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EFECTO DE LA DEBARIOCIDINA SOBRE CANDIDA
ALBICANS Y DEBARIOMYCES KLOECKERI

por

F. LANZUELA, G. PEREZSILVA, E. RONDA y D. RODRIGUEZ

" INTRODUCCION

El antibiético debariocidina; descrito po_f Pérez Silva y Lahoz (6),
es activo frente a varias especies de levaduras de los géneros Candida,
Debariomyces y Saccharomyces. V » . '

En trabajos posteriores realizados en nuestro laboratorio. se descri-
ben ¢l aislamiento, la purificaciéon y diversas propiedades. quimicas de
la sustancia antibidtica (2-3). El objeto del presente trabajo es dar cuenta
de algunas propiedades biolégicas de dicho antibiético. A este respecto
hemos de sefialar que la levadura Candida albicans junto con Debario-
myces kloeckeri, son las més sensibles a la debariocidina y, por ello, las
més idéneas para investigar el modo de accién del antibiético.

En este trabajo damos cuenta de los resultados de las experiencias
in vivo realizadas con debariocidina, asi como de la interaccién de ésta
con algunas proteinas.

MATERIAL Y METODOS

Los microorganismos empleados en este .trabajo eran: una estirpe de
Candida albicans, aislada en el Departamento de Bacteriologia Infantil
de la Residencia Sanitaria “La Paz”, de-Madrid; Debariomyces kloeckeri

Microbiol. Espii., 28 (1975), 1.
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Guilliermond and Péju, procedente de la Colecciéon Espafiola de Cepas
Tipo, de Salamanca, y la estirpe de Bacillus subtilis 1JFB,, procedente
de nuestra coleccién.

Se empled el medio XIII, descrito en otro trabajo (3), para el cultivo
de Bacillus subtilis. Agar-Sabouraud y agar-malta para el mantenimiento
de Candida albicans y Debariomyces kloeckeri, y para el cultivo de estos
microorganismos se utilizaba el medio XIII suplementado con 1 % de
agua de malta.

A fin de exaltar la virulencia de la estirpe de Candida albicans se
inyectaba una suspensién de dicha levadura a un conejo, por via intra-
venosa, en la vena marginal de la oreja. A los tres dias sobrevenia la
muerte del animal y se le extraian los rifiones en condiciones asépticas,
se colocaban en una placa de Petri y se lavaban exteriormente con solu-
cién de penicilina-estreptomicina. Esta solucién se preparaba mezclando
100.000 U.I. de penicilina y 0,1 g de estreptomicina en 10 ml de agua
bidestilada y completando el volumen a 1.000 ml, con solucién fosfa-
tada salina. Una vez eliminada la envoltura serosa, se trituraba el resto
en condiciones asépticas, en un mortero con arena y se preparaba una
suspensién con solucion salina estéril. De esta suspensién se hacian siem-
bras por agotamiento en agar-Sabouraud.

La debariocidina empleada en este trabajo fue obtenida en forma
de polvo amorfo, siguiendo el procedimiento descrito en otro trabajo (3).

El suero de conejo se extraia en el momento de realizar las experien-
cias, a partir de animales sanos.

La técnica empleada para el ensayo de la actividad de la debario-
cidina es la descrita en trabajos previos (3 y 5).

RESULTADOS

Accion de la debariocidina sobre cultivos de Candida albicans y Deba-
riomyces kloeckeri

Para estudiar el efecto que la debariocidina causaba sobre el desarro-
llo de la levadura Debariomyces kloeckeri, se incubé ésta en presencia
de concentraciones diferentes del antibi6tico, y el desarrollo de la misma
se determinaba midiendo la turbidez del cultivo. Para este fin se dispu-
sieron matraces de 100 ml provistos de tubuladura lateral, a los que se
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afiadian 20 ml de medio de cultivo, y cada uno se inocul con 0,5 ml
de un cultivo en medio liquido de 24 h de D. kloeckeri.

Unos matraces servian de testigo, a otros se les afiadia 0,1 ml de una
solucién de debariocidina y, finalmente, otros llevaban 1 ml de solucién
de dicho antibidtico. La solucién de debariocidina empleada tenfa una
concentracion de 1.400 ug/ml. Se midié la turbidez inicial de dichos
cultivos y se incubaron durante 24 h a 25 °C, en agitacién. Al final del
periodo de incubacién se observé que una cantidad de debariocidina de
1.400 ug inhibia por completo el desarrollo de la levadura.

Los resultados encontrados se exponen en el cuadro I, que repre-
sentan el promedio de 5 experiencias; los nimeros entre paréntesis ex-
presan la desviacion tipica.

Cuadro 1. Accion de la debariocidina sobre cultivos de Debariomyces

kloeckeri
Debariocidina Densidad 6ptica Inibicién
pg/matraz Inicial Final %
0,02 (0) 0,50 (0,007)
140 0,02 (0) 0,22 (0,02) 56
1.400 0,02 (0) 0,02 (0) 100

Experiencias anédlogas se hicieron con cultivos de Candida albicans,
extendiendo las lecturas de turbidez hasta las 48 h. Los resultados ob-
servados se exponen en el cuadro 2.

Cuadro 2. Accion de la debariocidina sobre cultivos de Candida albicans

Densidad dptica
Debariocidina Tiempo de incubacién
ung/matraz
Oh 18 h 24 h 40 h 1 48 h
0,02 0,14 0,62 1,00 1,50
70 0,02 0,06 0,10 0,13 0,14
140 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02

1.400 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
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La sensibilidad de Candida albicans para la debariocidina es mucho
mayor que para Debariomyces kloeckeri. La dosis minima inhibitoria es
inferior a 3,5 wg/ml para C. albicans y superior a 7 ug/ml para
D. kloeckeri.

Se realizaron otras experiencias con Debariomyces kloeckeri afiadien-
do 1.400 ug de debariocidina a diferentes tiempos de incubacién, junto
a un testigo, al que no se afadia antibidtico.

En el cuadro 3 se expresa la densidad Sptica de los cultivos tras la
adicién de la debariocidina a las 0, 8 y 10 h de la incubacién.

Cuadro 3. Densidad Jptica de cultivos de Debariomyces kloeckeri a dife-
rentes tiempos de incubacion, en presencia o ausencia de debariocidina

Adicién de

debariocidina | © 5 7 8 9 10 1 26
0h 006 006 006 006 006 006 006 006

8 h 006 006 007 012 0,12 0,12 012 012

10 h 006 006 008 010 014 024 026 030
Testigo 006 006 008 010 015 025 046 058

Estos resultados indican que la debariocidina ejerce una accién mi-
costatica, ya que impide el crecimiento de la levadura desde el mismo
momento en que las células se ponen en presencia de dicha sustancia
antibidtica.

Dada la gran sensibilidad de Candida albicans para la debariocidina,
se llevaron a cabo una serie de pruebas in vivo. Tales experiencias se
detallan a continuacién.

Pruebas de toxicidad en ratén

Para estas pruebas se emplearon 20 ratones (20 4- 2 g de peso), que
se dividieron en lotes de 5, a los que se les administr6 debariocidina
por las vias oral, intraperitoneal, intramuscular e intravenosa.

a) Via oral

Para este fin se mezclaron 25 ml de una solucién acuosa de anti-
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bidtico (185 mg) con el alimento que se dividi6 en cinco porciones y
se les dio a cada uno de los 5 ratones (primer lote) que habian sido
mantenidos en ayunas desde el dia anterior y en jaulas independientes.
Todos los animales tomaron sus respectivos 37 mg de antibiético en me-
nos de 2 dias y no mostraron ninguna anomalia durante el periodo de
observacién, que fue de 15 dias.

b). Via intraperitoneal

Los ratones del segundo lote recibieron una dosis de 0,11 mg de
antibiético/g de peso del animal, en dias alternos, durante 30 dias, sin
que ellos manifestasen sintomas de intolerancia. Durante esta experiencia,
dos hembras tuvieron crias normales, puesto que no presentaban ninguna
anomalia anatémica ni fisiologica.

c¢) Via intramuscular

Los ratones del tercer lote recibieron diariamente, en la masa muscu-
lar del muslo, 0,2 ml de solucién de antibidtico (dosis de 0,07 mg/g de
peso) durante 7 dias, sin que se¢ observase en ellos ninguna anomalia.

d) Via intravenosa

A cada uno de los ratones del cuarto lote se les inyectd en la vena
caudal, tres dosis, de 0,1 ml cada una, de solucién de antibidtico
(0,037 mg/g de peso) en dias alternos. Los ratones tampoco manifes-
taron ninguna anomalia durante el periodo de observacién posterior.

Pruebas de toxicidad en conejo

Se realizaron pruebas similares con 11 conejos (2 kg + 0,25 kg de
peso), de los cuales, 8 recibieron dos dosis diarias, por via intramuscular,
en el muslo, de 3 ml de solucién de antibidtico, prolongindose este
tratamiento durante 10 dias. Cada dosis de 3 ml contenia 11,1 mg de
antibidtico.

Los tres conejos restantes recibieron una dosis diaria de 3 ml de
solucién de antibidtico, por via intravenosa, prolongéndose este trata-
miento durante 6 dias. La dosis de 3 ml contenia 11,1 mg de anti-
bidtico.

En ningln caso se observaron anomalias durante los 15 dias de ob-
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servacién posteriores al tratamiento, por lo que podemos considerar a
la debariocidina como atdxica, al menos en las dosis que hemos em-
pleado.

Pruebas de proteccion

Como es sabido, el conejo es uno de los animales mds sensibles a
Candida albicans, y por ello se eligié este animal para las pruebas in
vivo.

Se emplearon 10 conejos (2 4 0,25 kg de peso) a los que se les
inyectd, en la vena marginal de la oreja, una dosis de 3 ml de una sus-
pensioén opalescente de un cultivo de 24 h de Candida albicans.

A uno de estos conejos se le administré cada 24 h, por via intra-
peritoneal, 6 ml de solucién de antibitico, repartidos en dos dosis de
3 ml cada una. Otro conejo recibié 6 ml de solucidn de debariocidina
por via intravenosa, igualmente repartidos en dos dosis diarias. 3 cone-
jos recibieron 6 ml diarios por via intramuscular y también repartidos
en dos dosis de 3 ml. El tratamiento con debariocidina se inici6 24 h
antes de la inoculacién con Candida albicans, continuandose cada dia
hasta la muerte de los animales. Cada dosis de 3 ml contenia 11,1 mg
de antibidtico.

En todos los casos estudiados, los 10 conejos murieron a los 3 dias
siguientes de la inyeccién de Candida albicans. Tanto los 5 conejos no
tratados con debariocidina como los tratados, presentaban en la autopsia
las siguientes caracteristicas: pulmones con zonas neumdnicas, higado
necrosado con disminucién de tamafio, intestino congestionado, vejiga
normal, rifiones edematosos, bazo de tamafio normal, muy oscuro, y es-
témago congestionado con zonas necréticas.

Interaccion entre suero y debariocidina

Para comprobar si habia una inhibicién del antibidtico por las pro-
teinas del suero de conejo, se mezclaron diferentes concentraciones de
suero y de antibiético. Las mezclas se incubaron a 37 °C durante 40 min
y se determiné su actividad frente a Debariomyces kloeckeri.

Estas soluciones se preparaban mezclando solucién acuosa de deba-
riocidina y suero en las proporciones 1:1, previa dilucién correspon-
diente del suero con agua destilada estéril para que tuviera una concen-
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tracién final de 10, 25 y 50 %. La concentracién final de debariocidina,
en todos los casos, era de 0,7 mg/ml.

Los resultados observados se exponen en el cuadro 4.

Cuadro 4. Halos de inhibicion causados por 0,1 ml de las
mezclas de suero fresco de conejo y debariocidina

Suero Halo de inhibicién
% mm
34 (1,92)
10 29 (1,22)
25 22 (1,41)
50 0

Promedio de 5 experiencias. Cada pocillo contenia 70 ng de
debariocidina. Los niimeros entre paréntesis indican la desviacion
tipica de los valores experimentales.

Efecto de otras proteinas sobre la debariocidina

Para estudiar este efecto se utilizaron diferentes soluciones de pro-
teinas que se mezclaban (en la relacién 1:1, en volumen) con una solu-
cién acuosa de debariocidina. Esta dltima solucién contenia 1,4 mg/ml
de antibidtico. Las proteinas ensayadas fueron: solucién acuosa al 10 %
de extracto de carne (Difco); solucién acuosa al 5 % de caseina (Difco);
solucién acuosa al 10 % de extracto de levadura (Difco); solucién acuosa
al 5 % de ovoalbimina (Merck); solucién acuosa al 10 % de gelatina
(Riedel); solucién acuosa al 5 % de bactopeptona (Difco) y suero fresco
de conejo.

Estas mezclas se incubaban a 37 °C durante 40 min y se compara-
ban las actividades de 0,1 ml de cada una de ellas frente a Debariomyces
kloeckeri. Como testigo se incubaba, en las mismas condiciones, una
mezcla de debariodicina-agua (1:1, en volumen), manteniendo asi una
concentracion final de 0,7 mg/ml de antibidtico.
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Los resultados de estos experimentos se exponen en el cuadro 5, en
el que se recoge el promedio de 10 experimentos.

Cuadro 5. Efecto de algunas proteinas sobre la actividad de
la debariocidina

, - 1 Halo de inhibicién
Proteinas afiadidas

mm

30 (1,87)

Extracto de carne (10 %) 32 (1,41)

Caseina (5 %) 31 (1,23)

Extracto de levadura (10 %) 31 (1,32)

Bactopeptona (5 %) 31 (1,25

Ovoalbimina (5 %) 29 (1,44)
Suero fresco de conejo 0

La cantidad de debariocidina puesta en cada pocillo fue de
70 ug. Los nimeros entre paréntesis expresan la desviacién tipica
de los valores experimentales. ®

Con el fin de observar si la accién del suero era contrarrestada de
alguna manera por otras proteinas, se mezclaron volimenes iguales de
suero fresco de conejo con soluciones acuosas de bactopeptona al 5 %
esta solucién se mezcld, a su vez, con un volumen igual de debariocidina,
de concentracién 1,4 mg/ml. La mezcla suero-bactopeptona-debarioci-
dina (1:1:2, en volumen) resultante se incubd a 37 °C, durante 40 min,
y se tomaron muestras de 0,1 ml para determinar su actividad frente
a Debariomyces kloeckeri.

De modo andlogo se prepararon mezclas de suero-extracto de carne-
debariocidina (1:1:2, en volumen). En el cuadro 6 se exponen los halos
de inhibicién causados por 70 wg de debariocidina (testigo), y la misma
cantidad de antibiético mezclado con bactopeptona-agua, suero-bactopep-
tona, extracto de carne-agua, suero-extracto de carne, y suero-agua, res-
pectivamente.
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Cuadro 6. Efecto de mezclas de suero de conejo y otras
proteinas sobre la actividad de la debariocidina

Sustancias afiadidas Halos de inhibicién

a la debariocidina mm
Testigo 30 (1,48)
Bactopeptona-agua 33 (1,23)
Suero-bactopeptona 28 (1,52)
Extracto de carne-agua 33 (1,38)
Suero-extracto de carne 28 (1,42)
Suero-agua 22 (1,26)

Promedio de 5 experiencias. Los nimeros entre paréntesis
expresan la desviacion tipica de los valores experimentales.

DISCUSION

La sensibilidad de Candida albicans para la debariocidina es mucho
mayor que para Debariomyces kloeckeri, ejerciendo sobre ambas un efec-
to micostatico que no va acompafiado de lisis.

