

0 
1 

32 

0 
1 
5 

1 
1 

64 

0 
2 
0 

5 
7 

128 >128 

0 1 
1 0 
2 4 

4 0 
13 3 

The figure 2 shows the M. I. C. distribution for each of the five stu­
died types, in cumulative sensitivity percentages. 

% 
100 

0.125 0.250 0.500 1 2 4 8 16 32 64 128 

Phosphonomycin (ug/cmS) 

Figure 2. Staphylococci. —x—x— E. coli. 
A A Pr. mirabilis, o o Klebsiella-Aerobac-

ter. — . — Ps. aeruginosa 



Table 2. Results of the combination of phosphonomycin-penicillin against coagulase-positive staphylococci strains 

Group N.* Antibiotype Serotype Lysotipe 
M. I. C. 

U. O./cm^ 
penicillin 

M. I. C. 
/^g/cm^ 

phosphono-
mycin 

M. I. C. 
¡ug/cm^ 

phosphono-
mycin/peni-

cillin 

M. I. C. 
phosphono-

mycin 
reduction 

9 

24 

12 

10 

23 

19 

20 

22 P 

P, T, CAF, S 

P, T, S, L, E,0 

P,T,CAF,S 

P, T, S, L 

P,T,S 

P,T,S 

P, T, S, E 

P,S 

No serot 

Gr. Ill 

Gr. I/n 

No serot. 

Gr. I 

Gr. 18 

Gr. 14-18 

Gr. Ill 

No lysot. 

Dr. Ill 

Gr. 1(80-81) 

Gr. 1(80-81) 

Gr. 1(80-81) 

Gr. I/III 

Gr. Ill 

Gr. I/III 

8 

8 

4 

8 

8 

8 

8 

8 

4 

4 

16 

16 

16 

4 

4 

16 

1 

1 

4 

2 

0.125 

4 

4 

16 

4 

4 

4 

8 

128 

— 

— 

— 

P = penicillin. E = er5rthromycin. T = tetracyclin. O = oleandomycin. CAF = chloramphenicol. S = streptomycin. L = lincomycin. 
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2) Study of in vitro action of the association phosphonomycin plus 
streptomycin against 19 strains of Pseudonomas aeruginosa of various 
pyocinetypes and antibiotypes, all of hospital origin: 

From the comparison of the M. I. C. for the 19 strains of Pseudomo­
nas aeruginosa against phosphonomycin and against the association phos­
phonomycin plus streptomycin, the absence of synergism or additive effect 
of the combination was found, all strains studied behaving individually. 

This association was chosen because one of the antibiotics (phospho­
nomycin) acts by inhibiting the synthesis of the bacterial cell wall (4), 
while the other (streptomycin) inhibits protein synthesis (3), and other 
antibiotics work by means of similar mechanisms and may exert syner­
gism or additive effect against Pseudomonas aeruginosa when used in com­
binations (5). 

3) Study of the in vitro action of the association phosphonomycin plus 
penicillin against 8 hospital strains of coagulase-positive staphylococci of 
different serotypes, lysotypes and antibiotypes: 

The comparison of the M. I. C. of the strains against phosphonomycin 
with those against the association phosphonomycin-penicillin is shown in 
table 2. 

On these 5 strains an obvious synergic or additive effect was noted 
as the M. I. C.'s were reduced between 4 and 128 fold. From these strains, 
3 are lysotypable by phages of Group I (80-81). 

The 3 remaining strains were unaffected. 

This associatin was chosen because both antibiotics act upon the 
synthesis of the bacterial cell wall, but steps. 

SUMMARY 

The Minimun Inhibitory Concentration (M.I.C.) of phosphonomycin 
was determinated against 3 standard and 92 hospital strains. The in vitro 
action of the association phosphonomycin plus streptomycin against 19 hos­
pital strains of Pseudomonas aeruginosa is reported. The in vitro action 
of the association phosphonomycin plus penicillin against 8 hospital strains 
of coagulase-positive staphylococci is analyzed. 
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RESUMEN 

Fosfonomicina (MK'955), Espectro de sensibilidad cuantitativa de diversas 
cepas hospitalarias a este nuevo antibiótico 

Se ha determinado la concentración mínima inhibidora de fosfonomi­
cina frente a 92 cepas hospitalarias y 3 cepas estándar internacionales. Se 
estudia la acción in vitro de la asociación fosfonomicina-estreptomicina 
frente a 19 cepas de Pseudomonas aeruginosa de origen hospitalario. Se 
estudia la acción in vitro de la asociación fosfonomlcina-penicilina frente 
a 8 cepas hospitalarias de estafilococo coagulasopositivo. 
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INTRODUCCIÓN 

La adaptación biológica es una propiedad necesaria para la supervi­
vencia de los seres vivos. El estafilococo, según Barber (3), la tiene muy 
desarrollada y por esto es uno de los microorganismos más variables que 
existen. 

Por la razón anterior podemos afirmar que el medio ambiente en que 
se encuentra el estafilococo influye en gran manera en sus propiedades y, 
por lo tanto, en su virulencia. Entonces, el metabolismo de las razas viru­
lentas debe ser diferente del de las no virulentas (15-16). Asimismo, el 
medio ambiente debe de influir en el cambio de unas razas en otras por 
procesos de mutaciones, tanto más posible, pensando que el estafilococo 
presenta "pleiotropía". 

El estudio de las anteriores mutaciones espontáneas o inducidas, así 
como las propiedades de las mismas, es el objeto del presente trabajo. 

ANTECEDENTES 

Parisi (25) hace algún tiempo que aisló mutantes del Staphylococcus 
aureus con propiedades diferentes de la original. También Boniece (5) 
aisló mutantes del S. aureus crecido en presencia de litio, que son inco-

Microblol.Españ.,24(1971),87. 1 



88 R, Vaamonde, C. Nogueira y B, Regueiro 

loros, aun cuando no varían en otras propiedades. Korman (20), en culti­
vos de S, aureus, aisla mutantes que son coagulasonegativos; a partir de 
éstos puede recuperar espontáneamente razas coagulasopositivas. 

Asimismo, pueden inducirse mutaciones como las anteriores por acción 
de agentes físicos y químicos. Altenbem (1) y Schaefer y Altenbern (28), 
inducen mutantes no pigmentados de Staphylococcus aureus y además coa­
gulasonegativos, por efecto de la nitrosoguanidina. Otros autores (2, 14 y 
22) estudian el efecto de la temperatura de incubación, observando la pro­
ducción de mutantes con algunas diferentes propiedades. Por otro lado, 
Sonea y colaboradores (29) y Viens y colaboradores (33), estudian el efec­
to del naranja de acridina, el cual induce mutaciones sobre el 5. aureus, 
Firsheim y Zimmerman (10) observaron que digeridos enzimáticos 
de ADN inducían la producción de mutantes virulentos a partir de culti­
vos no virulentos de estreptococos. Esto fue estudiado en el caso del es­
tafilococo por McKee y Braun (23), con resultados positivos. 

Generalmente, la producción de mutantes se acompaña del cambio en 
pigmentación y asimismo se relaciona esto con el cambio en patogenici­
dad (8 y 19); tanto que según Díaz y colaboradores (9) hay un 93 % de 
concordancia entre la producción de pigmento y la de coagulasa, que se 
toma siempre como síntoma de patogenicidad. Brown (6) señala que la 
pérdida de pigmento del Staphylococcus aureus, se acompaña de pérdida de 
otras propiedades. Esto lo estudiamos también en el presente trabajo. Si 
esto ocurre in vivo, quizá pueda relacionarse con el origen y producción 
de la infección. 

Señala Stewart (30) que el estafilococo es el único coco piógeno con 
actividad lipolítica y esto tiene relación con la utilización de grasas y pro­
ducción de pigmento. Precisamente las zonas del organismo donde exis­
ten grasas es donde más frecuentemente se producen infecciones estafi-
locócicas. Por otro lado, señalan Hugo y Stretton (13) que cuando aumen­
tan los lípidos celulares se incrementa la resistencia a la penicilina y vice­
versa. 

Dejando aparte la actividad coagulasa, muy estudiada por numerosos 
autores en relación con la patogenicidad del estafilococo, nos interesa aquí 
la actividad DN-asa. Ya habíamos señalado la influencia de los digeridos 
enzimáticos del ADN en la producción de mutaciones; estos digeridos pue­
den ser originados por la DN-asa exocelular producida por el estafilo­
coco. Nosotros (22) la hemos estudiado con cierta intensidad y la rela­
cionamos con la coagulasa y la patogenicidad. 
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Asimismo tiene interés la fosfatasa (7), pero también fue muy estu­
diada por numerosos autores. Nosotros (24) la hemos estudiado en unión 
de la pirofosfatasa, con la cual mantiene una relación inversa. Esta últi­
ma actividad no había sido estudiada en el estafilococo, en el que encon­
tramos su presencia en el Staphylococcus epidermidis y ausencia en el 
S. aureus, al contrario que la fosfatasa. 

Asimismo, en relación con la producción de mutaciones, tiene interés 
el conocimiento de la adquisición y pérdida de sensibilidad a los antibió­
ticos, problemas que también estudiamos en el presente trabajo. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Se utilizan razas de Staphylococcus aureus y S. epidermidis (S. albus), 
aisladas de muestras patológicas en nuestro laboratorio. 

A partir de los anteriores se aislan dos mutantes, uno "blanco", a par-
th: del primero y otro "dorado", a partir del segundo. La técnica general 
de producción de mutantes se hace siguiendo el esquema que se indica 
(figura 1), Los medios empleados son: caldo común, caldo-agar, infusión 

Agcr cerebro- corazón x s / 
I Infusión 

ca-ebro-
I COTazón 

'C.coda 24 h . Inocula a; 

Figura 1. Esquema general de producción 
de mutaciones 
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cerebro-corazón y agar cerebro-corazón, de Difco, y caldo tripticasa-soja 
y agar tripticasa-soja, de BBL. 

