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INSTITUTO «JAIME FERRAN», DE MICROBIOLOGIA (C S 1C)
DEPARTAMENTO DE VIROLOGIA
SECCION DE VIRUS ANIMALES

ACTIVIDAD ANTIVIRICA DE UNA SUSTANCIA
DE NUEVA SINTESIS SOBRE EL VIRUS VACUNAL

por

Sacramento RICO y A. GARCIA-GANCEDO

INTRODUCCION

En una serie de estudios sobre sintesis de anticancerosos potenciales
Lora-Tamayo y colaboradores (5) han obtenido, entre otros, un grupo de
sustancias integrado por los 4cidos a-benzamido-y-sulfamoil-butiricos sus-
tituidos y ésteres etilicos de los mismos. De este grupo nos han cedido, para
su ensayo frente a virus, diversas sustancias cuya estructura guarda cier-
tas analogias con la cicloheximida. En este trabajo se exponen los resul-
tados obtenidos frente al virus vacunal con una sustancia de este grupo,
que nosotros denominamos como DIBATOD y cuya férmula es:

CH,
/ AN
C;Hy; — CO.NH —CH CH,
[ R = — CH;0. CeH, (p)
O=C SO,
N/

Microbiol. Espaii., 25 (1972). 145. 1



146 Sacramento Rico y A. Garcia-Gancedo

MATERIALES Y METODOS

Sustancia

Las soluciones madres del DIBATOD se prepararon en dimetilsulf6-
xido (DMSO) en la proporcién 1/10 (g/cm?). En el momento de su utili-
zaci6n fueron diluidas en medio de cultivo, ajustindolas a pH neutro con
solucién de bicarbonato sédico del 2,8 %.

Virus

El virus utilizado en este trabajo es el Vaccinia, procedente de linfa
vacunal de ternera, adaptado a células HelLa a través de 24 pases y man-
tenido en este Departamento de Virologia.

Cultivos celulares y medios utilizados

Los cultivos primarios de células de embrién de pollo fueron prepara-
dos por tripsinizacién a partir de embriones de pollo de 10 dias de incu-
bacién. El medio de mantenimiento utilizado para los cultivos infectados
con virus, contenfa solucién tamponada de Hanks, 0,2 % de hidrolizado
de lactoalbimina, 2 % de suero de ternera, 100 Ul/cm?® de penicilina G,
100 ug/cm?® de sulfato de estreptomicina y 20 Ul/ cm?® de nistatina. El me-
dio de multiplicacién llevaba doble cantidad de suero de ternera.

Ensayos para determinar la citotoxicidad de la sustancia

Se emplearon cultivos celulares de embrién de pollo sobre cubreobje-
tos contenidos en tubos de Leigthon. Estos se incubaron en medio de
mantenimiento al que se le incorporé la sustancia durante 24 h a 37 °C.
Los cultivos testigos no contenfan DIBATOD o llevaban incorporado
DMSO en la proporcién del 3,5 % (0,035 cm®/1 cm® y tubo), que es la
cantidad de DMSO que acompafia como méaximo al DIBATOD al hacer
los tratamientos. Los efectos citotéxicos se determinaron por observacion
microscopica, tifiendo los cubreobjetos por el método de May Grunwald-
Giemsa.

También se determiné la toxicidad del DIBATOD siguiendo el méto-
do de Herrmann y colaboradores (3) midiendo el halo de toxicidad a los
5 dias de haber incorporado la droga; el medio sélido utilizado en este ex-
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Actividad antivirica del DIBATOD 147

perimento fue el siguiente: 50 partes de bactoagar (Difco) en agua bides-
tilada y 50 partes de medio de mantenimiento 2x. El didmetro de la caja
de Petri utilizada es de 7 cm y el didmetro del disco de papel whatman
nim. 3 es de 1 cm.

Ensayos para determinar la actividad antivirica de la sustancia

El DIBATOD se incorpord directamente al medio de mantenimiento
antes o después de la infeccién de los cultivos con el virus. El rendimiento
en virus se calculé midiendo halos de inhibicién, o contando el nimero de
marcas infectivas en cultivos de células o el nimero de papulas en mem-
brana corio-alantoidea (MCA) de embrién de pollo. Las diferencias exis-
tentes entre la media de los resultados obtenidos de los testigos y los obte-
nidos mediante tratamiento y la media de los resultados, indican la activi-
dad de la sustancia.

La reaccién de hemaglutinacién se realiz6 en placas de perpex con
pocillos, colocando en cada uno de ellos 0,25 cm?® de la suspension de virus
en contacto con 0,25 cm® de la suspensién extempordnea de hematies de
pollo (al 0,5 %) en atmésfera hiimeda, para evitar la evaporacién; una
hora después se procedié a su lectura. Tanto la suspensién de virus como
la de hematies se han realizado en solucion salina, para evitar el uso de
tampones que contienen una serie de sustancias que pudieran reaccionar
con la droga en estudio, interfiriendo o enmascarando su posible accién.
El pH de ambas suspensiones se ajustd a 7.

RESULTADOS

Determinacion de la citotoxicidad del DIBATOD

Utilizando el método de Herrmann y colocando 72 ug y 326 ug de
sustancia, incorporada al disco de papel colocado en el centro de la caja
de Petri, no se ha observado la aparicién de halo de toxicidad.

Con el fin de observar la posible accién de la sustancia sobre la capa-
cidad de fijacién de las células al vidrio y su capacidad de multiplicacion,
se incorporé el DIBATOD a la dosis de 350 ug/cm? y tubo a la suspen-
sién de células de embrién de pollo recién tripsinizadas, las cuales se re-
partieron en tubos de cultivo, observindose la evolucién de éstos y com-
parandolos con cultivos testigo sin DIBATOD incorporado. Los cultivos
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148 Sacramento Rico y A. Garcia-Gancedo

con DIBATOD incorporado presentan monocapa continua a las 72 h
mientras que los cultivos testigos lo hacen a la 24 h. Posteriormente se
realiz6 subcultivo, tanto de las células tratadas como de las testigos, obte-
niéndose la monocapa continua en ambos a las 48 h. Estos resultados indi-
can que el DIBATOD no inhibe la fijacién ni la multiplicacién celular,
aunque ésta resulte més lenta, y no se provoca en las células modificacién
transmisible al subcultivo.

Por otra parte, se hicieron cultivos de células de embrion de pollo
sobre cubreobjetos en tubos de Leigthon y estos cultivos se dividieron en
3 grupos. Un grupo recibié medio con DIBATOD incorporado, otro con
diluyente (DMSO) incorporado al medio y el grupo restante recibio medio
normal como testigo. A las 24 h se tifien los cubreobjetos de todos los
grupos por el método de May Grunwald-Giemsa y se observa microscopi-
camente el aspecto de los cultivos, no encontrdndose diferencias significa-
tivas entre los tres grupos en su aspecto morfoldgico y estructural.

Segin Valle (6), el DMSO es téxico para las células de embrién de
pollo sélo a concentraciones superiores al 0,1 cm?/cm?.

Determinacion de la actividad antivirica del DIBATOD

Utilizando el método de Herrmann se han obtenido los resultados que
se indican en el cuadro 1; empleando la dosis de 326 pg de DIBATOD y
como testigo la dilucién del DMSO en igualdad de volumen. Las cifras
indican el didmetro en milimetros de los halos y expresan la media de
5 cajas de Petri, al menos.

Cuadro 1. Determinacion de la actividad antivirica del DIBATOD

Halo
Halo Halo R
e i de inhibicion
de toxicidad de inhibicién total parcial
DIBATOD 0 16 45
DMSO 0 0 0

El halo de inhibicién total se expresa como el didmetro del circulo en
el que la inhibiciéon de la formacién de marcas infectivas es total; y el
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halo de inhibiciéon parcial, como el didmetro del circulo en el cual hay
disminucién del nimero y tamafio de las marcas infectivas.

La accién inhibidora del DIBATOD es muy acentuada, observandose
la aparicién de halos de inhibicién de marcas infectivas y también una
disminucion de tamafio en las que aparecen dentro del halo de inhibicién
parcial. No se observa ninguna actividad del DMSO a la concentracién
utilizada.

En las figuras 1-2 se muestra el aspecto de las cajas de Petri corres-
pondientes a este experimento.

Con el fin de comprobar si el DMSO a la dosis utilizada modifica de
alguna forma la actividad del DIBATOD sobre la sintesis del virus, se han
realizado experimentos con diluciones finales de la sustancia en su diluyente
primario (DMSO) y en medio de mantenimiento, a partir de una dilu-
cién muy concentrada del DIBATOD en DMSO. Mediante el método de
Herrmann se prueba la actividad inhibidora del DIBATOD sobre la sin-
tesis del virus, observando si existe diferencia entre los halos de inhibi-
ciéon que sea dependiente del diluyente utilizado. Los resultados obtenidos
se indican en €l cuadro 2. Las cifras indican el didmetro del halo de inhi-
bicién parcial en milimetros y expresan la media de los resultados obte-
nidos en 5 cajas de Petri. No se observan diferencias significativas que
pudieran depender del diluyente.

Cuadro 2. Influencia del diluyente sobre la
accion virostdtica del DIBATOD

DMSO Medio de mantenimiento
0,03 cm?/disco 0,003 cm® DMSO/disco
300 ug de sustancia 300 ug de sustancia
41 37

Para conocer mejor el modo de accién del DIBATOD es indispensa-
ble determinar si existe actividad directa de la sustancia sobre la particula
virica, es decir, si ejerce accion viricida. La técnica utilizada para ello ha
consistido en poner en contacto una suspensién de virus, previamente titu-
lado, con una dosis conocida de DIBATOD durante un periodo de 24 h,
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150 Sacramento Rico y A. Garcia-Gancedo

haciendo titulaciones del virus a las 0, 1, 2, 3, 6, 8 y 24 h. Paralelamente
se coloca la misma suspensién de virus frente al diluyente del DIBATOD
a la dosis utilizada y también el mismo virus frente a la solucién salina,
obteniéndose asi los datos control que nos indicardn si el diluyente por
si solo ejerce accion viricida, o si la sustancia lo ejerce por si sola. Todo
ello se coloca a 4 °C para evitar en lo posible la inactivacién del virus por
el calor. La titulacién se ha hecho en MCA de embrién de pollo y viene
expresado el titulo en UFP/cm® (unidades formadoras de papulas). Dicho
titulo se obtiene haciendo diluciones decimales de la suspension de virus
a titular, inoculando en grupos de 6 huevos, al menos, y hallando la media
del nimero de lesiones producidas en los grupos en que aquéllas son con-
tables. En el cuadro 3 se expresan los resultados obtenidos. No se obser-
va actividad viricida ni del DIBATOD ni del DMSO, ya que las ligeras
diferencias que existen no son significativas.

A lo largo de las 24 h se observa una ligera disminucién del titulo,
comin a las tres series y debida posiblemente a la accién de un factor
comin a ellas, tal vez la temperatura.

Cuadro 3. Accidn viricida del DIBATOD sobre el virus vacunal

Horas de contacto

En contacto

0 ] 1 | 2 3 6 l 8 ' 24
e dop  10% 100 10 10t 10t 1ot 104
s 10410t 10 100 10 100 10
Z)ilr.uza—lFi-na 1o 10

Posteriormente se han realizado diversos experimentos para estudiar el
efecto virostatico de la sustancia. Con el DIBATOD incorporado al medio
s6lido de recubrimiento de las células de embrién de pollo cultivadas en
caja de Petri, previamente infectadas con el virus, se obtienen unos resul-
tados que indican la existencia de una fuerte inhibicién de la formacién
de marcas infectivas a la dosis de 400 ug/cm® mientras que la dosis de
800 pg/cm?® resulta téxica en este tipo de experimento. El motivo de utili-
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halo de inhibicién parcial, como el didmetro del circulo en el cual hay
disminucién del niimero y tamafio de las marcas infectivas.

