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C.S.1.C
INSTITUTO «JAIME FERRAN», DE MICROBIOLOGIA
'E INSTITUTO DE EDAFOLOGIA Y FISIOLOGIA VEGETAL
SECCION DE MICROORGANISMOS PARASITOS DE LAS PLANTAS

FORMAS L FIJAS DEL AGROBACTERIUM TUME-
FACIENS OBTENIDAS POR MEDIO DE GLICOCOLA

POR
M. RUBIO-HUERTOS y R, BELTRA

INTRODUCCION

En 1956, Rubio-Huertos y Desjardins (6) describieron las formas L
inestables de la estirpe B38 de Agrobacterium tumefaciens inducidas
con glicocola al 1 por ciento; este amino4cido ha sido empleado tam-
bién por Rubio-Huertos y cols. (4-5, 7-8) para inducir el ciclo L en
diferentes bacterias Gram-negativas, excepto en el caso del Clostri-
dium tetani (7), y solamente en este tiltimo caso se obtuvieron formas L
estables, es decir, que no revierten a la forma normal a pesar de ser
cultivadas en medios sin el agente inductor.

En el presente trabajo estudiamos la formacién de formas L fijas
de dos estirpes de Agrobacterium tumefaciens, sus caracteristicas mor-
folégicas y bioquimicas y su poder patégeno para las plantas.

MATERIALES Y METODOS

Se han utilizado dos estirpes de Agrobacterium tumefaciens, A.T.B.
y AT.vid (figura 1), aisladas de vid, intentando la obtencién de for-
mas L fijas de dichas estirpes con penicilina y glicocola en diferentes
concentraciones, en placas de agar comun y agar glucosado. ;

Microbiol. Espafi., 15 (1962), 219, I



220 M. Rubio-Huertos y R. Beltrd

~Induccién con penicilina

Se probaron concentraciones que compfendian de 6.000-100.000
U. I./1 ml; no se han obtenido formas L tipicas, sino formas normales
mezcladas con formas filamentosas (6.500 U. 1.), formas cociceas y con
orejas (8.000 U. 1.) y formas ramificadas (11.500-15.000 U. 1.) y cocéceas
sin ser la forma L tipica (15.000-95.000 U. 1.). A 100.000 U. 1. se in-
hibe el crecimiento totalmente. :

Induccién con glicocola

Se han obtenido colonias L. a las concentraciones de 3,34 y 5 por
ciento; con concentraciones del 10 y 15 por ciento se forman dificil-
mente, y el crecimiento de formas L que se obtiene es amorfo y no
en colonias aisladas. V

Obtencion de formas L fijas

De las concentraciones citadas anteriormente se elige la del 4 por
ciento, por la constancia de los resultados obtenidos.

Se siembran las estirpes ensayadas, A T.B. y A.T.vid, en agar-
glicocola al 4 por ciento y se hace un total de 88 resiembras, con in-
tervalos de dos-tres dias de incubacién a 26°-28 °C. Simultdneamente
de estos cultivos se siembra en placas con agar glucosado sin glicocola,
para observar si existe reversién a formas normales. En la resiembra
ntimero 50 de agar-glicocola es donde, al pasar a agar glucosado sin
glicocola, se obtuvo la forma L fija. »

Esta forma L fija se ha seguido cultivando por mas de 360 pases
en agar glucosado, caldo y agar comin, todos sin glicocola, sin obser-
varse reversién a la forma normal. '

Prueba de patogenicidad

. Se hacen inoculaciones sobre plantas de Phaseolus vulgaris, par-
tiendo de colonias aisladas de formas L fijas, empleando punciones en
los tallos con una aguja fina. .

De los tumores producidos por estas formas L se aislaron de nuevo
las mismas por la siguiente técnica: se tuvieron los tumores tres mi-
hutos en solucién clorhidrica de cloruro merctrico (CIH, 1,75 ml;
ClLHg, 0,5 g; H,0, 250 ml) y después se lavaron repetidas veces con

2



Formas L fijas del A. tumefaciens 221

agua estéril; se trituraron suavemente en mortero estéril y de la sus-
pensién obtenida se sembré en placas de agar glucosado; a las veinti-
cuatro horas de incubacién se observé la formacién de colonias tipicas
de formas L fijas.

Estudio bioguimico

Se ha hecho un estudio comparativo entre las formas bacilares nor-
males, formas L inestables y formas L fijas, para ver la fermentacion
de aziicares, leche tornasolada, reduccidn de nitratos y produccion de
indol, 4acido sulfhidrico y amoniaco, empleando los azicares a una
concentracion del 1 por ciento, y los reactivos usuales para nitritos,
indol, sulfhidrico y amoniaco. o

Microscopia electrénica

Se hicieron observaciones al microscopio electrénico a partir de
cultivos en medio sélido, suspendiendo las colonias en agua destilada
y lavando repetidas veces por centrifugacion hasta una. suspension
final en agua destilada estéril, que se deposité sobre las rejillas para
microscopfa electrénica, recubierta de antemano con un film  de form-
var. Estas rejillas con la suspensién se sombrearon con oro-paladio
antes de su observacién al microscopio.

El microscopio electronico empleado fue el Siemens Elmiskop I
del Servicio de Microscopia Electronica de la Division de Ciencias
Matemiticas, Médicas y de la Naturaleza, del C. S. I. C.

Curvas de crecimiento

Se empled un aparato de Klett-Summerson, haciéndose los cultivos
en caldo comin y caldo glucosado.

'RESULTADOS

Los tiempos de formacién de las formas L varian segin la concen-
tracion de glicocola; con concentraciones del 8,34 y 5 por ciento hay
formas'L a las dos horas; a las cuatro horas, la mayoria son formas L,
obteniéndose la totalidad de transformacién a las ocho-doce horas. El

3



222 M. Rubio-Huertos y R. Belird

crecimiento. amorfo de formas L que se obtiene con concentraciones
del 10 y 15 por ciento de glicocola tarda en aparecer dos-tres dias.

El tiempo de reversibilidad de las formas L. a normales también
varfa con la conceniracién de glicocola con que se hayan obienido.
Las formas L procedentes de cultivos con glicecola al 3,34 y 5 por
ciento pasan a formas normales sobre agar glucosado, entre una-cuatro
horas, mientras que las obtenidas con glicocola al 10 y 15 por ciento
pasan a normales desde veinticuatro horas ‘en adelante, aunque pro-
cedan de diferentes pases de glicocola al 10 y 15 por ciento. A partir
de concentraciones de glicocola al 4 por ciento y mediante resiembras
sucesivas, se obtuvieron las formas L fijas, segtin se ha expuesto ante-
riormente.

Caracteristicas de las formas L fijas

a) Aspecto macroscépico de las colonias

" . Sobre agar glucosado, son redondas, de borde entero, blanquecinas,
gelatinosas y transldcidas (figura 2). Sobre agar comin son de la
misma forma, pero menos gelatinosas. No poseen, tanto sobre agar
glucosado como sobre agar comtn, la tipica forma de «huevo frito»
de las colonias L, es decir, con un ceniro oscuro o mds denso, que se

200 Forma normal

700

680

Unidades Klekt

500+

4004

200
<00 T T T U Y '
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10 20 30 40 50 1] 10 h

Figura 3
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Figura 1. Micrefotografia electrénica de Agrobacterium tumefaciens normal
x 20.000

Figura 2. Colonias de A. tumefaciens en agar glucosado. A la izquierda, forma
normal; a la derecha, formas L fijas



Figura 4. Microfotografia electrénica de forma L de A. tumefaciens. Los
restos de la cdpsula son los filamentos que se ven alrededor de la célula.
x 38.000

Figura 5. Tumor producido por formas L fijas de A. tumefaciens en Phaseolus
vulgaris
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introduce en el agar y un crecimiento en capa mis fina formando un
halo alrededor del centro denso. En medio liquido, las formas L. crecen
algo més lentamente que las formas normales; sin embargo, a las vein-
ticuatro horas a 25 °C se puede apreciar bastante enturbiamiento en el
medio, préduciéndose un depdsito abundante a las cuarenta y ocho
horas.

Tanto en medio sélido como liquido las formas L fijas no necesitan
suero para su multiplicacién. En caldo comin se obtuvieron las si-
guientes curvas de crecimiento (figura 8).

b) Aspecto micrescépico

Las colonias L, como las formas que crecen en caldo, estin for-
madas por elementos esféricos, a veces vacuolados, de tamafio muy
uniforme en un S8 por ciento, con un 2 por ciento de formas de tamafio
mayor. Observadas al microscopio electrénico, se ve perfectamente que
poseen pared celular, membrana citoplasmatica y una gruesa cdpsula
que también hemos podido poner de manifiesto en microscopia Gptica
por medio de la técnica de Burry. Esta cdpsula estd formada por dos
elementos estructurales diferentes: uno amorfo, que se puede eliminar
con relativa facilidad por medio de agitacién y lavado con solucién
salina o agua destilada, y otro fibrilar, que estd intimamente ligado a
la pared celular y sélo se puede eliminar lavando con detergentes
(figura 4). La cépsula es bastante mayor en las formas L culiivadas
en medios con glucosa.

¢) Caracteristicas bioquimicas

Las pruebas realizadas con las formas L fijas, formas L inesiables
y las formas normales de las dos estirpes estruciurales dan resultados
idénticos. Estos son: acidificacién, con formacién de gas de los azi-
cares: glucosa, galactosa, xilosa, lactosa, maliosa, sacarosa, maniiol,
arabinosa, manosa, ramnosa, rafinosa; y los glucésidos, salicina e inu-
lina. Coagulan la leche tornasolada, reduciendo. el tornasol; no hidro-
_lizan el almidén, reducen ligeramente los nitratos y producen sulfhi-
drico, indol y amoniaco. ‘
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d) Patogenicidad

La inoculacién de las formas L fijas sobre Phaseolus vulgaris dio
como resultado la formacién de tumores de tamafio y aspecto macros-
eépico, idénticos a los producidos inoculando plantas de Ph. vulgaris
de la misma edad y tamafio con formas normales del Agrobacterium
tumefaciens (figura 5).

De los tumores obtenidos con las formas L fijas se volvieron a re-
cuperar en cultivos puros dichas formas L y, por lo tanto, queda de-
mostrado que tampoco revierten a la forma normal in vivo y son
patégenas para el huésped. ' »

Las plantas inoculadas con formas L inestables también formaron
tumores, pero, sin embargo, de ellas se recuper6 la forma normal; es
decir, estas formas L revierten a la forma normal en las células de las
plantas infectadas; por ello no es posible decir, en el caso de las for-
mas L inestables, que produzcan los tumores, pues la transformacion
a formas normales puede verificarse tan pronto entran las formas L
en las células, y entonces serian éstas las que inducen la formacidn
de tumores.

DISCUSION

Dienes y Zamecnik (1) estudiaron el efecto de diversos aminoacidos
sobre Hemophilus influenzae y Salmonella typhimurium, viendo que
la glicocola era el mis eficaz para formar esferoplastos y formas L
inestables; mas tarde, Jeynes (2) y después Welsch (12) lo emplearon
también en otras bacterias Gram-negativas, obteniendo esferoplastos.
Rubio-Huertos y colaboradores (4-5, 7-8) lo han empleado sistemdtica-
mente desde 1955 en un gran niimero de bacterias Gram-negativas,
obteniendo siempre sus formas L inestables y estudiando sus propieda-
des, que difieren en ciertos aspectos de aquellas obtenidas por medio
de penicilina. Empleando también glicocola se obtuvieron las formas
estables del Clostridium tetani (7). La obtencién de formas L estables
de Agrobacterium tumefaciens es la primera vez que se consigue en
un germen Gram-negativo y sus caracteristicas difieren algo de las
formas L estables obtenidas con penicilina en otros microorganismos;
las colonias que forman estos ultimos son de un tipo comin y muy
tipico, sea el que sea el microorganismo de que se trate, y tampoco

8
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existen diferencias desde el punto de vista microscdpico en los ele-
mentos que forman dichas colonias; es decir, es imposible reconocer
microseépicamente de qué bacteria proceden las formas L, pues son
morfolégicamente iguales; sin embargo, las colonias- formadas por
A. tumefaciens difieren de las tipicas de formas L, acercindose més al
asp%c_to macroseépico de las formadas por la bacteria normal, y sola-
mente se diferencian de éstas en que son mas transparentes.

En cuanto al aspecto microscdpico, vistas al microscopio de fases,
las formas L del Agrobacterium tumefaciens son esféricas y presentan
un tamafio poco variable, a diferencia de las colonias L en general,
que tienen elementos de tamaifio muy variable, aunque en aquellas se
encuentran también formas mayores én un tanto por ciento reducido
y formas enanas o filtrables s6lo observables al microscopio electré-
nico; la estructura de las formas esféricas al microscopio electrdni-
co parece estar mas cerca de una estructura normal, pues aunque
son esféricas, en ellas se puede distinguir perfectamente la presencia
de una cédpsula, pared celular y membrana citoplasmdtica con un cito-
plasma denso.

Ya en 1955, Stempen (9); por tinciones y microscopia de contraste
de fases, demostrd la presencia de pared celular en formas L. También
en 1955, en fotografias con el microscopio electrénico, nosotros pudi-
mos observar perfectamente la presencia de una verdadera pared ce-
lular, aunque de estructura flexible, a diferencia de la forma normal
rigida, y que algunas formas intermedias poseian todavia flagelos (8).
El comportamiento ante el choque osmético, de las formas L, tanto
inestables como estables, obtenidas con glicocola, viene a corroborar
que poseen una pared celular bastante resistente. En el caso de las
formas L estables de Agrobacterium tumefaciens, ademas de esta pared
celular bien definida se ve otra estructura que no hemos visto en otros
casos y es una gruesa capsula. ‘ ,

Durante bastantes afios se pensaba que las formas L no eran pa-
tégenas para los huéspedes, aunque se obtuvieran de cepas normales
muy virulentas, llegdndose hasta pensar en emplearlas como vacunas,
ya que poseen poderes antigénicos iguales o muy aproximados a las
de la bacteria original, pero en 1954 Lavillaureix y Tulasne (3, 10)
encontraron que la forma L de Vibrio cdlera era patégena. Rubio-
Huertos y Gonzélez (7) describieron las formas L del Clostridium
tetani obtenidas con glicocola, comprobando que eran capaces de pro-

9
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ducir toxina y ser patdgenas para ratén y cobayo, pudiéndose recu-
perar otra vez la forma L de los animales inoculados.

De los tumores producidos por inoculacién con la forma L fija nos
fue posible recuperar dicha forma, demostrando asi que éstas eran
el agente de la formacién de los tumores y no habia habido reversion
in vivo a la forma normal, constituyendo éste el primer caso de pato-
genicidad comprobada de formas L procedentes de una bacteria
patégena para las plantas. Es de notar en este caso que, seglin Van
Lanen y cols. (11), el cultivo continuado de Agrobacterium tumefaciens
virulento en medios conteniendo glicocola en concentraciones de 0,1
por ciento y superiores, en medio neutro o ligeramente alcalino, hace
que pierda su virulencia; esto parece que se contradice con nuestros
resultados, aunque las concentraciones de glicocola empleadas han sido
diferentes y aquellos investigadores nunca obtuvieron formas L. De
todas formas, hay que tener en cuenta la importancia que tiene, tanio
para conseguir formas L. como para que éstas sean patdgenas o no,
el trabajar con estirpes adecuadas, pues nosotros hemos enconirado
grandes variaciones de unas a otras.

Las variaciones en cuanto al comportamiento de diferentes estirpes
de Agrobacterium tumefaciens frente a diversas conceniraciones de
glicocola para formar colonias L (algunas estirpes no las forman),
junto con las observaciones microscépicas de las formas L fijas, en las
que parece que éstas se multiplican por divisién, como la bacteria
normal, hacen pensar en la posibilidad de que estas formas sean un
mutante inducido por la glicocola y que posee enzimas defectivas
.para la formacién de las estructuras rigidas de la pared celular. Para
comprobar esto estamos actualmente trabajando en la produccion de
mutantes por radiaciones ultravioletas y estudiando, al mismo tiempo,
la muliplicacién en microcultivos,- que se pueden observar directa-
mente en el microscopio de contraste de fases, in vivo.