Para hacer el ADN digerido, preparamos ADN de timo por el méto­
do de Kay y colaboradores (18), y se digiere por DN-asa pancreática 
(Sigma) y DN-asa estafilocócica (exocelular, purificada por nosotros). 
Se incuba durante dos horas y media la mezcla siguiente: 5,5 mi de tam­
pon de borato (pH = 8,6); 3,5 mi de ClzCa, 0,04M; 7,0 mi de ADN 
(2 mg/ml) y 2,0 mi de DN-asa, hasta que no precipite con ácido percló-
rico, y se esteriliza a continuación. 

Para las pruebas bioquímicas cualitativas seguimos los métodos gene­
rales de Vaamonde y Regueiro (32), así como los de Harrigan y McCan-
ce (12). Para las pruebas enzimáticas cuantitativas empleamos los méto­
dos siguientes: para la actividad DN-asa, el de Stone y Burton (31); para 
la fosfatasa, el de Barnes y Morris (4); para la pirofosfatasa, el de Levin-
son y colaboradores (21), y para la deshidrogenasa, el de Ralston y 
Baer (26). 

Las pruebas de crecimiento se realizan en matraces de 1.000 mi, con 
200 mi de medio e inoculados con 2 mi de un cultivo en caldo común, 
incubado a 37 ^C, por veinticuatro horas. La extinción se determina en 
muestras en fotocolorímetro (530 m/¿). 

Las pruebas de sensibilidad se hacen por el método de multidisco 
(Oxoid), las de difusión, en placas de agar tripticasa-soja y con cultivos 
de veinticuatro horas. Las placas se incuban a 37 °C, por cuarenta y ocho 
horas. La prueba de dilución en tubo se hace por el método de Ka-
vanagh (17). 

EXPERIENCIAS Y RESULTADOS 

A) Producción de mutantes de estafilococos 

Se parte de una raza de Staphylococcus aureus y otra de S. epidermi-
dis que se someten a la acción de varios agentes físicos y químicos, según 
el esquema dado en la parte de métodos generales. Las pruebas realizadas 
fueron las siguientes: 

1) Inducción por ADN digerido: únicamente en algún caso de 5. epi-
dermidis conseguimos mutantes "dorados", que se utilizan en las pruebas 
posteriores. 
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2) Inducción por filtrados de cultivos de la raza contraria, filtrados 
y estériles: únicamente se logró alguna mutación "blanca" a partir de 
S. aureus. 

3) Inducción por irradiación ultravioleta: se irradian cultivos por di­
ferentes tiempos, así como placas de cultivo a diferentes distancias, etc.; 
únicamente en un caso de S. epidermidis se consiguió obtener xma muta­
ción "dorada". 

4) Inducción por variaciones en el medio de cultivo: se emplean una 
serie de diferentes medios de cultivo, así como caldo común al que se 
adicionó cloroformo, difenilamina, leche, etc., sin conseguir mutaciones 
en ninguno de los casos. 

5) Inducción por variación en la temperatura de incubación: los culti­
vos se incuban a temperaturas entre 33^ y 42 °C y solamente en algunas 
experiencias con S. epidermidis se consigue obtener mutantes "dorados". 

6) Inducción por naranja de acridina: se determina el efecto de este 
agente en diferentes condiciones y únicamente se observa producción de 
mutantes "dorados" a partir de S, epidermidis en alguna experiencia. Otra 
observación fue que este agente retarda la producción de coagulasa en las 
razas pigmentadas. 

7) Inducción por novobiocina: en las zonas de inhibición, en las pruebas 
de sensibilidad a los antibióticos, se observó que en el caso de la novobio­
cina sobre el S. aureus aparecían mutantes "blancos", que utilizamos en 
las pruebas posteriores. 

En ninguno de los casos hemos conseguido el controlar la producción 
de mutantes de manera sistemática. 

B) Caracteres y crecimiento de las razas de estafilococos 

A partir de las anteriores razas originales y mutantes se realiza un es­
tudio sistemático de sus propiedades biológicas y bioquímicas, para tratar 
de establecer relaciones entre ellos y determinar el grado de mutación. 

1) Reacciones cualitativas 

Se realizan las reacciones cuyos resultados se expresan en el cuadro 1 
por las técnicas generales indicadas. En relación con la fermentación de 
azúcares observamos relación entre el Staphylococcus epidermidis y el mu­
tante "blanco", pero no entre el S. aureus y el mutante "dorado", en el que 
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Cuadro L Caracteres de las razas de estafilococos estudiadas 

Caracteres 

Arabinosa 
Celobiosa 
Dextrina 
Glucosa 
Inositol 
Inulina 
Lactosa 
Levulosa 
Maltosa 
Rafinosa 
Ramnosa 
Sacarosa 
Sorbosa 
Manitol 
Galactosa 
Xilosa 
Indol 
Rojo de metilo 
Acetoína 
Citrato 
Gelatinasa 
Producción de SH2 
Ureasa 
Reducción de nitratos 
Leche tornasolada 
Red. de azul de metileno 
Citocromooxidasa 
Oxidasa 
Coagulasa 
Caseinasa 
Lecitinasa 
Deshidrogenasa 
DN-asa 
Catalasa 
Fosfatasa 
Pirofosfatasa 
Telurito-glicina 

S. epidermidis 

— 
— 
+ 
— 
— 
+ 
+ 
+ 
— 
— 
+ 
— 
— 
— 
-̂> 

— 
+ 
+ 
— 
— 
— 
+ 
+ 
— 
— 
+ 
— 
— 
— 
— 
+ 
— 
+ 
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+ 
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+ 
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+ 
+ 
+ 
+ 
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+ 
+ 
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+ 
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+ 
+ 
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+ 
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+ 
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++ 
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+ 
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+ 
+ 
+ 
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el primero manifiesta una mayor actividad fermentativa. Se podría sugerir 
una mayor facilidad de mutación en el sentido de pérdida de propiedades, 
que de adquisición de las mismas. 

En relación con otras propiedades bioquímicas, existe una gran rela­
ción entre las razas pigmentadas, por un lado, y las no pigmentadas, por 
otro. Los caracteres de las primeras se asocian con la patogenicidad 
(coagulasa, DN-asa, fosfatasa, reducción de azul de metileno, caseinasa, 
lecitinasa, crecimiento en teluríto-glicina). La actividad pirofosfatasa sólo 
se advierte en las razas no pigmentadas. 

2) Reacciones cuantitativas 

Nos referimos aquí a la determinación cuantitativa de algunas activi­
dades enzimáticas. Se Tcaiiza por los métodos dados anteriormente, en las 
actividades DN-asa, fosfatasa y pirofosfatasa, cuyos resultados se expre­
san en el cuadro 2. Observamos que la actividad DN-asa es superior en 
las razas pigmentadas, así como la actividad fosfatasa, en tanto que la 

Actividad 

DN-asa 
Fosfatasa 
Pirofosfatasa 

Cuadro 2 

S. epidermidis 
1 

"Blanco" 

0,355 0,450 
0,056 0,061 
0,671 0,550 

5. aureus 

0,570 
0,155 
0,256 

"Dorado" 

0,750 
0,301 
0,035 

actividad pirofosfatasa es superior en las razas no pigmentadas. Estos re­
sultados son significativos. 

Estudiamos con mayor detalle la actividad deshidrogenasa de las ra­
zas anteriores, por el método dado anteriormente. Realizamos una prueba 
cuantitativa empleando una serie de substratos diferentes. Los resultados 
se expresan en el cuadro 3. Observamos que una serie de substratos son 
utilizados por todas las razas, mientras que otros no. Caso especial es el 
de la glutamato-deshidrogenasa, que sólo muestra actividad el Staphylo­
coccus epidermidis. No sabemos la significación de esto, y el de la aspa-
rraguina. De los resultados anteriores se deduce que la actividad deshi­
drogenasa es mayor en las razas pigmentadas, especialmente en la del 
S. aureus. 
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Cuadro 3 

Substrato S. epîdermîdis "Blanco" S. aureus "Dorado" 

Lactato 
Formiato 
Malato 
Aspartato 
Fumarato 
Aconitato 
Cetoglutarato 
Succinate 
Serina 
Glutamato 
Glucosa 
Piruvato 
Acetato 
Etanol 
Glicerol 
Manitol 
Citrato 
Isocitrato 
Glicina 
Alanina 
Asparraguina 

0,580 
2,000 
1,450 
1,680 
0,090 
1,050 
1,140 
1,400 
2,800 
1,550 
0,900 
0,100 

— 
1,100 
1,500 
1,100 
1,160 
1,040 
1,260 
0,650 
2,550 
0,500 
0,800 

— 

1,950 
2,100 
1,810 
0,340 
1,200 
1,880 
1,580 
1,400 
0,790 
1,300 
1,300 

1,070 
3,200 
0,430 
1,090 
1,300 
1,910 
2,200 
1,970 
2,150 
1,450 
2,000 

3) Pruebas de crecimiento 

Tratamos de observar las modificaciones que se producen en el mis­
mo por variaciones en su composición. Por adición de ADN o de DN-asa 
pancreática (10 y/mi) no observamos variaciones en el crecimiento, aun 
cuando en el último caso, el Staphylococcus epidermidis produce mutan­
tes "dorados". En otras experiencias adicionamos digeridos de ADN (por 
DN-asa pancreática y estafilocócica). Los resultados son parecidos. Las 
razas no pigmentadas crecen más lentamente y en general el digerido de 
ADN parece retardar el mismo, al contrario de los que habían observado 
algunos autores (23). Los resultados se expresan gráficamente (figura 2). 
Por otra parte, el manganeso no influye en el crecimiento en presencia de 
digeridos, como también indicaban otros autores. 

