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INSTITUTO «FAIME FERRAN», DE MICROBIOLOGIA (C SIC)
DEPARTAMENTO DE PROTOZOOLOGIA
SECCION DE ECOLOGIA

PURIFICACION Y PROPIEDADES QUIMICAS
DEL ANTIBIOTICO DEBARIOCIDINA

por

F. LANZUELA, ]. PEREZ-SILVA y D. RODRIGUEZ

INTRODUCCION

En 1958, Pérez Silva y Lahoz (15) describian la presencia de una
nueva sustancia antibidtica, debariocidina, en los sobrenadantes libres de
células de cultivos de una cepa de Bacillus subtilis aislado de una muestra
de pimentdn. El antibitico es activo frente a todas las especies de leva-
duras de Debaryomyces ensayadas.

Pérez Silva y Gil (14) ensayaron la accién in vitro de la debariocidina
frente a diferentes levaduras aisladas de afecciones del tracto urinario, de
personas tratadas por antibidticos, encontrandose que 33 estirpes de Can-
dida albicans eran las tnicas sensibles, de 68 estirpes de levadura ais-
ladas.

Ramirez y colaboradores (16) estudiaron la accién inhibitoria de la
debariocidina sobre Candida albicans, C. claussenii, C. langeronii, C. stella-
toidea y C. viswanathii y encontraron que el antibidtico podia ser usado
para la rapida identificacién de C. albicans.

La produccién de sustancias antibi6ticas es un proceso muy conocido
en bacterias esporuladas. Studer (20) ha realizado una completa revision
de la literatura cientifica sobre este aspecto. Los péptidos antibidticos pro-

Microbiol. Espaii., 24 (1971), 209. 1



210 F. Lanzuela, J. Pérez-Silva y D. Rodriguez

ducidos por Bacillus subtilis actian principalmente contra hongos y bacte-
rias gram-positivas. Sélo el vivicil (3) es activo también frente a bacterias
gram-negativas.

Studer (20) ha confeccionado una lista de péptidos antibiéticos produ-
cidos por Bacillus subtilis, incluyendo sus caracteristicas y una amplia bi-
bliografia sobre los mismos. .

En el presente trabajo se ha realizado un estudio mds detallado sobre
purificacién y propiedades quimicas de la debariocidina.

MATERIAL Y METODOS

Microorganismos

Los microorganismos productores de debariocidina fueron aislados por
nosotros a partir de muestras de pimentén de diferentes localidades y mar-
cas comerciales espafiolas.

El aislamiento se realizdé suspendiendo porciones de unos 0,5 g de
cada uno de los pimentones en 10 ml de agua destilada y sembrando en
estria, hasta agotamiento, en placas con agar-malta, La incubacién se
realizé a 26 °C, durante 48 horas.

Los microorganismos sobre los que se ensayd la actividad antibidtica
procedian de los centros siguientes:

Centralbureau voor Schimmelcultures (CBS). Holanda.

Coleccién Espafiola de Cepas Tipo (CECT). Actualmente, en Sala-
manca.

Seccién de Microbiologia de las Clinicas “Puerta de Hierro”, “Con-
cepcién” y de “La Paz”. Madrid.

National Collection of Types Cultures (NCTC). Londres.

Instituto “Jaime Ferran”, de Microbiologia. Madrid.

Para la identificacién del bacilo B-2 hemos seguido las claves de Ber-
gey (2) y las técnicas y claves recomendadas por Smith y colaboradores (19),
seglin las cuales hemos llegado a la conclusién de que se trata del Bacillus
subtilis.

Medios de cultivo

Para la produccion de antibiticos por Bacillus subtilis se empled el
medio sintético siguiente: PO,H,NH,, 1 g; CIK, 0,2 g; SO,Mg.7H,0, 0,2 g;

2



Purificacién y propiedades quimicas de la debariocidina 211

glucosa, 20 g, y glutamato sédico, 2,5 g, para 1 1 de agua destilada.
pH = 6. Este medio es el descrito por Pérez-Silva y Gil (14).

Ensayo del poder antibidtico
Microorganismo testigo

Se empled la estirpe de levadura Debaryomyces kloeckeri 1.086.

Ensayo

Se afiadian volimenes conocidos de los liquidos metabdlicos en po-
cillos de 7 mm, practicados en placas de Petri, de agar-malta, sembradas
en masa, con unos 2 ml de suspensién de Debaryomyces kloeckeri 1.086,
y se median los halos de inhibicién producidos tras incubacién a 26 °C
durante 48 horas.

Separacion y purificacion de la sustancia antibidtica mediante técnicas
cromatogrdficas

El liquido metabdlico se centrifugé y se concentré a vacio hasta un
cuarto de su volumen. A este concentrado se afiadi6 un tercio de su vo-
lumen de resina amberlita IR-4B, manteniendo en agitacion durante
1 hora. Se centrifugé y, al sobrenadante, se afiadié un tercio de su volumen
de resina dowex 50W. Se centrifug6 y en el sobrenadante se determiné la
actividad antibidtica,

Cromatografia sobre columna de resina dowex 50

El sobrenadante anterior se pasé en porciones de 1 ml por una co-
lumna de resina, empleando como eluyentes soluciones tampén de citratos
seglin recomiendan Moore y Stein (11-12). El eluato se recogié en por-
ciones de 10 ml, en los que se ensayaba su actividad antibi6tica. La colum-
na empleada era de 25 X 1,5 cm.

Dialisis

En otros experimentos, el liquido metabélico, libre de células y con-
centrado, se sometid a dialisis frente a agua destilada durante 24 horas.

3
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Cromatografia sobre papel whatman nim. 3 MM

El dializado, una vez concentrado, se sometié a cromatografia descen-
dente sobre papel whatman nim. 3 MM, empleando como disolvente bu-
tanol-4cido acético-agua (4:1:2). La sustancia antibitica se localizé in-
cubando tiras estrechas del cromatograma sobre placas de Petri sembra-
das en masa con Debaryomyces kloeckeri 1.086.

Hidrolisis de la sustancia antibidtica
Andlisis de aminodcidos

La sustancia antibitica, una vez purificada, se hidrolizé con CIH 6N,
a 100 °C, en ampollas cerradas, durante intervalos de 6, 8, 12, 18 y 24 ho-
ras, siguiendo la técnica descrita por Eastone (5).

Los hidrolizados, libres de 4cido por evaporaciones sucesivas a vacio
en presencia de lentejas de sosa, se sometieron por tres veces consecutivas
a cromatografia descendente sobre papel whatman nim. 1, empleando
como disolvente butanol-acido acético-alcohol de 96°-agua (4:1:1:2).
Los aminoécidos se localizaron con ninhidrina o isatina.

También se hicieron cromatografias sobre placas de 20 X 20 cm, cu-
biertas de una capa fina de celulosa G, empleando como disolvente buta-
nol-metanol-beceno-agua (2:1:1:1) y revelando con ninhidrina.

Andlisis de hidratos de carbono

Diferentes muestras de sustancia purificada se hidrolizaron con
SOH, 2N, a 100°C, en ampollas cerradas, durante periodos variables
entre 3 y 6 horas. El exceso de 4cido se eliminé mediante tratamiento con
la cantidad adecuada de hidréxido bérico.

Los hidrolizados se sometieron posteriormente a cromatografia des-
cendente sobre papel whatman nim. 1. El disolvente empleado fue el re-
comendado por Gottschalk (6), y consta de butanol-piridina-dcido clorhi-
drico 0,1N (5:3:2).

La deteccién de los distintos aziicares se realizé con el reactivo de
nitrato de plata y también con anilina-difenilamina-dcido fosférico, des-
critos por Smith (18).

4
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Andlisis de aminoaziicares,

Muestras de la solucién antibiética purificada se hidrolizaron con
CIH 4N, a 100 °C, durante 4 horas, en ampollas cerradas. Los hidroliza-
dos, libres de 4cido por evaporacién a vacio, se cromatografiaron sobre
papel whatman nim. 1, empledndose como disolvente butanol-piridina-
acido clorhidrico 0,1N (5:3:2), que se dejé actuar durante unas 16 horas.

La localizacién de los aminoazicares se realiz6 mediante el reactivo
de Elson-Morgan, seglin describe Smith (18).

Andlisis de N-acetil aminoaziicares

Se realiz6 segiin la técnica descrita por Neuberger y Marshall (13).

Reacciones coloreadas de la sustancia antibictica

Con la sustancia antibitica purificada se practicaron las siguientes
reacciones: Millon, biuret, xantoproteica, icido glioxilico (Hopkins-Cole) y
Molish, segin las técnicas descritas por Hawk y colaboradores (7).

Determinaciones quimicas

Se realizaron determinaciones de nitrégeno, seglin la técnica descrita
por Willits (21); de proteinas, segiin Lowry y colaboradores (10); de fos-
foro, segiin Lowry y Lépez (9), y Chen y colaboradores (4); y de hidratos
de carbono, seglin la técnica de la antrona, de Scott y Melvin (17).

RESULTADOS

Seleccion de estirpes productoras de antibidtico

Se aislaron 92 estirpes de Bacillus subtilis, que se cultivaron en 10 ml
de medio, a 26 °C, durante 10 dias y se probdé la actividad antibitica de
los liquidos metabdlicos frente a las 5 estirpes de Debaryomyces kloeckeri,
1.083, 1.084, 1.085, 1.086 y 1.087.

En el cuadro 1 se exponen, en milimetros, los didmetros de los halos
de inhibicién producidos por 0,1 ml de cada liquido metabdlico frente a
cada una de las estirpes de Debaryomyces kloeckeri.
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Cuadro 1. Didmetro en milimetros del halo de inhibicion que sobre el
crecimiento de D. kloeckeri ocasionan 0,1 ml de liquido metabdlico, de
diferentes estirpes de Bacillus subtilis

Estirpe de D. kloeckeri

Bacillus
1.083 ‘ 1.084 i 1.085 1.086 1.087
A-1 19 15 20 26
A-3 18 15 22 24
B-1 16 14 23
B-2 20 20 25 29
B-3 16 16 20
C-1 25 30 21 24 25
Cc-2 22 15 19 23 24
C-3 21 25
D-1 17 18 23 25 16
D-2 15 12 22 12
D-4 18 17 23 25 19
D-5 25 16 24
E-1 14 17
E-2 21 15 21 16
G-1 15 13 22
G-2 17 14 21 20
38
34/
8 301
B J
]
£ 26]
(-]
]
8 22
2
Z
< 184
i pH=6 pH=5 pH=4
14
20 60 ' 100 140 = 180 @ 220 260 300 ml
Figura 1
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Aislamiento de la sustancia antibiética

Se emplearon matraces de 2 1 de capacidad, con 500 ml de medio,
para la inoculacién con la estirpe B-2 de Bacillus subtilis. El liquido me-
tabolico libre de células, concentrado y libre de sales, se pasé por una
columna de resina dowex-50.

Se emplearon como eluyentes soluciones reguladoras de citratos 0,1M,
apH de 4,5 y 6, y también agua destilada, En las graficas de la figura 1
se expone la actividad antibiética de las distintas fracciones eluidas. Cuan-
do se empled agua destilada, la actividad aparecié desde la fraccién 6 has-
ta la 19, ambas inclusive.

Purificacion mediante didlisis y cromatografia de papel

Porciones del liquido metabdlico, libres de células y concentradas, se
sometieron a didlisis sucesivas frente a agua destilada. La sustancia anti-
bidtica, que dializa facilmente, qued$ disuelta en el agua destilada y se
concentré por evaporacién a vacio. El concentrado se cromatografi. La
substancia antibiética quedé localizada en una zona relativamente estrecha
del cromatograma. Se eluyé con agua destilada y se concentro a vacio.
Este proceso se repitio tres veces.

Método elegido para el aislamiento y purificacion
El procedimiento finalmente adoptado para el aislamiento y purifica-
cacién de la sustancia antibitica comprende las etapas siguientes:
a) Cultivo de la estirpe B-2; b) centrifugacién; c) concentraci6n;
d) tratamiento con resinas; €) diélisis, y f) cromatografia sobre papel.
Los resultados obtenidos al aplicar este procedimiento a un cultivo
de 2 1, son los que se exponen en el cuadro 2.

Cuadro 2. Halos de inhibicién provocados por muestras de 0,1 ml de
solucion antibidtica frente a D. kloeckeri

Halos
Muestra de liquido metabdlico de
inhibicién
Centrifugado 30-35
Concentrado 30-35
Tratado con resinas 33-34
Dializado 24
Cromatografiado 24
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Hidrolisis de la sustancia purificada

Muestras de 1 ml de sustancia antibitica purificada se hidrolizaron
con CIH 6N. En los hidrolizados se detectaron, por cromatografia sobre
papel, los siguientes aminoacidos: cistina (o cisteina), lisina, serina (o gli-
cocola), 4cido aspértico, acido glutdmico, treonina, un compuesto no iden-
tificado, alanina, prolina, tirosina, valina, fenilalanina y leucina.

En cromatografia del hidrolizado sobre capa fina de celulosa G se
detectaron los mismos aminoécidos.

Otras muestras de sustancia antibiética purificada se hidrolizaron con
4cido SO.H, 2N. En estos hidrolizados no se detectd la presencia de ningtin
hidrato de carbono.

En hidrdlisis realizadas con CIH 4N para investigar la presencia de
aminoaziicares no se consiguié detectar ninguno.

Los mismos resultados negativos obtuvimos para localizar N-acetil-
aminoazicares.

Otras pruebas analiticas

La sustancia antibidtica purificada dio negativas las reacciones de
Millon, biuret, xantoproteica y Hopkins-Cole, y positivas las de Molisch,
antrona y ninhidrina. Contiene un porcentaje de nitrégeno del 2,2 %, da
negativa la reaccién de proteinas y no se ha encontrado fésforo en su
molécula.

Muestras de 1 ml de la misma sustancia purificada se sometieron du-
rante 30 minutos a temperaturas de 40°, 50°, 60°, 70°, 80°, 90° y 100 °C,
sin que se observara pérdida de actividad en ninguna de las muestras.

La sustancia antibiGtica conserva igualmente la actividad después de
ser liofilizada,

DISCUSION

En la revisién realizada por Studer (20) sobre péptidos antibidticos
producidos por Bacillus subtilis, y por Bodansky y Perlman (1) sobre
péptidos antibidticos en general, exponen que de unos 225 péptidos anti-
bidticos descritos, en la actualidad sélo se conocen las estructuras com-
pletas de unos pocos. Por tanto, la comparacién de los distintos péptidos
antibiticos tendra que hacerse basindose en otras caracteristicas, tales
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como espectro antimicrobiano, aminoécidos encontrados en los hidroliza-
dos, solubilidad, resistencia al calor, etc.

La debariocidina se diferencia de otros péptidos producidos por Ba-
cillus subtilis, tanto en su espectro antimicrobiano (8 y 15) como por los
amino4cidos constituyentes. Asi, por ejemplo, en los hidrolizados hemos
identificado 12 aminodcidos y, ademés, observamos la presencia de otra
sustancia isatinopositiva, con Rf entre la treonina y la alanina. Con esta
composicion de aminoécidos no ha sido descrito ningtin péptido procedente
de B. subtilis.

Asimismo, otras propiedades, como la estabilidad al calor, espectro
antimicrobiano, reacciones xantoproteica, biuret, Millon, etc., no coinci-
den con las de ninguno de los antibéticos producidos por Bacillus subtilis.

El método de purificacion adoptado se eligié, como el mas eficaz, entre
muchos ensayados y no descritos en este trabajo. A pesar de obtener una
sustancia cromatograficamente pura, no se ha conseguido todavia cristali-
zarla.

Las reacciones de Millon y xantoproteica son tipicas de la tirosina; sin
embargo, la debariocidina no da reacciones positivas a pesar de encontrar
tirosina en los hidrolizados, lo que nos hace pensar que este aminoécido se
encuentra en muy pequefia proporcién. Asimismo, la reaccién del biuret
(tipica de enlaces peptidicos) es negativa con la debariocidina, lo que hace
pensar que, de modo andlogo a lo que ocurre con muchos péptidos anti-
bibticos, los enlaces son de tipo estérico y no peptidico.

RESUMEN

El antibidtico debariocidina es activo frente a levaduras de los géneros
Candida, Debaryomyces y Saccharomyces.

De 92 estirpes ensayadas de Bacillus subtilis, aisladas de piment6n, se
selecciond una, a la que denominamos B-2, como la mejor productora de
antibidtico.

Se estudian las propiedades quimicas del antibibtico purificado. Se
demuestra la estructura peptidica de la debariocidina. En hidrdlisis 4cida
se detectan los amino4cidos siguientes: cistina, lisina, serina, dcido aspar-
tico, 4cido glutdmico, treonina, alanina, prolina, tirosina, valina, fenilala-
nina y leucina.
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SUMMARY

Purification and chemical properties of the antibiotic debariocidine

Debariocidine is an antibiotic active against yeasts of the genera
Candida, Debaryomyces and Saccharomyces.

The strain B-2, one of the 92 strains of Bacillus subtilis isolated from
spanish red-pepper, is a good producer of debariocidine.

