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IN MEMORIAM

DR. DOMINGO RODRIGUEZ SANCHEZ (1929-1982)

Domingo Rodriguez Sanchez nacié en San Mateo, pueblecito situado en
una ubérrima vega de Gran Canaria. De sus estudios de Bachillerato en
Las Palmas pasé a los universitarios en la Complutense madrilefa, termi-
nados los cuales e impulsado por su fuerte vocacién investigadora, se incor-
poraba en calidad de Becario al Instituto «Jaime Ferrin», de Microbiologia.
Su sélida formacién en Bioquimica Microbiana se completd en diversos cen-
tros extranjercs: estancias de varios afios en el Departamento de Microbio-
logia de la Universidad de Sheffield y en el Departamento de Bioquimica
de la Universidad de Bangor (ambos en Gran Bretafia) —donde estuvo pen-
sionado por el CSIC, la Fundacién Ramsay y la Fundacién March— le per-
mitieron alcanzar una sélida preparacién cientifica bdsica que le capacité
para dirigir un grupo de investigacién. Se doctord cum laude en Ciencias
Quimicas por la Universidad Complutense de Madrid, en 1962 y, desde en-

Microbiol. Espaii., 35 (1982), 1,



92 A. Portolés

tonces, comenzoé su seguro caminar por los senderos de la Bioquimica Bac-
teriana, consiguiendo una personalidad cientifica destacada en la resolucidn
de problemas relacionados con el metabolismo microbiano de compuestos
organicos de naturaleza aromdtica.

En 1976, pasé a formar parte del entonces recién creado Instituto de In-
munologia y Biologia Microbiana, donde —como reconocimiento a su capa-
cidad organizadora— fue designado Secretario de dicho Instituto. Los di-
versos cargos directivos y comisiones cientificas en los que actué avalaron
su bien hacer y profesionalidad. Nombrado Tesorero de la Sociedad Espa-
fiola de Microbiologia, en 1971, y reelegido dos afios mas tarde, tuvo ocasion
de colaborar eficazmente en la creacién de la Federacién Espafiola de So-
ciedades de Biologia Experimental y en la organizacién de su Primera
Reunién Nacional. Participé activamente con ponencias y comunicaciones
en medio centenar de reuniones cientificas nacionales e internacionales,
siendo varias las personas en cuya formacién intervino destacadamente,
dirigiendo sus Tesis Doctorales y Tesinas.

Sus resultados aparecen publicados en una treintena larga de revistas na-
cionales y extranjeras. Como anécdota sefialaré que, en 1961, sus datos con-
tribuyeron a definir cientificamente las milagrosas propiedades del tan famo-
so «hongo del té» de aquella época. La biosintesis de acidos grasos en Pep-
tostreptococcus elsdenii (especie anaerobia muy vinculada a las investigacio-
nes de uno de sus profesores ingleses) y diversas actividades enzimaticas de
especies microbianas tan distintas como Vibrio, Pseudomonas, Aeromonas,
Candida y Debaryomices recibieron su personal atencidén cientifica durante
bastantes afios. Cabe destacar su labor en el descubrimiento, purificacién y
ensayo de un péptido con marcada actividad antimicética: la debariocidina.

Con su equipo de investigacién desarrollé una gran labor en el campo
de la Ecologia Microbiana, particularmente en lo relativo al estudio de bio-
cenosis naturales, llegando a definir —mediante cultivos continuos de pobla-
ciones mixtas— algunas interacciones «depredador-presa» entre bacterias y
protozoos. Estudios de este tipo han permitido corregir contaminaciones flu-
viales y agricolas ocasionadas por diversos efluentes industriales del sector
petroquimico. En los dos #iltimos afios, su preocupacion cientifica se centra
ba muy particularmente en problemas de inmunogénesis bacteriana y sus
posibles aplicaciones al campo de la Inmunoterapia.

De su perfil humano destacaba su gesto amable, era cordial y buen com-
pafiero de todos. Los que le trataron de cerca saben de su voluntad de tra-
bajo y la ilusién que ponia en que las cosas del Instituto respondieran a lo
previsto. Pocas horas antes de su muerte, cuando la nocién del calendario
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empezaba a desdibujarse en su cerebro, me comunicaba su preocupacion por
unas facturas .... ten cuidado que no se pasen de fecha .... Una vez mas,
de su espiritu afloraba la pardbola de los talentos, tan recordada por él como
un modelo de entrega al maximo en las situaciones limites.