8 
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Cuadro 4 

Variables 

Actividad Raza 

Horas 

6 12 24 18 

DN-asa 

Fosfatasa 

Pirofosfatasa 

5". epidermidis 
"Blanco" 
S. aureus 
"Dorado" 

S. epidermidis 
"Blanco" 
S. aureus 
"Dorado" 

S. epidermidis 
"Blanco" 
$•. aureus 
"Dorado" 

0,315 
0,105 
0,170 
0,190 

0,000 
0,071 
0,022 
0,046 

0,022 
0,022 
0,046 
0,126 

0,230 
0,100 
0,235 
0,260 

0,032 
0,036 
0,066 
0,081 

0,168 
0,125 
0,071 
0,076 

0,230 
0,110 
0,260 
0,285 

0,036 
0,036 
0,076 
0,086 

0,229 
0,222 
0,086 
0,076 

0,240 
0,140 
0,270 
0,410 

0,051 
0,032 
0,097 
0,097 

0,310 
0,337 
0,086 
0,056 

p< Control Dorado 
^A Control S.oureus 

0,700 

I 0,500 

,Tt Control Blanco 
Blanco (ADN) 
S.albus(ADN) 
Control S.olbus 

Figura 2. Influencia del digerido de ADN 
(estafilocócico) 



96 R, Vaamonde, C. Nogueira y B. Regueiro 

Durante las pruebas anteriores de crecimiento, determinamos algunas 
actividades enzimáticas relacionadas con la patogenicidad del estafilococo. 
A intervalos de tiempo se toman muestras y determina la actividad por 
los métodos dados previamente (cuadro 4). 

Observamos que la actividad DN-asa se incrementa en las razas pig­
mentadas, mientras que disminuye o no varía en las no pigmentadas. La 
actividad fosfatasa aumenta en todos los casos, pero de manera algo más 
rápida en las razas pigmentadas. En relación con la pirofosfatasa, el nivel 
es mucho mayor en las razas no pigmentadas incrementando su produc­
ción con el tiempo, a excepción del Staphylococcus aureus, que disminuye. 

En relación con la actividad pirofosfatasa, determinamos el efecto de 
algunos inhibidores sobre ella y vemos que en todos los casos se produce 
una cierta inhibición, especialmente con lauril-sulfato, Zn y EDTA. El 
efecto es mayor en el caso de las razas no pigmentadas, sobre todo en el 
lauril-sulfato. Esto ya lo habíamos observado en un trabajo anterior (24). 

De todo lo anterior se deduce que las razas consideradas virulentas, 
son pigmentadas y que cuando mutan a no pigmentadas cambian las pro­
piedades que se consideran ligadas a la virulencia. Esto, in vitro; debe es­
tudiarse este proceso in vivo, 

c) Acción de los antibióticos sobre las razas de estafilococos 

La acción de los antibióticos a nivel celular o nivel molecular, debe de 
estar ligada a las propiedades biológicas y bioquímicas de los microorga­
nismos, en el presente caso, de los estafilococos. 

1) Se realiza primero una prueba de sensibilidad rutinaria de las razas 
estudiadas a los principales antibióticos, por el método dado al principio. 

Observamos que todas las razas son resistentes a polimixina, sulfami­
das y a la colimicina, asimismo el Staphylococcus epidermidis resiste a 
novobiocina, el mutante "blanco" a novobiocina y meticilina, el S. aureus 
a meticilina, ampicilina y penicilina, y el mutante "dorado" a ninguno 
de los indicados. Son poco sensibles, a kanamicina, neomicina, cloranfe-
nicol y furazolidona, el 5. aureus; a kanamicina, neomicina y estreptomi­
cina, el mutante "dorado", y a cloranfenicol y oleandomicina, el mutante 
"blanco". Son sensibles en forma parecida todos los estafilococos, siendo 
el menos el S. aureus. 

2) Se realiza ahora una prueba de concentración mínima inhibidora 
a los principales antibióticos de las razas de estafilococos, por el método 
indicado previamente. 

10 
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Los resultados se expresan en el cuadro 5 y nos indican una mayor 
resistencia de las razas pigmentadas en general. 

Cuadro 5 

Antibiótico 

Penicilina 

Estreptomicina 

Tetraciclina 

Novobiocina 

5". epidermidís 

25,00 

1,56 

0,78 

25,00 

C. m. i. 

"Blanco" 

12,50 

1,56 

0,78 

25,00 

, y/m\ 

S. aureus 

100,00 

12,50 

0,78 

0,78 

"Dorado" 

100,00 

12,50 

100,00 

0,39 

3) Por último, estudiamos el efecto de la tetraciclina y novobiocina 
sobre las deshidrogenasas de las diferentes razas de estafilococos. Se hace 
esto por los métodos dados anteriormente, añadiendo el antibiótico a la 
suspensión inicial de las células, durante una hora, recogiendo aquéllas 
por centrifugación y volviendo a determinar la actividad deshidrogenasa. 
Se realiza con los substratos que previamente se ha visto que tienen acti­
vidad en las razas de estafilococos. 

Expresamos uno de los resultados en forma gráfica (figuras 3-6) como 

n Normal 
o"^ ° ̂ . V Tetraciclina 

' ' " __.y .̂...A Novobiocina 

Î© 20 30 40 50 min 

Figura 3. Dorado 

•p 0,80 

/ 
.</ 

Awry.y.r.¿fe-.'rS^T-^T-' 

x^J^ Novobiocino 

7 .V—.-V Tetrociclina 

10 20 30 40 50 mln 

Figura 4. Blanco 

ejemplo. En general, observamos que los dos antibióticos mencionados 
tienen efecto más o menos inhibidor de la actividad deshidrogenasa en 
todos los casos. Siempre la tetraciclina tiene más acción que la novobio­
cina. Existe completa inhibición en los casos siguientes: acetato-deshidro-
genasa (tetraciclina en Staphylococcus epidermidis, "dorado" y "blanco"; 

11 
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novobiocina en "dorado"); etanol-deshidrogenasa (novobiocina y tetraci-
clina en S. epidermidis, "bianco" y S, aureus); manitol-deshidrogenasa 
(novobiocina y tetraciclina en "bianco"); citrato-deshidrogenasa (tetracicli-
na en 5. epidermidis y "blanco"); alanina-deshidrogenasa (novobiocina y 
tetraciclina en S. epidermidis, tetraciclina en "bianco"); asparraguina-des-

2,00-

1.50-

1.00-

0.50-

^̂ _̂_____o.̂  0 Nornxi 

O^^'""^ 

. / 
^ A Novobiocina 

A«rSir.rf^r. ' :^r.^ ••—V- .v...»«7 Tetrocidna 

50 min 

Figura 5. S. albus 

I 
•§ 2,00 

10 20 30 40 50 min 

Figura 6. S. aureus 

hidrogenasa (novobiocina y tetraciclina en S, epidermidis y "blanco"). La 
glicina-deshidrogenasa incrementa su actividad con novobiocina en el "do­
rado". 

Se conoce que el efecto de la tetraciclina es el de inhibición de la 
biosíntesis de proteínas (11); quizás esto se relacione con la inhibición 
de las deshidrogenasas. No tenemos antecedentes del efecto de la novo­
biocina sobre las deshidrogenasas. 

CONCLUSIONES 

1.̂  A partir de una raza de Staphylococcus epidermidis se obtiene un 
mutante "dorado" por inducción con digerido de ADN. Asimismo, a par­
tir de una raza de S. aureus obtenemos un mutante "blanco" por induc­
ción con novobiocina. 

2.^ Propiedades comunes a las razas pigmentadas son: pigmento, coa-
gulasa, DN-asa, reducción de azul de metileno, caseinasa, lecitinasa, fosfa-
tasa y crecimiento en agar-telurito-glicina. También estas razas presentan 
mayor actividaded fermentativa de azúcares. En general, la actividad des-
hidrogenasa es mayor en las razas pigmentadas cuantitativamente, pues 

12 
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cualitativamente estas actividades actúan sobre los mismos substratos a 
excepción de la glutamato-deshidrogenasa, que sólo la posee el S. epider­
midis, 

3.^ El crecimiento en todas las razas no es influido por ADN o por 
DN-asa; en cambio, los digeridos de ADN inhiben ligeramente a las pig­
mentadas y estimulan a las no pigmentadas. Durante el crecimiento, la 
DN-asa exocelular aumenta en las razas pigmentadas y no varía o dismi­
nuye en las no pigmentadas; ocurre lo contrario con la actividad pirofos-
fatasa. 

4.^ Las sensibilidades y resistencias a los antibióticos son similares 
cualitativamente en todas las razas, con ligeras excepciones. Cuantitativa­
mente, la concentración mínima inhibidora de algunos antibióticos, mues­
tra una mayor resistencia de las razas pigmentadas. Se encuentra que la 
tetraciclina y la novobiocina actúan sobre la actividad deshidrogensa en 
algunos substratos y de especial manera sobre la de las razas no pigmen­
tadas. 

RESUMEN 

Estudiamos un mutante "dorado" y otro "blanco" obtenidos, respec­
tivamente, de una raza de Staphylococcus epidermidis y otro de S. aureus 
por inducción por digerido de ADN y de novobiocina. Ss estudian las 
propiedades de las cuatro razas comparativamente, así como la cinética 
de su crecimiento y de producción de algunas enzimas y por último la 
sensibilidad de dichas razas a los antibióticos. Se concluye que el mu­
tante "dorado" es similar al S. aureus y el "blanco" el S. epidermidis. 

