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INSTITUTO «FAIME FERRAN», DE MICROBIOLOGIA (CS1C)
DEPARTAMENTO DE VIROLOGIA
SECCION DE VIRUS VEGETALES

ULTRAESTRUCTURA Y COMPOSICION QUIMICA
DEL LIPOPOLISACARIDO
DE LA ERWINIA CAROTOVORA

II. Influencias del método de extraccidn

por

M. SANTAOLALLA

INTRODUCCION

El lipopolisacarido de los microorganismos gram-negativos es una
macromolécula compleja cuyo peso molecular oscila entre varios millones,
dependiendo principalmente del estado de agregacién en que se encuen-
tra. El conocimiento de su estructura quimica total nos es desconocido
en la actualidad, aunque existen grandes conocimientos parciales de su
estructura, sobre todo de los lipopolisacaridos de Salmonella y Escherichia
coli.

El tratar de encontrar relaciones entre su toxicidad, pirogenicidad,
neutralizacién de anticuerpos, etc., y estados de agregacién, peso molecu-
lar, contenido en lipidos, presenta grandes dificultades, debido princi-
palmente a que no se obtienen productos homogéneos cuando se aplican
a su andlisis las modernas técnicas de inmunodifusién o inmunoelectro-
foresis, atin empleando para su extraccion los métodos més generalizados
basados en el empleo del fenol-agua en caliente, y posteriores purifica-
ciones por ultracentrifugacién, tratamiento con ribonucleasa, etc.

Microbiol. Espaii., 28 (1975), 83.
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En el presente trabajo realizamos un estudio comparativo submicros-
copico y quimico del lipopolisacarido de la Erwinia carotovora, extraido
por diferentes métodos, tratando de obtener algunas consecuencias sobre
las diferencias encontradas tanto desde el punto de vista morfolégico
como quimico.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismo

La misma estirpe e idénticas condiciones de cultivo que en un trabajo
anterior (16).

Extraccion del lipopolisacdrido

1) Método de Westphal y Jann (20). Después de una purificacién
parcial por ultracentrifugacién, eliminamos las Ultimas trazas de acidos
nucleicos por tratamiento con ribonucleasa, segin indicamos en el trabajo
citado (16).

2) Métodos de Leive (6) y Leive y colaboradores (7).
3) Método de Adams (1). '

Separacion de lipidos libres

La separacién de lipidos libres que pueden impurificar el lipopoli-
sacérido, sobre todo cuando se extrae por el método de Leive, la reali-
zamos segin el método de Kanfer y Kennedy (5).

La eliminacién de 4cidos nucleicos, a medida que avanza el proceso
de purificacion, la vamos comprobando por curvas de méxima absorcién
en la zona ultravioleta, empleando el espectrofotometro Unicam S.P. 500,

Determinacion de proteinas

La realizamos segiin el método de Lowry y colaboradores (10).

Microscopia electrdnica

Para la observacién del lipopolisacirido usamos las mismas técnicas
y tinciones que en nuestro anterior trabajo (16).



Figura 1. Lipopo'isacdrido de la E. carotovora extraido por el método de Westphal y
Jann, antes de la purificacion. Tincién positiva. X 60.300

Figura 2, Lipopolisacdrido de la E. carotovora extraido por el método de Westpllzal
y Jann 'y purificado por ultracentrifugacion y tratamiento con ribonucleasa. Tincién
positiva. X 136.000



Figura 3. Lipopolisacdrido de la E. carotovora extraido por el método de Westphal
y Jann y purificado por ultracentrifugacion y tratamiento con ribonucleasa. Tincion
negativa. Aparecen cuerpos ovales. X 94.000

Figura 4. Lipopolisacdrido de la E. carotovora extraido por el método de Westphal
y Jann y purificado por ultracentrifugacién y tratamiento con ribonucleasa. Tincién
negativa. Estructuras en forma de aillos de elipsoideos concéntricos. X 88.000



Figura 5. Lipopolisacdrido de la E. carotovora obtenido por el método de Leive y cola-
boradores. Tincién positiva. X 60.300

Figura 6. Fraccién F, del lipopolisacdrido de la E. carctovora obtenido por el método
de Leive y colaboradores. X 60.300



Figura 7. Lipopolisacdrido de la E. carotovora extraido por el método de Westghal y :ann
y no eliminado previamente por el método de Leive y colaboradores. Tincion positiva.
X 50.000

Figura 8. Lipopolicasdrido de la E. carotovora extraido por el método de Adams. Tincién
positiva. X 60.300



Estructura del lipopolisacdrido de la E. carotovora. 11 89

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

Andlisis quimico y cromatografia

Se emplearon los mismos métodos reseiiados en el anterior traba-
jo (16). '

RESULTADOS

a) Ultraestructura

En el lipopolisacirido de la Erwinia carotovora, extraido por el mé-
todo de Westphal y Jann (20), antes de ser purificado por ultracentrifu-
gacién y tratamiento con ribonucleasa, cuando se observa al microscopio
electrénico en tincién positiva, vemos que su estructura trilaminar no
aparece tan clara como aquella observada en una preparaciéon del mismo,
después de purificado por ultracentrifugaciéon y tratamiento con ribo-
nucleasa (figuras 1-2); las cintas trilaminares se aprecian en ambos, pero
los anillos imperfectos de distintos tamafios estin mucho mas delimitados
después de la purificacion (figura 2). Este lipopolisacarido purificado
observado al microscopio electrénico en tincion negativa con acido fosfo-
tingstico, aparece en forma de cuerpos ovales de didmetro variable y
ocasionalmente como esferoides (figura 3); también se observan estruc-
turas en forma de cuerda; anillos concéntricos aparecen en la figura 4.

Por los métodos de Leive y Leive y colaboradores (6-7) extraemos
un complejo EDTA-lipopolisacdrido; cuando se observa al microscopio
electrénico en forma de tincion positiva, aparece con una estructura tri-
laminar bien marcada (figura 5), que aparenta como si las cintas trilami-
nares que observamos en el lipopolisacarido obtenido por el método de
Westphal y Jann hubiesen sido rotas en pequefios fragmentos.

El lipopolisacérido separado por ultracentrifugacion de este complejo
EDTA-lipopolisacarido, y que los autores denominan fraccién F,, ob-
servado al microscopio electrénico en tincién negativa, aparece en forma
de pequefios tibulos con una orientacion rectilinea, como se aprecia en
la figura 6.

"Los microorganismos de los que eliminamos parcialmente el lipopoli-
sacdrido (6-7), fueron tratados por fenol-agua en caliente (20), para
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extraer el total del lipopolisacérido; la figura 7 muestra el resto del lipo-
polisacirido no eliminado por el EDTA y extraido por el método de
fenol-agua; observado bajo la forma de tincién positiva se aprecian per-
fectamente unas cintas largas con estructura trilaminar muy clara.

La figura 8 muestra el lipopolisacarido de la Erwinia carotovora ex-
traido con dimetil-sulféxido (1); la observacién fue hecha en forma de

tincién positiva y se aprecian estructuras en forma de cintas irregulares
trilaminares.

b) Composicion quimica

Por el método de Westphal y Jann (20) extraemos el lipopolisacarido
de la Erwinia carotovora, que después de purificado por ultracentrifuga-
cién y tratamiento con ribonucleasa result6 estar-exento de acidos nu-
cleicos seglin nos muestra su curva de méaxima absorcién en el espectro-
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fotémetro (figura 9); el porcentaje de lipopolisacirido purificado fue
de 0,92, referido a peso seco de microorganismos.

Siguiendo el método de Leive (6-7) obtenemos inicialmente un com-
plejo EDTA-lipopolisacérido que representa el 0,85 %, referido a peso
seco de microorganismos de que partimos; pero este lipopolisacirido
contiene todavia restos de 4cidos nucleicos (véase figura 9); sin embargo
la fraccién F, de este complejo EDTA-lipopolisacirido que aislamos por
ultracentrifugacién, resulté exenta de 4cidos nucleicos (figura 9); en la
fraccién F, aparecieron indicios; en la fraccién que denominamos F,, y
que representd un porcentaje 2,2, referido a peso seco del resto de micro-
organismos tratados por EDTA, no pudimos identificar 4cidos nucleicos
(figura 9).

El cuadro 1 indica los resultados obtenidos en cuanto al contenido
de nitrégeno y fésforo del lipopolisacirido de la Erwinia carotovora
extraido segin los métodos expuestos.

Cuadro 1

Lipopolisacirido N P
Westphal y Jahn 0,99 1,1
Leive 9,95 1,1
Leive F, 7,95 0,65
Leive F, no determinados
Leive F. 1,25 1,07
Adams 6,24 1,5

La proporcién de lipido A en cuanto al polisacdrido result6 ser simi-
lar en los lipopolisacdridos obtenidos por el método de Westphal y
Jann (20), y la fraccién que hemos denominado F, del lipopolisacdrido
obtenido por el método de Leive (6-7) correspondié a un 38 %; en la
fraccién F,, la proporcién de lipido A respecto al polisacarido fue mayor,
un 44 %. Sin embargo, el lipopolisacdrido que inicialmente era més
impuro de estos tres resulté ser el procedente de la fraccion F,, del que
separamos un 8,6 % de lipidos libres, y su contenido en proteinas era
un 12,5 %.
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La composicién quimica cualitativa (no se ha realizado cuantitativa)
del lipido A de estos tres lipopolisacaridos obtenidos de la Erwinia
carotovora es semejante; el lipido A del lipopolisacirido obtenido direc-
tamente por el método de Westphal y Jann (20) dio un contenido en N
del 1,61 %, y en P, de 2,09 %; el correspondiente a la fraccién F,,
1,1 % y 1,85 %, respectivamente. En todos ellos, identificamos cromato-
graficamente glucosamina, etanolamina, indicios de KDO (4cido-3-des-
oxi-octulosénico) y acidos grasos.

Por el método de Adams (1) obtenemos un complejo proteina-lipo-
polisacdrido, para cuyo estudio es imprescindible separar la gran can-
tidad de proteina que inicialmente extraemos.

En cuanto a la parte polisacirida de estos lipopolisaciridos, hemos
realizado un estudio inicial de dos de ellos; el correspondiente al lipo-
polisacirido obtenido siguiendo directamente el método de Westphal y
Jann, y el extraido por el mismo método, pero previo tratamiento de
las células por las soluciones de TRIS y EDTA.

Los porcentajes de fésforo de estos dos polisacaridos fueron, respec-
tivamente, de 0,23 y 0,30.

De ambos obtenemos por hidrélisis suave 7 oligosacéridos, cuyos Rfg
sobre papel y placa, composicién de los mismos y relaciones molares
de los principales, sefialamos en el cuadro 2.

Los oligosacaridos que se encontraron en mayor proporcién fueron.
en el correspondiente a microorganismos no tratados, el sefialado con el
nimero 4, seguido del 2 y 3; y los predominantes en la fraccién F,
el sefialado con el ndmero 5, seguido del 7 y 4.

DISCUSION

a) Ultraestructura

La estructura submicroscépica del lipopolisacirido de la Erwinia
carotovora extraido por el método de Westphal y Jann (20), aparece
cuando se observa en tincién positiva en forma de cinta plana con una
estructura trilaminar (figuras 1-2). El grosor de esta cinta trilaminar
estd comprendido entre 80 y 100 A.

El mismo lipopolisacirido, observado en tincién negativa con é4cido
fosfotiingstico, aparece en forma de cuerpos ovales de didmetro variable
y ocasionalmente como esferoides, pudiéndose apreciar a menudo es-



Estructura del lipopolisacdrido de la E. carotovora. 11

93

Cuadro 2

Lipopolisacirido

obtenido directamente por el
método de Westphal y Jann (20)

obtenido previo tratamiento del

Lipopolisacarido

microorganismo con TRIS y EDTA

y a continuacién por el

Oligosa- método de Westphal y Jann,
caridos fraccién F,,
Rfg Monosacéridos Rig I Monosacéridos
(relacién molar) (relacién molar)
Papel | Placas Papel | Placas
Glucosamina Glucosamina
Galactosamina Glucosa 2
(indicios)
1 0,33 0,26 KDO 0,34 0,26 Xilosa 1
Glucosa 2 Sin identificar
Xilosa 1 Sin identificar
Glucosamina Glucosamina
KDO Glucosa 3
2 0,56 0,38 Glucosa 2 043 0,38 Xilosa 2
Xilosa 3 Sin identificar
Galactosamina Galactosamina
Glucosa 3 Glucosa 2
3 0,75 0.60 Xilosa 1 0.54 0,60 Xilosa 1
Galactosa 3 Galactosa 3
Sin identificar
Galactosamina Galactosamina
Glucosa 4 Glucosa 4
Xilosa 1 Xilosa 1
4 1,05 0,79 Galactosa 3 0,92 0,73 Galactosa 3
Ramnosa Ramnosa
(indicios)
Galactosamina
Glucosa (indicios)
Xilosa Glucosa 3
5 1,23 1 Galactosa 1 1 Xilosa 1
Ramnosa Galactosa 1
Ramnosa
Glucosa 9 Glucosa 2
Xilosa 3 Xilosa 6
6 1,38 1,4 Ramnosa 2 12 1,4 Ramnosa 9
Glucosamina
Glucosa Glucosa 1
Xilosa Xilosa 1
7 2,36 1,7 Galactosa 2 17 Galactosa 2
Ramnosa Ramnosa 3
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tructuras en forma de cuerdas; bajo esta forma de tincién, la estructura
trilaminar no es ficilmente observable (figura 3). También estructuras
elipsoideas concéntricas (figura 4) son corrientes y semejantes a las en-
contradas por Pollock y colaboradores (12) en el lipopolisacérido de un
mutante de Erwinia coli K 12. Santaolalla (14-15), estudiando la ultra-
estructura del lipopolisacirido del Agrobacterium tumefaciens, formas
normal y L estable, extraido por el método de Westphal y Jann (20),
encuentra unas estructuras semejantes a las del lipopolisacdrido ahora
estudiado.

El método de Leive y colaboradores (7) para la extraccién del lipo-
polisacdrido de los microorganismos gram-negativos, basado en el empleo
del EDTA, no logra extraer mas que una parte del total del lipopolisaci-
rido, que, seglin los autores, estd comprendida entre el 30 y el 50 %.
Esta parte, purificada por ultracentrifugacién y tratamiento con ribo-
nucleasa, observada al microscopio electrénico en tincién positiva, pre-
senta una estructura trilaminar perfectamente marcada, y su apariencia
es como si los cuerpos ovales, que observibamos en el mismo lipopoli-
sacarido cuando se extrae por el método de Westphal y Jann (20), hu-
biesen sido fragmentados (figura 5).

La figura 6 representa una tincién negativa con 4cido fosfotingstico
de la fraccion denominada F, del lipopolisacirido de la Erwinia caro-
tovora extraido por el método de Leive (6-7); en ella se aprecian estruc-
turas tubulares.

Cuando sometemos estos microorganismos, de los que hemos elimi-
nado parte del lipopolisacirido por tratamiento con EDTA, a la accién
del fenol-agua, segin el método indicado de Westphal y Jann, para tratar
de extraer el resto del lipopolisacdrido no eliminado por el EDTA, ex-
traemos un lipopolisacirido, que después de purificado por ultracentri-
fugacion y tratamiento con ribonucleasa, al ser observado al microscopio
electrénico en tincién positiva, aparece en forma de cinta ramificada
(figura 7), y su estructura trilaminar se aprecia perfectamente, sobre
todo en ciertas zonas.

El lipopolisacérido de la Erwinia carotovora, extraido por el método
de Adams (1), después de purificado, cuando se observa al microscopio
electrénico en forma de tincién positiva, aparece también con una es-
tructura trilaminar (figura 8), aunque no tan perfectamente delimitada
como la que se observa cuando la extraccién se hizo por los métodos
basados en el empleo del fenol-agua.
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De lo anteriormente expuesto y de la atenta observaciéon de las ad-
juntas microfotografias electrénicas, se deduce que la estructura submi-
croscopica del lipopolisacdrido de la Erwinia carotovora estd, por lo
menos en parte, ligada al método de extraccion empleado para su ob-
tencion, y a las posteriores purificaciones a que sea sometido.

Shands y colaboradores (17), estudiando la estructura morfolégica
del lipopolisacarido de distintas especies de Salmonella typhimurium
extraido por el método del fenol-agua, observan una estructura en forma
de cinta ramificada trilaminar, la cual puede romperse por agitacién
ultrasénica y aparece, entonces, en forma de discos, en cuyos bordes
se puede apreciar la misma estructura trilaminar; también indican que
el lipopolisacdrido de un mutante desprovisto de cadena lateral de poli-
sacirido O, posee una estructura similar e idénticas dimensiones, mien-
tras que el lipopolisacdrido de otro mutante sin heptosas tiene una maés
fina y delicada estructura, lo que sugiere que el corazén del lipopolisa-
carido contribuiria a su estructura trilaminar, pero no sus cadenas late-
rales, que, como hemos indicado, constituyen el polisacirido antigénico O.

El comportamiento del lipopolisacdrido en los disolventes lipidicos,
y la parecida estructura que presenta cuando se emplean los mismos
métodos de extraccién y purificacién, aunque se encuentre, por lo menos
en parte, desprovisto de su contenido en polisacarido, parece indicar que
el principal componente que determina su estructura morfolégica es la
mitad lipidica. No obstante, existe una sugestiva evidencia de que la regién
denominada corazén, que lleva una parte polisacirida, contribuye a Ila
estructura trilaminar.

