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C.S. 1 C
INSTITUTO «JAIME FERRAN», DE MICROBIOLOGIA

MODIFICACIONES DE LAS CELULAS DE AMNIOS
HUMANO INFECTADAS CON EL
VIRUS ”COXSACKIE” B 5

POR
A.P. GARCIA - GANCEDO (*)

'INTRODUCCION

La infeccién de las células por un virus indudablemente proveca
alteraciones, que son de tipo morfolégico y bioquimico.

El estudio de ‘dichas modificaciones se ha visto facilitado por la
utilizacién de los cultivos celulares. Por diversos autores se han rea-
lizado estudios con diversos virus, sobre diferentes tipos de células.
Tomando como base la técnica de los cultivos celulares se han emplea-
do variados métodos para determinar los cambios experimentados por
la célula durante el periodo de infeccidn. :

Teniendo en cuenta que es importante conocer las modificaciones,
tanto morfoldgicas como bioquimicas, producidas por la infeccién, ob-
servandolas en la propia célula y alterando ésta lo menos posible, he-
mos adoptado procedimientos citoldgicos y citoquimicos para su estu-
dio, aunque los datos obtenidos no puedan traducirse con la exactitud .
numérica que dan los procedimientos de andlisis bioquimice.

La interaccién virus-célula estd intimamente ligada a todas las mo-
dificaciones observadas en las células infectadas y, por consiguiente, el
conocimiento y analisis de estas modificaciones contribuyen de algin
modo al mejor conocimiento del problema de la infeccién virica.

(*) Este trabajo forma parte del realizado mediante una beca de la Fundacién
«Juan March», a la que expresamos nuestro agradecimiento.

Microbiol. Espafi., 15 (1962), 79. 1



80 A. P. Garcia-Gancedo

MATERIAL Y METODOS

Virus. Una cepa de virus «Coxsackie» B 5, cultivada en células de
riién de mono (Macacus rhesus) y conservada a -30 °C. Procedente
de la coleccién del Instituto Superior de Sanidad, de Roma.

Células. Se ha empleado la cepa I. S. S. de amnios humano, esta-
blecida por Collotti (2).

Medios de cultivo. El medio de crecimiento estd constituido por
un 85 por ciento de solucién de Eagle con penicilina y estreptomicina
y un 15 por ciento de suero de ternera inactivado a 56 °C durante
treinta minutos. El medio de mantenimiento sin suero, estd compuesto
por el 95 por ciento de medio 199 con penicilina y estreptomicina y el
5 por ciento de albtimina bovina.

Preparacion de los cultivos celulares. A partir de los frascos con
capa continua de células, mediante tripsinizacién, se obtiene una sus-
pensién de dichas células en medio de crecimiento. sembrandose en
tubos de Leigthon con cubreobjetos. Cuando las células forman una
capa continua; se sustituye el medio de crecimiento por el medio de
mantenimiento que lleva la suspensién del virus.

Métodos de coloracion

Se han empleado las tinciones de hematoxilina-eosina, verde Janus,
Gomori y naranja de acridina.

Coloracién verde Janus. Una solucién acuosa al 1 por mil, de verde
Janus se afiade a los tubos de cultivo que contienen el cubreobjetos, en
la proporcion 1:10 con respecto al medio de cultivo. Se extrae el li-
quido quince minutos después, colocando el cubreobjetos sobre un
portaobjetos, observdndose inmediatamente al microscopio. Se tifien
la mitocondrias de azul intenso, los nicleos, de azul muy claro, y el
citoplasma permanece casi incoloro.

La intensidad de la coloracién estd relacionada con la proporcién
de oxidasas. S

Coloracién de Gomori para las fosfatasas alcalinas. El cultivo celu-
lar se lava con solucién salina estéril y después con agua destilada. Se
fija con acetona durante una hora a 4 °C. Se lava con agua destilada.
Se afiade una solucién constituida por 10 cm?® de g-glicerofosfato sddico
al 2 por ciento, 10 cm?* de dietilbarbiturato sédico al 2 por ciento, 15 cm?
de agua destilada, y 8 cm® de cloruro calcico al 2 por ciento (este ul-
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timo conservado a 4 °C), manteniéndose en incubacién a 37 °C ‘durante
noventa minutos a un pH 9,3-9,4. Se lava después con agua'y se afiade
solucion de cloruro de cobalto al 2 por ciento durante tres-cinco mi-
nutos (esta solucion se mantiene para su conservacién a 4 °C). Se lava
con agua y se afiade una solucién compuesta por partes iguales de
sulfuro amdnico al 10 por ciento, y tioacetamida al 10 por ciento, man-
teniéndose uno-dos minutos. Se lava muy bien con agua corriente.

. Como colorante de contraste, se usa el carmin-alumbre durante quince
minutos. Finalmente, se lava con agua destilada, dos veces con alcohol
de 96° y dos veces con xilol y se monta. Se obtienen zonas en el cito-
plasma con precipitado negro de sulfuro de cobalto, que indican la
reaccién enzimatica.

Coloracién anaranjado de acridina. Se lava el cultivo con solucién
salina. Se fija con alcohol metilico durante diez minutos. Se colorea
durante quince minutos con una solucién de anaranjado de acridina
al 1:2.000 en tampén fosfatado a pH 7,2 y filtrada por papel. Se lava
dos veces con agua destilada y se hace la diferenciacién con' cloruro
calcico al 1 por ciento durante diez-doce minutos. Se lava con abun-
dante agua destilada. Se monta con solucién salina o glicerina. Se ob-
serva inmediatamente al microscopio con luz fluorescente. Esta colo-
racién permite distinguir el 4cido desoxirribonucleico del 4cido ribo-
nucleico. El colorante forma dos compuestos diversos con el ADN y
el ARN, que emiten fluorescencia verde opaco y amarillo naranja, res-
pectivamente (3). ‘

Para la observacién se ha empleado un dispositivo microscépico
Zeiss. La fuente luminosa fue una ldmpara de vapor de mercurio
Osram tipo HBO 200. Los filtros de excitacién eran dos Schott BG
12 de 3 mm de espesor. Los filtros de detencién eran Schott CG 4 y
CG 5 con banda de transmisién de alrededor de 5.000 A..

Coloracion hematoxilina-eosina. Es el método corrientemente em-
pleado en histologia y tan conocido que no creemos necesario hacer
su descripcién. Para la fijacién se utiliza el fijador de Carnoy.

Marcha del experimento

Después de la inoculacidn, a las seis, veinticuatro, treinta y cuaren-
ta y ocho horas y en el momento mismo de dicha inoculacién, se han
tomado grupos de tubos y de cada grupo se han realizado preparacio-
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82 A. P. Garcia-Gancedo

nes coloreadas con los diversos métodos ‘de coloracion. Siempre con
el mismo ndmero de cultivos infectados y sin infectar. Se han hecho
siempre, al menos, cuatro preparaciones por coloracién y experimento.

Por otra parte, simultineamente a lo anterior, mediante titulacién
en cultivos de células de rifién de mono, se ha determinado la curva
de liberacién de virus al medio de cultivo, y la curva de resistencia del
virus a la temperatura de 37 °C. Se han obtenido los datos para la
primera curva, tomando medio de cultivo, a las horas ya indicadas
anteriormente, de varios tubos de cultivo infectados con el virus, y
mezclando el medio correspondiente a los tubos de la misma hora, con-
servandolo a -30 °C hasta el momento de la titulacién. Los datos para
la segunda curva se obtienen colocando a 37 °C un frasco con una
parte de la misma suspensién de virus que ha servido para las inocu-
laciones y tomando muestras estérilmente a las horas citadas, hacién-
dose la titulacion al mismo tiempo que la anterior.

La suspension de virus utilizada para la inoculacién ha sido tam-
bién titulada. Todas las titulaciones se hacen siguiendo el método de
Reed y Muench. ‘

RESULTADOS

Los datos obtenidos de las diversas coloraciones proceden del exa-
men detenido de varias preparaciones por cada experimento.

Coloracién verde Janus

A las seis horas de la inoculacién. Las células sin infectar presentan
el ntcleo sin tefiir o poco tefiido con un color més bien violado, mien-
tras el citoplasma permanece pricticamente incoloro, destacdndose en
él unos granulos diminutos (mitocondrias), tefiidos de color verde azu-
lado. Estos grdnulos estdn distribuidos en el citoplasma, aunque se
acumulan en mayor cantidad en las proximidades del ntcleo, rodeando
a éste. Se observan ligeras diferencias de tamafio y de intensidad de la
coloracién en dichos grdnulos. Las células infectadas estin més inten-
samente coloreadas; los granulos presentan un color verde azulado més
fuerte y se acumulan en un polo del ntcleo, juhto a la membrana nu-
clear, siendo su ndmero superior al que presentan las células sin in-
fectar.
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.

A las veinticuatro horas de la inoculacién. Las células sin infectar
tienen un aspecto semejante al que presentaban anteriormente. Las
células infectadas, en su mayor parte, sufren ya los efectos citopaticos
de la infeccién y su citoplasma se encuentra parcialmente destruido.
No obstante, puede apreciarse la mayor abundancia de grdnulos ro-
deando al nicleo y situados principalmente en un polo de éste, y su
tamafio mayor.

A las treinta horas de la inoculacién. Las células normales no in-
fectadas conservan su anterior aspecto. Las células infectadas estin ya
casi totalmente desprovistas de citoplasma, no aprecidndose con cla-
ridad los granulos, que se encuentran en poca cantidad y disgpersos. En
algunas células que conservan ain su citoplasma bastante compleio,
el nimero de grdnulos es atn grande, pero estan dispersos.

A las cuarenta y ocho horas de la inoculacién. El cultivo infectado
_esta totalmente destruido, por lo que no puede hacerse ninguna obser-
vacién. Las células sin infectar se conservan normales.

Coloracién de Gomori

A las seis horas de la inoculacién. Las células sin infectar presentan
una reaccién bastante positiva, mientras que las células infectadas dan
reaccion débilmente positiva.

A las veinticuatro horas de la inoculacién. Aumenta la positividad de
las células sin infectar. Contintia sin aumentar la positividad- débil de
las células infectadas.

A las treinta horas de la inoculacién. Se mantiene la positividad de
las células sin infectar, al parecer con ligera disminucién, aumentando
la positividad anterior de las células infectadas.

A las cuarenta y ocho horas de la infeccién. Cultivos infectados to-
talmente destruidos.

Coloracién anaranjado de acridina

A las seis horas de la inoculacién. Las células sin infectar presentan
un aspecto normal, con el ntcleo bien delimitado, como asimismo cl
citoplasma. En el nicleo se encuentran de 2-5 nucleolos de color ama-
rillo rosado, que destacan del nticleo, que tiene fluorescencia verde. El
citoplasma es de aspecto denso y color rosa amarillento brillante. Las
células infectadas presentan los bordes del nticleo menos definidos, con

5
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espacios vacios o no fluorescentes, citoplasma rosado menos brillante,
nucleolos amarillos brillantes, algunos de ellos de tamafio mayor que
lo normal (fenémeno ya observado por Amstrong (1) en otros casos)
La sustancia nuclear se presenta menos homogénea.

A las veinticuatro horas de la inoculacién. Las células sin infectar
conservan el aspecto anterior, aunque el citoplasma muestra mayor
predominio del color rosa anaranjado. Las células infectadas presentan
los niicleos con bordes atn mas irregulares que anteriormente; el cito-
plasma, con muchos puntos oscuros (vacuolas) y menos extensién de las
zonas anaranjadas, aumentando aparentemente la extension del mate-
rial verde.

A las treinta horas de la inoculacién. Las células sin infectar con-
servan el mismo aspecto anterior. Las células infectadas presentan ya
efectos citopaticos muy marcados, estdn redondeadas, separadas unas
de otras, con muy poco citoplasma y éste muy vacuolizado con un co-
lor mas bien oscuro; sus bordes son muy irregulares, la fliorescencia
verde del nicleo esta alterada, pero bastante extendida. Se observan
también células gigantes plurinucleadas.

A las cuarenta y ocho horas de la inoculacién. Las células infectadas
estdn totalmente destruidas, las células sin mfectar permanecen sin va-
riacién significativa.

Coloracién hematoxilina-eosina

Aspecto morfolégico semejante al observado con el anaranjado de
acridina. Los espacios vacios o no fluorescentes que se observan me-
diante aquella coloracion, con ésta tampoco se tifien. La sustancia nu-
clear es fuertemente basdfila, aunque de forma mds marcada en las
células infectadas. A partir de las veinticuatro horas, el citoplasma se
muestra roto, de aspecto granuloso, con numerosas vacuolas.