La accién inhibidora del DIBATOD es muy acentuada, observandose
la aparicién de halos de inhibicién de marcas infectivas y también una
disminucién de tamaiio en las que aparecen dentro del halo de inhibicién
parcial. No se observa ninguna actividad del DMSO a la concentracién
utilizada.

En las figuras 1-2 se muestra el aspecto de las cajas de Petri corres-
pondientes a este experimento.

Con el fin de comprobar si el DMSO a la dosis utilizada modifica de
alguna forma la actividad del DIBATOD sobre la sintesis del virus, se han
realizado experimentos con diluciones finales de la sustancia en su diluyente
primario (DMSO) y en medio de mantenimiento, a partir de una dilu-
cion muy concentrada del DIBATOD en DMSO. Mediante el método de
Herrmann se prueba la actividad inhibidora del DIBATOD sobre la sin-
tesis del virus, observando si existe diferencia entre los halos de inhibi-
cién que sea dependiente del diluyente utilizado. Los resultados obtenidos
se indican en el cuadro 2. Las cifras indican el didmetro del halo de inhi-
bicién parcial en milimetros y expresan la media de los resultados obte-
nidos en 5 cajas de Petri. No se observan diferencias significativas que
pudieran depender del diluyente.

Cuadro 2. Influencia del diluyente sobre la
accion virostdtica del DIBATOD

DMSO Medio de mantenimiento
0,03 cm’/disco 0,003 cm® DMSO/disco
300 ug de sustancia 300 «g de sustancia
41 37

Para conocer mejor el modo de accién del DIBATOD es indispensa-
ble determinar si existe actividad directa de la sustancia sobre la particula
virica, es decir, si ejerce accién viricida. La técnica utilizada para ello ha
consistido en poner en contacto una suspension de virus, previamente titu-
lado, con una dosis conocida de DIBATOD durante un periodo de 24 h,
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zar tan altas dosis se fundamenta en la menor difusibilidad de la sustancia
al ser incorporada a un medio sélido y a que ha de repartirse ésta sobre la
totalidad del medio que recubre toda la superficie de la caja de Petri. Los
resultados se indican en el cuadro 4, asi como en las figuras 3-4. En el
cuadro, las cifras indican las medias del nimero de marcas infectivas,
correspondientes a 5 cajas de Petri.

Cuadro 4. Accién virostdtica del DIBATOD
sobre cultivos de células de embrion de
pollo infectados con el virus. (Incorporando
la sustancia a la primera capa de recubri-
miento; periodo de contacto: 4 dias)

H 3
Dosis de DIBATOD, ug/cm Testigo
800 400 no tratado
Téxico 0 31

Determinacion de la posible accion previa a la infeccion del DIBATOD

Con el fin de observar la posible accién de la sustancia antes de la
infeccién de las células, se han realizado experimentos que consisten en
tratar con el DIBATOD las células cultivadas en caja de Petri, cuando
ya han formado la monocapa, manteniéndole en contacto durante 3 h; se
lavan después las células con soluciéon de Hanks para eliminar la sustan-
cia, se inocula el virus y a partir de este paso se sigue el método de forma-
cién de marcas infectivas ya descrito. Al mismo tiempo se realizan para-
lelamente los controles de diluyentes y de las células no tratadas, obte-
niéndose los resultados que se indican en el cuadro 5.

Cuadro 5. Determinacion de la posible accién
previa a la infeccion, del DIBATOD

DIBATOD i
350 ug/caja DMSO n(')r ::;.ltgacc)io
de Petri
49 49 51
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La dosis utilizada ha sido de 350 ug/caja de Petri de la sustancia en
un volumen de 0,5 cm?, suficiente para cubrir la monocapa celular. Las
cifras indican la media del nimero de marcas infectivas correspondientes
a 5 cajas de Petri.

Estos resultados, expresados por la media del nimero de marcas in-
fectivas obtenidas, indican que no existe accién previa significativa, tanto
por el DIBATOD como por el diluyente (DMSO), no siendo afectados,
por lo tanto, los mecanismos de infeccién celular, tales como los receptores
celulares especificos y la capacidad de penetracién del virus.

De todos los resultados obtenidos hasta ahora se deduce que la activi-
dad del DIBATOD tiene lugar cuando las células son tratadas después de
la infecci6n. Por ello, los siguientes experimentos tienen como propdsito
comprobar dicha actividad.

Determinacion de la accion del DIBATOD a diferentes intervalos de
tiempo, posteriores a la infeccion celular

Cultivos de células de embrién de pollo en tubos estacionarios han
sido infectados con el virus y después del periodo de adsorcion son trata-
dos con el DIBATOD incorporado al medio liquido de mantenimiento.

Para determinar al mismo tiempo el momento de tratamiento méas ade-
cuado, la incorporacién de la sustancia se hace a diferentes periodos de
tiempo después de la infeccién (0, 1, 2, 4 y 6 h). Un grupo de tubos tes-
tigo, infectados, pero sin tratar, nos dara el dato base para determinar la
inhibicién de la sintesis de virus por la accién de la sustancia. A las 24 h
del dltimo tratamiento, se recoge el virus sintetizado en todos los grupos
de tubos, rompiendo las células mediante congelacién y descongelacion y se
titula el rendimiento en virus en MCA, expresindolo en UFP/cm® El
DIBATOD se incorpor6 a la dosis de 350 ug/cm® y tubo. Al mismo tiem-
po y de la misma forma, se ha ensayado la posible actividad del diluyen-
te del DIBATOD a la dosis empleada en experimentos semejantes; incor-
porando tnicamente el DMSO a la dilucién en que acompaifia al DIBA-
TOD en el experimento anterior.

Los resultados obtenidos se presentan en los cuadros 6-7.
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Cuadro 6. Determinacion de la accion del DI-
BATOD a diferentes intervalos de tiempo,
posteriores a la infeccion celular

Rendimiento en virus

Intervalo en horas UFP/cm®
0 6 x 10°

1 6,7 x 10*

2 1,2 X 10°

4 8 x 10°

6 9 x 10°

Testigo virus 3,2 x 10°

Cuadro 7. Determinacion de la accion del
DMSO a diferentes intervalos de tiempo, pos-
teriores a la infeccion celular

Rendimiento en virus

Intervalo en horas UFP/cm?
0 5% 10°

1 5% 10°

2 5 x 10°

4 7,5 X 10°

6 3 X 10°

Testigo virus 1,5 x 10°

Estos resultados confirman los obtenidos anteriormente, resultando cla-
ramente sensible el virus a la accién del DIBATOD y muestran que el
DMSO ejerce una ligera accién inhibidora.

Determinacion de la proporcionalidad entre dosis de DIBATOD y respuesta
de inhibicion de la sintesis virica

Aunque en los ensayos realizados mediante el método de Herrmann,
ya se observé la proporcionalidad entre dosis de sustancia y respuesta de
inhibicién, se han realizado experimentos por otro procedimiento que con-
siste en incorporar dosis crecientes del DIBATOD al medio de cultivo de
tubos con monocapa de células de embrién de pollo e inocular inmediata-
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mente la misma suspensién de virus a todos los tubos y también a los dos
grupos testigos, con la dilucién de DMSO y con medio de mantenimiento
respectivamente. A las 48 h se rompen las células para obtener el virus
sintetizado, tanto intracelular como extracelular y se titula en MCA para
determinar el rendimiento en virus de cada grupo de tubos.
En la figura 5 se muestran los resultados obtenidos que confirman
la proporcionalidad entre dosis de DIBATOD vy respuesta.

81
¢ Medio de mantenimiento
I
" ¢ DMSO
E
o
~
& 6
>
g DIBATOD
51
4
73570 350 700 pg/em® y tubo

Dosis de DIBATOD

Figura 5. Determinacién de la proporcionalidad en-
tre dosis de DIBATOD 'y respuesta de inhibicién de
la sintesis virica

Ensayo de la posible actividad del DIBATOD sobre los receptores que
intervienen en la hemaglutinacion

Algunos autores aplican un procedimiento para determinar si una sus-
tancia actGa sobre el fenémeno de fijacion del virus a los receptores celu-
lares. Este procedimiento consiste en aprovechar las propiedades hema-
glutinantes de ciertos virus, fendmeno que guarda cierto parecido, segtin
muchos autores, con el de la fijacién del virus a las células, introduciendo
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la sustancia a ensayar en el sistema virus-hematies y observando sus efec-
tos. Si la sustancia no altera la reaccién de hemaglutinacién en las condi-
ciones adecuadas, puede pensarse que los receptores de los hematies no
han sido alterados. Para realizar estos experimentos se necesita virus que
posea capacidad hemaglutinante, hematies sensibles a dicho virus y que
las condiciones del sistema (pH, temperatura, presién osmética y tiempo
de reaccién) sean las que exigen el tipo de virus y hematies elegidos. El
virus vacunal es hemaglutinante frente a hematies de pollo, aunque no
todos los lotes de hematies procedentes de esta especie son sensibles, por
lo que debe controlarse previamente dicha sensibilidad.

Como primer paso es necesario determinar si la sustancia o su dilu-
yente (DMSO) son capaces por si solos de provocar la hemaglutinacién
sin intervencion del virus; para ello realizamos un experimento colocando
diluciones crecientes del DIBATOD o de DMSO en solucién salina y a
pH ajustado a 7, frente a la suspension de hematies. La dilucién primera
corresponde a 1072,

El resultado que se expresa en el cuadro 8 es practicamente negativo.

Cuadro 8. Determinacion de la posible accion del DIBATOD y del DMSO
sobre los hematies de pollo

Diluciones de la sustancia o de DMSO

1/1 \ 1/2 ‘ 1/4 l 1/8 1/16 ‘ 1/32 ’ 1/64
Sustancia + 0 0 0 0 0 0
DMSO + 0 0 0 0 0 0

Con virus hemos llevado a cabo un experimento manteniendo cons-
tante el DIBATOD (dilucién: 1072) o el DMSO y variando la suspension
de virus en forma decreciente. Las variaciones de titulo hemaglutinante
de la suspensién de virus con respecto al testigo nos indicarfan su activi-
dad. Los resultados se muestran en el cuadro 9, resultando el titulo seme-
jante tanto en el testigo como con el DIBATOD o €l DMSO. Por tanto, no
hay alteraciéon de la reaccién y por consiguiente tampoco de los recep-
tores. El titulo corresponde a una hemaglutinacién del 50 %, que co-
rresponde al 2.

13
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Cuadro 9. Accion del DIBATOD y el DMSO sobre la hemaglutinacion
inducida por el virus vacunal. (Dosis constante de la sustancia y
suspensiones variables del virus)

Suspensiones del virus

1/2 ' 1/4 ' 1/8 1/16 ‘ 1/32 , 1/64 1/128
Sustancia 4 3 2 0 0 0 0
DMSO 4 3 2 1 0 0 0
Testigo 4 3 2 1 0 0 0
DISCUSION

La estructura molecular del DIBATOD guarda cierta semejanza con
la de la cicloheximida. Es conocida la actividad de esta sustancia que
segiin Ennis y Lubin (1) inhibe la sintesis de proteinas por inhibicién de
la transferencia de aminoacidos del ARN al polipéptido. Hasta ahora care-
cemos de datos sobre la actividad del DIBATOD a nivel molecular, pero
posteriores trabajos tratardn de dilucidar este problema y determinar si
existe semejanza en el modo de accién entre ambas sustancias.

La duracion del ciclo de replicacion del virus vacunal varfa de 5 a 14 h;
oscilando entre estos limites seglin los factores, tanto ambientales como
los genéticos propios de la cepa con la cual se trabaja, que intervienen en
la sintesis virica. Por ello, las diferencias de rendimiento en virus, existen-
tes entre las células no tratadas y las tratadas se hacen significativas a las
24 h de infeccién. Durante la fase de eclipse no hay disminucién acusada
de titulo en nuestros experimentos, porque con el simple lavado de las
células, tras el periodo de adsorcién del virus, es imposible eliminar nu-
merosos viriones que permanecen sobre el cultivo y no se han utilizado
antisueros neutralizantes, para neutralizar aquéllos, con el fin de no intro-
ducir un factor que podria enmascarar la actividad inhibidora propia de
la sustancia a ensayar.