Lopes e Inniss (8-9) estudian la morfologia del lipopolisacérido de
una estirpe aviar del Escherichia coli extraido por el método de Westphal
y Jann, pero previa precipitacion del material con 4 volimenes de metanol
frio; cuando observan al microscopio al lipopolisacirido asi obtenido,
aparece en forma de cinta, frecuentemente ramificada, en la que se
aprecian dos capas externas opacas a los electrones y una interna, menos,
indicando la similitud estructural del lipopolisacirido de E. coli con
aquélla encontrada por Shands y colaboradores (17) para el lipopolisa-
cirido de Salmonella typhimurium. Creemos muy interesante sefialar
que Lopes e Inniss, en vez de suspender el lipopolisacirido en agua como
realizamos nosotros, lo suspenden en TRIS 0,1 M, dejandole a un pH 8;
y también, que cuando observan el lipopolisacdrido en tincién negativa
aparece como una cinta ramificada en la que se aprecia una zona central
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y dos laterales; los autores sugieren que las zonas laterales corresponden
al polisacdrido antigénico O del lipopolisacérido.

Son muy interesantes, a este respecto, los trabajos de Hannecart-
Pokorni y colaboradores (3-4) sobre el lipopolisacirido antigénico de
Shigella flexneri. Los autores extraen inicialmente la endotoxina de Boivin
(complejo proteina-lipido-lipopolisacarido) con 4cido tricloroacético, si-
guiendo el método de Boivin y colaboradores (2); tras sucesivas reacciones
de desnaturalizacion, degradacion y purificacion, sefialan que la estructura
morfolégica observada al microscopio electrénico aparece como largos
filamentos de longitud y grosor variables, con un peso molecular com-
prendido entre 10.10° y 45.10% estas dos estructuras en forma de fila-
mentos longitudinales, no son observadas hasta después de la purificacién
del lipopolisacarido, indicando que tal vez se originen durante ella a partir
de ciertas estructuras esféricas que se aprecian en la morfologia del lipo-
polisacdrido crudo. Esta estructura macromolecular la consideran for-
mada por la repeticién de unidades menores con un peso molecular
de 25.000, y una constante de sedimentacién Sy, de 10,2 S, unidas por
interaccién hidrofébica debida a la parte lipidica de la molécula, por ca-
tiones bivalentes y por grupos carboxilicos. Asi, estos filamentos obser-
vados son definidos por los autores como polimerizaciones artificiales de
las unidades moleculares mas pequefias, que serian las entidades bio-
légicas normales, presentes in situ. La unidad 10,2 S, que obtienen por
degradacién del lipopolisacdrido, observada al microscopio electrénico
aparece como una particula globular, semejante a la albimina del suero.
También por degradacién del lipopolisacarido con dodecil-sulfato sédico
al 0,4 %, obtienen unidades 10,2 S, las cuales observadas al microscopio
aparecen como filamentos largos, muy finos, con un grosor de 40 A,
junto a particulas globulares de diferentes formas.

Rothfield y Horne (13) estudian al microscopio electrénico el lipo-
polisacérido de la pared celular de Escherichia coli y Salmonella typhi-
murium, extraido por el método del fenol-agua y purificado por diélisis
contra un tampén de TRIS-EDTA, pH 8,3. Las preparaciones en solucién
acuosa y tincién negativa con molibdato aménico, aparecen observadas
al microscopio electrénico con una estructura en forma de esferas huecas,
donde ocasionalmente aparecen esferoides achatados o dentados. Estas
estructuras son parecidas a las encontradas por nosotros cuando obser-
vamos al microscopio electrénico el lipopolisacdrido de la Erwinia caro-
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tovora en forma de tincidn negativa, y en ellas, como hemos sefialado
anteriormente, la estructura trilaminar es dificilmente observable.

Work y colaboradores (21) también encuentran una estructura globu-
lar cuando examinan el lipopolisacarido extracelular de Escherichia coli
bajo la forma de tincién negativa, pero en sus microfotografias la estruc-
tura trilaminar aparece algo mas marcada.

Por lo que respecta al lipopolisacirido de la Erwinia carotovora,
nuestros resultados parecen indicar que cuando el lipopolisacirido se en-
cuentra mds purificado, su ultraestructura aparece, al ser observado al
microscopio electrénico en tincién positiva, en forma de cinta ramificada
trilaminar (figura 7).

b) Composicién quimica

En cuanto a composicién quimica, el lipopolisacdrido de la Erwinia
carotovora extraido por los distintos métodos indicados anteriormente,
vemos que presenta diferencias significativas.

Concretandonos al método de Westphal y Jann (20), que empleamos
para obtener después de las diversas purificaciones un lipopolisacirido
que consideramos més puro (es también el mas empleado por distintos
investigadores), si nos fijamos en el cuadro 2, podemos observar ciertas
diferencias consecutivas al previo tratamiento de los microorganismos
por la solucién tamp6én TRIS-EDTA, que indicamos a continuacion.

El porcentaje de lipido A del lipopolisacirido es mayor, 44 %, cuan-
do los microorganismos son previamente tratados por el tampén TRIS-
EDTA, lo mismo sucede con el contenido en nitrégeno total del lipo-
polisacarido; en cuanto a fésforo, las diferencias son menos significativas.

Por hidrélisis suave del polisacirido separado de ambos lipopolisa-
ciridos obtenemos 7 oligosacaridos (véase cuadro 2), que aunque pare-
cidos en cuanto a Rfg sobre papel o placa, no son idénticos; lo mismo
sucede en cuanto a la relacion molar de los monosaciridos que los
componen. Tampoco existe identidad en el predominio cuantitativo de
estos oligosaciridos, pues mientras en el lipopolisacirido obtenido direc-
tamente por el método de Westphal y Jann predomina el que hemos se-
fialado con el niimero 4, el predominante después de tratar las células
con TRIS-EDTA es el nimero 5.

Leive y colaboradores (7) también sefialan diferencias quimicas en
el lipopolisacarido de Escherichia coli, segin el microorganismo sea o
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no previamente sometido al incremento de la permeabilidad producido
por el EDTA.

- En el afio 1966, Nowotny y colaboradores (11), estudiando la
relacién entre estructura y funcién en los antigenos O de los microorga-
nismos gram-negativos, hacen una interesante observacién sobre la ne-
cesidad de homogeneidad de los productos ensayados.

Seglin estos investigadores, es necesario el uso de un producto puro
y homogéneo para poder estudiar comparativamente el modo de accién,
a través del cual las endotoxinas y, por tanto, el lipopolisacirido pro-
ducen las distintas reacciones biolégicas; puesto que algunos contami-
nantes de preparaciones purificadas incompletamente pueden influir en
los efectos biol6gicos. También pueden observarse resultados equivocos
empleando fracciones no totalmente homogéneas.

Las pruebas convencionales de homogeneidad, tales como la apari-
cién de una sola banda fina en la electroforesis, o en sedimentacién por
ultracentrifugacién, resultan a menudo inconclusas, cuando se aplican
mejores procesos resolutivos; como, por ejemplo, la inmunodifusién o
inmunoelectroforesis; usando estos dltimos métodos, aquellos componen-
tes presentes en una preparacién antigénica, que no son verdaderos an-
tigenos o no formarfan precipitado con el correspondiente anticuerpo,
no serian detectados. Los autores también observaron que el sistema
antigeno-anticuerpo, que solamente presenta inicialmente una banda de
precipitacion, después de algunos dias de incubacién da lugar a dos o
més bandas.

Por ninguno de los dos procedimientos més usados para la extraccién
de los antigenos O endotéxicos, como son los que emplean principalmente
el 4cido tricloroacético o el fenol-agua, atin con las posteriores purifica-
ciones correspondientes, se logra obtener un producto final totalmente
homogéneo.

Los investigadores del grupo de Nowotny (11) observaron que el
sobrenadante obtenido después de la precipitacién de la endotoxina con
antisuero O de conejo en ligero exceso de anticuerpo, contenia polisacé-
ridos que no fueron precipitados con el antisuero; una extraccion con
fenol-agua de este sobrenadante puso de manifiesto un compuesto con-
teniendo carbohidratos que no fueron detectados en el extracto obtenido
con fenol-agua del antisuero 0 de conejo solo. Esta observacién expe-
rimental indica claramente que la endotoxina usada en este proceso era
un producto heterogéneo.
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Los autores de dicho grupo proponen una serie de procesos que
tienen por objeto el descubrimiento de diferentes impurezas de los anti-
genos 0 endotdxicos; tienden asi a la obtencién de fracciones homogé-
neas, realizando los ensayos biolégicos con las fracciones aisladas, al
mismo tiempo que su anilisis quimico. Los métodos empleados para la
extraccién son los ya referidos del 4cido tricloroacético y fenol-agua;
purifican el producto por precipitacion con metanol y CLMg, fraccio-
namiento por centrifugacién en gradiente de sacarosa y cromatografia en
columna de resinas cambiadoras de iones.

Ensayan las distintas fracciones con respecto a la letalidad para el
embrién de pollo siguiendo la técnica de Smith y Thomas (18), y la
tipica reaccién de Shwartzman sobre la piel. La actividad serolégica de
las fracciones la investigan con antisuero O de conejo hiperinmune en
sistemas de difusién sobre gel. En las distintas fracciones determinan
carbohidratos, hexosaminas y aminodcidos. En el caso de las endotoxinas
extraidas con 4cido tricloroacético de Serratia marcescens, estudian su
estabilidad en solventes 4cidos y alcalinos; esto es esencial.

A pesar del empleo de todos los procesos combinados de purificacién
anteriormente indicados no llegaron a la preparacién de un producto total-
mente homogéneo.

En algunos ensayos biolégicos realizados con dichas fracciones toda-
via no homogéneas, pudieron demostrar que mientras los principales
componentes mostraban actividad serolégica, no todos fueron téxicos
para el embrién de pollo, o positivos en el ensayo de Shwartzman sobre
la piel. Con la excepcién de tres fracciones, todas mostraban diferente
grado de actividad en el acrecentamiento de las reacciones no especificas;
algunas fracciones resultaron inertes en todos los ensayos biol6gicos.

El indudable valor de estos experimentos fue el poner de manifiesto
la necesidad de revisar muchos resultados obtenidos anteriormente sobre
la estructura y efectos biolégicos de diferentes extractos endotdxicos.

También es muy interesante mencionar aqui el efecto degradativo del
fenol sobre la endotoxina y el lipopolisacirido de Serratia marcescens,
que han demostrado este mismo afio Tsang y colaboradores (19); la
causa de esta degradacién es la rotura de un enlace sensible al fenol
dentro de la parte lipidica de la macromolécula. Como consecuencia de
de esta degradacién, el lipopolisacirido y los fragmentos de proteina
simple retienen solamente una parte de la mitad lipidica. Aunque actuan-
do de otra forma, también parece ser que la extraccién del lipopolisaca-
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rido por los métodos del fenol-agua produce la hidrélisis de parte de
las cadenas especificas O y uniones ésteres de los acidos grasos. Los
autores sugieren, o mas bien confirman, que esta parcial degradacién es
una de las principales causas de la heterogeneidad de las preparaciones
de endotoxinas y lipopolisacaridos de los microorganismos gram-nega-
tivos.

Con lo anteriormente expuesto creemos poder explicar las diferencias,
tanto estructurales como quimicas, que encontramos en el lipopolisacd-
rido de la Erwinia carotovora, segin los métodos de extraccién y purifi-
cacién empleados para su aislamiento. Si, como indicdbamos, la mitad
lipidica parece ser el principal determinante de su estructura morfolégica,
la mayor o menor accién hidrolitica del fenol puede ser causa de su
modificacién estructural.

De todo esto se concluye que los lipopolisaciridos obtenidos por
distintos métodos no son homogéneos y difieren quimica y estructural-
mente; por lo que, l6gicamente, sus propiedades biol6gicas no serin
iguales.

Nuestro trabajo se ha limitado a demostrar las diferencias quimicas
y estructurales del lipopolisacdrido de la Erwinia carotovora, obtenido y
purificado por diferentes métodos.

RESUMEN

Se han empleado distintos métodos de extraccién y purificacion para
la obtencién del lipopolisacarido de la Erwinia carotovora.

Hemos comparado los resultados, tanto desde el punto de vista ultra-
estructural como de composicién quimica; pequefias diferencias se han
encontrado en lo referente a su composicién quimica, y maés significa-
tivas en cuanto a su estructura morfoldgica al ser observadas en forma
de tincién negativa al microscopio electrénico, lo que hace pensar que
la composicién y ultraestructura del lipopolisacérido varia segin los
diferentes métodos de extraccién y purificacién que se empleen.
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SUMMARY

Ultrastructure and chemical composition of lipopolysaccharide from Er-
winia carotovora. II. Influence of the extraction method

Different methods of extraction and further purification have been
used for the obtention of the lipopolysaccharide of Erwinia carotovora.
The purificates have been compared chemically and ultrastructurally.
Small differences have been found in their chemically composition and
rather pronounced ones in the ultrastructure by negative staining at the
electron microscope. This seems to indicate that lipopolysaccharide com-
position and ultrastructure varies depending on the different methods of
purification and extraction.
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INTRODUCCION

Son varios los autores (2 y 22) que han estudiado cémo el contenido
proteico de los microorganismos depende en gran parte de las condiciones
de cultivo y de la fuente nutricional de los mismos.

Zaitseva y colaboradores (23) comprobaron variaciones cuantitativas
y cualitativas en Bacillus coagulans al cambiar la temperatura de cre-
cimiento. Herring (13) también estudié variaciones de este tipo en bac-
terias haléfilas obligadas. Nosotros hemos tenido ocasion de comprobar
modificaciones cualitativas de las proteinas de Sarcina littoralis sometida
a cambios bruscos de temperatura.

La influencia de la concentracién salina del medio de cultivo en bac-
terias haldfilas ha sido seguida por Gochnauer y colaboradores (10),
Stoeckenius y Rowen (19) y otros. Experimentos realizados en nuestro
laboratorio muestran cémo Sarcina flava (haldfila facultativa), culti-
vada en el medio recomendado por Gibbons y colaboradores (8) (25 %
de CINa), presentaba un total de 11 proteinas, y disminuia una de las
detectadas al principio.

De forma semejante, existen variaciones proteicas cuando se limita

Microbiol. Espaii, 23 (1975), 103.
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la fuente de carbono en cultivos bacterianos, ya que, segin ciertos auto-
res (9 y 14), existe un cambio en la eficiencia de la sintesis proteica por
unidad de ARN, por estar el medio de cultivo formado principalmente
por aminodcidos y proteinas. Por esto, es fundamental establecer unas
condiciones de cultivo, las cuales deben mantenerse a lo largo de los
experimentos a realizar.

El objeto de este trabajo es estudiar de forma cuantitativa y cuali-
tativa el contenido proteico de Sarcina flava a lo largo de su cultivo,
manteniendo constantes tanto las condiciones ambientales como los ele-
mentos nutricionales, para comprobar que si existen estas variaciones
serdn debidas Unicamente a la distinta sintesis enzimdtica necesaria para
los procesos metabdlicos sufridos durante el crecimiento. Estos experi-
mentos se han realizado en un fermentador, en el cual se puede controlar
exactamente la temperatura, aireacion y agitacién del medio de cultivo.

MATERIAL Y METODOS

La cepa bacteriana objeto de este estudio fue la Sarcina flava de
la A-T.C.C. nim. 147. Como medio base hemos empleado el recomen-
dado por Gibbons y colaboradores (8). Las condiciones seguidas para
el cultivo de esta bacteria fueron: 300 r/min de agitacién, 37 °C de
temperatura y 2 1/min de aireaci6n.

Se efectuaron ensayos previos de crecimiento en matraces de 250 ml,
con un volumen de 100 ml del medio, inoculados con 5 ml de la sus-
pension bacteriana de Sarcina flava de 24 h, incubada a 37 °C, en
agitacion.

La determinacién de la curva de crecimiento se realiz6 mediante lec-
tura de la densidad Optica del cultivo a 555 nm, en un espectrofotocolo-
rimetro modelo spectronic 20. Se realizaron recuentos de microorganismos
vivos. Se tomé como éptimo el obtenido al final de la fase logaritmica
para evitar errores por defecto.

La determinacién cuantitativa de proteinas se efectué en las mues-
tras recogidas cada hora mediante el método ideado por Herbert y co-
laboradores (12). Se hizo un primer calentamiento con 4lcali para romper
la pared celular, y asi poder determinar las proteinas intra y extra-
celulares colorimétricamente por biuret. :
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Se estudi6 cada hora la velocidad de crecimiento de los microorga-
nismos, como un control mas en la curva de crecimiento.