The chemical properties of the purified antibiotic are studied,

Debariocidine is a peptide. Upon acid hydrolysis the following amino
acids are detected: cystine, lysine, serine, aspartic acid, glutamid acid,
threonine, alanine proline, tyrosine, valine, phenylalanine and leucine.
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INTRODUCTION

Several chromatographic methods, with variation of the adsorbents,
have been reported for the separation of the carotenoid pigments from
Sarcina lutea. On a chromatography column with magnesium oxide and
calcium carbonate (3) two pigments were obtained while with silicagel G
thin-layer chromatography (1 and 5) seven fractions have been obtained.
Actually, the application of sephadex LH-20 gels to the separation of
bacterial carotenes is under investigation.

EXPERIMENTAL

The total caretencid pigments of Sarcina lutea (ATCC 9341), cul-
tivated in Penassay (Difco), was extracted using boiling methanol (4).
The pigment-containing supernatant fluids were combined, concentrated
and stored under nitrogen at 0 °C in the dark.

Column chromatography

Elution patterns from the sephadex LH-20 gel filtration columns
SR 1.5/30, flow rate 30 ml/h, were scanned with a Beckman spectropho-
tometer DB-G equiped with a liquid micro-aperture flowcell (mod. 97460).

Microbiol. Espafi., 24 (1971),221. 1
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Eluted fractions were recovered on a Beckman automatic fraction collector.
In these cases the absorbancy at 415 myu was used to control pigment
variations.

Aliquots from each fraction (5 ml) were analyzed through its visible
spectra. They were recerdad with a Beckman spectrophotometer model
DB-G and 96 % methanol (Merck) was used as solvent.

The results obtained in this experiment are given in figure 1 and
table 1.

lh

CHzOH [70

2 r60
F50
L40
. F30
. 120
. - 10

o
(4]
TR R

pg/ml

Absorbance at 415 m

50 60 70 80 90 100 ml
Effluent volumes

Figure 1. Elution patterns on sephadex

LH-20 of total carotenoid pigments from

5. lutea. 1, 2 and 3 = fractions carote-
noids isolated. Colum 1.530

Table 1. Characteristics of the pigments from Sarcina lutea obtained on
sephadex LH-20 column gel

Carotenoid Abs. max. methanol
fractions Colour (my)
1 Yellow —, 413, 436, 466
2 Yellow —, 415, 439, 469
Yellow-orange —, 440, 465, 495

Thin-layer chromatography

It was used for the separation and identification of the three fractions
obtained on the sephadex LH-20 column. TLC plates were prepared by
spreading a slurry of silicagél G (Em, 30 g) in water (60 ml) over clean
glass plates (20 X 20 cm) using a Desaga [Camlab (Glass) Ltd] applicator

2
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so as to obtain a layer of 250 u thickness. The plates were activated by
heating at 110 °C for 1 hour, then stored in a desiccator over anhydrous
calcium chloride.

The solvent systems used, that gave the best results, are the followings:

A) benzene-petroleum ether-methanol (47:47:6).

B) benzene-mathanol (70:30).

The individual fractions were removed from the plates into methanol
and the visible spectra determined with a Beckman spectrophotometer and
the posible structure an HCI test (2).

The results of the tests carried out on the individual fractions are given
in tables 2-3.

Table 2. Separation on silicagel G thin-layer chromatography of the three
carotenoid fractions obtained with the solvent A

Plgmerifilfzeghadex Pigments silicagel G Colour
Abs, max. methanol Abs, max. methanol| Rf with Type
(my) (muy) HCl1

1 —, 413, 436, 466

2 —, 415, 439, 469 —, 415, 439, 469  0.76 Carotene
—, 415, 439, 469  0.38 Carotene monohydroxy
—, 415, 439, 469 0.24 Carotene dihydroxy
331, 413, 436, 466 0.07 Carotene dihydroxy

3 —, 440, 465, 495 —, 440, 465, 495 0.96 Carotene

As with solvent A employed there was not posibility of resolution for
the pigment 1, obtained on sephadex LH-20 chromatography column,
the separation was done using the solvent B as the aptest for hydroxylate
carotenes.

Table 3. Separation on silicagel G thin-layer chromatography of the
pigment fraction 1

Pigmex;f;l_szcaghadex Pigments silicagel G Co!our
Abs, max. methanol Abs, maé; r)nethanol Rf ;Vllgi Type
(mp) .
1 —, 413, 436, 466 331, 413, 436, 466  0.31 Carotene poly-OH
—, 415, 439, 469 0.22 Carotene poly-OH
331, 413, 436, 466 0.08 Carotene poly-OH
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DISCUSSION

The chromatography column on sephadex LH-20 provide an excellent
method with the solvent used for the preparative isolation of three pigments
from Sarcina lutea. The method appears to depend on the degree of
hydroxylation of the carotenes. When these three pigments were chroma-
tographied on the thin-layer with silicagel G eight fractions were obtained:
three of them correspond to pigment 1, and the other four, to the pig-
ment 2. The last fraction, is the pigment 3.

It is evident that with sephadex LH-20, the carotenes were perfectly
separated from the xantophylls, with different spectral caracteristics. By
other hand, in spite of having the same visible spectra, the carotenes
strongly polyhydroxylates could be also separated from another less hy-
droxylates.

By their visible spectra, obtained for pigment 1 and 2, and because of
their behaviour on column and thin-layer chromatography, we can admit
the presence of three pigments perfectly separated on sephadex LH-20
(one carotene, one xanthophyll and one intermediate substance more in
connection with the last one). The different fractions isolated on thin-
layer chromatography might be variations of these three compounds which
are conditionated by the moleculars differences produced by some susti-
tutions of radicals and by the different molecular oxidation degree and
possibly because they have a different degree of polymerization.

SUMMARY

Chromatographic separation of the carotenoid pigments obtain from
Sarcina lutea ATCC 9341 strain were studied on sephadex LH-20 gel.
Three different compounds were isolated and identified.

Our results suggest that the conditions used provided an excelent pre-
parative technique to separate pigments in organic solvents.

RESUMEN

Cromatografia del pigmento carotenoide de Sarcina lutea sobre
sephadex LH-20

Se investiga la utilizacién del sephadex LH-20 para la separacion de
los pigmentos carotenoides de Sarcina lutea. Se aislaron perfectamente
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tres pigmentos con caracteristicas espectrofotométricas diferentes. Uno de
ellos, de color amarillo-anaranjado, supone un hallazgo, ya que no se
habia aislado hasta ahora, Posiblemente su molécula presente un mayor
grado de oxidacién en comparacién con las otras dos que son, respectiva-
mente, una xantofila y un compuesto intermedio que estd méas relacionado
con la xantofila que con el caroteno anaranjado.

Es evidente que, por un lado, con sephadex LH-20 se separan los
cardtenos de las xantofilas, con caracteristicas espectrales diferentes y que,
por otro, aunque con menos resolucion, los carétenos fuertemente hidro-
xilados de los menos hidroxilados, atin teniendo igual espectro visible, como
se demuestra en este experimento.
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INTRODUCCION

Cuando en la década de los cincuenta se observaron por primera vez
cortes ultrafinos de bacterias en el microscopio electrénico sorprendid
grandemente la ausencia de orginulos. En efecto, no se observaron nin-
guna de las estructuras y orgdnulos visibles en cortes de células eucari6-
ticas, aunque en la célula bacteriana tendria que existir un sistema orga-
nizado para el transporte de electrones y un mecanismo capaz de asegurar
el reparto equitativo del material nuclear entre las dos células hijas du-
rante el proceso de divisién.

Hace unos diez afios, con el empleo de técnicas adecuadas, se obser-
varon por primera vez estructuras membranosas en el citoplasma de dife-
rentes especies bacterianas (12, 19-20, 55 y 61). Estas estructuras mem-
branosas recibieron diferentes nombres: “condrioide” (31); “membrana
intracitoplasmatica” (21); “plasmalemosoma” (8), y “mesosoma” (12). El
término mesosoma ha sido generalmente aceptado y es el que ha tenido
difusién mas amplia en la literatura.

ESTRUCTURA

Los mesosomas de las bacterias gram-positivas se presentan general-
mente en secciones como una bolsa, formada por una invaginacién de
la membrana citoplasmética, repleta de vesiculas o tibulos (12, 51 y 54).

Microbiol. Espafi., 24(1971),227. 1
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Si las bacterias se colocan en un medio hiperténico, los mesosomas son
expulsados del citoplasma, quedando en el espacio comprendido entre la
membrana citoplasmatica y la pared celular (13,53 y 67). Cuando se di-
giere la pared celular por la accién de la lisozima se obtienen protoplas-
tos, lo que va acompafiado de la liberacién de los tibulos mesosoma-
les (13, 54 y 56). Estos apéndices son muy fragiles y presentan una
estructura caracteristica en “cuentas de rosario”, observables mediante
tinciéon negativa, por la técnica de sombreado y también por la técnica
de criocorrosién (43, 46, 50 y 52) (figura 1).

Figura 1. Representacién esquemdtica
de un mesosoma de una bacteria
gram-positiva y del proceso de expul-
sién del mesosoma al colocar la bac-
teria en un medio hiperténico. pc, pa-
red celular; mc, membrana citoplds-
mica; U, punto de unién entre el ni-
cleo y el mesosoma. Obsérvese que
el punto de unién se sitila sobre la
membrana que forma la bolsa meso-
somal, de modo que cuando el me-
sosoma desaparece la unién se loca-
liza sobre la propia membrana cito-
plasmdtice [segiin Ryter (55)]
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No se conoce ain exactamente c6mo se forman los mesosomas, pero
parece probable que se originen por invaginacién de la membrana cito-
plasmatica (12 y 28). Tanto la bolsa mesosomal como los tibulos meso-
somales presentan en cortes la triple capa caracteristica de la “unidad
de membrana” (51 y 57). Ryter y Jacob (53) y Fuhs (16), han demos-
trado mediante reconstitucién tridimensional de células de Bacillus sub-
tilis en crecimiento, realizadas mediante secciones seriadas, que los me-
sosomas estdn siempre en contacto con la membrana citoplasmética. Tam-
bién numerosas observaciones permiten afirmar que los mesosomas se
encuentran normalmente asociados a la regién nuclear y a los tabiques de
separacién en formacién.

Los mesosomas no son organulos estables y desaparecen en deter-
minadas condiciones, asi los mesosomas de Bacillus subtilis se destruyen
por completo cuando se coloca el microorganismo a 4 °C y sin aireacién
durante dos horas (50). Es posible que la membrana citoplasmética tam-
bién sea afectada por factores como la anaerobiosis y el frio, que pro-
vocan frecuentemente la lisis de B. subtilis (51).

La morfologia de los mesosomas varfa segiin el procedimiento de fija-
cién utilizado. Ryter (51) ha realizado un estudio comparativo con varios
procedimientos y ha observado que la fijacién con osmio transforma la
estructura tipica en “cuentas de rosario” en una estructura tubular, lo
que explica el aspecto laminar de los mesosomas observados comiinmente
después de utilizar este tipo de fijacién. La fijacién con glutaraldehido
preserva mejor la forma vesicular, aunque el procedimiento mejor parece
ser la fijacién doble con glutaraldehido-osmio. En opinién de este autor,
las variaciones en la morfologia de los mesosomas de especies bacteria-
nas diferentes podrian deberse a la calidad de 1la fijacién.

En las bacterias gram-negativas no se aprecian estas estructuras tan
bien desarrolladas como en las bacterias gram-positivas; aunque bajo
condiciones de cultivo especiales, por ejemplo, cultivando cepas de Esche-
richia coli a 40 °C (64), o en ciertas cepas mutantes de E. coli (36 y 60),
estas estructuras se hacen mds patentes. Su aspecto en secciones su-
giere que no estdn formadas por tdbulos, sino por membranas ple-
gadas. Estas estructuras no son expulsadas del citoplasma durante la plas-
molisis o durante la formacién de esferoplastos, lo que parece indicar que
en este grupo de organismos los mesosomas se forman por simples replie-
gues de la membrana, los cuales pueden abrirse y desenrollarse segin la
presién osmotica del medio externo (figura 2) (5 y 54). La informacién
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que se posee sobre los mesosomas de las bacterias gram-negativas es bas-
tante limitada, por lo que nos extenderemos sobre las funciones de los
mesosomas de las bacterias gram-positivas, que han sido intensamente es-
tudiadas en los Gltimos afios.

b c d

Figura 2. Representacién esquemdtica del proceso de desaparicion de

los mesosomas de una bacteria gram-negativa, a, célula normal; b, plas-

mdlisis suave; ¢, plasmdlisis fuerte; d, esferoplasto. PC, pared celular;

MC, membrana citoplasmdtica; M, mesosoma; N, niicleo [segiin Ryter
y Jacob (53)]

Estas estructuras pueden distinguirse claramente de los extensos sis-
temas membranosos intracelulares encontrados en bacterias nitrifican-
tes (42 y 47), fotosintéticas (1, 7 y 24-25) y en bacterias marinas (10),
que estan relacionadas con las funciones especificas de estos organismos.

FUNCIONES
Funcion respiratoria

Desde su descubrimiento, su origen membranoso y la presencia de
tdbulos inclind a muchos investigadores a considerar a los mesosomas
como organulos semejantes a las mitocondrias. La funcién respiratoria de
los mesosomas ha sido muy estudiada y es generalmente aceptada (12,
18-19, 21 y 29). El telurito potasico que se deposita en forma de agujas
densas a los electrones sobre las crestas mitocondriales de las células su-
periores (3), se observa en la misma forma a lo largo de la membrana
citoplasmatica (30-31 y 33). Estudios més recientes (15) parecen indicar.
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que la membrana citoplasmatica y especialmente la regién que forma la
bolsa mesosomal, presenta una reaccién redox andloga a la que tiene
lugar sobre las crestas mitocondriales. Recientemente, diversos investiga-
dores han introducido técnicas que permiten obtener tiibulos mesosoma-
les aislados (11, 14 y 15). El andlisis de esta fraccion demostré que la
mayoria de los citocromos se localizan en la fraccion mesosomal (11 y 14).
Estos resultados concuerdan con las observaciones previas de Weibull y
Gyllang (68), que habian encontrado que las formas L de las bacterias
gram-positivas, que no presentan mesosomas, tampoco tienen citocromos.
Sin embargo, estos resultados deben tomarse con ciertas precauciones, ya
que es posible que durante la obtencién de los protoplastos, los citocro-
mos se desprendan de la membrana y se recojan junto con la fraccién
mesosomal. También se han realizado analisis enzimaticos de fracciones
de membrana y de mesosomas por separado (15 y 58). Estos andlisis han
puesto de manifiesto que la succino-deshidrogenasa se localiza en ambas
fracciones, mientras que la NADH-deshidrogenasa abunda en la fraccién
membrana y falta casi por completo en la mesosomal.

En el estado actual de nuestros conocimientos no se puede atribuir
una funcién respiratoria especifica a los mesosomas, aunque los anilisis
citoldgicos y los enziméticos parecen demostrar una diferente composicién
enzimética entre la membrana y los mesosomas. Debemos esperar a la
introduccién de técnicas mds apropiadas para la separacién de estas frac-
ciones para concluir sobre la existencia de una funcién respiratoria de los
mesosomas, diferente de aquella de la membrana.

Sintesis de la pared celular

Numerosas observaciones de cortes ultrafinos de bacterias gram-po-
sitivas en el microscopio electrénico, han demostrado que los mesosomas
se asocian frecuentemente con el tabique de divisién (9, 12, 27, 29 y 69).
Ademais, Ryter y Jacob (53) han demostrado mediante reconstituciones
tridimensionales de células de Bacillus subtilis, que los tabiques en for-
macién estin en contacto con uno o dos mesosomas, mientras que los
tabiques ya formados no presentan frecuentemente asociacién con estas
estructuras. Estas observaciones sugieren que los mesosomas participan
en la formacién del septum de division, posiblemente suministrando los
precursores de la pared celular. Sin embargo, no podemos afirmar que la
sintesis de la pared sea una funci6én especifica de los mesosomas, ya que
otros experimentos demuestran que la presencia de los mesosomas no es
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indispensable para la sintesis de esta envoltura celular. La obtencion de
protoplastos va unida a la desaparicién de los mesosomas, y los tibulos
mesosomales que pueden quedar unidos a la membrana pueden despren-
derse facilmente por lavado (13, 22, 38 y 56). Los protoplastos resultan-
tes son capaces de multiplicarse, como formas L, en un medio hiperténico
de agar semisdlido, conservando las caracteristicas morfoldgicas tipicas de
los protoplastos: ausencia de pared celular y de mesosomas (56).

Se pens6 que esta incapacidad de los protoplastos para formar la pa-
red celular mientras crecen en un medio de agar semisélido se debia a la
ausencia de mesosomas. El descubrimiento realizado por Landman y co-
laboradores (38), de que protoplastos colocados en un medio solidificado
por adicién de gelatina al 25 % sintetizan de nuevo su pared celular, per-
mitié comprobar la veracidad de esta hipétesis. El experimento consistié
esencialmente en introducir en el medio de gelatina protoplastos de Ba-
cillus subtilis cuidadosamente lavados, con objeto de eliminar todos los
fragmentos de mesosomas y observar a diferentes tiempos muestras en el
microscopio electrénico. Durante el proceso de reversion, los mesosomas
se observan s6lo muy raramente y los pocos que se forman se encuentran
cuando el proceso ha comenzado, pero nunca en protoplastos que ain no
han comenzado el proceso de reversién.