Un inconveniente frecuente en el ensayo de sustancias antiviricas con-
siste en que muchas veces éstas no son solubles directamente en agua o
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en los medios de cultivo utilizados en los cultivos celulares. Pero es abso-
lutamente preciso que dichas sustancias estén en solucién para que las
células puedan absorberlas. E1 DIBATOD ha tenido que ser disuelto pre-
viamente en DMSO, sustancia que posee caracteristicas muy interesantes.
Freeman y colaboradores (2) dan al DMSO una actividad 4 para el virus
vacunal y negativa para polioma (ADN), sarcoma de Rous y encefalomio-
carditis (ambos ARN).

Por nuestra parte hemos determinado, como dato previo para su utili-
zacién, que el DMSO a las concentraciones utilizadas no ejerce accién
citotoxica sobre los cultivos de células de embrién de pollo. Diversos auto-
res han utilizado este diluyente en experimentos andlogos a los realizados
por nosotros (4).

En los experimentos correspondientes realizados con el fin de deter-
minar la posible accién de la sustancia en ensayo sobre la capacidad de
multiplicacion de las células, se ha encontrado cierta reduccion en la velo-
cidad de multiplicacién celular, que no influye en el resultado final de
ésta, ni es transmisible por subcultivo. Por tanto, puede considerarse que
este retraso no significa un factor que pueda influir decisivamente en la
accion antivirica de la sustancia, ya que ademds de que no es el resultado
de una alteracién celular irreversible. las células son utilizadas en nuestros
experimentos cuando ya han formado epitelio y se encuentran con su
capacidad de multiplicacion frenada al haber sustituido el medio de mul-
tiplicacién por el de mantenimiento. Sin embargo, supone un dato que in-
dica que la fisiologia celular ha sido influida por la sustancia, cosa que
debe ocurrir forzosamente de algin modo, si la sustancia es activa y ejer-
ce una accién antivirica intracelular.

Para estudiar la actividad antivirica de la sustancia hemos utilizado
diversos procedimientos que nos aseguran asi la fiabilidad de los resulta-
dos, al ser obtenidos éstos mediante técnicas diferentes. El método de in-
hibicién de marcas infectivas propuesto por Herrmann, permite una selec-
cién eficiente y econémica de compuestos antiviricos (3) y la determina-
cién conjunta de la toxicidad y la actividad antivirica de la sustancia, ya
que al difundirse ésta a través del agar se produce un gradiente de difu-
sién que va disminuyendo la dosis de sustancia puesta en contacto con las
células infectadas a medida que crece la distancia de éstas al punto de
aplicacién de dicha sustancia.

Debe tenerse en cuenta que las condiciones bajo las cuales se realizan
los experimentos pueden ser de vital importancia para los efectos anti-
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viricos que resultan. Por ejemplo, en el estudio de las pirimidinas halo-
genadas utilizando un sistema de cultivos celulares en tubo de ensayo a
los cuales se les agrega al tiempo de la infeccién la 5-flior-2’-desoxiuridina
(FDU), este agente resulta un inhibidor potente de la multiplicacién de
herpes simplex, vaccinia y otros virus ADN. Empleando el método de inhi-
bicién de marcas infectivas, la FDU no presenta actividad antivirica de-
tectable para aquellos mismos virus. La razén de estos resultados no es
clara, pero posiblemente sea debida al factor que varia entre la técnica
de recubrimiento con agar y el método simple de cultivos celulares; asi
cuando las células estan cubiertas con el agar y con la sustancia a ensayar,
se requiere que ésta se difunda a las células; por ello la droga en estudio
necesita un tiempo considerable para llegar hasta el tejido infectado; este
plazo en realizarse el contacto de la droga con la célula infectada por el
virus puede, en efecto, dar lugar a que realmente la droga se aplique des-
pués que ha comenzado el proceso de la invasién de la célula por el virus
y la produccién de enzimas inductoras de la multiplicacion del virus espe-
cifico dentro de la célula.

Con el método de Herrmann hemos obtenido unos resultados que indi-
can actividad antivirica, probablemente virostatica, puesto que la sustancia
se agregd al sistema cuando las células ya habian sido infectadas. Mediante
la utilizacién de otros métodos de ensayo, tales como la medida del ren-
dimiento en virus de los cultivos tratados y la determinacién del efecto
viricida de dicha sustancia, se obtuvieron resultados que nos orientan sobre
la forma de actuar de ésta y que discutiremos més adelante.

Otro dato fundamental que es necesario determinar cuando se estudia
el efecto antivirico de una sustancia, es el de su posible actividad viricida.
Existen dos motivos fundamentales para ello: uno, para conocer si esta
actividad es una de las propiedades de la sustancia, y otro, para evitar que
al ser inactivado el virus liberado de las células infectadas, ocurra que al
determinar el rendimiento en virus de las células infectadas y tratadas, la
disminucién del titulo del virus con respecto al del testigo no tratado nos
induzca a error al achacar dicha disminucién del titulo del virus a una
accién virostatica intracelular. La actividad viricida ejercida por una sus-
tancia sobre un virus se manifiesta rdpidamente, pero nosotros, para mayor
seguridad, hemos sometido al virus a largos periodos de contacto (24 h),
controldndolo a diferentes intervalos; llegdndose a la conclusién de que el
DIBATOD no ejerce accién viricida sobre el virus ensayado.

De los resultados obtenidos puede deducirse que la actividad manifes-
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tada en los experimentos segin la técnica de Herrmann, es de tipo viros-
tatico intracelular, como se demuestra mediante diversos métodos que
aumentan la fiabilidad de los resultados. Empleamos dos tipos de experi-
mentos in vitro, el de inhibicion de marcas infectivas y el de disminucién
del rendimiento en virus, todo ello en funcién de la accién de la sustan-
cia sobre las células infectadas.

Para la obtencién de datos que nos den a conocer el modo de accién
de la sustancia en ensayo, es conveniente determinar el periodo 6ptimo
de tratamiento de las células; si éste se realiza antes de la infeccién duran-
te un corto periodo de tiempo (30 min) y se elimina la sustancia de la
superficie celular mediante lavado, no da lugar a inhibicién de la multi-
plicacién del virus.

Ya anteriormente habiamos deducido que la accién de la sustancia era
de tipo virostatico y ahora concluimos que no actda en el periodo anterior
a la infeccion celular; por ello se han realizado una serie de experimen-
tos para comprobar que la sustancia actiia cuando las células son tratadas
posteriormente a la infeccién y a diferentes intervalos, compardndose el
rendimiento final en virus a las 24 h de la infeccion con el rendimiento en
virus del testigo infectado, pero no tratado con la sustancia. Los resultados
obtenidos muestran la accién del DIBATOD sobre la sintesis del virus
vacunal.

Se hace constar que las diferencias de titulo obtenidas serian mayores
si el periodo de tiempo de 24 h se ampliase, ya que aumentaria el rendi-
miento en virus de los testigos con respecto a los tratados, como se obser-
va en los resultados representados en la figura 6, cuyo periodo de infec-
cién fue de 48 h.

Se observa cierta tendencia a una mayor actividad inhibidora cuanto
menor es el intervalo entre infeccién y tratamiento.

Los experimentos de hemaglutinacion realizados sirven para demos-
trar que las particulas viricas no sufren alteracién (efecto viricida) al
ponerse en contacto con la sustancia, ya que muy posiblemente, si este
efecto se produjese se manifestaria también en la alteracién de su capa-
cidad infectiva y hemaglutinante de forma simultdnea.

17
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RESUMEN

Una sustancia obtenida por sintesis quimica (DIBATOD) presenta cla-
ra actividad antivirica, inhibiendo la multiplicacién del virus vacunal en
cultivos de células de embrién de pollo. Utilizando dosis no téxicas para
dichas células y mediante diversos experimentos, se ha encontrado que
dicha sustancia actfia virostaticamente cuando se aplica a los cultivos des-
pués de la infeccién de éstos por el virus; no ejerce accién viricida directa
sobre el virus aislado, como tampoco sobre los receptores celulares espe-
cificos que dan lugar a la fijacién del virus a la célula. En algin tipo de
experimentos, el diluyente de la sustancia (DMSO) ejerce una ligera accién
antivirica que potencia la actividad de la sustancia. La actividad viros-
tatica guarda dependencia con la dosis del DIBATOD, asi como con el
momento del tratamiento de las células infectadas.
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SUMMARY

Antiviral activity of a compound of new synthesis on vaccinia virus

DIBATOD is a new compound obtained by chemical synthesis which
presents a clear antiviral activity, by inhibiting the multiplication of vacci-
nia virus in chick embryo cells cultures.

It has been found that the substance added at non-toxical doses to
these cultures after infection by virus, shows a virustatic effect; it has not
any direct virucidal effect on the isolated virus, neither on the specific
cellular receptors.

The diluent (DMSO) has a slight antiviral effect which increases subs-
tance activity.

There is a direct relation between virustatic activity and the dose of
DIBATOD as well as with the beggining of treatment of infected cells.
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INTRODUCCION

Con el nombre de DIBATOD denominamos una sustancia sinteti-
zada en el Departamento de Quimica Médica, del Instituto de Quimica
Organica General (CSIC). En otro trabajo anterior (5) hemos expuesto
su férmula y actividad a nivel celular frente al mismo virus.

Uno de los pasos obligados en una investigacion sobre sustancias anti-
viricas consiste en el ensayo sobre animales infectados. Estd demostrado
que no existe correlacién forzosa entre la actividad in vitro a nivel celular
y una actividad in vivo, ya que el ser vivo puede reaccionar de diversas
formas, alterando la sustancia o impidiendo su acceso a los lugares donde
tiene lugar la sintesis virica. Las pruebas sobre animales consisten en
hallar la dosis de sustancia mas efectiva sin que sea toxica y determinar
la via de tratamiento mas eficaz.

Para las pruebas en animales con el DIBATOD, hemos tropezado con
el inconveniente de disponer de una pequefia cantidad de producto, debi-
do a que al ser de nueva sintesis no se encuentra en el mercado y debe ser
sintetizado en el Laboratorio antes mencionado.

Microbiol. Espaii., 25 (1972), 165. 1
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MATERIALES Y METODOS

Sustancia

Las soluciones madres del DIBATOD se prepararon y utilizaron en
dimetilsulféxido (DMSO) a la proporcién 1/100 (g/cm’). El DMSO
procede de BDH Chemicals Ltd. Poole, Inglaterra.

Virus

El virus utilizado en este trabajo es el Vaccinia, procedente de linfa
vacunal de tercera; adaptado a células HeLa a través de 24 pases y man-
tenido en este Departamento de Virologia.

Animales

Conejos jovenes de 2.000-2.500 g, los cuales se mantienen en ob-
servacion antes de ser utilizados, con el fin de controlar en lo posible la
existencia de una infeccién natural que nos enmascararia los resultados.

Método de inoculacion y método general de tratamiento. Lectura de los
resultados

La técnica de inoculacién del virus, utilizada por nosotros, es la de
punturas intradérmicas de Groth y consiste en inocular intradérmicamen-
te una dosis determinada de cada una de las diluciones del virus en estu-
dio; siendo en este caso de 0,2 cm?.

En el tratamiento de las lesiones dérmicas, inducidas por el virus, se
realiz6 por medio de pincelaciones con la sustancia, diluida en DMSO al
1072; expresandose los resultados por el didmetro de las lesiones (medido
en milimetros) producidas por cada una de las diluciones inoculadas.

RESULTADOS

Actividad in vivo del DIBATOD frente al virus vacunal

En los cuadros 1-2 presentamos los resultados obtenidos mediante el
tratamiento con el DIBATOD diluido al 1072 y con el diluyente (DMSO)
como testigo. Ambos tratamientos se han realizado siempre sobre el mis-
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mo animal para que los resultados fueran comparables, al evitar la diversi-
dad de reaccién que siempre existe entre dos animales frente al mismo
agente, tanto sea virus como sustancia. Las cifras indican el didmetro en
milimetros alcanzado por la lesién.