Para estudar la variacién cualitativa de las proteinas, se tomé sus-
pensién bacteriana en tres momentos del crecimiento. La primera mues-
tra fue recogida a las 12 h de inoculado el tanque de cultivo, otra a
las 24 h de crecimiento y finalmente a las 36 h del mismo. Con el sedi-
mento recogido de cada muestra, centrifugado a 3.000 r/min, se prepa-
raron las muestras antigénicas. Las condiciones establecidas como 6p-
timas en la preparacion de antigenos han sido fruto de varios afios de
trabajo en la preparaciéon de los mismos, seglin técnicas de Chordi y co-
laboradores (3-4). Para ello dicho sedimento se recogia en acetona, con
una proporcion de 3 volimenes de acetona/1 de medio centrifugado.
Se mantiene 24 h a — 20 °C. Pasado este tiempo, se centrifugaba y se
recogia el sedimento, para secar a vacfo. Se trituraba hasta obtener un
finisimo polvo, a partir del cual se preparaban las muestras para el ani-
lisis cualitativo. Para ello se tom6 1 g de polvo de cada fraccién y se
disolvi6 en 20 ml de suero fisiolégico, respectivamente. Se sometia a
la accién de ultrasonido durante 30 min, poniendo bafio de hielo para
evitar subidas de temperatura, que produjeran una desnaturalizacién de
las proteinas. Posteriormente, se centrifugaba la mezcla, recogiendo
el sobrenadante y se desechaba el sedimento, que contenia las paredes
rotas de las células. Donahue (6) aconseja conservar en congelador a
—20 ©C para evitar la desnaturalizacién de las proteinas.

En las muestras antigénicas, asi preparadas, se hizo una determina-
cién cuantitativa de protefnas por ultravioleta, para calcular el tanto
por ciento de contenido proteico en la muestra. Para el andlisis en gel
de poliacrilamida se utilizaron 75 wl de las muestras antigénicas. Se
emple un gel de poro 7,5, a un pH de 8,5, preparado segin recomienda
Davis (5). Para la coloracién de los mismos se utiliz6 Coman-Seaubleu.

Para el analisis inmunoelectroforético fue necesario obtener inmuno-
sueros. Para ello se inmunizaron conejos de la especie Oryctogalus cu-
niculus con antigenos procedentes de Sarcina flava, de 48 h de creci-
miento. Estos antigenos se prepararon a partir de cultivos de esta edad.
Una vez conseguido el polvo antigénico, segiin se dijo anteriormente, se
preparé el antigeno para inmunizar, disolviendo 1 g de polvo en 16 ml
de suero fisiolégico y 16 ml de coadyuvante de Freund (1 parte de aceite
mineral y 3 partes de lanolina anhidra). La pauta de inmunizacion se
realizé teniendo en cuenta las técnicas de Russell y colaboradores (16)
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y Tormo (21), en dos etapas. En la primera se inyecté 1 ml de antigeno,
en dias alternos, durante 4 semanas. Después de 1 semana de descanso,
se comenz6 la segunda etapa con inyecciones de 2 ml, también en dias
alternos, durante 2 semanas, o mdis tiempo si era necesario. Segin los
mismos autores (16 y 21), cuando el suero del animal alcanza un titulo
de 1/32 se puede considerar en condiciones de ser usado. El anélisis
se realiz6 en portaobjetos con gel de agar y se ensayaron distintos sis-
temas, enfrentando anti-suero S. flava, de 48 h, con las muestras antigé-
nicas recogidas a las 12, 24 y 36 h, es decir, en la fase exponencial, fase
estacionaria y fase inicial de declinacion del crecimiento. En algunos casos
fue necesario emplear sueros absorbidos para facilitar la identificacién
de los complejos patrones inmunoelectroforéticos.

RESULTADOS

La curva de crecimiento bacteriano es la representada con trazo con-
tinuo en la figura 1. Esta nos muestra cémo la fase logaritmica o expo-

nencial comenzaba a las 9 h del crecimiento y duraba hasta las 16 h del
mismo.
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Figura 1. La curva de trazado continuo muestra el crecimiento de S. flava.
A la curva de trazado discontinuo correspondié la evolucién del contenido pro-
teico celular durante el crecimiento de dicha bacteria. La curva de puntos se-
fiala la velocidad del crecimiento bacteriano. Obsérvese la relacién que existe

entre el contenido proteico y la velocidad del crecimiento en un cultivo estdtico
de S. flava
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Con los resultados obtenidos en la determinacién cuantitativa de
proteinas se construyé la grifica de trazo discontinuo de la figura 1,
que nos manifiesta un méiximo contenido proteico de 1,973 pg/célula
a las 11 h del crecimiento, aproximadamente a mitad de la fase loga-
ritmica y un minimo de 0,9 pg/célula a las 16 h del crecimiento, el
cual se mantiene constante a lo largo de la fase estacionaria méixima.

La velocidad de crecimiento de Sarcina flava esti representada con
trazado de puntos en la figura 1, donde se evidencia claramente que existe
una gran similitud o paralelismo entre el contenido proteico/célula y
la velocidad de crecimiento de esta bacteria. Por tanto, la mixima mul-
tiplicacion celular implica una méxima sintesis proteica, puesta de mani-
fiesto a la hora siguiente.

Fl anilisis cualitativo de las proteinas en gel de poliacrilamida nos
sefialé en cada uno de los distintos momentos de este crecimiento, es
decir, a las 12, 24 y 36 h, la existencia de bandas con diferente movi-
lidad electroforética. En la figura 2 se muestra un esquema de las bandas
obtenidas en los geles. Se observa en ella que las bandas 3, 4 y 5 difie-
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Fig{zra 2. Esquema de las bandas diferenciadas en la electroforesis en gel de

poliacrilamida. A, muestra recogida a las 12 h del crecimiento de S. flava,

correspondiente a la fase exponencial o logaritmica. B, muestra recogida a las

24 h del crecimiento, correspondiente a la fase estacionaria. C, muestra recogida

a las 36 h, es decir, al comienzo de la fase inicial de decadencia del creci-
miento. S, muestra de suero humano utilizado como control
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ren en movilidad e intensidad en las tres fases. La banda nimero 6 sélo
aparecié cuando la bacteria crecia en fase exponencial; la ntimero 8
presentd muy poca intensidad en comparacién con la adquirida a partir
de la fase estacionaria. La banda nimero 9 de la fase exponencial tenia
distinta movilidad electroforética respecto de las demés fases. Finalmente,
la nimero 11 aparecié en las fases estacionaria e inicial de decadencia,
pero no en la fase exponencial.

Estas diferencias cualitativas de las protefnas han sido confirmadas
mediante anélisis inmunoelectroforético. Para ello, las muestras antigéni-
cas de las tres fases (obtenidas de los cultivos de 12, 24 y 36 h), s¢
ajustaron a una concentracién similar de proteinas.

Nosotros enfrentamos cada una de las muestras antigénicas con anti-
suero Sarcina flava de 48 h de crecimiento. Con los resultados obtenidos
se construyd el esquema de la figura 3. La muestra antigénica de Ia
fase exponencial dio un total de 15 componentes. La fase estacionaria
dio 17 componentes, y la fase inicial de decadencia del crecimiento dio
23 componentes distintos.
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Figurd(.?. Esquema de los patrones inmunoelectroforéticos de las bandas o pro-
teinas comunes de las fases exponencial (A), estacionaria (B) e inicial de deca-
dencia (C) de S. flava

Los componentes antigénicos presentes en la fase estacionaria e inicial
de decadencia, pero ausentes en la fase exponencial, se determinaron
enfrentando anti-suero Sarcina flava de 48 h absorbido con antigeno de
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esta fase, con muestras antigénicas de las fases estacionaria e inicial de
decadencia. Los resultados obtenidos se representan en la figura 4, y
muestran la presencia de dos bandas de movilidad electroforética, 54b
y 119, en la muestra de 24 h de crecimiento, y 8 componentes en la
muestra recogida a las 36 h, cuyas movilidades fueron 54b, 84a, 106,

119, 124 y 130.
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Figura 4. Esquema de los patrones inmunoelectroforéticos de las bandas ausen-

tes de la fase exponencial (mayor velocidad del crecimiento), y presentes en las

fases estacionaria e inicial de decadencia (menor velocidad del crecimiento).

El inmunosuero anti-S. flava habia sido absorbido con el antigeno de la muestra

recogida a las 12 h del crecimiento, para quitar los anticuerpos del inmuno-
suero correspondiente a los antigenos, a dicha fase
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Figura 5. Esquema de los patrones inmunoelectroforéticos de las bandas exis-
tentes en las fases exponencial y estacionaria, que no estaban en la fase inicial
de decadencia. El inmunosuero anti-S, flava habia sido absorbido con el antigeno
de la muestra recogida a las 36 h del crecimiento, para quitar los anticuerpos
del inmunosuero correspondientes a los antigenos presentes en dicha muestra
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Cuadro 1

Movilidad Muestra
electroforética
relativa a la albimina 12 h ‘ 24 h t 36 h

25 —_
54a X
54b —
S54c X
66 X
71 X
84a —_ —
84b — —
87
93
106 —
109 —
119 —
122 X
124 — —
129 X
130 —
135
141
148
151
154
167
174
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Finalmente, se determinaron los componentes antigénicos de la fase
exponencial y estacionaria diferentes de los detectados en la fase inicial
de decadencia. Para ello se enfrenté anti-suero Sarcina flava de 48 h,
absorbido con antigeno de esta Gltima fase, con los antigenos de las dos
primeras. Efectivamente, la figura 5 muestra la Gnica banda detectada,
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con movilidad electroforética 71, que no fuimos capaces de determinar
en las demds fases del crecimiento.

Comparando los resultados obtenidos en el anilisis de las tres fases
(12, 24 y 36 h de crecimiento), se observa que el mayor nimero de
proteinas antigénicas aparece a las 36 h de crecimiento. En el cuadro 1 se
exponen las movilidades electroforéticas de todas las proteinas antigénicas
detectadas, dadas con respecto a la albimina del suero humano, a la cual
se atribuye una movilidad del 100 %. En realidad, los resultados obte-
nidos en la fase inicial de decadencia son mis semejantes a los encon-
trados en la fase estacionaria que en la exponencial, ya que ambas son
similares en cuanto al crecimiento. Por tanto, se manifestd un aumento
paulatino de proteinas antigénicas a medida que el tiempo de duplicaciéon
era mayor.

DISCUSION

Los experimentos llevados a cabo a lo largo de este trabajo se han
realizado bajo unas condiciones de cultivo que se mantuvieron constantes
durante todo el proceso. Es sobradamente conocida (2, 13 y 22-23) la
influencia que puede tener una variacién de temperatura, aireacion y
agitacion en la sintesis de proteinas de cualquier microorganismo.

De igual modo, en el medio de cultivo se controld exactamente la

- concentracion de nutrientes, para evitar asi ciertas modificaciones del
contenido proteico observadas (9 y 14).

La curva de crecimiento fue construida con las muestras del cultivo
tomadas periédicamente. Como recomienda Goussard (11), estas mues-
tras se diluian en la proporcién 2:5 y se lefan por turbidimetria; de esta
forma se evitan errores, ya que, indiscutiblemente, podrian producirse,
en parte, por el color que presentaba el medio de cultivo.

Por otra parte, los valores del contenido proteico determinado por
nosotros, son del orden de 10.10-* mg/célula, semejantes a los hallados
por Thomas y Sumas (20), en sus estudios realizados en Dunaliella salina,
con un contenido proteico de 10.107° mg/célula. Este estudio de las
proteinas mostré ser diferente en la fase exponencial y en la fase esta-
cionaria. La mayor cantidad de proteinas/célula la detectamos en la fase
exponencial, coincidiendo con la méxima velocidad de crecimiento.

Zusman y colaboradores (24) afirman haber encontrado en Mixo-
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bacterium zanthus una mayor sintesis de proteinas cuando la division
celular era méxima. También Brown y Stevenson (1) obtuvieron en Halo-
bacterium salinarium una variacién cuantitativa de proteinas seme-
jante a la determinada por nosotros en Sarcina flava, encontrando un
méximo contenido, aproximadamente, en la mitad de la fase exponencial
o logaritmica, es decir, cuando el crecimiento entraba en fase estacio-
naria disminuia el contenido proteico, manteniéndose constante a lo largo
de la fase inicial de decadencia del crecimiento. Son diversos los auto-
res (7, 15 y 18) que han realizado trabajos sobre este respecto, hallando
resultados semejantes. Por lo que deducimos que este miximo contenido
proteico aparece en la fase exponencial.

El estudio cualitativo de la composicién proteica en las tres fases
del desarrollo ha evidenciado que existen diferentes patrones proteicos
en cada una de estas fases. Por un lado encontramos un grupo de pro-
teinas comunes a las tres fases del crecimiento, y por otro, proteinas
que estaban presentes solamente en alguna de las fases. En la fase expo-
nencial encontramos una protefna que no estaba en las otras fases. La
existencia de esas proteinas transitorias también ha sido descrita por
Starka (17), detectada mediante métodos inmunoldgicos en la fase loga-
ritmica de Escherichia coli.

Lo més destacado de nuestros resultados es la aparicién de 10 pro-
teinas durante el envejecimiento del cultivo, que no estaban presentes
en la fase exponencial. Esto parece indicar que la edad del cultivo, o el
agotamiento de los metabolitos en el medio, influyen, no solamente en
la velocidad de crecimiento, sino también en la composicién de los pa-
trones proteicos. Por otro lado, la aparicién de proteinas o enzimas en
la fase estacionaria, cuando ocurre el agotamiento de algunos de los
metabolitos del medio, parece indicar una cierta especializacién de las
bacterias en esa fase, para hacer frente a las nuevas condiciones del
medio donde crecen.

RESUMEN

Se determiné que el nimero de proteinas/célula variaba cuantitativa-
mente a lo largo del crecimiento de Sarcina flava. El contenido proteico
alcanz6 un méaximo de 1,973 pg/célula a las 11 h de la inoculacién.
Se observé cémo la cantidad de proteinas/célula mostraba una correla-
cién directa con el tiempo de duplicacién.
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El anilisis por inmunoelectroforesis presenté un complejo patrén
proteico compuesto de 23 antigenos inmunolégicamente diferentes. Este
mismo andlisis manifest6 diferencias en la curva de crecimiento, segin
los tiempos de duplicacién. Los antigenos de movilidad electroforética 71,
se detectaron en los tiempos de duplicacién coincidentes con la fase
exponencial y no con la estacionaria. Por el contrario, el antigeno de
movilidad electroforética 25 se encontraba en la fase estacionaria e inicial
de decadencia con el tiempo de duplicacién elevado, y no en la fase ex-
ponencial con tiempo de duplicacién bajo.

SUMMARY

Quantitative and qualitative evolution of proteins during hhe growth
curve of Sarcina flava

It was established that the number of proteins per cell varied quantita-
tively during the growth of Sarcina flava. The proteic content reached
a maximum of 1.973 pg/cell after 11 hours of inoculation. It was
noticed that the amount of proteins per cell showed a direct relationship
with the doubling time.

The immunoelectrophoresis analysis gave a complex protein pattern
consisting of 23 immunologically different antigens. This same analysis
presented differences in the composition of the antigenic proteins during
the growth, according to the doubling times. The antigens of electro-
phoretic mobility 71 were detected in the doubling times corresponding
with the logarithmic phase. On the contrary the antigen with electro-
phoretic mobility 25 was observed in the stationary phase with the longer
doubling times and not in the logarithmic phase.
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INTRODUCTION

The investigations in the field of the epidemiology of listeriosis carried
out so far support the idea that Listeria monocytogenes is a micro-
organism of widespread distribution. The use of special enrichment and
culture media have shown that L. monocytogenes can usually be isolated
from human intestine. If 30 faecal samples were examined in each
normal individual it appears likely to obtain practically a 100 % of
carriers (91.5 % in Ortel’s series) (7). Such a fact would be of utmost
importance in the explanation of the pathogenesis of neonatal listeriosis.
In this special case it is important to make clear the conditions that allow
L. monocytogenes to move from the intestine into the vagina and its
subsequent colonization.

The present investigation has been led fundamentally to the elucida-
tion of the following points:

A) Incidence of faecal L. monocytogenes carriers in healthy primigravidae
and their husbands.

B) Incidence of faecal L. monocytogenes carriers in women during puer-
perium with antecedents of previous deliveries of newborns who died
perinatally. Mechanical causes have been excluded.

Microbiol. Espaii., 28 (1975), 117.
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C) Incidence of vaginal L. monocytogenes isolation in the two previous
groups.

D) Correlation between vaginal colonization and faecal carriership status.
Secondarily some observations have been collected about:

F) Faecal and vaginal carriership status in mothers with proved liste-
riosis in their children.

F) Relationship between cold enrichment period and isolation of L. mono-
cytogenes.

G) Correlations between isolation and serology.
H) Proportion of isolated serotypes.

I) Some observations concerning the regularity of L. monocytogenes
eliminations through the faeces.
J) Relationship between haemolitic versus non-haemolitic strains.

MATERIAL AND METHODS

During 6 weeks faecal samples were taken weekly in 44 healthy
primigravidae (between the 5th and 7th month of pregnancy) and their
husbands. Likewise, a parallel study was made in 91 puerperal women
who had given birth to newborns that died perinatally. Blood samples
for serological examination and vaginal smears were taken at the same
time as the first and last faecal samples in all women of both previous
groups. Moreover we studied 12 faecal samples from three women
who had vigen birth to newborns afflicted with listeriosis of favourable
evolution. Six faecal samples were examined in one of these women,
five in other and one in the other. Vaginal smears were taken in these
three women as well but only one vaginal smear could be taken in one
of them.

