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STUDIES ON RHIZOSPHERE AND RHIZOPLANE MY-
COFLORA OF CAJANUS CAJAN (L.) MILLSP. DURING
PRE-HARVEST AND POST-HARVEST PERIODS

1. J. JOSHI
School of Studies in Botany, Jiwaji University, Gwalior-474011 (India)

SUMMARY

Mycoflora associated with the non-rhizosphere soil, rhizos-
phere soil and rhizoplane of Cajanus cajan varied qualitatively
as ‘well as quantitatively during pre-harvest and post-harvest
periods. Non-rhizosphere soil mycoflora was influenced by the
edaphic factors. A quantitative increase in the fungal popula-
tion of rhizosphere soil and rhizoplane was noted at senescent
stage whereas the diversity of the species decreased. During
pre-harvest period, rhizosphere soil and rhizoplane fungal flora
showed much less similarity whereas very higher extent of
similarity was observed during post-harvest period.

REsuMEN

La micoflora asociada con las zonas del suelo, la no-rizos-
fera, la rizosfera y el rizoplano de Cajanus cajan varian cuanti-
tativamente y cualitativamente antes y después de la cosecha. La
micoflora de la no-rizosfera estaba influida por factores edafi-
cos. Se encontr6é un incremento cuantitativo de la poblacion de
hongos de la rizosfera y rizoplano en etapas de envejecimiento,
mientras que la diversidad de especies decrecia. En periodos
anteriores a la cosecha, la micoflora en la rizosfera y rizoplano
era muy diversa; después de la cosecha se observd una seme-

janza mayor.

INTRODUCTION
The soil root interfaces is a zone

increased microbial activity where im-
portant associations of soil microor-

Microbiol. Bspaii., 36 (1988), 1.

ganisms and plant roots have bheen
described. Of the various factors af-
fecting microbial growth in the rhizos-
phere soil and rhizoplane, the exuda-
tion of organic compounds by the
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roots and cast-off root cell debris play
a major role which is affected by
environmental conditions (11). Seve-
ral reports are available on the activi-
ties of microorganisms in the rhizos-
phere soil and rhizoplane of wvarious
plant species (1, 4, 12-13). Rouatt ez
al. (10) and Parkinson and Thomas (9)
have shown an increase in the rhizos-
phere/soil ratio with the age of the
plant which reaches a maximum coin-
cident with its greatest vegetative de-
velopment while at senescens the ratio
decreases. Then the microbial com-
position increases in diversity in order
to carry out decomposition of dead
and dying root tissues. Some ‘workers
have noted a continuous decline in the
rhizosphere microorganisms with the
age of the plant (14), some noted a
decline during post-flowering stages
(6, 15) whereas some recorded maxi-
mum level at the senescent stage (7,
18). In view of these diverse opi-
nions, the present investigation was
performed to evaluate changes in the
mycoflora living in non-rhizosphere
soil, rhizosphere soil and rhizoplane
of Cajanus cajan (L.) Millsp. during
pre-harvest period when the plant
growth was at its maximum and at
the post-harvest period or senescent
stage, when the roots, which are left
over in soil for green manuring, start
dying.

MATERIALS AND METHODS

These investigations were carried
out in the crop fields of Cajanus ca-
jan (L..) Millsp. situated in Chambal
ravines of Bhind district (M. P.), In-
dia. The crop was sown in July 1976
and harvested during March 1977.
Harvesting 'was done by cutting the
aerial portions of the plants and the
roots were left over in soil for green

manuring. The sampling for non-
rhizosphere soil, rhizosphere soil and
rhizoplane mycoflora was done during
two periods: pre-harvest period i.e.,
during February 1977 when the plant
was at its peak period of vegetative
growth ; and post-harvest period i.e.,
during September 1977 when the plant
roots were at senescent stage.

For estimating the non-rhizosphere
soil, rhizosphere soil and rhizoplane
mycoflora, sampling was done at 6
sites in the field and 5 replicates were
kept for each of the sample collected
from each site.

The samples were collected by dig-
ging the soil upto 20 cm to expose
the root system. For non-rhizosphere
soil mycoflora, soil samples were col-
lected in sterile glass vials with a
sterilized trowel from the top 20 cm
from places 15 cm away from the
roots. Suspension dilutions of the soil
were prepared and plated on Martin’s
medium (8).

For studying the rhizosphere soil
mycoflora, plant roots were carefully
removed from the soil with a sterilized
trowel, kept in sterilized polythene
bags and brought to the laboratory.
For the rhizosphere soil mycoflora,
roots were tapped gently to loosen
excess soil, cut off with a sterile scis-
sor and collected in a 250 ml conical
flask containing 100 ml sterilized dis-
tilled water. They were shaken vigo-
rously for 10-15 min until much of the
closely adhering rhizosphere soil dis-
lodged from the root system. Roots
were then removed and 1 ml of this
suspension was plated on Martin’s me-
dium (8). The rhizosphere suspension
left out after inoculation 'was evapora-
ted separately on a water bath and the
soil residue was dried to constant
weight in an oven at 105 °C. The
flask containing dry soil was weighed
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and the dilution factors were calcula-
ted, allowance being made for the
amount of soil removed in preparing
the dilutions. Rhizosphere soil fungi
per gram of dry soil was calculated
by estimating the soil present in 1 ml
of suspension.

After removing the roots from dilu-
tion flask for studying the rhizosphere
fungi, same roots were subjected to a
series of 30-40 ‘washings in sterilized
distilled ‘water to remove the soil par-
ticles. Maximum removal of fungal
spores and mycelial fragments was
determined by plating any number of
washings on agar plates. After wash-
ing, excess surface moisture was re-
moved from the roots by blotting with
sterilized flter paper. The roots were
then weighed, cut into segments (2 mm
long) teased with the help of sterile
needle and knife. They were then
transferred to nutrient agar plates
(5 pieces/plate) containing Dox + yeast
extract medium (17). Quantitative es-
timation of rhizoplane fungi was made
by counting the number of colonies
on all the plates and were expressed
as rhizoplane fungi per gram of wet
root.

The percentage abundance of each
fungal species occurring in non-rhizos-
phere soil, rhizosphere soil and rhizo-
plane was calculated by counting the
total number of colonies of each spe-
cies occurring on all the plates of their
corresponding samples and dividing it
by total number of colonies of all the
species and then representing it on
percentage basis.

For comparing the non-rhizosphere
soil, rhizosphere soil and rhizoplane

mycoflora, similarity index (SI) was

calculated as follows:

2C

Where :
C

Number of species common to
the two samples.

A = Number of species present in one
sample.

B = Number of species present in ano-
ther sample.

Among the edaphic factors, soil
moisture was determined by oven-
drying soil at 105 °C for 24 h. Orga-
nic carbon and total nitrogen in the
soil were determined by methods sug-
gested by Jackson (3). C/N ratio was
calculated by dividing carbon (%) by
nitrogen (%).

RESULTS AND DISCUSSION

Results of the present investigation
on mycoflora associated with the non-
rhizosphere soil, rhizosphere soil and
rhizoplane of Cajanus cajan during
pre-harvest and post-harvest periods
are given in tables 1-3 —table 1 show-
ing the percentage abundance of indi-
vidual fungal species, taeble 2 showing
fungal population and certain edaphic
factors, and fable 3 showing similarity
indices among their mycoflora.

The decline in the non-rhizosphere
soil fungal population during post-
harvest period can be attributed to a
fall in the nitrogen contents (19) and
anerobic conditions caused by exces-
sive soil moisture (16). However, an
increase in the carbon contents and
C/N ratio during post-harvest period
may be responsible for a wider species
spectrum during this period (2, 5).

The qualitative and quantitative va-
riations in the mycoflora associated
with non-rhizosphere soil, rhizosphere
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Tablc 1. Percentage abundance of mycoflora in the non-rhizosphere soil (NRs), rhizosphere
soil (Rs) and rhizoplane (Rp) of Cajanus cajan

! Pre-harvest period Post-harvest period
Fungal species
NRs Rs l Rp NRs Rs Rp

Phycomycetes

Cunninghamella echinulaia — — 1.11 — — -

Mortierella camargensis — —- — 0.13 — —

Mucor hiemalis 1.26 4.86 3.33 0.13 — —

Rhizopus oryzae 2.52 — 6.67 11.34 — —
Ascomycetes

Chaetomium sp. — — — 0.17 — —

C. jodhpurense 2.02 — — 0.25 — -

Cochliobolus carbonus — — — 1.26 — —

Khuskia oryzae 1.93 — — 1.76 — —

Neocosmospora vesinfecta — — —  0.17 — —
Fungi imperfecti

Acrophialophora fusispora 1.09 _ _ 3.40 _ —

Alternaria alternaia 3.87 _ _ _ 2.10 31.37

Aristatoma sp. _ _ _ 0.13 _ _

Aspergillus flavipes _ 4.86 - — — —

A. flavus strain I (conidial heads green) ( g5g 1.39 4 44 26.83  0.57 _

A. flavus strain 11 (conidial heads yellow) _ 0.69 _ — — —

A. flavus strain 111 (black sclerctia abun- _ _ 5.56 — — —
dant)

A. fumigatus strain 1 (conidial heads 4.79 _ 1.11 7.05 — —
green)

A. fumigatus strain 11 (conidial heads 2.19 _ _ 2.97 _ —
blue)

A. fumigatus strain 111 (conidial heads ¢ 17 _ _ — — —
rare, vegetative mycelium abundant)

A. nidulans 20.02 11.80 15.55 S.06  — -

A. miger strain 1 (conidial heads dark 4 g4 _ _ 5.02 — —
black)

A. niger strain II (conidial heads buff) 3.36 0.69 15.56 0.33 — —

A. niveus strain I (conidial heads white) 0.42 67.36 _ 0.25 — —_

A. miveus strain II (conidial heads cream — 7.64 — — — —_

coloured with numerous perithecia and
hulle cells)




Table 1 (conclusion)

Pre-harvest period

} Post-harvest period

Fungal species
NRs { Rs Rp NRs Rs l Rp
A. stellatus 10.17 — — 15.67 — —
A. terreus 24.05 — 2.22 4.53 — —
A. ustus — — — 0.38 — —
Cladosporium oxysporum — — 1.11 4.53 13.58 5.88
Curvularia clavata —_ — — — - 5.88
C. geniculata — -— —  0.17 —
C. lunata 5.21 — —  0.63 — —
Drechslera pedicellata — — — 0.17 — —
Fusarium fusarioides 0.925 — — — — —
F. oxysporum strain 1 (colony white; 92.94 — — 1.64 — —
reverse light yellow)
E. arysporum strain 1T (colony shining 0.59 — — _ _ _
white ; reverse pink)
F. solani 1.18 0.69 21.11 1.64 — —
F. tabacinum — — — 1.26 — —
Helminthosporium sativum 0.34 — 1.11 0.13 — —
Humicola sp. — — — 0.17 — —_
H. fusco-atra — — — 0.17 — —
Macrophomina phaseolina — — 18.89 0.13 — —
Momnocillium constrictum 7.57 — — 0.38 — —
Monodictys fluctuata 1.43 — . 0.38 —_ —
Myrothecium lewcotrichum 0.08 — — — — —
M. verrucaria 0.34 — — 0.13 — -~
Nigrospora oryzae 0.25 — _ - — —
Paecilomyces  sp. 0.08 — — — — —
P. lilocinus 1.01 — — 0.88 — —
Penicillium canescens — — — 1.64 — -
P. chrysogenum — — —  3.40 ¢7.69 21.57
P. funiculosum 6.22 — — 1.26 — —
P. implicatum — - — 0.63 — —
P. lapidosum 0.25 — _ — — —
P. oxalicum 0.95 _ _ — _ —
Periconia saraswatipurensis — - — 0.19 —
Phoma macrostoma — — - — 0.19 1.96
P. multirostrata 0.49 - - 1.01 _ —
Polyschema sp. — - _ 0.13 — —
Scolecobasidium terreus — _ _ 0.17 _ —
Stachybotrys atra 0,17 — — 0.13 — —
Ulocladium chartarum — — — — 15.49 31.37
Sterile colony — — —_ — - 1.96
Total number of species l 34 ’ 9 ] 13 43 ‘ 7 ’ 7

Indicates absence.
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soil and rhizoplane (fables 1-2) point
towards the differences in their res-
pective microenvironment. Higher nu-
tritional level due to root exudation
and cast-off cell debris may be respon-
sible for higher population in the rhi-
zosphere soil whereas specificity in the
nutrients may be responsible for res-
tricting the number of species in this
region. On the other hand maximum
number of species in the non-rhizos-
phere soil may be due to wide hetero-
genous nature, both in nutrition and
habitat, of the non-rhizosphere soil.

response to the microenvironment con-
ducive for their proliferation.