Las experiencias con animales ponen de manifiesto que, a diferencia
de otros péptidos antibidticos, la debariocidina no es téxica al admi-
nistrarse por diferentes vias, al menos en las dosis empleadas en nuestras
experiencias. ,

Como es sabido, el conejo es uno de los animales mas sensibles a
Candida albicans, y por ello resulta imprescindible en un estudio de este
tipo. Segin Cantrell y Widra (1) los ratones no son sensibles a dicha
levadura, a no ser que sean tratados previamente con cortisona. Nosotros,
en ningin caso conseguimos provocar candidiasis a dichos animales. Sin
embargo, las pruebas de proteccion en conejos dieron resultados nega-
tivos, lo cual podria ser debido a que el antibidtico es excretado de modo
réapido, ya que es altamente soluble y dializable.

Investigaciones que se realizan en la actualidad en nuestro laboratorio
nos permitiran establecer si existe tal excrecién rapida, al mismo tiempo
que pensamos obtener diferentes derivados, que, manteniendo la acti-
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vidad, disminuyan la solubilidad, consiguiendo de esta forma un mayor
tiempo de permanencia en el animal.

No cabe duda de que las proteinas del suero inhiben al antibiético,
cosa que no ocurre con otras proteinas ensayadas. Es también signifi-
cativo el hecho de que las mezclas de estas proteinas con las del suero
contrarresten de alguna manera la accién inhibitoria del mismo. A este
respecto hemos de sefialar que la debariocidina se comporta de modo
analogo a la hamicina, estudiada por Maniar (4). Otro aspecto que con-
sideramos de interés es el estudio del efecto de la debariocidina asociada
a otros antibidticos.
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RESUMEN

El antibiético debariocidina ejerce una accién micostitica sobre Can-
dida albicans y Debariomyces kloeckeri. No es téxico para el ratén y
conejo en las dosis empleadas por nosotros y no protege al conejo de
candidiasis.

La debariocidina es inhibida por proteinas del suero y, en parte, esta
inhibicién se puede contrarrestar con otras proteinas.

SUMMARY

Effect of debariocidine on Candida albicans and Debariomyces kloeckeri

Debariocidine is a micostatic agent for Candida albicans and Deba-
riomyces kloeckeri.

Debariocidine is not toxic for mice and rabbits at least with the tested
dosis, although does not protect the rabbits against experimental candi-
diasis.

Debariocidine is inhibited by some serum proteins and this inhibition
could partially be neutralized by other proteins. '



Efecto de la debariocidina sobre C. albicans y D. kloeckeri 11

BIBLIOGRAFIA

. CANTRELL, H, F., and WIDRA, A. 1964, Experimental candidiasis in cortisone-
treated mice. J. Bacteriol., 87, 1532.

. LANzUELA, F. 1970, Aislamiento y purificacién de un nuevo antibiético produ-
cido por Bacillus subtilis. Tesis doctoral, Facultad de Farmacia, Universidad
Complutense.

. LanzueLa, F.; PEREZ-SILva, J., y RobRiGUEZ, D. 1971. Purificacién y propie-
dades quimicas del antibiético debariocidina. Microbiol. Espaii., 24, 209-19.
. MANIAR, A. C. 1965. Mode of action of hamicyn. Antimicrob, Ag. Chemother.,
349-52.

. PEREZ-SILVA, J., y GIL, R. 1960. Estudios sobre la debariocidina. I. Accién in
vitro sobre levaduras aisladas de enfermos tratados con antibiticos. Micro-
biol. Espaii., 13, 323-25.

. PEREZ-SILVA, J., y LaHoz, R. 1958, Nota previa acerca de un nuevo antibiético.
Microbiol. Espaii.,, 11, 255-63.



FACULTAD DE CIENCIAS DE LA UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA (TENERIFE)
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA

MODIFICACIONES EN LA COMPOSICION
ANTIGENICA DE ARTHROBACTER SIMPLEX
ATCC 6946 EN PRESENCIA DE LA SUSTANCIA S
DE REICHSTEIN

por

R. M. MARTIN

INTRODUCCION

El estudio de las transformaciones de esteroides por microorganis-
mos ha despertado gran interés, desde los primeros trabajos realizados
por Mamoli y Vercellone (6), en 1937, principalmente por las posibili-
dades que presentan con respecto a la obtencion de preparados con
actividad farmacolégica, mas accesibles, bien desde el punto de vista
econémico, bien desde un punto de vista estrictamente quimico, por las
dificultades que entrafia la consecucién de alguno de ellos mediante las
técnicas clasicas de la Quimica Orgénica.

Todo ello determind que numerosos grupos de investigadores comi-
sionados por las grandes compaiifas farmacéuticas, dirigiesen sus esfuer-
zos hacia este campo tan prometedor, que se tradujo en la aparicién de
un sinndmero de trabajos, de los cuales, una gran mayoria estd protegida
por patentes, lo que demuestra la gran importancia que llegaron a al-
canzar.

Microbiol. Espaf., 28 (1975), 13.
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Iizuka y Naito (5) y Charney y Herzog (1), realizaron una revision
de estos trabajos muy completa, recogiendo practicamente todo lo que
se habia realizado hasta 1967. Desde esta época hasta nosotros, raro es
el volumen de una revista dedicada al campo microbiolégico, bioquimico
o de la quimica orgénica, que no traiga entre sus paginas algin trabajo
dedicado a esta tematica.

En nuestro laboratorio estamos desarrollando una linea de investiga-
cion en este sentido, aprovechando los estudios que realiza el Instituto
de Investigaciones Quimicas de Tenerife sobre los esteroides, terpenos
y sapogeninas de plantas canarias, ensayando la accién de diversos
microorganismos sobre compuestos atin no estudiados en este aspecto.

Por otro lado, dado que mantenemos una linea de investigacién sobre
la modificacién de la estructura antigénica de diversas especies bacte-
rianas frente a condiciones externas diversas, y viendo que no se habia
realizado ningiin trabajo sobre las modificaciones que sobre esta estruc-
tura puedan realizar los substratos transformables y que tampoco se
habia estudiado la estructura antigénica de las bacterias que estamos
utilizando, pensamos realizar este estudio, uniendo estas dos lineas de
investigacion.

Un sistema que elegimos para nuestros primeros estudios fue Arthro-
bacter simplex ATCC 6946, como bacteria, frente a la substancia S de
Reichstein, como substrato, ya que, siendo un sistema ampliamente estu-
diado por diversos investigadores, entre los que podemos destacar a Sutter
y colaboradores (9), y siguiendo muy de cerca sus indicaciones, eviti-
bamos la aparicién de resultados inesperados, diferentes, que pudiesen
afectar a la reproductibilidad y fiabilidad de los resultados obtenidos.

Por otro lado, no buscamos un estudio quimico de la transformacion,
sino, solamente, ver en qué forma se veia afectada la estructura anti-
génica de la bacteria en presencia de un substrato, con los consiguientes
fenémenos de induccién y represion. De esta forma, dejamos un poco
a un lado la descripcién de las técnicas puramente quimicas, nombrando
solamente los pasos seguidos, para una mejor comprensién del texto
y de la metédica empleada.
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MATERIAL Y METODOS

a) Bacteria elegida

Arthrobacter simplex, ATCC 6946.

b) Medios y condiciones de cultivo

Siguiendo los datos proporcionados por Herzog y colaboradores (4),
utilizamos un medio de cultivo sélido para la reconstitucién de la cepa
bacteriana obtenida, liofilizada, de la coleccién de cultivos. Este medio
es agar-dextrosa, al que afiadimos 1 % de extracto de levadura Difco,
sembrando por estria en placa y dejando crecer durante un minimo de
24 h, a 30 °C.

A partir de aqui, recogemos un asa que pasamos a un medio de
cultivo liquido, de enriquecimiento, para la obtencién de una buena
masa microbiana, compuesto por 3 g de extracto de levadura Difco;
4,49 g de fosfato monopotésico; 8,83 g de fosfato disbico heptahidratado,
y agua del grifo, c.s;p. 1 litro. Incubamos a 30 °C, durante 18-24 h.

Una vez pasado este tiempo, recogemo 1 ml, del medio crecido, que
consideramos inéculo ‘estandar, y lo pasamos a matraces de 250 ml,
con 100 ml cada uno del medio que denominamos de transformacion,
compuesto por 1 g de extracto de levadura Difco en 1 1 de agua del
grifo. Incubamos a 30 °C durante otras 18-24 h, en agitador orbital,
a unas 158 r/m.

En este momento se puede proceder a la adicién del substrato este-
roide.

¢) Adicion del substrato

A los matraces anteriores les afiadimos 50 mg de la sustancia S
de Reichstein, disueltos en 2 ml de metanol, y mantenemos la incubacién,
en las mismas condiciones anteriores, otras 48 h. En este momento se
puede proceder a la extraccion de los esteroides.

d) Extraccion de los esteroides

Se procede mediante el empleo de acetato de etilo, en ampollas de
decantacion, repitiendo por tres veces la extraccion y separando la capa
orginica de la acuosa, que desechamos.
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e) Extraccidn de la masa microbiana para los estudios antigénicos

Aqui hemos de hacer la salvedad de que, seglin el uso a que estén
destinados estos extractos, procederemos de una muestra microbiana di-
ferente. Asi, para aquellos extractos antigénicos destinados al estudio de
la bacteria, antes de la adicién de esteroides, hemos de extraerla a partir
del medio de enriquecimiento, al final de la fase exponencial de creci-
miento. En aquellos otros que destinamos al estudio de la accién del
substrato, recogeremos la masa microbiana al final del crecimiento en
el medio de transformacion, en el punto que lo haciamos para la ex-
traccién de esteroides.

Para la obtencién de la masa microbiana, procederemos a la centri-
fugacién del medio crecido, a 6.000 r/m, durante 15 min, lavado del
sedimento microbiano con acetona a — 20 ©C, nueva centrifugacion,
nueva adicién de acetona a — 20 °C, centrifugacion, adicién de acetona
a — 20 °C y reposo durante 8 h en congelador. A su término, proce-
deremos a la Gltima centrifugacion, recogida del sedimento y desecacion,
en desecador de cloruro cilcico, en vacio, y tratamiento del polvo seco,
para la preparacién de los extractos antigénicos.

f) Estudio quimico de los esteroides

Dado que la finalidad de este trabajo no es el estudio quimico de la
transformacion, sino comprobar la veracidad de su existencia, ya que
nuestro objetivo es ver de qué forma actia ésta sobre la estructura anti-
génica de la bacteria que estudiamos, solamente indicaremos el estudio
quimico realizado, sin entrar en detalles.

A partir de la capa orgénica, producto de la extraccién realizada
con acetato de etilo, realizamos upa cromatografia en capa fina, sobre
silicagel, con la mezcla benceno-acetato de etilo como eluyente, al 60:40
de polaridad. Una vez desarrollada la cromatografia, revelamos con oleum
y observamos a la luz ultravijoleta, produciendo fluorescencia las man-
chas correspondientes al producto de partida y al de transformacion.
Como control colocamos un punto de la substancia de partida.

Para la identificacién completa del producto habria que proceder a
la medicién del Rf, separacion, por cromatografia en columna en silicagel,
recogida de fracciones, concentracién en rotavapor, cristalizacién en me-
tanol, determinacién del punto de fusién, estudio de solubilidades frente
a la serie de disolventes de polaridad creciente, asi como a la determi-
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nacién de los espectros ultravioleta, infrarrojo, resonancia magnética nu-
clear y, eventualmente, a la realizacién del andlisis elemental, rayos X
y espectrometria de masas.

g) Preparacion de los extractos antigénicos

Hemos de distinguir en este apartado los extractos antigénicos des-
tinados a la inmunizacién de los conejos, de aquellos preparados para el
anélisis antigénico, ya que el proceso seguido es diferente.

1) Preparados antigénicos para la inmunizacion

La obtencién de estos extractos se realiza a partir del polvo seco,
obtenido como describimos en el apartado e), el cual lo reconstituimos
con una minima cantidad de solucién salina fisioldgica estéril, determi-
nando el contenido proteico segiin el método de Lowry u otro adecuado.
De acuerdo con este dato, ajustamos la concentracién a 20 mg/ml, me-
diante dilucién posterior con la cantidad precisa de solucién salina fisio-
logica estéril. Afadimos, a continuacién, coadyuvante incompleto de
Freund, a partes iguales, con lo que nos queda la concentracién proteica
a 10 mg/ml de proteinas totales. De este complejo, extracto antigénico-
coadyuvante, partimos para la inoculacién de los animales.

2) Preparacion de los extractos para el andlisis antigénico

A partir del polvo seco bacteriano, reconstituimos con una minima
cantidad de agua desionizada y ultrasonamos para la ruptura de estruc-
turas celulares y dializamos a través de una membrana de didlisis de
acetato de celulosa (Union Carbide), determinando la concentracién pro-
teica, como anteriormente. De acuerdo con este dato, concentramos por
evaporacién a través de la membrana de didlisis o diluimos con agua
desionizada, para ajustar la concentracién proteica a 10 mg/ml. De este
preparado partimos para el andlisis antigénico.

h) Pauta de inmunizacion seguida

Como animal elegimos conejos machos de unos 5 a 7 kg de peso, a
los que practicamos una primera sangria cero, que nos servird como
control negativo en los estudios posteriores. Esta sangria y las posterio-
res, las realizamos en la vena marginal de la oreja.
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Las inoculaciones las realizamos en el lomo del animal, a ambos
lados y de atrds adelante, siguiendo un pauta de inoculaciones en dias
alternos, con un total de 15 inoculaciones de 1 ml cada una y practican-
do sangrias parciales cada semana para el control del titulo del inmuno-
suero. Dejamos descansar al conejo una semana y, si no hemos obtenido
titulo suficiente, que consideramos 1/32, procederemos a una segunda
tanda de inoculaciones, aumentando la dosis inoculada a 2 ml/inyeccién,
también en dias alternos y hasta obtener el titulo deseado. Una vez
obtenido, procederemos a la realizacién de una sangria a muerte, con la
méxima recogida posible de sangre.

Los sueros obtenidos los conservamos en congelador a — 20 °C.

i) Obtencion de inmunosueros especificos

En una parte de nuestro trabajo necesitaremos inmunosueros espe-
cificos, preparados mediante absorciones. La técnica seguida fue la si-
guiente: a 0,8 partes de un inmunosuero le afiadimos 0,2 ml del antigeno
de reaccion cruzada; incubamos 30 min, a 37 °C, y centrifugamos a baja
velocidad, recogiendo el sobrenadante, que sera el inmunosuero absor-
bido.

Comprobamos frente al antigeno absorbente, mediante inmunodifu-
sion radial, segin Ouchterlony, la negatividad de la reaccién, y, de no
ser asi, hemos de repetir la absorcién hasta que se negativice la reaccion.

j) Técnicas inmunologicas
1) Inmunodifusion segiin Ouchterlony

Utilizamos esta técnica en la comprobacion del titulo de los inmuno-
sueros y en el control de las absorciones. Se trata de la técnica clésica
de inmunodifusiéon radial, sobre gel de agar, en que practicamos un
pocillo central y otros circularmente, equidistantes, siendo el didmetro
de los pocillos de 2 mm y la distancia entre el central y los circundantes
de 4 mm (2-3 y 10).

2) Inmunoelectroforesis

Utilizamos la microtécnica de Scheidegger (8), modificada por Mar-
tinez Reja y colaboradores (7). Expresamos las bandas de precipitacion
obtenidas por su movilidad relativa a la albGmina, utilizando dextrano
y albiimina como indicadores del punto cero y del cien.
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RESULTADOS

a) Determinacion de la composicion antigénica directa de Arthrobacter
simplex

Para la determinacién de esta composicién procedimos al enfrenta-
miento, por inmunoelectroforesis, del antigeno correspondiente al Arthro-
bacter simplex antes de la adicién del substrato esteroide, que denomi-
namos ASE, frente al inmunosuero homdlogo, que denominamos anti-
ASE.