All samples taken from all individuals comprised in the above men-
tioned groups were processed following the Ralovich-Kampelmacher
technique (4-5, 8-9) slightly modified. 2-3 g of faeces were suspended
in tryptose-phosphate-broth (TPB) (Difco) and immediately afterwards
a swab of the suspension was introduced into a Stuart medium (Difco).
The tubes containing TPB were stored at 4 °C for three months and
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were monthly subcultured on to nalidixic-tripaflavin-blood (NTBA)
plates without previous passage into Stuart medium. The Stuart tubes
were, in their turn, stored at room temperature for ten days and then
a subculture on NTBA plates was made. The final concentrations of
nalidixic acid (Winthrop) and tripaflavin (Bayer) were 50 ug/ml and
10 ug/ml respectively. The inoculum size was 50ul approximately.
Both plates NTBA from TPB and NTBA from Stuart tubes were
incubated at 37 °C for 24 hours and then were examined by using a
stereoscopic lens (Wild) under oblique transmitted illumination. The
magnification power used was 60 X and 120 X. The suspected colonies
were morphologically and biochemically identified. Antisera 1 and 4b
were used for serotypification. Serology was performed following the
technique described by Despierres (1). Serotypes 1 and 4b (Institute
Pasteur, Paris) were used as antigens.

RESULTS

A) Incidence of faecal Listeria monocytogenes carriers in healthy
primagravidae and their husbands

The results of this group are mentioned as follows (zable 1):

Table 1
Nu(r)r;ber Positive % Nug;ber %
samples samples carriers
44 women 264 16 6 14 318
44 men 264 14 53 8 18.1

The relationship between the positivities in the women studied and
their husbands is expressed as follows (table 2).

There seems to be a higher proportion of faecal Listeria mono-
cytogenes carriers in the group of husbands of women carriers though
the statistic signification is irrelevant:

03>P>02
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Table 2
Husband Percentage of women with
carriers husband carrier
Pregnant carriers (14 cases) 4) 28.5
Pregnant non-carriers (30 cases) @) 13.3

B) Incidence of faecal Listeria monocytogenes carriers in puerperal women
with antecedents

The results obtained are expressed as follows (table 3):

Table 3
Number Number Positive Number
% . %
of cases of samples samples of carriers
91 546 38 6.9 24 26.3
C) Incidence of vaginal Listeria monocytogenes isolation
The results are expressed as follows (table 4):
Table 4
Number Number i Percentage
Group of of f:;:tll\éi % of vaginal
cases samples P carriers
Primigravides 44 88 0 0 0
Women with 91 182 4 () 2.15 43

antecedents

(a) The four positive samples occurred in the first vaginal smear (during

puerperium).

six weeks later.

Such positive findings did not occur in the vaginal smear performed
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D) Correlation between vaginal colonization and faecal carriership status

There were 4 vaginal positive results in women of group B and no
one in women of group A (table 5):

Table 5

Number .

of faecal Positive

samples samples
Case 1 6 .
Case 2 6 0
Case 3 6 .
Case 4 (a) 6 )
24 4

(a) Proved listeriosis,
Percentage of faecal carriers: 75 approximately.

E) Faecal and vaginal carriership status in mothers with proved
listeriosis in their children

The results obtained are expressed as follows (table 6):

Table 6
Number i )
Positive Faecal Vaginal
Cases of faecal samples carrier carrier
samples
Case 4 (a) 6 2 yes yes
Case B 6 2 yes no
Case C 5 2 yes no
Case D 1 0 no yes
18 6 (33 %) 75 % ap 50 % ap

(a) Case A is the same that Case 4 in section D).
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F) Relationship between cold enrichment incubation period and number
of positive faecal samples

A comparison between Kampelmacher series and our different groups
is expressed as follows (table 7).

Table 7
Number . Months
of JInitial Total %

samples P 1 2 3
Kampelmacher ’
(healthy 1,114 6 20 7 10 43 3.8
primigravidae)
Primigravidae 264 1 10 3 2 16 6
Husbands of
primigravidae 264 2 10 1 1 14 53
Women with
antecedents 546 4 23 7 4 38 6.9
Mothers of
newborns with
proved 12 0 4 0 0 4 33
listeriosis

C) Correlations between isolation and serology

A positive case was considered when both one or two serum samples
were positive (table 8).

Among a total of 36 proved carriers only 10 cases (27.7 %) had
a positive serology corresponding to the isolated type. In 4 cases serology
was positive but to the different type from the isolated one.

With regard to serotype 4b, 10 cases out of 21 carriers had a
coincident serology and there were no positive results to type 1 among
carriers of serotype 4b.

With regard to serotype 1 serology was always negative among 15
carriers but in 4 cases (26.6 %) an atypic serology for serotype 4b was
observed.
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Table 8

Faecal samples

Positive Positive

Serotype of serology serology Coincildence:
isolated strains type 4b type 1 SFl'fi 283;-
(number of carriers) |  (number of | (number of e
cases) cases) ype
omy”  Dpel o7 1 0 0
women) Type 4b 7 0 3
@) Us (a) 2 1 0
Type 1 8 3 0 0
(CI%OUP B Type 4b 14 7 0 7
Us 3 1 1
Type 1 15 4 0 ) 0
Total Type 4b 21 10 0 10
Us 5 2 1
14 10

Summary Type 1+ Type 4b =
= 36

(a) Unserotypifiable. (i) Two carriers with two different serotypes. (ii) One
carrier with two different serotypes.

Among a total of 5 proved carriers of Us strains 2 had a positive
serology for serotype 4b and 1 for serotype 1.

Among a total of 97 non-carriers 35 (36 %) has a positive serology
for serotype 4b and only 1 (1.03 %) for serotype 1.

Among the 3 vaginal smears serotype 4b there was 1 case (the case
with proved listeriosis in newborn corresponding to group B in women)
with positive serology for serotype 4b and the other 2 were negative.

The one case in which serotype 1 was recovered in vagina serology
was atypic for serotype 4b.

In the 3 mothers corresponding to group E) there was 1 case with
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serological coincidence. Another case was atypic. The third was
negative.

H) Proportion of -isolated serotypes

The results obtained are expressed as follows (zable 9):

Table 9
Number Number
of % of %
samples carriers
Type 1 25 35 18 35
Faeces Type 4b 40 55 27 53
Us (a) 7 10 6 12
72 51 (in three cases two
different serotypes)
Type 1 2
Vagina Type 4b 3
Us 0 0
5

(a) Unserotypifiable.

I) Some observations concerning the regularity of Listeria monocytogenes
elimination through the faeces

In 3 cases out of 48 positive carriers two different serotypes could
be isolated during our study. In one of the three serotype 1 and an
unserotypifiable strains were isolated. In another case so were serotype 1
and 4b. In the third case twice serotype 4b and once serotype 1.

Among 48 positive individuals there were 35 in whom the germ. was
isolated from only 1 sample of the 6 taken, versus 8 with 2 positive
samples, 2 with 3, and 1 with 4, 5 and 6 samples. The one case in
which every sample was positive was from a woman with antecedents
(group B) and Listeria monocytogenes of the same serotype was isolated
from the faeces of her own dog through cold enrichment.
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J) Relationship between haemolitic versus non-haemolitic strains

The results obtained are expressed as follows (fable 10):

Table 10
ope Non-
Haemolitic % haemolitic %

A) Primigravidae (faeces) 10 6
B) Husbands of 7

primigravidae (faeces) 7
C) Women with

antecedents (faeces) 19 19
D) Women with 4 0

antecedents (vagina)
E) Mothers o newborns

with proved listeriosis 2 2

(faeces)
F) Mothers of newborns

with proved listeriosis 1 0

(vagina)
Total faecal positivities (72) 38 527 34 473
Total vaginal positivities (5) 5 0

DISCUSSION

After a three-month-cold-enrichment period a percentage of 7 of
positive results was obtained in a total of 822 faecal samples from
138 women. Our figure is in contrast with that obtained by Kampel-
macher (6) which is 3.85 in his series of 1,114 faecal samples from
137 women for the same period of time. This difference may be due
to the suppression of the Stuart medium in the subcultures though we
rather believe that it is because of the use of tripaflavin as selective agent.

We have not obtained any significative difference in the number of
faecal carriers between the group of primigravidae (31.8 %) compared
with the group of women with antecedents. Nevertheless, isolation of
Listeria monocytogenes in vagina was negative in the primigravidae group
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whereas is was as high an 4.3 % in the group of women with antecedents.
In the latter group 1 case of neonatal listeriosis was shown in the post-
mortem examination. Therefore, it seems that the mere condition of
faecal carriership does not imply in itself the vaginal colonization by
L. monocytogenes although in most cases with vaginal colonization there
coexists the presence of L. monocytogenes in the faeces. Indeed, in a
total of 7 women with vaginal colonization and/or who had given birth
to newborns afflicted with proved neonatal listeriosis, the status of faecal
carriership was proved in five cases. Furthermore, the percentage of
positive faecal samples for L. monocytogenes was 22.2 in this group
instead of 6-7 in the group without vaginal colonization or listeriosis
which indicates that the elimination through the faeces was either more
abundant or more continuous in the women with vaginal colonization or
with proved neonatal listeriosis.

Though our research does not allow to exclude the possibility of
vaginal contamination by Listeria monocytogenes from the foetus, amnion
or placenta, it could be suggested that an unusually high intestinal coloni-
zation would lead to a vaginal colonization and the latter to a foetus
or neonate involvement. Thus, a very high percentage of positive faecal
samples in a pregnant woman and/or the proved presence of L. mono-
cytogenes in vagina would entail a high infective risk for the neonate
and would indicate the possibility of specific prophylactic treatment.
This conclusion is supported by the data recently provided by Emody
and Ralovich on experimental studies on mice (3). These data indicate
that there is a relations between the length of time during wich Listeria
is eliminated throug the faeces and the degree of virulence. Similarly
to experimental salmonellosis, the persistent faecal excretion would be
related with the capacity of the invasive strain to multiply or persist in
the host. Thus, treatment would be indicated on the basis of positive
cultural criteria only, not serological ones since serology (Despierres
technique) did not allow to distinguish, as we have seen before, faecal
carriers from faecal non-carriers. Besides, serology did not even detect
vaginal carriers with certainty.

From the epidemiological standpoint it can be stressed that the
percentage of faecal carriers among men was 18, i.e., half of women’s
percentage approximately. On the other hand, the husbands of women
with Listeria monocytogenes in faeces were carriers of L. monocytogenes
with a double frequency than that of the husbands of women without
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L. monocytogenes in faeces which suggest the influence of the same
feeding habits.

From the bacteriological viewpoint most strains of Listeria mono-
cytogenes corresponded to serotype 4b (55 %), serotype 1 being next
(35 %) and the remainder were unserotypifiable. These findings
constitute one of the first positive results of serotype 1 in Spain and
differ greatly from those obtained in Centre and Eastern Europe where
there appears to be a higher proportion of serotype 1: Elischerova and
Stupalova (2), Kampelmacher et al. (6), Szigetevari et al. (10).

A clear predominance of haemolitic versus non-haemolitic strains of
Listeria monocytogenes was not observed since 52 % of isolated strains
corresponded to the haemolitic type. Nevertheless we must emphasize
that all strains isolated in vagina were haemolitic.

SUMMARY

~ In a research for Listeria monocytogenes following the Ralovich-
Kampelmacher technique slightly modified and after a three-month-cold-
enrichment period a total of 1,086 faecal samples and 275 vaginal smears
were studied in different population groups. A percentage of 25-30
faecal carriers was obtained in pregnant women and women during
puerperium. The corresponding figure for men was 18.

The percentage of vaginal carriers was only 3.6 but the positivities
in this group were indeed very closely to perinatal pathology having
Listeria monocytogenes as its causative agent.

The positive results in vagina corresponded to a signifiant higher °
proportion of positive faecal samples.

Serology in solid medium (Despierres technique) proved useless for
the detection of faecal and vaginal carriers.

The majority of isolated strains corresponded to serotype 4b and
all positive vaginal results corresponded to haemolitic strains.

RESUMEN

Listeria monocytogenes: portadores fecales y mortalidad perinatal

Se ha investigado la presencia de Listeria monocytogenes en un total
de 1.086 muestras fecales y 275 muestras vaginales en diferentes grupos
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de poblacién mediante la técnica de Ralovich-Kampelmacher ligeramente
modificada, utilizando un periodo de tres meses de enriquecimiento. En
mujeres gestantes y puérperas se ha detectado un 25-30 % de portadores
fecales de L. monocytogenes. En la poblacién correspondiente a los ma-
ridos de las gestantes se detecté un 18 % de portadores fecales.

El porcentaje de portadores vaginales fue sdlo del 3,6 %, pero el
cardcter de portador vaginal se relaciona con la patologia perinatal por
Listeria monocytogenes. Las positividades vaginales se corresponden con
una mayor constancia en la eliminacién fecal de Listeria. La serologia
en medio sélido (técnica de Despierres) no fue util para detectar los
portadores fecales ni vaginales. La mayor parte de las cepas aisladas de
Listeria corresponden al serotipo 4b, y todos los hallazgos vaginales co-
rresponden a cepas hemoliticas.
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INTRODUCCION

Después de los trabajos de Nester (11) y Dooley y colaboradores (5)
se conocen bastantes particularidades fisiolégicas diferenciales en las cé-
lulas competentes de Bacillus subtilis. Sin embargo, pese a los resultados
de Akrigg y colaboradores (1) y de Charpak y Dedonder (4), el factor
de competencia (FC) todavia no ha podido ser aislado en este sistema
transformante. Esto, junto con el hecho de que la adquisicién del estado
competente tenga una duracién de muchas horas, nos lleva a utilizar
procesos bioldgicos en los que puedan ser obviadas estas dificultades.

Asi, con el fin de estudiar las posibles modificaciones de la compe-
tencia a distintos niveles del metabolismo celular, hemos empleado un
sistema de estimulacién semejante al descrito por Joenje y colaborado-
res (7), mediante el cual las células adquieran el estado competente en
un breve perfodo de tiempo. En estas condiciones, alteraciones a nivel
de pared, de membrana y de sintesis de proteinas y 4dcidos nucleicos han
sido estudiadas,

Microbiol. Espai., 28 (1975), 129.
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MATERIAL Y METODOS

Microorganismos

Como cepa receptora se utilizd Bacillus subtilis AR1T; una estirpe
prototrofa obtenida en nuestro laboratorio por transformacién de B. sub-
tilis SB25 (his B2 trp C2). B. subtilis MC1 (rec 1% rec 2~ her*) fue la
bacteria indicadora. El ADN donador fue obtenido mediante extraccién
fendlica (15) del bacteri6fago SPP1 (14), cedido amablemente por el
Dr. T. A. Trautner.

Antibidticos
Los antibidticos utilizados fueron cefalosporina (CEF), colistina
(CLST), lincomicina (LINC), rifamicina (RFM), tetraciclina (TTC), doxi-
ciclina (DXC) y acido nalidixico (ANDX). También se ensayé un

compuesto de amonio cuaternario, el bromuro de cetil-trimetil-amo
nio (BCTA).

Procedimiento de transfeccion

A 0,9 ml de cultivo se adicionaron 0,1 ml de una disolucién de ADN
fagico de 100 ug/ml y se incubaron a 37 °C con agitacién durante
30 min; al final de los cuales, la reaccién fue detenida por la adicién
de 100 pg de ADN-asa. El nimero de células viables y transfectantes
fue determinado mediante diluciones apropiadas y siembra en placas de
medio LTT (2).

Procedimiento de estimulacion de la competencia

El método de estimulacién de la competencia fue similar al descrito
por Joenje y colaboradores (7), empleando para ello liquidos metabdli-
cos (S), obtenidos por centrifugaciéon de cultivos altamente competentes,
conseguidos segun el procedimiento de Bott y Wilson (3), y células dz
baja competencia fisiolégica (B) que se mantuvieron congeladas a
— 70 °C. Estas células fueron rdpidamente descongeladas y resuspen-
didas en liquidos S o en el medio minimo de Bott y Wilson (3) (BW)
a una densidad Optica (DOsy) de 0,08.

Los niveles de la competencia en cada momento fueron determinados
mediante el estudio de la transfectabilidad del cultivo, segiin la técnica
antes descrita.
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Tratamientos con antibidticos

La sensibilidad de la cepa receptora a los distintos antibidticos utili-
zados fue determinada mediante una técnica de dilucién en tubo, en

presencia de resazurina como indicador (12).

Los tratamientos con estas moléculas quedaron restringidos a los
periodos de estimulacién indicados en cada caso; al final de ellos, los
farmacos fueron eliminados por filtraciéon a través de filtros millipore
de 0,22 u. Después se lavaron las células y se resuspendieron en medio
fresco BW o en S, seglin su caso, antes de afiadir el ADN.

RESULTADOS

La figura 1 muestra las condiciones nor-
males de funcionamiento del sistema de esti-
mulacién de la competencia. La linea BBW
representa las variaciones en las frecuencias
de transfeccion de las células de baja com-
petencia (B) resuspendidas en medio BW e
incubadas durante diferentes periodos de
tiempo. La linea BS corresponde al mismo
tipo de células (B) resuspendidas en liquidos
metabdlicos S. Cuando las células B se incu-
baron en sobrenadantes de cultivos no com-
petentes (T) o en sobrenadantes de cultivos
competentes previamente filtrados por milli-
pore (cuatro veces) (Tf) no pudo observarse
estimulacién en el desarrollo de la compe-
tencia.