En el primer experimento (cuadro 1) se han realizado dos series para-
lelas de dos punturas con las diluciones de virus: 1072y 103, Tratdndose
de inmediato y diariamente una serie con pincelaciones del DIBATOD y
dejando la otra serie sin tratamiento, se observa que las punturas de
inoculacion tratadas con la sustancia no han desarrollado lesién, en con-
traste con las no tratadas o testigo. Por tanto, el tratamiento ha resultado
positivo.

Con el fin de comprobar si la actividad se debia a la sustancia o al
diluyente, en otro experimento semejante al descrito anteriormente, el
tratamiento de una serie se realiz6 con DMSO y la otra serie quedd sin
tratar (cuadro 2). Las diferencias observadas entre la serie tratada y la
testigo no son significativas. Por ello se deduce que la accién antivirica
reside fundamentalmente en la sustancia ensayada.

Formacion de eritema por la accion del tratamiento

Como se observo la aparicién de un eritema en las punturas tratadas
que no se presentaba en las punturas sin tratar, pensamos que éste era
producido por el tratamiento. En experimentos posteriores hemos medido
dicho eritema y hemos seguido su evolucién, ya que este eritema eviden-
temente era debido al tratamiento y convenia controlarlo. Un experimento
analogo al presentado en el cuadro 1 y que presentamos en el cuadro 3,
nos muestra que el eritema s6lo aparece como efecto del tratamiento, que
se mantiene sin apenas evolucionar mientras dura éste y que ademés su
didmetro es independiente de la dosis de virus. Por otra parte, en este expe-
rimento, cuya primera dilucién de virus es mds concentrada que la de la
primera puntura de los anteriores, aparece lesién nodular en las punturas
tratadas en las dos primeras diluciones de virus, pero cuyo aspecto es dife-
rente y cuya evolucion hacia su desaparicion es mas rapida que en las pun-
turas sin tratar. Por tanto, este experimento nos confirma la causa del
eritema y la accién curativa del tratamiento.

Para determinar si este eritema estd originado por el DIBATOD o
por el diluyente, se realiz6 un experimento semejante al anterior, pero
realizando el tratamiento de una serie de punturas con DMSO y dejando
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Cuadro 1. Actividad in vivo del DIBATOD diluido al 10~ en DMSO
frente al virus vacunal, en conejos inoculados por punturas intradérmicas

Lectura de las lesiones a los Diluciones del virus
dias que se indican, después
de la inoculacién 102 10
5 Tratadas 0 0
Testigo 17 8
6 Tratadas 0 0
Testigo 16 4
7 Tratadas 0 0
Testigo 16 0
10 Tratadas 0 0
Testigo 13 0

Cuadro 2. Accion in vivo del DMSO frente al virus vacunal en conejos
inoculados por punturas intradérmicas

Lectura de las lesiones a los Diluciones del virus
dias que se indican, después
de la inoculacién 10-2 10~
5 Tratadas 16 13
Testigo 16 13
6 Tratadas 15 15
Testigo 18 15
7 Tratadas 14 15
Testigo 16 15
10 Tratadas 10 10
Testigo 15 15




Cuadro 3. Actividad del DIBATOD in vivo frente al virus vacunal en conejos inoculados por punturas intradérmicas
DIBATOD diluido al 10~2 en DMSO

Lectura de Dilucién del virus

las lesiones,

en milime- 107 I 10" 1072

tros, a los

dias qui

indicacil’edesse_ Tratado Testigo ' Tratado Testigo Tratado ‘ Testigo

pues de_la

inoculacién | Nédulo | Eritema | Nédulo | Eritema | Nédulo | Eritema | Nédulo | Eritema | Nédulo | Eritema | Nédulo |Eritema
1 0 0 8 0 0 0 5 0 0 0 + 0
2 14(*) 25 13 0 8(*) 25 8 0 + 25 + 0
3 11 (%) 24 13 0 7% 25 8 0 + 25 0 0
4 + 23 11 0 + 26 6 0 + 23 0 0
5 + 21 6 0 0 21 0 0 0 21 0 0
6 0 20 0 0 20 0 0 0 21 0 0
7 0 5 0 0 0 0 0 0 0

(*) No6dulo muy blando.
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la serie de punturas testigos sin tratar. Los resultados que se indican en el
cuadro 4 muestran que el eritema es semejante en todas las punturas tra-
tadas con el DMSO, con independencia de la dosis de virus que es varia-
ble. Aunque aparece una ligera actividad antivirica, puede decirse que la
actividad ejercida es debida fundamentalmente al DIBATOD y no al
diluyente.

Influencia del intervalo de tiempo transcurrido entre la inoculacion del
virus y el tratamiento

Este experimento ha consistido en inocular la misma dosis de virus a
todas las punturas (0,2 cm? de la dilucién 10~') y comenzar el tratamiento
a diferentes intervalos, tales como, inmediatamente a la inoculacién, 24,
48 y 72 h maés tarde. A partir de la iniciacion del tratamiento, éste se con-
tinda diariamente y en este caso por la mafiana y por la tarde. Los resul-
tados obtenidos, expresados en el cuadro 5, indican la mayor eficacia del
tratamiento cuando éste se lleva a cabo inmediatamente, siendo eficaz a
las 24 h y algo menor a las 48 y 72 h; resultando mas rapida la evolucién
de las lesiones tratadas con respecto al testigo sin tratar. Por otra parte,
sigue confirméndose la aparicién del eritema originado por el DMSO.

DISCUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo complementan estudios ante-
riores realizados por nosotros sobre la actividad antivirica in vitro del DI-
BATOD. En este caso hemos encontrado una correlaciéon entre la acti-
vidad in vitro a nivel celular y la actividad in vivo a nivel de organismo
en tratamiento local.

Algunas drogas se emplean también en forma local, como la 5-iodo-2’-
desoxiuridina que se aplica en forma de colirio o de unguento. La instila-
cién debe hacerse cada 2 h durante el dia y 1 vez por la noche; el un-
giiento oftalmico debe ser aplicado 4 vecs/dia. El tratamiento de las afec-
ciones cutdneas sigue el mismo esquema. Esta terapéutica se mantiene
hasta la desaparicién de las lesiones, pero sin que sobrepase de 1 semana
a 10 dias. La interrupcién brusca del tratamiento da lugar a la recaida (1).

El diluyente empleado (DMSO) produce un eritema en la zona de tra-
tamiento, pero quiza favorece la accion de la sustancia debido a sus pro-
piedades, entre las que citaremos su facil mezcla con el agua (4); extrzor-
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Cuadro 4. Actividad del diluyente DMSO in vivo frente al virus vacunal en conejos inoculados por punturas intradérmicas

Lectura de Dilucién del virus

las lesiones, |-

en milime- 10~ ’ 107 1072

tros, a los

dias que se . . .

indican, des- Tratado Testigo Tratado Testigo Tratado Testigo

pues de. la

inoculacién | Nédulo | Eritema | Nédulo ’ Eritema | Nddulo | Eritema | N6dulo | Eritema | Nédulo | Eritema | Nddulo | Eritema
1 0 0 9 0 0 5 0 0 0 0
2 21 10 0 21 6 0 0 25 0 0
3 10 16 12 0 16 10 0 0 20 5 0
4 11 12 0 10 20 1] 4 6 0
5 12 12 0 12 11 0 + 7 0
6 12 10 0 12 11 0 0 5 0
7 10 8 0 8 7 0 0 5 \]




Cuadro 5. Actividad del DIBATOD in vivo frente al virus vacunal en conejos inoculados por punturas intradérmicas.
Influencia de la fecha de iniciacion del tratamiento. DIBATOD diluido al 1072 en DMSO. 2 tratamientos diarios

115;:(;1:;1;2112: Tratamiento Al h 1 Al 2 h Si

- milime-’ inmediato as 24 A las 48 h as 7 in tratar

tros, a los —

dias que se

indican, des- . , . . , . . .

lgu;sal:le ?: Nédulo | Eritema | Nodulo | Eritema | Nédulo | Eritema | Nodulo | Eritema | No6dulo | Eritema

inoculacién
1 0 0 11 0 11 10 0 9 0
2 0 28 13 28 11 0 12 0 10 0
3 0 25 0 25 14 18 13 0 13 0
4 0 22 0 22 13 18 14 18 11 0
5 0 16 0 16 0 16 0 14 9 0
6 0 16 0 16 0 16 0 14 0
7 0 16 0 16 0 16 0 14 0
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dinario poder de penetracién percutdnea aumentando la permeabilidad de
las membranas biolégicas y su capacidad analgésica, bacteriostatica, diuré-
tica y sedativa. Su toxicidad es muy escasa, utilizdindose incluso como
conservador de células, protegiéndolas sobre todo cuando éstas se conge-
lan (3), asi como a los orgénulos.

Hemos observado que para que sea eficaz €l tratamiento debe aplicarse
a intervalos préximos al momento de la infeccidn, pero esto suele ser co-
min a las sustancias antiviricas conocidas. Las lesiones herpéticas del ojo
responden favorablemente al tratamiento con la IDU, a condicién que
aquéllas sean recientes y superficiales (1).

Consideramos que los datos obtenidos en este trabajo no son suficien-
tes para elaborar conclusiones definitivas sobre el valor terapéutico del
DIBATOD, ni sobre su eficacia antivirica. Son necesarios mayor nimero
de experimentos, estudidndose diferentes modos de infeccién y diversas
pautas de tratamiento utilizando diferentes vias. También es imprescindi-
ble un estudio anatémico patolégico, cariolégico, posible produccion de
anomalias congénitas en la descendencia de los animales tratados, etc.
Pero la realizacién de estos estudios requiere una considerable cantidad
de sustancia dificil de obtener y, por otra parte, un largo periodo de tiem-
po. Por tanto, los datos hasta ahora expuestos tienen un valor fundamen-
talmente orientativo y sélo pueden ser utilizados como base positiva de
trabajo.

Otro problema a resolver es el mecanismo de accién en el organismo,
que puede ser debido a una inhibicién de la sintesis celular del virus, pero
también seria conveniente determinar su posible accion sobre la produc-
cién de anticuerpos o de interferén.

RESUMEN

Las lesiones dérmicas producidas por el virus vacunal in vivo en lomo
de conejo, tratadas localmente con DIBATOD, desaparecen con mayor
rapidez que las no tratadas; y en el caso de que la dosis de virus inyecta-
da no sea muy concentrada, no aparecen lesiones cuando el lugar de la
inoculacién ha sido tratado inmediatamente.

Se observa una relacién entre el intervalo de infeccién y el tratamiento
y la respuesta de la lesién, como asimismo entre dosis de virus inoculado
y respuesta al tratamiento.
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El DMSO aplicado como disolvente de la sustancia, produce un eri-
tema en la piel de conejo, pero no interfiere con la accién curativa del
DIBATOD.

SUMMARY

Effect of DIBATOD on dermic lesions produced by vaccinia virus

The dermic lesions, produced by vaccinia virus on inoculated rabbit
treated topically with DIBATOD, disappear more quickly than those
untreated.

In the case that the inoculated dose of virus is not very high and the
rabbit was locally treated immediately after dermical infection, lesions do
not appear.

It is observed a relation between both the interval of infection and
the treatment and response of the lesions as well as between the dose of
inoculated virus and response of treatment.

DMSO used as diluent of the substance produces an erythema on the
rabbit skin, but does not interfere with the protective effect of DIBATOD.
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NUEVOS METODOS PARA EL ESTUDIO
ECOLOGICO DE MICROORGANISMOS
EN AGUAS EUTROFICAS (*)

por

F. EMILIANI

El objetivo de la presente nota fue encontrar métodos y medios de
cultivo adecuados para estimar y aislar la poblacién microbiana capaz
de multiplicarse naturalmente en el agua. Este es un problema muy actual
y su importancia se intuye facilmente, porque sdlo con técnicas de cul-
tivo idéneas se conseguird aislar la microflora de real importancia en los
procesos bioquimicos del ecosistema acuético (1-2). Como antecedentes
se pueden citar otros trabajos (3, 5 y 10).