Los resultados obtenidos, expresados como bandas de precipitacion,
segiin su movilidad relativa a la albdmina, fueron: una banda de movi-
lidad — 7, una de 29, una de 44, una de 55, dos bandas de movilidad 62,
a y b, dos bandas de 74, a y b, y una banda de movilidad 85, con un
total de 9 bandas de precipitacion, que podemos ver representadas en
el esquema A de la figura 1.
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b) Determinacion de la composicion antigénica directa de Arthrobacter
simplex tras la adicion de esteroides

Proceiendo de la misma forma que anteriormente, enfrentando inmu-
noelectroforéticamente el inmunosuero anti-ACE, Arthrobacter, con es-
teroides, frente al antigeno homélogo, ACE, obtuvimos las siguientes
bandas de precipitacion: una banda de movilidad 44, dos bandas de
movilidad 50, y bandas de precipitacién correspondientes a las movili-
dades 56, 74, 107, 109,5 y 136,5, con un total de ocho bandas de
precipitacion, que representamos en el esquema B de la figura 1.

c) Enfrentamientos inmunoelectroforéticos cruzados

Procedimos también al estudio de los enfrentamientos inmunoelectro-
foréticos cruzados, para completar el esquema antigénico completo de
esta especie, en la posibilidad de que los resultados obtenidos nos enrique-
ciesen esta composicién por la deteccién de algin componente que no
se hubiese revelado en los enfrentamientos anteriores. Asi, enfrentamos
el antigeno ASE frente al inmunosuro anti-ACE y el antigeno ACE frente
al inmunosuero anti-ASE.

Nos encontramos con un total de quince bandas de precipitacion
nuevas, las correspondientes a las movilidades: 7, una banda; 11, una
banda; 55, tres bandas; 62, dos bandas; una de 68, dos de 77, tres de 85,
una de 107 y dos de 118, y que recogemos en los esquemas C-D de
la figura 1.

d) Determinacion de los componentes inducidos

Para la determinacién de este tipo de componentes, enfrentamos,
inmunoelectroforéticamente, el antigeno ACE (Arthrobacter con esteroi-
des), frente al inmunosuero anti-ACE, absorbido con el antigeno ASE
(Arthrobacter sin esteroides). Tal como representamos en el esquema A
de la figura 2, obteniendo un total de nueve bandas de precipitacién, de
movilidad relativa a la albGmina: — 10, 44, 55, 66, 85, 96, 100, 115
y 150.

e) Determinacion de los componentes reprimidos

Para la realizacién de este apartado enfrentamos, por inmunoelectro-
foresis, el antigeno ASE frente al inmunosuero anti-ASE, absorbido con
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el antigeno ACE, obteniendo un total de cinco bandas de precipitacion,
de movilidades relativas, 7,0; 62,70 y 118, que representamos en el
esquema B de la figura 2.
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Figura 2
DISCUSION

a) Determinacion de la composicion antigénica directa de Arthrobacter
simplex ATCC 6946

En la realizacién de este apartado hemos procedido al enfrentamien-
to directo de los sistemas homdlogos, antigeno ASE frente al inmuno-
suero anti-ASE, con lo que obtuvimos la composicion antigena directa
de esta especie bacteriana, que denominamos constitutiva.

b) Determinacion de la composicion antigénica directa en presencia
del substrato

Aqui determinamos las variaciones que produce la presencia del
substrato en la composicién antigénica constitutiva, determinando la des-
aparicién de algunos componentes antigénicos, que consideramos repri-
midos, y la aparicién de otros nuevos, que consideramos inducidos por
su presencia.
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c) Enfrentamientos inmunoelectroforéticos cruzados

En este tipo de enfrentamientos (esquemas C' 'y D de la figura 1)
vemos que aparecen algunos componentes antigénicos, no revelados en
los enfrentamientos directos, pero que, al reaccionar, son comunes a
ambos sistemas, por lo que podemos considerarlos como constitutivos
de especie, enriqueciéndonos el espectro antigénico de esta especie bac-
teriana.

d) Determinacion de los componentes antigénicos reprimidos e inducidos
por la presencia del substrato

Para la realizacién de este estudio hemos acudido a la utilizacién de
absorciones, con objeto de eliminar componentes comunes y que nos
reaccionasen solamente aquellos componentes que estdbamos buscando,
segin el planteamiento siguiente:

Antigeno ASE Antigeno ACE
Componentes constitutivos Componentes constitutivos
Componentes reprimidos Componentes reprimidos

Inmunosuero anti-ASE Inmunosuero anti-ACE
Componentes constitutivos Componentes constitutivos
Componentes inducidos Componentes inducidos

De esta manera, absorbiendo el inmunosuero anti-ASE con el anti-
geno ACE, eliminamos los componentes comunes, los constitutivos, ob-
teniendo un suero inmune especifico de los componentes reprimidos, por
lo que al enfrentarlo al antigeno homélogo ASE obtendremos une serie
de bandas de precipitacion, que corresponden, precisamente, a este tipo
de componentes (esquema B de la figura 2).

Por la misma razén, al absorber el inmunosuero anti-ACE con el
antigeno heter6logo ASE, eliminamos los componentes constitutivos, ob-
teniendo un suero inmune especifico de los componentes inducidos, que,
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Cuadro 1. Esquema resumen de la composicion antigénica total de Arthro-
bacter simplex

Mov.

Constitutivas

Reprimidas

Inducidas

—10
— 7

11
29
44
50
50
55
55
55
56
62
62
66
68
70
74
74
77
85
85
85
96

100

107

109,5

115

118

118

136,5

150

Lol o e R o o T T T A B B e i R I

KKK XX

)

X

N.°




24 R. M. Martin

al enfrentarlo al antigeno homélogo ACE, nos dard esta composicién
(esquema A de la figura 2). ,

De esta forma, hemos aportado en nuestro trabajo, por un lado, la
composicién antigénica del Arthrobacter simplex ATCC 6946; por otro
lado, creemos aportar una metédica de trabajo sumamente sencilla y
especifica para la realizacion de estudios sobre represién e induccién por
un substrato de sistemas enzimaticos implicados en un proceso metabdlico
y facilmente realizable en un laboratorio medianamente dotado.

RESUMEN

Se determina en este trabajo la composicién antigénica de Arthrobacter
simplex ATCC 6946, en que encontramos un total de 25 componentes
constitutivos, 5 reprimidos y 9 inducidos, en presencia de la substancia S
de Reichstein como substrato y que resumimos en el cuadro 1.

A la vez, exponemos y proponemos una metddica de trabajo sencilla,
sumamente especifica y facilmente realizable, para el estudio de la in-
duccién y represidon enzimaticas.

SUMMARY

Modification of the antigenic composition of Arthrobacter simplex.
ATCC 6946, in presence of Reichstein’s substance S

The antigens of Arthrobacter simplex ATCC 6946 are determined
as well as the variations produced in presence of Reichstein’s substance S,
a steroidal substratum, which is transformed. A total of 25 components
are described, 5 repressed and 9 induced. A simple, highly specific and
easy method is proposed for the determination of enzymatic induction
and repression.

BIBLIOGRAFIA

1. CHARNEY, W., and HErzoG, H. L. 1967. Microbial Transformation of Steroids.
Academic Press Inc., N. Y.

2. CHORDI, A.; GONZALEZ-CASTRO, J.; TorMO, J., vy Diaz, R. 1962, Hemaglutina-
cién indirecta con células formoladas en el serodiagndstico de la hidati-
dosis. Rev, Med. Estud. Gen. Navarra, 6, 27-39.



Modificaciones en la composicion antigénica de A. simplex 2

10.

. CHorDI, A. and KacaN, I. G. 1964. Analysis of normal sheep serum by

immunoelectrophoresis. J. Immunol., 93, 439-45.

. HErzoGg, H. L.; PAYNE, C. C.; TuLLY-HUGHES, M.; JEVNIK-GENTLES, M.;

HERSHBERG, E. B.; NOBILE, A.; CHARNEY, W.; FEDERBUSH, C.; SUTTER, D,
and PErRLMAN, P, L. 1962. Microbiological transformation of steroids-X,
1-dehydro analogs of cortical steroids. Tetrahedron, 18, 581-89.

. Iizuga, H., and Narro, A. 1967. Microbial Transformation of Steroids and

Alkaloids. University of Tokyo Press and University Park Press, State
College, Penn,

. MamoLi, L., and VERCELLONE, A. 1937. Bet., 70, 470.
. MARTINEZ-REJA, P.; ALVAREZ-MORENO, C.; HERMIDA, F., and CHORDI, A. 1969.

Identification by immunoelectrophoresis of bovine proteins. J. Dairy Sci.,
52, 1.

. SCHEIDEGGER, J. J. 1955. Une microméthode de limmunoelectrophorése. Int.

Arch. Allergy Appl. Immunol., 7, 103.

. SUTTER, 'D.; CHARNEY, W.; O’NEILL, P. L.; CarvajaL, F.; Herzog, H. L.,

and HERsHBERG, E. B. 1957. J. Org. Chem., 22, 578.
TorMo, J., and CHORDI, A, 1965. Immunoelectrophoretic analysis of Ascaris
suum antigens, Nature, 205, 983-85.



INSTITUTO PROVINCIAL DE SANIDAD DE NAVARRA
SERVICIO DE MICROBIOLOGIA CLINICA

IDENTIFICACION DE PSEUDOMONAS
DE INTERES CLINICO (*)

por

J. REPARAZ y A, i MORAL

INTRODUCCION

La identificacién de bacterias pertenecientes al género Pseudomonas,
con o sin interés clinico, representa una cuestion microbioldgica apasio-
nante. Su delimitacién taxondémica y el ndmero de especies que com-
ponen el género estdn muy lejos de ser admitidos undnimemente.

Conviene decir ya que desde este enfoque la bibliografia no médica
es mucho mdas abundante y cientifica que la puramente clinica, lo que
es en gran parte natural si tenemos en cuenta que ante la enfermedad
infecciosa, en determinadas ocasiones, es necesario, o al menos con-
veniente, actuar con rapidez, sabiendo sacrificar la exactitud perfeccio-
nista de un diagndstico exhaustivo.

En el caso de Pseudomonas debemos admitir que no son muchos
los trabajos médicos en los que se mencionen y detallen las técnicas em-
pleadas para su identificacion, si bien en una gran parte de ellos la Unica
especie inculpada es Ps. aeruginosa. Y es, y en esto llevan razén, que
en la mayoria de las veces el hecho es asi, porque son tan evidentes las
caracteristicas de las que se identifican como Ps. aeruginosa que no re-

(*) Trabajo presentado al I Simposio sobre Microbiologia de Infecciones
Baterianas, Madrid, octubre, 1972.

Microbiol. Espai., 28 (1975}, 27.



28 J. Repdraz y A. del Moral

sulta aventurado suponer que, pricticamente, todos los casos clinicos que
se publican de infeccién por este germen o de su sensibilidad a los anti-
bidticos son en este sentido clasificatorio bacteriolégicamente correctos.
Sin embargo, a los microbidlogos clinicos que no vivimos la peren-
toriedad de la asistencia inmediata a un enfermo, nos preocupa saber
si no se hallaran ya en nuestro medio otras especies de Pseudomonas,
o incluso variantes atipicas o menos frecuentes que la cldsica, que estin
pasando desapercibidas y que, ademads, sin duda alguna, estan falseando
los resultados sobre la eficacia de una determinada terapéutica, al eti-
quetar como gérmenes de tal o cual especie o género, bacterias que ade-
cuadamente estudiadas se encuadrarian en el género Pseudomonas.

Al decir esto nos damos cuenta de que no resulta demasiado sencillo
compaginar una mayor exactitud en el diagndstico etiolégico de un pro-
ceso infeccioso y la rapidez de actuacion de la que hablabamos antes,
o, simplemente, de la defensa de una mayor economia. No obstante,
creemos que algo se puede y se debe hacer a nivel de los laboratorios
medios de nuestro paifs, y plenamente conscientes de la limitacién de
nuestros conocimientos y de la modestia de nuestros medios técnicos es
por lo que presentamos esta ponencia, fundamentalmente practica, que
no tiene ninguna pretensiéon distinta de la de ser uti! a aquellos micro-
bidlogos que por sin fin de razones tienen su camino dificilmente trazado.

GENERO PSEUDOMONAS: DEFINICION

Desde el hallazgo por Gessard en 1882 de Bacillus pyocyaneus, mu-
chas han sido las definiciones propuestas, revisadas y finalmente olvida-
das. La razén de ello parece estar en la ausencia de caracteres taxono-
micos significativos y estables, lo cual viene a justificar la importancia,
cada dia mayor, que se le concede a la clasificacion basada en un con-
junto de caracteres, no sélo bioquimicos, sino seroldgicos, genéticos,
patogénicos epidemioldgicos, etc., frente a la mas simple, pero también
mas incierta, de la division dicotomica. Ejemplo de esto lo tenemos en
la comprobacién de cémo en pocos afios, desde la 7.2 edicién del Ber-
gey (2) hasta ahora, el nimero de especies y el concepto mismo de
Pseudomonas han variado. Por otro lado, investigadores serios en estas
cuestiones recalcan una y otra vez la inutilidad, cuando no perjuicio, que
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provoca la hipertrofia de géneros y especies al ser éstos pretendidamente
justificados por divergencias mas que discutibles.

Una rapida revisién bibliografica confirmari lo que decimos. En 1957,
el Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology describe cerca de 150
especies. Dos aflos més tarde, Krassilnikov, y, en 1961, Prévot (25) ele-
van este nimero a varios centenares. Los trabajos de Rhodes (28), Col-
well y Liston (4), Lysenko (18), Brisou (2), etc., representan otros tantos
intentos de enfoque del problema. Stanier y colaboradores (30) llevan
a cabo un estudio clasificatorio, basado en la diferente actividad bioqui-
mica de los Pseudomonas aerobios, verdaderamente modélico. Shewan
y colaboradores (29) y De Ley (6), entre otros, efectdan sus trabajos con
caricter de estudio diferencial entre Pseudomonas y otros géneros con ¢l
relacionados. Ultimamente, y con miras de interés clinico-practico, Pickett
y colaboradores (19-23) y Gardner y colaboradores (8) se ocupan de
los bacilos gram-negativos, no fermentativos, relacionados con el hom-
bre. Mas concretamente, Sutter (31) y Gilardi (10-11), entre otros, es-
tudian detenidamente las diferentes especies de Pseudomonas de interés
clinico.

Posiblemente, la definicién mas cientifica que hemos encontrado so-
bre Pseudomonas aerobios sea la dada por Stanier y colaboradores (30),
que dice: “Bacilos unicelulares, con el eje mayor recto o curvado, pero
nunca helicoidal; méviles mediante uno o mds flagelos polares; gram-
negativos; no forman esporas ni pedinculos ni cubiertas; de metabolismo
respiratorio, nunca fermentativo ni fotosintético; todas las especies usan
oxigeno molecular como oxidante terminal, pudiendo algunas emplear
la desnitrificacién como mecanismo respiratorio anaerobio. Todas son
quimioorgandtrofas y algunas facultativamente quimiolitétrofas que uti-
lizan H, como fuente de energia”. Estos autores completan la definicion
con una caracteristica adicional, cual es el contenido en bases de su ADN,
aproximadamente entre un 58 % a un 69 % mol de G + C.

Naturalmente que para los fines habituales de la microbiologia clinica
esta definicion condiciona la realizacién de unas metddicas fuera del
alcance comin. En consecuencia, con la intencién de simplificar, aunque
dentro de ciertos limites, podemos ver en el cuadro 1 las caracteristicas
minimas necesarias para encuadrar a una determinada bacteria dentro
del género Pseudomonas.
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Cuadro 1. Caracteres bdsicos del género Pseudomonas

Bacilo recto o curvado, no helicoidal

Gram-negativo

No esporulado

Aerobio, mévil (*)

Crece a 37 °C

Glucosa: fermentaciéon ... ... ... ... «.. ... ... ... negativa
Glucosa: oxidacién ... ... ... .e. vev eer eer we. ... positiva (¥%)
Oxidasa: positiva (¥**)

Flagelo(s): polar(es)

Pseudomonas

(*) Ps. mallei y algunas cepas de ciertas especies son inmdviles. (**) Pocas
especies, de interés clinico, son inertes o ligeramente alcalinizantes. (***) La ma-
yoria de Ps. maltophilia son oxidasa-negativos.