Una vez establecidas las condiciones id6-
neas de funcionamiento del sistema y deter-
minadas las concentraciones minimas inhibito-
rias, se estudiaron las curvas de muerte de la
cepa receptora AR1T en medio BW para dis-
tintas concentraciones antibiéticas y para un
tiempo de contacto célula-antibiético de 2,5 h,
que resultd ser el periodo 6ptimo de tiempo
para la estimulacién de la competencia. Los re-
sultados, expresados en porcentajes de célu-

Frecuencla de transfeccion

BS

N
~. BBW
-
—— -

4 T
10 By :B:::g:;::&:'_df .
v

10 T T

T T T
o] €0 120 min

Tiempo de cultivo

Figura 1. Variaciones en la
estimulaciéon de la compe-
tencia de células (B) segin
que se resuspendan en so-
brenadantes de cultivos alta-
mente competenes normales
(BS) o filtrados (Tf), en me-
dio BW (BBW), o en sobre-
nadantes de cultivos no com-
petentes (T)
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las supervivientes, se indican en la figura 2. Estos resultados fueron uti-
lizados para elegir las dosis de droga para las cuales la viabilidad fue

%

100+
a0-
] CLST
€07 LINC
e
40l scTA AN
nxc

T T T T ;|||x|u|||n]||u|r1r1(

T
o, 0001 0,001 ,OI 1000  mg/mi

Concentraciones

Supervivencla

Figura 2. Curvas de supervivencia, al cabo de 150 min de contacto, de

las células (B) en distintas concentraciones de cefalosporina (CEF), rifa-

micina (RFM), doxiciclina (DXC), bromuro de cetil-trimetil-amonio

(BCTA), tetraciclina (TTC), dcido nalidixico (ANDX), lincomicina
(LINC) o colistina (CLST)

superior al 70 %. Estas concentraciones se indican numéricamente en
el cuadro 1.

Cuadro 1. Concentraciones de las distintas mo-

léculas que permiten un 70 % de supervivencia

de 2,5 h de incubacién a 37 % con Bacillus
subtilis ARIT en medio BW

Moléculas l CO?;egn/trrr:;ién
CEF 2 % 104
RFM 5 % 104
DXC 4,5 x 102
BCTA 1.20
TTC 0.5
ANDX s
LINC g
CLST 250

A continuacién procedimos a estudiar el efecto de las diferentes
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substancias cuando éstas se adicionaban a distintos tiempos durante el
periodo de estimulacion de la competencia. La figura 3 muestra el efecto
de la primera de ellas, la cefalosporina, que actia a nivel de pared; en
dicha figura la linea T representa los valores normales del proceso de

LCEE (d.b)

Frecuencio de tronsfeccldn
Frecuencia de transfeccion

T T T y "
80 90 - 120 150 min

Tiempo de estimulacién Tiempo de estimulacidn

Figuras 3-4. Variaciones en la estimulacion de la competencia de células (B) en

presencia del antibiético (CEF) afiadido en distintos momentos de la estimulacion

(indicados con flechas) a concentraciones de 2 X 10~4 mg/ml (figura 3) y a una

dosis diez veces mayor (figura 4). Las lineas numeradas representan la inhibicién

o estimulacién cuando el antibidtico se afiade inicialmente (nim. 1) o a los tiempos
de 30, 60, 90, 120, 135 y 160 min (nims. 2, 3, 4, 5 y 6, respectivamente)

estimulacién en ausencia del firmaco. Cuando el antibiético se afiade a
diferentes tiempos pueden observarse claros efectos inhibidores, depen-
diendo de la duracién del tratamiento. Dado que estos resultados se en-
contraban en contradiccién con los obtenidos previamente con penicilina
en cultivos ordinarios [Nester (11)] y en quimostato [Lépez y colaborado-
res (10)], llevamos a cabo una nueva serie de experimentos en los que
se utilizaron dosis més elevadas de antibiético, pero reduciendo el tiempo
de accién del mismo a un maximo de 120 min. Asi, en la figura 4 se
observa el efecto de una dosis de 2 X 107* mg/ml, que produce una
viabilidad del 60 % al cabo de 2 h de actuacién. Pueden observarse
efectos estimulantes sobre la competencia del cultivo en estas condicio-
nes. Las lineas T representan los controles en fluidos metab6licos de
cultivos competentes, y como puede verse, los niveles de transfectabilidad,
en presencia de las dosis indicadas de cefalosporina, se incrementan de
acuerdo con los tiempos de adicion de la droga.

Del mismo modo, se ensayaron moléculas cuya accién se ejerce a
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nivel de la membrana celular. La figura 5 muestra los resultados utili-
zando dosis de 250 ug/ml de colistina, y la figura 6, cuando se empled
1,25 ug/ml de BCTA. En ambos casos, los niveles normales de fre-

% %

©CLST

Frecuencla de transfeccidn
Frecuencic de transfeccién

-
0 30 60 90 120 150 min 0 30 60 90 120 150 min

Tiempo de estimulacidn Tiempo de estimulacidn

Figuras 5-6. Variaciones en la estimulacién de la competencia de células (B) en
presencia de antibidticos que actitan a nivel de membrana, a concentraciones de
(9 pandif) (LDg) 1u/31 ¢7°T £ (§ vandyf) (IST1D) 1w/37 0§T

cuencias de transfeccién (T) decrecen en presencia de cualquiera de las
dos substancias, produciéndose un grado variable de inhibicién inmedia-
tamente después de su adicién.

En cuanto a la sintesis proteica en las células competentes, segin
Tomasz (17) en pneumococo y Tichy (16) y nosotros mismos en Bacillus
subtilis (13) durante las fases que conducen a la adquisicién del estado
de competencia, se induce una sintesis de novo, de proteinas. Estudiando
més detenidamente el fenémeno, en presencia de lincomicina a diferentes
tiempos durante el proceso de estimulacién (figura 7), pudimos observar
cémo dosis de 8 ug/ml de este antibiGtico producen las inhibiciones mds
dristicas de la competencia, incluso aunque la droga se afiadiese 5 min
antes del final del proceso de estimulacion.

Cuando con este mismo propdsito se ensayaron moléculas tetracicli-
nicas, inhibiciones de transfeccién del 93 % (doxiciclina) y del 91,5 %
(tetraciclina) fueron obtenidas con un comportamiento semejante al ob-
servado con lincomicina.

Por otra parte, también fueron utilizados antibidticos capaces de
actuar a nivel de los 4cidos nucleicos. Asi, con rifamicina y acido nalidi-
xico, pudo apreciarse que la inhibicién en la sintesis de m-ARN causada
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por el primer antibiético ocasionaba una pérdida paralela en los niveles
de competencia (figura 8), mientras que no se observd efecto alguno
apreciable cuando se utiliz6 4acido nalidixico. No obstante, en algunas

%

LINC

Frecuencia de transfeccion

o 30 60 90 120 150 min

Tiempo de estimulacién

Figura 7. Variaciones en la estimu-
lacién de la competencia en presen-
cia de 8 pg/ml de lincomicina

experiencias parecié observarse un ligero efecto estimulante cuando se
utilizaba este Ultimo farmaco, pero no fueron especialmente significa-
tivas.

A la vista de los resultados expuestos, y dado que los efectos mas

Frecuencia de transfeccién

© 30 60 90 120 150 min

Tiempo de estimulocidn

Figura 8. Modificaciones en el desa-
rrollo de la competencia inducidas
por rifamicina (0,5 ug/ml)



136 A. Portolés, E. Garcia, M. T. Pérez-Ureria y M. Espinosa

acusados fueron observados al utilizar drogas que actuaban a diversos
niveles en la biosintesis proteica, creimos de importancia estudiar este
problema de una manera mas especifica, utilizando para ello fenilalani-
na “C (¥C-Phe) y determinando su incorporacién en la célula durante
la estimulacién de la competencia (figura 9). En principio se estudia la
respuesta de las células en las condiciones normales comparando las

Ay
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Tiempo de estimuiacidn

Figura 9. Incorporacién de “C-Phe y fre-

cuencia de transfecciéu durante el desarro-

llo de la competencia inducido por sobre-

nadantes obtenidos de cultivos competentes

(A, y B, respectivamente), en presencia de

estos mismos sobrenadantes filtrados (A,
y B;) y con medio BW (As y B;)

diferencias entre los niveles de transfeccién de los cultivos incubados en
fluidos S (B:) o en medio BW (Bs) con la tasa de incorporacién de amino-
dcidos expresada en cuentas/minuto (cpm), en las mismas condiciones
experimentales (A; y A,, respectivamente). Esta actividad biosintética
parece inducida por el factor de competencia, ya que cuando éste se
inactiva parcialmente, por filtracién de los liquidos metabdlicos proce-
dentes de cultivos competentes a través de un filtro millipore de 0,22 pu,
se observa una disminucién, tanto en la frecuencia de transfeccién (B,)
como en la incorporacién de “C-Phe (A,).

Una vez obtenidos estos resultados se procedié a estudiar la tasa de
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incorporacién de “C-Phe en presencia de cada una de las moléculas
ensayadas. Tal y como era de suponer no se observé ningin efecto
cuando se usa cefalosporina, colistina o 4cido nalidixico. Sin embargo,
en la figura 10 se aprecia que cuando se utilizaron lincomicina, rifamicina
‘0 bromuro de cetiltrimetilamonio se obtuvieron diversos grados de inhi-
bicién en la incorporacién del aminodcido marcado.

6
s 8s
- 47
€
-
1
2 3 BCTA
: BW
a
s
2
N RFM
LING
; ; T ;
30 60 90 120 150 min

Tiempo de estimulacion

Figura 10. Variaciones en la incor-

poracién de W“C-Phe durante la esti-

mulacién por sobrenadantes (BS) e

inhibiciones en presencia de BCTA,

RFM y LINC; como control se uti-
liz6 el medio BW

DISCUSION

Los resultados presentados en este trabajo aportan mayor nimero
de datos para el conocimiento de las caracteristicas fisioldgicas del estado
de competencia del Bacillus subtilis.

Como ya se dijo, los primeros resultados obtenidos utilizando un
inhibidor de la sintesis de la pared celular se encontraban en desacuerdo
con los datos aportados por otros autores; en ellos se sugeria que la
penicilina aumentaba la frecuencia de transformacién cuando se afiadia
a un cultivo competente. No obstante, en estos trabajos se empleaban
dosis bastante elevadas de antibiético, obteniendo con ello una supervi-
vencia igual o menor al 10 % en todos los casos. En estas condiciones
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es logica la explicacion de Nester (11) segln la cual las células compe-
tentes se dividen mds lentamente que las no componentes [luego demos-
trado més directamente por Dooley y colaboradores (5)], y por tanto la
penicilina destruiria selectivamente a la fraccién no competente, con lo
que se explicaria el incremento en la frecuencia de transformacién; sin
embargo, en nuestro caso, la supervivencia ha sido siempre superior
al 60 %, cualquiera que sea la dosis antibiftica empleada. También se
ha aducido que al poseer una composicién diferente en su pared (6) las
células competentes serian menos sensibles a la accién antibidtica (10).

La importancia que poseen las estructuras miembranosas en la ad-
quisicion del estado competente (18-20) resulta confirmada en las figu-
ras 5-6. Asi se observa que ligeras alteraciones a nivel de membrana
—que de por si son incapaces de destruir la célula— inhiben dréstica-
mente la competencia. Este efecto es mas acusado utilizando BCTA, pero
hay que tener en cuenta que esta substancia produce al mismo tiempo
inhibicién de la sintesis proteica que caracteriza al proceso de estimula-
cién de la competencia. Esta biosintesis proteica de novo debe de ser
continuada a lo largo de todo el proceso de estimulacion de la compe-
tencia, como lo demuestra el hecho de que la adicién de lincomicina
5 min antes del pico maximo de competencia produce una drastica inhi-
bicién de la transfectabilidad. Nuestros datos parecen estar en contra-
diccién con los de Tichy (16), quien afirma que esta sintesis de proteinas
no es continua a lo largo de todo el proceso, pero coinciden con los de
Tomasz (17), quien, utilizando un sistema analogo, obtuvo resultados
similares en el sistema de transformacién de pneumococo.

Por otra parte, estos resultados se ven también confirmados al es-
tudiar la incorporacién de fenilalanina en el interior de las células (figu-
~ra 10). Asi, se puede observar una correlacién directa entre inhibicion
de la sintesis proteica e inhibicién de la competencia; e incluso la inhi-
bicién en la sintesis de ARN-polimerasa, al producir una disminucién
acusada en la competencia, confirma los resultados de Kammen y colabo-
radores (8), que indican que para la adquisicién del estado competente
es necesaria una sintesis de proteinas dirigida por el m-ARN al revés
de lo que sucede para la supervivencia de las células recién transfor-
madas (9). No obstante, no parecen ejercer efecto alguno apreciable las
acciones antibiéticas a nivel del ADN, seguramente como consecuencia
de la latencia divisional que caracteriza a las células competentes (5 y 11).
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RESUMEN

En el presente trabajo se analiza un sistema estimulante de la com-
petencia en Bacillus subtilis mediante transfeccion con ADN del
fago SPP1. Asimismo, sobre este sistema, se estudian posibles modifi-
caciones a distinto nivel celular, empleando diversas substancias anti-
microbianas.

Se comprueba que inhibiciones en distintas fases de la sintesis pro-
teica, asi como ligeras alteraciones a nivel de membrana, son capaces
de disminuir el desarrollo de la estimulaciébn de la competencia. Las
actividades a nivel de la pared celular pueden tener distinto significado,
dependiendo de la concentraciéon del antibiético utilizado.

SUMMARY

The stimulation of the competence in B. subtilis and its possible inhibition
at different cell levels

In this paper we study a stimulative competence system in Bacillus
subtilis transfection with SPP1 DNA phage. Possible modifications of
this process, at different cell levels were investigated by using several
antimicrobial substances.

The results indicate that inhibitions on protein synthesis as well as
small alterations at a membrane level were able to decrease the stimulat-
ing competence development. Drugs acting on the cell wall show a
differential behaviour depending on the concentration used.
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INTRODUCCION

El papel que juegan las enzimas pécticas en la patologia vegetal fue
puesto de manifiesto por De Bary (6) y posteriormente estudiado por
Jones (10) y Brown (4).

Hoy se las considera responsables de muy diversos tipos de enferme-
dades, por su participacién en la degradacion de los constituyentes péc-
ticos de las paredes celulares y 1dmina media de los tejidos vegetales (1
y 16).

La importancia de las enzimas pécticas sintetizadas por microorga-
nismos fitopatégenos han sido ampliamente demostrada por Albersheim (1)
y Bateman y Millar (3).

Hildebrand (8) hizo una revisién de todas las cepas de Pseudomonas
fitopatégenas conocidas y encontré que la mayorfa producfan enzimas
pécticas en mayor o menor proporcion.’

En el presente trabajo estudiamos la produccion de enzimas pécticas
por Pseudomonas viridiflava, asi como las condiciones 6ptimas de pro-
duccién de las mismas, por seleccion de substratos inductores.

Se conocen varios tipos de enzimas pécticas bacterianas. Las estu-
diadas por nosotros en el Pseudomonas viridiflava estdn encuadradas en

Microblol. Espd., 28 (1975), 143.



144 E. Cabezas de Herrera y O. Garcia-Jurado

el grupo de “enzimas que rompen cadenas”, segin la clasificacion de
Bateman y Millar (3); poligalacturonasa, que por un mecanismo de hidré-
lisi rompe los enlaces glicosidicos 1-4 entre mondémeros adyacentes de
4cido urénico; pectintranseliminasa, degrada la pectina por un mecanismo
de transeliminacién, apareciendo dobles enlaces con un maximo de absor-
cién de 235 my; 4cido péctico transeliminasa, degrada el 4cido péctico
también por transeliminacién y los productos de reaccién que se obtie-
nen muestran un méaximo de absorcién a 230 mpy.

MATERIAL Y METODOS

Estirpe

Pseudomonas viridiflava, estirpe 2012, procedente de la National
Collection of Phytopathogenic Bacteria, de Harpenden (Inglaterra).

Medios de cultivo

Utilizamos caldo comtin, caldo glucosado, medio especifico de Pseudo-
monas propuesto por Kado y Heskett (11); este mismo medio suplemen-
tado con pectina al 0,25 %, o con caseina en la misma proporcion;
medio de Smith (18) y caldo comiin suplementado con extracto de judia
al 20 % (500 g de extracto de judia/1 de agua). Medio de azicares,
compuesto por una solucién salina como base, compuesta de: fosfato
amonico (1 g), sulfato magnésico (0,2 g), cloruro potésico (0,2 g) y agua
destilada (1.000 ml), ajustando a pH 7. A esta solucién se le afiade 1 %
del azdcar correspondiente y 0,002 % de rojo de fenol, como indicador.
En el interior de los tubos, con el medio, se colocan campanas de Diirham;
para probar la produccién de gas.

Crecimiento bacteriano

Obtenemos las curvas de crecimiento de la bacteria, cultivindola en
medio liquido a 25 °C, en agitacién, en matraces de Monod y realizando
lecturas peridédicas en un espectrocolorimetro de Baush y Lomb, spec-
tronic 20.

- Periédicamente, a las 12, 24 y 48 h de cultivo, se toman muestras
para determinar la actividad enzimitica en los sobrenadantes libres de
células.
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Valoracion de enzimas pectoliticas

Poligalacturonasa, segin la técnica propuesta por Jansen y McDo-
nell (9).

Pectintranseliminasa y acido péctico transeliminasa, siguiendo el pro-
cedimiento de Nasuno y Starr (13).