RESUMEN

Se han obtenido las formas L fijas de dos estirpes de Agrobacterium
tumefaciens por medio de cultivo repetido en medio de agar gluco-
sado con 4 por ciento de glicocola, después de 50 pases. Estas formas L
crecen en medios sélidos y liquidos sin glicocola, sin revertir a la
forma normal. Las colonias en medio sélido son redondas, de borde
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entero, gelatinosas y transparentes; estdn formadas por elementos es-

féricos de gran regularidad de tamafio. Estas formas, vistas al micros- -
copio electronico, presentan una capsula, pared celular flexible, mem-

brana citoplasmatica y un citoplasma denso. Fermentan los mismos

azicares con formacién de gas que la forma normal del A. tumefaciens

y producen sulfhidrico y amoniaco y dan la reaccién del indol.

Son patigenas para las plantas, produciendo tumores de tamafio y
aspecto macroscopico iguales a los producidos por la forma normal.
Las formas L fueron recuperadas de los tumores producidos por ellas.

Se comparan estas propiedades con las de las formas normales y
formas L no estables y se apunta la posibilidad de que las formas L
estables sean mutantes de la forma normal, inducidos por la glicocola,
que tengan enzimas defectivas para la formacién de las estructuras
rigidas de la pared celular.

SUMMARY

Fixed forms of Agrobacterium tumefaciens were obtained from
two strains A.T.B. and A.T.vid through 50 transfers in media with
4 per cent glycine. They did not revert to the normal form in media
without glycine after more than 360 transfers.

They grow in solid and liquid media, their colonies are round,
gelatincus and transparent, they have not the typical appearence of
L colonies with the dark centre. Microscopically, they are formed by
spherical elements of very regular size, 0.8 p; only a few very big
forms can be observed. At the electron microscope a suspension of
L forms showed a flexible cell wall, cytoplasmic membrane and a
dense cytoplasm. They also showed big capsule. The capsular material
was composed of two different structural materials; one amorphous
easily removable by washing in water and a fibrous material which
remained attached to the cell wall. ,

The L forms fermented the same sugars than the normal parental
strains, they were pathogenic for Phaseolus vulgaris inducing the
formation of crown-gall of the same size and macroscopical appearence
than those induced by the normal form, the L form was recovered
from crown-gall induced by them.

A comparison of the properties of normal, L unstable and fixed
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L form was made, and the possibility of being ‘these fixed L. forms a
glycine induced mutant with defective enzimes for the formation of
rigid structure of the cell wall is discussed.
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INTRODUCCION

Los autores, en un trabajo anterior (87), estudiaron las diferencias
en caracteres morfolégicos y de crecimiento en diferentes medios, de-
una raza de Staphylococcus aureus, sensible a la bencilpenicilina y tipo
fago 42D y de un mutante de la misma, obtenido en este laboratorio,
resistente a la bencilpenicilina y tipo fago 80. En unién de aquellas di--
ferencias, se estudian en el presente trabajo los llamados factores de
patogenicidad de! estafilococo en ambas razas, con objeto de establecer
relaciones y posibles conclusxones sobre la v1rulen01a y resmtenma del’
estafilococo. :

Precisamente en relacién con tales factores de patogenicidad, del
tipo de toxinas y de enzimas, se ha realizado una separacién de razas
de estafilococo virulentas, de las avirulentas, al tiempo que se han su-'
gerido hipotesis sobre el posible papel de tales factores en la iniciacién
de la infeccién estafilocdcica. Sin embargo, a pesar de la abundaiite
bibliografia existente, hasta el momento presente no se conoce ningin'
buen método que nos dé el grado de virulencia de una detérminada-
raza de estafilococo, asi como que nos determine el grado de resisténcia
del organismo humano o animal, tal como se desprende de las revzsxo—‘
nes que sobre el estafilococo realizaron varios autores (6; 9, 17). )

Se afirma (20) que la patogenicidad es la expresién de una relacwn
especifica y dindmica entre pardsito y organismo, siendo éste el 'medio’

Micreblol, Espafi., 15 (1962), 231. t
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ambiente de aquél; en el caso de la infeccidén estafilocéeica, la patoge-
nicidad depende de la virulencia del germen (ésta se asocia con sus
caracteres bioldgicos) y de la resistencia del organismo (la cual se aso-
cia con mecanismos de fagocitosis y con determinados factores del
plasma).

Se han estudiado una serie de factores de patogenicidad, de los cua-
les unos se-demostraron mas fundamentales que otros. Nosotros revisa-
mos los siguientes: leucocidina, hemolisina, coagulasa, tributirinasa, pe-
nicilinasa, fosfatasa y transaminasa; de cada uno de los cuales hacemos
una breve revisién bibliografica.

La mayoria de las razas virulentas de estafllococo producen leucoci-
dina en cantidades variables, siendo su actividad la de destruir los leu-
cocitos. Se ha demostrado en estudios de fagocitosis que la destruccién
de los leucocitos polinucleados, después de la ingestién de estafilococos
por los mismos, se debe a la actividad de esta toxina. Se ha determi-
nado que el estafilococo produce, por lo menos, tres leucocidinas (49),
una de las cuales ataca especificamente a los leucocitos, inhibiendo su
respiracién, disminuyendo la velocidad de la glicélisis, variando la per-
meabilidad y otros caracteres.

En relacién con esta toxina sabemos se encuentra el fenémeno de
fagocitosis, cuyo mecanismo atin no es bien conocido (45). En relacién
con esto, el problema fundamental est en mantener in vitro las condi-
ciones mas similares a lo que sucede in vivo, para poder interpretar
los resultados obtenidos adecuadamente, sobre todo en su aspecto cuan-
titativo (31). Sobre fagocitosis de estafilococos es necesaria atin més
experimentacién, segiin afirman algunos autores 4, 24).

‘También las razas virulentas de estafilococo producen hemolisinas,
de las cuales podemos sefialar por lo menos tres: una alfa-hemolisina,
que destruye hematies de conejo, pero mo de cordero o humanos y:
que parece 1io es fundamental en la patogenicidad; una beta-hemolisina,
que .destruye hematies de cordero, pero no de conejo o humanos, y
una delta-hemohsma, que destruye hethaties de - conejo, cordero y hu-
manos ¥ que la producen el 90 por ciento de los estafilococos virulentos
humanos y que generalmente estd asociada a la alfa-hemolisina. La
delta-hiemolisina fue la mis estudiada (26), encontrdndose su maximo
de actividad a pH 6,8-7,1; en su curva de actividad hemolitica pre-
senta una velocidad inicial rdpida, con cambio brusco a velocidad
lenta; las otras hemolisinas producen curvas mds bien de tipo sigmoi-
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dal. Las hemolisinas fueron también muy estudiadas (39), en relacién
con su produccién y purificacién, influencia de los componentes del
medio en su produccion e influencia de varios factores sobre su ac-
tividad. '

Puede afirmarse que el factor del estafilococo mas relacionado con
su patogenicidad es la coagulasa, enzima que tiene la propiedad de ha-
cer coagular el plasma sanguineo. Para producirse esta coagulacién se
necesita el concurso de un factor del plasma mismo, factor coagulasa
reactivo, conocido ya hace algin tiempo (23) y del que hay diferentes
cantidades en cada tipo de plasma; por sus propiedades se parece a la
protrombina. ’

La produccién de coagulasa (12) varia con la raza del estafilococo -
y con la composicién del medio, siendo su produccién mdxima en la
fase estacionaria del crecimiento. Duthie (16) demuestra la existencia
de dos coagulasas, una unida a la célula y que da una reaccion de
precipitacién con el plasma sanguineo y no necesita factor coagulasa
reactivo, y otra exocelular, que es la que produce la coagulacién del
plasma antes mencionada. Algunos autores estudiaron el mecanismo de
coagulacién (15), asi como la inhibicién de este fenémeno (32) por al-
gunas sustancias.

La coagulasa parece que también tiene accién de fosfatasa (25). Los
autores, en general, estudiaron mas la naturaleza de la coagulasa y su
modo de accidn que el cardcter bioldgico de la misma en el estafilococo;
por esta razén, interesa mas trabajo en esta direccién. Algunos autores
en vez de estudiar la accidn coagulasa o estafilocoagulasa sobre el plas-
ma sanguineo, logran preparar medios selectivos (51), en los cuales las
razas coagulasapositivas dan crecimiento caracteristico.

También en relacién con la actividad estafilocoagulasa, algunos au-
tores (18, 47, 50) cbservan que el suero humano normal tiene actividad
antibacteriana. Por ejemplo, los estafilococos productores de coagulasa
crecen en suero normal, mientras que los no productores no crecen y
esto sélo se demuestra en sueros frescos. Se comprende que esto se
debe a un factor antibacteriano del suero relacionado con la actividad
coagulasa; tanto es asi, que si a las razas no productoras se afiade coa-
gulasa purificada, crecen en el suero. Las razas productoras de coagu-
lasa son las virulentas y son las que crecen. El mencionado factor anti-
bacteriano se localiza en la fraccion globulinica del suero humano, de
conejo y caballo. Relacionado con esto, Murray y cols. (33) observan que
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fa gammaglobulina interfiere el estafilococo y sus productos, en espe-
eial la coagulasa. )

Las enzimas que hidrolizan grasas son esterasas; una de éstas es la
tributirinasa, que acttia especificamente sobre la tributirina. Los gér-
menes hidrolizan muchas sustancias grasas y, por ejemplo, Davies (13)
demuestra que el estafilococo produce una exolipasa. Se demostré (14)
que preparaciones de estafilocoagulasa, de una serie de substratos gra-
sos, solamente actian sobre la tributirina; esta accién se asocia a una
enzima que se puede separar de la coagulasa y que mereci6 alguna
atencion.

Una enzima scbre la que se ha acumulado mucho trabajo es la
penicilinasa, que tiene la propiedad de destruir la penicilina. Esta enzi-
ma se encuentra en numerosos gérmenes y tanto intracelular como ex-
tracelularmente. Kirby (27) fue el primero que la describié6 en el esta-
filococo, aunque donde fue m4s estudiada fue en el Bacillus cereus (36).

Respecto a la penicilinasa estafilocdcica, asi como hay razas resis-
tentes a la penicilina y productoras de penicilinasa, también hay razas
resistentes que no producen penicilinasa (7), lo que quiere decir que la
resistencia no siempre se debe a la produccién de esta enzima. Nume-
rosos factores (5) influyen en su produccién y esto es importante (57)
en relacion cen la patogenicidad del estafilococo, sobre lo que se ne-
cesita mas trabajo experimental.

Es interesante y muy estudiado el fenémeno de la induccién de re-
sistencia del estafilococo a la penicilina, con o sin produccién de pe-
nicilinasa. Todavia se discute si la penicilinasa estafilocécica es indu-
cible o no, aunque parece que la opinién general se inclina por lo pri-
mero. Claro que, como ocurre frecuentemente en bacteriologia, todo
depende de la raza utilizada; de aqui la dificultad de las generaliza-
ciones en este terreno. ‘

Los estafilococos que crecen in vivo pueden diferir en actividad en-
zimatica y metabélica de cuando crecen in vitro y ésto puede ocurrir
también con el fenémeno de induccion y factores que en ella influyen,
estudiados por varios autores (1, 19, 21-22, 29, 44). Por ejemplo, las ne-
tesidades nutritivas de las razas productoras o no de penicilinasa,
son similares, aunque parece que las no productoras no pueden sinte-
tizar amino4cidos esenciales al crecimiento (8). También algunos auto-
res (41-42) buscaron inhibidores especificos de la actividad penicilina-
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sica, pero las sustancias hasta el momento probadas con éxito resultaron
téxicas para el organismo.

Otra erzima muy estudiada en relacién con la patogenicidad del
estafilococo fue ia fosfatasa (2, 10-11, 46, 52), que separa grupos fosfato
de numerosos substratos orgdnicos. Parece que la fosfatasa producida
por-el estafilococo tiene cierta correlacién con la produccién de coagu-
lasa y hemolisina, lo cual tiene cierto interés diagndstico. Barnes y Mo-
rris (3) hacen un estudio cuantitativo de la fosfatasa del estafilococo en
funcion de varios factores, como: substrato, tiempo de incubacién, pH,
edad del cultivo, etc. ‘

Por dltimo, una enzimas interesantes en todo tipo de microorganis-
mos (30) son las transaminasas, encargadas del transporte de grupos
aminicos desde aminoicidos a cetoicidos. Han sido estudiadas en nu-
merosos gérmenes, aunque muy poco en el estafilococo. Solamente Lam
v Sevag (28) estudiaron transaminasas de estafilococos sensibles y re-
sistentes al sulfatiazol, demostrando que la adquisicién de resistencia
se acompafia de disminucién de actividad transamindsica, punto muy
interesante a estudiar.

Sobre todos estos factores que hemos revisado someramente es so-
bre lo que trata ¢l presente trabajo, con el fin de buscar relaciones con
los caracteres morfoldgicos y de crecimiento estudiados anteriormente
y tratando de buscar una generalizacién al fenémeno de resistencia y
de virulencia. s

MATERIALES Y METODOS

Como gérmenes, empleamos la raza de Staphylococcus aureus 209-P
(sensible a la bencilpenicilina y tipo fago 42D) y el mutante esponta-
neo de !la misma cbtenido en nuestro laboratorio (resistente a la ben-
cilpenicilina y tipo fago 80). Ambos se mantienen por pases semanales
en medio antibiético ntm. 3, de Difco.

Para seguir el fendmeno de fagocitosis, en un tubo de hemdlisis co-
locamos 1 ml de sangre humana oxalatada reciente, con un asa de cul-
tivo de veinticuatro horas, de estafilococo (o de filtrado) y se incuba en
bafio a 37 °C; a diferentes intervalos de tiempo, se toma una muestra,
sobre la que por la técnica normal, se hace: recuento globular, férmula
leucocitaria y recuento de estafilococos (método de 'Wright). La activi-
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dad leucocidinica se determina por el porcentaje de leucocitos desapa-
recidos en un tiempo determinado en cada experiencia.

La determinacién de hemolisinas se realiza por el método cuantita-
tivo de Roberts (38), para lo cual una suspensién de hematies al 5 por
ciento en disolucién salina, se pone en un tubo de hamdlisis, con igual
volumen de cultivo o*filtrado de estafilococo; se incuba en bafio a 37 °C,
de donde a intervalos de tiempo se toma una muestra y determina la
extincion en fotocolorimetro (filtro 53) Kipp; si el color es muy intenso,
se hace dilucién al 1/5. Como testigo de la hemdlisis se emplea una
suspension de hematies en igual volumen de agua destilada, lo que pro-
duce un 100 por ciento de hemdlisis. Se emplea un tubo para cada
muestra y experiencia.

La determinacién de la exocoagulasa se realiza por el método de
Duthie (16), para lo cual, en tubo de hemdlisis se pone 0,5 ml de plas-
ma reciente al 1/10 y 5 gotas de cultivo de estafilococo de veinticuairo
horas; se incuba en estufa a 37 °C y se observa la coagulacién a inter-
valos de tiempo que se indican m4s adelante. Para aislamiento de co-
lonias productoras de coagulasa, empleamos el medio agar-telurito-gli-
cina, donde crecen como colonias negras, tanto de la raza sensible
como de la resistente.

La determinacién de la actividad tributirindsica. se realiza por el
método indicade por Otero y Regueiro (34), valorando los 4cidos gra-
sos liberados del substrato de tributirina, con KOH, 0,05 N en metanol,
empleando fenolftaleina como indicador.

La determinacion de la penicilinasa se realiza por el método yodo-
métrico de 'Weiss (48). En cuanto a la induccién de resistencia, lo ha-
cemos de la manera siguiente: a 250 ml de cultivo de estafilococo a
87 °C durante veinticuatro horas, afiadimos 25, 50, 100 y 200 U. I. de
bencilpenicilina/1 ml; se deja durante dos horas, se centrifuga y el se-
dimento de gérmenes se deseca en acetona y éter; a 20 mg de gérmenes
desecados se afiaden 100 ml de agua destilada y 100 mg de bencilpe-
nicilina; a intervalos de tiempo se toma una muestra y se hace la de-
terminacién yodométrica por el método antes mencionado, determi-
nando de esta manera la penicilinasa intracelular.