La liberacién del virus al medio durante la infeccion del cultivo,
tiene lugar como sigue: el titulo del inéculo es 107*%; a las seis horas
de la inoculacién, el titulo en el medio es de 1072'¢; a las veinticuatro
horas, de 1072%; a las treinta horas, de 107%9, y a las cuarenta y ocho
horas, de 10772,



Células de amnios infectadas con «coxsackie» 85

Por otra parte, la resistencia del virus a la temperatura de 37 °C se
verifica de la siguiente forma: el titulo inicial es de 107*%; a las seis
horas es de 1072'%; a las veinticuatro horas, de 107°2%; a las treinta horas,
de 107°*2, y a las cuarenta y ocho horas es totalmente negativo.

N

DISCUSION

Con la coloracién verde Janus se observa como caracteristicas de
las células infectadas, una polarizacién de los corptisculos (mitocon-
drias) en una zona junto al niicleo, un aumento de tamaiio en general,
de dichos corptisculos, y también parece aumentar su nimero. Al pa-
recer, las células infectadas, en general, se colorean mas fuertemente,
lo que indicaria un aumento de la oxidacion celular. A las treinia
horas de la infeccidn, las células presentan ya efectos citopéticos avan-
zados, estando el citoplasma en destruccién, no aprecidndose bien los
granulos. En las células que atiin conservan su citoplasma, los granulos
eslan dispersos, no polarizados como anteriormente.

Con la coloracién de Gomori, para las células sin infectar se obtiene
una reaccién bastante positiva a las seis horas de la infeccion; a las
veinticuatro horas aumenta la positividad de dicha reaccién, mante-
niéndose sin aumento a las treinta horas. Sin embargo, en las células
infectadas, la reaccion es casi negativa a las seis horas y a las veinti-
cuatro horas, haciéndose bastante positiva a las treinta horas. Esto pa-
rece indicar una alteracién notable en las alcalinofosfatasas de las cé-
lulas infectadas, encontrandose éstas en menor cantidad que en las
células sin infectar.

Mediante la coloracién con anaranjado de acridina se observa que
las células normales conservan su aspecto normal, nticleo y citoplasma
con sus bordes delimitados netamente, citoplasma denso con zonas
anaranjadas, nucleolos de color amarillo brillante, generalmente en ni-
mero de 3-5; con el tiempo de cultivo aumentan las zonas de color ana-
ranjado, lo que indica aumento de ARN y sintesis proteica, ya que por
estar las células en medio de mantenimiento es casi nula la multipli-
cacién celular.

Con dicha coloracidn, las células infectadas presentan a las seis
horas alteraciones morfoldgicas en el citoplasma y en el nicleo, los
bordes de éste son poco definidos, presentando espacios vacios o no
fluorescentes (son vacios porque con la coloracién hematoxilina-eosina
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se ven de la misma forma); debido, parece ser, a una retraccién o lo-
bulacién del niicleo, la sustancia nuclear es menos homogénea; los
nucleolos aumentan de tamafio, color amarillo brillante; el citoplasma,'
con bordes no bien delimitados, al menos en bastantes células, y por
su color indjca una baja cantidad de ARN. A las veinticuatro horas,
los ndcleos atn estdn m4s alterados; el citoplasma, muy vacuolizado,
y por su color se observa que continda la disminucion de ARN y au-
menta el ADN. A las treinta horas, los nicleos estdn atin més alterados,
conservando sus nucleolos, pero con un tamafio mayor de lo normal;
la fluorescencia verde de los niicleos, alterada y extendida, lo que in-
dica un aumento y alteracion en el ADN, debido a la multiplicacion
del virus, la cual también influye en el aumento de tamafio de los nu-
cleolos; el citoplasma estd bastante destruido y extraordinariamenie
vacuolizado. Se observan bastantes células gigantes plurinucleadas por
alteracién de la mitosis. A las cuarenta y ocho horas, los cultivos in-
fectados estdn totalmente destruidos.

Considerando’la curva de liberacion de virus al medio (figura 1),

%24

Titulo, leg.

. oh
Titulo del virus en el medio (virus inocula-
do +virus liberado)

— — — Titulo del virus liberado al medio por la
célula

Figura 1
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y teniendo en cuenta la curva de resistencia a la temperatura (figura 2)
del virus, vemos que seis horas después de la infeccion se inactiva en
parte el virus no adsorbido a las células, y al mismo tiempo no debe
existir apenas liberacidn de virus al medio, ya que los titulos de virus

Titulo, log.

x

48h

Figura 2

en el medio de las células infectadas y en el medio sometido a inacti-
vacién son iguales (periodo de eclipse). A las veinticuatro horas de la
inoculacién, el virus liberado por las células alcanza un buen titulo,
que se duplica en las veinticuatro horas siguientes. Este rapido aumento
en la cantidad de virus liberado por las células esta estrechamente
relacionado con la evolucién de los efectos citopdticos y la destruccion
del cultivo.

La curva de resistencia a la temperatura, o de inactivacion del vi-
rus por el calor, nos indica la existencia de una inactivacién rapida en
las primeras horas, seguida de un perfodo de inactivacién mds lenta,
siendo total la inactivacién a las cuarenta y ocho horas. El tipo de curva
obtenido se ha establecido en diversos virus y parece ser una carac-
teristica constante en muchos de estos.
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RESUMEN

Mediante métodos citoquimicos e histoldgicos se determinan diver-
sas modificaciones inducidas por el virus «Coxsackie» B5 en las células
de amnios humano.

SUMMARY

Using cytochemical and histological methods it was observed the
modifications induced in human amnion cells by the Coxsackie B3
virus. '
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AISLAMIENTO DE UN PSEUDOMONADIDO
FLUORESCENTE, DE CAMARONES

POR
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- INTRODUCCION

Durante la residencia del autor en Inglaterra, le fue posible estu-
diar un caso de contaminacién bacteriana de camarones noruegos
(Pandalus boredlis) envasados en recipientes de vidrio. La presenie
comunicacion trata de detallar los resultados y conclusiones de dicho
trabajo. .

MATERIALES Y METODOS

Fueron recibidos en el laboratorio unos envases de camarones de
fabricacién noruega. Todos estos envases habian sido mznienicos a
—4 °C. Al examinarlos, se noté la presencia de unas zonas de opacidad
alrededor del abdomen del animal. Después de quemar ligeramente
la tapa metélica de uno de estos recipientes, con alcohol, se abrié y fue
puesto su contenido en una“placa de Petri estéril. Se hicieron unas
preparaciones microscépicas con las que fue posible comprobar la pre-
sencia de bacterias Gram-negativas y mdviles.

Luego se cultivé un corte del’ abdomen de uno de los camarones
afectados, sembrdndolas en estrias en placas de agar nutritivo e incu-
bandolas a 25 °C durante cuarenta y ocho horas. Ademds, se practico
un examen minucioso de los camarones, comprobdndose que no habia
decoloracion, putrefaccién u olor desagradable y que presentaban uu
aspecto normal. A

Después de la incubacién de los cultivos, se observé la presencia de
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unas colonias pequefias compuestas de bacterias méviles y Gram-ne-
gativas. Una de estas colonias se inocul6 en agua peptonada, incubando
este cultivo también a 25 °C. De éste {ue inoculada una serie de hi-
dratos de carbono, gelatina nutritiva, medio de Koser ciiraiado, agar-
urea de Christensen, caldo MRVP Oxoid y caldo con nitrato.
~ Para efectuar un estudio sobre las propiedades de tolerancia del
organismo para los haldgenos, se le sembré en estrias sobre placas de
agar nutritivo conteniendo 2,5, 5, 7,5 y 10 por ciento, respectiva-
~ mente, de cloruro sédico.

Un cultivo del organismo fue entregado al Dr. J. M. Shewan, Di-
rector del Centro de Investigaciones Torry, de Aberdeen (Escocia),
con el propésito de realizar unos estudios més detallados.

RESULTADOS

El organismo tiene las siguientes caracteristicas:

a) Bastoncitos Gram-negativos, midiendo 1,7-2,6 u X 0,4-05 .
Mévil por dos flagelos polares. No esporulados y no resistentes al 4cido
" o alcohol.

b) Se producen colonias circulares y ligeramente elevadas, con
bordes enteros, en agar nutritivo. "

c) Se licda rapidamente la gelatina; no se produce indol; se pro-
duce amoniaco, de la peptona; rojo de metilo, positivo; Voges-Pros-
kauer, negativo; se reducen los nitratos a nitritos; se produce ureasa;
se utiliza citrato como dnica fuente de carbono, y se produce 4cido, pero
no gas, con la glucosa.

Habia buen desarrollo en agar nutritivo, conteniendo hasta 7,5 por
ciento de cloruro sddico.

Shewan (9) dice que el organismo es oxidasa positivo, es insensible
a la penicilina y al reactivo vibriostatico 0/129 (12) y ataca a los hi-
dratos de carbono por via oxidante.

Ademds, pudo aislar una cepa fluorescente y una cepa no fluores-
cente del mismo organismo (7). La temperatura ptima es de 20°-25 °C,
‘pero se desarrolla bien entre -—4° y + 30°C.

Por las razones arriba mencionadas, se clasificé el organismo como
un «pseudomonddido verde fluorescente», y se mantiene un cultivo
tipo en la Coleccién Nacional de Bacterias Mariras (Gran Bretafia).



Aislamiento de un pseudomonddido, de camarones 91

DISCUSION

La bacteriologia de los crustdceos marinos ha recibido escasa aien-
cién de los investigadores, no obstante la gran importancia econdmica
de esos animales como alimento. En consecuencia, hay pocos trabajos
publicados hasta ahora (8). Uno de los trabajos que trata de la bacte-
riologia de camarones es el de Shaikhmahmud y Magar (6). En un
estudio de camarones Bombay (Parapeneopsis stylifera), estos autores
demostraron que se pueden aislar ficilmente varias especies de Pseudo-
monas del carapacho, de la superficie externa y hasta del tejido mus-
cular de los animales. Es de interés notar que todas las bacterias ais-
ladas fueron capaces de desarrollo normal en medios preparados con
agua dulce, agua del mar, y cloruro sédico al 3 por ciento. Muchas de
ellas toleraron concentraciones de sal de hasta 16 por cienio.

En el presente caso, se sospechd inmediatamente que el organismo
pudiese ser de origen marino, ya que se desarrollé en medios de cul-
tivo conteniendo hasta 7.5 por ciento de cloruro sédico. El trabajo de
Castell (2) sobre la diferencia de pseudomonadidos marinos y no
marinos nos presta interesantes conclusiones. Castell encontré que los
verdaderos pseudomonddidos marinos se desarrollaron en agua del mar,
pero no en agua dulce, mientras que los pseudomonadidos de aguas
dulces murieron en agua del mar. Esta reaccion puede cambiarse por
la adicién al medio de concentraciones variables de peptona. También
es de interés mencionar el trabajo de Hodgkiss y Shewan (4) sobre un
organismo aislado de una condicién ulcerosa de la platija (Pleuranectes
platessa). Ellos identificaron su organismo como Pseudomonas ichthyo-
dermis, €l cual, segtin el «Bergey’s Manualy (1) necesita agua del mar
para su desarrollo. Sin embargo, Hodgkiss y Shewan pudieron cult:-
varlo sin dificultad alguna en medios de cultivo preparados con agua
dulce.

ZoBell (14), en su trabajo sobre las bacterias marinas, considera que
el pleomorfismo es una caracteristica tipica del grupo y que la movili-
dad es muy comiin entre ellas (esta Gltima caracteristica es considerada
por él como una adaptacién acudtica). Las bacterias marinas en ge-
neral, son m4s pequefias que las de aguas dulces y predominan enire
ellas las especies de Pseudomonas. Generalmente son activamente
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proteoliticas, casi todas produciendo amoniaco, de la peptona, y la
mayoria licuando la gelatina.

Mossel e Ingram (5) han demostrado que bacterias Gram-negativas

de los géneros Achromobacter, Pseudomonas y Flavobacterium estan
particularmente asociadas con la alteracion de fauna marina (como
langostinos y peces). Tarr (13) considera que en la sucesiéon de la
~flora bacteriana de la fauna marina, se encuentran primero, las flavo-
~ bacterias y los micrococos, seguidos rdpidamente por pseudomonadidos
proteoliticos. Ademds, opina que todas las bacterias marinas asociadas
con alteraciones del pescado son sicrofilos facultativos, existiendo de
-—175" a -+ 30 °C.

Los trabajos recientes de investigadores britanicos (10, 11) han de-
mostrado que las bacterias de animales marinos se componen esencial-
mente de especies de los géneros Achromobacter y Pseudomonas.