RESULTADOS

Las curvas de crecimiento de la figura 1 reflejan las exigencias nu-
tricionales de la bacteria. Se observa buen crecimiento en caldo comin,
caldo glucosado, medio especifico de Pseudomonas suplementado con
caseina, medio de Smith y caldo con extracto de judia. En el medio
especifico de Pseudomonas suplementado con pectina, el crecimiento es
méis lento, pero a las 14 h de cultivo se alcanza la misma poblacién
bacteriana qu ela obtenida en los demds medios de cultivo.
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Figura 1, Ps. viridiflava. Curvas de crecimiento en seis medios de cultivo
diferenciales

Metaboliza los aziicares arabinosa, celobiosa, dextrina, fructosa, ga.
lactosa, melibiosa, sorbitol y xilosa y licia la gelatina.

No crece sobre adonita, dulcitol, eritrita, esculina, glucégeno, inulina,
lactosa, maltosa, melicitosa, rafinosa, ramnosa, sacarosa, salicina y trea-
losa, cuando se encuentran en el medio como tnica fuente de carbono.
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Enzimas

Ensayada la actividad enzimdtica en los liquidos metabdlicos, libres
de células, procedentes de cultivar la bacteria en cada uno de los medios
de cultivo ya indicados, en los que obtuvimos un crecimiento bacteriano
abundante, sélo encontramos actividad de enzimas pectoliticas en los
sobrenadantes procedentes de cultivar la bacteria en medios de cultivo
que contienen pectina como fuente de carbono y en los que proceden
del cultivo en caldo con extracto de judia.

La méaxima actividad enzimitica se encuentra en los sobrenadantes
de cultivos de 48 h, en las condiciones de temperatura y aireacién indi-
cadas.

Poligalacturonasa

La figura 2 refleja la cantidad de poligalacturonasa expresada en mili-
gramos de acido galacturénico/ml de sobrenadante.

mg/ml
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C.comin C.gluc. Ps.pect. Ps.cas. Smith Ext. judia

Figura 2. Ps. viridiflava. Diferencias en el contenido

de poligalacturonasa en los liquidos metabdlicos pro-

cedentes del cultivo de la bacteria en medios con dis-
tintos substratos inductores

Los sobrenadantes proceden del cultivo de la bacteria durante 48 h
en 6 medios de cultivo, con diferentes substratos inductores.
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Ensayamos la influencia del pH en la mezcla de reaccién para la
valoracién de estas enzimas. En la figura 3 se observa que la actividad
de esta enzima medida a pH 9,4 es tres veces superior a la medida
a pH 5.

mg/ml

10 4 pH 8.4

® ©
1 1

.

Actividad poligalacturonasica
)
!

44
pH S
3..
- pH 9,4
2 pH 5
14 pH 9,4
Ps. pect, Smith Ext. Judia

Figura 3. Ps, viridiflava. Influencia del
PH en la valoracién de poligalacturonasa

Pectrintranseliminasa

La actividad de la pectintranseliminasa se expresa en incremento de
la densidad 6ptica a 235 mu multiplicado por 100.

En la figura 4 reflejamos la actividad encontrada en los liquidos me-
tabdlicos procedentes de cultivar la bacteria durante 48 h, en los 6 medios
de cultivo antes indicados.

Como en el caso de la poligalacturonasa, sélo aparece actividad de
esta enzima en los liquidos metabélicos procedentes de los medios de cul-
tivo que contienen pectina como fuente de carbono y en el que procede
de caldo con extracto de judia.

El pH de valoracién de esta enzima es muy especifico, pH 8,6. A va-
lores mas 4acidos o més alcalinos, no se detecta actividad.



148 E. Cabezas de Herrera y O. Garcia-Jurado

’

Actividad pectintranselimindsica

1 ]

C.comin C.gluc. Ps.pect. Ps.cas, Smith EXxt. judla

Figura 4. Ps. viridiflava. Diferencias en el contenido

de pectintranseliminasa en los liquidos metabdlicos pro-

cedentes del cultivo de la bacteria en medios con dis-
tintos substratos inductores

Acido péctico transeliminasa

Se comprueba, una vez mds, que las enzimas pectoliticas sélo se pro-
ducen sobre medios de cultivo que contienen pectina como fuente de
carbono (figura 5).

Como en el caso de la pectinmetilesterasa, sélo se detecta actividad
a pH 8,6.

DISCUSION

Severini (17) fue el primero que describi6é dos bacterias que causaban
podredumbre en los gladiolos. Una de ellas era un Pseudomonas. Pero
durante 30 afios no se volvié a tener en consideracién este género bac-
teriano como patégeno de plantas, hasta que, en 1944, Oxford (14) hizo
una revisién sobre los Pseudomonas que formaban enzimas pécticas.
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Actividad péctico-transelimindsica

R = B I

C.comdn - C.gluc. Ps.pect. Ps.cas. Smith Ext. judla

Figura 5. Ps. viridiflava. Diferencias en el contenido de

dcido péctico transeliminasa en los liquidos metabdlicos

procedentes del cultivo de la bacteria en medios con dis-
tintos substratos inductores

No todos los autores estdn de acuerdo en que produzca este tipo
de enzimas. Burkholder y Starr (5), por ejemplo, revisaron 80 estirpes de
este género, y ninguna licuaba el gel de pectato. Sin embargo, Sabet y
Dowson (15) encontraron que todas las estirpes patdgenas de plantas
licuaban el gel de pectato con mayor o menor intensidad. '

Tanta diversidad de opiniones, le indujo a Hildebrand (8) a hacer
una revision de todas las cepas estudiadas hasta el momento. Dividié los
Pseudomonas en 4 grupos, dependiendo de su accién sobre los geles de
polipectato en relacién con el pH, la fluorescencia de sus cultivos o los
distintos sintomas que producian en las plantas que atacaban.

Seglin Bateman y Millar (3), los microorganismos pueden poseer enzi-
mas constitutivas o sintetizarlas por induccién. La estirpe de Pseudomonus
viridiflava que estudiamos, sintetiza las enzimas por induccién, y muy
especificamente, como hemos podido comprobar en los resultados obte-
nidos al realizar el anélisis enzimitico en los liquidos metabdlicos de la
bacteria en medios con diferentes substratos (figuras 2 y 4-5).
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Con independencia de los substratos inductores especificos, existen
determinadas sustancias que estimulan o inhiben la produccién enzimaticu
de las bacterias. Estudiando la produccién enzimitica de Erwinia caro-
tovora en cultivo continuo (19), comprobamos que la glucosa era nece-
saria para que se produjera un crecimiento abundante, pero hasta que
la glucosa no era eliminada del medio, la bacteria no sintetizaba ninguna
enzima péctica. 7

En general, todos los azidcares metabolizables inhiben o retardan la
sintesis enziméitica, ya que si la bacteria tiene a su alcance fuentes de
carbono faciles de metabolizar no se “molesta” en degradar substancias
més complicadas, como las pécticas.

En el presente trabajo demostramos que la bacteria sintetiza enzimas
pécticas sobre un substrato de pectina, medio de Smith, medio especifico
de Pseudomonas suplementado con pectina. Pero los factores que le pro-
porciona el extracto de judia exaltan la produccién enzimitica de tal
manera que llega a ser diez veces superior en este medio que en los
anteriormente citados (figuras 2 y 4-5).

Hancock (7), trabajando con Colletotrichum trifolii, demostré que
el pH del medio puede determinar el tipo de actividad enzimatica. Lange
y Knosel (12) observaron variaciones en la produccién de enzimas por
diversos Pseundomonas, dependiendo del pH.

Finalmente, Hildebrand (8) realiza un estudio sobre el efecto que los
diferentes niveles de pH producen en las enzimas pécticas del género
Pseudomonas, y llegb a la conclusién de que existen 4 grupos de Pseudo-
monas en relaciéon con el pH a que actiian sobre los geles de polipectato,
sefialando el pH 5 como 6ptimo para manifestar la actividad de poliga-
lacturonasa, y el pH 8, éptimo para las liasas.

En la estirpe 2012 del Pseudomonas viridiflava, el pH influye de una
manera decisiva en la actividad de estas enzimas. En la figura 3 podemos
ver la enorme diferencia de la enzima poligalacturonasa a diferentes pH
(pH 5 y pH 9,4), diferencia que se hace mas patente cuando las condi-
ciones de produccion son Sptimas.

En las enzimas pectintranseliminasa y 4cido péctico transeliminasa,
el pH es tan especifico que sélo se puede valorar su actividad a pH 8,6.
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RESUMEN

En el presente trabajo fijamos las condiciones fisiologicas Optimas
del Pseudomonas viridiflava en cuanto a factores de crecimiento y subs-
tratos inductores de sintesis de enzimas pectoliticas.

La sintesis de estas enzimas es diez veces mayor cuando se cultiva
la bacteria en caldo con extracto de judia que cuando crece sobre medios
sintéticos suplementados con pectina.

El pH influye significativamente en la determinacién de la actividad
de estas enzimas. A pH 9,4, la actividad de la poligalacturonasa es tres
veces superior que a pH 5. En las enzimas pectintranseliminasa y acido
péctico transeliminasa, el pH es tan especifico que sélo se puede valorar
a pH 8,6.

SUMMARY

Production of pactic enzymes by Pseudomonas viridiflava

The growth of Pseudomonas viridiflava was carried out in different
conditions and selected the medium in which the production of pectic
enzymes was greater.

The synthesis of these enzymes is ten times bigger when the bacteria
is cultivated in bean extract broth, that when it is grown in synthetic
media supplemented with pectin.

The pH is very important in the determination of the enzymatic
activity. At the pH 9.4 the polygalacturonase activity is three times
bigger than at pH 5. The pH for pectintranseliminase and pectic acid
transeliminase enzymes is critical, and only they can be estimated at
pH 8.6.
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INTRODUCCION

A principios del presente siglo, Berliner (2) dio el nombre de Bacillus
thuringiensis a un bacilo esporulado, téxico para insectos. Desde entonces,
las estirpes de dicha bacteria han sido muy estudiadas y utilizadas para
el control de plagas (1, 3-4, 9 y 11). Recientemente, Roig (12) ha revi-
sado la literatura cientifica relacionada con este tema.

Bacillus thuringiensis ha sido aislado en larvas muertas de numerosos
lepidépteros (1, 3 y 15). Sin embargo, no ha sido descrito el aislamien-
to de dichas bacterias en larvas de Prays oleae Bernard (Lep. Hypono-
meutidae), importante plaga del olivar. No obstante, Yambrias (19-20)
ha realizado tratamientos de dicha plaga con preparados comerciales a
base de B. thuringiensis.

Teniendo en cuenta el interés ecoldgico que representaria el hecho
de emplear estirpes de Bacillus thuringiensis aisladas en el mismo biotopo
donde serfan utilizadas como insecticidas, se procedi6 a la busqueda de
dichas bacterias en larvas muertas de las tres generaciones anuales de
Prays oleae, fil6faga, antéfaga y carpdfaga.

En un trabajo anterior, en este laboratorio, se demostré la presencia
de Bacillus thuringiensis en larvas muertas de las tres generaciones (13).

Microbiol. Espaii., 28 (1975), 153.
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En el presente estudio se describen las técnicas de aislamiento, se clasi-
fican las estirpes aisladas y se investiga la toxicidad de cultivos de las
mismas frente a larvas de Prays oleae.

MATERIAL Y METODOS

Aislamiento

El material de partida consisti6 en larvas muertas de las distintas
edades de las tres generaciones de Prays oleae, realizandose la toma de
muestras de material vegetal (hoja, flor o fruto) en diversas zonas oliva-
reras de Andalucia.

Se partié en total de 1.728 larvas muertas, de las cuales 1.087 per-
tenecian a la generaci6n filéfaga, 540 a la ant6faga y 106 a la carpdfaga.
Las larvas muertas se trituraron en un mortero estéril con 5 ml de
caldo comin y una pequefia cantidad de arena de cuarzo estéril. El ho-
mogeneizado de larvas muertas se calenté a 75 °C durante 30 min con
objeto de seleccionar bacterias esporuladas del género Bacillus. Esta sus-
pensién se sembrd en agar comiin, cultivindose durante 48 h a 28 °C,
y de las colonias con diferencias morfolégicas distinguibles, se realizé
una tincién de esporas (16), seleccionandose los Bacillus sp.

Identificacion

Se siguié el método de Wolf y Barker (18) que clasifica a los Bacillus
en tres grupos segun el tipo de espora, oval o esférica, y segin el espo-
rangio aparezca, o no, hinchado. En el grupo I se encuadra Bacillus
cereus y variedades en las que se incluyen los bacilos cristaliferos del
grupo B. thuringiensis. Se siguieron las técnicas que utilizan los citados
autores, completadas con el manual de Harrigan y McCance (8).

Por el hecho de haber sido descritos tipos de Bacillus thuringiensis
no productores de lecitinasa (B. cereus es lecitinasa +), con todos los
bacilos esporulados en identificacién (productores, o no, de lecitinasa),
se realiz6 una tincién especifica para poner de manifiesto la presencia
de cuerpos paraesporales, utilizando el método de Smirnoff (17).
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Clasificacion de B. thuringiensis

Se sigui6 el criterio taxonémico de De Barjac y Bonnefoi (6), que
permite la diferenciacién de 6 tipos de bacilos cristaliferos.

Pruebas de toxicidad

a) Produccién de f-exotoxina

Se siguié el método descrito por Rosemberg y colaboradores (14),
usando Sarcina flava como microorganismo susceptible a la f-exotoxina
de Bacillus thuringiensis. Asimismo, se investigd la posible susceptibilidad
de Pseudomonas reptilivora, Staphylococcus aureus y un Bacillus sp. a
la mencionada toxina.

Como condiciones 6ptimas para esta técnica se eligieron las siguien-
tes: 24 h en incubacién a 28 ©C para la produccién de f-exotoxina por
las estirpes de Bacillus thuringiensis en el medio de Conner y Hansen (5) y
24 h para el crecimiento de Sarcina flava y las demds bacterias cuya
susceptibilidad a la S-exotoxina se investiga, en el medio descrito por
Rosemberg y colaboradores (14).

b) Pruebas de toxicidad sobre larvas

Para la preparacién de cultivos de Bacillus thuringiensis se siguié el
método descrito por Dubois (7), en el que se sustituyé “phytone” por
extracto de levadura. Para el ensayo de toxicidad se emplearon larvas
de Ia generacién ant6faga (20) de Prays oleae de segunda a quinta edad,
y en lotes de 5 larvas de la misma edad se colocaron en frascos de vidrio
con inflorescencias como alimento. Posteriormente, se pulverizé con la
suspensién del cultivo de B. thuringiensis a dos concentraciones distintas
(107 y 10® esporas viables/ml), realizdndose todos los ensayos por du-
plicado. Estos frascos se taparon con una gasa de malla fina que se
sujeté con goma eléstica a la boca del frasco, y se mantuvieron en in-
sectario procurando que las condiciones fueran semejantes a las del ha-
bitat natural. Las lecturas parciales se realizaron a las 48 h después del
tratamiento y periédicafnente cada 48 h; la lectura final, cuando ya ha-
bian emergido los adultos, contando el nimero de ellos.

Los resultados se expresan en porcentaje de eficacia de los trata-
mientos, de acuerdo con la férmula de Abbot modificada (4).

En todos los casos, a partir de larvas muertas por el tratamiento se
hicieron aislamientos para investigar la presencia de bacilos cristaliferos.
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RESULTADOS

Aislamiento

Se aislaron 680 Bacillus sp., que, agrupados segin el esquema de
Wolf y Barker (18), se exponen en el cuadro 1, de acuerdo con la gene-
racién de procedencia.

Cuadro 1. Clasificacion de Bacillus sp. aislados

Nimero de Bacillus seglin generacién de procedencia

Grupo
Fil6faga Anféfaga Carpéfaga * Total
1 289 123 56 468
I 112 65 19 196
11 10 6 16
Total 411 194 75 680

Identificacion de Bacillus sp. del grupo I y seleccion de estirpes
cristaliferas

En el cuadro 2 se indica la generacién de Prays oleae de cuyas larvas
muertas fueron aislados los 51 bacilos identificados como Bacillus cereus
y variedades, y los 25 de ellos que fueron caracterizados como B. thurin-
giensis.