La determinacién de fosfatasa se realiza por el método indicado por
Otero y Regueiro (35), en el que a 1 ml de beta-glicerofosfato sédico al
10 por ciento, con 5 ml de tampén de veronal, se afiaden 0,5 m] de fil-
trado de cultivo de estafilococo ¢ 10 ml de gérmenes desecados; se
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deja en baifio a 25 °C durante tres horas; ahora se afiade 1 ml de SO,H,
N, se filtra y en el filtrado se determina el fésforo inorganico liberado,
por método colorimétrico. El fésforo liberado por la enzima es la di-
ferencia entre el liberado por la enzima activa y el liberado por una
preparacion igual, inactivada. ’

Por dltimo, la actividad transamindsica se hace determinando las
glutamico-oxalacético y glutdmico-pirdvico transaminasas (GOT y
GPT), por el método colorimétrico dado por «Sigma Co.» (43), con sus
reactivos, por lo que agradecemos su desprendimiento.

EXPERIENCIAS Y RESULTADOS

Se desarrollan a continuacién las experiencias realizadas y los re-
sultados obtenidos en ellas, con las razas sensible y resistente de Sta-
phylococcus aureus, en cada caso. Se estudian algunos factores que cree-
mos de posible influencia en la actividad de las toxinas y enzimas ob-
jeto del trabajo.

a) Actividad leucocidinica

Ya dijimos anteriormente que se conoce por determinacion del por-
centaje de destruccién de leucocitos. En una experiencia primera, ha-
cemos el recuento de leucocitos a los treinta, sesenta y ciento veinte
minutos; se determina que no hay variacion en el nimero de monoci-
tos. linfocitos y mononucleares eosinéfilos, baséfilos o neutréfilos, cuan-
do se afiaden a la sangre cultivos de estafilococo sensible o resistente.
En cambio, en los neutrdfilos polinucleares se observa lo expuesto en
el cuadro 1.

Cuadro 1
| Sangre con Sangre con
Sangre-testigo estafilococo estafilococo
Minutos i sensible | resistente
| Porcentaje
0 59 59 : 59
80 ‘ 58 55 56
60 59 44 56
120 60 45 56
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Es decir, que la presencia de estafilococo en la sangre produce lisis
de leucocitos debido a su actividad leucocidinica. Se observa que esta
actividad es mayor en la raza sensible que en la resistente, y que a
partir de los sesenta minutos no hay aumento de actividad o lisis.

Para saber dénde reside la mayor actividad leucocidinica se realiza
otra experiencia, con cultivo total de estafilococo, filtrado del mismo,
sobre sangre total o solamente glébulos sanguineos. Como en la expe- -
riencia anterior, a los treinta minutos, no hay variacién en el ntimero de
monocitos, linfocitos y mononucleares eosindfilos, baséfilos o neutré-
filos; en cambio, en los neutrdfilos polinucleares observamos lo ex-
puesto en el cuadro 2.

Cuadro 2
Sangre con Sangre con
Sangre-testigo estafilococo estafilococo
sensible resistente
) |M< ! Porcentaje |
Con cultivo total 60 36 38
Sélo con filtrado 60 52 48
Con cultivo total y solamente .
glébulos 60 42 87

Se demuestra actividad leucocidinica en todos los casos probados.
La actividad se encuentra tanto en el filtrado como en el cultivo total.
Por otro lado, puede sefialarse que la presencia del plasma (por lo me-
nos en las condiciones experimentales empleadas) no influye en la ac-
tividad leucocidinica del estafilococo, tanto sensible como resistente.

Interesaria conocer si la presencia de penicilina en la sangre, en
dosis terapéuticas (0,6 U. I./1 ml de sangre) afecta a la actividad leu-
cocidinica. Para esto se prepara una experiencia como las anteriores,
con y sin penicilina; los resultados referidos a los neutréfilos polinu-
cleares se recogen en el cuadro 8.

Cuadro 3
| ) Sangre con Sangre con
Sangre-testigo estafilococo estafilococo
Sangre sensible resistente
. I | Porcentaje o
Normal 60 36 . 38
Con penicilina 60 40 . 42




Factores. de patogenicidad del S. aureus 239

Se observa que la presencia de bencilpenicilina inhibe muy poco la
actividad leucocidinica en los dos casos del estafilococo, sensible y re-
sistente.

Asimismo, nos interesa conocer si la presencia de lisozima en la
sangre afecta a la actividad leucocidinica, sabiendo, por otra parte, que
la lisozima estd siempre presente -en los fldidos orgénicos en diferentes
concentraciones. Se realiza la experiencia como en los casos anteriores
v se determina la cantidad de leucocitos a los treinta minutos. También
como entonces, la actividad sélo se manifiesta, sobre todo, en neutré-
filos polinucleares y muy poco en los monocitos. Los resultados obte-
nidos se exponen en el cuadro 4.

Cuadro 4
Sangre con | Sangre con
P Sangre-testigo estafilococo estafilococo
gamrilas:/zrlxi?lil,itro sensible |  resistente
| ‘Porcentaje |

Testigo (sin lisozima) 60 55 56

12,5 ' 60 53 ’ 52

25,0 60 47 43

50,0 60 42 42

100.0 60 32 36

Observamos que el aumento en la concentracién de lisozima se
acompafia de aumento proporcional de actividad leucocidinica o, por
lo menos, de lisis de leucocitos, tanto con estafilococo sensible como

resistente.

b) Fagocitosis de estafilococos

Ya sefialdbamos en la parte correspondiente a los métodos, que la
fagocitosis de gérmenes se determinaba por el nimero de leucocitos
que se veian con gérmenes intracelulares y en proporcion al total de
leucocitos.

En cxtensiones de sangre total con estafilococos, en la forma que se
indicaba en los métodos y a los treinta minutos, se observa fagocitosis
en un 92 por ciento de leucocitos polimicleares, en el caso del estafi-
lococo sensible, y del 78 por ciento, en el caso del estafilococo resis-
tente. Si la experiencia se realiza solamente con glébulos; es decir, en

9



1240 ‘ : E. Porto y B. Regueiro

ausencia de plasma, las cifras son, respectivamente, del 90 y 76 por
ciento, es decir, que no hay variacién apreciable o significativa. De
aqui se podria deducir que en las condiciones experimentales emplea-
das, el plasma no influye en la fagocitosis.

Aparte de los estafilococos fagocitados, se observa abundancia de
ellos extracelularmente: También observamos que en las preparaciones
de sangre total estos estafilococos extracelulares se encuentran mis li-
sados o deformados que en el caso de emplear solamente glébulos san-
guineos. lo que podria indicar actividad del principio antibacteriano de
la sangre. Por otra parte, en el caso del estafilococo sensible aparecen
formas mds aumentadas de tamafio; en cambio, en el estafilococo re-
sistente, las formas estdn mas lisadas.

Come en las experiencias de leucocidina, interesa aqui conocer si la
presencia de penicilina en sangre en concentraciones terapéuticas (0,6
U. I./1 ml de sangre) afecta en algo a la actividad fagocitaria. En la
experiencia realizada, vemos que la fagocitosis normal del 92 por ciento
(estafilococo sensible) y del 78 por ciento (estafilococo resistente) pasa
a 92 y 86 por ciento, respectivamente, en presencia de penicilina; lo
cual quiere decir que no hay variacién en la fagocitosis de la raza sen-
sible. pero si en la de la resistente. También observamos que en la
“sangre tratada por penicilina aparecen un 80 por ciento de formas glo-
bosas de estafilococo (3 veces mayores que-las normales), abundando
por otra parte, las formas aisladas y muy escasos agrupamientos (1/3
campos). Las formas globosas también se fagocitan. Estos casos pueden
producirse por accién de la penicilina sobre los gérmenes.

También probamos si la presencia de lisozima afecta en algo a la
actividad fagocitaria de los leucocitos. En la experiencia realizada, ve-
mos que la fagocitosis normal del 92 por ciento (estafilococo sensible)
y del 78 por ciento (estafilococo resistente) pasa en los dos casos al 95
por ciento, es decir, hay un aumento general de la fagocitosis, que es
independiente de la cantidad de lisozima afiadida y que son las canti-
dades dadas en la experiencia de actividad leucocidinica. En estas ex-
periencias, los gérmenes tienden a agruparse cuando hay poca cantidad
de lisozima, pero cuando hay mds de 50 y/1 ml, los gérmenes tienden a
formar parejas y se hacen ovalados y al tiempo, de 4-6 veces mayores,
habiendo mas fagocitosis de estas formas globosas.

%
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c) Actividad hemolisinica

La actividad litica del estafilococo sobre los hematies de la sangre
puede determinarse cualitativamente y cuantitativamente; nosotros lo
hacemos por los dos métodos y con filtrados de estafilococo, libres de
gérmenes. En primer lugar, se prueban filtrados de raza sensible y re-
sistentes, sobre hematies de sangres diferentes; observamos actividad
sobre hematies de conejo, siendo negativa sobre hematies de cordero,

0284 - Sensible _ |
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Figura 1

caballo, ternera y humanos; en todos los casos también es negativa la
reaccién de hemolisina «calor-frio». Estas experiencias indican la pre-
sencia de alfa-hemolisina y el que todas las experiencias posteriores las
realicemos con hematies de conejo.

Se determina la actividad alfa-hemolisinica con diferentes cantidades
de filtrados de las razas sensibles y resistente, de veinticuatro horas, en
caldo comiin; los resultados se expresan en la figura 1.

Se encuentra que en todos los casos la produccion de alfa-hemolisi-

1
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na es mayor en la raza sensible. Filtrados de medio antibiético ntim. 3,
de Difco, también por veinticuatro horas, aunque dan menos actividad
que en el caso anterior, sigue siendo la produccién de la raza sensible
mayor que la resistente. _

Se realiza ahora una experiencia en medio de caseina hidrolizada
(Difco), empleando filtrados de seis, catorce y veinticuatro horas, de las
dos razas, sensible y resistente. En todos los casos, la produccion siem-
pre es mayor en la raza sensible, aunque menos que en el caso de los
dos medios anteriores. Los niveles de produccién de alfa-hemolisina
en cada caso y a las quince horas podrian expresarse segtin el cuadro 5.

Cuadro 5 c
Filtrado Acﬁﬁdad,pdxmnnqe:
- del cultivo, i
horas | Raza sensible | Raza resistente
6 30 25
14 54 QS

24 78 70

Se deduce de estos resultados que la produccién de alfa-hemolisina
guarda estrecha relacién con la edad del cultivo y con la raza de esta-
filococo empleada.

d) Actividad coaguldsica libre

Habiendo sefialado la importancia que las coagulasas tienen en la
patogenicidad del estafilococo, es por lo que realizamos su determina-
cién en nuestras razas sensible y resistente, empleando plasma huma-
no o de conejo.

En una primera experiencia, con cultivos de veinticuatro horas y
plasma humano al 1/10, observamos que la raza sensible coagula més
que la resistente, a los sesenta minutos; tanto, que una gota de la pri-
mera tiene el mismo efecto que cuatro de la segunda. Esta actividad da
los mismos resultados sobre plasma de conejo. Sin embargo, en una ex-
periencia posterior, se demuestra que la raza sensible es mds activa
sobre plasma de conejo que sobre el humano.

12
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'Se realiza ahora una experiencia cuantitativa con plasma humano
y de conejo, diluidos al 1/10 y en presencia de cantidades variables de
filtrados de estafilococo en caldo comiin durante veinticuatro horas;
los resultados a las cuatro horas son los expuestos en el cuadro 6.

Cuadro 6
1
* Con plasma humano Con plasma de conejo
Filtrado, l e
mililitros | Estafilococo Estafilococo Estafilococo Estafllococo
sensible resistente sensible resistente
0,200 ++ ++ 4+ ++
0,100 ++ + ++ ++
0,050 + + + +
0, 025 4 I + +

- 0,012 — — — —

Se observa una mayor actividad de la raza sensible. Si las pruebas
se realizan en plasmas de ternera, cordero y caballo al 1/10, en tedos
los casos da reaccién de coagulasa, sobre todo en el plasma de caballo,
lo que indica presencia de factor coagulasa reactivo; asimismo, la ac-
tividad es siempre mayor con la raza de estafilococo sensible.

También ambas razas, sensible y resistente, dan colonias negras
{coagulasapositivas) cuando se inoculan en medio agar-telurito-glicina,
pero se observa alguna diferencia incubadas a 37 °C durante veinticua-
tro horas, pues la raza sensible tieride a ser confluente segiin se observa

en las figuras 2-3. '

e) Actividad tributirindsica

Conocida es la presencia de actividad tributirindsica en cultivos de
estafilococo; nosotros realizamos algunas experiencias sobre esta enzima
en gérmenes desecados y en filtrados de las razas sensible y resistente.
En primer lugar. no se observa actividad en los filtrados, lo que indica
la naturaleza intracelular de esta enzima. Determinando la act1v1dad
tributirindsica intracelular, se observa que ésta es mayor en la raza
sensible, como se indica grificamenie (figura 4). '
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Se observa que su produccién se inicia a las veinticuatro horas apro-
ximadamente hasta las noventa y seis horas. Si se prolonga el tiempo de
cultivo, aparece actividad tributirindsica en los filtrados, lo cual indi-
caria lisis de los estafilococos.

Ya sefialamos anteriormente la existencia de discrepancias en cuan-
to al origen de la penicilinasa estafilocécica. En este trabajo sélo rea-
lizamos algunas experiencias con la raza resistente, pues como es 16
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Figura 4

f) Actividad penicilindsica

gico pensar, la raza sensible no produce esta enz1ma, o por-lo menos
no se detecta por Jos métodos empleados.

La produccién de penicilinasa por la raza resistente de estafilococo
es variable; esto se demuestra aislando varias colonias en placa y de-
terminando su capacidad de produccién. Nosotros lo hacemos con cinco
colonias y determinamos la actividad penicilindsica en el germen de-
secado y en el filtrado de cultivo en caldo comtin durante veinticuatro
horas. Observamos en la figura 5 que la maxima produccién corres-
ponde a la colonia 3, tanto exo como intracelularmente.

Determinamos si el proceso de desecacién de gérmenes afecta para
algo a la actividad penicilindsica y en la correspondiente experiencia
no observamos diferencias apreciables.

16
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. Se hace una experiencia para ver la velocidad y produccién de pe-
nicilinasa exocelular durante el crecimiento del estafilococo a 37 °C,
en caldo comtin, en agitacién. Se toman muestras, a intervalos de tiem-
po, que se centrifugan y en el liquido se determina la actividad peni
cilindsica. Los resultados se expresan en la figura 6. Se observa que la
actividad comienza a las dos horas, quedando estacionaria a partir de
las seis horas. En otra experiencia se hace lo mismo, pero realizando

{’,enici-
Desecado '{‘J.alsa Filtrade

Figura 5
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Figura 6
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determinaciones en filtrado, germen desecado y germen lavado (fi-
gura 7).

Otra serie de experiencias se relacionan con la induccién de pro-
duccién de penicilinasa por el estafilococo. Nosotros, con las razas R,
R2, RS, tratadas respectivamente con 25, 50 y 100 U. L. de bencilpeni-
cilina /1 ml de medio; realizando determinaciones de actividad, tanto
exo como intracelularmente, no observamos caso alguno de induccién
de penicilinasa.

Como algunos autores sefialan que el hierro y la oxina (8-hidroxi-
quinolina) inhiben la induccién y la _produccién de penicilinasa, rea-
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Figura 7

lizamos una experiencia para comprobar este extremo, empleando con-
centraciones de hierro y oxina de 2X10~5 M, hasta 8,3X107* M; en .
ninguno de los casos observamos variaciones en la actividad penicili-
nésica, ni en la posible induccién ae\la misma.

g) Actividad fosfatésica

Determinamos la actividad fosfatdsica en razas sensible y resistente
de estafilococo, tanto en filtrado como en germen desecado, a partir
de un cultivo en caldo comin a 37 °C, durante veinticuatro horas. Los
resultados se expresan graficamente (figura 8). o

‘Observamos actividad en todos los casos, pero sobre todo intracelu-
lar en la raza resistente. :

Determinamos la sensibilidad a la temperatura de la fosfatasa in-
tracelular de las razas sensible y resistente del estafilococo cultivado

is ' .
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en caldo comtn a 87 °C, durante veinticuatro horas. Haciendo expe-
riencia de inactivacién a partir de 20 °C hasta 100 °C, permaneciendo
cada 10 °C durante quince minutos, encontramos el nivel de inactiva-
cién para la raza sensible entre 80°-90 °C, siendo para la raza resistente
entre 90°-100° C.
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Por otra parte, determinamos el pH optimo de actividad de ambas
fosfatasas, expresando los resultados en la figura 9.

Observamos que el pH 6ptimo de la fosfatasa de la raza sensible esta
en 5.8, disminuyendo después rdpidamente hacia ambos lados; el pH
éptimo de la fosfatasa de la raza resistente estd entre 54-6,0, perma-
neciendo bastante estable hacia el lado alcalino.