Present investigation revealed a
quantitative increase in the fungal po-
pulation of rhizosphere soil and rhi-
zoplane at senescent stage during post-
harvest period (table 2), whilst the
species diversity decreased. A signifi-
cantly higher extent of similarity bet-
ween the rhizosphere soil and rhizo-
plane fungal flora (table 3) suggests
that at senescent stage, there starts
disruption of demarcating zones bet-
ween rhizosphere and rhizoplane micro-

Table 2. Non-rhizosphere soil, rvhizosphere soil and rhizoplane fungal population and
some edaphic factors during pre-harvest and post-harvest periods

Factors (¥)

Pre-harvest
period

Post-harvest
period

Non-rhizosphere soil:
Population/g dry soil

707 x 10% + 167.45

323 x 102 4 84.45

Moisture (/) .4.00 £ 0.79 14.68 + 2.95
Carbon (°/,) 0.357 + 0.089 0.405 4 0.059
Nitrogen (%/,) . 0.054 + 0.022 0.036 + 0.018
C/N ratio 7.05 +1.14 11.18 + 2.52

Rhizosphere soil:
Population/g dry soil
Rhizoplane:

Population/g wet root

167 x 10* + 47.06

112 + 12.30

363 x 104 + 61.42

161 + 35.73

(*) Each factor an average of 30 replicates + SD.

The condition in rhizoplane appears to
be more specialized due to root leaka-
ge and composition of the substrate
(root) thus inviting only host «specificy
forms. The specificity of various fun-
gal species to the non-rhizosphere soil,
rhizosphere soil and rhizoplane may,
therefore, be attributed to the diffe-
rences in the nutritional requirements
of various fungal species and their

environments and they could become
more homogenous from the point of
view of nutrition. The sloughed-off
root tissues during senescence might
have invited greated number of fungal
species and consequently leading to an
increase in the rhizosphere and rhizo-
plane fungal population during senes-
cent stage.

Amongst various

genera isolated,
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Aspergillus dominated the non-rhizos-
phere soil. Higher abundance shown
by Aspergillus in the rhizosphere soil
(84.03 %) and rhizoplane (44.44 %)
during pre-harvest period suggests it
as a typical rhizosphere inhabitant
(6-7). In spite of the dominance of
Aspergillus in the non-rhizosphere soil
during post-harvest period, however,
remarkably poor abundance shown by
Aspergillus in the rhizosphere soil
{0.57 %) and its complete absence from

Table 3. Similarity indices (SI) between myco-
flora of non-rhizosphere soil (NRs), rhizos-
phere soil (Rs) and rhizoplane (Rp) during
pre - harvest (Prh) and post - harvest (Poh)

periods
Combinations Simila(x:)i/:;; index
Prh: NRs 2s Rs 27.90
NRs s Rp 38.29
Rs o5 Rp 22.00
Poh: NRs zs Rs 12.00
NRs 2s Rp 8.00
Rs s Rp 62.99
NRs:Prh os Poh 64.93
Rs Prh os Poh 12.50
Rp Prh s Poh 10.00

the rhizoplane suggests, that, at senes-
cent stage, the rhizosphere and rhizo-
plane microenvironment was not con-
clusive for the growth of Aspergillus
which, therefore, 'was replaced by Pe-
wicillium and dictyosporum hyphomy-

cetous genera which dominated rhizos-
phere and rhizoplane respectively.
From the present investigation it is
confirmed that changes occur in the
mycoflora associated with the non-rhi-
zosphere soil, rhizosphere soil and
rhizoplane with respect to the age of
the plant and at a senescent stage of
the root, the rhizosphere and rhizo-
plane microenvironment become more
homogenous with respect to their fun-
gal flora. Absence of any fungal
species common to non-rhizosphere
soil, rhizosphere soil and rhizoplane
during pre-harvest and post-harvest
periods ; differences in the fungal spe-
cies common to non-rhizosphere soil,
rhizosphere soil and rhizoplane during
pre-harvest and post-harvest periods;
absence or very poor growth of cer-
tain dominant fungal species of rhizos-
phere soil and rhizoplane; and varia-
tions in the abundance of dominant
fungal species in non-rhizosphere soil,
rhizosphere soil and rhizoplane during
pre-harvest and post-harvest periods
suggest the diversity and complexity
of the nutritional requirements of their
respective microenvironments in which
qualitative and quantitative variations
in fungal flora occur in different man-
ners with the senescence of roots.
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ACTIVIDAD IN VITRO DE QUIMIOTERAPICOS,
SULFAMIDAS Y ANTIFUNGICOS FRENTE A PRO-

TOTHECA STAGNORA

M. CASAL, J. GUTIERREZ-AROCA y Ma J. CLEMENTE

Departamento de Microbiologia de la Facultad de Medicina. Universidad de Cérdoba

ResuMEN

Se investigé la posible accion inhibitoria in wvitro de los
quimioterapicos, sulfamidas y antiftingicos sobre las algas del
género Prototheca y la especie. P. stagnora.

Se utiliz6 el método de disco-placa en medio de agar de
Sabouraud.

Resultaron ser inhibidas por la mandelamina y la nitro-5-
hidroxi-8-quinoleina, anfotericina B, nistatina, clotrimazol, eco-
nazol y miconazol.

SUMMARY

The possible in vitro inhibitory action of the antimicrobial
agents, sulphonamides and antifungal agents against algae of
the genus Prototheca was investigated.

The disk-plate method in Sabouraud glucose agar medium
‘was used. The Prototheca sp. strains were inhibited by the
mandelamine and the nitro-5-hydroxy-8-quinolein, anphoterici-

ne B, nistatine, clotrimazole, econazole and miconazole.

INTRODUCCION

El género Prototheca estd constitui-
do por algas microscdpicas aclorofili-
cas, con grandes semejanzas con las
algas del género Chlorella, del que en
principio se pensaba fuesen mutantes
aclorofilicas. Asimismo, alguna de sus
especies primitivas ha sido posterior-

Microbiol. Espaii., 36 (1983), 9.

mente considerada como Fisuricella (1)
con quien puede también prestarse a
confusioén.

Estas algas fueron descritas por pri-
mera vez en 1894 por Kruguer (8),
aunque no es hasta recientemente cuan-
do han adquirido importancia, a raiz
de que en 1964 Davies y cols. (7) des-
cribieran el primer caso de enfermedad
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humana debida a estos

nismos.

De estos microorganismos, algunas
.especies son consideradas como opor-
tunistas, como Prototheca wickerhamii
y P. zopfii, pudiendo originar enfer-
‘medad humana en ciertas condiciones
todavia no bien concretadas (2). No

microorga-

.obstante, P. stagnora, hasta el mo-
mento, no se considera patégeno
humano.

De las tres especies antes citadas
Prototheca wickerhamii, P. zopfii y
P. stagnora, que son las especies ac-
tualmente aceptadas como validas,
P. stagnora es sin duda la especie me-
nos aislada normalmente y también la
‘menos estudiada por los autores que
investigan estos problemas.

De los diferentes aspectos que pue-
«den investigarse en estos organismos,
nos interesé la posible actividad que
pudieran tener sobre ellos los diferen-
tes compuestos antimicrobianos, anti-
bidticos, antiftingicos, quimioterapicos
de sintesis o sulfamidas, dado que era
€l aspecto peor estudiado y practica-
‘mente desconocido hasta el momento,
dada la escasa literatura a este respec-
to existente en el mundo.

Por ello, en anteriores trabajos, ya
investigamos la actividad de antibidti-
-cos (3-4) frente a estas algas.

Ahora, en este estudio, hemos inves-
tigado la sensibilidad de esta especie
-de Prototheca stagnora frente a sul-
famidas, quimioterdpicos de sintesis y
antiféingicos.

MATERIAL Y METODOS

El material lo componen 10 cepas de
Prototheca stagnora, pertenecientes a
la Coleccion de Cultivos de nuestro
Departamento y provenientes de Co-
lecciones Internacionales de diversos

investigadores, tales como: Ajello,
L. Mycology Division, CDC. Public
Health Service, Atlanta, Georgia
30.333, USA; Ball, E. H., Medical
Mycology Section, University of Glas-
gow, G 11. Scotland, asi como cepas
salvajes aisladas por nosotros en nues-
tro propio laboratorio (3-5).

Los quimioterapicos, sulfamidas y
antifangicos utilizados, se detallan con
su carga y casa comercial en las ta-
blas 1-3.

Tabla 1. Quimioterdpicos de sintesis

Carga del disco

Antimicrobianos Casa comercial

mcg
Flumequina 30 Bio-Merieux
Mandelamina 3 Difco
Acido nalidixico 30 Difco
Nitrofurantoina 300 Difco
Nitrofurazolidona 50 Oxoid
Nitro-5-hydroxi-

8-quinoleina 20 Bio-Merieux
Acido oxolinico 2 Difco
Acido pipemidico 20 Pasteur
Acido piromidico 25 Pasteur
Trimetoprim 1,25 Oxoid

Tabla 2. Sulfamidas

Carga del disco

Antimicrobianos Casa comercial

mcg
Sulfadiacina 300 Difco
Sulfarurazol 100 Oxoid
Sulfametisol 50 Pasteur
Sulfametoxazol 25 Oxoid
Sulfametoxi-piri-
dacina 100 Pasteur
Sulfatiazol 300 Difco
Sulfixosazol 300 Difco
Trimetoprim-sul-
fametoxazol 25 Difco
Triple sulfa 300 Difco
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Tabla 3. Antifingicos

Antimicrobianos Carga del disco | Casa comercial

Anfotericina-B 100 mcg Pasteur
Clotrimazol 50 mcg Pasteur
Econazol 50 mcg Pasteur
B-fluorcitosina 1 meg Pasteur
Miconazol 50 mcg Pasteur
Nistatina 100 U1 Difco

Todas las cepas se mantienen en
agar glucosado de Sabouraud a 25 °C
hasta el momento de su utilizacion.

El método de estudio de sensibilidad
in vitro es el de disco-placa en agar
de Sabouraud, va usado anteriormente
por nosotros en otros estudios (3-4, 6).

RESULTADOS

Las sulfamidas, como sulfadiacina,
sulfafurazol, sulfametisol, sulfameto-
xazol, sulfametoxi-piridacina, sulfatia-
zol, sulfixosazol, trimetoprim-sulfame-
toxazol y la triple sulfa, se mostraron
totalmente ineficaces respecto a Proto-
theca stagnora.

De los quimioterdpicos de sintesis,
observamos en la table }, la escasa sus-
ceptibilidad de esta especie de Proto-
theca, ya que solo se inhibe por la
mandelamina, con un rango de 8-30
mm, y por la nitro-5-hidroxi-8-quinolei-
na, con un rango de 14-54 mm, mien-
tras que el resto de los quimioterapi-
cos probados no presentaron actividad
alguna (flumequina, &4cido nalidixico,
nitrofurantoina, nitrofurazolidona, Aci-
do oxolinico, 4cido pipemidico, acido
piromidico y trimetoprim).

Tabla ). Susceptibilidad de la P. stagnora o
10 quimioterdpicos de sintesis

Didmetro del halo
de inhibicién

Antibiético Porcentaje de o
cepas inhibidas
Rango Media
|

Flumequina 0 0 0
Mandelamina 100 8-30 19
Ac. Nalidixico 0 0 0
Nitrofurantoina 0 0 0
Nitrofurazolidona 0 0 0
Nitro-5-hydroxi-

8-quinoleina 100 14-54 34
Acido oxolinico 0 0 0
Acido pipemidico 0 0 0
Acido piromidico 0 0 0
Trimetoprim 0 0 0

Tabla 5. Susceptibilidad de la P. stagnora a
6 antifingicos

l Didmetro del halo
de inhibicién
P taje d mm
Antibiético oreenale o¢
cepas inhibidas

Rango Media

Anfotericina B 100 8-20 14
Clotrimazol 100 10-30 20
Econazol 100 18-40 29
5-fluorcitosina 0 (1] 0
Miconazol 100 8-40 24
Nistatina 100 11-36 23,6

Con respecto a los antifngicos, po-
demos observar (tabla 5), la casi glo-
bal susceptibilidad de la Prototheca
stagnora frente a estas drogas, salvo
para la b5-fluorcitosina. Y asi, el dia-
metro mayor lo dio el econazol, con
un rango de 840 mm, la histatina, con
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un rango de 11-36 mm, y el clotrima-
zol, con un rango de 10-30 mm, y algo
menor para la anfotericina B, con un
rango de 8-20 mm.