Cuadro 2. Generacion de P. oleae de la que se aislaron las estirpes de
B. cereus y variedades

Numero de Bacillus segin generacién

. . de procedencia
Microorganismos

Filéfaga Antéfaga Carpéfaga

B. cereus y variedades 26 18 7
B. thuringiensis 12 11 2
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Cuadro 3. Identificacion de los distintos tipos de B. thuringiensis

Pruebas bioquimicas (*)

Estirpes de

B. thuringiensis 11213lals5l6!l7181]9]10 Tipo

Thuricide (**) 4+ — — — 4+ 4+ <+ — 4 - Berliner
T (*%%) 4 — — — 4+ 4+ — — <+ 4+ Sotto
T, + - - - 4+ + - — + + "
Ts + - - — + 4+ - — + + "
T, + - - - 4+ + - — 4+ + 7
T; + - - - 4+ 4+ - — + + ”
T. + - - - 4+ + - — + + ”
T, 4+ — — — 4+ + 4+ — 4+ <+ Berliner
T + - - — 4+ 4+ + — + + "
T + - - — 4+ 4+ + — + + ”
T + — — — 4+ 4+ — — + + Sotto
Ty 4+ — — — 4+ 4+ — — + — Dendrolimus
T + — — — 4+ 4+ — — 4+ + Sotto
T + - - - 4+ 4+ - — + + ”
T + - - - 4+ 4+ - - + + "
Ts + - - — + + — — + + 7
T + — — — + + 4+ — + -+ Berliner
Tw + - - - 4+ + — — + + Sotto
T + - - - 4+ + - — 4+ + "
T 4+ — — — 4+ + + — <+ <+ Berliner
Ta + —~ — — 4+ 4+ — — 4 — Dendrolimus
Ty 4+ — — — 4+ 4+ — — 4+ -+ Sotto
Ta 4+ — — — 4+ 4+ — — 4+ ~— Dendrolimus
T + — — — 4+ + — — + + Sotto
T + - - - 4+ 4+ - — 4+ + "
Tas + — — — 4+ 4 — — 4+ — Dendrolimus

(*) 1, reaccién del rojo de metilo; 2, crecimiento en Koser; 3, produccién de
indol; 4, produccién de ureasa; 5, reaccién de Voges-Proskauer; 6, produccién
de lecitinasa; 7, fermentacién de salicina; 8, produccién de pigmento; 9, hidrélisis
de almidén; 10, fermentacién de sacarosa.

(**) Bacillus thuringiensis aislado de un preparado comercial.

. (***) Con la sigla T y subindices 1 al 25 se designan las 25 estirpes de B. thurin-
giensis aisladas de larvas de P. oleae.
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Clasificacion de estirpes cristaliferas de Bacillus sp.

El cuadro 3 recoge los resultados de las pruebas de identificacién de
las 25 estirpes cristaliferas aisladas de larvas, asi como de una estirpe
obtenida a partir del preparado comercial “thuricide”.

Produccion de f-exotoxina por las estirpes de Bacillus thuringiensis
aisladas

En el cuadro 4 se exponen los resultados obtenidos en esta prueba.
Como puede apreciarse, Sarcina flava y Pseudomonas reptilivora resul-
taron ser sensibles a la f-exotoxina, con parecida intensidad.

Pruebas de toxicidad frente a larvas

Los resultados se resumen en la figura I, expresados en porcentaje
de eficacia de los tratamientos. Estos datos se calcularon utilizando la
media de los valores de “porcentaje de mortalidad” obtenidos por el
tratamiento con cultivos individuales de todos los Bacillus pertenecientes
a cada uno de los tres tipos: Berliner, Dendrolimus y Sotto.
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Figura 1. Porentaje de eficacia del tratamiento de
larvas de la generacién antéfaga de P. oleae con
cultivos de distintos tipos de B. thuringiensis

En dicha figura 1 se muestra la variacion de la eficacia seglin el
tiempo después del tratamiento con cultivos que posefan una “riqueza
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relativa” de 107 esporas viables/ml. Cuando se empled la concentracion
10% esporas viables/ml, el porcentaje de eficacia, a sélo 2 dias del tra-
tamiento, alcanzé valores comprendidos entre 95,5 y 96,6.

De las larvas muertas por los tratamientos se reaislaron Bacillus
cristaliferos.

DISCUSION

De la distribucion de Bacillus segin generacién de Prays oleae, de
donde fueron aislados, se deduce que el porcentaje de Bacillus thurin-
giensis con respecto al de Bacillus sp. totales (cuadro 1) es el doble en
generacién antéfaga (5,2 %) que en cualquiera de las otras dos. Asimis-
mo, si se calcula por generacién el porcentaje de B. thuringiensis (cua-
dro 2) con respecto al de larvas muertas investigadas, se observa que
en generacion antéfaga, dicho tanto por ciento es el doble que en fil6faga
y superior que en carpéfaga.

De estas consideraciones se deduce:

1. Las larvas de generacién ant6faga parecen tener mas fécil acceso
a la ingestién de Bacillus thuringiensis. Ello estd de acuerdo con el sistema
de alimentacién utilizado por las larvas en cada una-de las tres genera-
raciones anuales y con el trabajo de Yambrias (19-20).

2. Si se tiene en cuenta que se partié de 1.728 larvas, el haber aislado
solamente 25 Bacillus thuringiensis indica que puede ser aconsejable el
empleo de esta bacteria como “insecticida microbiano”, en una zona en
la que estd poco introducido.

Los resultados que se exponen en el cuadro 4 estdn, en parte, de
acuerdo con los de Carlberg (4). Los Bacillus thuringiensis tipo Berliner
aislados de Prays oleae son productores de pf-exotoxina, tal como des-
cribe Carlberg. Igualmente, hay correspondencia en que los tipo Sotto
son malos productores de toxina termostable. Sin embargo, los tipo Den-
drolimus, considerados como malos productores (4), si han resultado
ser buenos productores de dicha toxina en el presente estudio. Este hecho
hace pensar en la posibilidad de que se trate de un nuevo serotipo de
B. thuringiensis, o bien que los tipo Dendrolimus identificados en el pre-
sente estudio, de acuerdo con criterios bioquimicos de De Barjac y Bon-
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Cuadro 4. Produccién de f-exotoxina por los distintos tipos de B. thu-

ringiensis
. Produccién de p-exotoxina
- Estirpe de Milimetros del halo de géhlblclén del crecimiento
po B. thuringiensis
S. flava Ps. St. aureus | Bacillus
reptilivora sp.
Thuricide (*) 23 22 - — (*%)
T, 22 22 11 —_
Serli Te 23 20 —
Berliner T, 24 a5 I
Ths 26 24 10
T 22 22 —_
Ty 22 22 — —
. Ta 24 24 — —
Dendrolimus T - 2 0 —
Tas 23 23 10 10
T, 16 12 10 —
T, 18 12 — 11
T, 14 —_ —_ —
T, —_ 11 10 10
Ts 17 11 — —
T — — — 10
To —_ 11 —_— —_
T 14 11 _— —
Sotto Th 6 15 11 11
Tu —_— —_ P —_—
T — —
Ty 12
T 10
Tﬂ —_— —_— —
Tas — J— — —
Tas 17 11 12 11

(*) Bacillus thuringiensis aislado de un preparado comercial.

(**) El signo — indica que el halo de inhibicion, si lo hubo, no superd el @
del pocillo (9 mm). :
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nefoi (6), no deban ser incluidos en el serotipo Dendrolimus, de Carl-
berg (4).

Para la realizacién de las pruebas de toxicidad en insectario se eli-
gieron larvas de la generacién ant6faga, siguiendo la recomendacién
preconizada por Yambrias (19-20), que utiliza como base cientifica el
sistema de alimentacién de las larvas en cada generacion. De acuerdo
con los datos obtenidos en esta investigacion, si la incidencia de Bacillus
thuringiensis ha resultado ser mayor en generacién antéfaga, cabe pensar
en que en esta generacion es donde existen mds posibilidades de que las
larvas ingieran los productos téxicos de estos Bacillus, confirméndose
asi que éste seria el periodo aconsejable para realizar el tratamiento.

Como se aprecia en la figura 1, los Bacillus tipo Sotto, que resul-
taron ser malos productores de f-exotoxina, poseen una actividad letal bas-
tante inferior a la de los tipo Berliner y Dendrolimus, en los primeros
dias después del tratamiento. Ello sugiere la posibilidad de que la -exo-
toxina tenga gran influencia en el efecto letal de Bacillus thuringiensis
sobre larvas de Prays oleae en las primeras 48 h después de su apli-
cacién.

En resumen, se puede decir que, teniendo en cuenta que se aislé
Bacillus thuringiensis de larvas muertas de Prays oleae; que dichos Ba-
cillus tienen caracteristicas téxicas para larvas vivas del mencionado lepi-
déptero, y que, de larvas muertas por el tratamiento con los Bacillus
previamente aislados, se reaislaron dichos microorganismos, se deduce
como conclusién final que en las relaciones patbgenas entre B. thurin-
giensis y Prays oleae, se cumplen los clasicos cuatro postulados de Koch.
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NOTA

De acuerdo con Ramos-Cormenzana (comunicacién personal y Apun-
tes de Taxonomia Microbiana, Universidad de Granada), la mencionada
estirpe, aerobia, de Sarcina flava deberia ser considerada como Micro-
coccus. No obstante, por ser estirpe enviada, y para evitar confusiones
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en la bibliografia, se le ha seguido denominando Sarcina en el presente
trabajo.

RESUMEN

25 estirpes de bacterias formadoras de cristales fueron aisladas de
larvas muertas de Prays oleae Bernard, pertenecientes a las tres gene-
raciones anuales: filéfaga, antdfaga y carpéfaga de dicho lepidéptero.
Ls estirpes fueron identificadas y clasificadas dentro de los tipos bioqui-
micos Berliner, Sotto y Dendrolimus de Bacillus thuringiensis. Los tipos
Berliner y Dendrolimus resultaron ser productores de p-exotoxina ter-
mostable, mientras que los tipo Sotto no posefan de forma acusada dicha
actividad téxica.

Con las estirpes identificadas se llevé a cabo un tratamiento de larvas
vivas de la generacién antéfaga de Prays oleae, en insectario. Los cultivos
liquidos de los Bacillus contenfan esporas y cristales (y en algunos casos
pB-exotoxina). A los dos dias del tratamiento por pulverizacién, los re-
sultados obtenidos con la concentraciéon més débil de las dos estudiadas,
107 esporas viables/ml, mostraron que la mortalidad de las larvas, expre-
sada como porcentaje de eficacia del tratamiento, fue 68 para los tipo
Sotto y 81 para los productores de g-exotoxina. Al final del ensayo, el
porcentaje de eficacia de todos los tratamiento fue aproximadamente
de 100.

Se demuestran los cuatro postulados de Koch en las relaciones paté-
genas: Bacillus thuringiensis-Prays oleae.

SUMMARY

Toxicity of B. thuringiensis isolated from dead larvae of Prays oleae
Bernard

25 strains of crystal-forming bacteria were isolated from dead larvae
of the olive moth, Prays oleae Bernard, belonging to the leaf, flower
and fruit generations. The strains were identified as Berliner, Dendro-
limus and Sotto biotypes of Bacillus thuringiensis.

Berliner and Dendrolimus types produced thermostable p-exotoxin,
but Sotto types were poor producers of such substance.



Estirpes de B. thuringiensis aisladas de larvas de P. oleae 163

The isolated strains were tested in an insect-evolutionary against the

flower generation of the olive moth. Larvae were reared and fed with
inflorescences, and liquid cultures of the Bacillus containing spores and
crystals (and g-exotoxin in some cases) at 107 and 10® viable spores/ml
were applied. Two days after spraying with the former concentration,
larval mortality, as expressed in percentage of efficacy, was 68 for Sotto
and 81 for the f-exotoxin-producers types. At the end of the assay the
percentage of treatments efficacy was nearly 100 in all cases.

Koch’s postulated are demonstrated in the Bacillus thuringiensis-Prays

oleae pathogenic relationship.
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INTRODUCCION

Para hacer un diagnoéstico correcto y un tratamiento adecuado de la
meningitis meningocécica es importante que el laboratorio confirme la
presencia de meningococos en el liquido cefalorraquideo (LCR) del en-
fermo lo antes posible.

Los meningococos se identifican en los LCR por tinciones directas
y cultivos bacterianos, pero estas técnicas clasicas no siempre dan resul-
tados Optimos. Las tinciones pueden parecer negativas al haber pocos
gérmenes, y en los cultivos se pueden obtener falsos resultados debido
a la fragilidad de los meningococos, al tratamiento previo del enfermo
por antibidticos, 0 a una contaminacién secundaria de los LCR.

Los meningococos poseen un polisacdrido capsular que se expresa
como antigeno precipitante (1 y 4). La deteccion de este antigeno en LCR

(*) Centro Nacional de Microbiologia, Virologia e Inmunologia Sanitarias.

(**) Hospital del Rey.
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demuestra que esos liquidos estdn o han sido infectados por meningo-
€OCOS.

Varios autores (2-3 y 5) han utilizado previamente la inmunoelectro-
foresis (IEF) como técnica diagnéstica en casos de meningitis meningo-
cocica. En este trabajo nosotros hemos aplicado esta técnica en 45 LCR
procedentes del Hospital del Rey, de Madrid, y a la vez que se comparan
los resultados con los conseguidos por los métodos habituales de diag-
néstico bacterioldgico de los mismos, se estudian las variaciones condi-
cionadas por la naturaleza del polisacirido especifico.

MATERIAL Y METODOS

Liguidos cefalorraquideos

Se estudiarofn 45 LCR pertenecientes a casos sospechosos de me-
ningitis meningocécica desde el punto de vista clinico, ingresados en el
Hospital del Rey.

El estudio por inmunoelectroforesis de los mismos se llevd a cabo,
en su mayoria, en el momento de su llegada al laboratorio; algunos LCR,
sin embargo, no se estudiaron hasta 2 dias mas tarde, manteniéndolos
durante ese mismo tiempo a 4 °C. Los LCR positivos fueron conserva-
dos a — 20 °C, para repetir con ellos nuevamente la IEF al mes y a los
2 meses siguientes.

Sueros antimeningocdcicos

Utilizamos sueros obtenidos en nuestro laboratorio por inoculacién
de conejos con las cepas A-la y C-11 (enviados por el Dr. Artenstein,
del Departamento de Bacteriologia, Walter Reed Army Institute of
Research, Washington, D. C.), y también la B-HR1, aislada del LCR
de un paciente con meningitis en el Hospital del Rey (Madrid). Como
controles usamos sueros procedentes de los laboratorios Difco. Para la
obtencién de sueros se inocularon conejos por via intravenosa con una
suspensién de meningococos en solucion salina (3.000 X 10° organis-
mos) previamente inactivados en un bafio a 60 °C durante 60 min.
Cada conejo recibié 6 inoculaciones, separadas 2 6 3 dias, con dosis
creciente de dicha suspensién: 0,2, 0,2, 0,3, 0,3 0,4 y 0,5 ml. A los
5 dias de la sexta inyeccién se determind la actividad aglutinante del
suero del animal, sangrindole si el titulo era bueno.
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Estudio bacterioldgico

Los LCR fueron estudiados por tincién directa de Gram y por cul-
tivo en placas de Mueller Hinton (Difco), en una atmésfera hiimeda de
aire conteniendo 5 % de CO,. Una vez crecidos los meningococos, se
identificaron por tincién de Gram, prueba de la oxidasa y aglutinaciones
en portaobjeto frente a sueros especificos.

Inmunoelectroforesis

La IEF se llevd a cabo en portaobjetos de 30 X 90 mm, cubiertos
con una capa de 3,6 ml de agarosa al 1 % en una soluciéon de tampén
de acetato de dietilbarbiturato, pH 8,2. Se hicieron 2 filas de pocillos
separadas por 7 mm una de otra. Los didmetros de los pocillos me-
dian 3 mm.

Los sueros se colocaron en los pocillos mas cercanos al anodo, y
los LCR, en los pocillos opuestos. Se utiliz6 un aparato Shandon
SAE 3225, en el cual la electroforesis se llevd a cabo a temperatura
ambiente durante 45 min, haciendo pasar una corriente constante de
15 mA por portaobjeto. Cada LCR fue enfrentado con sueros de los
grupos A, B y C simultineamente.

Con objeto de controlar los antisueros utilizados, éstos se enfrentaban
a suspensiones de meningococos A-1a, C-11 y B-HR rotos por congela-
cién en nieve carbénica y descongelacion rdpida en agua caliente, repi-
tiendo el tratamiento 5 veces.

RESULTADOS

De los 45 LCR estudiados por IEF frente a sueros antimeningocdci-
cos A, B y C, 8 fueron positivos frente al serogrupo A, no encontrdndose
ninguno positivo frente a los otros serogrupos (cuadro 1).

En el estudio hecho por tincién de Gram y aislamiento de los mis-
mos LCR, se encontraron 5 meningococos pertenecientes al serogrupo A,
18 al B y ninguno al C. Los 5 LCR con aislamiento positivo de meningo-
coco A, fueron también positivos por IEF.

Las lineas observadas al terminar la IEF eran claras y especificas,
comprobando que los LCR positivos a un serogrupo no daban lineas
de precipitacién con sueros pertenecientes a otros grupos. En los con-
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Cuadro 1. Resultados comparativos del estudio diagndstico de 45 LCR
con probable infeccion meningea, por tincion y/o aislamiento y por IEF

é LCR positivos
Me(tlzdos : . ' LCR o
diagnéstico | Serotipo | Serotipo ) Serotipo negativos
A B C
Tincién y/o
aislamiento 5 18 22 45
IEF 8 37 45

troles, las suspensiones de meningococos A y C dieron lineas de precipi-
tacion con sus sueros homélogos, siendo en cambio negativa la reaccién
del meningococo B con el suero anti-B.

Con objeto de saber si el diagnéstico podia realizarse con LCR ex-
traidos hacia ya tiempo, se repiti6 la IEF al mes y 2 meses de la extrac-
cién con aquellos liquidos encontrados previamente positivos, sin qee
el resultado presentara ninguna variacién.