Un posible factor importante en la actividad fosfatdsica son los
iones metdlicos. Nosotros estudiamos la posible influencia del magne-’

Miligramos

L Ll . T
0,0001 0,001 0,01 , 0,1 1 mol

Figura 10

sio, zinc, manganeso, cobre y hierro sobre la actividad fosfatdsica de
las razas sensible y resistente del estafilococo. Las concentraciones mo-
lares empleadas fueron entre 0,0001-1. Se observé que el magnesio no
influye en caso alguno, lo mismo que el manganeso; el zinc y el cobre
parece que influyen ligeramente, produciendo inhibicién a concentra-
ciones elevadas. La accion del hierro se expresa graficamente en la
figura 10. .

Es decir, que a partir de una concentracion 0,01 mol, se produce
una inhibicién de las fosfatasas, en especial de la raza resistente.

20



Factores de patogenicidad del S. aureus 251"

h) Actividad transamindsica

Se realizan determinaciones de la GOT y GPT, en gérmenes lava-
dos, gérmenes desecados y en filtrados de las dos razas, sensible y resis-
tente, del estafilococo, sin que en caso alguno hayamos podido detec-
tar actividad transamindsica.

DISCUSION )

En un trabajo anterior, los autores (37) sefialaban que el estafilococo
presentaba atn amplias perspectivas de investigacién, sobre todo en
la parte referente a los mecanismos bioquimicos, origen de su patogeni-
cidad y de sus relaciones con los mecanismos de defensa del organismo.
Como el origen de la patogenicidad aiin no estd conocido completa-
mente, son de interés todos los estudios que se orienten a esclarecer
en algo tal proceso. De ahi el interés de los trabajos sobre caracteres
morfolédgicos, fisiolégicos y bioquimicos y sus posibles relaciones entre
ellos y con factores de defensa del organismo que se encuenlran en la
sangre.

En el primer trabajo estudidbamos la raza de Staphylococcus au-
reus 209-P, sensible a la penicilina y tipo fago 42D, que se considera
normal, y un mutante de la misma que se encontré era resistente a la
penicilina y tipo fago 80. Es decir, que se encontré que la variacién
de sensible a resistente a la penicilina, se acompafié de un cambio de
tipo de fago del 42D al 80. Al mismo tiempo habiamos encontrado que
la raza mutante crecia mas y mejor en todos los medios de cultivo em-
pleados, contenia menor cantidad de ARN y ADN, y adquiria también
resistencia al sulfafurazol y aumentaba ligeramente su sensibilidad a
otros antibidticos. Como continuacién de todo esto, nos interesa cono-
cer las posibles variaciones que ocurren en los llamados factores de
patogenicidad. .

En primer lugar, las dos razas empleadas son tedricamente patége-
nas, pero la segunda (tipo fago 80) se conoce que es mds virulenta y
mas estable, seglin numerosos autores; veremos si esto concuerda con
nuestros resultados. ' '

Las dos razas que estudiamos producen leucocidina, aunque la sen-
sible lo hace en mayor cantidad, tanto exo' como intracelularmente, no

2L,
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influyendo en esta actividad ningin factor del plasma sanguineo. Esta
actividad se dirige preferentemente hacia los neutréfilos polinucleares
y algo sobre los monocitos. Por otra parte, la penicilina influye muy
poco en esta actividad; en cambio, la lisozima tiene tendencia a au-
mentar la accién leucocidinica, seguramente por facilitar la entrada
de los estafilococos. ,

Son mas sensibles a la fagocitosis los estafilococos sensibles (92 por
ciento) que los resistentes (78 por ciento), razén quizis a la que se deba
una mayor destruccién de leucocitos por la raza sensible; el plasma
sanguineo tampoco influye en esta accién in vitro. Observamos la pre-
sencia de un factor antibacteriano, porque los gérmenes exocelulares
estdn mds lisados en presencia de plasma que en presencia de glébulos
sanguineos. ‘

Decimos méas adelante que la raza sensible produce mds coagulasa,
quiz4s por esto se forma alrededor de ellos una capa mayor de fibrina,
por lo cual aparecen de mayor tamafio; estas formas también son fago-
citadas, lo que indica que la fagocitosis es més bien un proceso meca-
-nico de ingestion. . ‘

La penicilina no afecta, en general, al proceso de fagocitosis; en
cambio, aparecen muchas formas globosas de estafilococo (80 por cien-
to), debidas seguramente a la accién de la penicilina sobre el estafi-
lococo. Por otro lado, la lisozima hace aumentar la fagocitosis, quizds
por una mayor sensibilizacién de los gérmenes. Los cambios de forma
o agrupacién de los gérmenes no parece que afecten a la fagocitosis,
y de hacerlo, es en el sentido de favorecerla.

También Jas dos razas, sensible y resistente, estudiadas producen
hemolisina, del tipo alfa-hemolisina, como también en el caso de la
leucocidina; aqui la raza sensible produce o es mds activa que la re-
sistente, variando esta actividad segiin el medio de crecimiento.

. Tanto la raza sensible como la resistente producen coagulasa libre
:que actiia sobre varios tipos de plasma (humano, conejo, caballo, ter-
nera, cordero), lo que indica la presencia en todos ellos.de un facior
coagulasa reactivo, en -cantidades variables. Como en los dos factores
-anteriores, también aquf la raza sensible es mds activa que la resistente
(observamos que hasta cuatro veces mas). El crecimiento de ambas ra-
zas en medio agar-telurito-glicina demuestra, a un tiempo, la produccién
de coagulasa y que las colonias del estafilococo sensible presentan una
morfologia diferente a las del resistente, con una especial tendencia a
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hacerse confluentes. Se acepta hoy totalmente que la prueba coagulasa
es caracteristica de las razas de estafilococos patdgenos.

Como con los factores anteriores, las dos razas, sensible y resistente,
de estafilococo poseen actividad tributirindsica, que en los dos casos
es de tipo intracelular y mayor en la raza sensible; se observa que su
produccidn se inicia a las veinticuatro horas y dura hasta las noventa
y seis; a partir de este tiempo aparece actividad en los filtrados,
seguramente debida a autdlisis de los estafilococos.

Mucho irabajo ha sido realizado sobre la enzima penicilinasa en
general, y sobre la penicilinasa estafilocécica, en particular. Las discre-
pancias son grandes, sobre todo en lo relativo a la posible induccién de
esta enzima, aunque quizds el origen de todo esté en el caricter de
variabilidad de este germen. Asi nosotros encontramos actividad pe-
nicilindsica, solamente en la raza resistente, es decir, que asi como en
los factores precedentes, en general, las dos razas muestran actividad,
en esta enzima fue una variacién profunda. Claro estd que la afirma-
cién no puede ser completa, pues hay que tener en cuenta la sensibili-
dad de las técnicas utilizadas, que en este caso no es muy grande.

Que la variabilidad del estafilococo es grande, lo observamos aqui al
determinar la actividad penicilindsica de varias colonias aisladas, tanto
de penicilinasa exocelular como intracelular. Determinamos que la pe-
nicilinasa exocelular empieza a producirse a las dos horas de creci-
miento, cesando su produccién a las seis horas.

Las mayores discusiones sobre la penicilinasa estafilocécica se re-
fieren a su posibilidad de ser inducible o no, como decfamos antes.
Nosotros no encontramos aumento de actividad penicilindsica cuando
el estafilococo crece en presencia de penicilina, en concentraciones de
25-100 U. I1./1 ml de medio, probando varias razas resistentes y deter-
minando actividad, tanto exo como endocelularmente.

Por otra parte, no hemos podido determinar influencia del hierro
y de la 8-hidroxiquinolina en la actividad penicilinasica o en la induc-
cidn de la misma, como habian estudiado algunos autores; quizis de-
bido a la diferencia de razas empleadas.

Encontramos que ambas razas, sensible y resistente, del estafilococo
poseen actividad fosfatasica, pero en este caso la raza resistente da cin-
co veces mas que la sensible. Aunque casi todos los autores dan esta
enzima como intracelular, nosotros encontramos también actividad exo-
celular, aunque en menor. proporcién. Determinando las posibles di-
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ferencias entre fosfatasa de raza sensible y de raza resistente, obser-
vamos alguna en cuanto a la inactivacién por la temperatura, que es
algo mds baja en la sensible que en la resistente. En cuanto al pH dp-
timo de la fosfatasa, observamos una mayor diferencia entre la del es-
tafilococo sensible y la del resistente Varios autores sefialan como pH
6ptimo de la fosfatasa estafilocdcica el pH 6,0; nosotros encontramos
para la raza sensible el pH 5.8 y para la resistente 54-6,0; la raza
sensible, a su vez, es menos resistente a los pH alcalinos que la resis-
tente, lo cual indica una cierta diferencia.

Por ctra parte, se estudia el comportamiento de ambas fosfatasas
en presencia de diferentes concentraciones de diversos elementos me-
talicos. Asi, no encontramos influencia de los iones magnesio y manga-
neso, encontramos una ligera accién en el sentido de inhibicién de los
iones cobre y zinc. Observamos influencia marcada del ion hierro so-
bre las dos fosfatasas y, sobre todo, sobre la del estafilococo resistente,
a la que inactiva completamente a una congentracion 0,1 M.

En resumen, creemos que por la diferencia de inactivacion al calor,
pH 6ptimo de actividad y comportamiento en presencia del hierro nos
‘encontramos con dos tipos de actividad fosfatdsica.

Por dltimo, en ninguno de los casos encontramos actividad transa-
mindsica en las dos razas de estafilococo, sensible y resistente; creemos
que esto se debe especialmente a la técnica empleada en las determi-
naciones, lo cual merece un estudio especial,

Resumiendo todo este trabajo, podemos deeir que las dos razas de
estafilococo, sensible y resistente, producen los factores de patogenicidad
siguientes: leucocidina, hemolisina, coagulasa libre, tributirinasa y fos-
fatasa; en todos los casos, menos en el tGltimo, la raza sensible produce
mas que la resistente. La penicilinasa es s6lo producida poer la raza
resistente y no es de tipo inducido, en el caso por nosotros estudiado.
Estos resultados estin en contradiccion con la afirmacién de que la
raza de estafilococo resistente, al ser de tipo fago 80, tenga una mayor
actividad en factores de patogenicidad, eso que crece mejor en los me-
dios de cultivo. Es decir, que la variacion de sensible a resistente a la
penicilina, aparte de cambiar el tipo de fago (42D a 80), hace disminuir
la produccién de factores de patogenicidad, a excepcién de la fosfatasa.
Lo que no sabemos es cuél de todos los caracteres es el que inicia la
variacién, problema sobre el que continuamos este trabajo.
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RESUMEN

Continuando el trabajo sobre razas de Staphylococcus aureus y re-
laciones entre sus caracteres y factores de patogenicidad, estudiamos
la raza 209-P, sensible a la penicilina y tipo fago 42D, y una variacién
espontanea de la misma, resistente a la penicilina y tipo fago 80.

Determinamos que esta variacién se acompafia de disminucién en
la actividad leucocidinica, alfa-hemolisinica, coaguldsica libre y tribu-
tirindsica; en cambio, hay cambio de tipo de fosfatasa, acompafiado de
aumento de produccién de este nuevo tipo. A pesar de la mayor acti-
vidad de la raza sensible en los factores anteriores, ésta es mas sus-
ceptible a la fagocitosis, proceso en el que no influyen factores del plas-
ma, ni la penicilina, pero que, en cambio, aumenta por la accion de la
lisozima. La raza resistente adquiere la propiedad de producir penici-
linasa, que, en nuestro caso, no es de tipo inducible.

SUMMARY

Following the work on Staphylococcus aureus strains and its rela-
tions we study the 209-P strain, penicillin-sensitive and 42D phage type
and a spontaneous variation, penicillin-resistant and 80 phage type.

We specify that such a one variation it is accompanied by decrease
on activity of leucocidin, alfa-haemolysin, free coagulase, and tributy-
rinase; on the contrary, there is a change on the phosphatase type,
with increase in ils production. In spite of the larger activity of pre-
cedent factors on the sensitive-strain, this staphylococci is more sus-
ceptible to the phagocytosis, which process it s not affect by plasme
factors, nor penicillin, but increase by lisozyme action. The resistant-
strain produce penicillinase, that in the present case it is not inducti-

ble type.
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CAROTENOBACTER SUBTROPICALUM, NUEVA
ESPECIE DEL ORDEN PSEUDOMONADALES EN
SUELOS SUBTROPICALES DE TUCUMAN

POR

Anastasia pe ROKITZKA

En el estudio de la microflera del suelo de la provincia de Tucumén
(Argentina) fue descubierta una bacteria original impregnada de un
pigmento de color amarillo que espontdneamente pasa a rojizo.

Dicha bacteria fue encontrada por primera vez en un perfil del
suelo de la rizosfera del limonero, a la profundidad de 50 cm, pero
més adelante también en varios perfiles del suelo, fuera del sistema
radicular de las plantas.

La bacteria pigmentada estia difundida en el suelo de la provincia
de Tucumdn, independientemente del tipo de suelo y de la influencia
de las plantas, entre 25-75 cm de profundidad.

Presenta gran interés el hecho de que la bacteria pigmentada siem-
pre se desarrolla en las colonias compuestas, con algunos otros repre-
sentantes de la microflora del suelo.

Bien conocido es que las colonias compuestas de los microorganis-
mos del suelo se encuentran en varios lugares de nuestro globo, en
diferentes tipos dessuel‘o y clima..

De. tal modo, algunas colonias del Azotobacter, fijador del nitrégeno
atmosférico, conservan en sus colonias las bacterias que descomponen
la celulosa y que preparan los productos de su metabolismo muy favo-
rables para el Azotobacter, por ejemplo, la oxicelulosa.

Pero en las colonias compuestas, sin duda, no siempre existen re-
laciones mutuamente ventajosas para cada componente de la colonia,
sino también antagonismo y parasitismo.

Microbiol. Espafi., 15 (1962),,259. 1
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Tara nucstro estudio ha tenido interés comprender qué papel juega
la bacteria pigmentada en las colonias donde vive y también qué es
su pigmento coloreado y muy caracteristico para dicho biotipo de las
bacterias del suzlo.

MATERIALES Y METODOS

A) Morfologia de la bacteria pigmentada

El cultivo puro de la bacteria pigmentada fue sembrado sobre el
medio de agar-agar albuminado, de pH 7,0, a la temperatura de 28 °C.

Las colonias son de consistencia mucosa y densa, de forma redonda
y con los bordes lisos y color amarillo. En los medios naturales, como
los de zanahoria y patata, la bacteria forma una pelicula mucosa y bri-
llante.

Después de dos-tres meses, el p1gmento de las colonias, de color
amarillo, pasa espontdneamente a color rojizo. Ademds, el pigmento
de color rojizo aparece en colonias muy frecuentemente en los medios
de los cultivos artificiales con asparagina e inulina y también sobre
- zanahoria.

Las células de la bacteria pigmentada, bajo el microscopio, en gota
pendiente, tienen la forma de bastoncitos rectos con grinulos en sus
dos extremos, notdndose que algunos tienen gridnulos pequefiisimos en
todo el cuerpo. Estos granulos se pueden tefiir con el azul de Loeffler,
con matices metacromaticos. Las células tienen flagelos del tipo peri-
trico, porque la bacteria tiene una gran movilidad, pero desordenada
(figura 1). :

En la gota pendiente, las células se agrupan formando agregados
caracteristicos. Este fenémenb se puede ver cuando dos o tres células
tienen sus flagelos entrelazados, perdiéndose asi su movilidad; entonces
_ se agregan nuevas células, que muy pronto aumentan los. agregados
(figura 2).

Las dimensiones de las células corresponden a 1-2 p por 0,502 p
de anchura. La reproduccién se realiza por divisidn directa. La tempe—
ratura 6ptima de desarrollo es 28 °C, y la minima, 4 °C.

La reaccién del medio de cultivo mis favorable para la bacteria
pigmentada corresponde a un pH de 5,0-7,0.
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Los cultivos jovenes son Gram-negativos, pero los viejos se trans-
forman en Gram-positivos. Ademds, las células en cultivos viejos cam- -
bian su forma de bastoncitos por la ovalada, casi redonda, pero algu-
nas conservan la forma de bastoncitos.