Discusion

De la Prototheca stagnora no ha
sido tan estudiada la sensibilidad a las
drogas como en las otras especies del
género Prototheca. Con respecto a las
sulfamidas y quimioterapicos, sélo Mu-
sacchio (9) da como resistentes a 2 ce-
pas de P. stagnora frente al acido
nalidixico.

Segtn lo encontrado en nuestro es-
tudio, estamos de acuerdo con Mu-
sacchio (9), ya que el 4cido nalidixico
también resultd ineficaz frente a las
cepas de Prototheca stagnora por no-
sotros probadas, asi como frente a la
mayoria de los quimioterapicos, ya que
sélo la mandelamina y la nitro-5-hidro-
xi-8-quimoleina dieron actividad in vi-
tro. Las sulfamidas también se mostra-
ron ineficaces en nuestro estudio.

En este sentido, parece deducirse,
de los estudios de Musacchio y nues-
tros, la ineficacia total de sulfamidas
frente a estas algas y la escasa activi-
dad de los quimioterapicos de sintesis,
ya que no fueron activos los nitrofura-
nos (nitrofurantoina, nitrofurazolido-
na) ni los derivados tipo quinolonas
(acido nalidixico, 4cido oxolinico, &ci-
do piromidico, 4cido pipemidico y flu-
mequina), al igual que tampoco el tri-
metoprim.

Tan sélo la mandelamina y la quino-
leina han resultado activos in vitro.

Segal (10) encuentra que los antiftn-
gicos poliénicos, nistatina y anfoterici-
na B, son activos frente a la Prototheca
stagnora, y los imidazdlicos tienen una
actividad variable, dando como resis-
tente al miconazol. No tienen asimis-

mo, ninguna actividad la 5-fluorcitosina
y la griseofulvina.

Nuestros resultados, en este sentido,
pueden considerarse equiparables a los
comentados.

En relacién con otros antiftingicos,.
ya existe mayor actividad, pues, a ex-
cepcién de la resistencia a la 5-fluorci-
tosina y la griseofulvina, los demas
presentaron cierta actividad, lo que
hace que sean estos antiftngicos las
drogas con las que habra que prose-
guir las investigaciones junto con nue-
vos compuestos que vayan aparecien-
do, ya que parece ser el campo mas
prometedor de todos los ensayados.
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SUMMARY

A lysine producing hydrocarbon utilizer isolated from soil
was identified to be a strain of Micrococcus varians. The strain
is able to grow and accumulate lysine in purely synthetic
medium though supplementation of the synthetic medium
stimulates growth and lysine yield. The fermentation period
could be prolonged by adjustment of pH to the neutral range.
Among the different hydrocarbon and nitrogen sources tested
straight run gas oil (4 %) and ammonium sulphate (0.4 %),
respectively, were found most suitable. Neomycin at 0.1 pg
ml~* inhibited growth but stimulated lysine excretion and an
inoculum level of 10 % (v/v) of the medium was found to be
optimal. The yield of lysine under optimal condition was
found to be 2.6 g 17! of the medium. Lysine has been isolated
in crystalline form and found to be pure sample of l-isomer.

ResuMEN

Se ha aislado del suelo un microorganismo identificado como
Micrococcus varians. Esta cepa acumulaba lisina cuando crecia
en un medio sintético sobre hidrocarburos. Cuando este medio
sintético se enriquecia, se conseguia estimular el crecimiento y
aumentar el rendimiento de lisina. El periodo de fermentacién
se podia prolongar ajustando el pH al rango neutro de la es-
cala. Entre las diferentes fuentes hidrocarbonadas y nitrogena-
das ensayadas, se hallaron como las mejores el gasdleo (4 %)
y el sulfato aménico (4,4 %), respectlvamente La neomicina,
a una concentraciéon de 0,1 pg ml-?, inhibia el crecimiento, pero
estimulada la excrecién de lisina. El inéculo se ha empleado
en la proporciéon de 10 9% (v/v) en relacion con el medio,
proporcion éptima. El rendimiento en lisina en condiciones ép-
timas era de 2,6 g 17! de medio. La lisina ha sido aislada en
forma cristalina y consiste en el l-isomero en forma pura. .

Microbiol. Espaii., 36 (1983) 15.



16 S. K. Sen, Manika Chatterjee and S. P. Chatterjee

INTRODUCTION

Lysine possess the distinction of
being one of the earliest amino acids
‘to be produced by microbial fermen-
tation. Since Kinoshita et al. (1958)
observed that homoserine auxotroph
of Micrococcus glutamicus accumula-
tes lysine in the medium, a large
number of M. glutamicus auxotrophs
having block in lysine pathway or
even in unrelated pathway have been
reported to accumulate lysine in me-
dium (11). Extracellular production of
lysine is not confined to any particular
group of microorganisms, though the
high yielding strains are mostly species
of Corynebacterium and Brevibacte-
rium (7). Lysine production from
hydrocarbons has been reported with
Mycobacterium  smegmatis (15), C.
hydrocarboclastus (12), Arthrobacter
hydrocarbo glutamicus, A. paraffineus
and B. ketoglutamicum (10) Nocardia

sp. (8) and M. luteus (6). Present
communication reports extracellular
lysine accumulation by M. warians

2Fa, under different cultural condi-

tions.

MATERIALS AND METHODS

The lysine producing organism used
in the present investigation was iso-
lated from local soil (13). The bhasal
medium used in the experiments was
a solution of inorganic salts (9). Hy-
drocarbons, sterilised by filtration
(Jena G5) was added to the medium
as the C-source. The stock culture
of the organism was maintained on
agar slants of the same medium.

Inoculum for the experiments was
prepared from 24-h old slant culture.
In order to study the effect of diffe-
rent cultural conditions, the organism

was grown in triplicates in 50 ml
medium contained in 250 ml Erlen-
meyer flasks and incubated at 30 + 1
°C on a rotary shaker (3 cm amplitude
and 120 rpm~'). Growth was measu-
red by dry weight of the thoroughly
washed bacterial cells. For this pur-
pose suitable volume of bacterial cul-
ture was centrifuged at 8000 .x g for
20 min. To remove the residual hy-
drocarbon from the bacterial cells, the
cells were washed twice with ether
and acetone (1:3, v/v) and centri-
fuged as earlier. The sediment so
obtained was dried to a constant
weight in an oven at 60 °C. Lysine
produced in the culture medium was
estimated by the colorimetric method
of Work (16) and by the microbiolo-
gical assay using lysine auxotroph of
Candida guilliermondii (5).

RESULTS AND DISCUSSION

Effect of pH on lysine yield

To find out the suitable pH for lysine
excretion, an experiment was designed
with 3 sets of flasks in which pH was
unregulated in the first, 0.1 % CaCO,
was used in the medium for neutraliz-
ing the acid in the second, and in the
third, pH was kept near neutrality by
adding 6N NaOH as indicated by the
colour change of bromothymol blue
incorporated in the medium. From
the table 1 it is evident that by regu-
lating the pH of the medium by
periodic neutralization, the active
growth period of the strain could be
prolonged upto 84 h, whereas, in the
unregulated culture this lasted for
about 48 h. Moreover, in the culture
where the pH was effectively regu-
lated it was possible to achieve an
increase of 51 .% in the yield of lysine
above the control.
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Table 1. Effect of regulation of pH of the medium on growth (*) and lysine (**)
production

Incubation period, h

pH regulation Parameter
0 12 24 38 48 i 60 ; 72 ] 84 ‘ 96
Unregulated Growth 0.8 19 51 92 108 114 113 113 113
Lysine 0.19 0.27 0.57 0.64 0.63 0.63
+0.19, CaCO; Growth 0.8 21 49 92 116 128 131 131 131
Lysine 0.18 9.32 0.62 0.80 0.80 0.80
+0.19, CaCO; Growth 0.8 24 69 112 121 130 139 144 144
-+ 6 N NaOH Lysine 0.18 0.39 0.63 0.85 0.95 0.95

(*) Dry mass mg/100 ml. (**) mg/ml.

Table 2. Effect of different hydrocarbon (*) sources for growth (**) and
lysine (***) production

Straight run ’

Hydrocarbon | High speed Kerosene | Petrol . Hexane Hexa-
source diesel gas oil i decane |
Growth | 99 54 25 110 17 2 5

Lysine 0.57 0.29 0.13 0.61 0.08 0.53

™ 2 % (v/v). (** Dry mass, mg/100 ml. (***) mg/ml.

Table 3. Effect of different nitrogen (*) sources on growth (**)
and lysine (***) production

Nitrogen | Ammonium ‘ Ammonium | Ammonium | Potassium
. . . Urea
source sulphate I chloride nitrate nitrate
Growth 105 92 86 b8 64 5
Lysine 0.59 0.53 0.47 0.30 0.44

(*) 042 g N 1-! (= 0.2 % ammonium sulphate). (**) Dry
mass, mg/100 ml. (**¥*) mg/ml.
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Effect of C and N sources

In order to find out a suitable hy-
drocarbon source for growth and
lysine production, a number of hydro-
carbons high speed diesel, straight
run gas oil, hexane and hexadecane
were tested-at 2 % (v/v) level. All
the hydrocarbon sources were utilized
(table 2) for growth. Straight run
gas oil was found to be the best C-
source. High speed diesel and hexa-

for lysine production. Potassium ni-
trate was proved to be a poor nitro-
gen source though the strain is able
to reduce nitrate (13). Ammonium
sulphate was shown to be a good
nitrogen source also for a lysine pro-
ducing auxotroph of Micrococcus glu-
tamicus hydrocarbon utilizing M. Ilu-
teus (6).

For testing whether lysine accumu-
lation could be increased by varying
the concentration of these hydrocar-
bons and nitrogen sources experi-

Table }. Effect of different concentrations of carbon (*) and nitrogen (**)
sources on growth (***) and lysine (****) production

Hydrocarbon source Nitrogen source
Con.cen- High speed Straight run Con‘cen- Ammouium Ammonium
trations diesel gas oil trations sulphate chloride
%6 gN1™!
Growth lysine | Growth lysine Growth lysine | Growth lysine
1 104 0.59 109 0.61 0.42 187 1.19 159 1.01
2 121 0.79 131 0.86 0.84 218 1.85 174 1.09
4 119 0.74 176 1.19 1.26 225 1.71 175 0.98
6 107 0.63 181 1.17 1.86 221 1.59 172 0.91
™) % (v/v). (**) g N 1-1 (***) Dry mass, mg/100 ml. (***¥)
mg/ml.

decane were also found to be good

substrates. Hexane was poorly uti-
lized.

To study the suitability of different
nitrogen sources the basal medium
without ammonium sulphate was sup-
plemented 'with different nitrogen
sources to reach a final nitrogen
concentration of 0.42 g 1-* (= 0.2 %
ammonium sulphate).  Straight run
gas oil at 2 9% (v/v) was used as
carbon source. Ammonium sulphate
was found (fable 3) to be the best

ments were done by keeping the con-
ditions such as pH at the optimum
level.

By increasing the hydrocarbon and
nitrogen concentration growth and
lysine production could be increased
(table 4). Straight run gas oil at 4
% level and high speed diesel at 2 %
level are optimal for lysine produc-
tion. In both the cases further in-
crease in hydrocarbon concentration
does not stimulate production. Simi-
larly, the optimal concentration of



Lysine accumulation from hydrocarbon by Micrococcus varians 19

ammonium sulphate was found to be
0.84 g N I* (0.4 %, v/v). In all the
levels ammonium sulphate proved to
have a distinct superiority over am-
monium chloride.