GENEROS AFINES

Antes de pasar al estudio mas detallado de algunas especies de Pseu-
domonas creemos imprescindible comentar brevemente la problemética
que plantea la identificacién y clasificacién de ciertas bacterias pertene-
cientes a los que podemos llamar géneros afines al género Pseudomonas.

Primeramente diremos que al hacerlo vamos a tratar Gnicamente de
aquellos bacilos, gram-negativos y no fermentativos, de interés actual
en clinica humana, si bien estamos convencidos de que la patogenicidad
de un germen no constituye en si misma un cardcter con valor taxo-
némico importante.

En segundo lugar seremos breves, pues una consideracién detallada
cae fuera de nuestro propésito. Consecuentemente, nos referiremos a las
diferencias en cuanto a su comportamietno frente a la glucosa, presencia
de oxidasa, y existencia y localizacion de los flagelos; caracteres bdasicos
que como hemos visto nos han permitido llegar al género Pseudomonas,
y solamente afiadiremos pequefias aclaraciones que nos ayuden en el
diagnéstico etioldgico con probabilidad mayor, pero siempre dentro de
las limitaciones facilmente comprensibles.



Pseudomonas de interés clinico 31

No nos ocuparemos de las técnicas seroldgicas ni ahora ni mas tarde
al estudiar las diferentes especies, pues, como dice Liu (18), no parece
que por el momento, y a pesar de recomendar la creacién de centros
nacionales de referencia para el diagnéstico serolégico de estos gérmenes
a nivel de género, proporcione en la practica un servicio eficaz que
compense la dificultad y coste de su realizacion.

Estimamos oportuno indicar que la taxonomia y sinonimia de estos
géneros a la luz de los conocimientos actuales es tan conflictiva, ain en
el puro plano tedrico, que resulta dificil, por no decir imposible, acep-
tar como definitivo ninguno de los esquemas que se nos ofrecen por los
diferentes autores, y si insistir, como hacen algunos de ellos, en lo aven-
turado que resulta definirse en esta materia.

El cuadro 2 corresponde a un esquema simplificado que a nivel de
généro nos permite observar la situacién y diferencias entre estos gér-
menes tan intimamente afines.

En €l podemos establecer dos grandes grupos en funcién de su ca-
pacidad oxidativa de la glucosa. Los oxidativos pueden ser a su vez
oxidasa-positivos o negativos. Estos dltimos nos permiten ya quedarnos
con: los géneros Acinetobacter, Chromobacterium y Xanthomonas, a fin
de diferenciarlos de una sola especie de Pseudomonas, Ps. maltophilia,
que como es sabido en un gran porcentaje de sus cepas es oxidasa-ne-
gativa. La falta de movilidad y la lisinadescarboxilasa (LDC)-negativa
de los Acinetobacter, y la LDC igualmente negativa, junto con la oxi-
dacién del gluconato positiva de los Chromobacterium, pueden consti-
tuir pruebas de apoyo para descartar Ps. maltophilia.

Xanthomonas, de significacién patégena para el hombre muy poco
clara, presenta dificultades diagnésticas a nivel de género que tedrica-
meq‘te hacen necesario recurrir al estudio del nimero de flagelos para
su diferenciacién. Digamos en este momento que en la definicién que
hemjos dado al comienzo de Pseudomonas aerobios, va, por supuesto,
inclnido Xanthomonas. Més atin, segin De Ley y colaboradores (7),
Xarftthomonas serfa simplemente una especie méas del género Pseudomo-
nas, Asi, pues, la diferenciacién que consta a este respecto en el cuadro
tiene bastante de artificiosa.

Cuando los bacilos no fermentativos pero si oxidativos de la glucosa
son ademas oxidasa-positivos, la posibilidad de confundir a Pseudomo-
nas estriba fundamentalmente con el género Flavobacterium. En la prac-
tica, sin olvidar el valor real del estudio de flagelos, la pigmentacién



Cuadro 2. Clave sistemdtica de las caracteristicas diferenciales mds importantes entre Pseudomonas y géneros afines

1: Xanthomonas

Flagelo
Movilidad + ¢ polar > 1: Pseudomonas: (Ps. maltophilia) (*)
Oxidasa — 2 Flagelos peritricos: Chromobacterium
Oxidacién de Movilidad —: Acinetobacter
1
glucosa + Flagelo(s) polar(es): Pseudomonas
Movilidad +
Flagelos peritricos: (Flavobacterium)
Oxidasa -
1 —: Ps. llei
Bacilos Gram- Movilidad — ; Tndo 5. matet
no fermentativos Indol +: Flavobacterium
. Oxidasa —  Movilidad —: Acinetobacter
. Flagelo(s) polar(es): Pseudomonas
Oxidacion de
glucosa débil 6 — Movilidad + Flagelos § Bordetella: B. bronchiseptica (**)
peritricos | gicaligenes
Oxidasa -+
(Alcaligenes)
Movilidad — { Moraxella
Flavobacterium

(*) Unica especie. (**) Puede ser oxidasa débil. ( ) Especie o género poco frecuente.
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de todo este género limita dicha posibilidad s6lo a las especies pigmen-
tadas de Pseudomonas. El hecho de que todas éstas sean indol-negativas

las separa facilmente de Flavobacterium.

El segundo gran grupo lo integran aquellos que no oxidan la glucosa
o lo hacen de forma débil. Dentro de él, y simplemente por ser oxidasa-
negativo, podemos excluir Acinetobacter (concretamente, A. Iwofii o
Mima polymorpha). Por el contrario, cuando esta prueba es positiva,
hace que un buen procedimiento para distinguir entre una determinada
especie del género Alcaligenes y un Pseudomonas alcaligenes, por ejem-
plo, implique la conveniencia y muchas veces la necesidad de un dete-
nido estudio de flagelos, una vez comprobada su movilidad. Por su parte,
ciertas propiedades, como pueden ser la dificultad de crecimiento, el
requerimiento de medios especiales o la rapida alcalinizacién de la urea
y algunas amidas, son propias de Bordetella bronchiseptica.

En el caso de que la movilidad sea negativa, podemos considerar

que no nos encontramos ante un Pseudomonas, y el germen en cuestion
pertenecerd posiblemente al género Moraxella, al grupo 3 de Flavobac-
terium (Pickett y Pedersen) o a la especie Alcaligenes faecalis. La dife-
renciacion entre ellos y su confirmacion definitiva no son propias de este
trabajo.

Es pues en este segundo grupo donde se encuentran las mayores difi-
cultades, debidas, naturalmente, a la pobreza de actividad que las espe-
cies de los diferentes géneros que lo integran muestran frente a los subs-
tratos mas empleados en bacteriologia clinica habitual.

DESCRIPCION DE ESPECIES

Insistiremos una vez mds en el caricter eminentemente practico de
esta exposicién y en consecuencia convendremos en geu algunas inexac-
titudes del cuadro 3 deben pasarse por alto en aras de una simplificacion
eficaz. Esto al margen de que en los resultados que se sefialan no todos
los autores estdn de acuerdo, siendo por ello importante realizar técnicas
correctas y normalizadas para poder obtener datos comparables.

No de todas las especies citadas en el cuadro tenemos experiencia
personal de laboratorio. La descripcion resumida de sus caracteristicas
la hemos obtenido estudiando con detenimiento la bibliografia a nuestro
alcance.



Cuadro 3. Algunos caracteres diferenciales entre Pseudomonas de interés clinico

]
K 5 g
8 9 Q
3 [T s 35 % S =1 ] S b g
-] =} S < § O = k= = o] b
=] o= Q g - o= g S oo 5 2 g 2 13
Be | 2% a) Q ol Ko | 25 a e = 2 = s g
Zg | ko = A 7 Os | &2 | & < 6] = = ~ =
Ps. aeruginosa 1 — — + v + + + — + — +
Ps. fluorescens >1 + —_ —_ + v — + + \"4 +
Ps. putida >1 + _ —_ —_ —_ — — — —_ — +
Ps. maltophilia >1 — + — — — A" — _ _ +
Ps. cepacia >1 — + — _— v v — + + + +
Ps. stutzeri i — — — — v — + + +
Ps. pseudomallei >1 — — — — + + — -
Ps. mallei 0 — — v —_ + — + + + + + + +
Ps. putrefaciens 1 —_ — — + + - + —_ — — \% \'
Ps. acidovorans (*) >1 — — — - d — A v - — i+
Ps. alcaligenes (*) > 1 — — — — — — + v v — — — —

Flagelo(s): localizacién polar; V, variable; d, débil

. (*) Grupo integrado por especies muy préximas.
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No consideramos oportuno en este momento, ni es nuestra mision,
afirmar si realmente todas las especies que se indican son verdadera-
mente patégenas para el hombre. Hasta no hace demasiado tiempo ha
sido clasico admitir a Pseudomonas aeruginosa como la tnica con este
caricter. Ps. mallei, agente etiolgico del muermo, ha sido incluido en
el género Pseudomonas en un estudio de Readfearn y colaboradores (26),
a pesar de su falta de flagelos. Posteriormente, esta situacién taxonémica
ha sido aceptada por diversos autores y rechazada por otros. El hecho
de que lo hayamos incluido en este estudio, ain teniendo en cuenta su
nula o escasa frecuencia, se debe a razones tedricas, e incluso podemos
afiadir que los argumentos que se esgrimen para incluir este germen
dentro del género Pseudomonas no son en absoluto convincentes con
los conocimientos que hoy poseemos. La inclusién de Ps. pseudomallei
estd fuera de duda, aunque geograficamente, por supuesto, no en nues-
tro medio, pero su clasificacion como Pseudomonas ha estado mucho
tiempo encubierta con denominaciones tales como Loefferella, Malleo-
myces, Pfeifferella pseudomallei, etc. Hug y Ryschenkow (14) llaman
la atencién sobre la posible relacién entre Ps. maltophilia y clinica hu-
mana. Gilardi (9) describe 22 cepas procedentes de muestras clinicas,
6 de las cuales dieron cultivo puro de Ps. maltophilia con aparente res-
ponsabilidad del proceso. Hace unos afios, King (15) relacioné también
con enfermedad a otra especie a la que denominé EO-1, conocida mds
tarde como Ps. kingii y considerada hoy por algunos como Ps. multivo-
rans o Ps. cepacia.

Un breve resumen de la situacién actual es lo que pretendemos con
el cuadro 3.

Vemos en €l 11 especies diferentes, si bien hemos de decir que Pseu-
domonas acidovorans y Ps. alcaligenes constituyen, para los fines de este
cuadro, pequefios grupos, no muy bien conocidos y dificiles de separar,
integrados por gérmenes con caracteres bioquimicos muy préximos. Asf,
por lo tanto, consideramos entre los débilmente sacaroliticos a Ps. pseu-
doalcaligenes y Ps. vesiculare, mientras que en los no sacaroliticos y jun-
to con Ps. alcaligenes, podemos incluir Ps. diminuta y Ps. testosteroni,
todos ellos, e incluso algunas otras especies no citadas, con significacién
clinica dudosa.

Prescindiendo del estudio de los flagelos y de la accién sobre la glu-
cosa, ya empleadas a nivel de género, son convenientes otras 13 técnicas
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mds, aunque, como veremos al final, en la préctica todo puede reducirse
considerablemente.

Fijémonos en los recuadros seiialados con trazo continuo. En el pri-
mero se nos indica cémo la positividad de fluorescencia o de oxidacion
del gluconato la poseen exclusivamente 3 especies: aeruginosa, fluorescens
y putida, las cuales integran el grupo conocido como fluorescente. Sin
embargo, ello no quiere decir que siempre hayan de poseer ambas pro-
piedades. Lo que si es cierto es que toda cepa perteneciente a este grupo
es positiva, cuando menos en una de ellas.

Para nosotros, sobre todo a nivel hospitalario, representa el grupo
mas frecuente, y sobre él volveremos a fin de comentar la manera de
separar sus tres especies.

En un segundo grupo, meramente prictico, nos encontramos con los
dos unicos Pseudomonas LDC-positivos: maltophilia y cepacia.

De las especies pseudomallei y stutzeri no puede decirse que posean
en exclusiva un cardcter. A pesar de ello, su clasificacion puede obtenerse
indirectamente por tratarse de Pseudomonas desnitrificantes que no per-
tenecen al grupo fluorescente. Sefialemos que para excluir de este grupo
a un Pseudomonas se requiere la negatividad, tanto de la fluorescencia
como de la oxidacion del gluconato.

Pseudomonas mallei es facil de diferenciar, ya que su falta de flagelos,
y en consecuencia su inmovilidad, en un Pseudomonas no fluorescente
y LDC-negativo hace que atn al margen de su comportamiento variable
en la desnitrificaciéon se pueda, en el poco probable caso de encontrarnos
frente a él, reconocerle sin dificultad. Otro tanto cabe decir de Ps. putre-
faciens, cuyo caracter SHy-positivo es, en lineas generales, exclusivo de
esta especie.

Finalmente, la débil o nula capacidad oxidativa de la glucosa nos
llevard a pensar en Pseudomonas de grupo acidovorans o alcaligenes.

Asi, pues, identificada una bacteria como perteneciente al género
Pseudomonas y encuadrada en una primera orientacién en el grupo men-
cionado, podemos, sin grandes dificultades, continuar su estudio hasta
una identificacién mdés exacta.

Para ello, en el grupo fluorescente, podremos mediante la compro-
bacién de su capacidad de crecimiento a 42 °C separar Pseudomonas
aeruginosa, la gelatinasa y el inositol nos servirdn para diferenciar Ps. fluo-
rescens de Ps. putida.

Entre maltophilia y multivorans pueden resultarnos utiles y de reali-
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zacién sencilla la acidificacion del inositol y del manitol. Pseudomonas
. multivorans es oxidativa de ambos aziicares, mientras que Ps. maltophi-
lia, no.

Las dos especies desnitrificantes no fluorescentes pueden distinguirse
mediante el estudio del niméro de flagelos: uno, para Pseudomonas
stutzeri, y varios, para Ps. pseudomallei; sin embargo, la utilizacién del
inositol y de la lactosa, y més ain la argininadehidrolasa (ADH)-positiva
de Ps. pseudomallei, nos permitirdin completar la identificaciéon en un
plano mads accesible.

La identificacién de Pseudomonas mallei y Ps. putrefacins ya hemos
visto como presenta caracteres especiales que las hacen facilmente re-
conocibles.

Por ultimo, las especies que integran los grupos acidovorans y alcali-
genes resultan mas dificiles de matizar. No obstante, creemos que con
llegar a saber de una bacteria procedente de clinica humana, que es
Pseudomonas, que es también débilmente o nada en absoluto sacaro-
litica, y mediante la prueba de fructosa tratamos de confirmar si estamos
ante una perteneciente al grupo acidovorans (positivo) o alcaligenes (ne-
gativo), habremos dado un paso interesante en el aspecto etioldgico de
las infecciones por Pseudomonas. :

La produccién de pigmentos viene sefialada en el cuadro 3, y sélo
afiadiremos que como caracteristica clasificatoria solamente nos ha ser-
vido en ocasiones como un dato mds. Por otra parte, de sus diferentes
tipos, de su estudio e implicaciones teéricas, se trata ampliamente en la
ponencia del Dr. Portolés, y a ella nos remitimos. Igualmente, el piociano-
tipo y su importancia diagndstica y epidemioldgica es tratada en otro
lugar por el Prof. Gémez Lus.

Queremos terminar este capitulo diciendo, como ya lo hicimos al
principio, y sefialan perfectamente Hendrie y Shewan (13), que el pro-
cedimiento clasificatorio dicotdmico es limitado y que en todas las espe-
cies mencionadas es el conjunto de pruebas lo que en realidad ha de
servirnos.