En el medio de cultivo con inulina aparece el citoplasma en bandas
en.las células de la bacteria (figura 3). h

Figura 38

En los medios de cultivo con asparagina, las células de la bacteria -
pigmentada, en la gota pendiente, se agrupan en paquetes muy pare-
cidos a la sarcina, con la diferencia de que la sarcina estd formada por
‘células en forma de cocos, pero las células de nuestra bacteria con- -
servan su forma de bastoncitos (figura 4).

En cultivos de seis-ocho meses, frecuentemente, la bacteria se trans-
forma en bacteroide (figura 5).

Nuestra bacteria se cultivé en diversos medios. Se desarrolla bien
en el gel de silice de Winogradsky, cambiando algunas veces su forma,
pero siempre conserva su pigmento, que impregna cada célula de la
bacteria y que es muy caracteristico para el citado biotipo de la micro-
flora del suelo subtropical.

En colonias compuestas, junto con varios microorganiémos del suelo,
la bacteria pigmentada vivia desde algunos meses \hastakun aflo, pero

4
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en cultivos puros, especialmente en medios de cultivo con asparagina,
. 7 ~ r 7

vivia hasta tres afios. Después de este lapso, sus células, lentamente,
se autolisan.

B) Fisiologia de la bacteria y naturaleza de su pigmento

~ Cuadro 1. Actividad fisiolégica de la bacteria pigmentada sobre varios

substratos
Bacteria con pigmento Bacteria con pigmento
Substratos amarill%g roiizop e
1. Sacarosa : + 4+ + ++++
2. Glucosa ) + + ++++
3. Levulosa + 4+ + : +++++
4. Maltosa ) + +4+++ +
5. Rafinosa + + +++++
6. Lactosa + + + 4+
- 7. Galactosa + . + 4+ 4+ +
8. Xilosa e —
9. Manita + 4+ ++++ +
10. Glicerina . + + _ +++
11. Inulina + + 4+ +
12. Gelatina Lictha - Licta
13. Almidén tornasolado — —_
14. Almidén _ - —
15. Leche tornasolada Peptoniza " Peptoniza
16. Leche Peptoniza - Peptoniza
+ Acidez débil. + 4+ + + + Acidez fuerte. — Neutro.

Los cultivos de la bacteria con pigmento de ambos colores no dan
las reacciones del H,S y del indol y no reducen los nitratos.

Naturaleza del pigmento

El estudio de la naturaleza del pigmento de la bacteria del suelo se
hace por dos métodos: a) Precipitacién; b) Disolucién.

a) Precipitacién. A la suspension de la bacteria se anade disclucicn
de KOH en alcohol metilico. En el fondo del tubo de ensayo se forma
un precipitado cristalino, que después de ser tratado con 4cido sulfd-
rico concentrado se tifie de color azul. Esta reaccion es tipica para-los
pigmentos del grupo de los carotinoides.

b) Disolucién. Los resultados de dicho método se pueden ver en
el cuadro 2.
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Cuadro 2. La disolucién de los pigmentos en varios disolventes

Disolventes Pigmento amarillo - Pigmento rojizo
1. Eter de petréleo - No "~ No
2. Benzol No : No
3. Xilol No No
4. Acetona No Muy poco
5. Bencina No ) No
6. Cloroformo Muy poco Muy poco
7. Alcohol etilico No No
8. Alcohol metilico © Bien Muy bien
9. Alcohol butilico No No
10. Glicerina No No
11. Agua No No
12. Agua con 10 % de ) :
4cido No T No
13. Agua con 20 % de .
alcali No No

Los resultados del método de disolucién mostraron que el pigmento
se disuelve muy bien en alcohol metilico, que es el mejor disolvente
" para los pigmentos del grupo de los carotinoides. R

Sobre la base de los resultados de los dos métodos, el pigmento
puede ser clasificado en el grupo de los carotinoides.

Verificacion de la virulencia de la bacteria

Respecto a los vegetales. Los cultivos puros de la bacteria, a las
cuarenta y ocho horas de su incubacién, con el pigmento de color ama-
rillo y de color rojizo, fueron inoculados en las hojas y tallos de tomate,
pimiento, patata, lechuga, trébol, alfalfa, cacahuete, altramuz blanco,
tabaco y alheli. C

Respecto a los animales. De la emulsién del cultivo de la bacteria
a las cuarenta y ocho horas de incubacién, con el pigmento amarillo
y rojizo, se inocularon 0,5 cm® en el vientre de una rata blanca macho
y 0,2 cm? en el de una rata blanca hembra. La inoculacién no mostré
reaccién patdgena alguna. para los animales.
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DISCUSION

Los microorganismos del suelo viven en la naturaleza, formando aso-
ciaciones ecoldgicas, hasta hoy en dia muy poco estudiadas. )

Pero en los procesos de adaptacion a las condiciones especificas
del suelo, los microorganismos, sin duda, han elaborado sus caracte-
risticas originales y también su propio modo de vida, de los que de-
penden muchos procesos fundamentales de la fertilidad del suelo.

Por dicha razén, el fenédmeno de asociacién entre los microorganis-
mos del suelo tiene un gran interés, tanto desde el punto de vista tes-
rico como del practico. ,

~ Nuestro hallazgo, la bacteria pigmentada, atrajo nuestra atencién
por su actividad en colonias compuestas y por la naturaleza de sus
dos; pigmentos, muy caracteristicos ‘del microorganismo.

Los microorganismos, generalmente, elaboran en sus células uno o
varios grupos de carotinoides, que son los pigmentos fotosintéticos,
muy activos en los procesos del metabolismo de las células microbia-
nas y que sirven como transformadores del hidrégeno y como fuentes
de vitamina A, la substancia especifica que actiia sobre la nutricién y
crecimiento de los organismos vivos, acelerando en alto grado las fun-
ciones bésicas del metabolismo.

Los pigmentos elaborados por los microorganismos, en condiciones
naturales, pueden dividirse en cuatro grupos, sobre la base de su es-
tructura quimica, que son:

1. Prodigiosina. Pigmento rojo, derivado del pirrol.

2. Piocianina. Pigmento azul oscuro, derivado de la fenocina.

3. Piocol. Pigmento derivado de la naftoquinona, aislado de los bacilos
de la tuberculosis.

4. Carotinoides. Grupo de los carotenos.

Los pigmentos del grupo de los carotinoides estdn difundidos am-
pliamente en el reino vegetal, asi como en el animal.

La bacteria pigmentada descubierta en el suelo de la provincia de
Tucumén, merced a su pigmento del grupo de los carotinoides, podria
actuar en colonias compuestas, con varios microorganismos del suelo,
como transformadora del hidrégeno, que no existe en las capas del
suelo por razén de su ligereza, y como la productora de la vitamina A
para los microorganismos del suelo.

8
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La bacteria pigmentada descubierta en los suelos de la provincia
de Tucumén representa un tipo original por sus propiedades morfo-
légicas y fisioldgicas y pertenece a la microflora del suelo subtropical.
Por su pigmento carotinoideo fue nombrada Carotenobacter subtropi-
calum (*), nueva especie del orden Pseudomonadales. Se encuentra en
los suelos peridédicamente y hay afios en los que no se ha podido aislar.
Se observé por primera vez en 1952.

CONCLUSIONES

1. En el estudio de la microflora del suelo de la provincia de Tu-
cuman fue descubierta una’ bacteria pigmentada cromatégena y poli-
mérfica, que se desarrolla en colonias compuestas, con varios micro-
. organismos del suelo. Su tamafio corresponde a 1-2 u por 0,2-0,5 pu.
En cultivos jévenes tiene la forma de bastoncitos rectos, pero en la
vejez cambia la forma de sus células a ovalada y casi redonda. Posee
flagelos del tipo peritrico. El protoplasma, granulado, con matices me-
tacromaticos. Gram-negativa en cultivos jévenes y Gram-positiva en
cultivos viejos. »

La temperatura dptima, 28 °C; la minima, 4 °C. - pH, 7,0-5,0. Re-
produccién por divisién directa, no tiene esporas. No virulenta para el
reino vegetal ni para el animal.

2. El pigmento de su célula pertenece al grupo de los carotinoides.
Podria servir como transformador del hidrégeno y productor de la vi-
tamina A en los procesos de su metabolismo.

En colonias compuestas muere mas ripidamente que sus otros com-
ponentes y desaparece por autdlisis. ‘

8. La nueva bacteria pigmentada representa un tipo original por sus
caracteres morfoldgicos y fisioldgicos y pertenece a la microflora del
suelo subtropical. Se la ha designado Carotenobacter subtropzcalum
nueva especie del orden Pseridomonadales.

Dejo constancia de mi reconocimiento al Dr. Luis C. Verna, Di-
rector del Instituto de Microbiologia, asi como también a todas aque-
llas personas que directa o indirectamente prestaron su ayuda para la
realizacién de este trabajo.

(*) Carotenobacter, por poseer un pigmento del grupo de los carotinoides;
subtropicalum, por haber sido encontrada en suelos subtropicales.
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SUMMARY

In the study of the soil microflora of the province of Tucumén an
original biotype of bacterium was found. It is the bacterium from the
chromogenic, polimorphic group, which lives in symbiosis with various
soil microbes. This bacterium has the shape of a small rod with the
length of 1-2 x and wide of 0.2-0.5 p.

In old cultures it has some ellipsoidal and sometimes spherical
formes. The protoplasm of the cells has always granules, which
become metachromatic colours when treated by the Loeffler methylene
blue. The young cultures are Gram-negative and the old ones are
Gram-positive. The optimum temperature is 28 °C., and the mini-
mum, 4 °C. '

The reproduction is by direct division. It is not virulent towards
vegetals and animals.

The bacterium is most interesting for their pigment from the caro-
tenoids group. Thanks to its pigment this microorganism is able to
play the role of transformer hydrogen and vitamin A for its associates
in processes of the life in soil. For their physiological and morphological.
properties our bacterium has been called for Carotenobacter subtro-
picalum n. sp. of the Pseudomonadales.
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DIGESTION DE UREDOSPORAS POR VERTICILLIUM
HEMILEIAE
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INTRODUCCION

Se han realizado pocos estudios sobre hongos parasitos o asociados
con royas u otros hongos. La mayoria de los investigadores en este
campo describen la asociacién con uredineas, considerandola, unas
veces, como comensalismo, y otras, como parasitismo. Hulea (3) ha
estudiado un extenso grupo de estos organismos, considerandoles «co-
mensales» en uredineas. Fedorintchik (2) describe detalladamente la
asociacién de Darluca filum con diferentes puccineas de los cereales
y la forma en que aquel hongo se desarrolla en las plantas, demostran-
do el «parasitismo» que se da sobre las royas y no sobre los vegetales '
huéspedes. Oliveira (7) tratd de establecer algunas de las relaciones
fisiolégicas de D. filum y Tuberculina sp. Villanueva (8) ha investigado
~algunos de los aspectos nutricionales del hongo T. persicina, que vive
asociado a ciertas royas.

En el presente trabajo exponemos algunos resultados experimenta-
~ les obtenidos de la asociacién Verticillium-Hemileia, que pueden ayu-
dar a interpretar estas relaciones y ver si V. hemileiae tiene alguna ac-
cion sobre la planta atacada por la roya.

Microbiol. Espodi., 15 (1962, 269. 1
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MATERIAL Y METODOS

Organismo

Sobre las uredosporas de la roya Hemileia vastatrix, que ataca a
las hojas del café, se desarrolla un hongo que llega a cubrir con su
micelio blanco todo el soro y del que no se conoce su influencia en las
posteriores lesiones que se manifiestan en las hojas atacadas por la
roya. Una vez aislado el citado hongo, lo identificamos como pertene-
ciente el género Verticillium, presentando unas caracteristicas semejan-
tes al V. hemileiae descrito por Bouriquet (1). Segtin este autor, el hon-
go ataca a las uredosporas de Hemileia vastatrix introduciendo su mi-
celio en el interior de éstas. :

La cepa de Verticillium hemileiae, objeto del presente estudio, se
ha aislado por cultivo monospdrico de soros de Hemileia vastatrix sobre
hojas de café.

Medios de cultivo

- La cepa de Verticillium hemileiae se mantiene en el laboratorio por
resiembra sobre medios Czapek y GAE (glucosa, 10 g; asparagina, 1 g;
extracto de levadura, 0,5 g; POHK,, 0,5 g SOMg7H,0, 05 g;
SO,Fe.7H,0, 0,01 g; agar, 20 g; agua, 100 cm?® y agua destilada,
900 cm®. La glucosa se esteriliza separadamente y se mezcla en frio).

Tipos de esporas de royas empleadas

Se han empleado uredosporas, aisladas de las lesiones producidas
en distintas plantas, principalmente por Hemileia vastatrix sobre hojaé
de café, por Puccinia graminis sobre hojas de trigo, y por Melampsora
sp, sobre hojas de chopo. En un trabajo préximo a publicarse se des-
cribirdn experimentos parecidos, pero utilizando. teleutosporas en vez
de uredosporas.

Obtencién de microcultivos

Se emplean placas grandes del tipo de las de Petri, como. cdmaras
hiimedas. En su interior obtenemos microcultivos inoculando el Ver-
ticillium sobre cubreobjetos con las distintas uredosporas. Este método

2
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nos permite retirar en diferentes tiempos de incubacién, uno de estos
microcultivos, y estudiarlos microscépicamente, bien en fresco o des-
pués de una tincién, empleando una solucién de azul de algoddén en
lactofenol.

Se preparan los microcultivos en las condiciones mds estériles po-
sibles, poniendo sobre un cubreobjeto una gota de la suspensién de
uredosporas lavadas y otra gota de una suspensién de conidiosporas
de Verticillium hemileiae. A continuacién, los cubreobjetos se colocan
en el fondo de las placas sobre papel de filtro humedecido con agua
estéril, para conservar la humedad necesaria para un buen desarrollo
del hongo. Estas cAmaras hiimedas se llevan a la estufa para incubar
a 28 °C. A intervalos de tiempo de unas doce horas, vamos retirando
microcultivos para observarlos.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Las observaciones realizadas sobre los microcultivos de uredospo-
ras en diferentes tiempos de incubacién, demuestran que Verticillium
hemileiae se desarrolla bien, utilizando como tnica fuente de alimento
las uredosporas (4-5). Cuando crece sobre uredosporas de Hemileia
vastatrix podemos observar cémo, después de veinticuatro horas, las
esporas toman todavia el colorante, aunque estan rodeadas por el mi-
celio del Verticillium, sin poder distinguirse si penetra en ellas o no.
A las cuarenta y ocho horas, ya no toman el colorante de forma regu-
lar; el protoplasma de la uredospora va contrayéndose y la pared ex-
terna se va haciendo tenue. A los tres dias, y a lo largo de los siguientes,
el ataque se hace m4s manifiesto, con liberacién de parte del contenido
interno y desaparicién de la membrana, hasta llegar a los catorce dias,
en que no puede apreciarse resto alguno de las uredosporas. '

- Estudios semejantes realizados sobre Puccinia graminis demuestran’
que el ataque es m4s lento, observandose restos de la pared de la ure-
dospora a los quince dias, aunque hemos de reconocer que apenas da_m_-
contraste en el microscopio de fases. Sin embargo, ‘el tipo de uredos-
poras mas sensibles a la accién del Verticillium es el de Melampsora
sp. (figura 1), en las que se observa que el ataque se produce rapida-
mente, encontrdndose la cubierta totalmente desintegrada tres dias
después de la inoculacién (figuras 2-4). En uredosporas mantenidas

3
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en las mismas condiciones de humedad y temperatura, sin inocular con
Verticillium, no encontramos ninguna alteracidn, aunque llegue a des-
arrollarse algin hongo contaminante. .

Se ha podido observar que cuando se efectiian inoculaciones pulve-
rizando esporas de Verticillium hemileiae sobre plantas de café sanas,
éstas no sufren ataque alguno por parte de este hongo. Si sobre una
hoja depositamos una buena cantidad de uredosporas de Hemileia
vastatrix y después se pulveriza con Verticillium, éste crece, desarro-
llandose igual que lo hacia sobre los soros formados por la roya. Este
ataque es tan rapido que el tubo germinativo de las uredosporas no
tiene tiempo de penetrar en la hoja, por lo que no llegan a aparecer
las lesiones tipicas debidas a la roya. Un experimento testigo realizado
en las mismas condiciones de las descritas, pero sin la inoculacidn con
Verticillium, provoca experimentalmente la enfermedad en plantas de
café, demostrandose asi la funcién protectora que juega el Verticillium.
De la misma forma, en aquellas hojas de café atacadas por la roya con
uredosporas y. ademds, con V. hemileiae, no aparece mancha o lesion
alguna, lo que demuestra que al crecer, el V. hemileigze no segrega
sustancias capaccs de producir lesiones sobre las hojas, ni llega a ata-

~car a la planta, aunque se desarrolle sobre la Toya que la parasita.