Effect of antibiotics

A number of different antibiotics,
which are known to affect the per-
meability of the bacterial cell wall
were tested, with the hope that at
sublethal concentrations they might
enhance the accumulation of lysine.
Basal medium, containing optimal
concentration of carbon and nitrogen,
was used keeping pH at the neutral
range of antibiotics. The flasks in
triplicates were inoculated as earlier
and incubated for 90 h on a rotary
shaker. All the antibiotics tested (ta-
ble 5) inhibited growth and stimulated

Table 5. Effect of antibiotics on growth (*)
and lysine (**) production

Antibjotie Ct::t(;zz- Growth Lysiné
Bacitracin (pg ml™1) 0.1 203 2.09
1.0 195 1.91

10.0 186 1.70

Erythromycin (pg mi=1) 0.1 205 2.32
1.0 197 2.23

10.0 191 1.88

Neomycin (ng mi~?) 0.1 208 2.39
1.0 201 2.21

10.0 189 1.78

Penicillin (IU ml-t 1.0 198  2.27
10.0 198  2.22

50 92  0.80

Control — 196 1.89

(*) Dry mass, mg/100 ml. (**) mg/ml.

lysine excretion to varying extent.
The optimal concentrations were for
penicillin at 1 IU ml-* and for bacitra-
cin, neomycin and for erythromycin
at 0.1 pg ml™'. Under the optimal
concentration of neomycin lysine pro-
duction was increased to 26.4 9% over
the control.

Several kinds of antibiotics have been
used in lysine fermentation for increas-
ing yield. Shigato (14) used erythro-
mycin and oleandomycin with Micro-
coccus  glutamicus. Higher yields
were obtained also by Bucko et al. (3)
with an auxctroph of M. glutamicus
by using mycelial extracts of Peni-
cillium chrysogenum and Streptomyces
aureofaciens for penicillin and strep-
tomycin, respectively. Chatterjee and
Banerjee (4) reported stimulation of
lysine production by Bacillus megate-
riwm and B. coagulans using neomycin
and erythromycin.  Ajinomoto Co.
Inc. (1) reported increase of lysine
production by Brevibacterium, Coryne-
bacterium and Microbacterium by in-
corporating antibiotics in the fermen-
tation medium. Chatterjee and Chat-
terjee (6) reported that erythromycin
could increase yield with M. Iluteus.
The exact role played by antibiotics
in obtaining increased lysine yield is
not well understood, although some
workers (2) ascribed this increased
excretion due to the alteration of celt
membrane permeability by the anti-
biotics.

Optimal dose of inoculum

For determination of optimal dose
different amounts of inoculum were
tried. It was observed (table 6) that
increase in the inoculum does resulted
in the increase of growth and lysine
production with an optimum level of
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10 % (v/v). Further increase of the
inoculum size did not improve lysine
yield.

Table 6. Effect of different levels of inoculum
(*) on growth (**) and lysine (***) production

T

Growth 192 208 223 244 256
Lysine  2.22 2.39 2.47 2.60 2.45

Inoculum 10 15

™) % (v/v), 24 h old cell suspensién.
(**) Dry mass, mg/100 ml. (***) mg/ml.

It was observed in the experiment
in general, that the optimal levels of
different factors, both lysine accumu-
lation and growth of the organism
went in parallel. This indicated that
the lysine production was a function
of total biomass in the culture. By
adjustment of various cultural condi-
tions, the strain producing lysine (13)
510 mg I-* was induced to yield 2.60
g 17, Thus it was possible to achieve
an increase of about 500 %. A com-
parison of the yield with those repor-
ted by others from hydrocarbon re-
veals that the yield of the isolate is
not unsatisfactory. A further increass
in the yield can be attempted, however
by isolating high yielding mutants and
by other biochemical genetical mano-
euverings.

Homogeneity of the isolated lysine

That the isolated sample of lysine
represents a single compound was
tested by paper chromatography using
six different solvent systems and co-
chromatography with authentic sample
of Ilysine. That the isolated lysine

was a pure sample of l-isomer was
proved by microbiological assay using
Candida guilliermondii (figura 1).

25
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Figure 1. Microbiological assay curves. | (-O-),
dl (-A\-), and isolated sample of lysine (-@-).
10 ml of sterile basal medium with 1 % glucose
were used in 25 ml flasks. Stock solution of
lysine (1, dl and the isolated sample) were
added separately to make a graded concentra-
tion with control flasks without lysine. The
flasks were inoculated with o Candida guillier

mondii lysine auxotroph and growth was

measured turbidimetrically after 30 h shaking
at 30 °C
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- TRANSPOSICION DE TN10 A LA REGION XYL-MTL
(MINUTO 78) DEL CROMOSOMA DE SALMONELLA
TYPHIMURIUM

A. CONTRERAS y J. CASADESUS

Departamento de Genética de la Facultad de Biologia. Universidad de Sevilla

REsuMEN

Se aislaron 4095 transposiciones independientes de Tnl0 de
un pldsmido F-prima termosensible (F'114ts lac zzf: : Tnl0) al
cromosoma de Salmonella typhimurium. Se construyé un mapa
de las inserciones de Tnl10 localizadas cerca de mtl y/o xyl (mi-
nutos 77 y 78) mediante transduccién con el fago P22. Las in-
serciones cotransducibles con mitl y/o xyl son menos frecuen-
tes de lo esperado (0,4 % de las inserciones en 2 1% del cromo-
soma) ; ello puede reflejar o una escasez de dianas para Tnl0,
o la existencia de muchos genes vitales en esta regiéon. Una de
las estirpes estudiadas ha sufrido una reordenacién genética,
interpretada como la inversién, inducida por Tnl0, de un seg-
mento cromosémico que engloba el operdén mtl. Dos estirpes
resultaron parcialmente refractarias a la mutagénesis con N-
metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina, lo cual sugiere que la region
del minuto 78 del cromosoma de S. typhimurium puede conte-
ner un gen homdlogo del gen inm de Escherichia coli.

SUMMARY

A total of 4095 independent transpositions of Tnl10 from a
thermosensitive F-prime vector (F’114ts lac zzf: : Tnl10) to the
chromosome of Salmonelle typhimurium were isolated. Tnl0
insertions near the xyl and mi#l markers (minutes 77-78 of the
chromosome map) were mapped by transduction with phage
P22. The frequency of Tnl0 insertions in this region was
lower than expected (0.4 1% of the insertions in 2 9% of the
chromosome) reflecting either a scarcity of Tnl0 targets or
the presence of many essential genes in this region. One of
the strains studied had suffered a genetic rearrangement,
perhaps a Tnl0-induced inversién of a chromosomal segment

Microbiol. Bspaii., 36 (1988), 28.
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containing the mtl operon.

Two strains proved to be par-

tially refractory to mutagenesis by N-methyl-N’-nitro-N-nitro-
soguanidine, suggesting that the T8 minute region of the
S. typhimurium chromosome may contain a gene homologous
to the inm gene of Escherichia coli.

INTRODUCCION

La region wyl-mtl, situada en el
minuto 78 del mapa cromosémico de
Salmonella typhimurium (19), es apa-
rentemente homologa, al menos en
cuanto al orden de genes, del minu-
to 79 del cromosoma de Escherichia
coli (2). En ambos organismos, el nt-
mero de marcadores conocidos en esa
regiéon y en sus alrededores es mdis
bien escaso, aunque algunos son tan
interesantes como la mutacién inm-1
en E. coli (17), y en Salmonella algu-
nos cistrones que codifican ARN ribo-
sémicos (1).

Una estrategia apropiada para abor-
dar el estudio de regiones poco cono
cidas del cromosoma bacteriano, con-
siste en aprovechar las propiedades de
las secuencias de ADN transponible
(y muy particularmente de los transpo-
sones de resistencia a antibi6ticos) para
llevar a cabo operaciones de ingenieria
genética wn vivo (5-6, 12). El trabajo
que presentamos describe el aislamien-
to y la caracterizaciéon de inserciones
del transposén Tnl0 en las proximida-
des de los marcadores #yl y mtl (mi-
nutos 77 y 78) en el cromosoma de
Salmonella tvphimurium. Tnl0 es un
transposén que confiere resistencia a
la tetraciclina, originario del plasmido
R100 de Shigelle (8). Posee una lon-
gitud total de 9300 pares de bases
(pb), con terminaciones invertidas de
1400 pb (10-11). Es uno de los trans-
posones mas utilizados para llevar a
cabo manipulaciones genéticas in vivo
en las bacterias, y constituye una he-

rramienta analitica de facil y amplio
manejo (5-6, 12, 16); en ello se basa
su eleccién para este trabajo.

MATERIAL Y METODOS

Estirpes bacterianas

Véase la tabla 1.

Bacteridfago

P22 int? HT (20).

Medios de cultivo

Para la preparacién de caldo de Lu-
ria, agar nutritivo, agar de cobertera,
agar minimo y suplementos nutritivos,
se emplearon las recetas descritas por
Miller (13).

Para preparar agar de MacConkey
se utilizé el preparado base de Difco,
afladiendo xilosa, manitol o lactosa
(10 g/). El medio MacConkey con
xilosa y manitol contiene 8 g/1 de cada
aztcar. El agar minimo con arabinosa,
glucosa y nitrosoguanidina tiene una
base de unos 20 ml de agar minimo
con arabinosa (2 g/l), suplementado
con los requerimientos de la estirpe
SV303 o derivadas, y una capa supe-
rior de 5 ml de agar semiblando (7 g/1)
de la misma composicion, que ademas
contiene 5 wpg/ml de N-metil-N'-nitro-
N-nitrosoguanidina (Sigma) y 0,4 g/l
de glucosa.
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Antibidticos

Tetraciclina (Sigma), 25 pg/ml. Sul-
fato de estreptomicina (CEPA), 100
p.g/ml. ‘

Mutagénesis con nitrosoguanidina

En el método usual de mutagénesis
en tampoén tris-maleato (9) se exponen
las células a 100 pg/ml de nitrosogua-
nidina durante 30 min, sin aireacidn,
a 37 °C.

En el tratamiento «crénico» con ni-
trosoguanidina, se replican las colonias
a ensayar sobre agar minimo con ara-
binosa, glucosa y nitrosoguanidina. En
el tratamiento «crénico» se usan la
estirpe SV303 y derivadas, que inclu-
yven en su fondo genético la mutacion
araD531 (18). Esta mutacién impide el
crecimiento en medios con arabinosa y
glucosa ; la reversién a Ara® es apro-
piada para realizar estudios cuantitati-
vos de mutagénesis (18).

Preparacién v titulacién de suspensio-
nes del fago P22 int7 HT

La preparacién de suspensiones fa-
gicas y su titulacién por recuento de
unidades formadoras de placa, se Ile-
varon a cabo siguiendo a Davis y
cols. (B).

Transduccién v andlisis de

duccién

cotrans-

La transducciéon mediada por el fago
P22 nt? HT se efectud segtin el mé-
todo dsecrito por Davis y cols. (6).
Para realizar los andlisis de cotrans-

duccién, los transductantes se replica-
ron con palillos estériles sobre los me-
dios selectivos apropiados.

Obtencién de inserciones independien-
tes de Tnl0 en el cromosoma de

Salmonella typhimurium

Se incubaron suspensiones de unas
mil células Lact de la estirpe SV310
en 2 ml de caldo Luria con tetracicli-
na durante 48 h, a 42 °C, v se sembra-
ron muestras en agar MacConkey con
lactosa y tetraciclina. Como el plasmi-
do F114ts lac zsf: : Tnl0 no se replica
a 42 °C, las colonias resultantes suelen
haber integrado el transposon Tnl0
del plasmido en su cromosma. De cada
suspensién se conservé sélo una colo-
nia Lac~ Tc®, para asegurar la reco-
leccién de inserciones independientes.

Caracterizacion de wmutantes auxo-

trofos

Para determinar los requerimientos
de los auxoétrofos se siguié el método
descrito por Davis y cols. (6).