Fischer (3) demostré que los pseudomonadidos fluorescentes se ha-
llan en gran ntimero en el moco externo del bacalao béltico. Por esta
razén es posible suponer que en el caso aqui descrito, el organismo
aislado fue un componente de las bacterias normales de los camaro-
nes. Como dijeron Shaikhmahmud y Magar (6), la asociacion normal
de bacterias proteoliticas y reductores de nitrato con los camarones
en el mar, les hace muy susceptibles a la alteracién ripida. Ademas,
la conservacién de estos animales se complica por el hecho de que
muchas de sus bacterias asociadas se desarrollan en soluciones hiper-
tonicas de cloruro sédico. '

En conseeuencia, se llegd a la conclusién de que la contaminacion
descrita en este trabajo fue provocada por un pseudomonadido proce-
dente de los camarones mismos y que la pasterizacién subsecuente de
los envases habia sido inadecuada. :

{
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RESUMEN

Se informa scbre el aislamiento de un pseudomonadido verde-fluo-
rescente en un envase de camarones noruegos y se describen detalla-
damente los caracteres principales del organismo. Se llega a la con-
clusién de que la bacteria es de origen marino y asociada con los ca-
marones mismos. Y que la pasterizacién de los envases habia sido de-
ficiente.

SUMMARY

The isolation of a green fluorescent pseudomonad from Norwegian
prawns is reported, and the principal features of the organism descri-
bed in detail. Reference to the work of other investigators led to the
conclusion that the bacterium was of marine origin and was associated
with the prawns themselves, but had not been destroyed owing to
inefficient processing in the packing plant.
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UN CASO DE "MANCHAS ROJAS” EN PECES
DE ACUARIO

POR

D. A. CONROY

INTRODUCCION

Durante las primeras semanas del afio en curso, el autor efectud
un estudio de un interesante caso de «manchas rojas» en peces de
acuario. Los peces afectados fueron ejemplares de Barbus partipen-
tazona (Fam. Cyprinidae) que se mantuvieron juntos con otras varie-
dades en un acuario publico de esta capital. La condicién descrita se
noté tnicamente en B. partipentazona; los demds peces del acuario
permanecieron sanos. En uno de los ejemplares objeto de estudio se
habian desarrollado pequefias manchas rojas sobre la piel de los lados
del cuerpo. Con el tiempo dichas manchas aumentaron de tamafio
hasta constituir un cuadro tal como se ve en la figura 1. En ciertos
casos se presentaron sintomas de una ligera descamacién. Es impor-
tante hacer notar que no todos los peces de esta variedad fueron
afectados, por lo cual es posible decir que no se traté de una verda-
dera epizootia.

MATERIALES Y METODOS

Fueron recibidos en la Catedra cuatro ejemplares enfermos de
Barbus partipentazona, de los cuales tres presentaron manchas rojas
en los lados, y el cuarto pez tenia también puntitos rojos en la parte
superior de la cabeza (figura 1). Dos de los peces se aislaron mediante
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una red. Con mucho cuidado fue tomada de cada uno, por medio de
un hisopo estéril de algoddn, una muestra de la parte afectada, o sea,
de la «mancha roja» misma. Estas muestras fueron luego sembradas
en estrias sobre agar-glucosa en placas, dejindolas a la temperatura
ambiente durante cuarenta y ocho horas. Se seleccioné de cada placa
una colonia tipica, que después de haberla pasado por agua peptonada,
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Manchas rojas

Figura 1

fue inoculada en una serie de hidratos de carbono, agar con almiddn,
gelatina nutritiva, medio de Koser citratado y agar nutritivo simple.
Ademds, se prepararon aniibiogramas duplicados con penicilina (2,5
U. L), terramicina (10y/disco) y kanamicina (30 y/disco). Al conocer
los resultados de este dltimo ensayo, se inoculd a cada pez una solucién
acuosa de kanamicina a una concentracién de 20 y/g de peso y por
via intraperitoneal.

RESULTADOS

El organismo predominante, un bastoncito movil y Gram-negativo,
se hallé en gran cantidad en las dos placas. En cada caso, el organismo
produjo 4cido, pero no gas con la glucosa, sin actuar sobre lactosa,
sacarosa, maltosa, manitol, dulcitol y arabinosa. No se licud la gelatina;
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no se utilizé el citrato como Unica fuente de carbono; y no produjo
hidrdlisis del almidén. En peptona produjo rdpidamente amoniaco,
pero no form¢ indol. En agar nutritivo se observé una fluorescencia y
se noto el olor a pescado que caracteriza a la trimetilamina.

Por los antibiogramas se vio que el organismo no era sensible a la
penicilina y terramicina, pero si a la kanamicina (produjo zonas de in-
hibicién de 12 mm y 14 mm de didmetro, respectivamente, en las dos
placas).

Los tres peces que tenian manchas rojas en sus lados mejoraron
en forma notable y no presentaron ningiin sintoma al fin del tercer
dia después de la inyeccién de la kanamicina. En el caso del cuarto
pez, se habia desarrollado mientras tanto una infeccién micdtica se-
cundaria de las manchas rojas de la cabeza, y no obstante todos los
esfuerzos realizados, este pez se murié.

Hasta el presente no ha sido posible conseguir ejemplares de carpas
doradas para determinar la patogenicidad experimental del organismo
aislado, debido a las dificultades en la compra de peces en esta época
del afio. Sin embargo, por los resultados obtenidos, parece probable
que la bacteria aislada provoco la condicion en el primer instante, ya
que de las manchas rojas de dos individuos se aislé el mismo organis-
mo. Ademas, la enfermedad fue curada por la kanamicina, un antibid-
tico al cual dicho organismo era sensible.

DISCUSION

La produccién de fluorescencia en agar, junto con las otras propie-
dades de la bacteria, permite su inclusién en el grupo que se deno-
mina «pseudomondidos fluorescentes», algunos de los cuales son pa-
tégenos para los peces (4). Es diferenciada de los Aeromonas no
solamente porque produce fluorescencia, sino también porque ataca
a la glucosa y no a los demas hidratos de carbono.

La identificacién especifica de los pseudomonadidos fluorescentes
es una tarea sumamente dificil (2) y por lo general basta esta misma
clasificacién. El organismo ataca por la via oxidante a la glucosa,
produce fluorescencia y no es sensible a la penicilina y terramicina.
Todos estos caracteres corresponden al Pseudomonas. grupo 1, de She-
wan y cols. (3). Por la no licuacién de gelatina y la produccién de un
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olor de trimetilamina, es posible suponer que se trata de una cepa de
Pseudomonas putida. Se sabe que este organismo provoca una enfer-
medad caracterizada por manchas rojas de la piel (5) y es de interés
notar que miembros de los Cyprinidae, familia a la que pertenece
Barbus partipentazona, son muy susceptibles a esta enfermedad. Los
sintomas se parecen a los producidos experimentalmente en carpas do-
radas por Ps. putida (1). El autor cree que la enfermedad fue provo-
cada por una bacteria similar a Ps. putida, siendo posiblemente una
cepa de la misma.
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RESUMEN

Se describe una enfermedad del Barbus partipentazona caracte-
rizada por la presencia de manchas rojas en los lados del cuerpo.
Se aislé un pseudomonidido fluorescente de los cultivos sacados
de las partes afectadas. El estudio realizado demostré que el organis-
mo fue el mismo en todos los casos y que parecfa Pseudomonas putida.
La bacteria era insensible a la penicilina y terramicina, pero sensible
a la kanamicina. La enfermedad fue curada por la kanamicina, en una
concentracion de 20 y/g de peso, inyectdndola en solucién acuosa por
via intraperitoneal.

SUMMARY

A disease of Barbus partipentazona is described, characterised by
the appearance of red spots on the lateral body surfaces. Cultures
were taken from the diseased parts in two of these fish, and in both
cases produced a heavy growth of a fluorescent pseudomonad. Studies

s
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showed that the same organism was present in each of the two cultures.
and that it resembled Pseudomonas putida. The bacterium was insen-
sitive to penicillin and terramycin, but sensitive to kanamycin. The
condition responded well to treatment with kanamycin at a concen-
tration of 20 y/g body weight, administered in the form of an aqueous
solution by the intraperitoneal route.
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CARACTERES DIFERENCIALES ENTRE RAZAS
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INTRODUCCION

Quizas uno de los capitulos mas interesantes de la microbiologia
médica sea el de la lucha contra el estafilococo, sobre la cual Dolman
(9) hace una revision histérica muy completa. En la actualidad el pro-
blema se centra sobre todo en los hospitales, donde los antibiéticos han
sido utilizados intensamente durante los dltimos afios y el estafilococo
se vuelve resistente a casi todos ellos. Por esta razén son de interés
actual todos los trabajos que se realicen sobre este germen, como in-
dican diversos autores (11, 38, 50).

Los estafilococos pertenecen a la familia Micrococcaceae, del orden
Eubacteriales y son células esféricas, Gram-positivas, agrupadas en ra-
cimos (30). Por otra parte, Shaw y cols. (47) revisan su clasificacién y
seflalan como raza tipo la FDA.209-P, tipo fago 42D, sensible a la peni-
cilina y que es la que nosotros empleamos originalmente en nuestros
trabajos. ‘

Es importante la determinacién de los caracteres morfoldgicos y fi-
siolégicos de los estafilococos, para poder establecer su patogenicidad.
Dichos caracteres comprenden especialmente: el tipo de fago, sensi-
bilidad a los antibidticos, y produccién de toxinas y enzimas, para de-
terminar correlaciones con la patogenicidad.

La técnica de la tipificacién por fagos fue introducida por Wilson
y Atkinson (51). Rountree (42) sefiala treinta y nueve razas de estafi-
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lococos, fundadas en el tipo de fago, las cuales se agrupan a su vez
en seis grupos seroldgicos. Borchardt (6), Fahlberg y Marston (16) y
Levy y cols. (29), no encuentran correlacién entre el tipo de fago y otras
propiedades fisiologicas. Bynoe y cols. (7) y Greer y Mynard (25) tienen
las mismas dudas en la correlacion entre el tipo de fago y la sensibili-
dad a los antibidticos. -

La mayoria de las razas de estafilococos son lisogénicas. Varios in-
vestigadores demuestran cambio de tipo de fago por lisogenizacién in
vitro de un estafilococo por un fago apropiado. Esta lisogenizacién
puede tener también lugar en condiciones naturales. Podemos sefialar
que la lisogenicidad, aparte de afectar a la alteracién del tipo de fago,
puede también hacer cambiar la sensibilidad a los antibidticos. Diver-
sos autores han estudiado estos problemas (2, 24, 28, 43, 44).

La llamada «raza de hospitales» del estafilococo fue descubierta en
‘Australia en 1849, y pertenece al tipo fago 80, que se observé es el de
mayor morbilidad, asi como también la raza de tipo fago 81. Tanto que
estas razas productoras de epidemias se dicen de tipo 80/81, resistente
a la penicilina. Es de interés anotar aqui el trabajo de Pattee y Bald-
win (39), que estudian el fenémeno de transduccién de resistencia a
los antibidticos por medio de fagos, demostrando que una raza de tipo
80, productora de penicilinasa, puede pasar esta propiedad a otra raza
que era sensible a la penicilina.

Es muy importante, desde un punto de vista clinico, la informacién
que puede suministrar la prueba de sensibilidad del estafilococo a los
antibidticos, aun cuando los resultados sean variables (14-15, 52). Aun
cuando la técnica de dilucion en medio liquido es superior a la de di-
fusién en medio sélido, muchos autores prefieren esta tltima desde un
punto de vista bioldgico y porque en condiciones bien reguladas da
resultados cuantitativos muy satisfactorios (4, 37). Con estas técnicas
también se pueden realizar pruebas de sinergismo y antagonismo entre
antibidticos (12-13, 27, 31-34, 40). :

Ya ha pasado algin tiempo desde que Demerec (8) estudi6 el fe-
nomeno de adquisicién de resistencia a la penicilina y demostré que
los cultivos de estafilococos contienen un cierto nimero de mutantes
que resisten a la penicilina mas que otros. Desde entonces se han pro-
puesto numerosas teorfas sobre el fendmeno de resistencia, sin haberse
llegado todavia a un acuerdo (1, 10, 26, 36, 45, 49). Al lado de la ad-
quisicién de resistencia a los antibiéticos por un microorganismo, se
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produce otra serie de cambios morfolégicos o fisioldgicos; lo interesante
es saber cudles son fundamentales y cudles derivados de los anteriores.