A la vista de los resultados logrados, y teniendo en cuenta que se
han obtenido resultados semejantes de digestion de las uredosporas
utilizando caldos metabdlicos de Verticillium hemileiae, después de
separar por precipitacién con SO(NH,), las fracciones capaces de des-
integrar las cubiertas de Melampsora 'sp., deducimos que este hongo
segrega una sustancia litica para las paredes celulares, con propiedades
caracteristicas de una enzima o enzimas. Esta enzima o enzimas, es
responsable de la desintegracién de las uredosporas de Puccinia, Me-
lampsora y Hemileia, si bien los periodos de incubacién que se requie-
Ten para la desintegracién sugieren diferencias substanciales en la com-
posicion de las paredes de las uredosporas de estas royas.

Las inoculaciones practicadas sobre plantas de café demuestran que
Verticillium hemileiae no tiene accidn sobre la planta. Estos tiltimos
resultados han sido confirmados por medio de un extenso estudio de
actividades enzimaticas de este grupo de hongos, demostrandose que
las especies de Verticillium patégenas para las plantas, presentan ac-
tividad pectolitica, mientras que las que, como el V. hemileiae, son
de cardcter saprefito no presentan tales actividades (6).

- 4



sin inocular

Figura 2. Uredosporas de Melampsora después de veinticuatro horas de
ineubacion con Verticillium hemileiae. Se observa el micelio de Verticillium



Figura 3. Uredosporas digeridas por V. hemileiae, después de cuarenta y ocho
horas de incubacion

Figura 4. Restos de la cubierta de uredosporas, después de ochenta horas
de incubacion
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RESUMEN

En este trabajo se demuestra la accién litica del Verticillium hemi-
leiae sobre uredesporas de las royas Puccinia graminis, Hemileia vasta-
trix y Melampsora sp. Se observan considerables variaciones en el
tiempo transcurrido para la digestion de estos tipos de uredosporas, lo
que puede sugerir una diferencia substancial en la composicién qui-
mica de sus estructuras externas, atin desconocidas. Se encuentran en
curso estudios semejantes, empleando teleutosporas en vez de ure-
dosporas. '

El Verticillium hemileiae no parece tener ninguna accién perjudicial
sobre las plantas de café y sélo sobre los soros de las royas, demostran-
dose el crecimiento del hongo exclusivamente a expensas de las ure-
dosporas.

SUMMARY

As elucidated by the foregoing procedures and digestions on ure-
dospores of the rust Puccinia graminis, Hemileia vastatrix and Me-
lampsora sp. this study substantiates the thesis that the uredospore
envelops possess distinct layers of yet unknown composition. Similar
studies to that described before but using teliospores instead of ure-
dospores are in progress. '

The diverse tests employed show that the Verticillium hemileiae
attacks the uredospore soros without affecting the leaves of the host.
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CONTRIBUCION AL ESTUDIO DE LA BIOSINTESIS
DE LOS ACIDOS GRASOS

I. Estudios realizados con células lavadas de Peptostreptococcus
elsdenii

POR
D. RODRIGUEZ y J. PEREZ-SILVA

La mayor parte de los estudios sobre biosintesis de acidos grasos:se
ha realizado con células animales, principalmente células hepaticas.
Se conocen muy pocos microorganismos capaces de sintetizar dcidos gra-
sos superiores al butirico como productos finales de su metabolismo.

Ya Kluyver (8) sefiala que el estudio de la sintesis de 4cidos grasos
es, en principio, posible con cualquier célula, aunque es evidente la
gran ventaja que representa el empleo de microorganismos capaces de
realizar dicha sintesis a partir de substratos sencillos. Los trabajos mas
completos en este sentido son los de Barker (1) y Stadtman y Barker (11),
llevados a cabo con Clostridium kluyveri, que sintetiza hasta el acido
caproénico a partir del etanol.

El microorganismo que hemos empleado en nuestras investigaciones,
Peptostreptococcus elsdenii, se comporta, en cuanto a la biosintesis
de 4cidos grasos, de un modo anélogo a Clostridium kluyveri, hecho que
consideramos de interés, puesto que nos permite extender lo que se co-
nocia solo a través de las investigaciones de Stadtman y Barker (11).

Elsden y Lewis (3), Elsden y cols. (4) y Lewis y Elsden (9), en sus
trabajos sobre Peptostreptococcus elsdenii, han utilizado siempre lactato
como substrato; pero nosotros observamos que las células lavadas po-
dian fermentar la glucosa, lo que sugerfa la posibilidad del cultivo de
P. elsdenii en un medio que tuviese glucosa como tinica fuente de car-
bono. : , :

En este trabajo exponemos las condiciones de adaptacién de dicho

. microorganismo al crecimiento sobre glucosa y los resultados obtenidos

Microbiol, Espaf., 15 (1962), 277. 1
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en la fermentacién de diversos substratos por células lavadas de Pepto-
slreptococcus elsdenii crecidas sobre glucosa.

MATERIAL Y METODOS

Hemos realizado todos nuestros experimentos con células lavadas
de una estirpe de Peptostreptococcus elsdenii, aislada por Elsden y Le-
wis (3) del contenido de la panza de la oveja, y denominada provisio-
nalmente L. C. («large cocci») por estos mismos autores. Posterior-
mente Gutiérrez y Davis (6) le han dado el nombre de Peptostrepto-
coccus elsdeni.

Medio de conservacion

Mantenemos los cultivos de Peptostreptococcus elsdenii en tubos
conteniendo medio semisélido de la composicidn siguiente:

Lactato sédico ... ... .. 2,00 g
Extracto de levadura Dxfco 040 ¢
Acido tioglicdlico ... ... ... .o ol L 0,03 g
Agar ... ..o e e e e 020 g
Agua ... ... ... .o ci e e ver e eee vee e oo 100,00 ml

Se ajusta el pH a 74

E! medio, después de distribuido en tubos, se esteriliza en auioclave
a 120 °C durante veinte minutos.

Medio glucosado

Después de una serie de tanteos previos conseguimos adaptar el
microorganismo a crecer sobre glucosa, empleando el medio de la com-
posicién siguiente:

Glucosa ... ... ... .o i 1,00 g
Cloruro amonico ... ... ... «co oo cer con wen e 0,05 g
Extracto de levadura leco 040 g
Cloruro magnésico ... ... ... oo coe oo et e .l 0,03 g
Acido tioglicdlico ... ... ... ... .. oL 0,03 g
“Agar ... ... .. e e 0,20 g
Tampdn de fosfatos lM pH 73 vee e 15,00 ml
Agua ... ... oo e e e e il e e e . 85,00 ml
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La glucosa (en solucion al 20 por ciento) y el tampén de fosfatos se
esterilizan aparte.y luego -se-afiadenal. resto del-medio “previamente
esterilizado a 120 °C durante veinte minutos.

. La-primera inoculaciénse realiza con unas gotas de ‘un: cultivo de
veinticuatro horas crecido en el medio de conservacion. Después de
cuarenta y ocho horas de incubacién a 38 °C en medio glucosado, se
aprecia una ligera turbidez; de este- cultivo volvemos -a jnocular otros.
tubos de medio glucosado y -asi sucesivamente. durante tres o cuatro
siembras, al término de las cuales el microarganismo presenta un des-
arrollo. n,(_)sma.l. a 'las -veinticuatro heras de incubacién.

- IR . i : H . R
e, - _ . . v G E S

Obtenczon de células lauadas

,,_,Inocu amos 500 ml de med10 hqu1do de la composxclon slguleme

Glucosa Lot e et ) 100 g
. __Extracto de levaduIa leco e e e e if

' v’Sulfur() sodlco _ ; :'0,03.-8 :
Tampon de fosfatos lM pH 7,3 TR R '1&_5‘,00»1111/-"
: .:Agua e e e e s oo 85,00 ml

Despues de dlecmels horas 'de incubacion a 38 °C recogemos las
células por centrifugacién, lavamos'y resuspendemos en tampon de
fosfatos 0.1 M a pH 6.5, que contiene 0,03 por eiento de sulfuro-sodico.

Dado que el Peptostreptococcus elsdenii es un anaerobid ‘estricto,
todos los cultivos se han de mantener en condiciones de anaerobiosis;
ademds, para evitar en lo posible la pérdida de actividad de las células
lavadas, las mantenfamos en atmésfera de hidrégeno durante el tiempo
transcurrido desde la obtencién de las suspensiones hasta su uso en los
diferentes experimentos.

Determinacion. de la concentracién de células

Para medir la’ concentracién de las suspensmnes de celulas relacxo-
namos su densidad optlca a 600 m,u con el peso s€co. ’ ’

"
’ “y
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Andlisis de los productos de la fermentacién de la glucosa

En un matraz de 100 ml (figura 1) colocamos una suspension de
células; en uno de los brazos laterales, una solucién de glucosa, y en el
otro, una soluciénj@é NaOH 2N impregnando un papel de filtro. Pasa-
mos una corriente de nitrégeno e incubamos a 38 °C. Iniciamos la fer-
mentacién vertiendo la solucién de glucosa sobre
la suspension de células lavadas. N

Al finalizar la fermentacién recogemos cuan-
titativamente el anhidrido carbonico absorbido
por el hidréxido sédico y lo valoramos mano-
métricamente en el aparato de Warburg.

El hidrégeno desprendido se midié median-
te el respirémetro de Warburg en experimentos
paralelos al anteriormente descrito.

Los 4cidos grasos volatiles fueron separados
del liquido metabdlico mediante la doble des- -
tilacién de Friedemann (5). '

La identificacién de los 4cidos grasos se rea-

Figura 1 lizé por cromatografia sobre columna de celita,
basdndonos en las técnicas descritas por Bue-
ding y Yale (2) y Moyle y cols. (10) y, ademas,

por cromatografia sobre papel siguiendo el método de Hiscox y Be-
rridge (7).

RESULTADOS

Las células lavadas de Peptostreptococcus:é‘lsd,enii fermentan la glu-
eosa, con produccién de los 4cidos acético, prbpidniéo, butirico, vale-
ridnico y eaprénico, y de los gases anhidrido carbénico e hidrégeno.
En el cuadre 1 exponemos el balance dé carbono y de oxidacién-reduc-
cién de uno de los experimentos de fermentaciéh. En este caso se hizo
actuar 6 ml de una suspensién de células (108 mg de peso seco) frente
a 240 pmol de glucosa. La fermentacién se llevé a cabo con agitacidn

Y
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durante noventa minutos y a la temperatura de 37 °C, empleando ni-
trégeno como fase gaseosa.

Cuadro 1. Balance de carbono y de oxidacién-reduccion

Consumido, Prf)ducldo, Carbono total,}] Indice de Indice de

micromoles rmicromoles microdtomos -reduccién oxidacién
Glucosa 240 0 1.440 0 0
Acido acético 16 32 0 0
Acido propidnico 4 12 4 0
Acido butirico 37 148 T4 0
Acido valeridnico " 20 100 60 .0
Acido caprénico 93 558 372 0
Anhidrido carbénico 543 543 0 1.086
Hidrégeno 603 603 0

Segtin se desprende de estos resultados, de 1.440 microdtomos
contenidos en el substrato encontramos 1.393 en los productos de la
fermentacién, lo cual indica que recuperamos el 96 por ciento del
carbono. Por otro lado, el indice de oxidacién total es de 1.086, y el de
reduccién, 1.113; la relacién ox./red. es, pues, 0,97.

Estudio comparativo entre células crecidas sobre glucosa y crecidas
sobre lactato

A fin de comparar el comportamiento bioquimico de las células cre-
cidas sobre glucosa con las crecidas sobre lactato, pref»aramos suspen-
siones de células cultivadas sobre ambas sustancias y las hacemos ac-
tuar frente a los substratos siguientes: glucosa, fructosa, lactato y acri-
lato. Seguimos el curso de la fermentacién midiendo los microlitros
de hidrégeno desprendidos en cada caso.

En los cuadros 2-3 se exponen las cantidades de hidrdgeno despren-

didas por células lavadas, crecidas sobre lactato y glucosa, respectiva-
mente.
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Cuadro 2

Hidrogeno, microlitros

Substrato N Minutos
10° 20 | 30 | 40 50
Glucosa - 25 84 I 50 68 91
Fructosa 17 41 53 63 71
Piruvato ' 104 265 ‘269 245 216
Lactato . 122 158 169 102 107
Acrilato . . 92 . 64 56 50 42
Testigo, sin substrato 6 . 4 2 2 2
Cuadro 3
_ " © Hidrdégeno, microlitros -
Substrato Minutos
10 20 30 40 | 50
Glucosa . o84 152 224 306 385
Fructosa 67 114 195 249 312
Piruvato S 205 347 354 338 325
Lactato- -8 10 18 . - 25 32
Acrilato 10 2. .10 .. 1o 10
Testigo, sin substrato 5 [§] 6 6 6

Estos mismos resultados se representan graficamente en las figu-
ras 2-3. - '

Estos resultados indican que las enzimas que atacan al lactato y
ac;ﬂéto, son de*adaptacién, mientras que las que atacan al piruvato,
glucosa y fructosa son constitutivas.

Se observa, ademds, que durante la fermentacién del piruvato hay
una produccién rdpida de hidrégeno seguida de un consumo del mis-
mo. Elsden y Lewis (3) ya habfan observado .este hecho con células
crecidas sobre lactato y lo interpretaron como que las células consumen
el hidrégeno en la tltima fase de la fermentacion para realizar proce-
sos de sintesis. Nosotros, al encontrar este mismo hecho con células

~crecidas sobre glucosa crefmos conveniente intentar confirmar la inter-

6 \
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pretacién anterior, para lo cual realizamos un experimento en el que
observamos el comportamiento de células lavadas de Peptostreptoco-
ccus elsdenii frente a piruvato en atmdsferas de hidrégeno y de ni-
trégeno. '

En el cuadro 4 exponemos los resultados obtenidos de un experi-
mento realizado empleando en cada taza manométrica 0,2 ml de sus-
pension de células (2 mg de peso seco) frente a 20 umol de piruvato,
incubadas a 37 °C y en atmdsfera de hidrégeno o de nitrégeno.

Cuadro 4

Hidrégeno, microlitros

Minutos En En
nitrégeno hidrégeno
10 93 25
20 178 55
30 265 77
40 877 93
50 385 104
60 383 112

-

Como vemos, la cantidad de hidrogeno producido en atmdsfera de
nitrégeno es muy superior a la que se produce en atmdsfera de hi-
drégeno. ' '

Con el fin de comprobar que las células utilizan el hidrégeno ‘en los.
procesos de sintesis, realizamos un experimento en el que a las células
erecidas sobre glucosa agregamos como substrato, acetato, propionato y
butirato, ademds del piruvato. Para ello colocamos en el compartimien-
to lateral de las tazas manométricas 20 pmol de piruvato junto con
20 umol de la sal sédica de los 4cidos acético, propidnico o butirico.
En el compartimiento central, colocamos 2 ml de suspensién de célu-
las (34,2 mg de peso seco) crecidas sobre glucosa y, como en los expe-
rimentos anteriores, 0,2 ml de hidréxido sédico en el pocillo central.
Incubamos a 37 °C y empleamos hidrogeno como fase gaseosa. Los
resultados obtenidos se exponen en el cuadro 5.
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Cuadro 5

Hidrégeno, microlitros
Substrato ‘ Minutos

10| 20| 8 | 40 | 50| 6 | 70 | 80

Piruvato 41 84 136 168 192 176 139 192
_ Piruvato + butirato 29 68 102 110 96 84 56 23
Piruvato+propionate 14 88 46 58 22 12 —l4 —31
Piruvato +acetato 8 19 8 26 11 —35 —68 —92
Testigo, sin substrato 3. "8 3 3 3 2 2 2

Se observa que la adicién de acetato o de propionato lleva consigo
un consumo de hidrégeno superior a la cantidad producida, mientras
que con la adicién de butirato, atin cuando dé lugar a un consumo de
hidrégeno, éste es inferior al desprendimiento. '

Al final de la fermentacién se destilé por arrastre de vapor el con- -
tenido de las tazas manométricas y el‘dest‘ilado, una vez neutralizado,
se evaporé casi a sequedad. De este concentrado tomamos muestras
para realizar una cromatografia sobre papel.