El hecho de que los mesosomas aparezcan solamente después de la
formacion de la primera capa de la pared y que muchas células rever-
tientes no los presenten, sugiere que los mesosomas no desempefian un
papel esencial en la sintesis de la pared.

Funcion nuclear

Estudios morfolégicos realizados con el microscopio electrénico han
establecido que el nicleo bacteriano aparece en secciones como una su-
perficie poco densa a los electrones, de forma y tamafio variable, ocupada
por delicados filamentos y sin estar separada del citoplasma por una mem-
brana, como ocurre en las células eucaribticas. Después de los trabajos
de Kleinschmidt y colaboradores (34) y de Cairns (6) sabemos que el ma-
terial genético bacteriano, denominado frecuentemente por conveniencia
cromosoma o nicleo bacteriano, estd formado por una sola molécula gi-
gante de ADN de unos 25 A de didmetro y aproximadamente 1 mm de
longitud. El cromosoma presenta las caracteristicas de una estructura
circular cerrada sobre si misma, como si fuera un anillo. Estudios mor-
fologicos y genéticos (6, 39 y 65) han demostrado que los genes se en-
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cuentran localizados a lo largo del cromosoma en un determinado orden,
que la replicacién del ADN es secuencial, es decir, que las nuevas cadenas
se sintetizan a medida que las antiguas se separan y que aunque el cro-
mosoma sea circular, el lugar por donde se inicia cualquier ciclo repli-
cativo es siempre el mismo y corresponde siempre a los mismos genes.

Observaciones de la divisién nuclear, realizadas en el microscopio 6p-
tico con preparaciones tefiidas (40 y 48-49) o en el microscopio de con-
traste de fases con células vivas en divisién (41), habian demostrado que
el material nuclear se divide en dos y a continuacién los dos niicleos re-
sultantes se separan gradualmente. Este mecanismo, que a primera vista
resulta mucho menos complicado que la division mitdtica, se complica
considerablemente cuando se estudia a nivel molecular. Esquematicamen-
te, el proceso de divisin nuclear bacteriana se puede dividir en dos etapas:
1.2, replicacién del cromosoma; 2.2, separacién de los cromosomas hijos.

La primera etapa del proceso se conoce relativamente bien. Cairns (6),
utilizando ADN marcado con timina radiactiva y técnicas de autorradio-
grafia, demostré que la replicacién es de tipo secuencial. Lark (39), utili-
zando una estirpe de Escherichia coli deficiente en timina y triptéfano, y
basindose en que la sintesis proteica es imprescindible para la iniciacion
de un ciclo replicativo, pero no es necesaria para que contindien los ciclos
ya iniciados, demostré que el sitio por donde comienza cualquier ciclo
replicativo es constante. Por otra parte, Sueoka y Yoshikawa (65) demos-
traron mediante la técnica que llamaron de “andlisis de la frecuencia re-
lativa de marcas genéticas”, que el lugar por donde comienza el ciclo
replicativo es siempre el mismo, no sélo fisicamente sino también gené-
ticamente.

La segunda etapa del proceso, separacién de los dos cromosomas re-
sultantes, es menos conocida. En 1963, Jacob y colaboradores (32) emi-
tieron una hipétesis sobre un posible mecanismo de separacién. Esta hi-
potesis consta de dos proposiciones: a) el cromosoma bacteriano esta
unido a la membrana citoplasmadtica; b) la separacién de los dos cromo-
somas resultantes de cada ciclo replicativo se realiza mediante sintesis de
nuevo material de membrana en el sitio de unién de los cromosomas
(figura 3).

(0 0) (o) (dp o b)

Figura 3. Representacion esquemdtica de la separacién de los niicleos hijos mediante
sintesis de membrana [segiin Jacob y colaboradores (32)]
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Respecto a la primera proposicién, Ryter y Jacob (53) y Fuhs (16)
demostraron mediante reconstituciones tridimensionales de células de Ba-
cillus subtilis que los nicleos estin en contacto con uno o dos mesosomas.
Este contacto se mantiene también durante el proceso de esporulacién, en
el que uno de los mesosomas permanece en contacto con el nicleo del
esporangio, mientras que el otro esta en contacto con el nicleo de la es-
pora (53). De estas observaciones se deduce que los mesosomas desem-
pefian el papel de intermediarios entre el nicleo y la membrana (50).

En cuanto a la segunda proposicion de la hipétesis de Jacob y colabo-
radores (32), el andlisis de la reconstitucién tridimensional de células de
Bacillus subtilis en crecimiento ha hecho posible la representacion esque-
maética del proceso de divisién (53). Cuando comienza la divisién, los dos
nicleos de la bacteria estin conectados cada uno a un mesosoma; durante
la replicacién aumenta el volumen nuclear, los mesosomas se dividen en
dos y luego se alejan progresivamente, llevando cada uno consigo uno de
los dos nicleos hijos; el tabique de divisiéon se termina al mismo tiempo
(figura 4). En bacterias mononucleadas, como Mycobacterium phlei, este

Figura 4. Representacién esquemdtica del proceso de division nuclear
en Bacillus subtilis, M, mesosoma; N, niicleo [segiin Ryter y Jacob (51)]

proceso sufre algunas modificaciones, sobre todo en cuanto al orden de
algunas secuencias; asi, en este caso, la formacién del tabique de divisién
precede a la separacion de los mesosomas (44) (figura 5). Pero en ambos
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Figura 5. Representacion esquemdtica del proceso de divisién nuclear en una
bacteria mononucleada. Mycobacterium phlei [segin Petitprez y colaboradores
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modelos la separacién de los cromosomas hijos se realiza mediante sinte-
sis de nueva membrana en la regién existente entre los dos mesosomas.
Fitz-James (14) ha publicado resultados muy interesantes sobre la sinte-
sis de lipidos. Afiadi6 a un cultivo de B. cereus pequefias cantidades de
precursores de lipidos marcados e inmediatamente después separé la frac-
cién mesosoma de la fraccién membrana citoplasmatica, encontrando que
gran parte de la radiactividad estaba en la fraccién mesosoma. La radiac-
tividad se desplaza con el tiempo hacia la fraccién membrana, sugiriendo
que los mesosomas pueden ser €l lugar de sintesis de la membrana, de
acuerdo con la hipétesis de Jacob y colaboradores (32). Sin embargo, estas
experiencias no han podido ser confirmadas hasta el presente.

Los datos citados sugieren la participacion de los mesosomas, con una
funcién especifica, en el proceso de divisién nuclear. Sin embargo, otros
datos experimentales demuestran que estas estructuras no son indispen-
sables; asi, los protoplastos bacterianos y las formas L que carecen de
mesosomas, colocados en medios y condiciones de cultivo apropiados cre-
cen y se multiplican normalmente. No obstante, hay que subrayar que en
todas estas estructuras carentes de mesosomas, esferoplastos, protoplastos,
formas L, etc., estudios morfoldgicos realizados con el microscopio elec-
trénico han demostrado que siempre que desaparecen los mesosomas el
nicleo entra en contacto directo con la membrana (16, 50, 53-54 y 56)
(figuras 1-2). Este comportamiento se puede explicar admitiendo que el
punto de unién entre el cromosoma y el mesosoma se sitlia sobre la bolsa
mesosomal, de modo que una vez que desaparecen los tibulos mesoso-
males por qualquier causa, la conexién se localiza sobre la membrana cito-
plasmética propiamente (50) (figura 1).

La relacién entre el nicleo y la membrana, bien directa o por inter-
medio de un mesosoma, esti bien establecida por observaciones morfo-
légicas y también por el hecho de que numerosos investigadores han en-
contrado una asociacién entre el ADN y la membrana durante el aisla-
miento de fracciones de membranas (2, 63 y 66). Ganesan y Leder-
berg (17) demostraron experimentalmente que la unién entre el ADN y
la membrana se realiza en el punto de replicacién. Recientemente, Knip-
pers y Stratling (35) y Smith y colaboradores (62) han aportado nuevas
pruebas de que la replicacién del ADN tiene lugar estando asociado a la
membrana y que en estas condiciones la replicacién tiene lugar en au-
sencia de la ADN-polimerasa. Estos sistemas constituyen’ probablemente
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el ensayo in vitro mas parecido al mecanismo de replicacién que tiene
lugar in vivo.

Transformacion bacteriana

Wolstenholme y colaboradores (70) observaron en células de Bacillus
subtilis en “fase de competencia” que los mesosomas eran mas numero-
sos y grandes que en células normales. Sugirieron que los mesosomas
pueden ser el lugar de penetracién del ADN ex6geno y que intervienen
en el proceso de transformacién sintetizando las enzimas necesarias para
la incorporacién del ADN exdgeno en el genoma bacteriano. Si estas enzi-
mas de integraci6n se formaran en los mesosomas se podria explicar por
qué no hay transformacién en protoplastos (26).

Secrecion de enzimas

Lampen sugiri6é en 1965 (37), que los mesosomas u otras invaginacio-
nes de la membrana pueden desempefiar un papel en la produccion y
liberacién de exoenzimas en bacterias. Posteriormente han sido publica-
dos varios trabajos (4, 23 y 58-59) que confirman la participacién de los
mesosomas en la sintesis y secrecién de enzimas inducibles.

RESUMEN

Podemos afirmar que los mesosomas no son meros artefactos, sino
verdaderas estructuras presentes en todas las bacterias gram-positivas cul-
tivadas en condiciones normales de crecimiento, como demuestran las
observaciones realizadas utilizando las técnicas de sombreado y de crio-
corrosién. En las bacterias gram-negativas es mds dificil afirmar, en parte
debido a que han sido menos estudiadas en este aspecto, la presencia
universal de los mesosomas, pero, al menos, podemos decir que en las
bacterias estudiadas se han observado estructuras que aunque de morfo-
logia diferente, corresponden a los mesosomas de las bacterias gram-po-
sitivas y desempefian probablemente funciones andlogas.

El estudio de la funcién o funciones de estas estructuras en la célula
viva presenta enormes dificultades; en primer lugar, debido a que los me-
sosomas no se pueden observar in vivo y las técnicas de fijacién y tincién
pueden provocar cambios importantes, y en segundo lugar, a que las actua-
les técnicas de separacion de estas estructuras pueden provocar alteracio-

10



Estructura y funcion de los mesosomas 237

nes de la membrana, liberando enzimas ligadas a la membrana in vivo
que pasarian a la fraccién mesosomal falseando los resultados.

En todo caso, parece evidente que no se puede atribuir ninguna fun-
cién especifica vital para la célula a los mesosomas, ya que células des-
provistas de estas estructuras crecen y se multiplican normalmente. Pro-
bablemente, las funciones que desempefian los mesosomas en la célula
normal pueden ser realizadas en su ausencia por la membrana citoplas-
matica. Tal vez los mesosomas sean simplemente un medio utilizado por
la célula bacteriana para aumentar la superficie de la membrana y en con-
secuencia su contenido enzimdtico; asf, se ha sugerido que las bacterias
forman nuevos mesosomas segin sus necesidades enzimdticas.

SUMMARY

Structure and function of mesosomes

It can be stated that mesosomes are not merely artefacts, but true
structures present in all gram-positive bacteria grown under normal con-
ditions. That has been demostrated by Electron Microscopy using shado-
wing and freeze-etching techniques. With regard to gram-negative bacteria
it is more difficult to say that mesosomes are present in all of them partly
because they have been less studied but at least in the ones which have
been studied, they have been observed structures corresponding to the
mesosomes of gram-positive bacteria, and despite of their different mor-
phology they probably play a similar function.

The study of the function or functions of these structures presents
enormeus difficulties firstly because mesosomes cannot be observed in vivo
and the fixation and staining techniques can induce important changes in
them and secondly because the normal techniques of cell fraccionation can
alter the membrane causing the release of some enzymes attached to the
membrane in vivo which could pass to the mesosomal fraction biasing the
results.

In any case, it seems evident that it cannot be assigned to the meso-
somes any specific essential function because cells lacking these structures
can grow and divide normally. Probably the role played by the mesosomes
in the normal cell could be played by the citoplasmic membrane when
they are absent. Perhaps mesosomes are simply the way used by the bac-

11



238 C. Hardisson

terial cell to increase the surface of the membrane and its enzimatic con-
tent; thus it has been suggested that the bacterial cell forms new mesoso-
mes according to their enzimatic neccesities.
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INTRODUCCION

Continuando el estudio de la estructura y composicién quimica de la
pared celular de distintos microorganismos, en particular de los patogenos
de plantas (22-24), estudiamos en el presente trabajo la estructura y los
distintos componentes quimicos del lipopolisacarido del Agrobacterium
tumefaciens, uno de los componentes bésicos de la pared celular de este
microorganismo.

El interés que actualmente presenta el estudio del lipopolisacirido de
los microorganismos gram-negativos, sobre todo en las Enterobacteriidceas
(género Salmonella), se debe a ser un componente integral de la endoto-
xina, que como sabemos, es el complejo proteina-lipido-lipopolisacédrido
responsable de los efectos fisiologicos producidos por la inyeccién en ani-
males de bacterias muertas por el calor; tales como fiebre, choque, dia-
rrea, edema, hemorragias internas, etc. Presenta un alto poder antigénico,
y su contenido especifico de antigeno 0 ha servido a diversos investigado-
res para un esquema de la clasificacion seroldgica de las Enterobacteria-
ceas.

Quimicamente, el lipopolisacarido es una macromolécula compleja que
por hidrélisis parcial da origen a una parte lipidica, denominada lipido A

Microbiol. Espaii., 24 (1971), 243. 1
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y un polisacérido complejo; la estructura y composicién quimica particular
de estos dos componentes y principalmente la del polisacrido parece ser
la responsable de la especificidad antigénica del lipopolisacarido.

En el presente estudio, creemos demostrar la aparente similitud, tanto
en estructura submicroscopica como en composicién quimica bisica, entre
los distintos lipopolisacéridos de los géneros Salmonella y Coli, que han
sido los mds estudiados, y la encontrada por nosotros en el lipopolisaca-
rido del Agrobacterium tumefaciens, microorganismo gram-negativo y
patdgeno de plantas.

MATERIAL Y METODOS

Empleamos el Agrobacterium tumefaciens, estirpe nim. 13, amable-
mente suministrada por la Dra. Beltra, del Instituto “Jaime Ferrdan”, de
Microbiologia. Lo cultivamos en caldo comiin a 25 °C, en fermentador,
con aireacién, durante cuarenta y ocho horas, al cabo de las cuales sepa-
ramos los microorganismos por centrifugaciéon, y los lavamos con agua
estéril, también por centrifugacién, tres veces consecutivas; a continuacion,
liofilizamos.

Obtencion del lipopolisacdrido

Obtenemos el lipopolisacarido bruto por el método del fenol-agua, se-
gan describen Westphal y Jann (27). Después de una parcial purificacién
por ultracentrifugacién, disolvemos el lipopolisacdrido en una solucién de
CINa 0,1 M que contenga PO,Na, 0,01 M, pH =7, y le afiadimos ribonu-
cleasa, dializando esta solucién a 25 °C con el mismo tampdn, segin in-
dican Leive y colaboradores (14). Este lipopolisacérido purificado lo liofi-
lizamos.

Durante todo €l proceso de purificacién vamos comprobando su grado
de pureza mediante curvas de mixima absorcién en la zona de 200 a
400 myu, empleando el espectrofotémetro Unicam S.P. 500.

Microscopia electronica

Hacemos la tincién positiva sobre rejillas portaobjetos preparadas con
carbén, usando para la tincién una solucién acuosa de acetato de uranilo
al 2 %, recientemente preparada y filtrada; colocamos una pequefia gota
de la suspensién del lipopolisacérido sobre la rejilla, y afiadimos otra gota
de la solucién de acetato de uranilo, manteniendo asi la rejilla durante

2
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treinta minutos; lavamos con agua destilada, secamos y ponemos la rejilla
en contacto con otra solucién de citrato de plomo, segin la técnica de
Reynolds (20) y a continuacién volvemos a lavar.

Empleamos el microscopio electrénico Siemens Elmiskop I, del Ser-
vicio de Microscopia Electronica, del Centro de Investigaciones Biolbgicas,
de Madrid.

Lipido A
Separamos la parte lipidica, denominada lipido A, por hidrdlisis con
acido acético al 1 %, a reflujo, durante setenta y cinco minutos. Después
de frio, el residuo insoluble blanco, constitutido por el lipido A, lo lavamos
con cloroformo y agua.

Realizamos el andlisis de la parte lipidica por cromatografia sobre
capa fina, segin el método de Kelley (13).

Hidrdlisis suave del polisacdrido y obtencion de los oligosacdridos
correspondientes

El polisacarido separado del lipido A lo hidrolizamos con SO,H, 0,5 N,
en tubo cerrado, a 100 °C, durante quince-veinte minutos. Neutralizamos
el exceso de SOH, con (HO),Ba, separamos el precipitado de SO,Ba por
centrifugacién, evaporamos el liquido en vacio, disolvemos en una peque-
fia cantidad de agua y hacemos cromatografia de los oligosacaridos y po-
sibles componentes aminados.