SUMMARY 

Study on staphylococci mutants 

We studied a "golden" mutant and a "white" mutant from the strains 
of Staphylococcus epidermidis and 5. aureus respectively by chemical 
induction. We studied the properties of these four strains as well as the 
growth kinetics, production of some enzymes, and also the antibiotic 
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sensitivity of these strains. We can conclude that the "golden" mutant 
is similar to the S, aureus and that the "white" mutant is similar to the 
5. epidermidis. 
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INTRODUCCIÓN 

El estafilococo es uno de los microorganismos más difíciles de des­
integrar por métodos físicos y esto naturalmente depende de la estructura 
de su pared celular. Pero el estafilococo se puede romper o Usar y esto 
ocurre con diferente intensidad en cada raza, lo cual quiere significar 
diferencias de estructura en las paredes de las mismas. En la línea de 
nuestro trabajo, esto pudiera utiUzarse para diferenciar razas y para rela­
cionar tal propiedad con otras características de los estafilococos. 

En el presente trabajo estudiamos la Usis de razas de estafilococos 
por procesos de autólisis, rotura por ultrasonido y Usis por la Usostafina. 

Este último es el método más interesante para nosotros, dado que 
la rotura es específica de pared celular y no hay alteración del contenido 
citoplasmático. La Usostafina es una enzima obtenida por Schindler 
y Schuhardt (9), de un filtrado de Staphylococcus staphylolyticus, Schind­
ler (8) dice que lisa al estafilocoo) in vivo y específicamente en el muco-
péptido de la pared celular. Se determinó (10) que la velocidad de Usis 
depende de la concentración de cloruro sódico, temperatura, pH y con­
centración de Usostafina. 

Brower y colaboradores (2) dicen que es una peptidasa que rompe 
específicamente los enlaces de glicina y alanina en la fracción de muco-
péptido de la pared. Zygmunt y colaboradores (15-16 y 18) hacen estu­
dios sobre el efecto de la Usostafina en las infecciones estafilocócicas, así 
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como Quinn y colaboradores (6), que observan una mayor inhibición en 
los estafilococos coagulasopositivos que en los negativos. Asimismo, Zyg-
munt y colaboradores (17) estudian el efecto de la lisostafina sobre razas 
sensibles y resistentes de Staphylococcus aureus. 

Tipper (13) estudia los mecanismos de autólisis de paredes celulares 
aisladas de Staphylococcus aureus, así como otros autores, pero no estu­
diaron las diferencias de autólisis entre razas de estafilococos. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Se utilizan razas de Staphylococcus aureus y 5. epidermidis aisladas de 
muestras patológicas en nuestro laboratorio. A partir de la primera se 
aisla un mutante "blanco" y del segundo un mutanto "dorado", por los 
métodos dados por nosotros en otro trabajo (14). 

Los cultivos se realizan en: caldo común, caldo tripticasa-soja y agar 
tripticasa-soja. La lisostafina empleada fue enviada por el Dr. Tavormina 
de Mead Si Johnson Research Lab. (USA). Trabajamos según los méto­
dos dados por dicho autor. 

El método de rotura de células por ultrasonido se hace con cultivos 
en caldo común, crecidos por agitación a 30 ^C, por quince horas. Se 
centrifuga, realizan varios lavados y hace suspaasión en agua destilada. 
Esta se somete al ultrasonido (aparato MSE), centrifuga una vez rotos las 
células y hace análisis. 

La Msis por lisostafina se hace sobre suspenden de las células obteni­
das como antes, en tampon de tris-QNa (pH = 7,5) y en pre lacia de di­
versas concentraciones de lisostafina. Se incuba a 37 ^C y cada diez minu­
tos se toma ima muestra y mide la extinción en un fotocolorímetro de Klpp 
(filtro, 620 m//). 

Se realizan determinaciones de sustancias con absorción máxima a 
UVaéo en espectrofotómetro de HMger y en los líquidos lisados centrifu­
gados. La protenia se mide por el "biuret", según el método dado por 
Leggett (4); los prupos reductores, por el método del ácido diniti^salicí-
lico (13); los aminoazúcares, por los métodos de Reissig y ccdalK)râdo-
res (7), y el de Cessi y Piliego (3), exjparesando los resultados aa N^acetil-
glucosanüna; la DN-asa, por el de Stone y Burton (11); la fosfatasa, peo* 
el de Barnes y Morris (1), y la pirofosfatasa, por el de Levinson y cola­
boradores (5). 
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EXPERIENCIAS Y RESULTADOS 

1) Proceso de autólisis 

Cultivos de las razas de estafilococos antes mencionadas crecen en 
caldo tripticasa-soja, en agitación, a 30 ^C, por dieciséis horas. Se recogen 
y lavan las células por centrifugación y ponen en solución salina, aban­
donando en nevera ( + 4 ^C), por treinta días. Se determina la extinción 
inicial y final de las suspensiones y observa la disnainución en la misma. 
Los resultados se expresan en el cuadro L Encontramos que las razas 
pigmentadas se autolizan en mayor intensidad, quizá porque son las úni­
cas que forman enzimas autolíticas o porque sus paredes celulares sean 
más débiles. 

Cuadro 1. Autólisis de estafilococos 

Razas D. o. inicial D. o. final 

S. epidermidis 

Mutante "blanco" 

S. aureus 

Mutante "dorado" 

1,199 
1,199 

1,199 

1.199 

1,199 
1,149 

0,438 

0,402 

2) Rotura por ultrasonidos 

Se hace por el método dado previamente. A diferentes períodos de 
tiempo se toman muestras que se analizan para proteína, nucleótidos, 
DN-asa, fosfatasa y pirofosfatasa. Damos la gráfica de los resultados 
sobre una de las razas empleadas, por ser similares los de las otras razas 
(figura 1), 

En general, los nucleótidos son los primeros que difunden en el medio, 
quizá por su poco peso molecular. La difusión de proteínas va aumen­
tando a medida que se continúa el tratamiento por ultrasonido. La DN-asa 
difunde en las razas pigmentadas, pero esto ocurre por ser en las que hay 
producción de la misma, en este caso de tipo endocelular; en las no pig­
mentadas, como se observa en la gráfica, casi no varía. Algo parecido 
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ocurre con la actividad fosfatasa. En relación con la pirofosfatasa, ésta 
aumenta en las razas no pigmentadas, en general, de acuerdo con resul­
tados anteriores. 

l»KT^---«r.r..^ 

^-x ADN-asa 

, ^ + Pirofosfafasa 

,+-^* .j% FosfatasdxíO 
• T ^ * - ^ * " " 

1 2 3 4 h 

Figura 1. Ultrasonidos 

3) Lisis por lisostafina 

Esta sustancia, que algunos consideran enzima y otros antibiótico, 
lisa específicamente la pared celular del estafilococo por efecto de pep-
tidasa. 

a) Efecto de la cantidad de lisostafina 

Se realiza por el método que hemos dado anteriormente y poniendo 
concentraciones de lisostafina de 1,0-2,0-3,0 y 4,0 unidades (el producto 
contiene 250 U/mg), así como un tubo control sin lisostafina. Se incuba 
y cada diez minutos toma una muestra y determina la extinción que nos 
da el grado de lisis. Expresamos los resultados gráficamente (figuras 2-3) 
y correspondientes al Staphylococcus aureus y S. epidermidis, pues los de 
los mutantes son similares a éstos. 

Observamos inmediatMnente que todas las concentraciones de lisos­
tafina producen lisis proporcionalmente a su concentración. Otra con­
clusión que se deduce es que las razas pigmentadas se lisan más fácilmen­
te que las no pigmentadas y un poco más en los mutantes que en las razas 
originales. 
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Figura 2. S. aureus 
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Figura 3. S. albus 

b) Análisis de Usados por lisostafina 

La experiencia se realiza por los métodos generales antes indicados. 
La lisis se realiza con dos unidades de lisostafina. Se realizan en los Usa­
dos centrifugados los análisis que se indican en el cuadro 2. 

Cuadro 2. Análisis de Usados por lisostafina 

Determinación de 

Proteína 
Nucleótidos (UV260) 
Grupos reductores 
Aminoazúcares 
DN-asa 
Fosfatasa 
Pirofosfatasa 

S*. epidermtdis 

0,050 
0,180 
0,000 
0,290 
0,080 
0,000 
0,029 

"Blanco" 

0,055 
0,180 
0,000 
0,270 
0,085 
0,018 
0,076 

S. aureus 

0,055 
0,480 
0,000 
0,350 
0,060 
0,061 
0,009 

"Dorado" 

0,050 
0,615 
0,000 
0,320 
0,050 
0,046 
0,012 

Observamos que la cantidad de proteínas es similar en todos los casos. 
Existe mayor cantidad de nucleótidos en las razas pigmentadas que en 
las no pigmentadas. No se detectan grupos reductores, pero sí aminoazú-
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cares, lo cual demuestra el efecto de la lisostafina sobre la estructura de 
la pared celular; asimismo, el efecto se ve es mayor sobre las razas pig­
mentadas. Es curioso observar que el contenido en DN-asa endocelular 
es mayor en las razas no pigmentadas, las cuales casi no la forman exoce-
lularmente. La fosfatasa, en cambio, es mayor en el caso de las razas 
pigmentadas, al contrario de la pirofosfatasa. La cantidad es baja, pues 
como se centrifuga se separan estructuras a las cuales se encuentra liga­
da la actividad pirofosfatasa. 

c) Influencia de la edad en la lisis por lisostafina 

Se realizan los métodos generales de crecimiento de las diferentes razas 
de estafilococos, en caldo tripticasa-soja, en agitación y a 30 ̂ C. Cada dos 
horas se toma una muestra, se centrifuga y las células se lavan y emplean 
en la lisis por lisostafina, por los métodos generales antes indicados. Los 
resultados los expresamos gráficamente en el caso del Staphylococcus 
aureus (figura 4), pues los de las otras razas son muy similares. 