METODO Y RESULTADOS

FEl agua de lago, p. €j., se esteriliza en frio a través de filtros de mem-
brana (FM) con poros de 0,01 a 0,22 y de didmetro, mediante un dispo-
sitivo especial (tipo “Sartorius”) y técnicas ya descritas (8). Para la ob-
tencion de bacterias sobre los FM se pueden utilizar los aparatos y mé-
todos descritos por Millipore (6). Como almohadillas absorbentes se uti-
lizan discos de vidrio poroso tipo “Sovirel” ntim. 7 (9). Si se emplean las

(*) Primera nota de una comunicacién presentada al III Congreso Nacional
de Microbiologia, Barcelona, junio de 1971,

Microbiol. Espafi., 25 (1972).175. 1
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almohadillas comunes de celulosa (tipo “Millipore” AP10047SO), el me-
dio se puede volver selectivo para organismos celulosoliticos.

A cada una de las cépsulas de Petri (de 100 mm de didmetro) se agre-
gan, estérilmente, los discos de vidrio fritado, uno sobre otro. Luego, en
las mismas placas, se afiade el medio de cultivo (agua de lago esterilizada
por filtracién) hasta enrasar con el borde del disco superior. Sobre la
superficie de éste, se adhiere un FM a través del cual se filtré un volumen
determinado de la dilucién que resultd mds adecuada segiin exdmenes
previos.

La caja, sin la tapa, se la coloca dentro de otra cdpsula de Petri es-
téril (de 160 mm de didmetro) a la que se adiciona agua, a fin de utili-
zarla como camara hiimeda; en la cara interna de la tapa, se le adosa un
papel de filtro destinado a absorber ¢l agua de condensacion con el ob-
jeto de evitar que ésta gotee sobre el FM (figura 1).

Figura 1. Disposicién del material (corte vertical): 1: papel de filtro. 2: cdp-

sula de Petri, de 160 mm de didmetro. 3: cdmara hiimeda. 4: cdpsula de Petri

(sin tapa), de 100 mm de didmetro. 5: agua de lago esterilizada por filtracién.
6: filtro de membrana. 7: disco de vidrio fritado

El conjunto se incuba a la temperatura promedio del agua de lago
a la profundidad de muestreo, dejindolo durante 15 a 30 dias. Las de-
mds condiciones ambientales se regulan de acuerdo con el registro que se
haya realizado de los factores abidticos que actuaban en el cuerpo de agua
en estudio (11).

El medio de cultivo debe prepararse con parte de la misma muestra
de la cual se desea realizar el estudio microbiolégico; lo contrario impli-
carfa una mezcla de aguas distintas con nutrientes complementarios, lo
que confundiria la interpretacion ecolégica de los resultados.

Mediante una pipeta o jeringa estéril, se renueva periédicamente el
medio de cultivo. El presente método es aplicable en aguas clasificadas
como “eutréficas” y “muy eutréficas”.

Si se adicionan soluciones nutritivas estériles, se puede estudiar, ade-
més, la actividad metabdlica potencial. Como sugiri6 Margalef (4), ello

2
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puede ir complementado por un andlisis de la toxicidad del agua sobre
determinadas especies o de su capacidad para promover el desarrollo de
otras.

Al término del tiempo de incubacion, se realiza el recuento de las co-
lonias de algas o de bacterias; los resultados se expresan en ndmero de
colonias/ml, teniendo en cuenta el volumen filtrado y las diluciones uti-
lizadas. Previa a la coloracién (6) o al fijado (7), se pueden aislar, ¢ iden-
tificar posteriormente, los distintos grupos de microorganismos mediante
las conocidas técnicas de analisis sistematico.

RESUMEN

Se describe un sencillo método adecuado para el aislamiento y re-
cuento de microorganismos acudticos, empleando filtros de membrana y
agua de lago como medio de cultivo renovable.

SUMMARY

New methods for ecological analysis of microorganisms of eutrophic waters

A new simple cultural method for isolation and enumeration indigenous
fresh-water microorganisms is described, employing MF and lake water
as renovable medium.
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por

M. SANTAOLALLA

INTRODUCCION

En un trabajo anterior (21), estudiamos la estructura y composicién
quimica del lipopolisacirido de la forma normal del Agrobacterium tu-
mefaciens; en el presente realizamos un estudio semejante del lipopolisa-
carido de la forma L fija del A. tumefaciens obtenida por induccién con
glicocola.

Estructuralmente, el lipopolisacarido de los microorganismos gram-ne-
gativos constituye una parte importante de la pared celular (su capa ex-
terna), su composicién quimica corresponde a una macromolécula com-
pleja formada por una parte lipidica y un polisacarido complejo; en los
lipopolisacéridos correspondientes a las estirpes de tipo silvestre, se dis-
tinguen dos regiones principales, una correspondiente al denominado “co-
razén”, y otra formada por las cadenas laterales portadoras del antigeno O.
En los tltimos afios y en la actualidad, el estudio del lipopolisacérido,
sobre todo en las enterobacteriaceas Salmonella y Escherichia coli es de
gran importancia, habiendo servido a Kauffman (7) para su ya clasica
clasificacién seroldgica de las numerosas especies del género Salmonella;
su importancia, como sabemos, se debe a ser un componente integral de

Microbiol. Espaii., 25 (1972), 179. 1
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la endotoxina, complejo proteina-lipido-lipopolisacarido; entre sus propie-
dades biolégicas més importantes sélo mencionaremos la de poseer un
alto poder antigénico debido a su gran contenido especifico de antigeno O.

En el presente estudio sefialamos las principales diferencias encon-
tradas entre los lipopolisacaridos de las formas normales y L del 4grobac-
terium tumefaciens y el interés que esto puede suponer.

MATERIAL Y METODOS

Empleamos la forma L fija del Agrobacterium tumefaciens obtenida
mediante la induccién con glicocola, por los Drs. Rubio-Huertos y Bel-
trd (16), que amablemente nos la suministraron. La cultivamos en caldo
comin, a 25 °C, en fermentador con aireacién, durante 48 h, al cabo de
las cuales separamos los microorganismos por centrifugacién, y los lava-
mos con agua estéril tres veces consecutivas; también por centrifugacién,
a continuacion liofilizamos.

Obtencion del lipopolisacdrido

Obtenemos el lipopolisacdrido bruto por el método fenol-agua, segln
describen Westphal y Jann (23). Después de una parcial purificacion por
ultracentrifugacién, disolvemos el lipopolisacarido en una solucién de CINa
0,1 M que contenga PO,Na, 0,01 M, pH-7, y le afiadimos ribonucleasa,
dializando esta solucién a 25 °C contra el mismo tampén, segin indican
Leive y colaboradores (9). Este lipopolisacarido purificado lo liofilizamos.

Durante todo el proceso de purificacién vamos comprobando su grado
de pureza mediante curvas de maxima absorcién en la zona de 200 a 400
my, empleando el espectrofotometro Unicam S.P. 500.

Microscopia electrénica

a) Tincion positiva. Hacemos la tincién positiva sobre rejillas porta-
objetos preparadas con carbén, usando para la tincién una solucién acuo-
sa de acetato de uranilo al 2 %, recientemente preparada y filtrada; co-
locamos una pequefia gota de la suspension del lipopolisacérido sobre la
rejilla y afiadimos otra gota de la solucién de acetato de uranilo, mante-
niendo asi la rejilla durante 30 min; lavamos con agua destilada, secamos
y ponemos la rejilla en contacto con otra solucién de citrato de plomo,
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segun la técnica de Reynolds (15), y a continuacién volvemos a lavar.
b) Tincion negativa. Las tinciones negativas se hicieron por el método
general con 4cido fosfotngstico.

Empleamos el microscopio electrénico Siemens Elmiskop I, del Ser-
vicio de Microscopia Electrénica, del Centro de Investigaciones Bioldgi-
cas, de Madrid.

Obtencion del lipido A

Separamos la parte lipidica, denominada lipido A, por hidrélisis con
acido acético al 1 %, a reflujo, durante 75 min. Después de frio, el resi-
duo insoluble blanco, constituido por el lipido A, lo lavamos con cloro-
formo y agua.

Andlisis del lipido A

Realizamos el analisis de la parte lipidica por cromatografia sobre
capa fina, segiin el método de Kelley (18).

Hidrdlisis suave del polisacdrido y obtencion de los oligosacdridos
correspondientes

El polisacirido separado del lipido A lo hidrolizamos con SOH, 0,5 N,
en tubo cerrado, a 100 °C, durante 15-20 min. Neutralizamos el exceso
de SOH, con (HO),Ba, separamos el precipitado de SO,Ba por centrifu-
gacién, evaporamos el liquido en vacio, disolvemos en una pequefia can-
tidad de agua y hacemos cromatografia de los oligosacéridos y posibles
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 correspondien-
te a la parte lateral del cromatograma, eluyendo con agua, e hidrolizan-
dola con CIH 2 N en tubo cerrado, durante 2 h, a 100 °C; eliminamos
el exceso de CIH en vacio, diluimos con agua y hacemos dos evapora-
ciones consecutivas, también en vacio; finalmente, disolvemos el residuo
en pequefia cantidad de agua y hacemos cromatografia.
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Cromatografia sobre papel

Empleamos papel whatman ndm. 1. Disolventes: A) butanol-acido acé-
tico-agua (40; 10; 50, v) B) butanol-piridina-agua (60; 40; 30, v). Reve-
ladores: Solucién de nitrato de plata, segin Trevelyan y colaboradores
(24). Ftalato de anilina, segin Partridge (14). Reactivo de Anderson (3)
para el 4cido 3-desoxi-d-mano-octulosénico). Para azlcares aminados em-
pleamos el reactivo de Elson y Morgan (4).

Cromatografia en capa fina

Empleamos placas preparadas con silicagel G, segiin Stahl, de unas
300 my de espesor; empleando distintos disolventes y reveladores para
la identificacién de los correspondientes monosacaridos, segin el método
de Gal (5).

La parte lipidica correspondiente al lipido A la analizamos siguiendo
el método de Kelley (18), revelando las manchas con 2’-7’-diclorofluo-
resceina.

Investigacion de heptosas

La realizamos por cromatografia sobre papel whatman nim. 1, segun
el procedimiento seguido por Adams y colaboradores (1), hidrolizando
con SOH, N, durante 8 h, a 100 °C, en tubo cerrado y precipitando el
exceso de SOH, con (HO),Ba; con la solucién concentrada a presién re-
ducida hacemos la cromatografia empleando como disolventes acetona-
agua (95: 5, v). Revelando con el reactivo de Greene y Morris (6), las
aldoheptosas originan una mancha color rosa. También determinamos hep-
tosas en el polisacarido sin hidrolizar, muy diluido, siguiendo el método
de Dische, modificado por Osborn (13), usando el espectrofotémetro
Unicam S.P. 500,

RESULTADOS

Partimos de 4,5 g de microorganismos liofilizados, de los que obtene-
mos por tratamiento con fenol-agua, segin el método de Westphal y
Jann (23), después de liofilizar, 0,504 g de lipopolisacdrido bruto, que
equivalen a un 11,2 % referidos a peso seco del microorganismo. Este
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lipopolisacérido bruto, suspendido en agua en la proporcién del 3 %, lo
purificamos por ultracentrifugacién y tratamiento con ribonucleasa, obte-
niendo después de liofilizado un peso de 0,0934, que equivale a un 2,07 %
del peso seco de microorganismos de que partimos. En las curvas de m4-
xima absorcién en el ultravioleta (figura 1) se aprecian perfectamente las
diferencias en cuanto a 4cidos nucleicos del lipopolisacarido bruto y el pu-
rificado, ya exento de ellos, después de su purificacién por ultracentrifu-
gacién y tratamiento, con ribonucleasa en la forma expuesta anterior-
mente.