Los autores citados sefialan como, por ejemplo, en el caso de Pseudo-
monas aeruginosa pueden darse, entre otras, cepas con caracteristicas
tales como:

1) No mdviles.
2) Fluorescentes, pero no productoras de piocianina.
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3) Productoras de pigmento no difusible.

4) Formadoras de piorrubina y no de piocianina.

5) Inméviles, fluorescentes y piocianina-negativas.

6) No modviles, fluorescentes y capaces de producir un pigmento
semejante a la melanina.

TECNICAS Y VIAS DE DIAGNOSTICO EN EL LABORATORIO

Nos limitaremos simplemente a enumerar las técnicas que utilizamos,
para después mostrar las vias y fases que llevamos en nuestro labora-
torio.

Salvo en la prueba de capacidad de crecimiento a 42 °C, todas las
demas han sido incubadas a 36° - 1 ©°C.

Movilidad. Examen en gota pendiente e inoculacién por picadura de
un medio de agar semisélido. Se observa el cultivo a las 6, 24 y 48 h,
teniendo en cuenta que la opacidad producida, caso de ser mévil, puede
no ser intensa.

Flagelos. Tincién por el método de Rhodes (28). En determinadas
ocasiones hemos necesitado la colaboracién de Centros que disponen de
microscopio electrénico. : '

Oxidacion de la glucosa. Primero, en medio de King A (KIA), com-
probacién de los no fermentativos con el medio de Hugh y Leifson,
modificado. En casos de duda o estudio creemos recomendable el uso
de un medio base mineral tamponado.

Oxidacion de aziicares. Medio O/F o medio base mineral tamponado
con el azdcar en concentracién final de un 1-2 %. Incubacién, hasta
6 dias.

Oxidasa. Segin Kovacs (16).

Fluorescencia. En medio de King B o en medio de Sellers, tras una
incubacién de 1-2 dias (excepcionalmente pudo ampliarse hasta 4 dias).
Observacién con luz ultravioleta a 366 mu o con lampara de Wood.

Pigmento. KIA. Tiempo de incubacién, 24-48 h.

Oxidacion de gluconato. Segin Haynes (12). La técnica de Arai y
colaboradores (1) puede ser ventajosa.

Desnitrificacién. Consideramos a una cepa como desnitrificante cuan-

do forma gas en medio de Sellers o en caldo de nitrato. Incubacién,
1-4 dias.



Cuadro 4. Via de identificacion de las especies de Pseudomonas y de géneros afines

Bacilos gram-negativos, no fermentativos

Oxidasa —

Oxidasa -+

Fluorescencia y gluconato —

LDC — LDC + l

I Oxidacién de
Ps. maltophilia glucosa —

Acinetobacter
Chromobacterium
Xanthomonas

Movilidad —

Alcaligenes
Moraxella
Flavobacterium

Flagelos peritricos

Alcaligenes
B. bronchiseptica

Fructosa — Fructosa +

Ps. alcaligenes Ps. acidovorans

Movilidad

Flagelo polar

Oxidacién de

Fluorescencia y gluconato -+

Crecimiento 42 °C —  Crecimiento 42 °C 4-

glucosa
l I Ps. aeruginosa
LDC — LDC +
Indol — Indol + Gelatinasa — Gelatinasa 4
| Nz -_— Nz: Vv
Flavobacterium Inos1.tol — Inos1.tol -+
l Manitol — Manitol 4
Movilidad —  Movilidad + . '
I Ps. putida Ps. fluorescens
Ps. mallei N, + N, —
SH, — SH, +
Ps. putrefaciens
Inositol — Inositol + I
ADH — ADH + Inositol — Inositol +
Lactosa — Lactosa 4 Manitol — Manitol 4
Ps. stutzeri Ps. pseudomallei Ps. maltophilia Ps. cepacia
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Crecimiento a 42 °C. En caldo de triptona, incubado en bafio termos-
tatico durante 48 h.

LDC. A partir de KIA, con discos del Instituto Pasteud, siguiendo
las instrucciones de los fabricantes y/o segin el método de Falkow.

ADH. Preferimos el medio de Thomley (33) empleando para cada
cepa dos tubos, uno con vaselina estéril y otro sin ella. Incubacién y
lectura, 2-7 dias.

SH,. Presencia en KIA.

Gelatinasa. Inoculacién de gelatina nutritiva (12 %) e incubada de
1-14 dias, con observacion cada 48 h del cultivo, introduciéndolo en
frigorifico durante 30 min.

Indol. En agua de triptona y reactivo de Kovacs.

DIAGNOSTICO EN EL LABORATORIO

En el cuadro 4 veremos mejor algo de lo que podemos hacer para
llegar a las especies descritas.

Para ello necesitamos los pasos o fases siguientes: un primer paso
en el que simplemente a partir de una colonia pura correspondiente a
un bacilo gram-negativo se inocula un KIA, incubédndolo a 36 °C du-
rante 24 h. Con las caracteristicas del crecimiento, la oxidasa y la LDC
se puede, al margen de separar otros géneros, llegar ya a Pseudomonas
maltophilia. Identificacién que podemos ratificar con una investigacién
de requerimiento de metionina.

En el caso de que el KIA revele la presencia de un &"germen no fer-
mentativo, pero oxidasa-positivo, es necesario pasar a una nueva fase,
pudiendo, seglin parezca, hacer o no en este momento una LDC.

La segunda fase consta de la inoculacién de los medios siguientes:
King B, gluconato, KIA (facultativo), O/F modificado, triptona (42 °C)
y nitratos. Con el resultado de estas pruebas se diferencia Pseudomonas
aeruginosa, quedindose con cuatro vias, las cuales constituyen la tercera
y ultima fase.

1.2 Fluorescencia y/o gluconato: +; 42 °C; —; O/F: +/—;
N,: + 6 —: inoculacién de inositol, manitol y gelatina. Las tres pruebas
positivas corresponden a Pseudomonas fluorescens; negativas, a Ps. pu-
tida.
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2.2 Fluorescencia y gluconato: —; O/F: +/—; LDC: +. Inocu-
lacién de inositol y manitol. Cepas positivas a las dos pruebas: Pseudo-
monas cepacia; negativas, Ps. maltophilia.

3.2 Fluorescencia y gluconato: —; O/F: +/—; LDC: —; N;:
+ 6 —. Inoculacién de agua de triptona (indol), ADH, inositol y lac-
tosa. La positividad del indol excluye Pseudomonas. Su negatividad,
junto con la falta de movilidad, nos llevan a Ps. mallei. Si, por el con-
trario, la bacteria es movil, produce SH, (KIA) y N, es negativa, signi-
fica Ps. putrefaciens. Finalmente, gérmenes con los caracteres citados en
esta tercera via, cuyo N, sea positivo y el inositol, ADH y lactosa negati-
vos, se tratard de Ps. stutzeri. La misma via, pero con las tres tltimas
pruebas positivas, equivalen a Ps. pseudomallei.

4.2 Fluorescencia y gluconato: —; O/F: débil/— 6 —/—; LDC:
—; N;: —. Inoculacién de fructosa y estudio de flagelos. La disposicion
peritrica de éstos descarta Pseudomonas. Su polaridad y fructosa +,
indica Ps. acidovorans; polaridad y fructosa —, Ps. alcaligenes.

RESUMEN

Basados en una amplia revisién bibliografica y, en parte, en su pro-
pia experiencia, los autores proponen con fines de utilidad en micro-
biologia clinica: a) los caracteres basicos del género Pseudomonas; b) el
esquema diferencial con los géneros afines; c) el estudio comparativo de
15 propiedadeg, en 11 especies més o menos vinculadas a procesos cli-
nicos, que permiten su pronta clasificacién en 4 grupos fundamentales;
d) via de identificacion.

Se describen las técnicas y se hace énfasis sobre la necesidad de
unificar métodos y de un empleo e interpretacién correctos de los mismos.

SUMMARY

Identification of Pseudomonas of clinical importance

Based on a bibliographic review and on the experience of the authors,
they present: a) the basic characters of the genus Pseudomonas; b) the
differential scheme of the related genera; c) a comparative study of 15
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e,

proprigties in 11 species involved in clinical processes which can be quickly
classified in 4 different main groups; d) identification key.

Techniques are described and the authors emphasize the need of

unification of methods.

10.

11.

12.

13.

14,

15.

16.
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INTRODUCCION

El Departamento de Fisiologia Vegetal y Edafologia, de la Facultad
de Ciencias de Barcelona, controla la produccién vegetal, el abonado y
el nitrato perdido con las aguas de drenaje (recogidas en cajas lisimé-
tricas) de una pradera experimental de Lolium perenne. El contenido
inicial de materia organica existente en el suelo era del orden del 5 %
(C/N = 14). El nitrégeno de la planta, junto con el recogido en forma
de nitrato en los lisimetros, representaba una cifra igual a la suminis-
trada con el abonado. Es decir, que el rico substrato organico del suelo
no parecia haber suministrado nitrégeno, cuando por las condiciones
del ensayo se esperaba una cifra semejante a la del abonado. Dicho défi-
cit podia ser debido a pérdidas por desnitrificacion, o bien por inmovili-
zacién en el suelo, aunque esta dltima posibilidad fuese menos probable.

Las finalidades iniciales de este trabajo fueron la evaluacién a lo
largo del tiempo de la flora desnitrificante que fuese responsable de la
posible desnitrificacién bacteriana en estos suelos y su caracterizacion.

Microbiol. Espafi., 28 (1975), 43.



4 J. Vives y R. Parés

MATERIAL Y METODOS

1. La pradera experimental

La pradera objeto de estudio estd situada en los campos experimen-
tales de la Facultad de Ciencias. El Departamento de Fisiologia Vegetal
y Edafologia la utiliza para estudios de produccién y ritmos. Estid sem-
brada con ballico (Lolium perenne) desde 1966. Las caracteristicas fisi-
cas, quimicas, geoldgicas y climaticas de la plantacién, abonado y cose-
cha se han expresado previamente (12).

2. Las enumeraciones viables

Se ha enumerado la flora desnitrificante quimioorganétrofa emplean-
do el método del nimero mas probable (6). El medio de enriquecimiento
empleado ha sido el medio DPS (16), entubdndose a razén de 2,5 ml/tubo
(10 X 120 mm). Se incuban a 30 °C, durante una semana. La anaero-
biosis se consigue por medio de un tapén de agar, afiadido previa inocu-
lacién. La acumulacién de gas debajo del tapén se considera como signo
positivo para la presencia de bacterias desnitrificantes. La flora aerobia
total viable se enumera sobre placas de agar ordinario a 30 °C, durante
4 dias.

3. Estudios estadisticos

Se han representado los valores de desnitrificantes quimioorganétro-
fos a lo largo del tiempo, aplicando el intervalo de confianza correspon-
diente a las caracteristicas de la enumeracién, 2,32 (10). Los estudios
de ritmicidad se han llevado a cabo en términos de autocorrelacién se-
rial (2).

4. Caracterizacion sistemdtica

Las pruebas sistemdticas empleadas han sido: morfologia, gram, espo-
ras oxidéasicas, motilidad, acidificacién y gas a partir de glucosa y lac-
tosa, O/F, agar cetrimide al 0,03 %, crecimiento a 4 °C y 41 °C, fluo-
rescencia, piocianina, gelatina, lecitinasa. Para los criterios de clasifica-
cién empleados véanse citas 7, 11 y 13-14.
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5. Determinacion de la desnitrificacion

Se determina la capacidad desnitrificante especifica de algunas de
las cepas aisladas emplando microrrespirémetros de Warburg (15).

RESULTADOS

Los valores obtenidos de la flora desnitrificante quimioorganétrofa
se expresan en la figura 1. Los valores maximos, minimos y prome-
dios, expresados en numero de bacterias/g de suelo, son los siguientes:
afio 1968: valor méximo, 107; valor minimo, 23.000; valor promedio,
1.278.000; afio 1969: valor méaximo, 10° valor minimo, 13.000; valor
promedio, 7.915.200; afio 1970: valor méaximo, 702.000; valor mini-
mo, 500; valor promedio, 94.272.

Los valores de autocorrelacion serial obtenidos se expresan en el
cuadro 1. El mayor coeficiente (0,4461) corresponde a un periodo de
100 dias. La oscilacién estacional manifiesta un méiximo en primavera
y otofio de 1968, invierno, verano y otoiio de 1969, compatibles con
este resultado estadistico.

Cuadro 1. Coeficientes de autocorrelacion (Cy) de la
evolucion temporal de la flora desnitrificante quimio-

organotrofa
Periodo
G k (dfas)
1,0000 0 0
0,0669 1 20
—0,0196 2 40
—0,0202 3 60
—0,0215 4 80
0,4461 5 100
0,0071 6 120
—0,0374 7 140
—0,0904 8 160
—0,0988 9 180

Periodo = pk, siendo p, 20 dias, y k, 1, 2, 3, ..., n.
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Se ha verificado que la positividad en los tupos de DPS es depen-
diente del in6culo, del desarrollo bacteriano y de la presencia de nitratos.
Se ha verificado que la flora aerobia quimiorganétrofa enumerada sobre
placas, se mantiene por encima de la flora desnitrificante, representando
ésta un 90-99 % de los valores de aquélla.

Se han aislado cepas de bacterias desnitrificantes a partir de los ul-
timos tubos positivos de los recuentos por el nimero mds probable. Se
verifica la capacidad desnitrificante de las cepas aisladas en tubos de DPS.
Paralelamente se han realizado aislamientos de otros tipos de complejos
suelo-vegetcién, por el mismo método. La identificacién del conjunto de
cepas aisladas se expresa en el cuadro 2. Destaca el alto porcentaje de
Achromobacter sp. desnitrificantes, respecto a los miembros del género
Pseudomonas desnitrificantes encontrados. Asimismo, cabe resaltar la
homogeneidad taxonémica del grupo de desnitrificantes aislados de dife-
rentes origenes y la ausencia de algunos desnitrificantes clasicos, como
Micrococcus desnitrificans, y de fermentadores (un solo caso entre estos
ultimos). Ello puede atribuirse a la especificidad del medio empleado
para el aislamiento; un suplemento en azicares posiblemente hubiese
favorecido el enriquecimiento de fermentadores.