Hidrdlisis de los oligosacdridos

Los oligosacaridos separados por cromatografia sobre papel fueron
hidrolizados, recortando el sitio correspondiente a la mancha, que deter-
minamos revelando con el reactivo apropiado una muestra correspondiente
a la parte lateral del cromatograma, eluyendo con agua, e hidrolizindola
con CIH 2N en tubo cerrado, durante dos horas, a 100 °C; eliminamos
el exceso de CIH en vacio, diluimos con agua y hacemos dos evaporaciones
consecutivas también en vacio; finalmente, disolvemos el residuo en pe-
quefia cantidad de agua y hacemos cromatografia.

Cromatografia sobre papel

Empleamos papel whatman ntim. 1. Disolventes: A) butanol, acido
acético y agua (40:10:50, v/v); B) butanol, piridina y agua (60:40:
30, v/v). Reveladores: Solucién de hidrato de plata, segin Trevelyan (26);
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ftalato de anilina, segiin Partridge (19). Reactivo de Anderson (5), para el
4cido 3-desoxi-d-mano-octulosénico. Para azlcares aminados empleamos
el reactivo de Elson y Morgan (7).

Cromatografia en capa fina

Empleamos placas preparadas con silicagel G, segin Stahl, de unas
300 my de espesor; empleando distintos disolventes y reveladores para la
identificacion de los correspondientes monosacéridos, segin el método de
Gal (8).

La parte lipidica correspondiente al lipido A la analizamos siguiendo
el método de Kelley (13), revelando las manchas con 2’-7’-diclorofluores-
ceina.

Investigacion de heptosas

La realizamos por cromatografia sobre papel whatman nim. 1, segin
el procedimiento seguido por Adams y colaboradores (2), hidrolizando
con SO,H, N durante ocho horas, a 100 °C, en tubo cerrado y precipitando
el exceso de SOH, con (HO), Ba; con la solucién concentrada a presion
reducida hacemos la cromatografia empleando como disolvente acetona y
agua (95:5, v/v). Revelando con el reactivo de Greene y Morris (11), las
aldoheptosas originan una mancha de color rosa. También determinamos
heptosas en el polisacarido sin hidrolizar, muy diluido, siguiendo el mé-
todo de Dische, modificado por Osborn (18), usando el espectrofotometro
Unicam S.P. 500.

RESULTADOS

Partimos de 23 g de microorganismos liofilizados, de los que después
del tratamiento con fenol-agua, siguiendo el método sefialado anterior-
mente, obtenemos 0,7 g de lipopolisacérido bruto, equivalente a un 3 %
del producto seco de que partimos,

Este lipopolisacirido, impurificado principalmente por acidos nucleicos
lo purificamos primeramente por ultracentrifugacién y después por trata-
miento con ribonucleasa, hasta eliminacién total de los 4cidos nucleicos
segiin observamos en las curvas de méxima absorcién, en el espectro-
fotémetro (figura 1), obteniendo, después de liofilizado al estado de hielo
seco, un peso de 0,32 g de lipopolisacarido puro, equivalente al 1,39 %

4



Estructura del lipopolisacdrido del A. tumefaciens 247

del peso seco del microorganismo. Estos resultados coinciden muy aproxi-
madamente con los sefialados por Westphal y Jann (27) para los lipopoli-
sacaridos microbianos estudiados.

v

Densidad optica
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200 220 240 260 280 300 320 340 360 380  4i0 mp

Figura 1. Curvas de mdxima absorcion: , lipopolisacd-
rido bruto; ---- , lipopolisacdrido purificado por ultracentrifu-
gacién 'y ribonucleasa

La ultraestructura al microscopio electrénico del lipopolisacérido, tan-
to bruto como purificado, observado en forma de tincién positiva, aparece
como una cinta trilaminar formando anillos imperfectos; esta cinta tiene
una anchura de unos 75 a 90 A, la capa intermedia menos densa a los
electrones tiene un espesor aproximado de 50 A, y las exteriores, mas
densas, de unos 15 A (figura 2).

Andlisis del lipido A

Separamos el lipido A del lipopolisacarido por hidrélisis suave, segin
indicamos anteriormente. En la fraccién cloroférmica, por cromatografia
sobre capa fina de silicagel G, siguiendo el método de Kelley (13), identi-
ficamos 4cidos grasos libres e indicios de glicéridos.

En la fraccién acuosa encontramos glucosamina, etanolamina, ion fos-
férico e indicios de ramnosa.
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Andilisis del polisacdrido

La parte glucidica del lipopolisacirido que queda después de separar
el lipido A, sometida a anélisis cromatogréfico sobre papel whatman ni-
mero 1, en el disolvente A), al revelar con plata alcalina, da lugar a cuatro
manchas: la de menor Rf, queda de un color semejante al originado por
la glucosa; le siguen otras dos, con un color blanco grisiceo, y la dltima
tira a rosa. En otro cromatograma similar, revelado con el reactivo de An-
derson (5), se observan unas manchas positivas a desoxiaziicares.

Este polisacdrido complejo lo hidrolizamos con SOH, 0,5 N en tubo
cerrado, durante quince-veinte minutos, a 100 °C, neutralizamos el exce-
so de SOH, con (HO),Ba y hacemos cromatografia sobre papel whatman
nimero 1 con el disolvente A), apareciendo al ser revelado con plata alca-
lina siete manchas correspondientes a distintos oligosacaridos, y cuyos
Rfg y reacciones a otros reveladores indicamos en el cuadro 1.

Cuadro 1
Reveladores
Oligosaca- Rfg Fialat - Il)\;[:gg;
ridos Plata A9 | Ninhi- ;m‘ Ander- | © o0
alcalina anilina drina Morgan son
A 0,29 + — + + + —
B 0,75 + + + + + m,
C 1,10 + + — — indicios m,
D 1,36 + -+ + + — m,
E 1,64 + + — — — m,
F 1,96 + + — — —_ m,
G 2,78 + + — — — —
+ = reaccién positiva al revelador; — = reaccién negativa al revelador;

m, = mayor proporcidn.

Hacemos sucesivos cromatogramas con objeto de localizar el sitio co-
rrespondiente a las distintas manchas de los respectivos oligosacéridos, y
recortar este espacio para eluir los diferentes oligosacaridos e hidrolizarlos.
Se hicieron dos clases de hidrdlisis, como indicamos anteriormente, para

6



Figura 2. Microfotografia electrénica del lipopolisacdrico del A. tumefaciens, tincién posi-
tiva. X 264.000
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tratar de esclarecer los distintos monosacéaridos que integran cada uno de
ellos, utilizando la cromatograffa sobre papel y capa fina; en el cuadro 2,
exponemos los resultados encontrados.

Cuadro 2

Oligosacaridos Rfg

Monosacéaridos

A 0,29

B 0,75

D 1,36

E 1,64

F 1,96

G 2,78

2-ceto-3-desoxi-d-mano-octulosonato
Glucosamina

Xilosa

Fucosa

Ramnosa

2-ceto-3-desoxi-d-mano-octulosonato
Glucosamina

Xilosa

Fucosa

Ramnosa

2-ceto-3-desoxi-d-mano-octulosonato
(indicios)

Xilosa

Fucosa

Ramnosa

Glucosamina
Xilosa
Glucosa
Ramnosa

Fucosa
Ramnosa

Glucosamina
Glucosa
Ramnosa

Fucosa
Ramnosa

Las heptosas fueron identificadas espectrofotométricamente en el poli-
sacérido sin hidrolizar, muy diluido, por el método de Dische, modificado
por Osborn (18), con resultado positivo; y por cromatografia, segin indi-
camos anteriormente, identificando una con un Rfg de 0,83.
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DISCUSION

Obtenemos inicialmente 0,7 g de lipopolisacdrido bruto, que después
de purificar por centrifugacién y tratamiento con ribonucleasa nos quedan
reducidos a 0,32 g, que equivalen al 1,39 % de lipopolisacarido puro re-
ferido al peso seco de los microorganismos de que partimos; este resultado
coincide aproximadamente con otro obtenido en un ensayo anterior, donde
obtuvimos el 1,33 % de lipopolisacdrido puro, realizando la purificacion
con cetavlon (bromuro de cetil-trimetil-amonio); ambos lipopolisacéridos
se encuentran exentos de acidos nucleicos, como indican las curvas de
méxima absorcién en el espectrofotometro (figura 1).

En la ultraestructura observada por microscopia electrénica de la sus-
pensién acuosa del lipopolisacirido en tincién positiva, aparecen unas for-
mas concavas mds o menos irregulares, aplastadas, de color gris, rodeadas
de una cinta trilaminar de un espesor total de unos 74 A; esta cinta trila-
minar estd formada por una capa intermedia menos densa a los electrones
y de un espesor aproximado de 45 A, y una a cada lado, més densas a
los electrones y finas, de unos 15 A. La estructura trilaminar del lipopoli-
sacarido de otros microorganismos ya fue sefialada por algunos investiga-
dores y fundamentalmente por Shands y colaboradores (25), en estudios
sobre la ultraestructura morfolégica del lipopolisacdrido de diversas estir-
pes de Salmonella typhimurium.

No conocemos ningin trabajo sobre ultraestructura de lipopolisacari-
dos de microorganismos patégenos de plantas, pero nuestros resultados
parecen coincidir con los encontrados por otros autores sobre el lipopolisa-
carido de Escherichia coli (15-16 y 21) y sobre Salmonella (25).

En el lipido A, separado del lipopolisacarido por hidrélisis suave,
separamos dos fracciones, una, cloroférmica y, otra, acuosa; en la
primera, cloroférmica, encontramos &4cidos grasos libres, y en la se-
gunda, acuosa, después de hidrolizada, glucosamina, etanolamina, ion fos-
férico e indicios de ramnosa. Estos resultados son semejantes a los encon-
trados en estudios sobre el lipido A de Escherichia coli por Burton y
Carter (6) y por Adams y Singh (4) también en E. coli y Shigella glexneri.
Gmeiner y colaboradores (9), en el lipido A de una estirpe rugosa de
Salmonella, identifican glucosamina, acidos grasos, y ortoforiletanolamina;
Adams y colaboradores (3) estudian el lipopolisacarido de dos microorga-
nismos, Moraxella duplex y Micrococcus calca-acéticus, hallando en la
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fraccion correspondiente al lipido A, glucosa, galactosa, hexosaminas,
etanolamina y derivados, 4cidos grasos libres y diversos aminoécidos; esto
parece demostrar que los lipopolisacaridos de todos los microorganismos,
aunque parecidos en cuanto a su estructura quimica fundamental, en de-
terminadas especies de microorganismos presentan diferencias manifiestas.

Respecto a la composicion del lipido A del Agrobacterium tumefa-
ciens, nuestras investigaciones demuestran que su estructura quimica es
semejante a la de la mayoria de los lipidos A separados de Escherichia coli
y Salmonella, que son los que hasta la fecha han sido mis estudiados.

Mediante la hidrélisis del polisacirido con SOH,, 0,5N en tubo ce-
rrado, durante dieciocho minutos y posterior cromatografia, separamos
siete oligosacaridos con distintos Rfg (véase cuadro 1), correspondiendo la
mayor proporcion a cinco de ellos, cuyos Rfg son 0,75, 1,10, 1,36, 1,64 y
1,96; estos cinco oligosacaridos, ademéds de otro que aparece en menor
proporcién y con un Rfg 0,29, contienen ramnosa como monosacarido
predominante, monosacarido ya sefialado por nosotros (23) como el ma-
yor componente glucidico de la pared celular del Agrobacterium tumefa-
ciens y, posteriormente, identificado por Manasse y Corpe (17) como
componente del lipopolisacirido de diversas especies de A. tumefaciens;
en 1968, lo encuentran Grahan y O’Brien (10) en el lipopolisacarido de
todas las estirpes de A. tumefaciens que estudian.

El 4cido 2-ceto-3-desoxioctulosénico, también encontrado por Ma-
nasse y Corpe (17) en el lipopolisacarido de todas las estirpes de Agrobac-
terium tumefaciens que estudian, lo hallamos nosotros como componente
de dos oligosacéridos que tienen un Rfg de 0,29 y 0,75, y que ademas con-
tienen glucosamina, xilosa, fucosa y ramnosa.

La fucosa, otro monosacérido predominante en el lipopolisacirido del
Agrobacterium tumefaciens, 1o hemos encontrado en seis de los siete oli-
gosacaridos del lipopolisacirido, como sefialamos en el cuadro 2; Manasse
y Corpe (17) lo encuentran entre los monosacaridos del lipopolisacrido
hidrolizado de las ocho estirpes del A. tumefaciens que estudian, y Grahan
y O’Brien (10) en cuatro de siete estirpes.

Grahan y O’Brien (10) no sefialan la presencia de heptosas en ninguno
de los lipopolisacaridos de distintas estirpes de A grabacterium tumefaciens
y Rhizobium; sin embargo, Manasse y Corpe (17) la encuentran en una
de las estirpes estudiadas por ellos; nosotros encontramos una heptosa en
el polisacirido, aunque no podemos indicar a qué oligosacarido corres-
ponde.

11
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No conocemos hoy la forma en que estin unidos estos monosacaridos
que forman los diversos oligosacaridos de la parte polisacrida del lipopoli-
sacarido del Agrobacterium tumefaciens estudiado por nosotros, ni tam-
poco su cantidad, pero nuestros resultados parecen indicar la similitud
entre este lipopolisacdrido obtenido de un microorganismo patégeno de
plantas y aquellos otros més estudiados por diversos investigadores, como
son los de los géneros Salmonella y Coli.

RESUMEN

Estudiamos el lipopolisacarido del Agrobacterium tumefaciens, estirpe
nim. 13, obtenido por el método de Westphal y Jann y purificado por
ultracentrifugacién y tratamiento con ribonucleasa.

Observado mediante tincién positiva al microscopio electrénico, apa-
rece en forma de circulos mas o menos irregulares rodeados por una cinta
trilaminar perfectamente definida, y de un espesor aproximado entre
75 y 90 A.

El lipido A, separado por hidrdlisis suave, estd constituido por 4cidos
grasos libres, glicéridos, etanolamina, glucosamina, ion fosférico e indicios
de ramnosa.

En la hidrélisis del polisacirido encontramos siete oligosaciridos,
siendo los mayores componentes de estos oligosacaridos la ramnosa y
fucosa. También sefialamos la presencia de una heptosa y 2-ceto-3-desoxi-
d-mano-octulosonato.

De nuestros resultados podemos deducir que este lipopolisacarido, co-
rrespondiente a un microorganismo gram-negativo y patégeno de plantas,
tiene una estructura morfoldgica y quimica similar a aquellos mas estudia-
dos pertenecientes a los géneros Salmonella y Escherichia.

SUMMARY
The structure and chemical composition of lipopolysaccharide from
Agrobacterium tumefaciens

The lipopolisaccharide from Agrobacterium tumefaciens was obtained
by the method of Westphal and Jann and purified by ultracentrifugation
and ribonuclease treatment.
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Electron microscopy by positive staining showed irregular flat discs
bounded by a trilaminar ribbon of 75 to 90 A thick.

The lipid A was separated by gentle hidrolisis and by thin layer
chromatography was found to be formed by free fatty acids, glycerids,
ethanolamine, glucosamine, phosphoric ions and traces of rhamnose.

After hidrolisis of the polysaccharide, seven olygosaccharides were
found, among them KDO, rhamnose and fucose were the major compo-
nents of the polysaccharide. A non identified heptose was also found.

The chemical and structure features of this lipopolysaccharide from a
Gram negative, phytopathogenic bacterium seems to be very similar to
those obtained from bacteria pathogenic to humans and animals such as
Salmonella and Escherichia coli.
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INSTITUTO DE BIOLOGIA CELULAR (CSIC)

PURIFICACION Y PROPIEDADES DE
LA #-(1-3)-GLUCANASA
DE RHIZOPUS ARRHIZUS

por

J. P. GARCIA-BALLESTA

INTRODUCCION

La utilizacién de enzimas que atacan especificamente determinados
enlaces de los polimeros que forman la pared celular de los microorganis-
mos, es una técnica muy valiosa para el estudio de la composicion de di-
chas estructuras celulares. Esta técnica ha sido utilizada por diferentes au-
tores con resultados positivos en el estudio de la pared celular de leva-
duras y hongos (11, 13 y 16).

Obviamente, el éxito de la técnica, es decir, la posibilidad de una in-
terpretacién inequivoca de sus resultados, depende totalmente de la pureza
y especificidad de las enzimas utilizadas.

La pared celular de las levaduras, contiene, entre otros componentes,
polimeros de glucosa unidos con enlaces del tipo §-(1-3) (12). Como paso
previo para el estudio de la funcién desempefiada por este polimero en la
estructura de la pared celular, nos propusimos la purificacioén y estudio de
una enzima que hidrolizara este tipo de enlaces.