2,01

,
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0,61

041
0,31
0,21
01

Impuro

220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 mp
Longitud de onda

Figura 1

El lipopolisacarido asi obtenido, y suspendido en solucién acuosa, fue
examinado al microscopio electrénico empleando las tinciones positiva y
negativa; observado por ambos métodos aparece en forma de esferoides
o discos, aprecidandose en algunas zonas una estructura trilaminar perfec-
tamente definida (figuras 2-3).
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El lipopolisacarido hidrolizado con 4cido acético al 1 % a reflujo du-
rante 75 min dio lugar a un residuo insoluble constituido por el lipido A.
Este lipido A, después de disuelto en cloroformo, lavado con agua des-
tilada tres veces y seco pesd 0,025 g, que representa un 26,7 % del peso
del lipopolisacéarido; su contenido en nitrogeno es de 1,02 %.

Hidrolizamos este lipido A obteniendo una parte soluble en clorofor-
mo, compuesta de distintos dcidos grasos y otra acuosa en la que identifi-
camos 2-ceto-3-desoxi-d-mano-octulosonato con un Rfg = 1,3, glucosa,
glucosamina, etanolamina e i6n PO,””. Se aprecian también dos manchas
que dan reaccién positiva a la ninhidrina, cuyos Rfg son 0,82 y 1,2.

El polisacérido, tal como queda después de separar el lipido A, tiene
un contenido en nitrégeno del 2,5 %.

En este polisacarido hidrolizado investigamos heptosas por cromato-
grafia sobre papel siguiendo el método expuesto de Adams y colaborado-
res (1), con un resultado positivo, apareciendo al revelar con urea-fosfato
una mancha perfectamente delimitada de color morado-rojizo, con un
Rfg de 0,87; también comprobamos su presencia espectrofotométricamente
por el método de Dische, modificado por Osborn (13), en el polisacérido
sin hidrolizar, muy diluido.

Hidrolizamos este polisacarido suavemente con SOH, 0,5 N a 100 °C,
durante 15-20 min, y haciendo cromatografia sobre papel vemos que estd
compuesto por 6 oligosacaridos distintos, cuyos Rfg y reacciones a distin-
tos reveladores exponemos en el cuadro 1.

Cuadro 1
Reveladores
Oligosacaridos Rfg
Plata alcalina Ninhidrina
1 0,15-0,20 + +
2 0,36 + +
3 0,88 + —
4 1,04 + —
5 1,79 + —
6 2,12 + —
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Eluimos los distintos oligosacdridos separados del polisacarido com-
plejo y los hidrolizamos con CIH 2 N y 6 N a 100 °C, durante 2 h; los
monosaciridos identificados en cada uno de ellos, vienen consignados en
el cuadro 2.

Cuadro 2

Oligosacaridos Monosacéiridos

Glucosamina
1 Acido 3-desoxi-d-mano-octulosénico
Glucosa

Glucosamina
2 Acido 3-desoxi-d-mano-octulosénico (indicios)
Glucosa

3 Glucosamina
Glucosa

Glucosamina
4 Glucosa (indicios)
Acido 3-desoxi-d-mano-octulosénico (indicios)

Glucosamina
5 Glucosa
Xilosa

6 Glucosamina
Glucosa

Proporcionalmente, €l oligosacarido que aparece mis abundante es
el que hemos sefialado con el nim. 3, seguido en proporcién por los
nims. 1y 2.

DISCUSION

Encontramos un porcentaje de lipolisacarido puro de 2,07, ligeramen-
te superior al encontrado para el lipopolisacirido de la forma normal del
Agrobacterium tumefaciens que correspondia al 1,39 (21); este resultado
no coincide con los sefialados por Nesbitt y Lennarz (12), quienes estu-
diando comparativamente los lipopolisacéridos de las formas bacilar y L
del Proteus P 18 indican que la forma bacilar contiene tres o cuatro veces
més lipopolisacirido que la forma L. El grupo de Westphal (9) realiza
un estudio comparativo de la endotoxina y el lipopolisacarido de las for-
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mas normal y L del Proteus mirabilis; en cuanto a la endotoxina, encuen-
tran mucha menor proporcién en la forma L, al mismo tiempo el producto
difiere de la endotoxina procedente de la forma normal y no es t6xico;
respecto al lipopolisacdrido de ambas formas expresan su similitud en cuan-
to a porcentaje, composicién quimica y propiedades biolégicas. En ambos
trabajos, las formas L del Proteus son obtenidas por induccién con peni-
cilina, las del Proteus P 18 se lisan con facilidad, y los autores no indican
nada respecto a su virulencia, sefialando tnicamente en el caso del P. mi-
rabilis 1a ya mencionada ausencia de toxicidad de su endotoxina.

Las formas L del Agrobacterium tumefaciens empleado en nuestros
estudios son obtenidas por induccién con glicocola, perfectamente resisten-
tes a la lisis, virulentas, puesto que producen tumores en las plantas no
diferenciables estructuralmente de aquellos producidos por la forma nor-
mal, y permanentemente estables, cultivadas en medios desprovistos del
agente inductor que dio origen a su formacién, presentan una pared per-
fectamente diferenciada, aunque su composicién quimica es diferente a la
de la forma normal de que proceden; por lo que creemos que estas for-
mas L fijas obtenidas por induccién con glicocola son distintas a aquéllas
que se obtienen mediante la penicilina.

En estudios realizados anteriormente por nosotros (17-18) sobre los
lipidos de ambas formas de microorganismos cultivados en medios de cre-
cimientos idénticos y en las mismas condiciones, extraibles con alcohol-
éter (3:1, v) y cloroformo-metanol (2 : 1, v), encontramos unos por-
centajes de lipidos para las formas normal y L del Agrobacterium tumefa-
ciens de 8,75 y 10,23, respectivamente, resultados en partes coincidentes
con los de los investigadores mencionados, quienes identifican mayor can-
tidad de lipidos extraibles por los disolventes grasos usuales (fosfolipidos,
en general) en las formas L del Proteus; sin embargo, al purificar estas
grasas, nos encontramos que la correspondiente a la forma L es una lipo-
proteina con un 40 % aproximado de aminoédcidos, por lo que el porcen-
taje real de sustancias lipidicas es de 6,19, inferior al de la forma normal,
que queda reducido al 8,18. En la forma L del A. tumefaciens todavia se
obtienen porcentajes de grasas inferiores, del orden del 5,88 cuando se
cultiva en un medio sintético, cuya tnica fuente de carbono es la glucosa.
Distintos resultados obtuvimos en estudios sobre los lipidos de la forma L
obtenida por induccién con glicocola de Clostridium tetani (19), donde el
porcentaje de los correspondientes a la forma normal es de 0,22 y 1,09 el
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Table 2.

Taxonomic study of 23 strains of yeasts
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GL-1-3 S S ¥ b T — 4+ — - — - - — 4+ - = - - - - —- 4+ 4+ = 4+ — 4+ — — + Candida krusei
GL-1-5 R W p ¢ M — + + + — + - 4+ + + + — — 4+ 4+ 4+ 4+ + 4+ 4+ — — + C. pelliculosa
GL-1-6 S W -+ a C — 4+ 4+ _ - - - 4+ 4+ 4+ 4+ - - - - 4+ = = = 4+ 4+ — — w C. pargsilopsis var. interm.
GL-2-3 S W 4+ a ¢C — 4+ 4+ - - - - - 4+ 4+ 4+ 4+ - - - - 4+ = = — 4+ 4+ — — w C. parasilopsis var. interm.
GL-2-6 S S b T — 4 — — — —-— — — 4+ - — — = — — — 4+ - —- 4+ — 4+ — — + C. krusei
GL-2-8 R W p’ ¢ M — 4+ 4 4 4+ — = - 4+ 4+ 4+ 4+ - 4+ - 4+ 4+ + 4+ + 4+ 4+ — — + C. pelliculosa
GL-3-3 S w4+ a cC — 4+ 4+ - - - - - 4+ 4+ 4+ 4+ - - - - 4+ - = — 4+ 4+ — — w C. parasilopsis var. interm.
GL-3-6 R W p ¢ M h + + 4+ 4+ - - - 4+ 4+ 4+ 4+ - 4+ - 4+ 4+ 4+ 4+ + + 4+ — — 4+ Hansenula anomala
GL-3-12 R W p ¢ M — + 4+ 4+ 4 — - —- 4+ 4+ 4+ 4+ - 4+ - + 4+ 4+ 4+ + + + — — 4+ C. pelliculosa
ML-2-3 $ & p ¢ — o + + — — + -+ + + 4+ + + - - 4+ - —- 4+ 4+ + — — — Saccharomyces lactis
ML-2-5 R W 4 a cC — 4+ 4+ - - - - - 4 - - - - - - — 4+ - = — 4+ 4+ — — w C. parasilopsis var. interm.
ML-2-7 S S p b T — 4+ — - —-— —-— = 4+ 4+ - - 4+ 4+ - - - 4+ 4+ - 4+ — 4+ — — <+ C. krusei
ML-2-13 R W p ¢ M — 4+ + 4+ 4+ — 4+ — 4+ + 4+ 4+ — ++ — 4+ + 4+ + + 4+ + — — + C. pelliculosa
ML-3-4 S w4 a cC — 4+ 4+ - - - - - 4+ 4+ 4+ 4+ - - - —= 4+ - = — 4+ + — — w C. parasilopsis var. interm,
ML-3-5 s $ p b T — 4+ — — — — — — 4 — — — — — — — 4+ 4+ — 4+ — 4+ — — 4 C. krusei
ML-3-9 R W p» ¢ M h 4+ + + 4+ — 4+ — + + + + + - 4+ + + 4+ 4+ + 4+ — — 4+ H anomala
ML-3-10 R W p’ ¢ M — 4+ 4+ 4+ 4+ - 4+ - 4+ 4+ 4+ 4+ - 4+ - 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ + — — <+ C. pelliculosa
ML-3-11 s S p c — o 4+ 4+ - - 4+ 4+ - 4+ 4+ 4+ + 4+ 4+ = - 4+ - — 4+ 4+ 4+ — — — S lactis
RL-2-1 S S + d M — 4 — — 4+ - 4+ - 4+ - 4+ 4+ - 4+ - 4+ w w W + + + — — w C, utils
RL-3-2 R W p ¢ M — + + + + — + — + + + + — + — + + + + + + + — — + C. pelliculosa
RL-3-4 S S ¥ d M — WV - - - - — — 4 - - - - - — - — 4+ 4 - — 4+ — — 4+ C. mycoderma
RL-3-6 R W p ¢ M h + + 4+ 4 — 4+ — 4+ + 4+ + — + — + + 4+ + 4+ + + — — + H anomala
RR-3-7 S S + d M — 4+ — — 4+ - 4+ - 4+ - 4+ 4+ - 4+ - 4+ w w W 4+ 4+ + — — w C, utlis

S = smooth. S? = smooth, ligth-pink-colored. R = rough. W = wrinkled. p' = thin pellicle. p° = creeping pellicle.

p” = creeping up high against the glasswall pellicle, w = weak.

Vegetative cells: a = oval and long cells; b = elongate and cylindrical cells; ¢ = roundish and oval cells; d = oval and cylindrical cells; all of them present multilateral budding.
Pseudomycelium: C = Candida type (figure 2); Mycocandida type (figure 3); T = Mycotorula type (figure 4).

Ascospore shape: o — spheroidal, 1-4/ asca; h = hat-shaped, 1-4/ asca.



a b c

Figure 1. a) GL-1-6: Candida parasilopsis var. intermedia. b) GL-2-9: C. krusei. c)
GL-3-12: C. pelliculosa

Figure 2. GL-1-6: C. parasilopsis var intermedia. Pseudomycelium



Figure 4. GL-2-6: C. krusei. Pseudomycelium
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de la forma L, resultado éste que concuerda plenamente con los obtenidos
por otros autores (9 y 12).