Cuadro 2. Identificacion y origen de las cepas desnitrificantes aisladas

Origen Aislamiento Sigla Identificacién
Pradera experimental de 1 D-1 Achromobacter
Lolium perenne (P. E.) 2 D-2 Achromobacter
3 D-3 Achromobacter
4 D-4 Achromobacter
5 D-5 Achromobacter
6 D-6 Alcaligenes faecalis
7 D-7 Pseudomonas fluorescens
8 D-8 Achromobacter
9 D-9 Achromobacter liquefaciens
10 D-10 Achromobacter
11 D-11 Pseudomonas aeruginosa
12 D-12 Alcaligenes faecalis
13 D-13 Achromobacter
14 D-15 Achromobacter
15 D-16 Pseudomonas fluorescens
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Cuadro 2 (continuacion)

Origen Aislamiento Sigla Identificacién
16 D-17 Achromobacter
17 D-18 Alcaligenes faecalis
18 D-19 Achromobacter
19 D-20 (suprimida)
20 D-22 Pseudomonas fluorescens
21 D-30 Ps. putida
22 D-32 Achromobacter
Pradera jardin del Parque 23 D-33 Bacillus licheniformis
de la Ciudadela, d¢ Bar- 24 D-34 Achromobacter
celona 25 D-35 Pseudomonas
26 D-36 Pseudomonas
27 D-37 Pseudomonas
28 D-38 Pseudomonas
29 D-39 Pseudomonas
30 D-40 Pseudomonas
Pradera jardin “Eduardo 31 D-41 Achromobacter
Marquina”, de Barcelo- 32 D-42 Achromobacter
na (P. E. M) 33 D-43 Pseudomonas fluorescens
34 D-44 Alcaligenes faecalis
35 D-45 A. faecalis
36 D-46 Achromobacter
Parque de la Rosaleda, de 37 D-47 Pseudomonas putida
Barcelona 38 D-48 Ps. putida
39 D-49 Ps. putida
40 D-50 Achromobacter
41 D-51 Achromobacter
42 D-52 Achromobacter
Vifia en el kilémetro 25 43 D-53 Pseudomonas (oxid.-)
de la carretera de Villa- 44 D-54 Achromobacter
franca a Villanueva y 45 D-55 Escherichia coli

Geltri (Barcelona) (V. 25)
46 D-56 Pseudomonas fluorescens
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Cuadro 2 (conclusion)

Origen Aislamiento Sigla Identificacién
Viﬁa} en San Cugat del Va- 47 D-58 Pseudomonas fluorescens
11és (Barcelona) 48 D-59 Ps. fluorescens
49 D-60 Pseudomonas
Bosque de San Feliu de 50 D-61 Pseudomonas (oxid.-)
Codina (Barcelona)
Pradera experimental de 51 AM-1 Pseudomonas fluorescens
Lolium perenne (P. E.) 52 AM-2 Alcaligenes faecalis
53 AM-3 Pseudomonas fluorescens
54 AM-6 Ps. fluorescens
55 AM-7 Achromobacter
56 AM-8 Alcaligenes faecalis
57 AM-9 Pseudomonas fluorescens
Vifia en el kilometro 25 58 AM-12 Pseudomonas fluorescens
;ie la carretera de Villa- 59 AM-13  Achromobacter
ranca a Villanueva y )
Geltrid (Barcclona) (V- 25) 60 AM-14 Achromobacter
Pradera experimental de 61 AM-1.2 Pseudomonas fluorescens
Lolium perenne (P. E.) 62 AM-5.2 Achromobacter
Hospitalario 63 Ps-192 Pseudomonas aeruginosa
Jardin de la Universidad 64 Ps. azotogensis CCB 1568
de Barcelona (J. U.) 65 Alcaligenes fascalis
ATCC 8750
66 Achromobacter liquefaciens
ATCC 15716
Vifia en el kildmetro 25 67 AM-15 Pscudomonas
de la carretera de Villa-
franca a Villanueva y
Geltri (Barcelona) (V. 25)
Vifia en San Cugat del 68 AM-16 Achromobacter

Vallés (Barcelona)
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Se valora la potencia desnitrificante in vitro de algunas de las cepas
aisladas. Los resultados se expresan en los cuadros 3-4. La cepa Pseudo-
monas fluorescens D-42 ha evidenciado una capacidad desnitrificante
superior al resto de las ensayadas. Por el contrario, Pseudomonas aerugi-
nosa D-11 ha presentado una actividad desnitrificante sensiblemente in-
ferior a las demds cepas estudiadas.

Cuadro 3. Estima cuantitativa de la actividad desnitrificante de distintas
cepas bacterianas aisladas del suelo. Experiencias a largo plazo

Peso oo s
Cepa Origen seco | TNIOEERO | ninutos | Qy D,
mg ul 2
D-11
Pseudgmonas P.E. 1,30 268 510 0,40 20
aeruginosa
D-11
Ps. aeruginosa P.E. 1,60 201 245 0,51 26
CCB 1568
Ps. aeruginosa 1U. 1,35 214 210 0,76 39
D-42
Achromobacter  PEM. 050 118 130 1,80 92
D-42
Achromobacter PEM. 0,60 268 230 1,94 100
AM-14 5
Achromobacter V.2 1,60 255 185 0,86 44
D-54
Achromobacter V. 25 2,10 279 130 1,00 51

QN2 = microlitros de nitrégeno/minuto y miligramo de peso seco. D = desni-
trificacion relativa con respecto a la cepa de mayor producciéon tomada como 100.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

La flora desnitrificante detectada y aislada presenta unos valores
notables en la pradera experimental, comparativamente con los resulta-
dos obtenidos en otros suelos estudiados. Las oscilaciones estacionales de
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Cuadro 4. Estima cuantitativa de la actividad desnitrificante de distinta
cepas bacterianas aisladas del suelo. Experiencias a corto plazo

Peso ez
Cepa Origen seco Nitrégeno | finutos Qu, D,
mg U
D-42 PEM. 160,00 274 15 0,11 100
Achromobacter
D-2 P.E. 58,00 35 60 0,09 78
Pseudomonas
CCB 1568 JU. 11580 193 30 0,05 48
Ps. azotogensis
D-56 V. 25 16,21 35 60 0,03 31

Ps. fluorescens

la pradera experimental, especialmente en los afios 1968 y 1969, parecen
claramente significativos, aunque a la vista de los resultados anteriores
y posteriores a estas fechas no es pensable que tengan una precisa repe-
titividad.

Es creible que dicha flora juegue un papel no despreciable en las
pérdidas de nitrégeno por desnitrificaciéon y en consecuencia en el ba-
lance general del mismo, como ya se ha citado por otros autores (4, 5 y 9).

Desde el punto de vista sistemdtico, la flora aislada queda caracte-
rizada por los Achromobacter, Pseudomonas y Alcaligenes faecalis, en
orden decreciente de importancia numérica. El conjunto de cepas aisla-
das representa un grupo homogéneo y convergente por lo que a sus ca-
racteristicas sistematicas y culturales se refiere. Utilizando la misma pra-
dera experimental a lo largo de los afios 1968, 1969 y 1970, Simdn (12)
ha encontrado que las oscilaciones de la producciéon vegetal se corres-
ponden inversamente a las concentraciones de nitratos lisimétricos. Las
oscilaciones de desnitrificantes encontradas por nosotros, se corresponden
directamente a las curvas de produccién vegetal e inversamente a las
concentraciones de nitratos lisimétricos, a lo largo del periodo de estudio
resefiado. Esta correspondencia es coherente con el hecho de que el
desarrollo de la planta es concomitante con una potenciacién de la flora
del suelo (1). Por otro lado, se ha admitido reiteradamente la posible
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influencia de la flora desnitrificante sobre la concentracién de nitratos
en el suelo, independientemente de la repercusién del desarrollo de la
planta sobr los mismos (3, 8 y 9).

RESUMEN

Se han realizado recuentos de bacterias quimioorganétrofas a lo largo
de mas de 2 afios, en una pradera experimental de Lolium perenne.
Empleando métodos estadisticos de autocorrelacién serial, se han detec-
tado oscilaciones de unos 100 dias en la poblaciéon bacteriana.

La flora desnitrificante aislada se ha identificado como Achromo-
bacter y Pseudomonas en la mayor parte de los casos. El papel de este
tipo de bacterias es objeto de discusion.

SUMMARY

Count and identification of chemoorganotrophic denitrifying bacteria
in an experimental field

Counts of chemoorganotrophic denitrifying bacteria in an experimen-
tal field (Lolium perenne), have been made along 2 years. Oscilations
of around 100 days have been detected using autocorelation statistical
methods.

The denitrifying isolated bacteria, has been identified as Achromo-
bacter and Pseudomonas in most of the cases. The role of these bac-
teria in the natural denitrification of these soils is discussed.
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INTRODUCCION

La localizacién y liberacién de la fosfatasa alcalina (genuina cinc-
enzima) es problema que se nos present6 al estudiar su biosintesis, en
cultivos de Pseudomonas fluorescens, que crecian en distintos medios,
incluidos aquellos que contenian Zn-65 como marcador (13). Esto nos
llevé a revisar la bibliografia sobre los métodos empleados por otros
investigadores, pues asi como el problema de localizacién de enzimas
en las bacterias gram-positivas parece resuelto, no ocurre lo mismo con
las gram-negativas, dentro de cuyo grupo esta incluido nuestro micro-
organismo. Tanto las técnicas empleadas como los resultados obtenidos
son dispares. Heppel (7) y sus colaboradores informan haber conseguido
obtener mezclas de paredes y membranas que retienen varias enzimas,
mientras que otras no parecen estar enlazadas a las mismas, sino, mds
bien, situadas en un espacio periplasmatico comprendido entre la pared
y la membrana y son liberadas al transformar las células en esferoplastos.

La mayor parte de los trabajos se han realizado sobre Escherichia
coli, primero por Malamy y Horecker (11) y posteriormente por Brock-
man y Heppel (1). Este mismo autor consigue, mediante le formacion
de esferoplastos, separar a las enzimas de diferentes bacterias gram-ne-
gativas en dos grupos: las que se liberan al formarse dichos esferoplas-

Microbiol. Espaii., 28 (1975), 55.
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tos, al actuar la lisozima y el EDTA sobre ellos; y las no liberables por
este método. La fosfatasa alcalina, segin él, estd incluida en el primer
grupo.

Cheng y colaboradores (2) abordan este mismo problema en Pseu-
domonas aeruginosa, pero los esferoplastos los forman sin la interven-
cién del EDTA, empleando lisozima en sacarosa al 20 %, para evitar
la ruptura de la membrana citoplasmatica (6), y aseguran un rendimien-
to del 100 % en fosfatasa alcalina liberada, al formarse los esferoplastos.
Cheng y colaboradores informan en otro trabajo (3), que en el caso del
Ps. aeruginosa se puede conseguir una buena liberacién de fosfatasa
alcalina, mediante simple lavado, del sedimento celular con soluciones
salinas que contengan cationes mono y divalentes a concentracién varia-
ble; el rendimiento depende de la fuerza idnica de estas soluciones de
lavado.

Como ambos trabajos de Cheng son los tUnicos encontrados por
nosotros, sobre un microorganismo del género Pseudomonas, nos pare-
cié interesante aplicar ambas técnicas al Ps. fluorescens, ya que sobre
este microorganismo habiamos obtenido resultados negativos al aplicar

otras técnicas, tales como el choque osmético, descrito por Neu y Hep-
pel (14).

MATERIAL Y METODOS
Matérial biolégico

Se ha utilizado para todas las experiencias Pseudomonas fluorescens,
estirpe CECT-378 = ATC 13.525.

Medio de cultivo

El medio de cultivo utilizado ha sido el de Levinthal (11) modifi-
cado por nosotros, en el sentido de variar la cantidad de peptona, hasta
comprobar un mayor rendimiento (1 % de peptona) y afiadir cantida-
des de Cl,Zn o Cl,Zn-65 en proporcién suficiente para alcanzar una con-
centracién de 2 X 1076 M en ion Zn*+* en el medio (13).

Valoracion de la fosfatasa alcalina

La reaccién utilizada para valorar la fosfatasa alcalina se basa en
la medida espectrofotométrica del p-nitrofenol liberado, al actuar la enzima
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la medida espectrofotométric del p-nitrofenol liberdo, al actuar la enzima
sobre el p-nitrofenilfosfato que se usa como substrato segin el método
de Dorn (5), y que ha sido modificado por nosotros en trabajos ante-
riores (12). Como unidad de actividad enzimitica se ha tomado la can-
tidad de enzima requerida para liberar 1 umol de p-nitrofenol en 1 h.

La actividad enzimatica especifica se expresa en unidades de activi-
dad enzimitica/mg de proteina, determinadas por el método de Lowry
y sus colaboradores (9).

Liberacion de la enzima

El paquete celular, obtenido por centrifugaciéon del cultivo a
8.500 r/m durante 20 min, fue sometido a las diferentes operaciones
de extraccién y liberacién de la enzima como se muestra en la figura I,
siguiendo la metddica que a continuacién se indica.

Paquete
celular
|
Rotura Lavados Esfero-
uitrasonica - |con plastos
|agentes F
quimicos
[2] o]
Cl,Mg CiNa EDTA
sddico

8.500 r/m
- JUltrasonido
‘ l?ggg:t; Sedimento
e T
Actividad
enzimdtica

Figura 1. Esquema de la liberacién de la fosfatasa
alcalina B
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Designamos como fraccién I, en dicha figura, al sobrenadante que
resulta de separar por centrifugacién a 15.000 r/m las paredes celulares
de la totalidad de las células del cultivo, rotas por el desintegrador ultra-
sénico MSE, en las condiciones 6ptimas de rendimiento (12).

A) Ruptura por ultrasonido

Esta técnica se utilizo sistematicamente para la liberacién total de
enzimas, y la cifra resultante sirve de base para comparar los valores
obtenidos por otros procedimientos. Las condiciones Optimas de rendi-
miento son 2 min a 1,5 A en un volumen de 5 ml (13).

B) Lavados con agentes quimicos

B,) Liberaciéon de la enzima por lavados con cloruro magnésico.
Segin la técnica de Cheng (3), el paquete celular se sometié a lavados
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con solucién de cloruro magnésico al 0,2 M, los resultados fueron nega-
tivos, se aplicaron soluciones de concentracién creciente hasta 2 M, sin

conseguir la liberacion de cantidades significativas de fosfatasa alcalina;
como puede verse en la figura 2.

B;) Liberacion por lavados con cloruro sodico. Se repitid la prueba
anterior utilizando soluciones de cloruro sddico desde 0,5 M hasta 3 M,

sin resultados positivos en cuanto a la liberacién de la enzima. Los resul-
tados estan recogidos en la figura 3.
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Figura 3. Actividad de fosfatasa alcalina en células lavadas
con cloruro sédico respecto al control

B;) Liberacion de la enzima por lavados de lauril-sulfato sddico,
urea y butanol. Estas pruebas se realizaron en las mismas condiciones
basicas que las correspondientes a los apartados anteriores, utilizando
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las concentraciones siguientes: lauril-sulfato sddico, 0,1 %; urea, 8 M,
y butanol, hasta igualar el volumen primitivo. Los resultados vienen
expresados en la figura 4.

90 - Z
80 - %
70 4 /%
-
ge;o- é
%504 %
Y
%
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w0l |
-

A

BArracciont B céiuios rotas 1B Aguas de lavado

Figura 4. Actividad de fosfatasa alcalina en células
lavadas con diversos agentes respecto al control

B,) Liberacion de la enzima por lavado con EDTA sddico. El pa-
quete celular resuspendido en tampén de veronal 0,01 M, a pH 7,4, se
llevé a unas concentraciones finales de 1072, 5 X 1072 y 10™'M con
EDTA sédico. Las actividades encontradas en todas las fracciones estu-
diadas se recogen en la figura 5.

C) Liberacion de la enzima por lavados sucesivos de baja fuerza idnica

Se intentd también la liberaciéon de la fosfatasa alcalina tratando el
paquete celular con lavados sucesivos con tris clorhidrico 0,033 M, de
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pH 7,5, y tris clorhidrico 0,0033 M, al mismo pH. Se realizaron 5 lava-
dos con cada tampén y se determinaron las actividades enzimaticas en
los sobrenadantes de cada prueba. La cantidad de fosfatasa alcalina libe-
rada por este procedimiento fue nula.
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Figura 5. Actividad de fosfatasa alcalina en células lavadas
con EDTA respecto al control

D) Formacion de esferoplastos

Los esferoplastos se obtuvieron siguindo la técnica de Repaske (15).
Las células lavadas con tris clorhidrico y lauril-sulfato sédico, se tratan
con lisozima y EDTA sédico en un medio isoténico de sacarosa al 20 %.
El proceso de formacién de los esferoplastos se sigue por observacion
del descenso de la densidad 6ptica a 660 nm frente a un control sin liso-
zima y EDTA. El tratamiento realizado a la temperatura ambiente se
contintia hasta la estabilizacién de la densidad éptica, lo que se consigue
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aproximadamente a los 20 min. La figura 6 nos da idea de la marcha
del tratamiento con lisozima y EDTA en funcién del tiempo, y la for-
macion de los esferoplastos se comprueba por microscopia. En dicha
figura, las densidades Opticas se representan en ordenadas, y el tiempo,
en minutos, en abscisas.