La existencia de enzimas que atacan enlaces de glucosa del tipo
B-(1-3) o p-(1-3)-glucanasas es bastante comin, especialmente entre mi-
croorganismos de la microflora del suelo (4 y 14). Su purificacion a partir
de diferentes fuentes ha sido también publicada por varios autores (1, 7,
10 y 17). Sin embargo, aquellas fuentes de enzima, utilizadas por los an-
teriores autores, que producen un producto mas puro, adolecen de presen-
tar un rendimiento bastante bajo.

En un estudio de la distribucién de actividadg-(1-3)-glucanésica entre

Microbiol. Espaii., 24 (1971), 257. 1
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especies de hongos de la microflora del suelo, Reese y Mandels (14) en-
contraron que Rhizopus arrhizus la excretaba al medio de cultivo en can-
tidades muy notables y relativamente libre de otras actividades enziméticas
contaminantes. Se eligid, pues, este organismo como fuente de la enzima
y su purificacion se describe a continuacién.

MATERIAL Y METODOS

Organismo y condiciones de cultivo

Se utiliz6 una cepa de Rhizopus arrhizus QM 1032, procedente del US
Army Laboratory, Natick, Massachusetts.

El organismo crecié en el medio basal descrito por Reese y Man-
dels (14), el cual era suplementado con una fuente de carbono adecuada,
seglin se describe més adelante, a una concentracién del 0,5%. Se utili-
zaron matraces de 300 ml con 125 ml de medio, incubados a 28 °C, con
agitacién continua. Al cabo del tiempo apropiado, normalmente 3 dias,
los cultivos eran filtrados y el caldo de cultivo inmediatamente sometido
al proceso de purificacién.

Valoraciones enzimdticas

Las siguientes actividades enzimaticas se determinaron sobre los subs-
tratos detallados en cada caso:
B-(1-3)-glucanisica: se determinaba sobre una solucién de laminarina [po-
limero de glucosa con enlaces §-(1-3)], al 1 %, en tampdn de citrato-
fosfato 0,05 M, pH = 4,5.
B (1-6)-glucanasica: valorada sobre pustulin [polimero de glucosa con
enlaces B-(1-6)] en condiciones similares a las utilizadas para la activi-
dad g-(1-3)-glucanésica.
Celulasica: sobre carboximetilcelulosa (CMC), al 1 %, en tampén de ci-
trato 0,05, pH = 5,4.
Quitinasica: utilizando quitina coloidal suspendida en tampén de fosfa-
to 0,05 M, pH = 6,5, con una densidad 6ptica de 0,8-600 my.
o-amilésica: sobre una suspensién de almidén soluble, al 3 %, en tampén
de citrato-fosfato, antes descrito.

Las condiciones normales de hidrélisis eran: 1 ml de enzima cruda
0 50 ug de la preparacién purificada/1 ml de substrato, incubados a 45 °C,
durante 1 hora.
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La valoracién de la actividad en la preparacién se hacia por determi-
nacién de los aziicares reductores liberados, usando el método del acido
dinitrosalicilico, descrito por Sumner y Somers (15).

En algin caso se utilizé el método de la glucoxidasa, preparado por
Worthington Biochemical Corporation.

Procedimientos cromatogrdficos

Los productos del ataque enzimatico eran cromatografiados en papel
whatman num. 1, utilizando como disolvente butanol - acetona - agua
(4:5:1, v/v). Las manchas de los azicares eran reveladas con una solucién
de ftalato de anilina (370 mg de 4cido ftalico y 0,22 ml de anilina en 24 ml
de butanol, con 1,5 ml de agua).

Unidades enzimdticas

Se ha considerado como una unidad de cualquiera de las actividades
valoradas, la cantidad de enzima capaz de liberar 50 ug de aziicares re-
ductores/hora.

RESULTADOS

Efecto del medio de cultivo en la produccion de §-(1-3)-glucanasa por
Rhizopus arrhizus

El hongo crecié en el medio basal suplementado, descrito anterior-
mente (Material y métodos).

La produccién total de diferentes actividades enziméaticas, determina-
das en el medio de cultivo a los 25 dias de crecimiento, se detalla en el
cuadro 1. Los resultados concuerdan en general con los encontrados por
Reese y Mandels (14), que determinaron inicamente la actividad g-(1-3)-
glucandsica en una serie de hongos del suelo.

De acuerdo con estos datos, la mejor fuente de carbono para la pro-
duccién de la actividad f-(1-3)-glucandsica es celobiosa, dimero de glu-
cosa, con una unién §-(1-4). Sin embargo, podemos apreciar que la con-
taminacion de esta actividad con §-(1-6), a-(1-4)-glucanasa y quitinasa es
bastante notable. Desde el punto de vista de la purificacién de la enzima
estas condiciones no son las ptimas, siendo preferible una menor conta-
minacién, alin a costa del rendimiento total de la enzima. Por razones dis-
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cutidas posteriormente, era especialmente interesante el poder partir de
un preparado con el menor contenido posible en la actividad g-(1-6).

Cuadro 1. Efecto de la fuente de carbono en la produccioén de carbohidra-
sas por R. arrhizus

Unidades de actividad enzimética/mililitro de cultivo

cuando crece en

Enzima ’
: Celobio- ... | Lamina-
Maltosa | Glicerol | Glucosa sa Almidén rina
B-(1-3)-glucanasa 15 15 7 27 14
B-(1-6)-glucanasa 5 12 9
B-(1-4)-glucanasa 1 1 3
(carboximetilce-
lulasa)
a-(1-4)-glucanasa 11 7 16
Quitinasa 0 1 2 0 0
lo] b a . o ‘! b )
£ 1,24 21,2 B1-3
Q.
o E N
- 0,81 B1-3 ‘UO,S'I
- 3 1-4
§0.4- 1-4 204
g Bie & Br-6
"4 8 12 1B 20 478 12 1620
Dias de cultivo Dias de cultivo
c d
-§ 1,2 S 1,2
~%08 g i
g B3 308 B13
hed a4 B
§0.4 g}_g 204 B1-6
o ' . (= x1-4
4 8 12 1B 20 "4 8 12 18 20

Dias de cultivo

Dias de cultivo

Figura 1. Actividades enzimdticas en cultivos de Rh. arrhizus. Las activi-

dades se determinaron a diferentes tiempos, durante el crecimiento del

hongo. Medio basal suplementado con 0,5 % de los siguientes compuestos

como tnica fuente de carbono: a, glicerol; b, celobiosa; c, almidén, y
d, laminarina
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Cuando se siguié la produccién de las diferentes actividades enzima-
ticas a lo largo de todo el periodo de crecimiento (figura 1), se encontrd
que cuando €l hongo crecia utilizando glicerol como fuente de carbono (fi-
gura 1 a), se producia un aumento muy rapido de la actividad S-(1-3)-glu-
candsica durante los primeros dias de cultivo, que después se estabilizaba
e incluso disminufa con el tiempo. Durante esos primeros dias, sin em-
bargo, las otras actividades apenas si alcanzaban niveles detectables.

En vista de estos resultados, se utilizaron como condiciones de cre-
cimiento normales una incubacién de 3 dias en el medio basico descrito,
suplementado con 0,5 % de glicerol,

Purificacion de la actividad B-(1-3)-glucandsica a partir del caldo de
cultivo del Rhizopus arrhizus

El caldo de cultivo del hongo crecido en las condiciones arriba des-
critas, fue precipitado con sulfato aménico, al 45 % de saturacion, dejan-
dolo en reposo a 4 °C durante 4 horas. A continuacién se centrifugd a
10.000 r/m, durante 24 horas, desechidndose el precipitado. El sobrena-
dante, ajustado con sulfato aménico sélido hasta el 75 % de saturacién,
se dej6é durante 12 horas, a 4 °C. Al cabo de este tiempo, el precipitado

0,61
0,51
§ 014'
a
<)
o 0,31
O
o
[} .
§ 0,21 c
o
0.11 b
a

T T T T

2 4 6 8 10 12 14 16 1B
Ndmero de las fracciones

Figura 2, Elucidén de las distintas actividades presentes en el

cultivo de Rh. arrhizus filtrado a través de una columna de

sephadex G-200. ®—9, actividad 81-3 glucandsica; A—A . ac-
tividad f1-6 glucandsica; ®8~W, actividad a-amildsica
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fue recogido utilizando las mismas condiciones de centrifugacién antes des-
critas y disuelto en tampdn de acetato 0,01 M, a pH = 5,4, en una cen-
tésima parte del volumen inicial del cultivo.

La posterior purificacion de la enzima se llevé a cabo por filtracién
en sephadex G-200. En una columna de 25 X 2 cm se cargaron 10 mg de
proteina obtenida de la precipitacién del medio de cultivo con sulfato
amonico, y fueron eluidos con agua destilada con un flujo de 12 ml/h, re-
cogiéndose fracciones de 3 ml.

La figura 2 muestra como en estas condiciones no se consiguid la
separacion de las distintas actividades hidroliticas que componian el pre-
cipitado. Este paso, sin embargo, consiguié una notable concentraciéon de
las actividades, como lo indica el gran aumento en la actividad especifica
conseguido (cuadro 2).

Cuadro 2. Purificacion de la actividad glucandsica

f-(1-3-glucanasa B-(1-6)-glucanasa a-(1-4)-glucanasa
Activi- Activi- Activi-
dad Rendi- dad Rendi- dad Rendi-
especi- |miento | especi- | miento | especi- | miento
fica % fica % fica %
unid./mg unid./mg unid./mg |
Caldo de cultivo 2,5 100 0,4 100,0 0,6 100,0
Precipitado SO«NH,), 28,0 91 4,6 94,0 7,0 94,0
Sephadex G-200 230,0 69 32,0 59,0 52,0 65,0
DEAE-celulosa 297,0 60 3.0 3,8 10,0 8,4

Las fracciones correspondientes al pico de actividad g-(1-3)-glucani-
sica fueron reunidas y liofilizadas. El material resultante se disolvié en
tamp6n de citrato-fosfato 0,01, pH = 4,5, filtrindose a través de filtro
millipore para separar el material insoluble.

El material con actividad g-(1-3)-glucanésica obtenido de la filtracién
a través de sephadex G-200, fue a continuacién aplicado a una columna
de 25 X 1 cm de DEAE-celulosa y eluido con un gradiente de concen-
tracion de tampén de citrato-fosfato, desde 0,01M hasta 1M.

La figura 3 muestra los resultados de este tipo de cromatografia en
columna. Puede verse como en estas condiciones pudo separarse la activi-
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dad g-(1-3) de la $-(1-6)-glucandsica, quedando, sin embargo, ligada a
ella un resto de actividad amilésica, que no pudo separarse modificando
las condiciones de la elucién. Se ensayd, sin éxito, la elucién con un gra-
diente de CINa, asi como el uso de un gradiente de pH, en vez de gradiente
de concentracién.

1,04
0,94
0,8
0,7
0,64
0,5+
0,4+
0,3
0,24
0,1

Densidad éptica

NuUmero de las fracciones

Figura 3. Elucién de las distintas actividades presentes en el cul-

tivo de Rh, arrhizus filtrado a través de una columna de DEAE-

celulosa. o— o actividad f1-3 glucandsica; s—n4 actividad f1-6
glucandsica; W—® actividad o-amildsica.

El cuadro 2 resume el proceso de purificaciéon de la enzima. Vemos
cémo se consiguié una purificacién de unas 120 veces la actividad inicial
del caldo de cultivo, con un rendimiento del 60 %, apareciendo la activi-
dad g-(1-3)-glucanésica practicamente libre de p-(1-6)-glucandsica y con
una ligera actividad amilésica. ‘

El material asi purificado se utiliz6 para estudiar las caracteristicas
propias de la §-(1-3)-glucanasa. El pH éptimo de la enzima aparece en-
tre 4,5 y 5,0, disminuyendo muy rapidamente al pasar a valores mis ba-
jos (figura 4). La temperatura optima se presenta alrededor de los 60 °C,
desactivandose rdpidamente la enzima por encima de los 65 °C (figura 5).

7



264 J. P. Garcia-Ballesta

%

100+ S,

50 °

~
o

a 5 6
pH

Figura 4. Actividad de la enzima purifi-
cada, en funcién del pH

o4

%

100+ ’ /o

50- / ;

o

T

20 30 40 50 60 70 °C

Figura 5. Actividad de la enzima purificada, en
funcién de la temperatura



La $-(1-3)-glucanasa de Rhizopus arrhizus 265

Modo de accion de la enzima

El trabajo previamente realizado con este tipo de enzimas (14) indica-
ba que su modo de accién era fundamentalmente endolitico, es decir,
que rompia las cadenas del polimero en posiciones internas, liberando oli-
gémeros preferentemente.

La enzima purificada segin el procedimiento arriba descrito, aunque,
efectivamente, produce gran cantidad de dimeros y trimeros, revelados por
cromatografia en papel de los productos de la hidrdlisis, también libera
cantidades apreciables de glucosa, detectada, tanto por cromatografia
como enzimiticamente, mediante el ensayo con la glucoxidasa. Estos
hechos claramente indican que en nuestro preparado enzimitico existe
también una actividad exolitica.

Es interesante a este respecto el notar que las actividades endo y
exo f-(1-3)-glucandsicas mostraron una diferente respuesta al tratamiento
con temperatura y pH. Asi, a temperaturas superiores a los 65 °C, a las
que del 30 al 60 % de la actividad total, determinada mediante la valora-
cion de aziicares reductores liberados, se habia perdido, no podia apre-
ciarse por cromatografia la acumulacién de glucosa. Por el contrario, a
pH superiores a 7,5, a los que practicamente el 90 % de la actividad to-
tal de la enzima habfa desaparecido, s6lo se destacaba la presencia de
glucosa en los hidrolizados.

DISCUSION

El caldo de cultivo del hongo Rhizopus arrhizus es una fuente clasica
para la obtencién de g-(1-3)-glucanasa, dado que el organismo excreta al
medio la enzima en grandes cantidades y relativamente libre de otras car-
bohidrasas (14).

La produccién de la enzima parece ser constitutiva; sin embargo, la
cantidad de enzima producida es muy afectada por la fuente de carbono
en que el hongo estd creciendo, como se ve en el cuadro 1.

El efecto de la fuente de carbono no sélo se aprecia en el rendimiento
final de la enzima, sino igualmente en el modo de su excrecién al medio,
lo cual posiblemente es un reflejo de su sintesis en el citoplasma. Haciendo
un estudio de la produccién de g-(1-3)-glucanasa a lo largo del periodo de
crecimiento del hongo en diferentes fuentes de carbono (figura 1), hemos
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visto como es posible el encontrar condiciones de crecimiento que produ-
cen un material 6ptimo para iniciar una purificaciéon de la enzima. Al
crecer en glicerol, el Rhizopus arrhizus libera en el medio de cultivo can-
tidades muy notables de la enzima, mientras que en esas condiciones la
sintesis de otras enzimas contaminantes ain estd muy reprimida. Se con-
sigue asi un caldo de cultivo con una actividad alta de g-(1-3)-glucanasa
/ml, a la vez que debido a la juventud del cultivo, Gnicamente 3 dias,
la acumulacién de proteina inespecifica, muy notable en cultivos mis
viejos, es despreciable, haciendo que la actividad especifica de la glucanasa
sea relativamente alta.

Con el proceso de purificacién aqui detallado se ha conseguido liberar
la actividad g-(1-3)-glucanasica de la f-(1-6). Este punto es del méximo
interés, dado que el objetivo final de la purificacion de esta enzima es su
utilizacién en el estudio de la estructura y composicién de la pared celular
de levaduras. Estos organismos poseen en su pared celular polimeros de
glucosa con enlaces g-(1-3) y g-(1-6) (12), por lo cual es posible utilizar
las enzimas que rompen especificamente estos enlaces, como instrumen-
tos para su estudio. Por esta razdn, es obviamente importante que esas
actividades no estén contaminadas entre si.

El pequefio resto de actividad amildsica que se detecta en nuestro
material purificado no estorba para nuestro objetivo, ya que polimeros de
glucosa con enlaces a-(1-4) no existen en la pared celular de levaduras.

La purificacion parcial de enzimas con actividad -(1-3)-glucanésica
ha sido conseguida también partiendo de cultivos de otros organismos (8).
En el caso descrito por estos autores, la separacién de la actividad
p-(1-3)-glucanasica de la celuldsica existente en su material, requiri6 el
uso de electroforesis en papel o en bloque de almidén, que en nuestro caso
no es necesaria, En general, los resultados aqui descritos concuerdan con
los de estos autores en cuanto al tamafio de la molécula de la enzima, que
por su comportamiento en la filtracién por gel de sephadex indica poseer
un peso molecular superior a 100.000 daltons.

Las caracteristicas de la enzima purificada por nuestro procedimiento
son las propias de las enzimas de este tipo (2), presentando un pH éptimo
sensiblemente 4cido, alrededor de 4,5, y una resistencia alta a la tempe-
ratura, con el éptimo para su accién alrededor de los 60 °C.