Algunos autores estudian el problema observando las diferencias en
necesidades nutritivas entre las razas sensibles y las resistentes (3, 18-
19, 23). ,

Otros autores interpretan el fenémeno desde un punto de vista bio-
quimico; asi, uno dice que la resistencia es una «manifestacion del es-
tado alterado de enzimas y proteinas». Fusillo (20) ve que células re-
sistentes a los antibidticos no sintetizan acetaldehido, lo cual indica
una disminucién en la actividad carboxildsica. Ramsay (41) estudia la
cinética de crecimiento en razas sensibles y resistentes de estafilococo
al cloranfenicol. Fusillo y Weiss (21) observan que variaciones en
sensibilidad son correlativas con la capacidad oxidante de la poblacién
bacteriana y que el factor fundamental en la manifestacién de la sen-
sibilidad o resistencia depende de la seleccién por la célula de caminos
aerobios o anaerobios del metabolismo. Fusillo y Weiss (22) también
demuestran que las razas resistentes han aumentado su capacidad oxi-
dante para los intermediarios de glucosa y logran aislar razas sensibles
a partir de las resistentes, por anaerobiosis selectiva. Marco (35) trata
de investigar la correlacién entre las alteraciones metabdlicas que su-
ceden en las razas resistentes y las modificaciones en la estructura ce-
lular, sobre todo en la pared celular, donde parece se localizan las en-
zimas o factores que en los gérmenes sensibles son responsables de la
penetracién selectiva de drogas y alimentos.

Por otra partle, la resistencia podria orientarse desde un punto de
vista genético donde dicha variacion de sensible a resistente, se pro-
duciria, comb afirman Schnitzer y Grunberg (46), por adaptacion en-
zim4tica, mutacién bacteriana y fusién sexual. De todas maneras, el
verdadero mecanismo especifico y original atin no estd claramente de-
mostrado.

Nosotros orientamos el problema hacia el estudio comparativo de
razas sensible y resistente de estafilococo con objeto de evaluar los ca-
racteres bioquimicos similares y ver de regularlos. En el presente tra-
bajo, estudiamos el crecimiento del Staphylococcus aureus sensible y
resistente a la penicilina, en diferentes medios de cultivo (caldo comin,
casefna hidrolizada, tioglicolato), determinamos el contenido en 4cidos
nucleicos (ADN y ARN) en ambas razas en crecimiento, vemos la sen-
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sibilidad o resistencia a los antibidticos (aislados y asociados) y, por
tltimo, determinamos cuantitativamente la sensibilidad de las dos razas
a la bencil-penicilina.

MATERIALES Y METODOS

Trabajamos con la raza de Staphylococcus aureus 209-P, de tipo
fago 42D y sensible a la penicilina (S). Después de una serie sucesiva
de pases por agar-caldo aparece una variante, tipo fago 80 y resistente
a la penicilina (R). Ambas razas son parecidas en los caracteres mor-
fologicos que se determinan.

Los medios de cultivo empleados en este trabajo son los siguientes:
caldo comuin, agar-caldo, medio antibiético niim. 3, caseina hidroliza-
da y tioglicolato, todos de Difco; medio 110, Oxoid; medio de agar con
yema de huevo. Para la determinacién de las curvas de crecimiento, se
inocula 1 ml de cultivo de veinticuatro horas a 87 °C en caldo comtin,
100 ml del medio de cultivo colocado en un matraz de Kitasato (500 ml).
Este lleva un tubo lateral en el que se realizan las lecturas sin necesidad
de abrir el matraz. Las pruebas se llevan a estufa a 37 °C o a un agita-
dor de vaivén (90 golpes/min, con 10 cm de desplazamiento) a 30 °C.
Las lecturas se realizan en el fotocolorimetro de Kipp, con filtro 55 (en
_estas condiciones, el _inéculo da una turbidez de 70).

Para la determinacién de 4cidos nucleicos se parte de gérmenes de-
secados, para lo cual se separan por centrifugacién y lavan varias ve-
ces; se afade acetona fria, centrifuga, adiciona éter frio, centrifuga y
coloca en desecador a vacio, donde se conservan. En una determinada
cantidad se realiza el aislamiento y la determinacién de los 4cidos nu-
cleicos, por los métodos dados por Vaamonde y Regueiro (48).

Para realizar las pruebas de sensibilidad o resistencia a los anti-
‘bidticos, utilizamos los multidiscos Oxoid, que presentan ventajas evi-
dentes. Se realiza en placas de Petri con medios de agar-caldo y agar-
caldo con 5 poi ciento de sangre desfibrinada e inoculados con sus-
pensién de estafilococos, que se deja secar a estufa. Se coloca el multi-
disco e incuba a 87 °C durante veinticuatro horas. Se miden los didme-
tros de los halos de inhibicion. Para las pruebas de sinergismo o an-
tagonismo entre antibioticos, se superponen dos discos de forma que
puedan realizarse todas las combinaciones binarias posibles y se sigue
la misma técnica anterior.
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RESULTADOS

Aplicando los métodos anteriores, estudiamos las diferencias de
crecimiento de las razas S y R del estafilococo, en distintos medios de
cultivo, determinando a su vez el contenido en 4cidos nucleicos en las
distintas fases de crecimiento. Por tltimo, determinamos la sensibili-
dad y-resistencia de las razas S y R a diferentes antibidticos, realizando
una prueba para ver la influencia de la bencil-penicilina a distintas
concentraciones, sobre el crecimiento de ambas razas.

a) Crecimiento de las razas S y R, del estafilococo

Se preparan los medios de cultivo, que en cantidades de 100 ml se
colocan en matraces de 500 ml y se esterilizan a 121 °C durante quince
minutos. Se inoculan con 1 ml de cultivo de estafilococo en caldo co-
mun a 37 °C durante veinticuatro horas (14 X 108 gérmenes/ml). Una
serie de matraces se incuba a 37 °C en estufa y otra serie de ellos se
pone en agitador de vaivén a 30 °C. Se realizan lecturas en fotocolori-
metro a diferentes periodos de tiempo y los resultados se expresan
graiicamente.

Se pueden deducir algunas generalizaciones de los resultados de
crecimiento en: caido comin, caseina hidrolizada y tioglicolato (figu-
ras 1-6).

Observamos que con aireacién, el orden de crecimienio maximo es el
siguiente: caldo comtn, caseina hidrolizada y tioglicolato, con dife-
rencias muy pequefias; en todos los casos, la raza R da mayor creci-
miento que la raza S.

En el crecimiento sin aireacidn, a 37 °C, las diferencias son mayores
entre los tres medios, siendo el orden: casefna hidrolizada, caldo comin
y tioglicolato. En el primero, el crecimiento es doble que en el tltimo.
También en este caso, la raza R da crecimiento superior a la raza S.
En relacion con lo anterior, el crecimiento con aireacidon es doble que
en reposo en el caso del medio de caseina hidrolizada, triple en el caso
del caldo comiin y cuatro veces en el caso del medio de tioglicolato.

Realizamos una prueba para ver de diferenciar el estafilococo R del
S, por cultivo en medio de agar-yema de huevo, incubando a 37 °C
durante veinticuatro horas. Observamos (figura 7) una diferencia cuan-
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Figura 7
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titativa de crecimiento y un halo de hidrélisis alrededor del cultivo de
la raza S. Si la placa la dejamos dos-tres dias a temperatura ambiente,
el halo se hace m4s intenso, asi como la pigmentacién amarillo naranja
de las colonias, también mds pronunciada en la raza S. Si bafiamos las
placas con una solucién de azul nilo (1 por ciento), observamos que las
colonias de la raza R fijan mas el colorante que las colonias de la raza S.
Esta diferencia no se aprecia si el cultivo se hace en medio agar-caldo,
lo cual indica es debida a la presencia de la yema de huevo. Debera
comprobarse esta técnica de diferenciacion en mayor numero de razas
de estafilococos para poder generalizar los resultados obtenidos aqui
y emplearla en la practica.

b) Acidos nucleicos en las razas S y R del estafilococo

Si consideramos que las diferencias bioquimicas se originan de di-
ferencias genéticas, es ldgico pensar en el papel fundamental que
juegan los 4cidos nucleicos en dichas diferencias. Por esta razén reali-
zamos una experiencia inicial para ver la composicién cuantitativa en
4cidos nucleicos, en las dos razas con que trabajamos. Aplicamos los
métodos generales, cultivando los gérmenes en agiiacion a 30 °C y en
medio de caldo comtin. Colocamos dos series de matraces iguales, a

ARN (sensible)

ARN (resistente)

ADN (sensible)

ADN (resistente)

6 18 2 22 24 h

Figura 8
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intervalos de tiempo separamos un matraz de cada raza, centrifugamos
los cultivos y los desecamos en acetona. Con todas las muestras, deter-
minamos los 4cidos nucleicos por los métodos generales. Con los re-
sultados construimos una grafica y un cuadro (figura 8, cuadro 1).

Cuadro 1. Cultivos en caldo comiin, 28 °C, con agitacién

ARN ADN

Horas S R S R

mg, porcentaje

6 10,0 9,3 5,2 4,0
8 9,0 9,3 4,3 4,3
10 8,0 6,0 3,7 2,7
24 8,0 6,3 3,5 2,3

S = Sensible R = Resistente

Comparando Ja grafica de 4cidos nucleicos con la correspondiente -
al crecimiento en caldo comiin en agitacion, vemos que la mayor con-
centracién de los mismos se forma en la raza R, casi al final de la fase
logaritmica, lo cual indica que la biosintesis de los acidos nucleicos
en la raza R es mis lenta, a pesar de que su crecimiento es mas ri-
pido y mayor. En todos los casos, el comienzo de la fase estacionaria se
caracteriza por disminucion y estabilizacién de la biosintesis de los dos
4cidos nucleicos. También en todos los casos, el contenido en ARN es
mayor que en ADN. En contenido total, produce mas la raza S que
la R, como sefialamos anteriormente.

En otra prueba realizada en las mismas condiciones y determinando
el contenido en 4acidos nucleicos a las veinticuatro horas, encontramos
los resultados siguientes: para la raza S: 824 9% de ARN y 4.20%
de ADN; para la raza R: 7,50 % de ARN y 1,95 % de ADN (en todos
los casos, los resultados se expresan en porcentaje de peso seco de
gérmenes). Las conclusiones que se derivan de esta experiencia corro-
boran los resultados de la anterior.

12
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c¢) Sensibilidad a los antibiéticos de las razas S y R del estafilococo

Hemos observado al principio que la diferencia fundamental entre
las razas S y R, aparte del tipo de fago, es su sensibilidad a la penicilina.
Creemos de interés el conocer ahora si la adquisicién de resistencia a
un antibidtico se acompafia de variaciones en sensibilidad a otros an-
tibidticos.

Realizamos esta experiencia en la forma indicada en los métodos
generales, con los multidiscos. Se incuban las placas y se miden los ha-

Cuadro 2
Caldo-agar Caldo-agar Sangre-agar
S R S R S R
Didmetro del halo de inhibicién, mm

Eritromicina, 10 y 21 24 20 25 20 24
Novobiocina, 5 y 21 24 17 24 17 16
Nitrofurantoina, 200 v 21 24 18 23 19 18
Bacitracina, 5 U. 1. 21 24 16 16 17 17
Tetraciclina, 10 y 18 21 17 19 17 17
Cloranfenicol, 10 v 20 20 19 19 20 18
Oleandomicina, 5 18 18 18 14 20 16
Neomicina, 10 v 12 14 12 17 14 14
Sulfofurazol, 100 + + 12 + 16 +
Penicilina G, 1,5 U. 1 36 + 25 + 25 +
" Estreptomicina, 10 v + + 10 + + +
Polimixina B, 10 v + + + , + + +

+ =Crecimiento total, no inhibicién = =Crecimiento débil, no inhibicién

los de inhibicién, cuyos didmetros se expresan (cuadro 2). La resis-

tencia se expresa por crecimiento total o débil. Viendo estos resulta-

dos, se puede afirmar que la raza S es sensible en mayor o menor grado

a todos los antibidticos probados, menos a la estreptomicina y polimi-

xina B; demostrando la mixima sensibilidad a la penicilina G. Por otra
. . o Fye

parte. la raza R es sensible a todos los antibioticos menos a la estrep-

'3
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tomicina, polimixina B, penicilina G y sulfofurazol; la maxima sensi-
bilidad la muestra hacia la eritromicina.