0,91
~ Control

0,84

0,71

Densidad optica
o
»

0,3 Lon lisozima

O 12 3456 7 8 911 12131415 1617 181920 min

Figura 6

Para separar los esferoplastos, la suspension se centrifuga a
17.000 r/m durante 30 min. Se determind la actividad enzimdtica en el
sobrenadante que resulté positiva, pero también lo fue la prueba de los
esferoplastos intactos, resuspendidos en sacarosa al 20 % y disueltos en
tris clorhidrico, para mantener la isotonia. Al dar positivas ambas prue-
bas de actividad, lo que parece indicar una retencién de la enzima por
los esferoplastos, se pensé en realizar un nuevo intento de separacion
de esta fosfatasa alcalina, lavindolos durante 30 min, a temperatura am-
biente, con lauril-sulfato sédico 0,1 % en sacarosa al 20 %, y centrifu-
gando a 17.000 r/m. La actividad enzimdtica del sobrenadante se midi6
en idénticas condiciones que en el caso anterior. Los esferoplastos lava-
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dos se sometieron a la accién del desintegrador ultrasénico, y se centri-
fugaron para separar los restos celulares, midiéndose a continuacién la
actividad del sobrenadante. Los resultados pueden verse en la figura 7.
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En las figuras 2-7 se dan los resultados obtenidos con los distintos
métodos empleados para la liberacién de la fosfatasa alcalina.

DISCUSION

En la figura 2, y siguiendo la técnica de Cheng (3), vemos que en el
lavado con solucién 0,2 M de cloruro magnésico, que él aplica, no con-
seguimos practicamente ninguna separacion de fosfatasa alcalina de las

células.
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Utilizamos concentraciones crecientes de la misma solucién sin re-
sultados précticos, puesto que las células retenian mas del 90 % de su
contenido total en todos los casos. Pero aunque la liberacién de la enzi-
ma no se ha conseguido, los resultados son interesantes, puesto que las
células lavadas y rotas posteriormente al ultrasonido presentan un por-
centaje de actividad muy superior a las que no sufrieron dicho trata-
miento. Asi, para la concentracién inicial de 0,2 M, se obtiene una cifra
de actividad fosfatisica aproximadamente del doble de la correspondien-*
te a la del control, y para la 2 M, la actividad alcanza un valor 5 veces
superior al de dicho control.

En la figura 3 vemos los resultados obtenidos al lavar el precipitado
con soluciones crecientes de CINa desde la 0,2 M, que utiliza Cheng,
hasta la 3 M. Este autor informa haber conseguido por este método la
liberacion de un 59,2 % del total de la enzima; en nuestro caso, lo Gnico
interesante y que queremos resaltar son los incrementos de actividad fos-
fatdsica inducida por los iones Na*, con un maximo para la concentra-
cién 1,0 M, que nos da un aumento de unas 7 veces la del control.

En la figura 4 presentamos los resultados obtenidos al lavar el pa-
quete celular de Peudomonas fluorescens con solucion de urea 8 M, con
lauril-sulfato sédico y con butanol puro.

En el caso de la urea se consiguid la liberacién de un 20 % de acti-
vidad enzimética, pero hay una disminucién de actividad respecto al con-
trol, posiblemente por una accién desnaturalizante de la urea para esta
enzima; por lo cual, aunque se mostré6 como uno de los agentes libera-
dores mas efectivos, su efecto inhibidor nos aconsejé no utilizarlo en lo
sucesivo. ,

El lauril-sulfato sédico, al 0,1 %, actia de forma aniloga, en cuanto
a poder liberatorio, como la urea, pero, como puede verse en dicha
figura 4, su accién inhibitoria es nula.

Estas pruebas, que no hemos visto recopiladas en ninguna otra pu-
blicacién, nos parecieron interesantes, y pensamos continuar estudiando
el efecto del lauril-sulfato sédico que se manifiesta como un prometedor
agente liberador para la fosfatasa alcalina.

Como los resultados obtenidos con las técnicas expuestas no eran
concluyentes, continuamos estudiando otros agentes que pudieran liberar
esta enzima. Fijamos nuestra atenciéon en el EDTA, que por su poder
quelante para los cationes divalentes y por su accién sobre los polisa-
caridos que contienen las paredes de las bacterias gram-negativas (16),
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pudicra ser efectivo. En la figura 5 vemos los resultados obtenidos en
funcién de la concentracién del EDTA. La liberacién no fue significativa
para ninguna concentracién de las ensayadas; sin embargo, la actividad
enzimética aumentd ostensiblemente, sobre todo a concentraciones bajas,
y siempre los valores de actividad quedan por encima de los obtenidos
al romper el paquete celular sin tratamiento alguno.

Segin la literatura revisada, uno de los métodos mas utilizados para
la liberacién y localizacion de la fosfatasa alcalina es la conversion de
las células en esferoplastos. Malamy (10) obtiene buenos resultados en
Escherichia coli; Hulett-Cowling (8), en Bacillus licheniformis, y Cheng,
en Pseudomonas aeruginosa (2). En la figura 6 presentamos el proceso
de formacion de esferoplastos obtenidos por nosotros utilizando el mé-
todo que Repaske aplicé al Ps. aeruginosa (15). Los resultados son cla-
ros, pues a los 20 min se estabiliza el descenso de la densidad dptica v,
vistas las preparaciones al microscopio, no se observa ninguna célula sin
transformar en todas las pruebas realizadas.

En la figura 7 presentamos las cifras de fosfatasa alcalina, liberada
al sobrenadante, una vez formados los esferoplastos por el método des-
crito, que es del orden de un 30 %.

En un parte alicuota de los esferoplastos separados y suspendidos en
sacarosa al 20 %, para su estabilidad, se determina la fosfatasa alcalina
y el porcentaje fue de un 70 %, lo que nos hace suponer que las uniones
de la fosfatasa alcalina para el Pseudomonas fluorescens sean més fuer-
tes que para los otros microorganismos estudiados por otros autores, toda
vez que la separacién total de la enzima sélo la hemos conseguido por
un lavado posterior de los esferoplastos con solucién de lauril-sulfato
sddico al 0,1 %, en sacarosa al 20 %, para mantener su isotonicidad.

En el sobrenadante obtenido por una nueva centrifugacion a
17.000 r/m conseguimos recuperar ese 70 % que habia quedado rete-
nido posiblemente en los restos de las paredes que ain conservan los
esferoplastos.

Por lo tanto, podemos suponer que, también en nuestro caso, la fos-
fatasa alcalina del Pseudomonas fluorescens esti, de acuerdo con otros
autores (1 y 4), en el espacio periplasmatico, pero las fuerzas de unién
y la resistencia de la pared exterior son mas fuertes que en los otros
microorganismos estudiados.

Resumiendo los resultados obtenidos en las pruebas descritas, pode-
mos informar que aunque no hay conclusiones definitivas, y seguimos
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trabajando sobre el tema, si podemos apuntar que los lavados con solu-
ciones de iones mono y divalentes, principalmente el Mg**, aumentan
la actividad fosfatdsica en el interior de las células, respecto al grupo
control.

Al aplicar el método de Repaske a la formacién de esferoplastos, el
rendimiento es total a los 20 min, pero la liberacién de la fosfatasa alca-
lina al medio es parcial, del orden de un 30 %. Al separar los esfero-
plastos del medio y lavarlos con solucién al 0,1 % de lauril-sulfato
sédico en sacarosa al 20 %, se consigue recuperar en el sobrenadante
un 70 % de la enzima; por tanto, conseguimos la liberacién completa
de la fosfatasa alcalina entre las dos etapas.

Podemos, pues, admitir una localizacion periplasmatica de dicha en-
zima, si bien con fuerza de unién més fuerte para las paredes y mem-
branas.

RESUMEN

Presentamos los resultados obtenidos en la localizacion y liberacion
de la fosfatasa alcalina, eligiendo como agentes formador el Pseudomo-
nas fluorescens, estirpe CECT-378 = ATCC-13523, crecido en medio
de Levinthal, modificado por nosotros, previo ensayo en otros medios
de cultivo.

Utilizamos el ultrasonido para la ruptura de las células, fijando, para
5 ml, las condiciones dptimas de 3 min a 1,5 A.

Para la liberacidn selectiva se han probado los métodos siguientes:
lavados con detergentes y otros agentes quimicos, lavados con soluciones
de diferente fuerza idnica y formacion de esferoplastos.

Los mejores resultados se consiguieron combinando la formacién de
esferoplastos con lisozima y EDTA, y lavados pre y post-formacién de
éstos, con soluciones de lauril-sulfato sddico al 0,1 %, durante 30 min.
Con este método, la fosfatasa alcalina pasa integramente al sobrenadan-
te, en dos fases: un 30 % en la primera, y un 70 % en el post-lavado
con lauril-sulfato sddico.

Los lavados con soluciones salines de baja fuerza idnica, preconiza-
dos por Cheng como método de liberacién de la fosfatasa alcalina en el
Pseudomonas aeroginosa, no dieron resultados positivos para este micro-
organismo, pero su accién aument$ notablemente la actividad enzimdtica
en el interior de las células.
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SUMMARY

Localization and liberation of alkaline phosphatase from Pseudomonas
fluorescens

Results on location and release of alkaline phosphatase from Pseudo-
monas fluorescens are given in this paper. Release of the enzyme was
carried out by ultrasonic disruption of the cells.

To study its location, different methods used for Gram negative
bacteria were assayed in our organism with negative results. We develop-
ed an original method which consists in the obtention of spheroplasts
by the method of Repaske, previous washing of the cell with 0.1 %
sodium lauryl sulphate. After treatment under isotonic conditions of
the spheroplasts with the same reagent the enzyme was completely
solubilized.

Selective washings with low ionic strength solutions as reported by
Cheng in Pseudomonas aeruginosa, failed in our organism, but the treat-
ment increased markedly the phosphatase activity in the cells.
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FACULTAD DE BIOLOGIA DE LA UNIVERSIDAD DE BARCELONA
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA

ENUMERACION DE DESNITRIFICANTES
QUIMIOLITOTROFOS Y DE REDUCTORES
DE SULFATOS EN UNA PRADERA EXPERIMENTAL

por

J. VIVES y R. PARES

INTRODUCCION

La flora desnitrificante quimiolitétrofa estd caracterizada univoca-
mente por Thiobacillus denitrificans (4). La existencia de poblaciones
enumerables de este tipo de microorganismos presupone la presencia en
el suelo de compuestos reducidos del azufre. Estos no son habituales
en los suelos de pradera.. La flora reductora de sulfatos aporta este tipo
de productos, al mismo tiempo que utiliza los sulfatos que los tiobacilos
han producido.

a = respiracién anaerobia a cargo de los reductores de sulfatos.

b = reaccién aerobia energética a cargo de los tiobacilos.

Microbiel. Espaii., 28 (1975), 69,
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MATERIAL Y METODOS

El criterio de positividad en la enumeraciéon de Thiobacillus denitri-
ficans ha sido la produccién de gas a partir de nitratos bajo condiciones
anaerdbicas. El medio empleado ha sido el medio R de Postgate (6)
que contiene 2 g/l de nitratos. Se intuba a razén de 2,5 ml/tubo
(10 X 120 mm). El desarrollo anaerdbico se lleva a cabo colocando
un tapén de agar, bajo el cual se acumula el gas desprendido por la
desnitrificaciéon. La incubacién se realiza a 30 °C, durante 2 semanas.
El método de enumeracién ha sido el del niimero mas probable por dilu-
ciones sucesivas, empleando 10 tubos por dilucién y factor de dilucién
1/10, segin el método y las tablas de Halvorson y Ziegler (3). Se ha veri-
ficado que la produccion de gas es dependiente de la presencia de nitra-
tos, del indculo y del desarrollo celular. El medio y las condiciones de
crecimiento se han comprobado con una cepa de T. denitrificans ATCC
23644. Los reductores de sulfatos se han enumerado empleando el mis-
mo método que para los tiobacilos. El medio empleado ha sido el de
Baar (2). La serie de tubos correspondientes a la enumeracién de me-
sofilos se ha incubado a 30°C y la serie correspondiente a los termé-
filos se ha incubado a 55 °C, en ambos casos por un periodo de 21 dias.
La anaerobiosis se consigue mediante un volumen de vaselina liquida
estéril (1-2 ml). Las enumeraciones se llevan a cabo a lo largo de 20
meses, sobre una pradera experimental de ballico (Lolium perenne) cu-
yas caracteristicas edéficas, climaticas y del abonado, plantacién y cose-
cha se han descrito previamente (1 y 8). Las relaciones entre ambos
tipos de flora se estudian por correlacién serial cruzada con un desfase
de un periodo pk, siendo p = 20 dias y k = 1, 2, 3, ... La expresion
de la correlacion serial empleada es:

cov. (Ut ’ Vt+k)
des. (U,) - des. (Viz1)

siendo C, correlacidon serial; cov, covarianza; des, desviacién tipica;
U,, valores observados; V.,., valores observados en el periodo pk.
Para la aplicacion y célculo de dicha expresién se ha utilizado el pro-
grama CROSSCORR escrito en FORTRAN IV para IBM 360-40 dis-
ponible en el Laboratorio de Célculo de la Facultad de Ciencias de la
Universidad de Barcelona.
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RESULTADOS

En la figura 1 se exponen los resultados de las enumeraciones de
tiobacilos desnitrificantes y reductores de sulfatos a lo largo del tiempo.
Sobre los datos obtenidos se aplica el intervalo de confianza (2,32) para
este tipo de prueba (5). Los resultados de reductores de sulfatos repre-
sentan la suma de los valores parciales obtenidos de meséfilos y ter-
méfilos.

Se observa que los méximos mdas importantes de la flora desnitrifi-
cante quimiolitétrofa se dan en primavera, verano, otofio e invierno de
1969. Destaca de manera especial el méximo de 10° bacterias/g de suelo.
Los valores obtenidos en 1970 son sensiblemente inferiores a los de 1969.

La flora reductora de sulfatos presenta méximos en las cuatro esta-
ciones del afio, aunque sus oscilaciones presentan valores cuantitativos
més uniformes entre si que los de la flora desnitrificante quimiolitétrofa.
Los resultados obtenidos en 1970 son similares a los obtenidos en 1969.

Los resultados del andlisis de correlacién serial cruzada se expresan
en el cuadro 1. El mayor coeficiente de correlacion es de 0,4553, co-
rrespondiente a la poblaciéon de tiobacilos cuando se adelante 20 dias.
La t de Student es de 2,7536, equivalente al 99,98 % de los casos.
Estos datos sugieren que la poblacion de reductores de sulfatos estd
ligada a la oscilacién de tiobacilos.

DISCUSION

Se propone un modelo de oscilacion en el que el aporte de compues-
tos oxidados de azufre, a cargo de los tiobacilos desnitrificantes, es redu-
cido por la flora reductora de sulfatos y reutilizado de nuevo por los
tiobacilos. Las oxido-reducciones del azufre serian el nexo de conexi6n
entre los dos tipos de poblaciones. En esta interdependencia, la influencia
de los tiobacilos sobre los reductores de sulfatos es coherente por varios
motivos. La poblacién de tiobacilos desnitrificantes es numéricamente
superior (10-100 veces) y facultativamente anaerébica cuando utiliza
nitratos como aceptor final de electrones. Los reductores de sulfatos son,
por el contrario, estrictamente anaerobios. La correspondencia encon-
trada se considera una verificaciéon méis del método de enumeracién de
tiobacilos. ’
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La concentracion de materia orgédnica existente en las diluciones em-
pleadas (1073, 1074, 107°) no se considera suficientemente elevada como
para inhibir el desarrollo de tiobacilos (7).

No se han aislado ni estudiado las bacterias objeto de ambas enu-
meraciones, aunque dadas las condiciones impuestas en el recuento, las
realizadas con el medio R se atribuyen a Thiobacillus denitrificans.