La localizacién de diferentes actividades enzimditicas en una misma
proteina es un fenémeno relativamente anormal en la célula. Se conocen,
sin embargo, casos muy bien documentados de este hecho, y quiza el mas
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conocido sea el de la ADN-polimerasa, descrita por Kornberg (9). Esta
enzima, ademds de la obvia actividad polimerizante de ADN, muestra ac-
tividad hidrolitica del mismo polimero. En el campo que aqui nos inte-
resa de las enzimas hidrolizantes de carbohidratos, Brock (3) encuentra
que en el citoplasma de diferentes especies de levaduras existen activida-
des enziméticas hidrolizantes de enlaces $-(1-3) y p-(1-6), que no es
posible resolver en dos componentes distintos por los métodos por ¢l uti-
lizados. Este autor las considera parte de una misma molécula.

Aunque no podemos dar una prueba concluyente de que las activida-
des endo y exolitica que se detectan en nuestra preparacion purificada de
B-(1-3)-glucanasa correspondan a dos enzimas diferentes, el hecho de que
la sensibilidad de dichas actividades al pH y a la temperatura sea diferente,
parece indicar que ese es el caso, 0, al menos, que si se trata de la misma
enzima, los centros activos responsables de cada una de las dos formas
de acci6n radican en lugares diferentes de la molécula.

Chesters y Bull (5) y Bacon y colaboradores (1), estudiando el modo
de accién de una f$-(1-3)-glucanasa no purificada, encuentran también
actividad exo y endolitica, que, en su caso, es posible separar mediante
cromatografia (1). Dichas actividades, como en nuestra enzima, presentan
una diferente sensibilidad a cambios de pH (6). Estos resultados parecen,
pues, confirmar nuestra creencia de que las actividades exo y endolitica
detectadas en nuestra preparacién responden de hecho a dos enzimas di-
ferentes.
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RESUMEN

Se han investigado las condiciones &ptimas de cultivo del hongo
Rhizopus arrhizus, para obtener una produccién méxima de la enzima
B-(1-3)-glucanasa, que es excretada por este organismo al medio de culti-
vo. Cuando el hongo crece con glicerol como tnica fuente de carbono, se
produce un miximo de actividad g-(1-3)-glucanasa, con un minimo de
otras actividades enzimAticas contaminantes, a los 3 dias de cultivo. A par-
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tir del caldo de cultivo, se ha purificado la enzima 120 veces, con un 60 %
de recuperacion, lograndose la separacién de todas las enzimas contami-
nantes, excepto de un 1 % de actividad o-amilésica.

La enzima purificada tiene un pH 6ptimo entre 4,5 y 5,0, y presenta
su maxima actividad alrededor de los 60 °C.

La preparacion purificada presenta actividad endo y exolitica, con
acumulacién de glucosa libre y de oligdmeros como productos de hidré-
lisis. La respuesta de estos dos modos de accién a varios tratamientos su-
giere que son debidos a dos enzimas diferentes.

SUMMARY

Purification and properties of a p-(1-3) glucanase from Rhizopus arrhizus

Conditions for an optimun production of g-(1-3)-glucanase by the
fungus Rhizopus arrhizus are described.

When glicerol is used as sole carbon source a maximun of f-(1-3)-
glucanase activity is detected in the medium after 3 days of growth.
Under these conditions a minimun of contaminating enzymatic activities
are found in the culture.

By using, DEAE-celullose and sephadex, a 120 fold purification of
the $-(1-3)-glucanase activity was achieved. The contaminating activities
could be removed at the same time, except for a 1 % of a-amylase.

The purified preparation has an optimun pH between 4.5 and 5.0 and
optimun temperature around 60 °C. It shows endo and exo-lytic activities
that respond in a different way to changes in pH, temperature, suggesting
the presence of two different enzymes.
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INTRODUCCION

La técnica de formacién de placas infectivas en cultivos celulares in-
troducida por Dulbecco (8), abre nuevos horizontes en el estudio de la
Virologia, ya que hace posible €l recuento de particulas viricas infectivas
incorporando un nuevo método en la titulacién de los virus; por otro lado,
simplifica las técnicas cldsicas al no tener que emplear animales de labora-
torio o huevos embrionados y proporciona asimismo una excelente herra-
mienta de trabajo en Genética de virus animales, al poder aislar clones a
partir de las placas infectivas.

El empleo de los métodos de Dulbecco (8) y de Cooper (6) para los cua-
les se hace necesario una atmdsfera de CO,, con €l fin de mantener cons-
tante el pH de los cultivos celulares, tropezé pronto con inconvenientes en
la prictica de laboratorio. Para obviar tales problemas, varios investigado-
res han propuesto modificaciones de dicha técnica, entre ellos Porterfield
y Allison (18), que introdujeron el uso del tampén tris.

Otro factor a tener en cuenta es la accién inhibidora de los polisaca-
ridos ani6nicos o polianiénicos existentes en el agar, que tienen un efecto
inhibidor sobre determinados virus, entre los que se incluyen picornavi-
rus (1-2), arbovirus (4 y 23), mixovirus (27) y herpes simplex (9 y 19).
Para eliminar este inconveniente, se buscaron otras sustancias que pudieran
sustituir al agar, entre ellas la metil-celulosa (12), carboximetil-celulo-

Microbiol. Espaii., 24 (1971), 271. 1
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sa (22), agarosa (17), gel de almidén (7), ionagar (5), mientras que otros
autores adicionan al medio de cultivo diversas sustancias para contrarrestar
este efecto inhibidor.

En el presente trabajo vamos a estudiar los factores que intervienen
en la formaci6n de placas infectivas con el virus herpes simplex en ausen-
cia de CO, usando la técnica descrita anteriormente (21).

MATERIALES Y METODOS

Virus

Herpes simplex, cepa LF. Procedente de la coleccién del Instituto
“Jaime Ferran”, aislada por el Dr. Eduardo Gallardo, de una lesién de
comisura labial. De esta cepa original se han realizado 16 pases en cere-
bro de conejo y posteriormente 10 pases en células HeLa, mantenidas
a 37 °C 6 31 °C, con el fin de adaptar el virus al cultivo de tejidos a ambas
temperaturas, obteniéndose asi la cepa LF 37 °C y su variante LF 31 °C,
respectivamente.

Células y medios de cultivo

Hemos utilizado fibroblastos de embrién de pollo, que fueron cultiva-
dos en cépsulas de Petri, de vidrio neutro (6 cm de didmetro). El método
de obtencién de los mismos y los medios de cultivo empleados han sido
descritos anteriormente (21).

Aditivos empleados

Los aditivos utilizados en el presente trabajo se afiadian a la “capa de
recubrimiento”, a las concentraciones que a continuacién se expresan:
a) arginina (NBC): 0,04 mg/cm?; b) L-cisteina (NBC): 1 mM; c) Cl,Mg
(Merck) 25 mM; d) DEAE-dextrano (Pharmacia, Uppsala) 25 ug/cm?,
y e) tampén HEPES (Sigma): 6,6 mg/cm’.

Capas de recubrimiento

Se emplean dos tipos de capas de recubrimiento: a) bacto-agar: a
50 cm® de medio nutritivo doblemente concentrado (MPC) se afiadian
50 cm® de bacto-agar (Difco) al 1,8 %; b) metil-celulosa: a 50 cm® de
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MPC se afiadian 50 cm?® de solucién de metil-celulosa (Fisher Scientific
Co.) de 4.000 centipoises, preparada segln indican Schultze y Schlesin-
ger (23).

Inoculacion de los cultivos

La marcha general para la infeccién de los cultivos se describe a con-
tinuacién, salvo algunos experimentos donde se modific, segin se indica
en la parte experimental. Una vez obtenida la monocapa celular por incu-
bacién a 37 °C, durante 24 horas, en ausencia de anhidrido carbénico, la-
vamos las células dos veces con tampén de fosfato y procedemos a la ino-
culacién del virus herpes simplex, La dilucién del virus fue hecha en caldo
comin, ya que resulté ser el diluyente con el cual obtuvimos mayor ni-
mero de placas infectivas.

El volumen de simiente empleado por capsula de Petri fue de 0,2 cm®.
Una vez inoculados los cultivos, se deja en periodo de adsorcién de 2 ho-
ras, a 37 °C. Pasado este tiempo, se elimina el virus no adsorbido y se
deposita la primera capa sélida, compuesta por bacto-agar o metil-celulosa
con MPC (v/v).

Se dejan las cépsulas de Petri en estufa, durante 4 dias, y se afiade una
segunda capa sélida de bacto-agar, medio nutritivo doblemente concentrado
y un colorante vital que en nuestro caso fue el rojo neutro. La lectura de
las placas infectivas se realiza 24 horas después de la tincion.

RESULTADOS

Influencia del volumen del indculo del virus sobre la formacion de placas
infectivas

Diversos autores preconizan diferentes volimenes de inéculo de virus
para la inoculacién de las monocapas celulares en capsula de Petri, de
60 mm de didmetro. En un principio se tenia la creencia de que los virus
debian suspenderse en un volumen grande de liquido, para bafiar con am-
plitud el cultivo. La mayoria de los autores recomiendan de 0,5 cm® a
1 cm® como volumen del inéculo empleado. Sin embargo, Watterson (29)
apunta que manteniendo constante la cantidad de virus y variando el vo-
lumen en que se encuentra suspendido, se obtienen mejores resultados con
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Cuadro 1. Efecto del volumen del indculo sobre el recuento de placas
infectivas con el virus herpes simplex, variante LF 31 °C

Volumen de caldo | Volumen total de la Niimero Media
comiin adicionado a suspensién virica de placas/cépsula del nimero
la suspensién de 0,1 | jnoculada en cada p de Petrips de placas
ml de virus cipsula de Petri infectivas
176, 151,
0,1 ml 206, 180, 185
202
281, 228,
0,1 ml 0,2 ml 199, 206, 220
190
160, 170,
0,2 ml 0,3 ml 119, 186, 156
148
80, 98,
0,3 ml 0,4 ml 107, 110, 100
106

Cuadro 2. Efecto del volumen del inéculo sobre el recuento de placas
infectivas con el virus herpes simplex, variante LF 37 °C

Volumen de caldo | Volumen total de la Nimero Media
comiin adicionado a | suspensién virica de placas/capsula del niimero
la suspensién de 0,1 | jnoculada en cada p de Petrips de placas
ml de virus capsula de Petri infectivas
246, 244,
0,1 ml 277, 296, 256
218
281, 260,
0,1 ml 0,2 ml 283, 291, 283
301
252, 260,
0,2 ml 0,3 ml 233, 220, 236
215
188, 196,
0,3 ml 0,4 ml 140, 166, 179
206
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volimenes pequefios. Taniguchi y Yoshino (25), encuentran que emplean-
do volumenes de 0,05 cm3 como inéculo de virus se -obtienen titulos mas
elevados. -

Ante cifras tan dispares, que varian en proporcién de 1:10 a 1:20, y
con el fin de probar cuél de los volimenes de indculo era el mas favorable,
se realiz la siguiente experiencia: se inocularon lotes de 5 cépsulas de
Petri, utilizando la dilucién 10-3, en la cual se obtuvo un nimero suficiente
de placas infectivas, sin que éstas llegasen a ser confluyentes, lo cual nos
dificultaria el recuento posterior. Lo Gnico que variamos es el volumen
en que se suspende una cantidad de virus constante.

Seglin puede observarse en los cuadros 1-2, el mayor nimero de placas
infectivas se obtiene con 0,2 cm® de diluyente.

En todas las experiencias posteriores se ha elegido este volumen por
ser el mas idéneo para bafiar la monocapa celular.

Influencia de la composicion del diluyente empleado en la suspension del
virus en la formacion de placas infectivas

Los diluyentes ensayados fueron los siguientes: 1) solucién salina fi-
siologica; 2) solucion de Hanks; 3) agua bidestilada estéril, y 4) caldo
comin, utilizado en bacteriologia.

Se han hecho lotes de 5 cépsulas de Petri/diluyente utilizado. La
dilucién del virus empleado ha sido de 10~ en las diferentes diluciones.

Segln se puede observar en la figura 1, los mejores resultados se han
obtenido utilizando caldo comin como diluyente del virus.

N
Q
Ao

I}
Q

Numero de placas

Figura 1. Histograma represen-
tativo del nimero de placas in-
fectivas producidas por el virus
herpes simplex, cepa LF 37 °C
y variante LF 31 °C. a, solucion
salina; b, solucién de Hanks;
c, agua bidestilada, y d, caldo
comiin
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El virus herpes simplex, variante LF 31 °C, diluido efi caldo coiniin,
duplica el nimero de placas infectivas con respecto a los otros diluyentes.
Los resultados son inferiores con la cepa LF 37 °C. La solucién salina
sigue al caldo comin, siendo la solucién de Hanks la que da peores resul-
tados. Por ello decidimos escoger como diluyente de la suspensién de virus
al caldo comiin, pata posteriores experimentos.

La reduccién de cada diluyente para la variante LF 31 ©C con respecto
al caldo comin es de: solucién salina, 47 % ; solucién de Hatiks, 68 %, ¥
agua bidestilada, 58 %.

Para la cepa LF 37 °C, la reduccién es de 35 % en solucién salina,
solucién de Hanks de un 45 %, y en agua bidestilada, 47 %.

Influencia de diversos aditivos incorporados al medio de cultivo en la
formacion de placas infectivas

En las figuras 2-5 se representa €l niimero dé unidades formadoras de
placas (UFP) obtenidas para los virus LF 37 °C y su variante LF 31 °C,
utilizando como capa de recubrimiento bacto-agar o metil-celulosa, cuando
se afiadieron a las mismas diferentes aditivos.

La arginina $e ha mostrado desfavorable con el virus Herpes simplex,
variante LF 31 °C; la reduccién con respecto al testigo es bastante con-
siderable, alcanzarido al 84 % en mietil-celulosda y al 90 % con bacto-
agar. Con la cepa LF 37 °C, al emplear inetil-eelulosa se observa ufia
reduccién del 65 % en el niimero de placas infectivas, y en bacto-agar,
aunque menor, llega al 48 %.

La cisteina da resultados bastante anilogos a los anotados con la ar-
ginina; se muestra desfavorable para el virus herpes simplex. La variante
LF 31 ©C presenta una reduccién con respecto al testigo, de 70 % con
la metil-celulosa, y de 67 % en bacto-agar. Con la cepa LF 37°C, la
reduccion asciende al 53 %, tanto incorporada al medio con metil-celulosa
como con bacto-agar.

El cloruro magnésico, con la variante LF 31 °C, incorporado a la
metil-celulosa, produce un descenso en €l nimero de placas infectivas del
44 %, y del 41 % con el bacto-agar. En la cepa LF 37 °C, con metil-
celulosa, el nimero de placas infectivas queda reducido en un 55 %, y en
bacto-agar, en un 93 %.
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Figura 2, Formacién de placas infec-
tivas en monocapas de fibroblastos de
embrién de pollo, inoculados con vi-
rus herpes simplex, variante LF 31 °C,
usando como capa de recubrimiento
metil-celulosa, con y sin aditivos. a,
arginina; b, cisteina; c, cloruro mag-
nésico; d, HEPES; e, DEAE-dextra-
no, y T, testigo

5001 dT;e
2 \
"> 4004
o
~o
w
c
3 3001
&
(2]
3
2 200/
£
N
2 1001
a
w
D

o' 1% 10° 10t
Diluciones decimales del virus

Figura 4. Formacidn de placas infec-
tivas en monocapas de fibroblastos de
embrién de pollo, inoculados con her-
pes simplex, cepa LF 37 °C, usando
como capa de recubrimiento metil-ce-
lulosa, con y sin aditivos
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Figura 3. Formacioén de placas infec-
tivas en monocapas de fibroblastos de
embrién de pollo, inoculados con vi-
rus herpes simplex, variante LF 31 °C,
usando como capa de recubrimiento
bacto-agar, con y sin aditivos
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Figura 5. Formacién de placas infec-

tivas en monocapas de fibroblastos de

embrién de pollo, inoculados con her-

pes simplex, cepa LF 37 °C, usando

como capa de recubrimiento bacto-
agar, con y sin aditivos
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DEAE-dextrano

Se han ensayado distintas proporciones de DEAE-dextrano; con la
dosis de 62 ug/cm?, descrita por Pattyn (17) como dptima, las células de
fibroblastos de embrién de pollo se destruyeron usando como capa de re-
cubrimiento agar o metil-celulosa; con 25 ug/cm? en el MPC que se
afiadfa tanto a la metil-celulosa como al bacto-agar, se obtuvieron buenos
resultados, pudiéndose observar que el tapete celular al final de la expe-
riencia permanecia intacto.

En los resultados obtenidos, por lo que se refiere a la variante LF 31 °C,
podemos observar que al incorporarlo a la metil-celulosa aumenta el nd-
mero de placas infectivas en un 48 %, y en el agar, un 53 %, con res-
pecto a los testigos. En la cepa LF 37 °C, con metil-celulosa, el nimero
de placas infectivas aumenta un 50 %, y en agar, un 46 %.

Con el tampon HEPES, usando como capa de recubrimiento la metil-
celulosa, podemos observar, con la variante LF 31 °C, que existe una
reduccién de un 35 % con respecto al testigo. Con la cepa LF 37 °C,
reduce en un 23 %,

En el cuadro 3 se expresan los resultados porcentuales de aumento o
disminucién sobre las UFP, tomando como 100 % el nimero de placas
infectivas obtenido al emplear en la capa de recubrimiento el medio MPM,
descrito por nosotros.