El cromatograma obtenido nos indica, aunque de forma cualitativa,
que en Ja fermentacién del piruvato se produce acetato, propionato,
hidrégeno y anhidrido carbdnico; la adicién de acetato conduce, ade-
mis, a la sintesis de butirato; la de propionato; a la formapic’m de va-
lerianato, y la de butirato da lugar a capronato.

DISCUSION

Desde un principio nos parecié interesante estudiar el comporta-
miento de Peptostreptococcus elsdenii frente a la glucosa, puesto que
ello nos daria idea de si este microorganismo, en estas condiciones,
era capaz de llevar a cabo la biosintesis de los mismos 4cidos grasos
que cuandq se desarrolla sobre lactato. Por -nuestros resultados hemos
visto que, tras la adaptacién previa a desarrollarse sobre glucosa,
P. elsdenii lleva a cabo la fermentacién de la misma con produccion
de hidrégeno y anhidrido carbénico y 4cidos grasos entre los que pre-
dominan los de niimero par de 4tomos de carbono (acético, butirico y
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capromco) mientras que, segiin los resultados de Elsden, cuando este
microorganismo fermenta el lactato hay una mayor produccién de los
4cidos grasos de ntmero impar de 4tomos de carbono (propidnico y
valerianico). Podemos interpretar este hecho suporhendo que, -durante
* la fermentacién de la glucosa, se llega; hasta pl{uvato y la mayor parte
de éste, en 1ugar de reducirse a lactato, se descarboxila, dando lugar a
acetilcoenzima A, parte de la cual se transforma en acetato, y la otra
parte por condenmmén, darla Iugar a acldos grasos supenores

[N

- - RESU MEN

N e &

Las suspensiones de celulas lavadas de Peptostreptococcus glsdenii,
fjrewamente adaptado a crecer sobre glucosa fermentan este azucar
t:on produccmn de h1drocreno anhldndo carbénico. y los 4cidos acetlco
propiénico, butirico, valeridnico y capromco predommando los de nu—
mero par de 4tomos de carbono. '

“Los sxstemas e*mmatlcos del Peptostreptococcus elsdemz que atacan
d acrﬂato y Iactato son de t1po adaptatlvo m1entras que los que atacan
al piruvato, glucosa y fructosa son constitutivos. Las celulas lavadas de
P. elsdenii crec1da< sobre glucosa fermentan el p;ruvato con produccwn
de acetato, proplonato hldrogeno y anhldrldo carbomco El hldrooeno
productdo en la fermentaomn del plruvato es poslenormente ut1hzado
en procesos de smtesm /

SUMMARY

Washed cells suspensions 'of Peptostreptococcus elsdenii, previously
adapted to grow on glucose, ferment glucose producino the following
products: hydrogen, carbon dioxide, 'acetic amd propxomc amd butyrw
amd valeric acid'and’ caproic acid. ;

The enzymatic systems that attack acrylate and lactate are adaptati-
ve while those that- attack pyruvate glucose and fructose are consii:
tutive. BT o ‘

Washed cells of Peptostreptococcus elsdenii grown ‘on glucose fer-
meént pyruvate giving-acetate; propionate, hydrogen:and carbon dioxide.

The hydrogen pmduced in the fermentatlon of pyruvate is then utlhzed
in syntheses processes.

.10
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C.S.IC.
INSTITUTO «FAIME FERRAN», DE MICROBIOLOGIA
E INSTITUTO DE EDAFOLOGIA Y FISIOLOGIA VEGETAL
SECCION DE MICROORGANISMOS PARASITOS DE LAS PLANTAS

MORFOLOGIA AL MICROSCOPIO ELECTRONICO
DE LAS INCLUSIONES GRANULARES DEL
BACILLUS MEGATERIUM

POR
R. MORENO

INTRODUCCION

En algunas razas de Bacillus mageterium y en otras especies del
género Bacillus han sido sefialados granulos de naturaleza lipidica, que
se tifien por el negro suddn y que generalmente son considerados como
formados por un polimero del 4cido g-hidroxibutirico, descrito por Le-
moigne (4). Tambin han sido considerados asi por Macrae (5) y William-
son y Wilkinson (10).

Estos granulos han sido también senalados en las células «espec-
trales» (*) de protoplastos de Bacillus megaterium por Weibull (7), sien-
do descritos en la raza KM como de naturaleza lipidica y formados
por el polimero del 4cido g-hidroxibutirico. En cambio, segiin Weibull y
Bergstrom (8) y Weibull y Thorsson (9), en una raza de B. mega-
terium, raza M, los granulos encontrados en las células «espectrales»
no son de naturaleza lipidica, creyéndoles formados por una sustancia
nitrogenada, no proteinica.

Otros 1nvest1gadores, sin embargo, han creldo identificar estos cor-
pusculos como organitos nucleares o nucleoides (1-3). Algunos, inclu-
so, han pretendido que estos organitos eran reproducibles y regene-
raban la bacteria (2).

(°) «Ghosts».

Microbiol. Espaii., 15 (1962), 289. 1
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Dada, pues, la disparidad de criterios de los diversos investigado-
res, hemos creido interesante realizar este trabajo sobre el nticleo bac-
teriano, del cual presentamos una primera parte, estudiando las carac-
teristicas morfolégicas al microscopio electrénico, de las inclusiones gra- .
nulares del Bacillus megaterium, en protoplastos bacterianos, que, in-
dudablemente, es el procedimiento de eleccién para el estudio de la
estructura interna bacteriana. ' L

MATERIAL Y METODOS

Organismo empleado

Una raza de Bacillus megaterium (*) con las siguientes caracteristi-
cas: acidifica la arabinosa, manosa, glucosa y sacarosa; no acidifica la
rhamnosa, lactosa y glicerina. Voges y nitratos, reaccion negativa.

Obtencion de protoplastos

El Bacillus megaterium se cultiva en agua de peptona al 2 por cientio, .
durante una noche, a 28 °C, por agitacién. Después, el cultivo es diluido
hasta cinco veces su volumen, también con agua de peptona, y se deja
incubar dos horas todavia, con agitacién. Las bacterias son recogidas.
por centrifugacién y lavadas dos veces con tampon de fosfatos 0,01 M a
pH 7,6, haciendo una suspensién posterior en un medio hiperténico
(compuesto por SOMg 0,016M, PO,HNa, 0,1M, con- pH 6,1 y saca-
rosa 0,3M) hasta una densidad 6ptica de 0,6, a la cual se afiade lisozima
en proporcién de 200 y/1 cm?®. Estando a una temperatura de 37 °C, los
protoplastos se producen media hora después.

Microscopia electrénica

Las muestras de protoplastos sin fijar se colocan sobre pelicula de
parlodién y se examinan al microscopio electrénico, empleando el mo-
delo Siemens Elmiskop I, del Servicio de Microscopia Electrénica, a
60 kV., siendo las muestras previamente sombreadas con oro-paladio.

(*) Raza L. A, suministrada por el Dr. Francisco Fernindez.
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RESULTADOS

Los protoplastos obtenidos por el procedimiento descrito, observa-
dos al microscopio de contraste de fases, aparecen como grandes cuer-
pos redondos que al principio son opacos, pero que mds tarde se van
haciendo transparentes, observandose que dentro de ellos quedan pe-
quefios granulos. Son éstos, sin duda, los que vemos al microscopio
electrénico, o quizd los mé4s grandes de ellos. Cuando se lisa el pro-
toplasto, se pueden ver los granulos en el medio, donde presentan un
movimiento browniano. '

La lisis de los protoplastos puede hacerse sometiéndoles a un choque
osmético, al pasarles del medio hiperténico en que se han obtenido, a
agua destilada, o bien por un detergente suave. Nosotros hemos usado-
para romperlos digitonina afiadida al mismo medio hiperténico.

En este trabajo solamente examinamos las muestras de protoplastos
sin haberlos lisado previamente con detergente; éstos fueron observa-
dos directamente, sin fijar.

En las fotografias obtenidas por nosotros se puede apreciar cémo
estos granulos existen en la bacteria, llenando casi por completo el
citoplasma y liberdndose de ella al ser lisada la pared por la lisozima
(figuras 1-2). También puede apreciarse cémo los granulos se encuen-
tran en el interior de los protoplastos ya formados, y una vez efectuada
la lisis salen del citoplasma al exterior (figuras 3-4). Cemo lecho de
estos grdnulos (figura 5) existe una estructura no bien delimitada, que
también aparece aislada (figura 6), que puede ser considerada como
las células «espectrales» descritas en la literatura, y que parece estar
constitu/da m4s bien por restos de citoplasma que por la membrana
citoplasmatica.

DISCUSION

Muchos autores han creido encontrar en protoplastos de Bacillus
megaterium estructuras que han descrito como cuerpos nucleares. Sin
embargo, el examen electrénico de las estructuras granulares que se
han supuesto ser equivalentes a ntcleos o nucleoides revela que no se
puede considerar a éstas como tales. En las preparaciones examinadas,
cuyas fotografias son incluidas, vemos que estos granulos son mas bien
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equivalentes a los sudandfilos o no sudandfilos descritos por los autores
citados en la introduccién. En un andlisis previo hecho por nosotros
de estos granulos (6) no ha sido encontrado 4cido desoxirribonucleico;
por lo tanto, se debe descartar la identidad de estas estructuras con los
nidcleos bacterianos.

Es de resaltar la uniformidad y tamario de los granulos encontrados,
asi como la cantidad en que se encuentran. En un trabajo posterior, en
marcha, trataremos de aclarar la composicién de estos granulos, que
creemos de gran interés.

RESUMEN

En este trabajo se hace un estudio morfologico, por medio del mi-
croscopio electrénico, de las inclusiones granulares de Bacillus megate-
rium, como investigacién previa a un andlisis quimico de su naturaleza
y significacién.

Agradecemos al Dr. Rubio Huertos, Jefe del Servicio de Microscopia
Electrénica de la Divisién de Ciencias Mateméaticas, Médicas y de la
Naturaleza, del C. S. I. C., la ayuda prestada en la obtencién de las
fotografias presentadas en este trabajo.

SUMMARY

In this paper a morphological study of the granular inclusions of
Bacillus megaterium by the electron microscope has been made, as a
previous work- to a subsequent chemical analysis of their nature.
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EL VIII CONGRESO INTERNACIONAL
DE MICROBIOLOGIA

En Montreal (Canada), del 19 al 24 del pasado mes de agosto, se
reunid, con asistencia de mas de dos mil participantes, €l VIII Con-
greso Internacional de Microbiologia, -patrocinado por S. E. el Go- |
bernador General del Canadi. En el transcurso de dichas fechas se
celebraron trece simposios, y se presentaron -mds de cuatrocientas
comunicaciones, distribuidas en cinco secciones: A) Estructura y fun-
cién; B) Microbiologia agricola; C) Microbiologia industrial; D) Viro-
logia, y E) Microbiologia médica y veterinaria. Las comunicaciones de
autores espaiioles fueron las siguientes:

A) Las formas L fijas y patégenas del Agrobacterium tumefaczens
por M. Rubio-Huertos y R. Beltrd. :

La alteracién del metabolismo de los dcidos nucleicos del Ba-
cillus cereus por la accién de los rayos ultravioletas, por
Euldlia Cabezas de Herrera y Pilar Aznar. x

Sodio precisado por la despolimerasa del 4cido poli-g- hldI‘O—

xibutirico del Micrococcus halodenitrificans, por G. Sierra
y N. E. Gibbons.

C) Un sistema de enzimas liticas del V. erttczllmm hemilewe, por
' J. A. Leal y ]. R. Villanueva:

D) Un nuevo virus, Petunia «ringsp6t», por M. Rubio-Huertos.

Estudios metabdlicos y genéticos utilizando ADN sintetizado
enzimaticamente de un 'virus cancerrgeno (cancervnus)
“_ vpor I. Valladares.

E) La resistencia de estirpes de Streptococcus faecalzs al calor co
mo consecuencia de su antibioticorresistencia, por A. Por-
tolés y M.e Teresa Pérez-Ureiia. -

Del Instituto «Jaime Ferrdn», de Microbiologia, asistieron los
Jetes de Seccién, Investigadores cientificos, Dr. Miguel Rubio-Huertos
y Dr. Julio Rodriguez Villanueva; el Investigador cientifico Dr. Roman
De Vicente Jordana y los Colaboradores cientificos Dra. Eulalia Cabe-

Microbiol. Espofi , 15(1962), * 99. L"' 1
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zas de Herrera Sianchez y Dr. Gonzalo Sierra Rico (pensionado en
Toronto); el primero, vocal de la Junta Directiva y, los demas, miem-
bros de la Sociedad de Microbidlogos Espafioles.

Como resumen de este Congreso, puede afirmarse que, al igual
que en el anterior de Estocolmo, no hubo aportaciones que modificaran
de manera fundamental el campo de la Microbiologia, pero, a dife-
rencia del anterior, se expusieron nuevos métodos y técnicas—espe-
cialmente en los aspectos bioquimico y de microscopia electrénica—
v los progresos logrados, como consecuencia, en el conocimiento de
las estructuras celulares bacterianas y la-funcién de éstas. El cordial
intercambio de puntos de vista se vio favorecido y reforzado siempre
por las atenciones de cuantos intervinieron en la direccién y orga-
nizacién del Congreso y de los colegas canadienses.

A las reuniones celebradas por la A.LS.M. asistié como Delegado
de la SM.E. el Dr. De Vicente, de quien publicamos mas adelante
la informacién recibida.

CONGRESO INTERNACIONAL DE MICROSCOPIA
ELECTRONICA

Del 29 de agosto al 5 de septiembre pasados tuvo lugar el V Con-
greso Internacional de Microscopia Electrénica, en la ciudad de Fila-
deifia (Estados Unidos de América del Norte), bajo los auspicios de la
Federacién Internacional de Sociedades de Microscopia Electrdnica.

La representacién espaiiola estuvo formada por el Dr. Miguel Ru-
bio-Huertos, Jefe del Servicio de Microscopia Electrénica de la Divi-
sién de Ciencias del C. S. I. C.; los Dres. Fernando Catalina y Miguel
Solfs, Jefes de Seccién del Instituto «Daza de Valdés», de Optica, y
el Dr. Juan José Alonso, Colaborador del Instituto de Edafologia.

.
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SOCIEDAD DE MICROBIOLOGOS ESPANOLES
NOTA DE LA SECRETARIA

Las paginas de MicroBioLocia Espafora se han honrado siempre
en recoger cuanta informacién ha llegado a nosotros acerca de las
circunstancias personales de caricter cientifico de los miembros de la
Sociedad de Microbidlogos Espafioles.

Es muy de lamentar que por falta de comunicacién directa muchas
noticias escapen a nuestro buen deseo. Esta Secretaria agradecera
cualquier dato que, por enaltecer a nuestros socios, enaltezca a nuesira
“Sociedad.

INFORMACION DE LA ASOCIACION INTERNA-
CIONAL DE SOCIEDADES DE MICROBIOLOGIA
(L A.M.S.)

En interés de que todo microbidlogo quede debidamente enterado
de las actividades de la Asociacién Internacional de Sociedades de
Microbiologia, su Asamblea General-—reunida en Monireal, con motivo
del VIII Congreso Internacional—tomé, a propuesta del Delegado de
la Sociedad de Microbiblogos Espafioles, el grato acuerdo de reco-
mendar que los boletines y revistas editados por las Sociedades-miem-
bros recogiesen, en lo posible, la informacién que suministra la
I. A. M. S. a través de sus delegados.

Nobleza obliga, y pues los sefiores Presidente y Secretario de
nuestra Sociedad han tenido a bien acoger la iniciativa, como siempre.
que se ha tratado de incrementar y mejorar el prestigio de la Revista,
ésta publicard cuantas noticias de interés procedan de la Secretaria
General de la 1. A. M. S,, asi como de sus distintas Comisiones y
Secciones. Naturalmente, no se trata de una seccién fija de la Re-
vista y su publicacién dependerd de la informacién que se vaya re-
cibiendo y de la urgencia o interés del caso. La seccion, no obstante,
queda abierta a la colaboracién de todo comentarista que posea’in-
formacién de primera mano, y cuando las circunstancias asi lo in-
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INFORMACION DE LA ASOCIACION INTERNA-
CIONAL DE SOCIEDADES DE MICROBIOLOGIA
(L A.M.S.)