Nomenclatura

Las denominaciones de marcadores
cromosomicos de Salmonella se adjun-
tan a la nomenclatura usada por San-
derson y Hartmann (19). La nomen-
clatura de elementos transponibles si-
gue las recomendaciones de Campbell
y cols. (8). La denominacién de las in-
serciones cromosdmicas de Tnl10 sigue

las normas propuestas por Chumley y
cols. ().
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REesurTADOS

Transferencia del plasmido F'11jts lac
zzf: : Tnl0 a Salmonella typhimurium
SV303

El plasmido fue transferido de la es-
tirpe NK1015 a SV303 utilizando la
‘técnica de conjugacién en membrana.
Los transconjugantes se seleccionaron
.en medio minimo con tetraciclina,
‘treonina y triptéfano. La frecuencia
.de transferencia fue de 10-! por do-
nador, aproximadamente. Varias co-
‘lonias transconjugantes fueron estu-
-diadas para comprobar que conserva-
‘ban el fondo genético de la estirpe
‘parental SV303 y que eran, ademas,
TLact Tc®. Una de esas colonias, elegi-
.da arbitrariamente, dio origen a la es-
‘tirpe SV310

‘Transposicicn de Tnl0 al cromosoma
de Salmonella typhimurium SV310

La pretension de coleccionar inser-
-ciones independientes de Tnl0 en el
«cromosoma  bacteriano utilizando un
vector F-prima, aconseja seleccionar
una sola colonia ILac~ Tc® de cada
«cultivo obtenido en condiciones res-
trictivas para el mantenimiento del
-plasmido. Cumpliendo este requisito,
se aislaron 4095 inserciones indepen-
-dientes de Tnl0. La heterogeneidad
de dichas inserciones fue comprobada
mediante pruebas de auxotrofia. De
los 4095 aislamientos, 27 (0,6 %) eran
auxoétrofos, claramente heterogéneos:
1 Arg-, 2 Cys™, 2 His™, 4 Ilv-, 1 Leu-,
1 Lys—, 3 Met™, 1 Pro~, 3 Pyr—, 1 Pur-,
1 Ser-, 1 Tyr~ y 6 no identificados.
La frecuencia de un 0,6 ‘% de auxo-
trofos es ligeramente inferior a las
«descritas usando fagos P22 defectivos

o semidefectivos como vectores de
Tn10 (5-6, 12). De todos modos hay
que tener en cuenta que el fondo ge-
nético de la estirpe SV310 impide de-
tectar transposiciones Thr= y Trp~;
ello puede influir en la frecuencia glo-
bal de auxotrofos.

Deteccién de imserciones de Tnl0 co-
transducibles con mtl y/o xyl

Se utilizé6 una variante de la técni-
ca de mutagénesis local descrita por
Kleckner y cols. (12). Los 4095 aisla-
mientos Lac~ Tc® fueron divididos ar-
bitrariamente en lotes de 100. Con cada
lote se prepar6 un cultivo mezclado en
caldo de Luria y se lisé con fago P22
mt7 HT. Una vez titulados, estos lisa-
dos sirvieron para llevar a cabo trans-
duccién utilizando SV315 y/o SV390 y
SV391 como estirpes receptoras. Los
transductantes fueron seleccionados en
agar de MacConkey suplementado con
tetraciclina y manitol y/o xilosa. La
frecuencia de transduccién de la resis-
tencia a la tetraciclina (Tnl0) vario
entre 10~° y 10~*. La cotransduccién
de Tn10 con los alelos silvestres ayl+
y/o mtl* fue detectada por el color
rojo de las colonias. El ntimero de
transductantes Tc® observados en cada
experimento varié entre 2000 y 20000.
Sélo 17 de las 41 transducciones die-
ron lugar a la aparicién de colonias
en las que aparentemente Tnl0 habia
cotransducido con mitl* y/o xyl*. Fre-
cuentemente, en un mismo experimen-
to se observdé mas de una colonia de
este tipo, pero sélo una de ellas fue
aislada y conservada para su estudio,
con el fin de evitar la recoleccién de
inserciones repetidas. Segun su feno-
tipo, los 17 transductantes conserva-
dos se pueden clasificar en tres gru-
pos: Mtl+ Xyl+ Tck, Mtl+ Xyl- Tc®
y Mtl- Xly+ TcF.
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mentos de transduccién con el fago

Situacion en el mapa genético de inser- P22 int? HT. Dependiendo del fondo
ciones de Tnl0 cotransducibles con  genético de cada donador se eligié
mtl y/o0 xyl como receptora una de las estirpes

SV315, SV390 o SV391. Como medio
Los 17 transductantes mencionados selectivo se utilizé agar de MacConkey
en el apartado anterior (referidos como con tetraciclina y xilosa o manitol, se-

Tabla 1. Estirpes de Salmonella typhimurium

Designacién Genotipo o fenotipo

NK1015  pyrC Str® / F/114ts lac zzf: : Tnl0

SV303 trp-209 thr-115 araD531

SV310 trp-294 thr-115 araD531 / T/114ts lac zzf: : Tnl0
Sv315 trp-294 thr-115 araD531 mtl-8 xyl-19
SV346 trp-29) thr-115 araD531 zhi-1: : Tnl0
SV347 trp-294 thr-115 araD531 zhi-2: : Tnl0
SV348 trp-294 thr-115 araD531 zhi-3: : Tnl0
SV349 trp-294 thr-115 araD531 zhi-4: : Tnl0
SV650 trp-294% thr-115 araD531 zhi-5: : Tnl0
SV353 trp-29% thr-115 araD531 zhh-1: : Tnl0
SV355 trp-294 thv-115 araD531 zhi-6: : Tnl0
SV356 trp-294 thr-115 araD531 mtl-8 zhi-7: : Tnl0
SV357 1rp-294% thv-115 araD531 mtl-8 zhh-2: : Tnl0
Sv358 trp-294 thr-115 araD531 mtl-8 zhh-3: : Tnl0
SV359 trp-294 thr-115 araD531 mil-8 zhi-8: : Tnl0
SV363 trp-294 thr-115 araD531 mil-8 zhi-12: : Tnl0
SV364 trp-294 thr-115 araD531 mtl-8 zhi-13: : Tnl0
SV365 trp-294 thr-115 araD531 mitl-8 zhi-14: : Tnl0
SV366 trp-294 thr-115 araD531 xyl-19 zhh-4: : Tnl0
SV367 trp-294 thr-115 araD531 mil-8 zhh-5: : Tnl0
SV368 trp-294 thr-115 araD531 mtl-8 zhh-6: : Tnl0
SV390 trp-29) thr-115 araD531 mtl-9

SV391 trp-294 thr-115 araD531 xyl-19

La estirpe NK1015 fue proporcionada por D. Botstein
(Dept. Biology, Massachusetts Institute of Technology,
Cambridge, Mass.). Las estirpes restantes se describen por
primera vez en este trabajo. El plismido F/114ts lac zzf: :
Tnl0 presenta replicaciéon termosensible (temperatura res-
trictiva: > 39-40 ©C).

estirpes a partir de este punto e inclui- gun los casos. La frecuencia de trans-
dos como tales en la tabla 1) fueron duccién de la resistencia a la tetraci-
utilizados como donadores en experi- clina (Tn10) varié entre 10~* y 10-%,
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con una excepcion: al utilizar como
donadora la estirpe SV359 la frecuen-
cia de transduccion de Tnl0 fue de
10-° aproximadamente.

La cotransduccion de TnlQ con mil
y/o xyl fue estimada por uno de estos
dos procedimientos:

a) Recuento de la fraccion colonias
rojas/colonias totales (ej. cotransduc-
cion TnlG / xyl+ utilizando un dona-
dor Xyl* Tc® y un receptor Xyl-).

b) Recuento de la fraccién colonias
blancas/colonias totales (ej. cotrans-
duccién Tnl0 / mil-8 usando un dona-
dor Mtl= Tc® y un receptor Mtl*).

la tabla, ya que es indistinguible de
SV366.

La ordenacion de las inserciones de
Tnl0 en torno a mil y xyl se ha lleva-
do a cabo mediante el procedimiento:
clasico de los cruces de tres factores.
Para ello se determind el porcentaje
de cotransduccion entre mtl y xyl, uti-
lizando la estirpe SV303 como dona-
dora y SV315 como receptora. Se
seleccionaron transductantes Xyl+ en
medio minimo con xilosa y fueron re-
plicados en agar de MacConkey con
manitol. La frecuencia de cotransduc-
cién es de un 11 %. La transformaciom

Tabla 2. Cotransduccidn de algunas inserciones de Tnl0 con mtl y/o xyl

Nimero de cotransductantes/Numero de

colonias observadas

Denominacién provisional

Donador de la insercién
Con m:l Con zyp!
SV346 21/5645 (1 9/,) 2/3841 (19/,) zhi- 1 . Tnl0
SV347  682/6269(10%/)  0/5600 shi- 2 © Tnl0
SV348  307/3840 (8 9/,) 0/4500 zhi- 3 7 Tnl0
SV349  391/1804 (21 °/,) 0/2200 zhi- 4 7 Tnl0
SV350  138/495 (27°9/,) 0/1500 zhi- 5 . Tnl0
SV353 0/1900 6/347 (2°/,) zhh- 1. Tnl0
SV355 46/292 (169/;) 2441042 (23 9/, zhi- 6 © > Tnl0
SV356 42/1702 (3 9/,) 0/2000 zhi- 7 © Tn10
SV358 36/3706 (1°/,) 4216/4274 (98 °/) zhh-2 1 Tnl0
SV359 52/1600 (3 °/,) 80/4820 (2 9/) zhi- 8 . Tnl0
SV863  502/4300(11°/,) 1/4000 #4i-12 . Tn10
SV364 54/2190 (3 °/,) 0/2000 zhi-13 . Tn10
SV365 30/3911 (1 9/,) 0/3300 2hi-14 . Tn10
SV366 0/2000 17712580 (68 9/,) 2hh- 4 . Tnl0
SV367 0/750 182/301 (60 9/, zhh-5 7 Tnl0
SV368 0/390 264/326 (81°9/,) zhkh- 6 . Tnl0

Los resultados de la situacién en el
mapa genético por cotransduccidén se
resumen en la tablea 2. Una de las es-
tirpes de partida ha sido excluida de

de los porcentajes de ligamiento emn
distancias fisicas se efectué por medio
de la formula de Wu (22). El mapa
resultante es el de la figura 1.
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Dos inserciones han sido excluidas
del mapa. Una de ellas, shi-1: : Tnlo,
cotransduce muy poco con mtl y xyl,
a pesar de haber sido detectada en un
transductante Mtlt; tal vez, dicho
transductante surgié de una doble
transduccién. Otra insercion, =hi-8: :
‘Tnl0, es de localizacion dudosa: co-
transduce con wyl (2 %) y con mitl
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Figura 1. Mapa genético de las inserciones de

Tnl0 que cotransducen con mtl y/o xyl. Me-

diante la formula de Wu (22) los porcentajes

de cotransduccion se han transformado en las

distancias genélicas que se indican sobre las
flechas

(2 9%). Estos porcentajes son dema-
siado bajos para admitir que se halle
entre mtl y xyl y uno de los dos es
‘demasiado alto para situarla fuera del
tramo ayl-mtl. Como hipdtesis de tra-
bajo se admitié la posibilidad de que
Tn10 se hallara realmente entre axyl y
amtl, y que su insercion Hubiera ocasio-
nado la integracion de un fragmento

del vector (fragmento que no conten-
dria el operon lac, ya que SV359 es
Lac™). Si ello fuera cierto, el alarga-
miento del tramo wyl-mtl deberia ser
detectable por cotransduccion: al usar
la estirpe SV359 como donadora la
cotransduccién entre xyl y mil deberia
ser baja o nula.

Para ensayar esta hipdtesis se llevo
a cabo una transduccién usando SV339
como estirpe donadora y SV391 como
receptora. Se aislaron independiente-
mente transductantes Xylt y Tc®. La
frecuencia de transductantes Tc® fue
de 10-¢ aproximadamente (como siem-
pre que el lisado transductor procede
de SV359). En contra de la hipétesis
propuesta, la frecuencia de cotransduc-
cién entre xylt y mitl-19, no sélo no
disminuia, sino que aumentaba hasta
un 65-70 %. Por tanto, la insercion
zhi-8: : Tnl10 no se halla entre mtl y
1yl y estos marcadores parecen hallar-
se anormalmente préximos en SV359.
Estos datos sugieren que Tnl0 ha ori-
ginado una reordenacién cromosdémica
en la region estudiada. No es proba-
ble que se trate de una delecién, ya
que Tn10 no se halla entre xyl y mitl
(el orden parece ser .yl - mil - Tnl0).
Parece mas razonable suponer que
Tn10 haya originado la inversion de
un segmento cromosémico que englo-
ba mtl. T.a falta de homologia seria
la causa del descenso en la frecuencia
de transduccion del segmento inverti-
do, v la aproximacion entre wyl y mitl
seria consecuencia de la inversion.

Ensavos para la identificacion de los
genes afectados por la insercion de
Tnl0

Las estirpes que contienen una copia
de Tn10 en la regién estudiada fueron
sometidas a tres tipos de ensayos:
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1. Pruebas de auxotrofia. Todas las
estirpes son prototrofas.