El aspecto fisico y la estructura observada al microscopio electrénico,
del lipopolisacarido de la forma L del Agrobacterium tumefaciens, tanto
bajo la forma de tincién positiva como negativa, no presenta ninguna dife-
rencia con la correspondiente al lipopolisacirido de la forma normal, como
indicamos en un trabajo anterior (21). Cuando se observa en forma de
tincion negativa, el lipopolisacdrido aparece como cuerpos ovales, con
aspecto de cuerda enrollada y también ocasionalmente como esferoides
(figura 3). Observado por tincion positiva aparece en forma de cinta
aplastada con tendencia a la formacion de anillos imperfectos de diferen-
te tamafio, siendo en algunas zonas de estas preparaciones perfectamente
visible la estructura trilaminar (figuras 2 y 4). La estructura en forma de
cinta trilaminar que presenta el lipopolisacirido observado bajo la forma de
tincién positiva fue descrita por Shands y colaboradores (22) en estudios
realizados sobre diferentes lipopolisacéridos de distintas especies de Sal-
monella typhimurium. También Lopes e Inniss (10-11) encuentran una
estructura trilaminar en el lipopolisacdrido de Escherichia coli cuando lo
observan por tincién positiva.

No conocemos ningin trabajo sobre ultraestructura del lipopolisacé-
rido de formas L; nuestros anteriores estudios (21) y éste parecen confir-
mar que no existe diferencia entre la estructura submicroscépica del lipo-
polisacdrido correspondiente a las formas normal y L.

La figura 5 representa el lipido A separado por hidrélisis del lipopoli-
sacérido observado en forma de tincién negativa y aparece como un con-
glomerado de pequefios esferoides.

La composicién quimica del lipopolisacirido de la forma L del Agro-
bacterium tumefaciens difiere de la encontrada por nosotros en el lipopo-
lisacarido de la forma normal (20).

En cuanto a la composicién del lipido A identificamos 4cidos grasos,
2-ceto-3-desoxi-d-mano-octulosonato, glucosa, glucosamina, etanolamina,
iéon PO,”, apareciendo también dos manchas no identificadas que dan
reaccion positiva a la ninhidrina; y que tal vez correspondan a amino4cidos.
Adams y colaboradores (2) ya encontraron aminoacidos en la fraccién co-
rrespondiente al lipido A de los lipopolisaciridos de Moraxella duplex y
Micrococcus calca-acéticus. La diferencia mas significativa, en cuanto al
lipido A, de esta forma L y el correspondiente al lipopolisacérido de la
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Cuadro 3

Forma normal Forma L
Oligosacéridos Monosacéridos Oligosacéridos Monosacéridos
Rfg Rf
Acido 3-desoxi-d-mano-octulosénico
Glucosamina Glucosamina
0,29 Xilosa 0,15-0,20 Acido 3-desoxi-d-mano-octulosénico
Fucosa Glucosa
Ramnosa
Acido 3-desoxi-d-mano-octulosénico
Glucosamina Glucosamina
0,75 Xilosa 0,36 Acido 3-desoxi-d-mano-octulosénico (indicios)
Fucosa Glucosa
Ramnosa
Acido 3-desoxi-d-mano-octulosénico (indicios)
1.10 Xilosa 0.88 Glucosamina
’ Fucosa ’ Glucosa
Ramnosa
)C(ihl:;:s(;samma Glucosamina
1,36 Glucosa 1,04 Gh}cosa (indicios) . o
Ramnosa Acido 3-desoxi-d-mano-octulosénico (indicios)
Glucosamina
1,64 acosa 1,79 Glucosa
Xilosa
Glucosamina .
1,96 Glucosa 2,12 &lucosamina
Ramnosa
2,78 Fucosa 5,6

Ramnosa
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forma normal, es que mientras en éste encontrdbamos indicios de ramno-
sa, en el de la forma L aparece ostensiblemente la glucosa.

Por hidrdlisis suave del polisacarido separado del lipido A, aislamos
6 oligosacaridos totalmente distintos a los encontrados en el polisacérido
procedente de la forma normal, la mayor proporcién corresponde al que
hemos sefialado con el nim. 3, con un Rfg aproximado a 0,88. Los mo-
nosaciridos que componen estos oligosacaridos ademds del 4cido 3-desoxi-
d-mano-octulosénico, son glucosamina, glucosa y inicamente en un oligo-
sacarido encontramos xilosa. El cuadro 3 indica claramente las diferencias
encontradas entre los polisacaridos correspondientes a ambas formas.

Por 1ltimo creemos interesante sefialar que los monosacaridos encon-
trados en el lipoplisacarido de la forma L del Agrobacterium tumefaciens,
con excepcion de la xilosa, son tipicos de la porcién del lipopolisacarido
denominada “corazén”, mientras que en el lipopolisacérido correspondien-
te a la forma normal encontramos ademés otros monosacéridos tipicos de
las cadenas laterales antigénicas O, como son son la ramnosa, glucosa y
xilosa.

RESUMEN

Estudiamos el lipopolisacirido de la forma L fija del Agrobacterium
tumefaciens extraido por el método de Westphal y Jann (23), purificado
por ultracentrifugacion y tratamiento con ribonucleasa, obteniendo un
2,07 % referido a peso seco de los microorganismos liofilizados de que
partimos.

Observado al microscopio electrénico resulté idéntico al obtenido de
la forma normal; aparece por tincién positiva, en forma de cintas aplasta-
das formando anillos irregulares, pudiéndose apreciar en algunas zonas
una estructura trilaminar; en tincién negativa se aprecian formas ovales.

Separamos el lipido A por hidrélisis suave. En este lipido A identifi-
camos, 4cidos grasos, 2-ceto-3-desoxi-d-mano-octulosonato, glucosa, glu-
cosamina, etanolamina e i6n PO,”’; en el polisacdrido separado identifica-
mos una heptosa. Por hidrélisis parcial de este polisacarido encontramos
6 oligosacaridos de distintos Rf, cuyos monosacaridos basicos son la glu-
cosamina y glucosa, aunque en algunos de ellos se identificé el acido 3-de-
soxi-d-mano-octulosénico y xilosa.

Se compara su composicién quimica con aquella encontrada en un tra-
bajo anterior, sobre el lipopolisacarido de la forma normal del A4grobac-
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terium tumefaciens, cultivado en condiciones anélogas; encontrando las si-
guientes diferencias principales: en el lipopolisacdrido de la forma normal
identificamos ramnosa que no se pudo identificar en la forma L, tampo-
co en el polisacirido hidrolizado de la forma L pudimos encontrar fucosa.
monosacdrido que aparece en cinco de los oligosacaridos de la forma
normal.

SUMMARY

The structure and chemical composition of lipopolysaccharide from stable
L phase of Agrobacterium tumefaciens

The lipopolysaccharide (LPS) of the stable L phase of Agrobacterium
tumefaciens induced by glicine was extracted by the method of Westphal
and Jann and purified by ultracentrifugation and ribonuclease it was obtai-
ned in a 2.07 % from the dried weight of the liofilized cells.

The LPS observed at the electron microscope by negative and positive
staining had the same ultrastructure than the LPS from the normal parental
Agrobacterium tumefaciens, viz: ribbons with a trillaminar structure and
oval forms by negative staining.

The lipid A was separated by mild hidrolisis, and in it fatty acids,
KDO, glucose, glucosamine, ethanolamine and PO, were identified.

In the polisaccharide separated from the lipid A one heptose was
identified. After hidrolisis of this polisaccharide 6 oligosaccharides of dif-
ferent Rf which basic monosaccharides were glucosamine and glucose were
found. KDO and xilose were also found.

The chemical composition of LPS of this L phase of Agrobacterium
tumefaciens was compared with the LPS of the normal parental 4. tume-
faciens, being rhamnose and fucose absent in the L phase whereas it was
present in five oligosaccharides of the normal form.
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INSTITUTO DE FERMENTACIONES INDUSTRIALES (CS1C)
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA

YEAST OCCURRENCE AND SIGNIFICANCE IN THE
FERMENTATION OF SPANISH-GREEN OLIVES

by

M. CASTANON and B. INIGO

INTRODUCTION

In the natural fermentation of Spanish-type green olives, one part of
the microbiological activity is due to yeasts. This was first reported by
Smyth (24). Vaughn et al. (25) greatly expanded the pioneering studies of
Cruess (7-8) about the heterogeneous microflora of the fermentation, which
has been divided into three different periods clearly delimited by the
brine’s pH and the nature of the microbial population. Yeasts are present
throughout the fermentation and storage.

Spanish workers (10, 14 and 17-18) have shown, as a result of an
organized programme on the technology of green olives, that fermentation
in Spain is somewhat different to the one reported in California (25)
especially referring to the primary stage. This phase of the fermentation
normally requires 2-3 days, from the 7-14 days described by Vaughn, and
during this time a large number of sporulated bacteria can be isolated,
but not Leuconostoc nor heterofermentative Lactobacilli. Gonzalez Can-
cho (11-12) inquired further into the matter of the principal yeasts in olive
brines and inferred their insignificant incidence in the Spanish first stage.

It has been well established that the primary stage is the most important
phase of the fermentation and mainly responsible for its further behaviour.
Even as this critical periods ends, if it has proceeded in a normal way, the

Microbiol, Espafi., 25 (1972), 195. i
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natural microbial flora presented in the brine is replaced by lactic acid
bacteria, until the heterogeneous population is efectively monopolized. The
finding for a statistical estimation of the lactic acid bacteria dominance,
calculated by Castafién (5) was 8 days.

Consequently a series of works will be undertaken which seek to
investigate the early phase of the fermentation. First steps were conducted
to determine the microbial occurrence. Therefore, this paper was directed
towards establishing the identity of the individual species comprising the
total yeast population in olive brines, during the first 10 days.

Our main purpose is to attemp a following study of some of the
interesting aspects of yeast behaviour in relation to: lactic acid dissimilation,
aroma production, growth factor synthesis and the interactions of the
microbiological groups and species to ascertain whether the effective
control, or modification, of the fermentation proper can be obtained as a
direct result of the inoculation of some profitable yeasts associated with
lactic acid bacteria.

It is known that early studies about green olive preparation, considered
yeasts undesiderable: they could grow on the surface and may reduce the
lactic acid levels, to allow the development of other types of spoilage
organisms (13 and 15); or they could grow to the near exclusion of the
desired lactic, as in the case of “stuck” fermentation which commonly
occur in Manzanillo olives (2).

In contrast, and more recently, Mrak et al. (29) have reported the
occurrence of a predominantly fermentative yeast population, when active
lactic fermentation is established, and advocated for their contribution to
the development of flavor-enhancing properties on the final product. This
presumptive share of yeasts involved in the lactic fermentation could not
have been easily assessed, due to the complex nature of this process.
Alcohols, organic acids, carbonyl compounds and esters are among end
products of yeast metabolism; brines also support a completely different
microflora, comprising several genera and species, which have their
peculiar end products, and the interaction of all of them, may be important.
Recent studies have begun to contrate upon these approaches (9).

Anyway, it must be remmembered that the variation from a merely
oxidative to predominantly fermentative yeast metabolism, depends on the
environment characteristics, such as sustrate and nutrients, oxygen availabi-
lity, pH, temperature, salt content, etc. (22).

Furthermore, Cantarelli (3) has suggested the role of yeasts as factors
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that stimulate lactic acid activity, although yeast activity causes a de-
crease in tryptophane levels (6). Growth promoting substances, essential
vitamins and amino acids have been shown to be stimulatory or essential
for Lactobacilli and Pediococci (21). Some of them can be synthesized
by certain yeasts. Under such conditions, a previously selected yeast may
reduce the time required to reach the Lactobacilli dominance, decreasing
the potencial danger of spoilage.

MATERIAL AND METHODS

A stainless glass tube was used for sampling. Samples were collected by
inserting the tube and syphoning the brine into sterile sample flasks. They
were immediately transferred to the laboratory where chemical and micro-
bioligal analysis were made.

Samples were taken 48 h 6 and 10 days after the olive-brining opera-
tion. Strains were isolated from brines by spreading 0.1 ml of the decimal
dilutions on the surface of dried plates.