Durante los dltimos afios se viene empleando cada vez mds las com-
binaciones de dos o mas agentes antibacterianos para combatir las in-
fecciones. En el particular caso del estafilococo, casi es accnsejable,
por la facilidad de-adquisicién de resistencia cuando se le trata por
un agente quimioterdpico. Por estas tltimas razones, estudiamos aqui
la sensibilidad de las razas S y R, a combinaciones binarias de anti-

Cuadro 3
Sensible
o o
T « 8 k= £
g 2 g ©§ £ £ s 4 2
= = o 1=} 3
= & 8 § 9 & s & 5§ § =]
O QL = (=] e £ (=] (3] [ ]
= g 8 8 © = = & B 3
§ § ¢ § 2 £ T & 5 % g E
£ § £ < 2 8§ ¢ £ % & £ 8
) — — [ [Z] < = B
E O\ & 2 0 a®da 2 & =z
Diametro del halo de inhibicion, mm

Tetraciclina 20 26 18 22 22 16 16 18 18 20 22
Cloranfenicol 16 28 18 18 28 14 10 10 22 16 24
Eritromicina 24 18 28 26 28 30 26 26 26 18 22
Sulfofurazol + 12 28 18 9 18 12 24 19 + =
Novobiocina 26 25 24 22 20 22 24 25 26 22 25
*g Oleandomicina 20 25 28 18 20 18 16 24 18 21 24
% | Penicilina G 16 £ 22 + 24 17 16 20 20 18 14
é Estreptomicina 13 18 26 14 24 19 = 17 22 13 12
Bacitracina 17 18 24 15 24 22 17 17 22 16 17
Nitrofurantoina 18 18 26 20 26 24 20 20 18 19 24
Polimixina B 24 14 21 + 22 20 + 14 15 14 17
Neomicina . 24 18 20 + 24 18 £ 15 16 18 16

bidticos por el método dado en la parte experimental y que suman un
total de 66. Los resultados se expresan como en el caso anterior (cua-
dro 8).

Podemos hacer la observacion general de un aumento de sensibi-
lidad para la raza S, si se compara con los antibidticos aislados, aunque

14
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esto puede ser debido a la accion aditiva de dos antibidticos. Encon-
tramos resistencia de esta raza a las asociaciones sulfofurazol-polimi-
xina B y sulfofurazol-neomicina. Encontramos la mixima sensibilidad
a las asociaciones eritromicina-penicilina G, eritromicina-sulfofurazol,
eritromicina-cloranfenicol y eritromicina-oleandomicina. En contraposi-
cion al efecto de los antibidticos aislados, la raza S es sensible a la
asoclacion estreptomicina-polimixina B.

En relacién con la sensibilidad de la raza R a las asociaciones de
antibidticos, deberia mostrar resistencia a las asociaciones de los an-
tibiéticos a los que muestra resistencia aisladamente (penicilina G, sul-
fofurazol, estreptomicina y polimixina B).

Pero se encuentra que es sensible a las asociaciones penicilina G-
estreptomicina, sulfofurazol-estreptomicina y polimixina B-estreptomi-
cina. En cambio, es resistente a una combinacién de dos antibidticos,
neomicina-sulfofurazol, a los que es sensible separadamente. Casos de
antagonismo entre antibiéticos son posiblemente penicilina G-cloran-
fenicol, sulfofurazol-tetraciclina, penicilina G-estreptomicina y penici-
lina G-neomicina. Las asociaciones de mayor actividad, es decir, donde
se manifiesta méds el efecto sinérgico, son sulfofurazol-eritromicina y
oleandomicina-eritromicina; las demds asociaciones dan menos.

d) Sensibilidad de las razas S y R a la bencil-penicilina

La afirmacion de raza sensible o raza resistente a la penicilina, que
venimos empleando hasta ahora, no puede realizarse en términos ab-
solutos. En general, por sensible, se entiende que lo es a bajas concen-
traciones y por resistente, que lo es a concentraciones elevadas. Aquf
realizamos una experiencia para concretar la sensibilidad y la resisten-
cia de nuestras razas

Se hace crecer el estafilococo, razas S y R, en caldo comun, con
agitacién y a 30 °C durante veinticuatro horas y en diferentes concen-
traciones de bencil-penicilina. Se determina el crecimiento en foto-
colorimetro y el resultado se expresa grdficamente (figuras 9-10).

En relacion con la raza S, se observa respuesta de crecimiento a
concentraciones de penicilina de 0,05-0,55 U. I./ml. A medida que au-
menta la concentracién de antibidtico, disminuye el crecimiento total
y la velocidad del mismo, seguramente por disminuir el nimero de
variantes mas o menos resistentes, sobre todo a partir de una concen-

15



116

E. Porto y B. Regueiro

030

o

>

o
1

Extincion

=
T~
=1

015

0.25

=
~
o

Extincion

)
>

010

0.05

[NREPRPU N ST UE WO N Y VY WA YT W NSO ST WO S AN SN W JUN S B0 ST S '

| IR '}

i

T YT S ST T ST VA T WU B SO U

“g‘.ﬂ.‘q“
0,05 U1

0,15 U.L.
0.25 U1

0,35 u.L
0,45 U.k

0,55 u.l.

Figura 9. Raza S

5 67 1819 20 0 2N

Testigo

1000 U.I.

2000 U1

Y 2 3 4 5 6 7 8 9 N 1213 M

Figura 10. Raza R

5 6 7 18 18 20 2 2h



Estafilococos sensibles y resistentes a la penicilina 117

tracion de 0,25 U. I./ml, en que tras un periodo estacionario de doce
horas, hay un crecimiento rdpido.

Con relacion a la raza R, la respuesta de crecimiento es a concen-
traciones de penicilina de 50-2.000 U. I./ml. A esta dltima  con-
centracion no hay respuesta de crecimiento. Como en el caso anterior,
al aumentar la concentracién de antibidtico, disminuye el crecimiento
total y la velocidad del mismo, seguramente también por disminuir el
nimero de variantes mas o menos resistentes.

DISCUSION

\

Por las razones expuestas al comienzo de este trabajo, se afirma que
el estafilococo patégeno atin presenta perspectivas de investigacion,
sobre todo en lo referente al estudio de los mecanismos biogquimicos,
origen de su patogenicidad y sobre los mecanismos de defensa del or-
ganismo. En relacién con esto, es interesante el estudio de los llamados
factores de patogenicidad, asi como el estudio de los posibles meca-
nismos a los que el estafilococo debe la adquisicién de resistencia a los
agentes quimioterapicos. Todos los trabajos del estafilococo deben es-
tar presididos por el concepto de su variabilidad, por lo que lo que es
verdad para una raza no lo es para otra; por esto deben mirarse con
recelo todas las posibles generalizaciones que se realicen.

Orientados en este sentido, los trabajos sobre estafilococo pueden
realizarse sobre un nimero crecido de razas para investigar factores
comunes, o bien sobre unas pocas razas para estudiar el mayor niimero
de factores de patogenicidad y rélaciones entre ellos. Bajo este tltimo
‘aspecto es como nosotros enfocamos nuestros trabajos sobre el estafi-
lococo. Trabajamos con una raza de Staphylococcus aureus 209P, de
tipo fago 42D y sensible a la penicilina y un mutante del mismo de
tipo fago 80 y resistente a la penicilina. '

Para iniciar un trabajo sobre la patogenicidad del estafilococo es
importante determinar sus caracteres morfolégicos y fisioldgicos,
para ver posibles diferencias y correlaciones. Las razas antes mencio-
nadas no presentan diferencias apreciables, aparte del tipo de fago y la
sensibilidad a los antibidticos.

Algunos autores estudian el problema de la nutricién de las dife-
rentes razas de estafilococo, no observando diferencias esenciales, aun-
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que, por ejemplo, Boniece (5) observa que las razas resistentes tienen
una mayor capacidad de sintesis de aminodcidos y vitaminas esencia-
les para el crecimiento. En el presente trabajo se hace un estudio de
crecimiento de raza sensible y raza resistente en diferentes medios y
condiciones fisicas. En todos los casos, la raza resistente se desarrolla
mas que la sensible, quizas debido a su mayor capacidad de sintesis,
como demostré el autor anterior. En general, la aireacién favorece el
crecimiento en todos los casos.

Se busca una reaccién diferencial entre razas sensibles y razas re-
sistentes y encontramos que el crecimiento de las razas S y R, en medio
con yema de huevo, da diferencias notables. La raza S se rodea de un
halo de hidrélisis, que se hace mas intenso y la pigmentacion més pro-
nunciada si se adiciona azul nilo, que, por otra parte, es mis fijado por
la raza R que por la S. Como deciamos anteriormente, conviene exten-
der esta prueba a gran niimero de razas, para poder realizar una con-
clusién de caracter general.

Deciamos anteriormente que diferencias de caracteres se deben a
diferencias genéticas y que en esto”juegan papel imgportante los 4cidos
nucleicos. Hacemos determinacién cuantitativa de ambos acidos (ARN
y ADN) en las dos razas, encontrando diferencias sensibles, que de-
berdn estudiarse mis profundamente. Asi, los valores, tanto de ARN
como de ADN. son mayores en la raza S, a pesar del mayor crecimien-
to de la raza R; esto va de acuerdo con la conclusion de Marco (35),
de que las razas resistentes disminuyen la acumulacién de &cidos nu-
cleicos en la fase logaritmica de crecimiento. ,

Otra cuestion de interés es investigar si el cambio de resistencia a
la penicilina afecta a la sensibilidad hacia otros antibidticos. Las dos
razas, S y R, son sensibles a todos los antibidticos probados, a excepcién
de la estreptomicina y polimixina B. La adquisicién de resistencia a
penicilina por la raza R se acompafia de adquisicién de resistencia al
sulfofurazol, lo que parece indicar un parecido mecanismo de resis-
tencia. Al tiempo, la raza R se hace mds sensible a la eritromicina y
oleandomicina, antibidticos parecidos estructuralmente.

Hoy dia es frecuente el empleo de asociaciones de agentes antimi-
crobianos en la terapia de las infecciones. Numerosos trabajos se pu-
blicaron tltimamente sobre el posible sinergismo o antagonismo de di-
chas asociaciones. Nosotros comprobamos la accién de sesenta y seis
asociaciones sobre' nuestras razas S y R, habiendo sefialado anterior-
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mente diferentes casos de sinergismo y de antagonismo y de efectos
aditivos, encontrando algunas conclusiones parecidas a las de Furezt
y cols. (17). No hay que extrafiarse de resultados no concordantes con
otros autores, después de que Greer y Mynard (25) demuestran que un
cambio de tipo de fago se acompafia de cambio de antibiograma y
viceversa, y cambios de tipos de fago son muy abundantes y diferentes.

En nuestros trabajos se observa, en general, una mayor sensibili-
dad de la raza sensible a las asociaciones de antibiéticos, siendo las
combinaciones mas activas para las dos razas las que contienen eritro-
micina. Estos resultados obtenidos in vitro no deben de llevarse a la
préactica hasta su comprobacién clinica.

Los cultivos de estafilococo no pueden considerarse homogéneos,
pues cultivos de razas sensibles, siempre contienen algunas variantes
resistentes y viceversa. El origen de estas variantes puede ser la mu-
tacién o la variacién; atin no se conoce el mecanismo original. De aqui
se deduce que tanto sensibilidad como resistencia no son términos ab-
solutos, sino niveles de una escala de susceptibilidad a los agentes
antimicrobianos. ‘

Para demostrar esto, se hace una experiencia de crecimiento de las
razas S y R en diferentes concentraciones de bencil-penicilina. La
raza S responde a concentraciones -de 0,05-0,55 U. I/ml y la raza R a
concentraciones de 50-2.00 U. I./ml. En los dos casos, a medida que
aumenta la concentracién del antibidtico, disminuye el crecimiento total
y la velocidad del mismo, lo cual seguramente significa que existen
variantes resistentes en el inéculo de estafilococo, o bien se hacen re-
sistentes por adaptaciéon y luego se desarrollan més lentamente por
unidad de tiempo. La raza sensible la podemos inhibir completamente
con 1 U. I./ml, y la resistente, con 2.000 U. I./ml dentro de las veinti-
cuatro horas en que se lleva la experiencia. Esto tltimo debe de con-
derarse en el tratamiento clinico, cuando se dan dosis de antibidtico
sin conocer el nivel de sensibilidad del agente infeccioso.

CONCLUSIONES

Estudiando la sensibilidad y resistencia del Staphylococcus aureus
a los antibidticos, encontramos una variacién de sensible a resistente
a la penicilina, que se acompaifia de cambio de tipo de fago de 42D a 80.
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Loes caracteres morfoldgicos y fisioldgicos de ambas razas son muy
similares; aunque en pruebas de crecimiento en diferentes medios y
condiciones fisicas, la raza resistente crece mas que la sensible, siendo
la aireacién favorable a ambas razas. Se sugiere una reaccién diferen-
cial por cultivo en medio con yema de huevo y adicién de azul nilo.