0.080 

Figura 4. S. aureus 

Observamos que la lisis es mayor cuanto más edad tienen las células, 
aunque dentro de unos límites muy estrechos. Las razas pigmentadas se 
Usan con más intensidad y más rápidamente. 
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d) Análisis de los Usados, según tiempos 

Se recogen por centrifugación las células de cultivos normales y se so­
meten a la lisis por lisostafina. Las células Usadas en diferentes tiempos 
se centrifugan y en los líquidos se determinan proteínas, nucleotidos, 
DN-asa, fosfatasa y pirofosfatasa. Los resultados se expresan gráficamen­
te en los casos de Staphylococcus aureus y S. epidermidis (figuras 5-6), 
pues las de los mutantes son semejantes. 

^ A — 
_^^.—A Profeino 

•*-x ADN-aso 

/ y':^---

b ^ ^ ^ , rr~§. Pirofosfatasa 

20 4 0 60 80 100 min 

Figura 5. S. aureus 

n ^ ' ^ ^ ' ^ D Fosfofasa 

•o Lisis 
^ « UV260X30 

20 40 60 80 100 ITlln 

Figura 6. S. albus 

Observamos cómo la lisis es mayor en el caso de la raza pigmentada. 
Aquí no se observa actividad pirofosfatasa en ningún caso. Las otras ac­
tividades y componentes celulares aumentan con el tiempo de lisis. Pro­
teína y nucleotidos son semejantes en todas las razas y DN-asa y fosfata-r 
sa, lo mismo, pero se producen más rápidamente en las razas pigmentadas. 

Cuando comparamos estos resultados con los obtenidos por rotura 
con ultrasonido notamos la misma proteína, pero un mayor desprendi­
miento de nucleotidos en este último caso. La DN-asa es similar, en cam­
bio, es mayor la actividad fosfatasa y pirofosfatasa en los Usados por ul­
trasonido. 

e) Influencia de la isotonía en la lisis 

Se había indicado que la velocidad de Usis del estafilococo por lisos­
tafina dependía en parte de la concentración de cloruro sódica del medio. 
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Hemos realizado alguna experiencia sobre esto apücando los métodos da­
dos previamente de cultivo y separación de células. La lisis se hace con 
dos unidades de lisostafina en medio sin ClNa (hipotónico), normal (iso-
tónico) y tres veces concentración normal (hipertónico). Los resultados 
de la lisis se expresan gráficamente (figuras 7-9), 

850.200 

8 

i 
>; o.ieoH 

0,120-j 

0,080-

0,040 

w 

20 40 eo 80 100 mtn 

% 
W \ 
\\ \ W 

S. aureus 
Se Dorado 

«j 0.200-

%, 

20 40 60 80 100 miH 20 40 60 80 100 TX\m 

Figura 7. Hipotónico Figura 8. Isotónico Figura 9. Hipertónico 

Observamos que en todos los casos la lisis se desarrolla mejor en me­
dio isotónico, a excepción del caso del Staphylococcus epidernüdis. Otros 
autores señalan aumento de lisis con aumento de cloruro sódico. 

f) Influencia de antibióticos en la lisis 

Pensamos nosotros que quizá la lisostafina pueda actuar de forma di­
ferente sobre células que han sido tratadas por antibiotiœs, en el sentido 
de hacerse más sensibles o resistentes a la misma. Se añade a la mezcla 
de lisis concentraciones sub-bacteriostáticas de novobiocina y tetraciclina 
y los resultados se expresan gráficamente por la tetraciclina (figuras 10 y 
11), por ser similar los dos casos. El tratamiento es por una y dos unidades 
de lisostafina. En esta última, la lisis es más intensa, a excepción del Sta­
phylococcus aureus, que quizá esté sensibilizado. 

8 



Lisis y estudio de Usados de estafilococos 111 

A. ^ ^ 

XÎ ; : -O . 
J ^ O S.QJBUS 

^ "*• S.aur«« 

"N Blanco 

"A"—A Dorocio 

20 40 60 80 100 min 

Figura 10. Tetraciclîna (1 U) 

0,080 
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"••x Blanco 
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Figura 11. Tetraciclîna (2 U) 

CONCLUSIONES 

1.̂  Las razas pigmentadas se autolizan a 4 °C en treinta días, lo que 
no ocurre a las razas no pigmentadas. Las primeras también son más fá­
ciles de romper por ultrasonido, como se determina por una mayor difu­
sión de proteína, DN-asa y fosfatasa. 

2.^ Empleando la lisostafina como agente de lisis, ésta es proporcio­
nal a la concentración de aquélla en todas las razas empleadas. La lisis 
es mayor en las razas pigmentadas que en las no pigmentadas. Las razas 
mutantes Usan mejor que las originales. La intensidad de la lisis se deter­
mina por el grado de difusión de nucleótidos y aminoazúcares. 

3.^ La lisis por lisostafina es mayor con la edad de los cultivos de es­
tafilococos y mayor en las razas pigmentadas. También es mayor la lisis 
cuando se realiza en condiciones isotónicas, a excepción del Staphylococ­
cus epidermidis, que es mejor en medio hipertónico. 
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RESUMEN 

Se realizan estudios sobre lisis de razas de Staphylococcus epidermi-
dis, S, aureus y mutantes "dorado" y "blanco" obtenidos respectivamen­
te de los anteriores. Las razas pigmentadas autolizan mucho más que las 

no pigmentadas, así como son más fáciles de romper por ultrasonido; por 
otra parte, la lisostafina actúa sobre ellas con mayor intensidad y más con 
la edad de cultivo. Estas diferencias establecen una separación entre razas 
de estafilococos. 

SUMMARY 

Staphylococci lysis 

We realized studies on the lysis of the Staphylococcus epidermidis, 
S. aureus and the "golden" and "white" mutants obtained from each res­
pectively. The pigmented strains autolize much more than the non pigmen­
ted strains, and are also easier to break-up by ultrasound waves. On the 
other hand, the lysostaphin lysis acts on these pigmented strains with 
greater intensity and even more so in relation with the ageing culture. These 
differences permit to discriminate between Staphylococcus strains. 
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INTRODUCTION 

The investigations regarding the effect of individual factors upon the 
rhizosphere microflora have recently attracted the attention of various 
workers. Changes in root exudation and soil composition with varying 
plant species and age have been widely advocated. The nature of rhizos­
phere ndcroflora of plants of varying age growing under nearly identical 
edaphic and environmental conditions when sampled on the same date has 
inadequately been studied and this forms the theme of the present inves­
tigation. 

MATERIALS AND METHODS 

Seeds of two medicinal plants, viz., Peristrophe bicalyculata Nees. and 
Andrographis penniculata (Burm. f.) WaU. ex Nees belonging to same 
family (Acanthaceae) were sown separately in earthen post contain­
ing unsterilized garden soil. Second and third sowings were done 30 and 
50 days after the first one. Some pots without plants were kept as control 
for the assessment of soil microflora. Five replicates containing four 
plants were kept for each set. Plants were allowed to grow under similar 

Microbiol. Españ., 24 (1971), 115. 1 
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enviromental conditions and maintained to same moisture level by regular 
watering. 

Sampling was done one month after the third sowing (25th Dec. 1969) 
when the plants sown in last and first sets were in preflowering (Pi, Ai) 
and post flowering (Pm, Am) stages. The plants sown in between were 
in flowering (Pu, An) condition. Non-rhizosphere, rhizosphere and rhizo­
plane microflora was assessed by the method used earlier (3 and 5). 
Modified Martin's (7) meat extract agar and Czapeck's + yeast extract 
(pH = 4) media were used for fungi, bacteria and rhizoplane fungi res­
pectively. Frequency of fungi was determined by the method suggested 
by Saksena (9). 

The total free amino acids per gramme of root was determined by the 
method of Peach and Tracey (8). 

RESULTS 

Results of the present work are tabulated in tables 1-4. 

Qualitatively the different sets did not exhibit much variation in rhi­
zosphere mycoflora. Most of the fungal species were of common occu­
rrence in the rhizosphere of the two plants. Aspergillus niger. A, awamori, 
Pénicillium terrestre and Cladosporium herbarum were dominant in all 
the cases. A few species were isolated with higher frequency in specific 
cases only. Only a few rhizospheric fungal species were restricted in their 
distribution, viz., Choanephora cucurbitarum in Pi, Pemcillium funiculosum 
in An and Stysanus médius in Pm. The fungi specific to control soil were 
Chaetomium herbasum, Gelasinospora, sp.. A, flavipes and A, phoenicis. 
The variation in the rhizosphere fungal species of different sets was not 
appreciable while soil fungal flora varied considerably (table 1), 

In the rhizoplane region only Cladosporium herbarum was commonly 
isolated from all the sets while Pénicillium oxalicum and F. terrestre in 
PI, Aspergillus nidulans in Ai; A, awamori and P. funiculosum in An; 
A, sydawi, Curvularia geniculata and Alternarla tenuis in Pm and C. te-
tramera in Am were specific. Average colonies per plante were higher 
during post-flowering stage in both the plants. In this case also, number 
of fungal species from the different sets showed no remarkable variation 
(tMe 2). 