2. Utilizacion de dcidos dicarbouxili-

Tabla 3. Mutabilidad de las estirpes SV303,
SV358 y SV3839 con N-metil-N’-nitro-N-nitro-
soguanidina: deteccion de reversiones AraR

Frecuencia de revertientes AraR

Estirpe

Espontdnea Inducida
SV303 1,2 106 1,0 X 107
SV358 2,3 % 107¢ 6,0 X 1074
SV3569 1,9 XX 10-¢ 4,3 X 1074

Cada frecuencia es la media de 3-4 expe-
rimentos. Para determinar las frecuencias
inducidas por N-metil-N’-nitro-N-nitroso-
guanidina, los supervivientes a un trata-
miento agudo con el mutigeno fueron la-
vados, diluidos y sembrados sin recreci-
miento en el medio selectivo apropiado.

cos. Las estirpes que contienen una
copia de Tnl0 a la izquierda de ayl
(es decir en el minuto 77) crecen nor-
malmente en agar minimo con 2 g/l
de succinato como fnica fuente de car-
bono. Por tanto, ninguna de las in-
serciones estudiadas ha inactivado el
gen dctA (14).

8. Mutabilidad por N-metil-N’"-nitro-
N-nitrosoguanidina. Todas las estirpes
que llevan una copia de Tnl0 en la
regién estudiada se sometieron a tra-
tamiento «crénico» con este mutidgeno
¥y se compararon con la estirpe paren-
tal SV303. S¢lo las estirpes SV3538 y
SV359 produjeron menor namero de
colonias Ara® que SV303. En vista de
este resultado, se estudi6 con mais
detalle la mutabilidad de esas estirpes.

Los datos de las tablas 3-4 confirman
que SV358, y sobre todo SV359, son
menos mutables por nitrosoguanidina
que la estirpe parental SV303.

Discusion

En la vecindad de mtl y xyl se pro-
ducen relativamente pocas inserciones
de Tnl0: Teniendo en cuenta la canti-
dad de ADN que cabe en la capsida
del fago P22, cabria esperar que cual-
quier insercién de Tnl0 que estuviera
situada hasta a 1 min de distancia de
mtl o xyl seria cotransducible con uno
de estos marcadores. La zona de co-
transduccién tendria por tanto una
extensiéon de al menos 2 min. Si. las
dianas de Tnl0 estuvieran distribuidas.
al azar por todo el cromosoma, la re-
gion estudiada deberia contener al
menos el 2 9% de las inserciones de
Tn10.

Si una proporcion p de las insercio-
nes de Tnl0 cotransducen con xy! y/o
mtl, la proporcién de lotes de 100
estirpes que no incluyen ninguna de
tales inserciones serd (1-p)*°. En
nuestros experimentos dieron resulta-
do negativo 24 de los 41 lotes inves-
tigados. Igualando estas dos expresio-
nes, estimamos p = 5,8 x 10~%: el in-
tervalo de confianza del 95 9% para
esta estimaciéon se extiende desde 8,4
'x 10* a 3,3 x 1073, y la mejor esti-
macién es de 5,3 x 102 (15). Por tan-
to la frecuencia de inserciones cotrans-
ducibles con mtl o xyl se puede esti-
mar en un 0,5 % frente al 2 9% tedri-
co. La frecuencia 16 inserciones / 4095
insertos (0,4 %) coincide razonable-
mente con la anterior. Concluimos que
Tn10 se inserta cerca de xyl y mtl mas
raramente que en otras zonas del cro-
mosoma ; por tanto, de las 4095 inser-
ciones cabria esperar al menos 80 co-
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transducibles con mtl y/o xyl, pero
sélo se han obtenido 16 6 17; de he-
cho Tnl0 muestra una marcada espe-

nitrosoguanidina en las estirpes SV3358-
y SV359; esta altima, presunta por-
tadora de una inversion, es cinco ve-

Tabla 4. Mutabilidad de las estirpes SV303, SV358 y SV359 con N-metil-
N’-nitro-N-nitroso guanidina: recuento de auxdtrofos

Esti Supervivencia | Nimero de colonias | Nimero de | Auxétrofos

stirpe UA ensayadas auxétrofos % P
SV303 3,1 400 25 6,25
SV358 34 800 16 2 2,6 >} 107
SV359 3,0 1600 22 1,38 2 X108

Tras una exposicion aguda al mutdgeno y cultivo durante 2-3 generacio-
nes, se determind la frecuencia de auxoétrofos; p es la probabilidad de

obtener una divergencia igual o mayor respecto del resultado con la estirpe
SV803 suponiendo mutabilidades idénticas segun el test arcoseno sobre las

proporciones (21).

cificidad regional y la distribucién de
inserciones en un gen o un cumulo de
genes es imprevisible (7, 10-11). No se
debe descartar la posibilidad de que la
regién estudiada sea pobre en dianas
para Tnl0, o contenga genes vitales
cuya inactivacién por insercién seria
letal y, por tanto, indetectable.

Las inserciones de Tnl0 que cotrans-
ducen con mtl y/o wyl se distribuyen
de forma irregular y son especialmen-
te abundantes en las proximidades del
minuto 79. En cambio, s6lo una de
ellas cae dentro del segmento com-
prendido entre ayl y mitl. Este seg-
mento también resulta afectado por la
presunta reordenaciéon cromosomica
protagonizada por la insercién 2hi-8: :
Tnl0, e interpretada como una inver-
sion. Es conocido que Tnl0 puede dar
lugar a inversiones, aunque la meca-
nica del proceso no se conoce con
detalle (16).

Se ha detectado una disminucién de
la mutabilidad por N-metil-N’-nitro-N-

ces menos mutable que la estirpe pa-
rental SV303. Esta reduccion es lige-
ramente menor que la de la estirpe
SEB53 de Escherichia coli, portadora de
la mutacién wmm-1 (17). La alta rezu-
mancia sugiere que el gen imwm no ha
sido inactivado por la insercién o la
inversion, sino que se ha visto afecta-
da su expresion. El aislamiento de
estas estirpes sugiere que en la region
del minuto 78 del cromosoma de Sal-
monella existe, al menos, un gen cuya
actividad esta de algun modo relacio-
nada con la mutabilidad por N-metil-
N’-nitro-N-nitrosoguanidina. Este gen
seria homélogo del gen inm de E.
coli (17).
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RESUMEN

Ochenta y tres cepas de estafilococos coagulasa-positivas
(80 de Staphylococcus aureus y 3 no clasificadas), aisladas de
las fosas nasales de manipuladores de alimentos, han sido so-
metidas a las pruebas propuestas por Hajek y Marsalek para
la subdivisién en biotipos de la especie S. aureus. Los resulta-
dos obtenidos pusieron de manifiesto que la poblacién de cepas
estudiadas era muy heterogénea. Unicamente el 20,4 % de las
cepas correspondian en todas sus propiedades a alguno de los
6 biotipos o ecotipos propuestos. Considerando las cepas en
su conjunto, 28 (33,7 %) fueron adscritas al biotipo A o pré-
ximo a A, 31 (37,3 %) eran del biotipo C o préximo a C, 12
(14,4 %) pertenecian o estaban préximas al biotipo B y 3 (3,4
%) eran del biotipo D. De las 9 cepas restantes, 2 (2,4 %)
compartian propiedades de los biotipos A y D, y 7 no pudie-
ron ser clasificadas ni siquiera de forma aproximada. Los re-
sultados obtenidos demuestran no sélo que las cepas de
S. aureus de origen animal pueden colonizar las fosas nasales
humanas, sino también que las cepas de algunos biotipos ani-
males se aislan mas frecuentemente que las de origen humano.
Este hecho, que debe relacionarse con el diario y estrecho con-
tacto entre los manipuladores de alimentos y los animales y
productos de origen animal, tiene importancia a la hora de
establecer el origen inmediato de las cepas implicadas en bro-
tes de intoxicacién estafilocécica.

SUMMARY

Eighty three strains of coagulase positive staphylococci (80
Staphylococcus aureus and 3 unclassified) isolated from the
noses of food handlers were characterized according to the bio-

Microbiol. Espaii., 36 (1983), 35.
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typing scheme of Hajek and Marsalek. The studied cultures
formed a heterogeneous group. Only 20.4 % of the strains
correlated completely with any of the six biotypes. Twenty
eight cultures (33.7 %) were biotype A or similar to A, 31
(37.2 %) were biotype C or similar to C, 12 (14.4 %) were
biotype B or similar to B and 3 (3.4 %) were biotype D. Of
the remaining 9 strains, 2 (2.4 %) were considered as inter-
mediate between A and D, and 7 (8.4 %) could not be clas-
sified. From these results, and the number of cells found per
swab, it can be concluded that coagulase positive staphylococci
from animal origin can colonize the anterior nares of humans.
It was also notable that most of the strains isolated from this
habitat belonged to animal biotypes. This fact can be ex-
plained taken into account that many of the human handlers
sampled were closely in contact with animals and food derived
from animals. Besides ecological interest, from the epide-
miological point of view it is important to note that food hand-
lers can act as a source of animal staphylococci making dif-
ficult to establish the origin of the strains involved in out-

breaks of staphylococcal food poisoning.

INTRODUCCION

La complejidad de la especie Staphy-
lococcus aureus y su capacidad de adap-
tacién a diferentes habitats, se ponen
de manifiesto en la especificidad que
ciertas poblaciones de cepas muestran
por determinados hospedadores (3, 7-8,
12-13, 16). Basandose en este hecho,
Hajek y Marsalek (7) han propuesto
dividir S. aeureus en 6 biotipos o eco-
tipos (A-F) en los que se incluyen ce-
pas procedentes del hombre y de diver-
sas especies animales. El estudio deta-
llado de algunas propiedades quimicas
y bioquimicas de cepas de estafiloco-
cos coagulasa-positivas de diversos
origenes (15), ha confirmado la vali-
dez de esta subdivision, poniendo, ade-
mas, de manifiesto, que ciertos bioti-
pos, especialmente el E y el F, poseen
caracteres tan claramente diferencia-
dos que permiten su inclusiéon en una
nueva especie: S. intermedius (6).

Estudios previos realizados en nues-
tro laboratorio con cepas de origen
animal (5, 11), demostraron que la cla-
sificacién en biotipos es de gran utili-
dad en estudios ecoldgicos y epidemio-
légicos. Por lo que se refiere a los
estafilococos presentes en las fosas na-
sales humanas, Kloos y Musselwhi-
te (10) y Kloos (9) han sefialado que
Staphylococcus aureus es una de las
especies aisladas con mayor frecuencia,
indicando, ademas, que se multiplica
activamente y limita la presencia simul-
tanea de otros miembros del género
Staphylococcus. Atn cuando no se han
realizado estudios al efecto, cabria es-
perar que estas cepas de S. aureus
perteneciesen al biotipo A (de origen
humano). Teniendo en cuenta, no obs-
tante, que los manipuladores de ali-
mentos tienen contacto diario con pro-
ductos de origen animal, e incluso a
veces con los propios animales, es ra-
zonable la hipé6tesis de un intercambio
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de cepas y de una colonizacién de las
fosas nasales humanas por cepas de
S. aureus de origen animal.

El objetivo principal de este trabajo
ha sido determinar los biotipos a los
que pertenecian 83 cepas de estafiloco-
cos coagulasa-positivas, aisladas de
fosas nasales de manipuladores de ali-
mentos, la mayoria de los cuales esta-
ban en contacto con animales o con
productos de origen animal, a fin de
determinar si las fosas nasales huma-
nas pueden ser colonizadas por cepas
de estafilococos procedentes de otros
habitats. Se pone también de manifies-
to la variabilidad de comportamiento
bioquimico encontrada en esta pobla-
cién de estafilococos, atribuible al ori-
gen animal de una parte de la misma
y a su adaptacion a las fosas nasales
humanas. Asimismo, se indican las
pruebas de mayor significado en la di-
ferenciacién en biotipos.

MATERIAL Y METODOS

Cepas

Se han estudiado 83 cepas, todas
aisladas de las fosas nasales de mani-
puladores de alimentos. De ellas, 32
procedian de manipuladores que traba-
jaban en industrias cirnicas, 12 en in-
dustrias lacteas, 9 en pescaderias, 15
en hosteleria y comedores colectivos, 7
en panaderias y pastelerias y 8 en in-
dustrias diversas.