El contenido en ARN y ADN es mayor en la raza sensible que en
{a resistente. '

La adquisicién de resistencia a la penicilina y el cambio de tipo de
fago se acompanan en el presente caso, de adquisicién de resistencia
al suliofurazol y aumeénto de sensibilidad a la oleandomicina y la eri-
tromicina. Esta ultima, en asociaciones de antibidticos, parece actia
sinérgicamente contra las dos razas.

La raza sensible responde proporcionalmente a concentraciones
0,05-0.55 U. I./ml de bencil-penicilina, mientras que la resistente lo
hace.de 50-2.000 U. I./ml. Esto indica niveles de susceptibilidad, més
que resistencia.
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RESUMEN

Trabajando en el problema de resistencia del Staphylococcus aureus
a los antibidticos, encontramos una variacion esponidnea de sensible a
resistente a la bencil-penicilina (penicilina G), acompanada de varia-
cién en el tipo de fago, del 42D al 80. En el presente trabajo estudiamos
los caracteres morfoldgicos y de cultivo de ambas razas, enconirando
que la raza resistente crece mds en todos los medios de cultivo utiliza-
dos, contiene menos cantidad de ADN y de ARN y al tiempo que ad-
quiere resistencia a la penicilina, la adquiere al sulfofurazol. Esta raza
se inhibe completamente con 2.000 U. I./ml de bencil-penicilina.
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SUMMARY

Working on the Staphylococcus aureus resistance to antibiotics, we

tind by chance, a spontaneous variation from sensible to resistant at
bencyl-penicillin (penicillin G), acompanied of a variation of phage
type from 42D to 80. In the present work, we studied the morphologi-
cal and cultural characteristics of both strains. We find that the resis-
tant strain have a superior growth in all the culture mediums that we
use; contain less amount of RNA and DNA; at same time that get
resistance to penicillin G, get resistance to sulfafurazol. That strain its
is inhibited by 2,000 1. U./ml of penicillin G.

—
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Las bacterias, de manera andloga a otras formas de vida, estdn in-
fluidas por las radiaciones, siendo los efectos de éstas, en general,
nocivos, sobre todo si son de corta longitud de onda; las de la zona
visible del espectro, infrarrojas y hertzianas, son mucho menos efectivas.

Las distintas radiaciones son el resultado de la propagacion de di-
ferentes formas de energia a través del espacio. Esta propagacién pue-
de hacerse por medio de ondas o por particulas atémicas o subatémicas,
que se mueven a gran velocidad por la accion de campos eléctricos o
por proyeccién de sustancias radiactivas. ‘

Cuando esta energia radiante llega a algtin objeto y choca contra
él, puede ser absorbida, y la energia cedida por la absorcion esta
regida por la ley relacionada con el cuanto de energia propagada por
la radiacidn, y es igual al producto de su frecuencia por la constante
de Planck:

E—hv=h--
A
E — energia utilizable para absorcion
v = frecuencia
h = constante de Planck
\ = longitud de onda de la radiacion
¢ = velocidad de la luz

El efecto nocivo de las radiaciones sobre los organismos, puede es-
tar en relacion con reacciones quimicas caracteristicas, y se supone

Microbiol. Espafi., 15 (1962), 125. 1
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que las bacterias pueden ser muertas por las radiaciones ionizantes,
o no serlo, por los motivos siguientes: ‘
a) Inactivacion total o parcial del equipo enzimitico bacteriano.

b) Produccién de sustancias tdxicas por descomposicién de com-
puestos celulares (dcidos nucleicos, proteinas, hidratos de carbono, li-
pidos...), o como productos finales de reacciones comunes que se pro-
ducen por la formacion de iones pares.

¢) Mutacién letal.

d) Formacién de sustancias téxicas en el medio circundante.

e) Accion combinada de las radiaciones sobre las bacterias y sobre
el medio circundante.

Hollaender (6) demostré que la energia necesaria para inactivar
al 90 por ciento de las bacterias, con radiaciones de 2.537 A varia desde
11.000 a 197.000 erg/cm?® Una lampara de mercurio de baja presién
(de 80 'W), da alrededor de 800 erg.cm?/s, a 1 m de distancia; esto
indica que en 1-2 min de exposicidn, las bacterias mueren en su gran
mayoria. - :

Empleando radiaciones de longitud de onda de 3.500 -4.500 A, se
necesitard 1.000.000 de veces mas energia para obtener el mismo efecto.

El efecto de las radiaciones en experimentos de corta duracién de-
pende de la relacién tiempo-intensidad, es decir, que duplicando la in-
tensidad necesitaremos la mitad del tiempo, lo que nos dice que la
accion depende de la cantidad total de radiaciones.

En 1949, Kelner (10), asi como Novick y Szilard, observaron un
extrafio comportamiento de las bacterias sometidas a la accién de la
luz ultravioleta, y luego expuestas, antes de hacer recuentos por cul-
tivo, a la accién de la luz visible. Dulbeco, en 1949-50, observé el mismo
fenémeno, trabajando con bacteridfagos.

Kelner (11), al intentar obtener mutantes de Streptomyces griseus
sometiéndole a la accién de la luz ultravioleta, se encontré con un
inesperado aumento de sobrevivientes (gran ndmero de colonias) en
los cultivos que después del tratamiento anterior y antes de incubarlos,
habian sido expuestos por casualidad, solamente breve tiempo a la ac-
cién de la luz visible, comparados con los cultivos solamente sometidos
a la accién de las radiaciones ultravioletas. Asi, los cultivos sometidos
a la accién de la luz visible aumentaban en mucho el nimero de co-
lonias. A este fendmeno se le designa indistintamente con los nombres
de fotorreactivacion, fotorrecuperacion, fotorrenovacién y fotorrestau-
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racién; pero prevalece en la actualidad, por haber sido el m4s aceptado,
el de fotorreactivacion.

Ahora bien; se obtiene la fotorreactivacién si se someten ciertas
especies microbianas (desarrolladas en medios sélidos o liquidos) a
la accién de la luz visible, después de haber sido sometidas a la accién
de la luz ultravioleta.

El lapso méaximo aceptado por los diversos autores entre una y otra
es de tres horas, ya que después de ese intervalo, generalmente, no se
produce la fotorreactivacién.

La luz ultravioleta debe ser administrada en tal caniidad que pue-
da comprobarse la muerte del 90-99 por ciento de las células microbia-
nas en los cultivos testigos no sometidos a la fotorreactivacién. Este
fenémeno, no sélo da vida a un gran porcentaje de bacterias «muertas»
por la accion de la luz ultravioleta, sino que también restaura las con-
diciones genéticas de las mismas, pues practicamente desaparecen los
mutantes ocasionados por la accién de dichas radiaciones.

Muchos experimentadores estudiaron la longitud de onda necesaria
para obtener la maxima fotorreactivacién, con la especie estudiada en
cada caso. Asi, para Escherichia coli, el promedio es de 3.750 A, mien-
tras que para el Streptomyces griseus, es de 4.350 A; es decir, que la
méxima actividad fotorreactivante estd en general entre las mas largas
longitudes de onda del ultravioleta y las mas cortas de la zona visible
del espectro. Sin embargo, para el Staphylococcus aureus se ha obte-
nido la mdxima fotorreactivaciéon con 6.600 A. Para utilizar las distintas
bandas de longitud de onda, los investigadores utilizan filtros (que no
son muy adecuados), o monocromadores (mas convenientes).

A pesar de todo lo expuesto, debemos hacer notar que el fenome-
no de fotorreactivacion no es un hecho general que acontece regu- .
larmente en el campo microbiano. Por numerosos trabajos se ha de-
mostrado que existen grupos bacterianos, y aun hasta familias, cuyas
especies no son fotorreactivables, o que lo son algunas de sus especies
y no lo son otras; se da también el caso de que dentro de una misma
especie hay inconstancia de reactivacién, segin sea la cepa tratada
(1, 3, 4, 9, 10-12, 16). Parece ser que esas especies o esas cepas no
poseen el mecanismo bioquimico necesario para provocar la fotorreac-
tivacién. Pero en muchos casos ha sido posible fotorreactivar mutacio-
nes ocasionadas por la accién de la luz ultravioleta, asi como trans-
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formaciones en el sistema enzimitico, en la pigmentacién, en la mor-
fologia, etc.

Por la amplitud y por las consecuencias de la forreactivacion, se
define a este fendmeno como la restauracion o recuperacién de las
lesiones observables, que generalmente conducen a la muerte, que oca-
siona la luz ultravioleta en un sistema bioldgico por el empleo de ra-
diaciones de mayor longitud de onda que la utilizada para lesionar a
la célula.

Ademads, en la fotorreactivacién deben tenerse en cuenta las condi-
ciones en que se realizan las experiencias, pues influyen grandemente
en los resultados obtenidos (aunque en la inactivacién tengan menos
importancia); estas condiciones son, entre otras, el pH del medio, el
estado fisico y fisioldgico del microrganismo; se supone que la foto-
rreactivacidon es posible gracias a la presencia de cromoforos, tanto
dentro del ntcleo como quizd en el citoplasma. La naturaleza, cons-
titucién, y aun el ndmero de croméforos son desconocidos. La composi-
cién quimica estaria constituida por moléculas o paries de moléculas
de ADN, ARN, proieinas, porfirinas, riboflavinas, piridoxal, fosfa-
tos, etc.

Algunos investigadores sugieren que sélo las lesiones nucleares son
fotorreactivables. '

Siguiendo el camino abierto por Kelner (10) en tan interesante
tema, hemos iniciado nuestras experiencias sobre fotorreactivacion bac-
teriana, empleando para nuestros ensaycs una cepa de Aerobacter
aerogenes 21. :

Como luz ultravioleta, utilizamos la emitida por un tubo de 15 W
(General Electric) a una distancia de 20 cm de las bacterias que se van
a irradiar. »

En la primera etapa, determinamos la dilucién microbiana mas
conveniente para estos ensayos; establecimos la cantidad de cultivo
en caldo de veinticuatro horas de Aerobacter aerogenes que deberia-
mos sembrar en superficie en placas de Petri con caldo agar, para que el
desarrollo de los testigos diera una cantidad adecuada de colonias.

Por repetidos y diferentes ensayos logramos establecer el tiempo
de exposicion a la luz ultravioleta, asi como determinar la disiancia
del tubo emisor necesaria para reducir adecuadamente el nimero de
colonias de microorganismos desarrolladas después de la incubacidn.
Pudimos establecer asi, que para el microorganismo en estudio, una
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exposicion de 20-25 s, a una distancia de 20 cm de la fuente emisora,
nos daba una reduccién superior al 95 por ciento, comparado con el
testigo.

Para lograr la fotorreactivacion, utilizamos sucesivamente, en nues-
tros primeros ensayos, una lampara de arco voltaico para microscopia,
una lampara comin de 200 'W, y por ltimo, una ldmpara puntiforme
para microscopia, de 6 V, 5 A.

Los resultados obtenidos, por ser mas uniformes y mejores, nos in-
clinaron a seguir nuestras experiencias con la tltima de las lamparas
nombradas. :

En experimentos ulteriores, agregamos a la ldmpara puntiforme un
filtro que permitia el paso de radiaciones de alrededor de 4.000 A,
que es el término medio de las longitudes de onda que se consideran
con mejores propiedades fotorreactivantes.

Significé un gran adelanto y ventaja reemplazar en nuestros en-
sayos nuestros cultivos en medio sélido por suspensiones de microor-
ganismos en medio liquido.

En estas tultimas condiciones, conseguimos en el 40 por ciento de
las experiencias, aproximadamente, fotorreactivacién positiva posterior
a la irradiacién ultravioleta que llegaba a matar el 95-100 por ciento
de las células bacterianas.

Conseguido un instrumental mds adecuado; pudimos avanzar en
estos estudios tratando de contribuir a desentrafiar el complejo me-
canismo por el cual células «muertas» por unas radiaciones pueden ser
«revividas» por otras.

Continuamos nuestras experiencias, segin se detalla mis adelante,
y estudiamos la influencia que distintos factores (liempo de fotorreac-
tivacion, temperatura, medio de cultivo, edad del cultivo, etc.) ejercen
sobre este fenémenc. El mejor estudiado hasta ahora, y que es el que
pasamos a detallar en la presente comunicacidn, es la influencia que
sobre la capacidad de recuperacién celular ejerce el tiempo durante
el cual se someten las bacterias a la accion de la luz fotorreactivante
a 37 °C, inmediatamente después de la irradiacién ultravioleta, que
«mata» de 95-100 por ciento de las células microbianas.
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MATERIALES Y METODOS

Para la irradiacién ultravioleta utilizamos un tubo de 15 W de «Ge-
neral Electric», que emite luz de 2.537 A.