Investigations into rhizosphere microflora. Ill 117 

Table I. Frequeiwy of fungi in different rhizospheres 

Isolates 

Gongronella butleri 
Rhizopus nigricans 
Mucor hiemalis 
M. racemosus 
Choanephora cucurhitarum 
Cunninghamella echinulata 
Chaetomium herbasum 
Gelasinospora sp. 
Neocosmospora vesinfecta 
Aspergillus nidulans 
A, variecolor 
Pénicillium spiculisporum 
Trichoderma viride 
A, aculeatus 
A. awamori 
A, candidus 
A. flavipes 
A. flavus 
A. niger 
A. phoenicis 
A. sydowi 
A. ter reus 
A. versicolor 
P. decumbens 
p. digitatum 
P. funiculosum 
P. humicola 
P. notatum 
P. oxalicum 
P. terrestre 
Gliocladium roseum 
Acremonium vitis 
Paecilomyces fusisporus 
Pa. varioti 
Torula herbarum 
Stachybotrys alternans 
Cladosporium epiphyllum 
C. herbarum 
Curvularia geniculata 
Cu. lunata 
Alternaría tenuis 
Stysanus médius 
Fusarium avenaceum 
F. nivale 
F. oxysporum 
Black sterile colonies 
White sterile colonies 

Number of species 

PI 

2 
1 

1 
1 

1 

I 

1 

1 
2 

1 
1 

1 

1 
2 

1 

2 
1 
1 
1 

1 

3 

21 

A i 

1 
1 
1 
1 

1 

1 
1 

1 
2 
1 

1 
2 

1 
1 

1 
1 
1 

1 

3 

1 

1 

1 

22 

P i i 

1 
1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 
1 

1 

2 
1 
1 

2 
1 
1 
1 

1 

1 
3 

1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 

27 

A„ 

1 
1 
1 

I 

1 

1 
2 
1 

1 
2 

1 
2 

2 
1 

1 

2 

1 

2 
2 

2 

25 

1 
Piii A m Soil 

1 1 1 

1 

1 1 

1 1 

1 

1 1 
1 2 1 

1 1 1 
1 2 2 

1 1 1 

1 1 1 

1 1 1 

1 
1 2 2 

1 

1 1 1 

1 

1 1 1 
3 2 2 

1 
1 1 1 
1 1 1 

1 1 
1 1 1 

1 1 
1 1 1 

27 24 32 
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Table 2, Percentage frequency of fungi in different rhizoplanes 

Isolates 

Rhizopus nigricans 

Aspergillus nidulans 

A. aculeatus 
A, awamori 

A. flavus 
A. niger 

A. sydowi 

Pénicillium funiculosum 
P. oxalicum 
P, terrestre 

Cladosporium epiphyllum 

C. herbarum 
Curvularia geniculata 

Cu. tetramera 
Alternaria tenuis 

Fusarium nivale 

F. oocysporum 

Black sterile colonies 

White sterile colonies 

Number of species 

Av. Cols./pl. 

PI 

3 

1 

1 

2 

2 

5 

2 

7 

3 

Ai 

3 

2 

1 

1 

2 

1 

2 

7 

4 

Pi i 

1 

2 

1 

1 

3 

1 

2 

1 

8 

4 

A„ 

3 

2 

1 

2 

2 

1 

1 

7 

4 

Pill 

1 

2 

2 

1 

2 

2 

1 

1 

8 

5 

Am 

2 

4 

1 

1 

2 

1 

6 

4 

Quantitatively microflora varied appreciably in different sets, being 
highest at flowering and lesser either in pre or post-flowering stages. Soil 
micro-population was least. Generally Peristrophe bicalyculata harboured 
a higher microflora than Andrographis penniculata (table 3). Total free 
amino acid in two plants was higher at flowering and least at post-flowering 
stage (table 4). 



Investigations into rhizosphere microflora. Ill 119 

Table 3, Microbial popu ation in different rhizospheres and soil 

Plant species 

P. bicalyculata 

A, penniculata 

Soil (control) 

F 

B 

F 

B 

F 

B 

Pre-flowering 

87550 

296000 

63000 

276000 

22800 

102200 

Flowering 

113000 

1067000 

108500 

920000 

Post-flowering 

88500 

710000 

57200 

823500 

F = ftingi. B = bacteria. 

Table 4. Total free amino acids in fjig/g of root 

Plant species 

P. bicalyculata 

P. penniculata 

Pre-flowering 

1080 
1100 

DISCUSSK )N 

Flowering 

1220 
1140 

Post-flowering 

960 
1000 

The quality of the fungi in the rhizosphere of two plants exhibited 
commonness greatly due to much similarity in edaphic and environmental 
set up and the same sampling period. During cold months (25th Jan. 1970) 
Cladosporia and Penicilüa recorded abundantly from air, plant parts and 
sou of this area (3, 5-6 and 10) were dominant and common during dif­
ferent stages. Srivastava (10) observed remarkable succession of rhizosphe^ 
re mycoflora and reported the dominance of phycomycetes in young stage; 
ascomycetes and deuteromycetes during flowering, and Fusaria, certain 
ascomycetes and sterile colonies during senescent stage of certain crops. 
This pattern, however, was not recorded in the present investigation and 
the rhizosphere region of the two plants of different ages harboured nearly 
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the same type of mycoflora. The sampling period for the assesment of the 
microflora in most of the earlier investigations also differed for the plants 
of different ages. The variation as observed by the senior author and 
other workers in the rhizosphere microflora of the plants of different ages 
may also be due to the difference in sampUng period and consequently the 
environmental and edaphic conditions. 

The total free amino acids in root has a direct correlation with the 
quantity of the root micro-population. During flowering stage of the plants 
the maximum amino acids directly affected the rhizosphere microflora. 
Root exudates of plants have been reported to affect the micro-population 
by breaking down the dormancy of fungal spores (2 and 11) either by 
overcoming a fungistatic factor (1) or by supplying nutrients to microbes. 

SUMMARY 

Rhizosphere and rhizoplane microflora of two medicinal plants, viz., 
Peristrophe bicalyculata and Andropogon penniculata belonging to same 
famüy (Acanthaceae), growing in same soil has been studied. Sampling 
of pre-flowered, flowered and post-flowered plants and also the control 
soil was done at the same time to investigate the effect of sampling period. 
The quality of the rhizosphere mycoflora of the plants of the different 
ages varied little due to same sampling period. The total free amino acids 
in root has a direct correlation with the quantity of rhizosphere microflora. 
P. bicalyculata harboured higher microflora than A, penniculata, 
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RESUMEN 

Investigaciones sobre la microflora de la rizosfera, IIL Influencia del 
período de recogida de muestras 

Se ha estudiado la microflora de la rizosfera y la rizoplana de dos 
plantas medicinales, Peristrophe bicalyculata y Andropogon penniculata, 
pertenecientes a la misma familia (Acanthaceae) y crecidas en el mismo 
suelo. Se han recogido muestras de plantas antes, en y después de la 
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floración, así como también suelo-testigo, al mismo tiempo. Las carac­
terísticas de la microflora de la rizosfera de plantas de diferentes edades 
variaban poco debido a haberse efectuado la recogida de las muestras al 
mismo tiempo y en la misma época. El total de los aminoácidos libres 
de la raíz estaba en relación directa con la cantidad de microflora de la 
rizosfera. P. bicalyculata contenía mayor número de microorganismos que 
A. penniculata. 
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INTRODUCCIÓN 

Varias circunstancias han hecho converger nuestro interés en el sujeto 
del presente trabajo: el carácter antibiótico de ciertas sustancias liquéni-
cas, el estar en la actualidad experimentando el aprovechamiento por bac­
terias de fuentes nitrogenadas simples y el hecho de que toda la biblio­
grafía consultada apoyaba la tesis de la ausencia de efecto antibiótico del 
ácido L-úsnico sobre bacterias gram-negativas (10). 

Anteriores estudios sobre la ureasa de Proteus mirabilis nos llevaron 
a postular un fenómeno de inducción de la síntesis de la enzima en pre­
sencia de urea (12). Sobre la relación entre antibióticos y ureasa, sólo 
conocíamos el trabajo de Gale (7), que había realizado estudios sobre la 
actividad ureásica en relación con la sensibilidad de bacterias frente a 
ciertos antibióticos. Demostró que seis ácidos hidroxámicos distintos, in­
hibidores altamente específicos de la ureasa, reducían la sensibilidad de 
nueve cepas de Proteus frente a antibióticos del tipo de la ampicilina. 

En nuestro laboratorio se venía trabajando sobre la actividad anti-
biótica de las sales sódicas del ácido L-úsnico. Bajo este aspecto habí^ 
sido más ampliamente estudiada la acción de las formas dextro (2-4). 
Previamente se había demostrado que el L-usnato sódico no presentaba 
actividad antibiótica frente a Proteus mirabilis en concentraciones que 
iban desde 1,75 a 14 jug/ml. Las mismas concentraciones eran activas 
frente al gram-positivo Sarcina lútea. 

Microbiol. E«pañ., 24 (1971), 123. 1 
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En el presente trabajo se da cuenta de los resultados obtenidos en 
relación con la acción del L-usnato sódico sobre el contenido total de 
proteínas de Proteus en crecimiento y su efecto sobre la actividad ureá-
sica. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

a) Microorganismo y condiciones del cultivo 

Proteus mirabilis NCIB 5887; se cultivaba en medio basal líquido re­
comendado por Magaña-Plaza y Ruiz-Herrera (9), previamente utilizado 
por uno de nosotros (12), y se mantenía en medio basal sólido de com­
posición también recomendada por los mismos autores. Las medidas de 
crecimiento se determinaban por turbidometría con un spectronic 20 de 
Bausch y Lomb. La temperatura de incubación de los cultivos era de 
37 ^C. Al medio basal líquido se adicionaba urea o antibiótico en las 
concentraciones que en cada caso se indican. 

b) Medida de la actividad enzimática 

Las bacterias crecidas en medio líquido durante cuatro horas se cen­
trifugaban a 6.000 g durante veinte minutos en una centrífuga Wifug X-1, 
se lavaban tres veces con suficiente cantidad de tampon de fosfato 
0,075 M de pH 6,9 y se trataban con acetona. Los polvos acetónicos 
recogidos por centrifugación a 6.000 g durante veinte minutos se secaban 
a vacío y se eluían en el mismo tampon, de tal manera que la concentra­
ción final era de 0,5 mg de peso seco/ml. 