Cuadro 3. Porcentaje de variacion en el niimero de UFP aparecidas en el
medio MPM con aditivos, en relacion con el mismo medio sin aditivos

Virus herpes simplex

Medio MPM, LF 31 °oC LF 37 °C
con diferentes aditivos |
Metil- Metil- ]
celulosa l Bacto-agar ' celulosa Bacto-agar
Arginina — 84 —90 —65 — 48
Cisteina — 70 — 64 — 53 -—53
Cloruro magnésico — 44 —41 — 55 —93
DEAE-dextrano + 48 + 53 + 50 + 46
HEPES —35 —29 —23 —6
-+ = aumento; — = reduccién.
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Figura 6. Virus herpes simplex, cepa LF 37 °C. Capa de recubrimien-
to: metil-celulosa. La tincion ha sido efectuada al cuarto dia después
de la inoculacién
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Figura 7. La misma cdpsula de Petri de la figura 6 fotografiada a los
10 .dias después de su inoculacion. El niimero de placas infectivas per-
manece constante, pero aumenta el tamario de las mismas

10
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Evolucion cronoldgica de las placas infectivas

Hemos llevado a cabo una experiencia en la que se realizaron estudios
sistematicos, con el fin de estudiar posibles diferencias en el nimero y
tamafio de las placas infectivas en funcién del tiempo de ificubacién de
las células inoculadas y asi determinar el dia 6ptimo en que se tiene que
efectuar la tincion.

El experimento se efectué de la siguiente forma: se inocularon 60 cip-
sulas de Petri con virus herpes simplex en tres diluciones, 1073, 10735 y
10~% que se distribuyeron en grupos de 5 cépsulas por cada dilucién. Se
tifien a las 24 horas un grupo de cada una de estas diluciones, y sucesiva-
mente, las restantes, a las 48, 72 y 96 horas. La lectura del niimero de
placas se realiza 24 horas después de la tincién, por ser éste el momento
apropiado para distinguir las placas infectivas sobre la monocapa celular
tefiida.

No se observan placas infectivas 24 horas después de la ineeulaci6n:
comenzando su aparicién a las 48 horas, siendo puntiformes y en nid-
mero reducido. Al tercer dia puede apreciarse un incremento en el niimero
de placas infectivas. El mayor nimeéro aparece cuando se hace la tin-
cién al cuarto dia después de la inoculacién y la lectura el quinto dia. El
ntimero de placas inifectivas a partir de esté moméhto permanece constante.
Su tamafio aumenta progresivaimente hasta el dia décimo, a partir del
cual las células de la monocapa comienzan a desttuirse. Bn 1as figuras
6-7 se puede observar el tithafio que presentan las placas infectivas a
los 5 y 10 dias, respectivamente, después de su inoculacién.

Habiéndose observado que al cudrto dia, el tamafio de las placas in-
fectivas es bien visible y que el niimero permanece constarte, lds mofio-
capas se tifieron siempre a los 4 dias después de 14 infeccion.

Finalmente, en el cuadro 4 se expresa €l tamafic qiie presentan las
placas infectivas para los virus estudiados, usando como capa de recubri
miento metil-celulosa o bacto=agar, con o sin aditivos.

Los mejores resultados para €l virs LF 37 °C se obtuvieronl cudndo
se usé metil-celulosa como capa de recubrimieito, sin aditivos o en pre=
sencia del tampén HEPES. Para la vatiante LF 31 ©C, el tamafio 6ptimo
se consiguié al usdr ihetil-celulosa como capa de recubrimiénto tampo-
nada coti HEPES.

11
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Cuadro 4. Tamario de las placas infectivas, en milimetros, con diferentes

aditivos
Virus herpes simplex
Medio MPM, -
con diferentes aditivos LF 31 °C . LF 37 °C

Metil- Metil- |

celulosa Bacto-agar celulosa Bacto-agar
Testigo (sin aditivos) 2,5 1,2 2,5 1,3
Arginina 2,5 1,2 2,3 1,0
Cisteina 2,2 1,7 2,4 1,4
Cloruro magnésito 1.8 Puntiforme 2,0 1,4
DEAE-dextrano 2,0 1,5 2,3 1,2
HEPES 3,0 1,5 2,5 1,4

DISCUSION

Entre los factores fisico-quimicos que pueden intervenir en la forma-
cién de placas infectivas podemos destacar como muy importante la ad-
sorcion del virus por las células, dependiente de la naturaleza del medio en
que se encuentran en suspension y del volumen del inéculo empleado.

En cuanto a los diluyentes que hemos ensayado, los mejores resultados
los hemos conseguido con el caldo comin; en segundo lugar, la solucién
salina, mostrandose como la menos apropiada la solucién de Hanks. Tam-
poco hemos obtenido buenos resultados con el agua destilada, a pesar de
haber sido sefialada por Watterson (29) como el diluyente que mejores
resultados proporciona con el virus herpes simplex.

Otro factor que puede influir en la formacion de placas infectivas es
el volumen del inéculo en que se suspenden los virus que se afiade a los
cultivos celulares. Watterson (29) estudié la adsorcién del virus herpes
simplex, inoculando la monocapa celular con el mismo nimero de par-
ticulas, pero suspendidas en diferentes volimenes de inéculo, y concluye
que el in6culo més pequefio es el que mayor nimero de placas infectivas
produce. Este resultado era facil de preveer, pues a igualdad de particulas

12
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infectivas, si se suspenden en mayor cantidad de liquido, se encuentran
mas diluidas, y el nlimero de ellas que entra en contacto con las células es
menor. Por nuestra parte quisimos estudiar si son recomendables efectiva-
mente cantidades muy pequefias, pues siempre supone un gran ahorro de
semilla de virus. Sin embargo, los resultados obtenidos indican que el ni-
mero de placas infectivas fue mayor cuando se empled 0,2 cm® como vo-
lumen de inéculo.

Efectivamente, empleando voltiimenes de inéculo superiores a 0,2 cm?
se reduce a la mitad el nlimero de placas infectivas. Por otra parte, el em-
pleo de un volumen menor puede acarrear el que la monocapa se seque
y degeneren las células.

Para neutralizar ¢l efecto inhibidor de los polisacaridos presentes en el
agar, Wallis y colaboradores (28) estudian la accién del CL,Mg y cisteina
sobre la formacién de placas infectivas, con 21 tipos de virus ECHO y
8 tipos de coxackies, demostrando que estos agentes neutralizan el efecto
inhibidor del agar noble en mayor grado que los polimeros anibnicos y
cationicos (DEAE-dextrano, sulfato de protamina o dextrano). A través
de nuestros resultados observamos que el CL,Mg, y la cisteina, tanto si se
incorpora a la metil-celulosa como al bacto-agar, reduce considerablemente
el nimero de placas infectivas. Por otra parte, Tankersley (26) muestra
" que la adicién de arginina al medio produce un aumento extraordinario en
el ntimero de placas infectivas. Posteriormente, diversos autores, han se-
fialado la necesidad de la arginina en la multiplicacién del virus herpes
simplex (3, 11-12, 20 y 24). Sin embargo, los resultados obtenidos con
este aditivo al utilizar nuestra técnica dan lugar a una dréstica reduccion en
el nimero de placas infectivas, lo cual estd de acuerdo con las experiencias
de Gonczol y colaboradores (10) y Jeney y colaboradores (14). Esto se
puede explicar suponiendo que un exceso de arginina puede provocar un
desequilibrio con respecto a otros aminoécidos esenciales, que trajese como
consecuencia una inhibicién en la multiplicacion del virus.

Sin embargo, estamos de acuerdo, a través de nuestros resultados, con
diferentes autores (15-16 y 23) en cuanto al papel de neutralizante que
ejerce el DEAE-dextrano sobre los inhibidores presentes en el agar.

En cuanto al tamp6n HEPES, Williamson y Cox (30) lo utilizaron con
el virus vacunal, obteniendo un incremento en la formacién de placas in-
fectivas con este virus; sin embargo, con el virus herpes actia como re-
ductor en el nimero de UFP en las distintas capas de recubrimiento em-
pleadas.

13
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Estos datos los juzgamos de interés, si se tiene en cuenta que, a dife-
rencia de los resultados aparecidos en la literatura, con nuestra técnica mo-
dificada no se hace necesario el empleo de aditivos, ya que por si sola
permite la obtencién de un nimero de placas infectivas superior al que
se forma cuando se emplean los aditivos como estimulantes. Empleando
estos ultimos, sélo al afiadir DEAE-dextrano hemos obtenido un incre-
mento en el nimero de las mismas, mostrindose desfavorables los otros
aditivos estudiados.

RESUMEN

Hemos estudiado la formacién de placas infectivas con el virus herpes
simplex en células de embrién de pollo usando un medio de cultivo sin
bicarbonato sédico y en ausencia de atmésfera de CO,.

Se han ensayado dos tipos de capas de recubrimiento: bacto-agar y
metil-celulosa, con y sin aditivos. El DEAE-dextrano aiiadido a la capa de
recubrimiento incrementa el nimero de placas infectivas, pero el Cl,Mg,
cisteina, arginina y el tamp6n HEPES reducen la formacién de placas infec-
tivas, aunque este Gltimo incrementa el tamafio de las mismas,

Se han estudiado, asimismo, otros posibles factores que intervienen en
la formacion de placas infectivas. Los mejores resultados se han obtenido
empleando: a) caldo comin como diluyente del virus; b) un volumen del
inéculo de virus de 0,2 cm?/cépsula de Petri de 65 mm; c) tincién de la
monocapa 4 dias después de su inoculacién, y d) lectura de los resultados
alos 5 dias.

SUMMARY

Factors affecting plaque formation with herpes simplex virus in the obsence
of CO, atmosphere

Plaque formation with Herpes simplex virus on chick embryo fibroblast
has been studied using a bicarbonate free medium in the absence of a
CO, atmosphere.

Two different overlay media have been used, namely, bacto-agar and
methyl-cellulose, with and without additives. Plaque count was enhanced
by DEAE-dextran in the overlay medium but MgCl,, cisteine, arginine
and HEPES inhibited the plaque formation of the virus although the last
one increased the plaque size.

14
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The effect of variable on the plaque count have been determined. Best

results were obtained in the following conditions: a) virus suspension
prepared in broth; b) volume of virus seed of 0.2 cm® for a diameter of
Petri dish of 65 mm; c) staining of the cultures at the fourth day after
monolayer infection, and d) reading the results the day after the staining.
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INTRODUCCION

A medida que la variacion del nivel de vida afecta a los habitos culina-
rios se observa un incremento en la incidencia de intoxicaciones alimen-
tarias de origen estafilocécico.

Esta enfermedad, por lo aparatoso de su sintomatologia, coincidente,
por fortuna, con una baja letalidad, es siempre una desagradable expe-
riencia a que el hombre puede hallarse sometido y, por tanto, viene a
resultar un proceso de gran interés sanitario y social.

El papel de la leche en polvo como portador inerte de estafilococos y
sus toxinas fue sefialado independientemente, y con un intervalo de dos
afios, por Anderson y Stone (2) y Armijo y colaboradores (3), y a partir
de entonces (1957), se han diagnosticado, en distintos paises, brotes t6-
xicos debidos al género Staphylococcus y producidos por el consumo de
leche en polvo.

Las erupciones tdxicas estudiadas, producidas por el consumo de este
alimento, presentan como caracteristica diferencial importante la de afec-
tar con preferencia a poblaciones infantiles en edad escolar.

En Espafia ha venido funcionando, estimulado por la UNICEF, un
programa escolar de alimentacién infantil, establecido por el Ministerio de

Microbiol. Espaii., 24 (1971), 287. 1
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Educacién y Ciencia y administrado por el Servicio Escolar de Alimen-
tacién de dicho Ministerio y Gerencia de Productos Lacteos. Este Servicio
utiliza, en sus fines, muchos miles de toneladas de leche en polvo que le
son suministradas por industrias lacteas nacionales.

La ausencia en nuestro pais de investigaciones sobre el tema que nos
ocupa y la posibilidad de que ciertos trastornos de naturaleza gastroenté-
rica, en colectividades escolares, puedan ser de origen estafilocdcico, han
sido los motivos que nos impulsaron a la realizacién de este trabajo (*).

La importancia creciente que en la actualidad se estd concediendo a la
investigacién en el campo de la Microbiologia de los alimentos desecados,
no hace sino confirmar la oportunidad de eleccion, en su dia, de la ma-
teria en estudio.

MATERIALES Y METODOS

Se han estudiado un total de 168 muestras de leche en polvo, proce-
dentes de distintas industrias de transformacién lactea, ubicadas todas
ellas en el territorio nacional. Las muestras pretenden ser representativas
de la produccion total de leche en polvo en Espaiia y se han obtenido de
los distintos tipos y calidades elaborados por las diferentes industrias pro-
ductoras.

El presente estudio se ha llevado a efecto por medio de las siguientes
técnicas:

a) Determinaciéon del nimero de colonias de estafilococos.

b) Estudio bioquimico, afectando a distintas propiedades enzimaticas.
¢) Tipos de enterotoxina.

d) Curvas de crecimiento de los estafilococos coagulasa-positivos.

e) Lisotipia o tipificacion por bacteriéfagos.

Numero de colonias

En la determinacién del nimero de colonias de estafilococos se siguid
el método descrito por Harrigan y McCance (17), sembrando 1 cm® de

(*) Subvencionado por el Ministerio de Educacién y Ciencia con cargo a los
créditos destinados al fomento de la investigaciéon en la Universidad.
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cada dilucidn, realizada a partir de leche en polvo en solucién Ringer 1:4,
en placas de Petri, mezclando, como es norma, con el medio fundido,
S-110 (DIFCO, B 297) en este caso y a la temperatura de 45 °C.

El frasco, de cierre hermético, con el resto de la diluciéon de leche
(10 g de leche en polvo y enrase a 100 cm®) se incubaba, en todos los
casos, a 37 °C durante cuarenta y ocho horas, junto a las placas de Petri.
Expresado en otros términos, se utilizaba la propia solucién madre de
leche en polvo, en la proporcién aproximada en que se utiliza para la
alimentacién humana, como medio de enriquecimiento y con el fin de
descubrir las muestras que por contener un pequefio nimero de estafilo-
cocos no creciesen sobre el medio sélido distribuido en placa, lo que
significaba, probablemente, ausencia en 0,1 g de leche en polvo, en cuyo
caso se utilizaba el medio liquido de leche en polvo diluida e incubado,
para sembrar a partir de €l nuevas placas con medio selectivo capaz de
poner de manifiesto, en su caso, la presencia de estafilococos.

Las colonias de estafilococos, de distinta apariencia sobre un medio
de cultivo a base de cloruro sédico como agente selectivo, lactosado, con
fucsina acida como ,indicador y potencial de oxidorreduccion restringi-
do (21), fueron aisladas y conservadas para su estudio posterior.

Estudio bioquimico
Las estirpes aisladas fueron sometidas a las siguientes pruebas:

Reduccion del telurito potésico (4).
Determinacién de fosfatasa (5).

Lipo6lisis en yema de huevo (16).
Produccién de desoxirribonucleasa (26).
Fermentacion anaerdbica de manitol (20).
Reaccién de coagulasa (24).

Estudio de los distintos tipos de enterotoxina

Se utiliz6 la técnica de microinmunodifusién de Wadsworth (25) adap-
tada por Casman y colaboradores (10) al estudio y caracterizacién de las
enterotoxinas estafilocécicas. En la produccién de enterotoxina se empled
el medio propuesto por Casman (9). Las estirpes que no producian un
crecimiento abundante a pH de 5,5 se cultivaron sobre el mismo medio a
un pH de 6,8.

Los sueros antitdxicos (frente a los tipos A, B, C y D de toxina) nos

3
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fueron suministrados por los Drs. Casman (Department of Health, Educa-
tion and Welfare, Washington) y Bergdoll (Food Research Institute, Ma-
dison, Winsconsin),

Crecimiento de los estafilococos coagulasa-positivos aislados en leche
concentrada

Se comprobé el crecimiento de las estirpes de estafilococos coagulasa-
positivos, aislados de leche en polvo, en leches concentradas de 35, 40 y
45 % de extracto seco total, previa incubacién a temperaturas de 35°,
400, 45° y 50 °C por espacio de dos y cuatro horas.

Crecimiento en leche en polvo reconstituida

Se investigd asimismo la caracteristica de crecimiento en leche en
polvo desnatada reconstituida en la proporcion de 10 g de leche y has-
ta 100 g de agua potable. Las temperaturas de crecimiento ensayadas
fueron 10°, 20°, 25°, 30° y 35°C, y los tiempos de incubacién de dos,
cuatro, ocho, dieciséis, veinticuatro y cuarenta y ochp horas.

Tipificacion por bactericfagos

El total de estirpes de estafilococos coagulasa-positivos aisladas fueron
sometidas a la accién de la serie de bacteriéfagos basicos de uso recomen-
dado por el Comité Internacional de Tipificacién Bacteriofdgica de Esta-
filococos. Esta serie de bacteri6fagos nos fue remitida en su dia por el
Cross-Infection Reference Laboratory, de Londres.