En interés de que todo microbidlogo quede debidamente enterado
de las actividades de la Asociacién Internacional de Sociedades de
Microbiologia, su Asamblea General-—reunida en Monireal, con motivo
del VIII Congreso Internacional—tomé, a propuesta del Delegado de
la Sociedad de Microbiblogos Espafioles, el grato acuerdo de reco-
mendar que los boletines y revistas editados por las Sociedades-miem-
bros recogiesen, en lo posible, la informacién que suministra la
I. A. M. S. a través de sus delegados.

Nobleza obliga, y pues los sefiores Presidente y Secretario de
nuestra Sociedad han tenido a bien acoger la iniciativa, como siempre.
que se ha tratado de incrementar y mejorar el prestigio de la Revista,
ésta publicard cuantas noticias de interés procedan de la Secretaria
General de la 1. A. M. S,, asi como de sus distintas Comisiones y
Secciones. Naturalmente, no se trata de una seccién fija de la Re-
vista y su publicacién dependerd de la informacién que se vaya re-
cibiendo y de la urgencia o interés del caso. La seccion, no obstante,
queda abierta a la colaboracién de todo comentarista que posea’in-
formacién de primera mano, y cuando las circunstancias asi lo in-
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diquen la seccién se limitard a publicar los comunicados que vayan
llegando. De esta forma, més de una vez, la noticia procedera directa-
mente del propio Secretario general o de los Presidentes de las Comi-
siones y Secciones de la Ascciacion.

En contrapartida, la I. A. M. S. reclama de las Sociedades-miem-
bros una mayor frecuencia y fidelidad en sus informes. En reciente
carta circular, el Secretario general, Dr. Gibbons, dice que mal pueden
darse aquellas noticias que no se reciben. Casi podriamos decir, con
parecidas palabras a las del Dr. Gibbons, que es ficil elevar criticas y
desplegar entusiasmos en un momento determinado sobre la labor de
los érganos rectores, pero que a la hora de comunicar iniciativas,
asistir a reuniones y responder a los cuestionarios son muy pocos los
verdaderamente entusiastas.

Es imprescindible, por tanto, que toda noticia o iniciativa de in-’
terés se comunique lo mas pronto posible al Secretario de la Sociedad
de Microbi6logos Espafioles para que le dé el curso correspondiente,
e incluso pueda ser publicada en esta Revista.

La I. A. M. S. y la Sociedad de Microbidlogos Espafioles agrade-
cerdn la mayor actividad y colaboracién de todos, para alcanzar una
eficacia acorde con el beneficio también de todos y de las ciencias mi-
crobioldgicas. o

EL. CONGRESO DE MONTREAL

Bajo el alto patronazgo de S. E. el Mayor General G. P. Vanier,
Gobernador General del Canad4, y convocado por la Asociacién Inter-
flacional de Sociedades de Microbiologia (I. A. M. S.), se ha celebrade
en Montreal, durante los dias 19 a 24 de agosto pasado, el VIII Con-
greso Internacional de Microbiologfa. Con anterioridad, los dias 16, 17
y 18 del mismo mes, tuvieron lugar una serie de reuniones previas
de las distintas Comisiones y Subcomisiones que rigen la Asociacién.
A la terminacidén del Congreso, una parte de los delegados se trasladé
a Ottawa para asistir a la Conferencia de Especialistas en Colecciones
de Cultivo. Delegados de 43 paises tomaron parte en el Congreso, al
que asistieron méas de 1.500 congresistas activos y un niimero igual o
superior de congresistas asociados.

Espafia estuvo representada por la Sociedad de Microbidlogos Es-
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paiioles, miembro de la I. A. M. S., desde su fundacién, en 1946. Actuéd
como delegado el Dr. Roman De Vicente Jordana, Investigador cienti-
fico del C. S. 1. C., y participaron como congresistas los Dres. Miguel
Rubio-Huertos y Julio Rodriguez Villanueva, Investigadores cientificos
del C. S. I. C.; Eulalia Cabezas de Herrera, Colaborador cientifico;
F. Holguera y F. Rejas, Directores de Produccién e Investigacidn,
respectivamente, de «Antibidticos», Ledn. También actuaron en las
sesiones los Dres. Isidro Valladares, Gonzalo Sierra y Moisés Riafio,-
actualmente en el extranjero. Enviaron trabajos, que fueron leidos o
discutidos por delegacién, los Dres. Antonio Portolés, Maria Teresa
Pérez de Urefia y Ramona Beltra.

Los participantes espafioles aportaron su valiosa colaboracién a las
sesiones cientificas con siete comunicaciones y tuvieron diversas in-
tervenciones en las discusiones de algunos de los trabajos presentados.

El delegado espafiol contribuy6 igualmente al estudio de varios
aspectos relacionados con la organizacion general y discusion de los
nuevos Estatutos de la Asociacién; tomé$ parte también en las reunio-
nes de distintas Comisiones, en especial de la Subcomisién de Entero-
bacteridceas y del Comité Permanente de Documentacién Microbio-
18gica, del que es miembro corresponsal en Espafia; y presento la co-
municacién de la que son autores los Dres. Portolés y Pérez de Urefia.

La impresién general que se puede recoger del Congreso, de las
reuniones y de las Asambleas Generales de la I. A. M. S., es que la
vida de la Asociacién ha entrado en un periodo efectivo de madurez
y coordinacion. Lo més destacable de la labor realizada estd en las
estrechas relaciones que la I. A. M. S. ha establecido durante los tlii-
mos afios con otras importantes entidades cientificas de cardcter in-
ternacional, y el apoyo que recibe de éstas. Asi, la I. A. M. S., que ya
era miembro de la Unién Internacional de Ciencias Biologicas
(I. U. B. S.) y, como tal, parte del Consejo Internacional de, Uniones
Cientificas (I. C. S. U.); ha sido aceptada como miembro del Consejo
Internacional de Organizaciones Médico-Cientificas (C. I. O. M. S.),
dependiente de la U. N. E. S. C. O. Su Comisién de Normalizacidn
Microbiolégica ha establecido contacto con la Seccion de Normaliza-
cién Bioldgica de la Organizacién Mundial de la Salud (0. M. S.); y el
Comité de Documentacion Microbiolégica colabora activamente com
la Junta de Documentacién del I. C. S. U. Por otra parte, la F. A. O.
ha solicitado el apoyo de la I. A. M. S. para la campafia «Freedom

.}



304 " R. De Vicente-

from Hunger Campaign». Igualmente, ante el éxito obtenido por el
Afio Geofisico Internacional, se ha pedido que la Asociacién contri-
buya a preparar el Programa Bioldgico Internacional. En resumen, se
puede decir que la I. A. M. S. est4 representada o mantiene relaciones
permanentes con las siguientes organizaciones internacionales: OMS,
UNESCO, FAO, ICSU, IUBS y COSPAR (Grupo. Consultivo sobre los
posibles efectos nocivos derivados de los experimentos del espacio).

LaI. A. M. S. ha venido igualmente organizando diversos Simposios
y Reuniones, y publicando las conclusiones y resultados de los estudios.
Entre estas publicaciones se mencionan el «International Bulletin of
Bacteriological Nomenclature and Taxonomy», y las relativas a los tra-
bajos de la Seccién de Normalizacién Microbiologica (Bruselas, 1958;
Jerusalén y Opatija, 1959; Wiesbaden, 1960; Londres, 1961), asi como
‘las de la Seccién de Microbiologia e Higiene de los Alimentos (Har:
well, 1958; Atenas, 1959). También a cargo de la Asociacidén y de
la'W. H. O. est4 el Centro Internacional para la Informacién y Distri-
bucién de Cultivos Tipo), de Lausana,: Suiza.

Dependen de la Asociacion las siguientes Comisiones Permanentes
de Estudio, con cardcter de Comisiones o Comités Internacionales: de
Nomenclatura; de Normalizacion Microbiolégica; de Documentacién
Microbiolégica e Inmunoldgica; de Microbiologia e Higiene de los
Alimentos; de Microbiologia Econdmica y Aplicada, y de Diagndstico
por Fagos Entéricos. La Conferencia de Ottawa acordé recomendar a
la I. A. M. S. el establecimiento de un Comité Permanente de Colec-
ciones de Cultivo. _ -

La Asociacidén retne entre sus miembros mds de 40 Sociedades
nacionales de Microbiologia, y desde el Congreso anterior han sido
admitidos siete nuevos miembros, entre los que se encuentran los ibe-
roamericanos: Sociedad de Microbidlogos de la Argentina e Instituto
de Higiene de Montevideo, Uruguay.

Los nuevos Estatutos aprobados por el Congreso incluyen en pri-
mer lugar, el propdsito de la Asociacion de asegurar la continuidad
de los Congresos. Internacionales de Microbiologia y organizar otras
reuniones y simposios. Estos Congresos tienen una periodicidad cua-
trienal, y en los tltimos afios se han celebrado en Copenhague, Rio de
Janeiro, Roma, Estocolmo y Montreal. Otros fines de la Asociacion
son estimular la investigacion microbiolégica; crear pensiones y becas
para el intercambio de investigadores éntre los paises:miémbros; re-
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lacionar entre si a las Sociedades nacionales de Microbiologia; man-
tener las Comisiones Internacionales de Estudio sobre aquellos temas
de importancia general, en especial la de nomenclatura; y mantener
estrecho contacto con las Organizaciones de las Naciones Unidas.

- Se establecen dos clases de miembros: a) Miembros nacionales,
que lo ser4n las Sociedades nacionales de Microbiologia u organiza-
cién de Sociedades de Microbiologia; y, en su defecto, cuando no haya
Sociedad nacional de Microbiologia, cualquier institucién cientifica
interesada en el progreso de la Microbiologia. by Socios protectores,
que pueden serlo toda organizacién o individuo que desee financiar
las actividades de la Asociacién. :

Ante el incremento que va tomando la Asociacidn, la Junta saliente
propuso, y asi se acordd, aumentar el nimero de miembros que han de
regir o asesorar a la Organizacién. En consecuencia, se crearon dos
organismos: el Comité Ejecutivo y el Consejo Asesor.

El Consejo Asesor lo forman, bajo la presidencia del Vicepresidente
y secretaria del Secretario general, los Presidentes de cada ‘Comité
Permanente o Seccién, junto con seis miembros elegidos por los dele-
gados nacionales. Para uno de estos seis puestos fue nombrado, a pro-
puesta del delegado espafiol, el Prof. Luis C. Verna, de la Universidad
de Buenos Aires, ligado a la Sociedad de Microbidlogos Espafioles por
antiguos y solidos lazos de amistad personal y de colaboracién cientifi-
ca, ya que publica trabajos de investigacién en la Revista de nuesira
Sociedad. El Prof. Verna, que queda asi como representante de Sud-
américa, y el Prof. A. Pomales-Lebrén, de la Universidad de Puerto
Rico, que también fue elegido, formaran la brillante embajada de los
paises ibéricos e iberoamericanos en los mandos de la Asociacién In-
ternacional.

Se traté también del problema econémico de la Asociacién y se
acordo que las suscripciones de las Sociedades miembros se ajustasen
a un médulo o unidad—cuyo valor serd de 50 délares U. S. A.—, pu-
diendo cada miembro determinar su suscripcién por el nimero de
unidades que desee. El Secretario general saliente, Dr. Hedén, pidié
generosidad para estabilizar-debidamente la economia de la I. A. M. S.,
pues, segiin el estado de cuentas, los ingresos apenas cubrian los gastos
de Secretaria y suscripeiones necesarias. Recalcé igualmente cémo el
programa que se lleya adelante requiere de un apoyo econdmico, y
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destacé el desinterés del Presidente saliente y otros miembros directivos
por sus aportaciones personales y por cubrir a sus expensas gran
parte de sus actuaciones y gastos de viaje. Es logico que esta situacién
tienda a desaparecer, pues no se puede mantener indefinidamente.
Como sede del IX Congreso fue propuesta la ciudad de Moscti. No
se llegé a un acuerdo definitivo, en espera de la invitacién oficial, que
se esperaba llegase pronto. En estas condiciones, otras delegaciones
esperaban que se organizase la préxima reunién en Jerusalén o Tokio.
En carta reciente, el Secretario general, Dr. Gibbons, comunica que la
sede del Congreso que se celebrard en 1966 serd, efectivamente, Mosc.
Por falta de instrucciones concretas, este delegado omitié comuni-
car al Comité Ejecutivo de la I. A. M. S. el deseo, va antiguo, de la
Sociedad de Microbidlogos Espafioles de que el citado IX o el X Con-
greso se celebrase en Espafia; pero al dar cuenta de sus impresiones
al Prof. Lorenzo Vilas, Secretario de la Sociedad, éste cursé al exce-
lentisimo sefior Ministro de Educacién la peticién correspondiente
para q&e, si Su Excelencia asi lo estima procedente, autorice la celebra-
cién del X Congreso en nuestro pafs y confirme el envio de la invita-
cién oficial. Como motivo fundamental para la organizacion del X Con-
greso en Madrid, en el afio 1970, est4 el que para esa fecha la Sociedad
de Microbidlogos .Espafioles y el Instituto «Jaime Ferran», de Micro-
biologl’a, celebraran el XXV aniversario de su fundacién. ’
-. Al finalizar el Congreso, los Dres. Holguera, Rejas, Valladares y
De Vicente se trasladaron a Ottawa para tomar parte en las reuniones
de la Conferencia de Especialistas en Colecciones de Cultivo.

Comité Ejecutivo de la I. A. M. S. (ECIAMS). Presidente: Dr. A.
Lwoff, Institut Pasteur, Paris V¢ (Francia); Presidente saliente: Dr.
Stuart Mudd, University of Philadelphia, Philadelphia 4, Pa. (E_stados
Unidos de América del Norte); Vicepresidente y Presidente del Con-
sejo Asesor: Dr..Carl-Goran Hedén, Karolinska Institutet, Stockholm
(Suecia); Tesorero: Prof. Maurice Welsch, Université de Liege, Liege
(Bélgica); Secretario General: Dr. N. E.-Gibbons, National Research
Council, Ottawa, Ontario (Canadd); Vocal: Prof. V.. D. Timakov,

USSR Medical Sciences Academy, Mosct (U. R.'S. S).
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Consejo Asesor de la I. A. M. S. Dr. Carl-Géran Hedén, Presi-
dente; Dr. N. E. Gibbons, Secretario.

Comité Permanente para Documentacién Microbiolégica: Prof.
P. R. Brygoo, Institut Pasteur, Paris (Francia). Comité de Nomencla-
tura: Dr. S. T. Cowan, National Collection of Type Cultures, Lon-
don N.W.9 (Inglaterra). Comité Internacional para el Diagnéstico por
Fagos Entéricos: Dr. J. Craigie, Imperial Cancer Research Fund La-
‘boratory, London N.-W.7 (Inglaterra); Dr. P. Nicolle, Institut Pasteur,
Paris XV¢ (Francia). Seccidon Permanente para Microbiologia ¢ Higiene
de Alimentos: Dr. M. Ingram, Low Temperature Research Station,
Cambridge (Inglaterra). Microbiologia Econémica y Aplicada: Prof.
M. J. Johnson, University of Wisconsin, Madison 6, 'Wisc. (Estados
Unidos de América del Norte). Seccién de Normalizacién Bioldgica:
Dr. A. Lafontaine, Institut d’Hygiéne et d’Epidémiologie, Bruxelles 5
(Bélgica).

Seis Vocales: Dr. Toshinobu Asai, The Brewing Science Research
Institute, Tokyo (Japén); Prof. L. C. Verna, Universidad de Buenos
Aires, Buenos Aires (Argentina); Prof. Gunner Lofstrom, University of
Uppsala. Uppsala (Suecia); Prof. E. F. Gale, University of Cambridge.
Cambridge (Inglaterra); Prof. A. Pomales-Lebrén, University of Puerto
Rico, San Juan 22 (Puerto Rico); Prof. V. B. D. Skerman, Medical
School, Brisbane (Australia).

R. De Vicente

CONFERENCIA SOBRE MICROBIOLOGIA
APLICADA

Del 29 de julio al 3 de agosto préximos se celebrara en Estocolmo
una conferencia acerca de las perspectivas y repercusiones de la Mi-
crobiologia aplicada. Para toda clase de informacién, las personas in-
teresadas deben dirigirse a: Global impacts of applied Mlcroblology,
Dr. M. Tveit, Secr. Gen. A1lov (Suecia).
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