Este extracto crudo se utüizaba para la determinación de velocidad 
de reacción por el método de microdifusión de Conway (5), valorando 
el amoníaco por colorimetría mediante la reacción de Nessler (11). 

Las proteínas se valoraban por el método de Lowry y colaborado­
res (8), utilizando como patrón seroalbúmina bovina de Armour and Co. 

El L-usnato sódico se preparó en nuestro laboratorio a partir de ácido 
L-úsnico de Lake Oy, Turku (Finlandia). La ureasa cristalizada era de 
Sigma Chemical Co., de tipo III. 

El L-usnato sódico se disolvía con agitación en frío en una disolu­
ción de ClNa al 2 % . 
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RESULTADOS 

Efecto del L-usnato sódico sobre el crecimiento de Proteus mirabilis 

Como se muestra en la figura i , la adición de L-usnato sódico, a con­
centración de 14 yag/ml, al medio basal de cultivo incrementa el creci­
miento de la población bacteriana. 

Figura 1. Crecimiento de P. mirabilis en ausen­
cia de urea, o o con antibiótico: • • sin 
antibiótico. La densidad óptica se medía a 

610 miu 

La figura 2 demuestra que el crecimiento de Proteus mirabilis se ve 
incrementado por la presencia de urea en el medio, a concentración de 
40 mM. Este efecto es atribuible a la síntesis inducida de enzimas que 
producen y utilizan amoníaco (13). La presencia del antibiótico en este 
medio basal suplementado con urea disminuye la velocidad de crecimiento. 

Figura 2. Crecimiento de P. mirabilis en presen­
cia de urea, o o con antibiótico; • • sin 

antibiótico 
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Efecto del L-usnato sódico sobre la actividad ureásica de 
Proteus mirabilis 

Se utilizaba como inoculo 2 ml de un cultivo mantenido diecisiete 
horas en medio basal líquido a 37 ^C. El inoculo inicial contenía siempre 
unos 0,5 mg de bacterias. La totalidad de las células, al cabo de cuatro 
horas de incubación, se cosechaba por centrifugación, se lavaba y se 
trataba con acetona, tal como se describe en Métodos. Un cultivo pa­
ralelo se llevaba a cabo en presencia de antibiótico, a concentración 
de 14 fjLg/ïsà. 

Los polvos acetónicos obtenidos se düuían en tampon de fosfa­
to 0,075 M, de pH 6,9, de tal manera que quedara ima concentración 
de 0,5 mg de peso seco/ml. El contenido en proteínas y la actividad 
ureásica de ambos cultivos vienen expresados en el cuadro 1, 

Cuadro L Efecto del L-usnato sódico sobre actividad ureásica de P. mira-
bilis creciendo en ausencia de urea 

Tratamiento 

Con antibiótico 

Sin antibiótico 

Peso seco 
mg 

0,5 

0,5 

Proteína 
mg 

0,10 

0,16 

Velocidad 
de 

reacción 
(*) 

0,023 

0,086 

Actividad 
específica 

0,23 

0,55 

(*) En un volumen final de 3 mi se mezclaban 40 /¿mol de urea, 0,25 mg de 
polvos acetónicos y 150 /¿mol de fosfato, con pH final de 6,9. La velocidad de 
reacción viene expresada en micromoles de NHa/minuto. 

(**) La actividad específica viene dada en micromoles de NHs/miligramo de 
proteína y minuto. 

La adición de urea al medio de cultivo modifica en gran manera los 
resultados. En presencia de antibiótico, la síntesis de proteínas sufre im 
considerable aumento, mientras que la actividad ureásica se mantiene más 
baja que en las bacterias no tratadas. Los resultados se dan en el cuar-
dro 2. 
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Cuadro 2. Efecto del L-usnato sódico sobre actividad ureásica de P. mira-
bilis en presencia de urea 

Tratamiento Peso seco 
mg 

Proteína 
mg 

Velocidad 
de 

reacción 

Actividad 
específica 

Con antibiótico 

Sin antibiótico 
0,5 

0,5 

0,28 

0,18 
0,086 

0,160 

0,31 

0,85 

Las condiciones de medición son las expresadas en el cuadro 1. 

Efecto del L-usnato sódico sobre la actividad ureásica in vitro 

Antes de interpretar los resultados obtenidos sobre células vivas, se 
llevaron a cabo experiencias que tendían a esclarecer si el L-usnato sódico 
tenía algún efecto sobre la actividad ureásica in vitro. 

Manteniendo un volumen final de 3 mi se hicieron tres determinacio­
nes de velocidad de reacción en las siguientes condiciones: 

a) Se preincubaban a 37 ^C durante cinco minutos, 40 /̂ mol de urea, al 
cabo de los cuales se añadían 5 //g de ureasa cristalina; 

b) se preincubaban a 37 ̂ C durante cinco minutos, 40 /¿mol de urea y 
14 /eg de L-usnato sódico, al cabo de los cuales se añadían 5 /̂ g de 
enzima. 

c) se preincubaban 5 /¿g de enzima y 14 //g de L-usnato sóduco durante 
cinco minutos, al cabo de los cuales se añadían 40 ¡jmol de urea. 

Los resultados se expresan en la figura 3. Al aumentar el tiempo de 
incubación de enzima y antibiótico juntos, la velocidad de reacción dis­
minuía. Mientras que la preincupación de la enzima y antibiótico pro­
voca im 86 % de inhibición, el antibiótico sin incubación previa con la 
enzima, sólo produce una inhibición del 32 %. El L-usnato sódico pare­
cía actuar como inhibidor de ureasa in vitro. 

La concentración de L-usnato sódico, que, en condiciones de pre-
incubación, produce un 50 % de inhibición, se determinó haciendo ac­
tuar sobre la enzima concentraciones de antibiótico de 14, 10, 7 y 
3 jug/wl. Enfrentando velocidades de reacción a logaritmos de concen­
traciones de inhibidor, la concentración de antibiótico que daba un 50 % 
de inhibición era de 4,68 jug/wl (figura 4), 
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Figura 3. Inhibición de ureasa por L-usnato sódico. En un votumen 
final de 3 mi se mezclaban 4ê pimoà de urea, S fig de ureasa y 
J 50 jumol de fosfato con pH de 6,9 en a. En b y c se añadían, además, 
14 f.ig de antibiótico. Las condiciones experimentales se especifican en 
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Figura 4. Inhibición de ureasa por L-usnato sódico. Enzima e inhibidor 
se preincubaban a 37 ^C antes de la adición de substrato 
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Una vez determinada esta concentración de antibiótico, se variaron 
las concentraciones de substrato en presencia y ausencia de la concentra­
ción fijada de inhibidor. Las rectas recíprocas que se dan en la figura 5 
demuestran que la inhibición de ureasa por L-usnato sódico es de tipo 
competitivo. 

c 
1 15 -I 

O 
E 

*Q05 000 0,0\ 002 003 OPA 0.05 
[urea mM]'"' 

Figura 5. Rectas recíprocas de concentración de substrato frente a ve-
locidades de reacción, o o con inhibidor; • • sin inhibidor. 

Las condiciones experimentales vienen dadas en el texto 

En el cuadro 3 se dan los resultados obtenidos al tratar de demostrar 
si la inhibición era reversible o irreversible. La concentración de la en­
zima se aumentó a 100 /*g/ml, ya que la pérdida de actividad por diálisis 
era considerable. Los resultados demuestran que la actividad no se res­
taura por diálisis. En este caso, la inhibición de ureasa por L-usnato só­
dico era competitiva e irreversible. 
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Cuadro 3, Irreversibilidad de la inhibición 

Tratamiento 

Enzima sin dializar 

Enzima + inhibidor sin dializar 

Enzima dializada 

Enzima + inhibidor dializados 

Velocidad 
de reacción 

5,04 

1,50 

4,40 

0,09 

Inhibición 
% 

70 

98 

Se incuban durante treinta minutos 1 mg de enzima junto con 46,8 ywg de anti­
biótico en un volumen final de 10 mi. La diálisis se lleva a cabo durante veinte 
horas a 4^C, según indicación de Gale (6), frente a tampon de fosfato 0,075 M, 
de pH 6,9, con agitación constante. El baño de diálisis se cambiaba tres veces. La 
velocidad de reacción se hallaba mezclando en un volumen inal de 3 mi, 1 mi de 
dializado, o del sistema no dializado, 40 ^mol de urea y 150 ^mol de fosfato, 
a pH 6,9. 

DISCUSIÓN 

Sobre la actividad antibiótica del ácido L-úsnico conocemos los tra­
bajos de Virtanen y colaboradores (14-15), en los que se ensayan algu­
nos derivados de este ácido liquénico. Bernai y colaboradores (1) demos­
traron que el ácido L-úsnico no tenía influencia sobre la actividad hexo-
cinásica de levadura en concentraciones que iban de O a 32 X 10"^ M. 

Los resultados obtenidos por nosotros en experiencias realizadas in 
vivo son aparentemente contradictorios. El efecto de disminución de la 
actividad ureásica de los cultivos es claramente atribuible al efecto inhi­
bidor in vitro demostrado para el antibiótico. No podemos descartar que 
el L-usnato sódico afecte también a la síntesis de ureasa, ya que la can­
tidad total de proteínas por unidad de peso seco es modificada por este 
tratamiento (véanse cuadros 1-2). El hecho de que exista mayor creci­
miento en bacterias tratadas (figura 1) podría ser debido a un hipotético 
reblandecimiento de las paredes celulares, lo que redundaría en un mejor 
y más rápido aprovechamiento de nutrientes. Esto no está en desacuerdo 
con los resultados obtenidos cuando existe urea en el medio de cultivo. 
La mayor síntesis de proteínas en bacterias tratadas estaría en relación 
con la mayor permeabilidad del inductor. No solamente la síntesis de 
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ureasa es desencadenada por urea, sino también la de algunas enzimas 
asociadas a la utilización de amoníaco (13). 