DISCUSION

La IEF aparece como un método més seguro y rdpido para el diag-
néstico de la meningitis producida por meningococo A que los clasicos
de tincién directa y cultivo. Sin embargo, un inconveniente importante
es que el meningococo B, ya sea en los LCR de enfermos o en los con-
troles, no produce lineas de precipitacién, lo que sugiere que el diagnds-
tico de casos de meningitis producidos por este serogrupo no es factible
con esta técnica, al menos utilizando sueros no purificados especialmente.
Este inconveniente se acentdia al aplicar la IEF en nuestro pais, donde la
mayor parte de las meningitis meningocécicas estdn producidas por el
serogrupo B, siendo mucho menos frecuente el A, y raro el C.

La negatividad en la deteccién del antigeno precipitante del meningo-
coco B quizds pueda ser explicada si tenemos en cuenta que el polisacé-
rido presente en la cdpsula es mucho més inestable y degradable que el
de los otros serogrupos (4).

En los casos de meningitis por meningococo A, la IEF se muestra
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especifica, y el diagnéstico con tipificacion directa del meningococo puede
ser establecido a los 45 min de la extraccién del LCR. Debido a la per-
sistencia del antigeno capsular en el LCR se puede hacer el diagndstico
por IEF mucho tiempo después de la toma de la muestra.

La IEF, en definitiva, es recomendable en los laboratorios bacterio-
16gicos de los hospitales, siempre que se combine con las técnicas habi-
tuales de diagnéstico bacteriolégico.

RESUMEN

Se aplica la IEF como técnica diagndstica a 45 LCR de enfermot
sospechosos de meningitis meningocdcica, comparando los resultados con
los obtenidos por medio de los métodos habituales de diagndstico de
esta enfermedad.

La IEF aparece como un buen método para el diagnéstico de la me-
ningitis producida por meningococo A, y no asi cuando el germen pro-
ductor es el meningococo B, ya que los resultados en este caso fueron
negativos. Sin embargo, y debido a la rapidez con que se hace el diag-
ndstico bacterioldgico con determinacién del serotipo por IEF, se reco-
mienda realizar esta técnica en las laboratorios hospitalarios como com-
plemento de las técnicas cldsicas de aislamiento e identificacién de me-
ningococos.

SUMMARY
Diagnostic of meningococcal meningitis by immunoelectrophoresis (IEP)

The IEP was applied to 45 cerebrospinal fluids from patients sus-
pected of meningococcal meningitis. The results were compared wtih
those obtained by conventional methods.

IEP appears a good method for the diagnosis of meningitis produced
by meningococcus A, but not when the causal agent is meningococcus B
since in these cases the results were negatives. However, and because
of the quick diagnostics with determination of serotipes, the IEP is
recommended in hospital laboratories as a complement of the classical
techniques of isolation and identification of meningococcus.
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La III Conferencia Internacional sobre Colecciones de Cultivos se ce-
lebrard en la Universidad de Bombay, del 15 al 19 de marzo de 1976.
Anteriormente, del 1 al 14 del mismo mes y en el Colegio de Farmacia
de Bombay, se desarrollard un curso de adiestramiento acerca de “Técni-
cas Modernas para la Conservacion y Empleo de los Recursos Genéticos
Microbianos”.

Para mds informacién, los interesados pueden dirigirse al Prof. F. Fer-
nandes, Chairman, Local Organizing Committee, Bombay University Club
House, B. Road, Churchgate Reclamation, Bombay 400020 (India).
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El V Simposio Internacional de Fermentacién se celebrard en Berlin,
del 28 de junio al 3 de julio de 1976. Al mismo tiempo tendra lugar el
IV Simposio Especializado Internacional sobre Levaduras.

Informacién: The Secretariat of the Fifth International Fermentation
Symposium, c/o Institut fiir Garungsgewerbe und Biotechnologie, Sees-
trasse 13, D-1000 Berlin.
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Ha sido concedido el Premio “Alonso de Herrera”, del CSIC al Dr.
Manuel Santaolalla Cerezo, Investigador Cientifico, del Instituto “Jaime
Ferrdn”, de Microbiologia, por su trabajo “El Lipopolisacérido de los
Microorganismos Gram-negativos”.
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Informacién: The Secretariat of the Fifth International Fermentation
Symposium, c/o Institut fiir Garungsgewerbe und Biotechnologie, Sees-
trasse 13, D-1000 Berlin.

PREMIO «ALONSO DE HERRERA>»

Ha sido concedido el Premio “Alonso de Herrera”, del CSIC al Dr.
Manuel Santaolalla Cerezo, Investigador Cientifico, del Instituto “Jaime
Ferrdn”, de Microbiologia, por su trabajo “El Lipopolisacérido de los
Microorganismos Gram-negativos”.

Microbiol. Espaii., 28 (1975), 171.



CONFERENCIA SOBRE COLECCIONES
DE CULTIVOS

La III Conferencia Internacional sobre Colecciones de Cultivos se ce-
lebrard en la Universidad de Bombay, del 15 al 19 de marzo de 1976.
Anteriormente, del 1 al 14 del mismo mes y en el Colegio de Farmacia
de Bombay, se desarrollard un curso de adiestramiento acerca de “Técni-
cas Modernas para la Conservacion y Empleo de los Recursos Genéticos
Microbianos”.

Para mds informacién, los interesados pueden dirigirse al Prof. F. Fer-
nandes, Chairman, Local Organizing Committee, Bombay University Club
House, B. Road, Churchgate Reclamation, Bombay 400020 (India).

SIMPOSIO DE FERMENTACION

El V Simposio Internacional de Fermentacién se celebrard en Berlin,
del 28 de junio al 3 de julio de 1976. Al mismo tiempo tendra lugar el
IV Simposio Especializado Internacional sobre Levaduras.

Informacién: The Secretariat of the Fifth International Fermentation
Symposium, c/o Institut fiir Garungsgewerbe und Biotechnologie, Sees-
trasse 13, D-1000 Berlin.

PREMIO «ALONSO DE HERRERA>»

Ha sido concedido el Premio “Alonso de Herrera”, del CSIC al Dr.
Manuel Santaolalla Cerezo, Investigador Cientifico, del Instituto “Jaime
Ferrdn”, de Microbiologia, por su trabajo “El Lipopolisacérido de los
Microorganismos Gram-negativos”.

Microbiol. Espaii., 28 (1975), 171.



BIBLIOGRAFIA

ASPECTOS ACTUALES EN LA TRANSMISION DE INFORMACION
GENETICA DE MICROORGANISMOS. Directores de edicién:
A. Portolés y F. Baquero. Monografias Bésicas de la Sociedad Es-
pafiola de Microbiologia, nim. 1. Madrid, 1975. 306 paginas, 72 figu-
ras y 14 encartes. No venal.

Pasando de lo general a lo particular, trataremos de la coleccidn, del
libro y de los trabajos que contiene.

Referente a la coleccion, copio lo que se lee en la solapa de la cu-
bierta:

“Este volumen representa el primer libro de una ‘Coleccion de Mo-
nografias Cientificas’ con que la Sociedad Espafiola de Microbiologia
se propone recopilar investigaciones de interés fundamental para aquellos
profesionales que se sienten atraidos por las distintas facetas del mundo
microbiano.”

“En la coleccién se incluirdn trabajos y resultados —a ser posible
discutidos en reuniones cientificas de la Sociedad— en los que se pre-
senta actualizada la problematica de diferentes aspectos cientificos y man-
teniendo estrechamente vinculados entre si los aspectos conceptuales del
tema y los datos que originaron su planteamiento.”

“La Sociedad Espafiola de Microbiologia espera con ello contribuir
a que la prictica diaria de la Microbiologia se pueda apoyar en consi-
deraciones de indudable valor cientifico y cumplir con lo preceptuado
en los Estatutos de la Sociedad en cuanto a difusién.”

Respecto al libro, entresaco del prefacio:

“Este volumen contiene todas las ponencias presentadas en la Mesa
Redonda que sobre ‘Aspectos actuales de la transmision de informacién

Microbiol. Espaii., 28 (1975), 173.
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genética en microorganismos’ tuvo lugar en Madrid, en el edificio cen-
tral del CSIC, el dia 4 de febrero de 1975.”

“De acuerdo con las sesiones cientificas celebradas, la presente Mo-
nografia tiene dos partes: la primera, con los trabajos que se refieren
especialmente a las moléculas base de la informacién genética, su estruc-
tura y sus posibles modificaciones, y la segunda, con los trabajos sobre
los sistemas bioldgicos capaces de transmitir esta informacién, su fun-
cionamiento y sus posibilidades.”

Sobre los trabajos, estimo que lo mas interesante para el posible
lector del libro es conocer sus titulos, sus autores y el Centro donde se
han realizado, por lo que los enumero a continuacién.

Parte 1.

Determinacién del mapa fisico del DNA con enucleasas de restriccion,
por M. Salas, M. R. Inciarte y E. Vifiuela. Instituto “Gregorio Mara-
fién” (CSIC), Madrid.

Alteraciones hereditarias debidas al medio ambiente, por E. Cerdd
y M. C. Pueyo. Facultad de Ciencias de la Universidad de Sevilla.

Control genético de la duracién del ciclo de divisién celular en Esche-
richia coli, por J. L. Cdnovas, M. E. F. Tresguerres, M. A. de Pedro
y J. E. Llamas. Instituto de Biologia Celular (CSIC), Madrid.

Iniciacién de la sintesis y mecanismo de crecimiento de la cadena
peptidica en levadura, por A. Torafio, A. Candoval y C. F. Heredia.
Instituto de Enzimologia (CSIC), Madrid, y Facultad de Medicina de la
Universidad Auténoma de Madrid.

Genética de los ribosomas en levadura. Estudios bioquimicos con
mutantes resistentes a diversos antibidticos, por A. Jiménez y D. Vdzquez.
Instituto de Biologia Celular (CSIC), Madrid.

Desarrollo de los cromosomas gigantes en ciliados hipotricos, por
P. Alonso. Instituto “Jaime Ferran”, de Microbiologia (CSIC), Madrid.

Parte II.

Recientes avances en el estudio de la competencia en Bacillus subtilis,
por M. Espinosa. Instituto “Jaime Ferran”, de Microbiologia (CSIC),
Madrid.

Aportaciones recientes en el sistema de transformacién genética de
Diplococcus pneumoniae, por R. Ldpez. Instituto “Jaime Ferrdn”, de
Microbiologia (CSIC), Madrid.
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Factores fagicos que afectan la frecuencia de transduccién generali-
zada en Salmonella typhimurium, por R. Guerrero y F. Carretero. Fa-
cultad de Ciencias e Instituto de Biologia Fundamental de la Universidad
Auténoma de Barcelona. i

Estudios genéticos en Rhizobium: conjugacion y fijacién de nitrégeno,
por J. Olivares y E. Montoya. Estaciéon Experimental del Zaidin (CSIC),
Granada.

Ecologia de la transmisién de resistencias plasmidicas a los antibi6-
ticos en el intestino humano, por F. Baquero, M. Martinez Ferrer y
A. Carvajal. Ciudad Sanitaria de la Seguridad Social “La Paz”, Madrid.

La aparicién de este libro respalda una serie de hechos destacables:
la politica acertada de la Sociedad Espafiola de Microbiologia al con-
vocar una serie de Mesas Redondas especializadas y publicar su material;
la existencia de bastantes investigadores de un restringido campo bésico,
con técnicas de primera linea, cuyos nombres y trabajos habrian pasado
desapercibidos a la mayoria de los microbidlogos profesionales espa-
floles; la esperanza de que los investigadores aumenten la eficacia de
su labor por el intercambio que debe nacer del conocimiento mutuo que
estas reuniones facilitan.

Esperamos mucho de esta orientacién y confiamos en que la “Colec-
cién” aumente con paso seguro, aunque no puede asegurarse un ritmo
periédico. Felicitamos a los directores de edicién, Dres. Portolés y Ba-
quero, por la agilidad con que han llevado la pesada carga que esta tarea
representa.

El libro no se vende y es distribuido por la Sociedad Espafiola de
Microbiologia.

L. VILAS

THE MITOCHONDRIA OF MICROORGANISMS, por D. Lioyd. 1974.
Academic Press, London, New York, San Francisco. XII + 553 péa-
ginas.

Este libro nos da una informacién muy completa de todo lo que se
ha hecho y se conoce hasta ahora sobre mitocondrias de levaduras,
hongos y algas microscépicas y protozoos, desde la ultraestructura de
dichas mitocondrias obtenidas por microscopia electronica, incluso en mo-
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delos tridimensionales realizados por medio del ensamblaje de mas de
300 perfiles correspondientes a otras tantas secciones ultrafinas, hasta
el andlisis por rayos X, etc. La obtencién por los diversos métodos co-
nocidos de las mitocondrias de los diferentes microorganismos por frac-
cionamiento celular, con datos sobre fraccionamiento de las mismas mito-
condrias y obtencién de sus membranas internas y externas y sus demés
componentes, constituye el tema de un capitulo imprescindible.

La fisiologia de las mitocondrias es tratada extensamente en varios
capitulos; en uno de ellos, la respiracién y componentes respiratorios,
se describe la organizacion de los componentes de la cadena respiratoria
y las reacciones de fosforilacién oxidativa que tienen lugar en la mem-
brana interna, con abundantes diagramas y ejemplos de los diferentes
tipos de mitocondrias, especialmente de levaduras y hongos; las varia-
ciones de componentes respiratorios en diferentes condiciones ambien-
tales, se estudian en otro capitulo, de 91 péaginas.

Una parte interesantisima del libro es el estudio de los 4cidos nu-
cleicos propios de las mitocondrias en tripanosomas, algas y hongos, con
los andlisis de su replicacién a nivel molecular, las mutaciones extra-
cromosémicas en levaduras, hongos y protozoos, y las influencias de los
antibidticos sobre las reacciones de conservacién de energia, formacion
de mutantes “Petite” en levaduras y localizacién de plasmagenes en algas
verdes.

Se trata también de las mutaciones cromosémicas que afectan a las
funciones mitocondriales, especialmente en levaduras y hongos.

La sintesis de proteinas propias de las mitocondrias, con la formacién
de los componentes estructurales de las mismas, parece que queda claro
que se realiza principalmente fuera de las mismas mitocondrias. Lloyd
presenta los dltimos experimentos para intentar reconstruir las membra-
nas miocondriales in vitro, partiendo de componentes purificados.

Finalmente, un capitulo se ocupa de la evoluciéon de las mitocondrias,
con las teorias (algunas se han estado discutiendo durante 80 afios) de
su formacién a partir de bacterias o microorganismos procarifticos, o
bien, la dltima sobre su formacién a partir de plasmagenes unidos a com-
plicados mesosomas, con datos muy completos de comparacién entre
organismos procariéticos y mitocondrias.

En resumen, es un libro de gran interés para todo aquel que se
dedique al estudio de los microorganismos y a estudios celulares y para
el bioquimico interesado en problemas de respiracion. Cabe destacar,
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ademds, que Lloyd seiiala, no solamente lo que se ha conseguido conocer
acerca de las mitocondrias, sino también lo que estd dudoso o de lo que
no se sabe nada, indicando pasos muy claros para poder seguir inves-
tigando en un tema tan interesante.

M. RUBIO-HUERTOS

ENFERMEDADES INMUNOLOGICAS (2 tomos). Director: Max
Samter (version espafiola: J. R. Laporte). 1974. Ediciones Toray,
S. A., Barcelona. XXXVI + 1.570 péginas y numerosas ilustraciones.

Es facil darse cuenta de que la Inmunologia es una de las ciencias
que mds han avanzado en la dltima década, y que, de una disciplina
auxiliar para el diagnoéstico, se ha convertido en una ciencia de caricter
basico que permite la explicacion de gran nimero de fenémenos funda-
mentales en Biologia y en Medicina.

No es extrafio, por tanto, que se propicie la ocasién de reunir a mas
de un centenar de conocidos inmundlogos para agrupar y relacionar todos
los conocimientos actuales de la Inmunologia, cristalizindolos en una
exhaustiva obra de mis de 1.500 piginas, que obliga a una edicién en
dos tomos.

La obra, que estid perfectamente concebida, trata de crear un cuerpo
de doctrina inmunolégica en el que se explica magistralmente tanto la
vasta problematica de las interacicones huésped-pardsito como los sin-
dromes de autoagresiéon mdés recientemente descubiertos. Consta de casi
una veintena de capitulos, en los que se exponen de manera didéctica
hasta las dltimas teorias y datos en relacién con los mecanismos inmu-
nitarios, la expresiéon inmunogénica y la naturaleza de los anticuerpos,
asi como su filogenia e inmunosupresién. Después, en mas de sesenta
capitulos, agrupados en nueve secciones, se estudian todos aquellos tras-
tornos y enfermedades de cardcter inmunoldgico que presentan proble-
mas en Clinica Humana, acompafiandolos de una muy documentada bi-
bliografia.

En cuanto a la versién espafiola, hemos de sefialar el gran esfuerzo
realizado por el Dr. Laporte Rosellé en su afin de poner a disposicién
de los estudiosos de habla hispana, interesados en esta disciplina, una
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obra tan documentada, en la que suponemos ha sido necesario vencer
ciertas dificultades relativas a la interpretacién idiomética de algunos
términos cientificos.

Ediciones Toray cumple una vez mds con su tarea de presentarnos
una edicién bien realizada en cuanto a las caracteristicas tipogréficas y
de encuadernacién, consttiuyendo una interesante obra de consulta para
todos aquellos profesionales de la Biologia que se sientan atraidos por
las reacciones inmunitarias de defensa organica.

A. PORTOLES
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