Purification and maintenance of cultures

Isolates were plated twice, or as often as was considered necessary
) ensure purity.

Stock cultures were maintained on malt agar at room temperature. New

'sfers were made at 3-monthly intervals.

Preparation of inocula

use as inocula, cultures were obtained by making at least two
s subcultures. The inoculum used was one loopful, unless stated

Methods of cultivation

nal incubation temperature was 30 °C, and the incubation

Morphological characters

Vegetative reproduction and characteristics of vegetative cells were
observed in liquid (15° Be. malt extract) and solid medium (Bacto-yeast-
morphology agar. Difco) (figure 1).
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The slide culture method described by Rivalier and Seydel [see Lod-
der (20)] for the formation of pseudomycelium was employed. The slides
were observed after 20 days incubation period at room temperature (fi-
gures 2-4).

Ascospore formation

In testing for the ability to form ascospores two media were used: the
Gorodkowa agar modified by Lodder (20) and the Hansen [see Ifigo et
al. (16)]. Cultures were examined microscopically at weekly intervals for
at least 3 weeks. Shaeffer-Fulton’s modification of the Wirtz method was
employed as staining technique (19).

Cultural characters

The kind of surface colony was noted after incubation for 4 days; and
the form of growth in agar stab cultures or liquid media was observed
after 3 days.

Biochemical tests

Fermentation tests were carried-out in Durham tubes containing 2 %
tested sugar in the following basal medium: yeast extract (Difco) 0.1 %;
beef extract (Difco) 0.3 %.

Assimilation tests were conduced in solid medium as is recommended
by Capriotti (4).

Ethanol, lactic, citric and succinic acids were tested in 100 ml Erlen-
meyer flasks containing 50 ml of a synthetic medium described by Lod-
der (20).

The splitting of arbutin was studied as shown by Lodder (20).

Assimilation of nitrate was performed in the same way as for the
assimilation of sugar, employing as basal medium Bacto-yeast-carbon base
(Difco) with and added acount of 0.078 % of potassium nitrate.

Ester production is detected by odor after incubation in the liquid
medium recommended by Weber [see Lodder (19)].

Litmus milk cultures were examined for change of color, coagulation
or peptonization.

Gelatin liquefaction: malt extract with 12 % gelatin is inoculated
by puncture and incubated at room temperature for at least 3 weeks.

Growth in vitaminlfree-medium: Bacto-vitamin-free-yeast base (Difco)
was used and it was inoculated as was described by Wikerham [see Lod-
der (19)].
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RESULTS

23 of the isolated strains were representative of some hundred isolated

taken, as shown table 1.

Table 1
Days Gordal Manzanillo Rapasaya
GL-1-3
2 GL-1-5
GL-1-6
GL-2-3 ML-2-3 RL-2-1
6 GL-2-6 ML-2-5
GL-2-8 ML-2-7
ML-2-13
GL-3-3 ML-3-4 RL-3-2
GL-3-6 ML-3-5 RL-3-4
10 GL-3-12 ML-3-9 RL-3-6
ML-3-10 RL-3-7
ML-3-11
DISCUSSION

The schemes proposed by Lodder and Krejer van Rij (20) and by

Beech et al. (1) for identifying yeast cultures were followed.

Typical strains of ascosporogeneous yeasts are included on the basis
of their morphological characters, on the Subfamilia Saccharomycetoideae,

Tribe Saccharomyceteae.

Strains such as GL-3-6, ML-3-9 and RL-3-6 were readily enclosed

on the general Hansenula by their ability to assimilate nitrate.

The others, with spheroidal ascospores, which do not assimilate
nitrate but ferment glucose strongly, can be included on the genera Pichia
or Saccharomyces. The slight and late pellicle formation of our strains,

confirmed their identification with the genera Saccharomyces.
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The result of carbohydrate fermentation tests (table 2) of the Hansenula
strains led up to their recognition as H. anomala. Strains which only differ
on their characteristic patterns from H. anomala in the ascospore formation,
have been classified as Candida pelliculosa. Actually, some authors (20)
consider C. pelliculosa as the haploid form of H. anomala, but we have
preferred the traditional denomination,

Nonsporoforming yeasts, with non pigmented streak cultures, belong
to the genera Candida. For a group of these strains, the only sugar fer-
mented and assimilated was glucose; but, one of them, RL-3-4, shows a
very slight fermentation. This is the distinctive character between C. myco-
derma and C. krusei, beside the development of the pseudomycelium.
On the other hand, C. mycoderma is clearly separated from the other
neighbouring species C. lipolytica and C. zeilanoides, by its behaviour in
litmus milk and the early formation of a creeping pellicle in malt extract.

Another group of strains ferment glucose, sucrose and raffinose, but
not melibiose. Their assimilation patterns, in which nitrate is utilized,
exclude the possibility of identifying them as C. guillermondii, and were
thus recognized as C. utilis.

The remaining strains show an intermediate position between C. para-
silopsis and C. guillermondii and appear to be identical with C. parasilopsis
var. intermedia. ‘

SUMMARY

According to the data reported above and taking into consideration the
frecuency with which species were encountered, we can summarized the
results as follows:

1. Yeasts are found quite regularly in olive brines.

2. The variety of olives seems to affect their yeast content apprecia-
bly. Certainly, the incidence of a characteristic yeast in each variety is
evident (figure 5): Candida parasilopsis var. intermedia in Gordal; Sac-
charomyces lactis in Manzanillo and C. utilis in Rapasaya.

3. The peculiar yeast of a certain variety has only been found on it,
except in the case of Candida parasilopsis var. intermedia which is more
outspread.

6



Figura 2. Microfotografia electrénica del lipopolisacdrido de la forma L del Agrobacterium
tumefaciens (tincién positiva). X 171.400

Figura 3. Microfotografia electronica del lipopolisacdrido de la forma L del A. tumefaciens
(tincion negativa). X 171.400



Figura 4. Microfotografia electrénica del lipido A separado del lipopolisacdrido de la forma
L del A. tumefaciens (tincion positiva). X 164.600

Figura 5. Microfotografia electrdnica del lipido A separado del lipopolisacdrido de la forma
L del A. tumefaciens (tincion negativa). X 68.500
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4. It is necessary to make a remark about the largest occurrence of
these three yeasts in their respective brines, from the total yeast population.
5. Seconds in number and importance, and common to all of them
are Hansenula anomala and Candida pelliculosa, followed by C. krusei.

H. anomala and C. pelliculosa
30.77 %

Figure 5

6. Yeasts were only found in Gordal variety from the first hours
after the olive-brining operation; while after 48 h they appeared in all
varieties, increasing their number at the same time as fermentation pro-
gresses.

RESUMEN

Levaduras y su significancia en la fermentacion ldctica de aceitunas verdes

Que las levaduras participan en la fermentacién lactica por la que se
conservan las aceitunas verdes “estilo sevillano” es conocido desde hace
tiempo (24). Diferentes autores han abordado su estudio desde diferentes
angulos: unos, describiéndolas (11-13) y poniendo de manifiesto lo com-
prometido de su presencia por la posibilidad de manifiesto lo comprome-
tido de su presencia por la posibilidad de metabolizar acido lactico re-
duciendo sus niveles en la salmuera (15); y otros, destacando su contri-
bucién en la produccién de aromas que mejorarian las caracteristicas or-

9
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ganolépticas del producto final (9 y 23) o como aporte de factores de
crecimiento (3).

En este trabajo se buscan las levaduras presentes en la etapa funda-
mental y decisiva de la fermentacién, o sea hasta que se alcanza la domi-
nancia de bacterias lacticas, cuya duracién calculada matematicamente (5)
se ha estimado de 8 dias. Aisladas e identificadas, la poblacién se incluye
en 7 especies.

Los resultados obtenidos sobre su aparicién y frecuencia permiten de-
ducir la existencia, para cada variedad de aceituna, de una levadura ca-
racteristica y dominante. Lo cual obliga a estudiar la causa de esa aso-
ciacién natural y ver si esa levadura caracteristica y dominante puede ser,
junto con las bacterias lacticas, empleada como iniciador de la fermen-
tacién, tras un detenido estudio de las facetas de su metabolismo que
pueden afectar a los fines de la fermentacién, objeto de una siguiente
publicacidn.
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Internacional de Investigaciones Celulares y de la Sociedad Brasilefia de
Microbiologia. Los idiomas oficiales serdn el espafiol, el inglés y el por-
tugués.

Las personas interesadas pueden dirigirse al Dr. Jodo S. Furtado, Se-
cretario General, GIAM IV, Rua Gabriel dos Santos, 443. 01231, Sao
Paulo, SP (Brasil).
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FIEBRE TIFOIDEA Y SANEAMIENTO EN ESPANA (tomo I), por
A. Prieto Lorenzo. 1971. Direccién General de Sanidad, Madrid. 231
paginas y 73 figuras.

Esta obra es el tomo I de la serie que el mismo autor estd a punto de
publicar para presentar el tema detalladamente, por provincias, de mane-
ra que pueda estar a disposicién del lector y de forma manejable, la ri-
queza estadistica que sobre el tifus hidrico conserva la Sanidad espaiiola.
El tomo I, de buena presentacion y facil lectura, contiene los datos, a nivel
nacional, desde el afio 1900 hasta 1965, en algunas ocasiones hasta 1967,
ademds de la exposicién del criterio que preside la lucha contra el tifus
hidrico realizada por la Direccién de Sanidad (doctrina, métodos de labo-
ratorio, técnicas y planes de campafia, etc.), con los comentarios criticos
correspondientes. Es una exposicién completa de lo que se ha hecho y se
sigue haciendo en Espafia para eliminar esta enfermedad. De los resulta-
dos obtenidos nos informara la comparacién de la tasa de mortalidad de-
bida a esta enfermedad por cada 10.000 habitantes, que en 1900 fue de
6,10 y en 1967 de 0,01 (58 personas en todo el pais).

Esperamos que el esfuerzo econémico que estd haciendo actualmente
el Gobierno para el saneamiento de todas las aguas del pais, acabard con
este pequefio residuo.

La obra es de ineludible consulta para opinar sobre el tifus hidrico
en Espafia. Tiene los siguientes capitulos: Mortalidad, Letalidad, Cloran-
fenicol, Vacunacién antitifo-paratifica, Saneamiento, Epidemiologia hidri-
ca, Campafias de vigilancia sanitaria de abastecimientos de agua, Estudio
sanitario de las aguas espafiolas, Evacuacién de las aguas residuales, Cam-
pafia de vigilancia sanitaria de manipuladores de alimentos, Desinsecta-
cién, Conclusiones y Bibliografia.

L. VILAS
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GRUNDRISS DER ALLGEMEINEN VIROLOGIE, por Gunter Starke

y Peter Hlinak. 1972. VEB Gustav Fischer Verlag, Jena. 329 péaginas

y 46 figuras.

Si queremos resaltar las cualidades de esta obra, podemos decir que
es un texto escrito con estilo de conferenciante especializado, que abarca
toda la doctrina fundamental sobre virus, tal como hoy se profesa, y que
no toca las enfermedades mas de lo indispensable para comprender a los
virus, que son el objetivo primario de la obra. Los autores son un médico
y un veterinario, a pesar de lo cual parece que la obra estd escrita para
invitar a quimicos y bidlogos a que profundicen en la Virologia.

Tiene unos apéndices muy utiles: vocabulario trilingiie (inglés, ale-
man, ruso) de términos virolégicos y lista de abreviaturas internacionales
utilizadas en la literatura viroldgica. Los capitulos de la obra son: 1. His-
toria, 2. El viri6n, 3. Multiplicacién del virién, 4. Propiedades del virion,
5. Genética del virién, 6. Patogenia de las infecciones de virus, 7. Inmu-
nidad en las infecciones de virus, 8. Interferencia en los virus, 9. Ecologia
y transmisién de los virus, 10. Clasificacién de los virus, 11. Descripcién
de los grupos y tipos de virus animales.

Es un libro muy conveniente para primera lectura en esta importante
materia.

L. VILAS
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