El hecho de que la actividad ureásica de bacterias tratadas con anti­
biótico permanezca baja después de repetidos lavados de las células con 
tampon estaría de acuerdo con la naturaleza irreversible de la inhibición. 

RESUMEN 

Utilizando Proteus mirabilis como fuente de ureasa, se demuestra que 
el L-usnato sódico disminuye en todas las circunstancias la actividad enzi-
mática de los cultivos. Esta pérdida de actividad parece ser debida a una 
inhibición de tipo competitivo e irreversible de la enzima por el antibió­
tico. 

El efecto observado sobre el contenido total de proteínas parece estar 
relacionado con la disponibilidad de nutrientes e inductores presentes en 
el medio de cultivo. Parece ser que es en relación con esta disponibilidad 
donde el antibiótico ejerce su acción. 

SUMMARY 

Action of sodium (L)-usnate on the urease activity of Proteus mirabilis 

Using Proteus mirabilis as a cource of urease, we demonstrate that 
the sodium usnate diminishes in all circumstances the enzymic activity of 
the cultures. This decrease of activity is apparently due to an inhibition 
of the competitive and irreversible type produced by the antibiotic on the 
enzyme. 

The results observed on the total contents of protéine seems to be in 
relation with the availability of the nutrient substances and of the inductors 
which are in the culture medium. 

It seems to be that the antibiotis exerts its activity in connexion with 
said availability. 
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LOS DOCTORES FEDUCHY Y RUBIO, 

EN SUDAMERICA 

Durante el pasado mes de marzo, el Vicedirector del Instituto "Jaime 
Ferrán", de Microbiología, Dr. Enrique Feduchy, asistió, como Delegado 
español, al XIII Congreso Internacional de la Viña y del Vino, celebrado 
en Mendoza (Ar^ntma), y posteriormente, len Santiago de Chile, a la 
LI Asamblea general de la Oñcina Internacional de la Viña y del Vino 
y a la III Conferencia Internacional sobre la Mecanización de la Viticultura 
y de la Enología. En el citado Congreso, corrió a su cargo el informe na­
cional, con el tema Naturaleza, caracterización y valoración de las anto-
cianas. 

Invitado por el Consejo Nacional de Investigaciones Científicas, de 
Argentina, el doctor Miguel Rubio, ïefe del Departamento de Virolosa 
del Instituto "Jaime Ferrán", dictó un curso para Ingenieros Agrónomos, 
en la nación hermana, sobre Microscopía normal y electrónica aplicada al 
estudio de los virus, del 3 de marzo al 3 de abril últimos, curso desarro­
llado en la Facultad de Ciencias Alarias de la Universidad Nacional de 
Cuyo (Mendoza), excepto la fase final, que tuvo lugar en el Instituto de 
Estudios Agronómicos (Córdoba). 

CURSO DE CULTIVO DE TEJIDOS 

Del 19 de abril al 31 de mayo ha tenido lugar en el Instituto "Jaime 
Ferrán" un curso sobre Cultivo in vitro de tejidos y órpnos vegetales, a 
cargo del Prof. Ricardo Tizio, de la Facultad de Ciencias Agrarias de la 
Universidad Nacional de Cuyo (Argentina). Como Secretario ha actuado 
la Dra. Genoveva Tejerina, miembro del Instituto. 

Microbiol. Españ., 24 (1971), 133. 1 



LOS DOCTORES FEDUCHY Y RUBIO, 

EN SUDAMERICA 

Durante el pasado mes de marzo, el Vicedirector del Instituto "Jaime 
Ferrán", de Microbiología, Dr. Enrique Feduchy, asistió, como Delegado 
español, al XIII Congreso Internacional de la Viña y del Vino, celebrado 
en Mendoza (Ar^ntma), y posteriormente, len Santiago de Chile, a la 
LI Asamblea general de la Oñcina Internacional de la Viña y del Vino 
y a la III Conferencia Internacional sobre la Mecanización de la Viticultura 
y de la Enología. En el citado Congreso, corrió a su cargo el informe na­
cional, con el tema Naturaleza, caracterización y valoración de las anto-
cianas. 

Invitado por el Consejo Nacional de Investigaciones Científicas, de 
Argentina, el doctor Miguel Rubio, ïefe del Departamento de Virolosa 
del Instituto "Jaime Ferrán", dictó un curso para Ingenieros Agrónomos, 
en la nación hermana, sobre Microscopía normal y electrónica aplicada al 
estudio de los virus, del 3 de marzo al 3 de abril últimos, curso desarro­
llado en la Facultad de Ciencias Alarias de la Universidad Nacional de 
Cuyo (Mendoza), excepto la fase final, que tuvo lugar en el Instituto de 
Estudios Agronómicos (Córdoba). 

CURSO DE CULTIVO DE TEJIDOS 

Del 19 de abril al 31 de mayo ha tenido lugar en el Instituto "Jaime 
Ferrán" un curso sobre Cultivo in vitro de tejidos y órpnos vegetales, a 
cargo del Prof. Ricardo Tizio, de la Facultad de Ciencias Agrarias de la 
Universidad Nacional de Cuyo (Argentina). Como Secretario ha actuado 
la Dra. Genoveva Tejerina, miembro del Instituto. 
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CURSO DE VIROLOGÍA 

Organizado por la Cátedra de Microbiolo^a de la Facultad de Far­
macia, de la Universidad Complutense y el Instituto "Jaime Ferrán", (Ca­
tedrático-Director: Prof. Lorenzo Vilas), se ha celebrado en los labora­
torios de la Cátedra, del 19 de abril al 13 de mayo, un curso práctico de 
Técnicas fundamentales en Virología. Los profesores, todos pertenecientes 
al Instituto, han sido los Dres. Ángel García Gancedo (Director técnico), 
M.^ Luisa Alonso, Carmen Gil, Emilio Ronda, Pilar Vilas, y Concepción 
Ronda, y los Licdos. Sacramento Rico y Carmen Otegui. 

II SIMPOSIO SOBRE APLICACIONES 

DE LA ESPECTROSCOPIA MOLECULAR EN 

BIOLOGÍA MICROBIANA 

En Granada, del 10 al 12 de mayo, se ha celebrado este Simposio, 
organizado por la Universidad de dicha capital y patrocinado por la So­
ciedad Española de Microbiolo^a y la Sociedad Española de Optica. Las 
comunicaciones presentadas por miembros del Instituto "Jaime Ferrán" 
y de la Sociedad de Microbiolopa fueron las siguientes: 

Espinosa, M,; López, R., y Corripio, R.: Control de la síntesis de fenoxa-
zonas por espectroscopia infrarroja. 

López, R.; López-Martínez, M., y Espinosa, M,: Variaciones moleculares 
de la síntesis microbiana de fenazinas. 

Portóles, A,; Pérez-Ureña, M. T,, y Ramos, F,: Aplicación de las espec­
troscopias infrarroja y de resonancia magnética nuclear al estudio de 
antígenos penicilínicos. 

Ramos, R.; Rubio, N,, y Tapia, A.: Espectros moleculares de antígenos 
de Pseudomonas, 

Sierra, G,: Identificación de polímeros microbianos de reserva por espec­
troscopia molecular. 



134 Microbiología Española 

CURSO DE VIROLOGÍA 

Organizado por la Cátedra de Microbiolo^a de la Facultad de Far­
macia, de la Universidad Complutense y el Instituto "Jaime Ferrán", (Ca­
tedrático-Director: Prof. Lorenzo Vilas), se ha celebrado en los labora­
torios de la Cátedra, del 19 de abril al 13 de mayo, un curso práctico de 
Técnicas fundamentales en Virología. Los profesores, todos pertenecientes 
al Instituto, han sido los Dres. Ángel García Gancedo (Director técnico), 
M.^ Luisa Alonso, Carmen Gil, Emilio Ronda, Pilar Vilas, y Concepción 
Ronda, y los Licdos. Sacramento Rico y Carmen Otegui. 

II SIMPOSIO SOBRE APLICACIONES 

DE LA ESPECTROSCOPIA MOLECULAR EN 

BIOLOGÍA MICROBIANA 

En Granada, del 10 al 12 de mayo, se ha celebrado este Simposio, 
organizado por la Universidad de dicha capital y patrocinado por la So­
ciedad Española de Microbiolo^a y la Sociedad Española de Optica. Las 
comunicaciones presentadas por miembros del Instituto "Jaime Ferrán" 
y de la Sociedad de Microbiolopa fueron las siguientes: 

Espinosa, M,; López, R., y Corripio, R.: Control de la síntesis de fenoxa-
zonas por espectroscopia infrarroja. 

López, R.; López-Martínez, M., y Espinosa, M,: Variaciones moleculares 
de la síntesis microbiana de fenazinas. 

Portóles, A,; Pérez-Ureña, M. T,, y Ramos, F,: Aplicación de las espec­
troscopias infrarroja y de resonancia magnética nuclear al estudio de 
antígenos penicilínicos. 

Ramos, R.; Rubio, N,, y Tapia, A.: Espectros moleculares de antígenos 
de Pseudomonas, 

Sierra, G,: Identificación de polímeros microbianos de reserva por espec­
troscopia molecular. 



Depósito legal: M. 702-1968 

ARTES GRAF. REYES - Jerónlma Uorente. 15. Madrid 