Como foco reactivante, una ldmpara de mercurio de 125 W HPR,
de Phillips (Holanda), en la que el 50 por ciento de las radiaciones
emitidas estdan comprendidas entre 3.300-4.400 4; y un bafio de agua
regulable para trabajar a temperatura determinada y constante du-
rante la fotorreactivacion. '

El ambiente en que se.irradiaban los cultivos y se procedia a la
siembra de los mismos antes de proceder a la fotorreactivacién, esta-
ba iluminado con luz amarilla..

Como medio de cultivo utilizamos el M 9 con glucosa; y para las
diluciones, agua gelatinosa al 1 por ciento.

Partiendo de cultivos de Aerobacter aerogenes con cantidades de
microorganismos variables entre 3-8 X 10° se efectuaron diluciones
apropiadas en el agua gelatinosa, determinando la cantidad de uni-
dades viables del cultivo original por recuento de colonias.

Una cantidad de, mds o menos, 10 ml de dilucién apropiada fue co-
locada en placa de Petri de 10 cm de didmetro, de modo que el espesor
del liquido no fuera superior a 3-4 mm; sometimos la placa destapada
a la irradiacion ultravioleta a una distancia de 20 cm del tubo emisor,
agitando continuamente durante el tiempo de exposicién, que gene-
ralmente fue de 20-25 s.

Previa comprobacion de la supervivencia de los microorganismos
por recuento de unidades viables, posterior a la irradiacién, sembrando
en placas de Petri, operando en cuarto iluminado con luz amarilla, so-
metimos parte de la solucién irradiada (3-4 ml en un tubo de ensayo) a
la accién fotorreactivante de la ldmpara de mercurio a una distancia
de 15 cm y a temperatura constante de 37 °C, por inmersién en bafio
de agua. /

Después de fotorreactivar, se sembré por. diseminacién en placa
de Petri, en caldo-agar; se consignan el tiempo de exposicién y la tem-
peratura. . .

La finalidad de nuestros ensayos fue buscar las condiciones nece-
sarias para obtener el 100 por ciento de las pruebas con fotorreactiva-

6
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cién positiva, ya que en el método inicialmente descrito, sélo alcan-
zamos el 40 por ciento.

La ldmpara de mercurio utilizada nos permitié, en las condiciones
de nuestra experiencia, obtener absoluta constancia en los resultados.
Conseguimos asi fotorreactivacién en la totalidad de los casos de las
pruebas realizadas con el Aerobacter aerogenes, variando tnicamente
el porcentaje de células recuperadas si se variaban las condiciones
de experimentacion.

Se establecieron las condiciones convenientes para poder deter-
minar siempre por recuentos de unidades viables, el porcentaje de
«muertes» por luz ultravioleta y de recuperacién posterior por foto-
rreactivacion. '

Las diluciones 10* para irradiar y 10° para fotorreactivar, mostra-
ron ser en la mayor parte de los casos, las mds convenientes para
el recuento de colonias y para establecer con la férmula de Xelner

) NL —ND
No — ND

100

el porcentaje de fotorreactivacion.

Como dijimos anteriormente, establecimos la influencia que sobre
la capacidad de recuperacion del Aerobacter aerogenes ejerce el tiem-
po que actda la luz fotorreactivante a temperatura constante de 37 °C.
Los resultados obtenidos con el A. aerogenes defieren, como ve-
remos, con el obtenido por distintos investigadores, trabajando con
Escherichia coli B/r (cepa que aument6 su resisiencia a la irradiacién
ultravioleta por cinco generaciones sucesivas), que ha sido el micro-
organismo mds estudiado en fotorreactivacion.

RESULTADOS

De los numerosos ensayos realizados, elegimos para ilustrar los re-
sultados obtenidos, dos ejemplos.

En la figura 1 partiendo de un cultivo con 5 X 10% de células mi-
crobianas y con «muerte» por radiacion ultravioleta (exposicion de
25 s) del 99,8 por ciento de los microorganismos, empleando la férmula
de Kelner ya citada, a los 2 min de fotorreactivacién obtuvimos un
20 por ciento, que asciende a un méximo de 53 por ciento a los 5 min,
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para descender a los 10 min a 38 por ciento y alcanzar el 0 por ciento
a los 20 min. Si bien en la mayor parte de nuestras pruebas, después
de 1C min de fotorreactivacion se inicia un descenso en el porcentaje
de la misma, no ha sido lo mas comtn llegar a O por ciento a los 20 min,
como ha sucedido en este caso.

En la figura 2 (otro de los ejemplos de las muchas pruebas reali-
zadas) podemos observar que con una cantidad de microorganismos
inicial de 4 X 10® «matamos» después de 25 s de exposicion a las ra-
diaciones ultravioletas, el 99,8 por ciento de las células. Fotorreactiva-
mos a 37 °C, obteniendo a los 2 min la recuperacién de un 30 por cien-
to, que llega a un m4ximo de 47 por ciento a los 5 min, manteniéndose
constante después de 10 min (45 por ciento); desciende paulatinamen-
te con el tiempo de exposicion a 34 por ciento a los 20 min, y a 15 por
ciento después de 40 min de exposicion.

La figura 3 reproduce parcialmente los resultados obtenidos. Pla-
ca 1: testigo; placa 2: resultante de la accién de la luz uliravioleta;
placa 3: resultante de la fotorreactivacién a los 5 min; placa 4: idem,
a los 10 min.

De la observacicn de las graficas, se deduce que hay una cantidad
de energia (fotones) que absorbida por la célula «muerta» por las ra-
diaciones ultravioletas le permite su recuperacion, anulando el dafio
que de otro modo seria mortal; pero que si esa cantidad de energia
aumenta dentro de ciertos limites, empieza a ser perjudicial para
algunas de las células, hasta llegar a la muerte de todas.

CONCLUSIONES

En el transcurso del trabajo se realizaron mas de cincuenta expe-
riencias sobre fotorreactivacién, empleando el Aerobacter aerogenes.
y se llego a las siguientes conclusiones:

1. Se consiguié la «muerte» de alrededor del 99 por ciento de las
células de A. aerogenes tratadas por la luz ultravioleta, empleando un
tubo de la «General Electricy, de 15 W, a una distancia de 20 cm, en un
tiempo aproximado de 25 s de exposicion.

2. Por distintas fuentes de luz visible se consiguié la .reactivacién
de las mismas, en un promedio que fue del 40 por ciento, hasta llegar

1
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paulatinamente al 100 por ciento de los casos, a medida que las
técnicas empleadas fueron maés eficientes.

3. Mientras la mayor parte de los autores encuentran como tiempo
optimo de fotorreactivacién 20 min, nos encontramos que en el A. ae-
rogenes hay un porcentaje apreciable de fotorreactivacién a los 2 min
de exposicién, para llegar a un maximo entre 5-10 min y disminuir
luego con més exposicion.

RESUMEN

Hemos confirmado el fenémeno de la fotorreactivacion en el Aero-
bacter aerogenes, utilizando una ldmpara que emite el 50 por ciento
de radiaciones comprendidas entre 3.300 y 4400 A y empleando dis-
tintas téenicas que pudimos ir perfeccionando hasta conseguir, en el
100 por ciento de las pruebas realizadas, fotorreactivacion positiva.

Se esta estudiando la influencia que distintos factores ejercen sobre
este fenomeno. El mejor estudiado hasta ahora, y del que informamos
en este primera comunicacién, ha sido la influencia que sobre las cé-
lulas que «reviven» o se «recuperan», ejerce el tiempo que acttia la
luz fotorreactivante, después de sometidas a una radiacion ultravioleta
que mata de 95-100 por ciento de las células.

En la mayor parte de los microorganismos estudiados por otros
autores, fundamentalmente el Escherichia coli B/r que ha sido el mas
utilizado, el tiempo fotorreactivante dptimo encontrado ha sido 20 min.

Nosotros hemos llegado a establecer que con el Aerobacter aero-
genes, la fotorreactivacién se inicia inmediatamente, siendo ya apre-
ciable el porcentaje de células recuperadas a los 2 min, para llegar a
un méximo entre 5-10 min; una mayor exposicion tiende a disminuir
la capacidad fotorreactivante.

SUMMARY

The authors have confirmed the phenomenon of photoreactivation
with Aerobacter aerogenes, using a lamp emitting 50 per cent radia-
tions between 3,300-4,400 A. By the use of different techniques this
figure was improved upon until a positive photoreactivation was
obtained in 100 per cent of the experiments performed.

o
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The influence which various factors excercise upon this phenomenon
is being studied in detail. In the present communication is described
the influence upon the cells which «survive» or «recuperate» of the
time in which the light source acts, after submission to an ultraviolet
radiation which destroys 95-100 per cent of the total cells.

For the greater part, Escherichia coli B/r has been the micro-
organism used by other workers, and the optimum time for photoreacti-
vation has been described as 20 minutes. '

The authors have established that with Aerobacter aerogenes,
photoreactivation commences immediately, an appropriate percentage
of cells being recovered after 2 minutes. A maximum is reached
between 5 and 10 minutes, a longer exposure tending to reduce the
photoreactive capacity. '
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ACCION LITICA DE UN STREPTOMYCES SOBRE
LEVADURAS: OBTENCION DE PROTOPLASTOS

POR

Concercion GARCIA-MENDOZA y J. R. VILLANUEVA

Durante los tltimos afios se han publicado una serie de trabajos
relacionados con la facilidad de varios microorganismos de clarificar
suspensiones turbias de bacterias, pudiendo destacarse varias especies
de Bacillus y Streptomyces entre aquellos organismos de accién litica
mas seflalada. En muchos de estos casos es posible que se produzca
una substancia antibidtica que puede actuar como inductora’ de la
autolisis o facilitando alteraciones en la permeabilidad celular, siendo
por tanto responsable del proceso litico. En muchos otros, uno se
puede encontrar con verdaderos agentes liticos, si bien sélo en casos
contados el mecanismo de tal lisis ha sido estudiado e interpretado (12).

Las actividades liticas de las especies de Sireptomyces parecen ser
debidas a una variedad de sistemas con caricter exo-enzimdtico. La
existencia de una enzima parecida a la lisozima se supuso en experi-
mentos iniciales llevados a cabo por Nakhimsouskaia (8) y Salton (11), a
causa de la gran similitud entre el especiro litico de algunos filtrados
de cultivos de Streptomyces y el de la lisozima de la clara de huevo.
Los Sireptomyces ademds secretan otra enzima bacteriolitica del tipo
de la polisacaridasa, aislada por McCarty (7) y caracterizada por su
espectro litico, totalmente diferente del de la lisozima o del de la acti--
nomicetina, denominada enzima de Ghuysen (6).

Es posible pensar que las enzimas descritas por Ghuysen y McCarty
son diferentes a la enzima que denominamos estrepzima, de un orga-
nismo aislado en este laboratorio, el Streptomyces GM, motivo de la

Microbiol. Espaii , 15 (1962), 139. 1
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presente comunicacion, ya que el espectro de accién sobre los micro-
organismos es totalmente diferente, actuando las dos primeras sobre
varias especies de bacterias, y la segunda sobre levaduras y hongos,
y no sobre bacterias, si bien aparte de esta accion especifica nada
conocemos atn de su modo de accién (3).

La obtencidén de protoplastos ha resultado ser de un valor consi-
derable en estudios morfoldgicos, bioquimicos y genéticos, en un ele-
vado ntimero de bacterias de donde se han obtenido. Igualmente se
podria pensar de la utilidad de estas estructuras homogéneas en otros
microorganismos. Inientos de obtencién de protoplastos o estructuras
semejantes a los protoplastos, en levaduras, han sido fructiferos gracias
a la aplicacion de la enzima del caracol, Helix pomatia, por Necas (9)
y Eddy y Williamson (1), si bien este método cuenta con algunas
limitaciones. )

La presente comunicacién describe un método enzimdiico parecide,
que ha dado lugar a una elevada proporcién de protoplastos en varias
especies de levaduras y hongos, si bien el agente litico es de caracter
microbioldgico, el sistema extracelular enzimdtico del Streptomyces GM.

METODOS Y RESULTADOGS

Obtencién de paredes celulares de levaduras

Crecida la levadura en un medio sintético (medio Hansen: saca-
rosa, 50 g; peptona, 10 g; fosfato magnésico, 3 g, y agua, 100 cm?)
se procede a su lavado por centrifugacién y resuspensién en agua
destilada, tres veces. A continuacién se prepara una suspension de
dichas levaduras [40-50 mg (peso seco)/cm?®] y tomando 10 cm?® de
esta suspensién y 10-cm?® de particulas de vidrio Ballotini nim. 12, se
someten a la accién del desintegrador de Mickle. Se sigue el proceso
de desintegracion mediante observacién microscdpica, y cuando el ren-
dimiento se aproxima al 100 por ciento, las paredes celulares se separan
de los restantes materiales por centrifugacién diferencial, a base de
lavados con soluciones de sacarosa a diferentes concentraciones, disolu-
cién de cloruro sédico y finalmente con agua destilada, segiin la
técnica descrita por Garcia Mendoza y Villanueva (4). Las paredes asi
obtenidas son de gran pureza, como se ha comprobado en los micros-
copios 6ptico y electrénico (figura 1).