Cuantificacidn

Las muestras se tomaban empleando
una torunda de algodoén estéril que se
introducia en las fosas nasales a una
profundidad de 2,5-3 cm. A continua-
cién se depositaba el hisopo en un tubo
de ensayo conteniendo 5 ml de agua
de peptona con 0,85 % de CINa vy,

una vez desprendido el algodén, se
agitaba 30 s. A partir de este tubo, se
realizaban las correspondientes dilucio-
nes decimales, empleando como dilu-
yente agua de peptona salina. Para
determinar el namero de células por
torunda, se sembraban, por duplicado,
voltimenes de 0,1 ml en la superficie
de placas de agar sal manitol (Difco).

Esquema utilizado para la clasificacidn
en biotipos

El cuadro de clasificacion empleado
ha sido, en esencia, el propuesto por
Hajek y Marsalek (7-8), ya publicado
previamente por nosotros (11) junto
con las técnicas utilizadas para ensa-

‘yar cada una de las propiedades (za-

bla 1), salvo la reduccién del telurito
v la produccién del factor de agrupa-
miento («clumping factor»). La reduc-
cion del telurito se investigd en el me-
dio de Baird-Parker (Oxoid) adicio-
nado de un 5 %, v/v, de emulsién
de yema de huevo telurito potasico
(Oxoid). En las pruebas de produccion
del factor de agrupamiento, se -tuvie-
ron en cuenta las recomendaciones de
Devriese y Hajek (1). Las cepas a en-
sayar se sembraban en agar BHI
(Difco). A partir de este medio, se
tomaba un asa de cultivo que, en un
portaobjetos, se suspendia homogénea-
mente en un asa de solucién salina es-
téril. La prueba se consideraba positi-
va cuando al mezclar con la suspension
anterior un asa de coagulasa plasma
EDTA (Difco), se observaba la apari-
ciéon de grumos, visibles macroscopica-
mente, en un periodo de tiempo no
superior a 15 s.

Resurtanos

Todas las cepas estudiadas se halla-
ban en las fosas nasales en cuantia su-
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perior a 10% células/torunda, corres-
pondiendo la mayor frecuencia al ran-
go 10°-10° (48 cepas).

En la tabla 1 se presentan los resul-
tados obtenidos en las pruebas utili-
zadas para la adscripciéon a biotipos.
Por lo que se refiere a la tipificacién
por bacteridéfagos, se tipificaron 34 ce-
pas: 16 por fagos comunes a los con-

Los diferentes grupos establecidos,
segtin su comportamiento con las 80
cepas de Staphylococcus aureus estu-
diadas, el ntimero de cepas incluidas
en cada uno y su adscripcion a bioti-
pos, se recogen en la tabla 2. De las
3 cepas no clasificadas en especies, una
mostraba propiedades idénticas a las
del grupo 4 (préx. A) y las 2 restantes

Tabla 1. Resultados obtenidos en las pruebas utilizadas para la adscripcion a biotipos
de 83 cepas de S. aureus y de 3 cepas no clasificadas aisladas de manipuladores de

alimentos
S. aureus No clasificadas
Pruebas utilizadas
N
|
Fibrinolisina 34 5 41 3
Pigmentos 80 3
Coagulacién del plasma humano 80 3
Coagulacién del plasma bovino 36 44 2 1
Hemolisina alfa 18 62 3
Hemolisina beta 18 62 3
Reduccién del telurito 80 3
Factor de agrupamiento 74 6 2 1
Tipo de crecimiento en agar cristal 10 70
violeta
Bacteri6fagos comunes a los conjuntos 16
humano y bovino
Bacteri6fagos especificos humanos 12
Bactcriofagos especificos bovinos 3 46 3
Bacteriéfagos comunes a los conjuntos 3
humano-bovino y especificos bovinos
+ = positiva. + = débilmente positiva. — = negativa.

juntos humano y bovino, 12 por fagos
presentes unicamente en el conjunto
humano, 3 por fagos presentes tnica-
mente en el conjunto bovino y 3 por
fagos comunes a los conjuntos huma-
no y bovino y por fagos especificos
bovinos.

eran similares a las cepas del grupo 23
(no biotipificadas).
Discusion

Los resultados obtenidos ponen de
manifiesto que, la poblaciéon de cepas



Tabla 2. Combinaciones de propiedades presentadas por 80 cepas de S. aureus, biotipos a los que se han adscrito y wimero de cepas incluidas en cada uno

Grupos de .S, aureus

Pruebas
1 | 2|38 4 5 6 7 8| 9 10 | 11 | 13 | 18 | 14 | 16 | 16 | 17 | 18 | 19 |20 21 22 23

Fibrinolisina + ++ 4+~ + + + = = - - - - 4+ - - 4+ 4+ — — 4+ + +
Pigmentos T I O T H s
Cosgulaciénplasmahumano  + 4+ + + 4 + + 4+ + + + 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ + + + + 4+ +
Coagulacién plasma bovino — — — — _ — — — — — — - — — 4 4+ 4 4+ - — - — +
Hemolosina alfa +++ - + + - -4+ - + - 4+ - = - = - - — = — -
Hemolosina beta —_ 4+ - - _ 4 S — — + - -+ —_ 4+ — -+ -+ 4+ 4+ + + _
Reduccion del telurito ) + + + + 4+ + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Factor de agrupamiento (¥) 4+ 4+ 4+ 4+ +~ -+ 4+ + + - - 4+ 4+ 4+ + + 4+ - + — +
Tipo de crecimiento enagar — — — — -+ + - - - - - 4 - - 4+ - - - - — —
cristal violeta
Bacteri6fagos humanos +-+++-+- - + - = - - - = — —jf=t+—1+ + +H-—- - - =+
Bacteriofagos especificos - - - - = = = = = = = = ===t - - = - — — —
bovinos
L. Prox. Prox. Prox. Préx. Prox. Préx. Prox. Préx. Préx. Prox.  Préx. Préx Prox. Int. Int.
Biotipo A A A A A A % B B B B B B c ¢ ¢ D AyD ayp NC
Ntmero de cepas 7 1 1 11 3 3 1 1 1 b 1 1 1 2 4 24 2 1 2 1 1 1 153

+ = positiva. + = débilmente positiva. — = negativa. (*) Estas pruebas aparecen en el esquema propuesto por Hajex y MarsALEx en 1971, pero

no en el de 1976. Prox. = falla una propiedad. Int. = intermedia. Nc¢ = no clasificada
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estudiada, en contra de lo que cabria
esperar, era muy heterogénea. En
efecto, como puede apreciarse en las
tablas 2-3, las cepas no sélo pertene-
cian a diferentes biotipos, sino que sus
comportamientos eran tan diversos que
fue preciso establecer 23 combinacio-
nes o grupos de propiedades distintos.
Debe sefalarse, sin embargo, que, en
la mayoria de los casos, las diferencias

clusivo de las cepas de origen humano,
pero se desviaban del biotipo A en una
propiedad: 12 no producian hemolisina
alfa y las 7 restantes eran cristal vio-
leta-positivas. Las 12 cepas de los gru-
pos 8-14 mostraban propiedades idénti-
cas (1 cepa) o muy similares (11 cepas)
a las del biotipo B. En este biotipo se
incluyen las cepas de S. aureus aisla-
das de pollos y cerdos, que se caracte-

Tabla 3. Relacidn entre los biotipos de Hajek y Marsalek a los
que fueron adscritas las cepas, su comportamiento y posible origen

Grupos de com-

Nimero de

Bio*ipos portamiento (*) cepas Posible origen
Aypréx. A 1a7 27 Humano
By prox. B 8 14 12 Aves (**)
Cyrprox. C 15 a 18 31 Vacuno
D 19y 20 3 Conejo
Tnt. AyD 21 y 22 2 No determinable

(*) Véase tabla 2. (**) La mayoria.

entre los grupos adscritos y préximos
a un mismo biotipo era minima. Uni-
camente el 20,4 % de las cepas corres-
pondian en todas sus propiedades a
alguno de los biotipos o ecotipos de
Hajek y Marsalek (7-8).

Teniendo en ’‘cuenta la procedencia
de las cepas estudiadas, resulta sor-
prendente que finicamente 9 de ellas
(11,25 %), incluidas en los grupos 1-3,
pudieran ser adscritas al biotipo A, al
que pertenecen las cepas de origen hu-
mano (2, 7-9, 15, 17). Debe sefialarse,
sin embargo, que otras 19 cepas, 18
Staphylococcus aureus y 1 no clasifica-
da (grupos 4-7), se consideraron como
proximas al biotipo A. Estas 19 cepas
eran fibrinolisina-positivas, caricter ex-

rizan por no producir fibrinolisina y
por ser cristal violeta-positivas (8).
Su insensibilidad a los bacteriéfagos

“humanos y bovinos sugiere que se tra-

taba de cepas de origen aviar. Como
puede observarse, también en las ta-
blas 2-3 las 31 cepas de los grupos 15-
18 pertenecian (4 cepas), o estaban
muy préoximas (27 cepas), al biotipo C.
A este biotipo pertenecen las cepas
de S. aureus 'de origen bovino y ovi-
no, cuyos caracteres mas destacados
son la produccién de hemolisina beta
y la coagulacién del plasma bovino. El
hecho de que ninguna de estas cepas
fuera lisada por el fago 78 del conjun-
to bovino, al que son sensibles la ma-
yoria de las cepas de origen ovino (5,
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11), es indicativo que se trata de cepas
de origen vacuno. Las 3 cepas de los
grupos 19-20 se incluyeron en el bio-
tipo D, al que pertenecen exclusiva-
mente las cepas de S. aureus aisladas
de conejos y liebres (7-9). Resulta in-
teresante destacar que los tres manipu-
ladores de los que se aislaron estas ce-
pas trabajaban en carnicerias en las
que se vendia carne de conejo. Las dos
cepas de los grupos 21-22 se clasifica-
ron como intermedias entre los bioti-
pos A y D por presentar propiedades
caracteristicas de ambos biotipos. Fi-
nalmente, 5 cepas de S. aureus (gru-
po 23) y 2 no clasificadas mostraban
una combinacién de propiedades que
no permitié su adscripciéon a grupos
de referencia, ni siquiera de forma
aproximada. Debe destacarse también
que no se han encontrado cepas de los
biotipos E y F, hecho explicable por-
que en estos biotipos se incluyen fini-
camente cepas adaptadas especifica-
mente a ciertas especies animales no
productoras de alimentos.

Un analisis de la variacién observa-
da en las propiedades de las cepas es-
tudiadas frente a la resistencia a los
antibiéticos (datos no publicados), y
con el fin de buscar sus posibles rela-
ciones, no permiti¢ establecer ninguna
conclusién. De las 83 cepas estudiadas,
14 eran resistentes a la penicilina, 27
a la penicilina y ampicilina y s6lo 2 a
la eritromicina. Sin embargo, los por-
centajes de resistencia en las cepas
pertenecientes a cada biotipo fueron
muy similares. Tampoco se observaron
diferencias que tuvieran un significado
entre los distintos grupos dentro de
cada biotipo.

La bibliografia existente sobre cla-
sificaciéon en biotipos de cepas de Sta-
phylococcus aureus es poco abundan-
te. Sin embargo, en todos los traba-
jos examinados que se refieren a las

diversas especies animales (2, 47, 11),
se pone de manifiesto que la mayoria
de las cepas aisladas de una determi-
nada especie animal pertenecian al bio-
tipo correspondiente a la misma, y tan
sélo ciertos porcentajes reducidos de
cepas se correspondian con otros bio-
tipos ; esto parece indicar que el inter-
cambio de cepas, entre las diversas es-
pecies animales es perfectamente po-
sible, aunque en cuantia limitada. Por
lo que se refiere al hombre, la infor-
maciéon con que se cuenta es a(n
mas escasa. Unicamente Devriese y
Oeding (2) presentan datos relativos a
cepas de S. aureus aisladas de fosas
nasales de estudiantes de veterinaria:
el 87 9 de 38 de estas cepas pertene-
cian al biotipo A.