Las técnicas seguidas han sido descritas por Blair y Williams (7),
quienes recomiendan para la propagacion de bacteriéfagos la técnica de
Swastrom y Adams (22), cultivando la cepa de estafilococo propagadora
y el virus huésped sobre agar semisélido.

RESULTADOS

Numero de colonias

La determinacién del nimero de gérmenes vivos del género Staphylo-
coccus en 168 muestras de leche en polvo arrojé una media de 370/mues-
tra y gramo de producto.

La cifra mds elevada de las obtenidas fue de 9.400. De 45 muestras
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no se aislaron estafilococos y 30 contenian, probablemente, menos de 10/g
{ausencia en 0,1 g).

Pruebas bioquimicas

Se aislaron 104 estirpes del género Staphylococcus, Rosenbach 1884,
del total de 168 muestras de leche en polvo estudiadas. De las 104 estir-
pes, solamente 24 resultaron ocagulasa-positivas, lo que significa que Gni-
camente el 14 % de las muestras contenian estafilococos coagulasa-posi-
tivos.

De las estirpes coagulasa-positivas la totalidad mostré su capacidad
para reducir el telurito, asi como 30, de 80 coagulasa-negativas.

Resultaron positivas a la prueba de fosfatasa un total de 35 cepas, de
las cuales 15 eran coagulasa-positivas y 20, negativas.

La produccién de desoxirribonucleasa se pudo precisar en un total
de 42 estirpes, de cuyos gérmenes eran coagulasa-positivos tinicamente 16.

En medio con yema de huevo mostraron un halo de opacidad debida a
lip6lisis, 6 estirpes, de las que 5 eran coagulasa-positivas.

Se catalogaron como positivas a la reacciéon del manitol (fermentacién
anaerdbica) un conjunto de 26 estirpes, siendo 24 de ellas coagulasa-posi-
tivas y 2, negativas.

El resumen de estas propiedades enzimaticas se puede ver en el cua-
dro 1.

Cuadro 1. Caracteristicas bioquimicas de las diferentes estirpes de es-
tafilococos aisladas (*)

Propiedades coagulEa:;ifxf:;ativas coaguls‘sséi-pr%?itivas
Red. telurito 24 (100 %) 30 (37,5 %)
Prod. fosfatasa 15 ( 62,5 %) 2025 %)
Prod. lipasa 5 (20,8 %) 1 (1,25 %)
Prod. desoxirribonucleasa 16 ( 66,6 %) 26 (32,5 %)
Ferm.manitol 24 (100 %) 2(25 %)

(*) Resumen del estudio enziméitico realizado en 104 estirpes del género
Staphylococcus (80 coagulasa-negativas y 24 coagulasa-positivas).
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Tipos de enterotoxina

De las 24 estirpes coagulasa-positivas sometidas a prueba, tnicamen-
te 6 han mostrado reaccién positiva frente al antisuero tipo A y una de
ellas, ademds, al tipo D, previa inmersién durante quince minutos en
acetato de cadmio al 1 % (figuras 1-4).

Crecimiento en leche concentrada

Los valores y caracteristicas de crecimiento en leche concentrada con
distintos porcentajes de sdlidos lacteos se expresan en el cuadro 2, cuya
representacion grafica comprende las figuras 5-7.

Cuadro 2. Concentracion inicial de gérmenes: 10°/cm? de leche concen-
trada. Incubacion: dos y cuatro horas

T t
Extractg seco emperaturas
por ciento 35 oC 40 °C 45 °C 50 °C
35 2.105 5.107 105 5.106 105 106 104 3.10?
40 105 107 5.105 2.106 5.104 106 5.103 102
45 7.104  9.10¢ 105 106 2.104 6.105 103 8x10

Crecimiento en leche en polvo reconstituida

La proporcién de crecimiento, en las condiciones de nuestro estudio,
utilizando el mismo inoculum que para la leche concentrada, se expresa
en el cuadro 3.

Cuadro 3. Cifra inicial de gérmenes: 10°/cm’® de leche reconstituida.
Concentracion del producto en extracto seco total: 10 g %

Temperaturas
Horas

15 °C 20 °C 25 °C ‘ 30 °C ‘ 35 °C
2 2.10¢ 105 3.105 5.105 8.105
4 8.10¢ 5.105 106 7.106 107
8 106 107 4.107 107 5.107
16 2.108 8.108 10° 5.107 9.10°
24 109 5.109 8.10° 2.1010 5.1010
48 2.10° 7.10° 1.10%0 2.1010 4.1010
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Figura 1. Enterotoxina tipo A. Reaccién de

identidad con concentraciones éptimas de anti-

geno y suero. Preparacion original, sin colo-
rear. X 3,3

Xy

Figura 2. Enterotoxina tipo A. Reaccion de
identidad con antigeno muy concentrado. Pre-
paracion original, sin colorear, X 33
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Figura 3. Enterotoxina tipo D. Previa inmersién
en acetato de cadmio al 1 %. Preparacién ori-
ginal, sin colorear. X 3,3

Figura 4. Enterotoxina tipo D. Confirmacién

por reaccion de identidad sin resaltar con ace-

tato de cadmio al 1 %. Preparacién original,
sin colorear., X 2,2
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Figura 5. Curvas de crecimiento a 4 tempe-

raturas de incubacién diferentes, de St. au-

reus (mezcla de 24 estirpes coagulasa-posi-

tivas), en leche concentrada de 35 % de ex-
tracto seco
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Figura 7. Curvas de crecimiento a 4 tempe-

raturas de incubacién diferentes, de St, au-

reus (mezcla de 24 estirpes coagulasa-posi-

tivas), en leche concentrada de 45 % de ex-
tracto seco
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Figura 6. Curvas de crecimiento a 4 tempe-

raturas de incubacion diferentes, de St. au-

reus (mezcla de 24 estirpes coagulasa-posi-

tivas), en leche concentrada de 40 % de ex-
tracto seco
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Figura 8. Curvas de crecimiento a 4 temperatu-

ras de incubacién diferentes, de un cultivo mix-

to de St. aureus coagulasa-positivos, aislados de

leche en polvo utilizando como substrato leche
en polvo diluida al 10 %



296 S. Ovejero, G. Sudrez v A. Santos

Tipificacion por bacteriofagos

Al lado de modelos liticos, que parecen indicar un origen humano,
con sensibilidad a varios de los tipos 80/6/47/53/75/81, aparecen, con
mayor frecuencia ain, otros que son més propios de estirpes de Staphylo-
coccus de origen animal, con cuadros de lisis en los que predominan cla-
ramente los tipos 42 E y 42 D.

Las reacciones de lisotipia obtenidas de las 24 estirpes de estafilococos
coagulasa-positivos han sido las siguientes:

Estirpe
ndm.
1. 42 D.
2. 83 A, 54,47, 42E, 6, 7, 81.
3. 80, 6,42 E, 47, 53, 54, 75, 83 A, 85, 81.
4. 54,42, 81.
5. 42D.
6. 83 A,42E, 42D.
7. 29,52 A, 52,79.
8.  No tipificable.
9. 79,52A,52,29,55, 83 A, 54,47, 42 E, 18, 80, 6, 7, 42, 81.
10. 29, 52, 52 A, 79, 80, 81.
11. 42 D.
12. 83 A, 6, 47, 75, 80.
13. 54,42 E.
14. 42 D.
15. 6, 42 E, 47, 53, 54, 75, 83 A, 85, 81.
16. 29,52,52 A, 79, 80, 42 E.
17. 42 D, 42 E.
18. 42 E, 81.
19. 52,52 A,79.
20. 42 E, 77,83 A, 42 D.
21. 42 D.
22. 6, 47, 75, 80, 81.
23. No tipificable.
24. 29, 52,52 A, 80, 6,7, 42 E.

10
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Las estirpes nimeros 3, 10, 12, 15, 20 y 22 resultaron ser producto-
ras de enterotoxina A y la niimero 3, ademas, originé una ligera reaccién
frente al antisuero tipo D.

Las frecuencias de los distintos bacteridfagotipos encontrados en este
grupo de gérmenes serfan, por tanto, las que se expresan en el cuadro 4

Cuadro 4. Distribucion de frecuencias de los distintos bacteridfagotipos
en 24 estirpes de Staphylococcus aureus procedentes de la leche en polvo

Bacteri6fago Frecuencia Bacteri6fago Frecuencia
79 5 53 2
52 A 4 54 6
52 4 47 6
29 5 2E 10
55 1 80 7

3A 0 6 6

3B 0 7 1

3C 0 42D 7

83 A 7 71 0

187 0 81 8

75 4 85 2
77 1

DISCUSION

Comprobada la posibilidad de que la leche en polvo originase intoxi-
caciones en el hombre, debidas a la presencia de enterotoxina estafiloco-
cica en dicho producto, por Anderson y Stone (2) y Armijo y colabora-
dores (3), algunos autores sefialan que la leche concentrada favorece el
crecimiento de estafilococos y probablemente la produccién de enterotoxi-
na (11 y 18-19).

Considerado el problema a la luz de los conocimientos actuales sobre
las propiedades de los distintos tipos de enterotoxina estafilocdcica, asi
como del proceso de elaboracién de leche en polvo, la mayor probabilidad

11
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de contaminacién peligrosa del producto puede radicar en los siguientes
puntos:

a) Pasterizacién defectuosa de la leche a concentrar, seguida de una
excesiva retencion de la leche concentrada antes de la desecacién.

b) Contaminacién en el propio tanque de retencién.

¢) Contaminacién de la leche en polvo durante el envasado.

En los casos a) y b) no es de esperar que sobrevivan gérmenes del
género Staphylococcus, ya que la leche concentrada ha de sufrir un calen-
tamiento previo a la pulverizacién, suficiente en todo caso para destruir
dichos gérmenes y ademés, no debemos olvidar el propio efecto de la
desecacién con una temperatura del aire a la entrada de la torre de dese-
cacién de 180°C y salida a 90 °C, aproximadamente. En cambio, la
enterotoxina estafilocécica, parcialmente termorresistente, puede hallarse
presente en el producto final.

En el supuesto ¢) no puede existir enterotoxina preformada en el ali-
mento y el Unico peligro, en este caso, es que, al reconstituir la leche en
polvo ésta contenga estirpes de estafilococos enterotéxicos en cantidad
suficiente para lograr un abundante crecimiento en el medio liquido creado,
cuando se mantenga a una temperatura éptima para el desarrollo micro-
biano. Este peligro ha de ser mayor, naturalmente, en la reconstitucion
masiva en dispositivos mecanicos y climas calidos.

En consecuencia con estas ideas hemos planteado nuestro trabajo rea-
lizando una amplia investigacién sobre el contenido en gérmenes viables
del género Staphylococcus, de diversas suertes comerciales de leche en
polvo, un estudio bioquimico y de tipificacion por bacteriéfagos, en orden
a lograr una caracterizacién de la microflora estafilocdcica de este origen,
la deteccién de los diferentes tipos de enterotoxina de los gérmenes coa-
gulasa-positivos y las posibilidades de crecimiento en leche concentrada-
descremada, con las proporciones de extracto seco total usuales en el
proceso de desecacién y también en leche en polvo reconstituida.

De los resultados del estudio bioquimico y de lisotipia se deduce que
la microflora estafilocécica estudiada presenta en su conjunto caracteres
diferenciales con la de la leche natural, estudiada anteriormente por uno
de nosotros (21), con lo que parece 16gico pensar que el tipo de micro-
flora contaminante de origen lacteo, que ha de resultar destruida durante
los procesos de calentamiento, se sustituye por otro de origen humano,
adicionado en ciertos momentos de la transformacién industrial. Si esto es
asi, el hecho de encontrar un elevado porcentaje de bacteri6fagotipos que

12
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revelan un posible origen animal de los estafilococos indicaria, probable-
mente, la contaminacion de los operarios que manejan en la plataforma de
recepcién leche natural y éstos, a su vez, podrian contaminar de alguna
manera a sus compafieros de la seccién de transformacién en leche en
polvo, lo que explicaria la presencia de estafilococos de distinto origen
en el producto final.

Dack (12) sefialaba que, entre las estirpes toxigenas de estafilococos,
la produccién de enterotoxina es funcién del crecimiento y ante las difi-
cultades técnicas que en este caso supone la prueba objetiva de extraccion,
purificacién y valoracién de la propia enterotoxina, hemos elegido la ca-
racteristica de crecimiento microbiano como fndice de probabilidad de
formacién de toxina. El mismo autor afiadia que los alimentos conside-
rados como causa de intoxicacién de este tipo contienen centenares de
millones de estafilococos/gramo.

Diferentes autores se han manifestado en parecidos términos. Alli-
son (1) sugiere que el nimero minimo de estafilococos coagulasa-positivos
que se requiere para juzgar a un alimento como causa de intoxicacién es
de 500.000/¢g.

Tanner y Tanner (23) mencionan nimeros que oscilan entre 30 y 1.000
millones/g de alimentos que originaron, bajo condiciones de experimen-
tacién, sintomas de intoxicacion en voluntarios que ingirieron cantidades
de 20 a 60 g.

Frazier (14) indica que niveles de enterotoxina necesarios para pro-
ducir este tipo de envenenamiento son posibles Gnicamente con cifras de
varios millones de estafilococos/gramo.

Casman y Bennett (10) comunicaron que habian encontrado cifras
comprendidas entre 50 y 200 millones de estafilococos/g en jamén y
pasteles responsables de incidentes t6xicos de esta clase.

De acuerdo con la doctrina anterior y los resultados obtenidos en las
pruebas de crecimiento microbiano, podemos afirmar que, dado el pe-
quefio porcentaje de estirpes enterotoxigenas que parecen existir en la
poblacién estudiada y la baja proporcién en el nimero de estafilococos
/gramo, el Gnico peligro radicaria en mantener a temperatura ambiente,
por espacio de varias horas, la leche reconstituida.

Unicamente en casos de retencién de la leche concentrada, antes de
su desecacién, a temperaturas comprendidas entre 35° y 45 °C y durante
mdés de cuatro horas, lo que no es posible en un proceso de fabricacion

13
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normal, cabria hablar de posible presencia de enterotoxina estafilocdcica
en el producto final.

Por qltimo, encuadrado este trabajo en el campo de la Microbiologia
de los alimentos, y mis concretamente de los alimentos desecados, no
queremos dejar de citar, aun sin entrar en discusién, los trabajos de
Buttiaux y Beerens (8), Bergdoll (6) y Galesloot y Stadhouders (15), pre-
sentados al simposio de Microbiologia de los Alimentos, celebrado en
Bilthoven (Holanda) el pasado afio y que versan sobre aspectos del tema
que nos ocupa, si bien son tratados de manera general.

RESUMEN

Se han estudiado 168 muestras de leche en polvo procedentes de in-
dustrias nacionales con el fin de precisar el alcance del problema de las
intoxicaciones por enterotoxina estafiloc6cica de este origen.

Las determinaciones realizadas con el fin propuesto fueron:

Enumeracién de colonias, caracterizacién biquimica de las estirpes
aisladas (pruebas de coagulasa, fosfatasa, desoxirribonucleasa, fermenta-
cién del manitol, lipdlisis, reduccién del telurito), tipificacién por bacte-
ri6fagos, estudio de los distintos tipos de enterotoxina, crecimiento de las
estirpes coagulasa-positivas en leche concentrada y en leche en polvo re-
constituida.

De los resultados obtenidos se infiere que, atin considerando el pe-
quefio porcentaje de estirpes enterotoxigenas que parecen existir en la
poblacién estudiada y la baja proporcion en el nimero de estafilococos
/gramo, con una media de 370, el mayor peligro radicaria en mantener
a temperatura ambiente, por espacio de varias horas, la leche reconsti-
tuida.

En un proceso normal de fabricacién, con una retencién de leche
concentrada antes de su desecacién inferior a una hora, no existiria posi-
bilidad, cualquiera que fuera la temperatura de la leche retenida, de formar
enterotoxina, que por su parcial termorresistencia se hallaria presente en
el producto final.

14
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SUMMARY

Hygienic significance of pathogenic staphylococci and staphylococcal
enterotoxins in powdered milk

168 spray dried milk samples have been studied from Spanish dairies
in order to establish the scope in the problem of food poisoning outbreaks
due to staphylococcal enterotoxin of this origin.

The preformed tests to follow this line were: staphylococcal colony
counts, biochemical characteristics of the isolated strains (coagulase, fos-
fatase, deoxyribonuclease, manitol fermentation, lipolitic activity, potasium
tellurite reduction), bacteriophage typing, detection of the types of entero-
toxin, growth of the coagulase positive strains in evaporated milk and in
reconstituted powdered milk.

From the results obtained it has been deduced that despite tre small
percentaje of enterotoxigenic strains among the studied microflora, and
the low proportion in the number of staphylococci per gram, with an
average of 370, it would be dangerous to maintain, at room temperature,
for several hours, the reconstituted milk.

In a normal spray dried milk process, with a holding period of the
concentrated milk, before drying, less than one hour, it would not be
possible, whatever the temperature might be, to cause enterotoxin to
be produced, which avoids its presence in the final product.
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