Cuadro 1. Coeficientes de correlacion serial cruzada entre desnitrifican-
tes quimiolitotrofos (A) y reductores de sulfatos (B)

AA AAA Grados
BBB BB k t de Student _ de

G, Ce, libertad
—0,0744 —0,0744 0 —0,4088 —0,4088 30
0,4553 —0,0356 1 2,7536 —0,1920 29
0,1735 0,0050 2 0,0321 0,0266 28
—0,0806 —0,1564 3 —0,4199 — 0,8228 27
0,1170 —0,1735 4 0,6009 —0,8984 26
—0,0290 —0,0175 5 —0,1452 —0,0875 25
0,1553 0,4193 6 0,7702 2,2626 24

C;, = Coeficiente de correlacién cruzada, adelantamiento de la poblacion (A).
C;, = Coeficiente de correlaciéon cruzada, adelantamiento de la poblacion (B).

RESUMEN

Se han realizado recuentos simultineos de bacterias desnitrificantes
quimiolitétrofas y de bacterias reductoras de sulfatos, en una pradera
experimental de Lolium perenne, a lo largo de 20 meses. Los resultados
obtenidos se estudian estadisticamente con vistas a verificar las posibles
relaciones entre ambas poblaciones.

Se propone un modelo de oscilacién conjunto para ambos grupos
fisiolégicos. En dicho modelo, parece que las bacterias sulfato-reductoras
estin influidas por los tiobacilos desnitrificantes. Se discuten los argu-
mentos expuestos en favor de esta hipétesis.
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SUMMARY

Count of chemolithotrophic denitrifying bacteria and sulphate reducing

bacteria in an experimental field

Counts of chemolithotrophic denitrifying bacteria and sulphate reduc-

ing basteria in an experimental field (Lolium perenne), have been made
after 20 months. The results are studied statistically by cross-correlation.

A model of oscilation for both populations is proposed. In which,

the sulphate reducing bacteria seems to be influenced by the denitrifying
thiobacilli. Arguments supporting that hipothesis are exposed.

BIBLIOGRAFIA

. CABALLERO, A. 1969. Ritmos de periodo largo en el crecimiento de las plantas.” -

Mem. Real Acad. Cienc. Artes Barcelona, 37, 169-214.

. CoLLINs, C. H. 1967. Microbiological Methods. Laboratory Tecniques Series.

Ed. Butterworths, Londres,

. HaLvorsoN, H. O., and ZiecLEr, N. R. 1933. Application of statistics to

problems in bacteriology. I. A. means of determining bacterial population
by the dilution method. J. Bacteriol., 25, 101-21.

. HUTCHINSON, M.; JoHNSTONE, K. 1., and WHITE, D. 1967. Taxonomy of anaerobic

thiobacilli. J. Gen. Microbiol., 47, 17-23.

. MEYNELL, M. D., and MEYNELL, E. 1969. Bacteriologia Experimental. Teoria

y Practica. Ed. Omega, Barcelona.

. POSTGATE, J. R. 1966. Media for sulphur bacteria. Lab. Pract., 15, 1239-44,
. RITTENBERG, S. C, 1969. En A. H Rose and J. F. WiLkiNsoN. The Roles of

Exogeneous Organic Matter in the Physiology, vol. 3. Academic Press,
London and New York.

. SIMON, E. 1972. Tesis doctoral, Facultad de Ciencias, Universidad de Batce-

lona.



CONGRESO INTERNACIONAL DE VIROLOGIA

El IIT Congreso Internacional de Virologia se celebrard en Madrid,
del 10 al 17 de septiembre del afio actual. El Comité organizador estd
formado por los Dres. F. Pérez Gallardo, Presidente; A. Pumarola Bus-
quets, Vicepresidente; R. Néjera Morrondo, Secretaric, y L. Valenzuela
Clavel, Tesorero.

Las personas interesadas pueden dirigirse al Dr. R. Néjera, Centro
Nacional de Microbiologia, Virologia e Inmunologia Sanitarias. Majada-
honda (Madrid).

Microblol. Espaii., 28 (1975), 75.
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EQUINE HERPESVIRUSINFEKTIONEN, por K. Petzoldt. 1974.
VEB Gustav Fischer Verlag, Jena. 232 paginas y 32 figuras.

Recientemente se han aislado nuevos herpesvirus, que originan in-
fecciones en los équidos, lo cual resulta digno de mencion, puesto que
hasta 1963 solo se citaba un unico tipo en el caballo. Naturalmente,
tales hallazgos han promovido un notable aumento de la bibliografia
correspondiente.

Ademds de la importancia evidente que suponen los virus herpes
para las explotaciones animales, el interés por estos agentes patdgenos
se ha extendido al dindmico campo de la Microbiologia, considerada en
su sentido mds amplio, desde el momento que el denominado ‘“virus
herpes equino 1 (VHE)” se ha utilizado como patrén en el estudio de
los virus ADN, a efectos de conocer sus acciones citopaticas.

Las premisas de referencia justificarian propiamente una sinopsis
sobre esta materia a la luz de los conocimientos actuales, sobre todo te-
niendo en cuenta que hasta los ultimos tiempos se habian tratado con
extension exclusivamente las afecciones por VHE 1, agente etioldgico
clasico de los équidos.

La necesidad cientifica de una actualizacién del tema aparece cum-
plimentada con el nuevo volumen de la coleccién de monografias, editada
por Bieling, Kathe, Kohle y Mayr y redactada por K. Petzoldt.

La sistematica que ha presidido la composicién de esta monografia
resulta andloga a la empleada para describir cualquier entidad patoldgica.
Por ello, las infecciones de los équidos por los herpesvirus se analizan
en el texto bajo los titulos de etiologia, epidemiologia, patogenia, sinto-
matologia, diagndstico, inmunizacién y terapéutica, entre otros.

Microbiol. Espaii., 28 (1975), 77.
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Comprende el estudio, junto a su revisidn con referencias bibliogra-
ficas hasta 1974, las personales investigaciones del autor relativas al
aborto (principal accién patégena del VHE 1), con otras manifestaciones
clinicas diferentes del mismo virus, y a los herpesvirus respiratorios. La
parte gréfica incluye valiosas fotografias en color del exantema herpético
de la yegua.

En vista de que los herpesvirus se presentan en todos los animales
superiores y en el hombre, el texto representa una ayuda importante
para los dedicados a la Virologia y Patologia comparadas.

M. RODRIGUEZ-REBOLLO

VIROLOGISCHE ARBEITSMETHODEN, 1, por A. Mayr, P. A. Bach-
mann, B. Bibrack y G. Wittman. 1974. VEB Gustav Fischer Verlag,
Jena. 666 paginas y 169 figuras.

Este tomo es el primero de una coleccion que aparecera bajo el mismo
titulo arriba indicado de “Métodos de trabajo en Virologia”, aunque no
se dice cudntos van a ser, ni como se distribuird el contenido. En el pre-
sente, se trata de los cutivos de células, de los huevos de gallina incubados
y de los animales de experimentacién.

La intencién del a obra no es la de presentar las Gltimas novedades
de los laboratorios de Virologia, sino la de facilitar el trabajo del vir6-
logo, tanto del principiante como del veterano. Todos los métodos que
han demostrado su utilidad estan descritos en forma que pueden repe-
tirse por los que nunca los han practicado. Explicaciones, consejos, re-
cetas, etc., todo estd expuesto de un modo completo, con el propodsito
de que este libro sea el que esté encima de la mesa del principiante, y
continiie sobre ella, en sucesivas ediciones, mientras el lector siga traba-
jando en Virologia.

Los grandes capitulos de la obra son éstos:

Cuestiones de interés general. 1, Las infecciones de laboratorio, la dis-
persion de virus y medidas para evitarlas. 2, Tratamiento de las mues-
tras. 3, Determinacién cuantitativa de la infecciosidad de los virus (titu-
lacién de virus).

Cultivo de células. 1, Generalidades. 2, Cultivo de tejidos y células de
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mamiferos y aves. 3, Cultivo de células de tejidos de animales de sangre
fria. 4, Morfologia y biologia de las células de tejidos in vitro. 5, Conser-
vacion, identificacién, hibridacién y clonizacién de las células in vitro.
6, Contaminacién de los cultivos de células. 7, Métodos de tinciéon y
autorradiografico para cultivos de células. 8, Cultivos de virus en cultivos
de células. 9, Transformacién de células in vitro. 10, Produccién y com-
probacién de interferén. 11, Apéndice (este apéndice estd formado por
60 péginas de color diferente al del resto del libro y contiene las técnicas
para la preparacién de medios y disoluciones).

Huevos de gallina incubados. 1, Introduccion. 2, Historia del cultivo de
virus en embriones de aves. 3, Desarrollo de los anejos embrionarios
interesantes para el cultivo de virus. 4, Técnica de la incubacién de hue-
vos. 5, Técnica de la inoculacién de huevos. 6, Cultivo de virus en em-
briones de otras aves. 7, Patogénesis de las infecciones de virus en los
huevos de gallina incubados. 8, Clinica de las infecciones producidas por
virus en huevos de gallina incubados. 9, Histologia de las alteraciones
de la membrana. 10, Recoleccion de los virus. 11, Impurificaciones de
los virus en los huevos de gallina incubados. 12, Obtencién de prepa-
raciones permanentes de membranas de huevos en el laboratorio de virus.
Animales de experimentacién. 1, Importancia, objetivos y limites del en-
sayo con animales en la Virologia. 2, El animal de experimentacidn.
3, Metddica de la experimentacién con animales. 4, Datos especificos de
los mds importantes experimentos con animales en los diferentes virus.
5, Obtencién de inmunosueros. 6, Apédice.

La bibliografia aparece al final de cada uno de los apartados que aca-
bamos de citar, lo que facilita su manejo, y alcanza hasta el afio 1971,
inclusive. TR

Los autores del presente tomo son los Dres. Mayr, Bachman y Bibrack,
que trabajan en el Instituto de Microbiologia y Enfermedades Infecciosas,
de la Facultad de Veterinaria, de la Universidad “Ludwig Maximilian”,
de Munich, y el Dr. Witmann, del Instituto Federal para Investigacion de
las Virosis de los Animales, de Tubinga. Todos ellos han demostrado
una erudita competencia en la materia. Esperamos que los autores de los
sucesivos tomos conserven el nivel de utilidad del que acabamos de
reseiar.

L. VILAS
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LOS METODOS DE TOMA DE MUESTRAS Y DE ANALISIS EN
LOS PROGRAMAS DE VIGILANCIA DE LAS ENFERMEDA-
DES TRANSMITIDAS POR LOS ALIMENTOS. Informe de un
Grupo de Estudio de la OMS. 1974. Organizacion Mundial de la
Salud, Serie de Informes Técnicos, nim. 543, Ginebra, 55 péginas.

El informe recoge el criterio de un grupo internacional de especialis-
tas en relacion con el anélisis microbiolégico de los alimentos, el estable-
cimiento y aplicacién de una normativa, la seleccion de métodos, inter-
pretacion y difusién de datos. Los autores expresan su inquietud por el
incremento mundial de las enfermedades transmitidas por los alimentos
y su repercusion econdmica; intentan aunar esfuerzos para evitar pérdidas,
prevenir las toxiinfecciones y elaborar con mas calidad, de acuerdo con las
exigencias del mercado internacional.

En el capitulo 1 se plantean los aspectos técnicos y administrativos en
la formulacién de normas, fines del anélisis, criterios microbioldgicos de
calidad e interés de muestreo con bases estadisticas. Se destaca la impor-
tancia de los nuevos métodos inmunolégicos para detectar las enteroto-
xinas en los alimentos, exponiendo la panordmica actual en cuanto a las
estirpes enterotdxicas de Cl. perfringens, B. cereus, V. parahaemolyticus y
Ps. fluorescens.

En los capitulos 3, 4 y 5 se resume la problemadtica de la contaminacién
virica de los alimentos, la investigacion de micotoxinas y hongos produc-
tores en el producto contaminado, asi como el incremento de las zoonosis
parasitarias. Los autores insisten en el ensayo de nuevos métodos de and-
lisis de micotoxinas y en la preparacion de mas antigenos y antisueros
para diagnosticar mayor nimero de parasitosis.

Los dos ultimos capitulos se refieren a la recopilacion y difusion de
datos por los organismos competentes, destacando el papel de la OMS
en la elaboracion de normas microbiolégicas, coordinacién de grupos de
trabajo, financiacién de programas de investigacion y de ensefianza.

Resumiendo, una exposicion sencilla, clara, escueta y realista del pro-
blema actual en esta rama de la Microbiologia, insistiendo en la labor
conjunta a nivel internacional, en la necesidad de mayores esfuerzos para
mejorar la formacién en microbiologia de los alimentos del personal de
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los Organismos oficiales de inspeccién y atencion especial a la programa-
cién de cursos de capacitacion, para cuantos esperan desempefar una

labor en los laboratorios especializados y de control.
C. GONZALEZ

THE NORMAL MICROBIAL FLORA OF MAN. Directores: F. A.Skin-
ner 'y J. G. Carr. Society for Applied Bacteriology Symposium Series
no. 3. 1974. Academic Press, London and New York. XVI + 264 pa-
ginas.

Casi desde el advenimiento de la era antibidtica, existe una progre-
siva deriva del concepto de la Microbiologia Clinica como ciencia que se
ocupa de los microorganismos implicados en las enfermedades infec-
ciosas (Microbiologia de Patégenos), hacia el concepto actual, mds
amplio, de ciencia que se ocupa de todos aquellos microorganismos
que, primitivamente patégenos o no, entran en interrelacién con las espe-
cies animales o con el hombre, tanto para constituir parte de su fisiologia
como para, ocasionalmente, provocar o —lo que es mas frecuente— com-
plicar enfermedades. Gran parte de la labor usual de un microbiélogo cli-
nico se basa en determinar alteraciones cuantitativas o cualitativas de la
“flora normal” a nivel de un determinado territorio orgénico, porque estas
alteraciones son cada vez mas frecuente causa de patologia. Es por ello por
lo que existe un creciente interés por definir las condiciones de la flora
normal del hombre. A este tema se dedicé el Simposio de julio de 1973
de la Sociedad de Bacteriologia Aplicada Inglesa, que recoge este libro.

La flora normal de la piel, su control ecoldgico y los efectos de jabo-
nes y germicidas en las poblaciones microbianas cutdneas son temas exten-
sivamente tratados, que interesardn a microbiblogos clinicos generales, vy,
de forma especial, a los conectados con areas quirdrgicas. También se
dedican varios capitulos al estudio de la flora normal de la cavidad oral,
asi como a su regulacién enddégena y exdégena, deteniéndose especial-
mente en la microbiologia de la placa dentaria, de tan alto interés para
el estudio de la periodontitis y la caries. No hay que olvidar que la micro-
biologia de la cavidad oral constituye ya una verdadera supraespecialidad
de la microbiologia clinica.

Probablemente, la mejor contribucion del libro esté constituida por el
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capitulo de Hurley y colaboradores acerca de la microflora vaginal en
el embarazo ,tema de interés excepcional en la comprensién de la pato-
logia microbiana-del recién nacido.

Se dedica relativamente poca atencién a la flora respiratoria normal,
aunque un capitulo se ocupa de la dispersién aérea de microorganismos
respiratorios humanos.

En el 4rea de la flora intestinal normal, se presentaron al simposio
trabajos que aqui se recogen acerca de las variaciones geogréficas de la
microflora intestinal (B. S. Drasar), de la ecologia intestinal de Clostridium
perfringens, del estado de portador en salmonelosis y del efecto de algunos
antibidticos en la flora fecal. Aunque existe un trabajo (Anderson, Challa-
combe y Richardson) acerca de la flora intestinal del tracto duodeno-
yeyunal en el nifio, creemos que el tema de la flora intestinal del intestino
delgado debia haberse tratado méds ampliamente, ya que constituye una
de las grandes aportaciones de la microbiologia clinica actual a la com-
prensién de la patogenia de buen nimero de entidades nosoldgicas en el
hombre.

Los dos trabajos finales, sobre la accién de antibidticos favoreciendo
transferencia de resistencia in vivo en el intestino humano y el que se
ocupa de los virus asociados al individuo sano, son de mas limitado interés.

Libro bien editado, con algunas erratas en el indice de conceptos.
El precio en libreria es de unas 1.000 pesetas. v
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