El elevado porcentaje, encontrado
por nosotros, de cepas pertenecientes
a biotipos animales (38,7 % del bioti-
po C o préximo a C, y 18,7 % del B-
proximo B y D-préximo D) debe rela-
cionarse con el diario y estrecho con-
tacto entre los manipuladores de ali-
mentos estudiados y los animales y
productos de origen animal. El anali
sis de los resultados obtenidos en la
tipificacién por bacteriéfagos de las
cepas estudiadas, encaminado a deter-
minar su origen, no permitié compro-
bar la afirmacién anterior, al menos
cuantitativamente, debido a que el nfi-
mero de cepas tipificadas fue sélo del
40,9 9%. No obstante, el hecho de que
3 cepas tuviesen fagotipos o patrones
liticos propios de las cepas de origen
bovino y que en el fagotipo de otras
3 cepas estuvieran presentes fagos es-
pecificos bovinos, demuestra sin lugar
a dudas que el paso de cepas desde
alimentos de origen animal al hombre,
tiene, en efecto, lugar. Este ntimero
de cepas, inequivocamente de origen
bovino, puede parecer poco significa-
tivo, aunque no lo es tanto si se con-
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.sidera que la parte de la poblacién tipi-
ficada (34 cepas) es la que tiene mas
relaciéon con el origen humano, dados
los fagos utilizados. Cabe pensar, y asi
lo demuestran los resultados, que en
la parte de la poblacion no tipificada
(49 cepas) estarian la mayoria de las
cepas de origen animal. Apoya la pri-
mera de estas ideas el hecho de que
las 14 cepas incluidas en el biotipo A
o préximo a A (de origen humano)
tenian fagotipos tipicamente humanos.

El hecho de que las cepas adscritas
a biotipos animales se aislaran de las
fosas nasales de los manipuladores en
namero considerable (la mayoria entre
10® y 10° células/torunda), pone bien
de manifiesto que las cepas en cues-
tiéon no se hallaban presentes de forma
accidental, sino que se trataba real-
mente de una colonizacion. En este
sentido, cabe sefialar que Noble (14)
ha establecido el nivel de 6 células/to-
runda para diferenciar entre las cepas
«contaminantes» y las «residentesy, in-
-cluyendo en este tltimo término, tanto
las cepas adaptadas a la piel de un
hospedador especifico, como las deno-
minadas «residentes temporalesy, capa-
ces de sobrevivir y multiplicarse en la

piel de un hospedador distinto del ha-
bitual.

El hallazgo de cepas de Staphylo-
coccus aureus de biotipos animales en
las fosas nasales de los manipuladores
estudiados tiene, ademis de interés
ecolégico, importancia en higiene de
los alimentos a la hora de establecer
la procedencia inmediata de las cepas
implicadas en brotes de intoxicacion
estafilocécica, ya que cabe la posibili-
dad de que atn siendo las cepas en
cuestion de origen animal, llegaran al
alimento a partir de un manipulador.
Ademas, este hecho puede incidir en
el porcentaje de manipuladores porta-
dores de cepas de S. aureus producto-

ras de enterotoxinas, puesto que, ge-
neralmente, la capacidad enterotoxigé-
nica de las cepas del biotipo A (de
origen humano) es superior a la de las
cepas de otros biotipos (de origen
animal).

Finalmente, resulta muy dificil pro-
nunciarse sobre qué pruebas del esque-
ma de Hajek y Marsalek son mas sig-
nificativas para la diferenciacion de los
biotipos, y cudles son mas susceptibles
de modificarse por variaciéon bacteria-
na debida a interacciones de tipo eco-
biologico. Existen muy pocos trabajos
sobre este tema y la mayoria de ellos
se refieren a cepas de origen animal.
En nuestra experiencia (5, 11), la pro-
duccién de fibrinolisina y de hemolisi-
na beta son dos propiedades que per-
miten diferenciar el biotipo A (huma-
no) de los restantes biotipos (anima-
les) y la coagulacion del plasma bovino
es propia de las cepas del biotipo C
(de origen bovino y ovino).
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1. INTRODUCCION

Las autolisinas son enzimas que hi-
drolizan uniones especificas de los pep-
tidoglicanos, polimeros que forman
parte de la pared bacteriana. Los tér-
minos mucopéptido, glicopéptido o mu-
reina, usados por algunos autores, son
sinénimos de peptidoglicano.

La estructura de los peptidoglica-

nos ha sido objeto de varias revisio-
nes (15, 41). Todos ellos estin cons-
tituidos, basicamente, por largas ca-
denas glicAnicas de aminoazicares,
unidos por enlaces B (1 - 4), que es-
tdn unidas entre si por pequefios pép-
tidos (figura 1). Los residuos del disa-
carido son normalmente N-acetilgluco-
samina y N-acetilmuridmico, aunque
otros grupos acilos pueden, en algu-

Microbiol. Espaii., 36 (1983), 45.

nos casos, reemplazar al acetilo. En la
mayoria de las bacterias gram-positivas
estin presentes otros polimeros cova-
lentemente unidos a la cadena glicani-
ca a través de los zrupos 6-OH de
los residuos N-acetilmuramilo. La ca-
dena lateral peptidica se une al acido
lactico, sustituyente del 4cido murdmi-
co a través del grupo —NH, terminal
del primer aminoadcido (normalmente
la L-alanina). La disposicién de estos
péptidos al entrecruzarse con las ca-
denas glicAnicas es variable, incluso
dentro de una misma especie bacteria-
na, habiéndose descrito cinco tipos de

_estructuras distintas (15).

La presencia de enzimas autoliticas

‘en bacterias tanto gram-positivas como

gram-negativas es un fendémeno casi

.general, aunque s6lo en algunos casos
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se conoce su mecanismo de accion.
Atendiendo a la especificidad del en-
lace hidrolizado se puede afirmar
que existen tres tipos de enzimas liti-
cas (42):

a) Glicosidasas, que hidrolizan Ila
cadena glicinica del peptidoglicano.

i o
CHAOH
0
y
H
o\@o
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acetilglucosamina en el extremo reduc-
tor (figura 1).

b) Las N-acetilmuramil-L-alanil ami-
dasas, que hidrolizan el enlace amida
entre la L-alanina y el N-acetilmura-
mico.

¢) Endopeptidasas, que rompen la ca-
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Figura 1. Esquema general de la pared celular de S. pneumoniae. Las
cadenas glicdnicas estdn compuestas de residuds de N-acetilglucosaming
(G) y N-acetibmurdmico (M). La cadena lateral peptidica estd repre-
sentada por los simbolos L-ala, D-glu, L-lis y D-ala. El dcido teicoico,
sustituyente del dcido N-acetilbmurdmico, se representa por um rectdngu-
lo. Las flechas indican el enlace hidrolizado por cada tipo de enzima:
() endo-N-acetilmuramidasa; () endo-N-acetilglucosaminidasa; ({})
N-acetilmuramil-L-alanilamidasa. Las endopeptidasas pueden romper por.
varios puntos dentro de la cadena lateral peptidica

Entre ellas se encuentran las endo-
N-acetilglucosaminidasas, que liberan
fragmentos con residuos de N-acetil-
muramico en el extremo reductor, y
las endo-N-acetilmuramidasas, que li-
beran fragmentos con residuos de N-

dena peptidica del peptidoglicano, y
de las cuales se han descrito varios
ejemplos, segun el lugar de corte den-
tro del péptido.

Pocas autolisinas bacterianas se han
purificado a homogeneidad electrofo-
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bacterianas AT

rética. La principal razén que explica
las dificultades encontradas en dicha
purificaciéon reside en la fuerte asocia-
cion de las autolisinas con su substra-
to, en particular con los acidos teicoi-
cos (42). En la dltima década se ha
generalizado un procedimiento de ex-
tracciéon de autolisinas que facilita su
posterior purificacién que consiste ba-
sicamente en la utilizacién de solucio-
nes salinas de elevada fuerza idnica
que permiten la separacion de paredes
y enzimas (36). De entre las enzimas
bacterianas purificadas a homogenei-
dad se pueden citar, a modo de ejem-
plo, las amidasas de Bacillus megate-
rium (3), B. subtilis (18), Streptococcus
preuwmoniae (21), y mas recientemente
tres endo-N-acetil-glucosaminidasas de
tres especies de Staphyvlococcus (59).
Los pesos moleculares de las autolisi-
nas purificadas muestran una gran va-
riabilidad (entre 20.000 y 100.000) (42) ;
al menos en el caso de las glucosamini-
dasas parece existir un requerimiento
de grupos —SH libres para su acti-
vidad.

La capacidad de las autolisinas para
degradar su substrato depende tanto
de la estructura del peptidoglicano
como de la del polimero unido a él.
Asi, la eliminacién del acido teicoico
de las paredes de Bacillus subtilis trae
consigo una marcada disminuciéon en
la actividad de la amidasa (18). Strep-
tococcus pnewmoniae representa un
caso extremo de especificidad puesto
que variaciones tan pequeflas como la
eliminacién de los grupos metilo de los
residuos de colina sustituyentes de
los acidos teicoicos son suficientes para
convertir a este substrato en resisten-
te a la accién de la amidasa de esta
especie bacteriana (57).

La simple enumeracion de las enzi-

mas que intervienen en los procesos
autoliticos bastaria para sobrepasar

los limites propuestos en la presente
revisiéon. No obstante, el lector intere-
sado podra encontrar en el trabajo de
Rogers (42) una reciente recopilacion
sobre las autolisinas bacterianas.

2. TFUNCIONES BIOLOGICAS DE LAS AUTO-
LISINAS

2.1. Sintesis de la pared celular y se-
paracién de las células hijas

El crecimiento de la pared celular
implica que ésta debe ser «preparada»
quimicamente para aceptar nuevas uni-
dades de sus componentes. Asi, los
diferentes tipos de enzimas descritos
anteriormente pueden dar lugar a re-
siduos tales como los grupos reducto-
res N-acetilmuramilo, o grupos amino
libres, etc., que facilitarian la incorpo-
racion de tales unidades.

A pesar del gran ntmero de inves-
tigaciones llevadas a cabo con objeto-
de demostrar de una manera directa la
intervenciéon de las autolisinas en Ia
sintesis de la pared bacteriana sélo en’
el caso de Streptococus faecalis (47):
parecen existir unas soélidas bases ex-
perimentales para sostener tal afirma--
cién. En efecto, en esta especie se ha
detectado la presencia de una fnica
autolisina, una muramidasa, que ade-
mas estd localizada preferencialmente-
en la regién en la que se incorpora el
material de pared recién sintetizado.

El principal inconveniente encontra-
do hasta el momento para aceptar un
papel de las autolisinas en la sintesis
de la pared celular se basa en el ais-
lamiento de mutantes defectivos en
autolisinas que, sin embargo, se multi-
plican con tiempos de duplicacion si-
milares a los de las estirpes salvajes.
Como ejemplo de estos mutantes pode-
mos citar cepas de Streptococcus fae-
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calis (37) y de S. pneuwmoniae (27). No
obstante, ninguno de estos mutantes
carece por completo de enzimas auto-
liticas por lo cual no se puede excluir
la posibilidad de que la porcién resi-
dual de tales enzimas tenga una loca-
lizacion estratégica en la célula en
lugares donde se realiza la biosintesis
de pared.

En contraste con lo hasta aqui se-
nalado, parece fuera de toda duda que
las autolisinas desempeflan un papel
fundamental en la separacién de las
-células hijas. Asi, mutantes defectivos
-en autolisinas forman cadenas de lon-
gitud variable (8, 37). Uno de los ca-
sos mejor estudiados es el de Strepto-
‘coccus pnewmoniae. Mutantes que ca-
“recen en un 95 % de la amidasa, que
-es la finica autolisina descrita hasta el
momento en neumococo, forman cade-
nas cortas. Ademas, la sustitucién bio-
sintética del aminoalcohol presente en
los ‘acidos teicoicos (colina) por su
anilogo estructural, la  etanolamina,
trae consigo la carencia total de la en-
zima autolitica activa y paralelamente
la formacién de largas cadenas de cé-
‘lutas  (49). Observaciones de cortes
~celulares al microscopio electrénico
‘muestran que las células de las cade-
nas estan totalmente compartimentali-
zadas (57), puesto que la agitacion me-
canica de tales cadenas produce un
dréstico incremento en el titulo de cé-
lulas viables. Por lo tanto, la forma-
cién de cadenas de los mneumococos
multiplicados -en presencia de etanola-
mina sugiere que la autolisina estd im-
plicada en una fase tardia o final de la
separacién de las células hijas.

En Bacillus subtilis y B. lichenifor-
mis la deficiencia en el sistema autoli-
tico se pone de manifiesto, ademas de
por la formacién de cadenas, por la
pérdida de la motilidad celular ocasio-
‘nada por el bloqueo de la flagelina,

componente esencial de los flagelos, a
nivel citoplasmico (1). Los revertien-
tes de tales mutantes recuperan simul-
taneamente la motilidad y la capacidad
de separacién celular. Esto parec indi-
car (42) que ambas propiedades estin
controladas por un gen regulador co-
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