2
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Aislamiento de los Streptomyces liticos sobre paredes celulares
de levaduras

Se prepara un medio solidificado con agar a base de sales y paredes
celulares de levaduras como tnica fuente de carbono y nitrégeno,
fundamentalmente segiin el procedimiento descrito por Salton (11).

Sobre estas placas sembramos mas de 80 Streptomyces diferentes,
previamente aislados de suelos espafioles en este laboratorio, pudiendo
asi seleccionar los que presentaban la propiedad de digerir las paredes
celulares utilizando sus componentes como fuentes de carbono y ni-
trogeno, pasando después a trabajar con el Streptomyces GM, por
considerarlo el m4s activo, no sélo en cultivo en medio sdlido, sino
también en liquido. La figura 2 muestra la accién litica de algunos de
estos organismos.

Cultivo del Streptomyces GM en medios liquidos

Con el {in de investigar la producciéon de la enzima (s) litica, se
han ensayado los siguientes medios:

a) Medio a base de paredes y sales, semejante al utilizado en las
placas. Paredes aisladas, 10 mg (peso seco)/em® PO.HK, G1 por
ciento; SO,Mg . TH.O, 0,05 por ciento.

b) Medio a base de levaduras intactas [alrededor de 50 mg (peso
seco)/cm®] y sales, semejante al anterior.

¢) Medio «GAE». Glucosa, 10 g; asparagina, 1 g; extracto de le-
vadura, 0,5 g; PO,HK., 0,5 g; SO,Mg . 7TH,0, 0,5 g; (SO,),Fe,, 0,01 g;
agua, 100 cm?, y agua destilada, 900 cm?®.

d) Medio «Trialglu». Triptona, 5 g; almidén, 10 g; extracto de
carne, 3 g; glucosa, 2 g; PO,HNa., 1,2 g; PO, H,K, 0,8 g; SO,Mg . TH,0,
0,5 g; SO, Fe . TH,0, 0,1 g; agua destilada, 1.000 cm?.

e) Medio «6». Hidrolizado de caseina, 3 g; glucosa, 10 g; agua des-
tilada, 1.000 cm?.

f) Medio para estimulo de proteasas. NO;Na, 2 g; PO,HK,, 1 g;
CIK, 1 g; SOMg, TH,0, 1 g; hidrolizado de casel'na, 10 g; agua desti-
lada, 1.000 cms3.
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La incubacién se efectuaba a 28 °C y a 37° C, unas veces, en con-
diciones estaticas y, otras, en agitacién.

Los resultados obtenidos en cuanto a la actividad litica se refiere,
han sido diversos, por lo que este aspecto se encuentra sujeto a una
investigacién mds intensa, pero las observaciones preliminares nos
hacen pensar que la produccién de la enzima, de caricter extracelular
y por tanto recogiéndola en los filtrados de los cultivos, se relaciona
con la edad del cultivo, esporulacién del Streptomyces y fase de lisis
del mismo.

- Determinacién de la actividad. litica

La medida de la actividad enzimitica se practica viendo el des-
censo de densidad optica que sufre una suspensiéon de paredes celu-
lares o células intactas de levaduras, cuando se adiciona un pequefio
volumen del liquido metabdlico obtenido segiin ya se ha indicado.

En algunos de los medios ensayados en los que la actividad parecia
ser baja, dicho caldo se precipita con SO,(NH,), al 60 por ciento de
saturacion, se redisuelve el precipitado en un pequefio volumen de
agua destilada y se dializa también frente a agua destilada. En una
investigacién previa se vio cémo la actividad litica aumenta considera-
blemente en la fraccién del 60 por ciento de saturacion de sulfato
amanico.

Las condiciones del ensayo eran las siguientes: a 2,5 cm?® de sus-
pension de paredes celulares de levadura en tampén 0,1-0,05 M de
fosfato a pH 6,8, con una densidad dptica de 0,3-1, se adicionan 0,5 cm?
del filtrado del cultivo con supuesta actividad litica y se incuban
a 37 °C. Las lecturas se efectiian en el espectrofotémetro Beckman,
con una longitud de onda de 600 mg, en diferentes tiempos, siguiendo
la disminucién de densidad Sptica que sufren las suspensiones de pa-
redes.

De igual modo se realizé el experimento con suspensiones de cé-
lulas vivas intactas y los resultados obtenidos fueron idénticos. Sin
embargo, cuando la suspension empleada es la de células muerias por
el calor en autoclave, la accion litica fue menor. Cuando el Strepto-
myces GM crecia en el medio de paredes celulares o de células in-
tactas de levadura, asi como en medio «Trialgluy, los filtrados mos-
traban una actividad litica elevada. Estos experimentos, expresados en
forma mds extensa, se encuentran en fase de publicacién (5).
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Obtencion de protoplastos -

Dado que la accidn litica sobre células vivas es notoria, segin
acabamos de indicar, es 16gico pensar en la posibilidad de obtencion
de protoplastos de varias especies de levaduras e incluso de hongos.

Primeramente elegimos la levadura Candida utilis, porque, ademas
de ser muy sensible a la accién de la enzima, presenta la particulari-
dad de su forma alargada (figura 3) y, por consiguiente, puede ser mas
espectacular la formacion de protoplastos. El procedimiento empleado
fue el siguiente: se hace crecer la levadura en 20 cm?® de medio a base
de 0,3 por ciento de extracto de levadura y 2 por ciento de glucosa,
incubando durante la noche a 28 °C y con agitacién. Este cultivo
sirve de indculo sobre otros 80 cm® del mismo medio, que se incuban
durante tres o cuatro horas en las mismas condiciones, encontrandose
al cabo de este tiempo todas las células en fase de crecimiento activo.
Se lavan las células con agua destilada y se resuspenden en el tampén
de fosfato 0,1-0,05 M a pH 6,8, adicionado de manitol en proporcién
de 0,8 . Sobre esta suspensién se afiaden 0,2-0,5 cm® de la disolucién
del agente enzimdtico y se incuba a 28 °C, con agitacién suave. A las
tres o a las cuatro horas ya se pueden observar gran cantidad de pro-
toplastos (figura 4).

Ensayando con otros tipos de levaduras, tales como Saccharomy-
ces PM-1 y SM-100, Sacch. elegans, Sacch. mestris, Sacch. pastorianum,
Sacch. rosei, Sacch. fragilis, Kloeckera apiculata y Torula utilis, se han
obtenido igualmente protoplastos con rendimientos diferentes. Un cul-
tivo de Torulopsis aedis ha resultado ser totalmente resistente a la
accién litica, y anteriormente a la desintegracién en el Mickle, por lo
que este organismo estid siendo objeto de una mas profunda inves-
tigacidn.

Una serie de estudios preliminares han demostrado también la po-
sibilidad de emplear la preparacién enzimdtica del filtrado de cultivo
del Streptomyces GM para la obtencién de protoplastos de varias es-
pecies de hongos, bien empleando m'celio (10) o esporas (2).
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DISCUSION

En este traba]o se expone el procedimiento que hemos seguido
hasta obtener protoplastos de diferentes levaduras, con un sistema en-
zimatico litico del Streptomyees GM. Es de hacer notar que se trata
de un método diferente al ya conocido utilizando la enzima del intes-
tino del Helix pomatia, y presentando sobre aquél ciertas ventajas,
como -son mayor estabilidad y rapidez de accién. Ademds, las prepa-
raciones de protoplastos obtenidas del modo expuesto muestran gran
limpieza, motrando ausencia total de restos de paredes celulares a di-
ferencia de las obtenidas con la enzima del caracol.

Por el momento, dado que este trabajo se encuentra en su fase
preliminar de desarrollo, no podemos precisar atin el modo de accién
del sistema litico del Streptomyces GM, suponiéndose que la accién
proteolitica es reducida. El hecho de que el preparado litico ataque
a las células de levaduras vivas, pudiera sugerir la presencia de una
substancia antibidtica que interfiere de algin modo sobre la pared
celular. Ademas, existen pruebas bastante precisas de otra accién de
cardcter enzimatico, como se desprende de’que el factor litico es ter-
molabil, precipita del filtrado del cultivo con 60 por ciento de satu-
racién de sulfato aménico y no es difusible cuando se dializa.

Una especulacicn, fruto de una observacion reciente, podria ser
el que el filtrado tuviera varias acciones liticas, algunas de ellas capa-
ces de actuar sobre las paredes de levaduras y otras sobre las de hongos,
con composicién quimica de aquellas estructuras muy diferente. La
que actia sobre hongos, a diferencia de la otra, parece ser menos
estable.

RESUMEN

Se describen las técnicas de obtencion de paredes celulares de
levaduras y el aislamiento de un organismo con propiedades liticas
sobre dichas paredes, asi como la obtencién de liquidos metabdlicos -
activos del Streptomyces GM. Se ha demostrado cémo con tales pre-
paraciones se obtienen protoplastos de levaduras y de hongos, por lo
que el método ofrece las mayores posibilidades.

6
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El material activo parece estar formado, al menos, por un sistema
enzimatico, ya que se precipita por una saturaciéon de sulfato amdnico
del 60 por ciento, es termol4bil y no dializable. La enzima (s) se pro-
duce principalmente durante la fase de esporulacién del organismo.

SUMMARY

A method of preparation of yeast cell-wall has been described, as
well as the isolation of a new organism named Streptomyces GM,
which shows lytic properties on the cell-walls of a number of species
of fungi.

The lytic substance was mainly produced during sporulation of the
organism in the culture fluid and precipitated in a 60 per cent saturated
solution of ammonium sulphate, being thermolabil and non dialyzable.

Spherical, osmotically sensitive, protoplasts are liberated from a
number of yeast and molds by the action of the Streptomyces enzyme
preparation.
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Figura 1. Paredes aisladas de Candida utilis

Streptomyces R

Streptomyces GL

streptoyces 6

Figura 2. Actividades l'ticas de varias cepas de Streptomyces creciendo sobre placas
de paredes celulares de Saccharomyces cerevisiae PM 1-sales-agar. Tiempo de
incubacion, siete dias
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Figura 3. Células intactas de Candida utilis

Figura 4. Protoplastos de Candida utilis obtenidos por la accién de la enzima del
Streptomyces GM



CONFERENCIA DEL DR. RUBIO

En la Real Academia de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales, pro-
nuncié una conferencia el Dr. Miguel Rubio Huertos, el dia 27 del
pasado mes de abril, sobre el tema «La multiplicacion de los virus de
las plantas».

COLECCION DE MICROORGANISMOS

En el Instituto «Jaime Ferrdan» de Microbiologia, y bajo la direccién
del Jefe de Seccién del mismo, Dr. Julio Rodriguez Villanueva, se ha
organizado una Coleccién de Microorganismos en conexién con el
Centro Internacional para la Informacién y Distribucién de Cultivos
Tipo, de Lausana (Suiza).

Quedan invitados las entidades cientificas e industriales y labora-
torios particulares a depositar cultivos en la Coleccion. Cada cultivo
deber4 ir acompafiado del nombre de la persona que aislé el organismo,
laboratorio en que se efectu$ el aislamiento, fecha de éste, medios y
condiciones éptimas de mantenimiento y desarrollo, asi como referen-
cia de las publicaciones correspondientes, cuando existan.

Se piensa editar en plazo breve un catilogo de la Coleccidén, que se
renovard periédicamente. Se enviardn cultivos y el catdlogo a todos
aquellos que lo soliciten. Cualquier cultivo solicitado que no exista en
la Coleccién, se tratard de conseguirlo con la mayor rapidez, a través
del Centro de Lausana, sin que esto signifique gasto alguno para el
peticionario, salvo el de envio.

CURSO DE BIOQUIMICA MICROBIANA

Durante los pasados meses de febrero-abril, en el Centro de Inves-
tigaciones Bioldgicas, tuvo lugar un curso sobre ¢«Bioquimica de Micro-
organismos», a cargo del doctor Julio Rodriguez Villanueva, con la
colaboracién de los doctores Gertrudis de la Fuente, Manuel Losada,
Miguel Rubio Huertos y Alberto Sols. - '

Microbiol. Espaii., 15 (1962), 149. 1
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