Domingo Rodriguez vivié la alegria de una labor bien hecha en el Con-
greso Chileno de Microbiologia. El éxito de sus resultados sobre la proble-
matica de contaminaciones microbioldgicas del medio hidrico y sus esfuerzos
por iniciar una labor conjunta hispano-chilena, en el estudio inmunoquimico
de exopolimeros bacterianos de interés ecologico, le animaban y estimulaban
a su vuelta de aquella gratificante, pero agotadora, mision de servicio. Es-
taba seguro de poder realizar aquello que tanto le ilusionaba; su ligera in-
disposicion géstrica de altima hora no le afectaba .... al igual que mi padre,
soy como los relojes antiguos.... decia en el avion de regreso, mientras nos
vapuleaba una fuerte tormenta..., siempre marcho bien v en punto, sin pro-
blemas, pero si un dia se me estropease la cuerda no tendria arreglo....
i Triste profecia la suya!, pocos dias mas tarde salia de esta vida como habia
vivido, serenamente, tranquilo, sin querer molestar, ni pedir ayuda, inten-
tando luchar en solitario contra aquella fuerza superior aue habia estropea-
do «su cuerda». En la memoria anual de 1982, correspondiente al Instituto
de Inmunologia y Biologia Microbiana, aparecerd oficialmente una inespe-
rada baja por fallecimiento del Secretario del Instituto, pero los compaifieros
seguirdn recordando su sonriente energia al reclamar puntualmente unos
«torturantes papeles» o bromeando con algtn justificante de pagaduria.

Domingo Rodriguez Sanchez, Investigador Cientifico, buen compafiero,
amigo, se fué hacia la otra vida, sin despedirse, pero llevaba en sus manos
toda una labor bien hecha.

A. PORTOILES



UNIVERSIDAD DE GRANADA
FACULTAD DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA

INFLUENCIA DE LA DENSIDAD DEL INOCULO Y DE
LA CONCENTRACION DE CASITONE SOBRE LA AUTO-
LISIS DE MYXOCOCCUS CORALLOIDES D

J. M. ARIAS y E. MONTOYA

RESUMEN

Cuando Myxococcus coralloides D crece vegetativamente de manera dis-
persa, tiene lugar una rapida y pronunciada autolisis al final de la fase expo-
nencial de crecimiento. Al aumentar, tanto la concentracién de casitone en
el medio, como la densidad del in6culo, factores ambos que permiten alcan-
zar mas rapidamente altas densidades celulares, los cultivos entran méis tem-
pranamente en fase de autdlisis. Se considera que la autdlisis es consecuencia
de un fenémeno de cooperatividad celular, que sélo se ejerce cuando en los
cultivos se supera una concentracién critica de células.

SUMMARY

Inoculum density and casitone concentration influence on the autolvsis of
Myxococcus coralloides D

The strain Myxococcus coralloides D is able to grow vegetatively in a
dispersed manner, exhibiting a strong autolytic process at the end of the
exponential phase. Higher amounts of casitone in the culture medium, as
well as denser inoculum are factors that allow the cultures to reach high cell
numbers more quickly and so the time needed to rise the autolytic step is
also shortened. It is considered that the autolytic process is a phenomenon
of cellular cooperation, which is only excercised when a critical cell number
is reached.

INTRODUCCION
T.as mixobacterias son bacilos gram-negativos, que se caracterizan por

las siguientes propiedades: I) producen gran cantidad de un polisacarido
viscoso, en el cual quedan embebidas las células (21); IT) muestran un mo-

Microbiol. Espaii., 35 (1982), 5
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vimiento deslizante lento sobre las superficies solidas o en la interfase wire-
agua, cuyo mecanismo intimo no se conoce por el momento (10-11); II1)
son capaces de hidrolizar macromoléculas variadas y complejas, utilizando
los productos para su crecimiento, gracias a la producciéon de enzimas liticas
apropiadas (6-8, 12, 14, 17, 19, 22-23), y IV) exhiben ciclos de vida comple-
jos, tnicos entre los procariotas, consistentes en la intercomunicacién celu-
lar, agregacion, fructificacién y germinacion (4, 18, 24).

De acuerdo con Dworkin (4), estas propiedades estan estrechamente re-
lacionadas, y asi, el ciclo de vida estd dirigido a potenciar la existencia de
las agrupaciones celulares con objeto de preservar a la comunidad. La utili-
zacion de macromoléculas sélidas, mas o menos complejas, que la bacteria
ha de buscar, condiciona, de una parte, su alimentacién como comunidad,
es decir, un minimo de densidad de poblacién para asegurar una degrada-
cion rapida de particulas solidas (24). Pero esta determinada densidad celular
no sélo es necesaria para la formacién de cuerpos fructificantes, sino tam-
bién para cuando crecen vegetativamente (20).

Estudios previos llevados a cabo en nuestro laboratorio indican que cuan-
do Myxococcus coralloides D crece de forma dispersa, muestra una intensa
actividad autolitica, de manera que, tras la fase de crecimiento exponencial,
los cultivos entran en una ripida autdlisis, que lleva al aclaramiento de los
mismos. La lisis no es debida a un fenémeno osmético y se descarta la po-
sibilidad de que sea debido a un agotamiento de nutrientes (1).

En este trabajo se estudia la influencia del indéculo y del casitone, como
tinica fuente de C y N, sobre la autdlisis, llegandose a la conclusién de que
ésta es una consecuencia de un fenémeno de cooperatividad celular, que sélo
se ejerce cuando en los cultivos se alcanzan altas densidades celulares.

MATERTAL Y METODOS
Bacterias v condiciones de cultivo

En todas las experiencias se ha usado Myxococcus coralloides D, capaz
de crecer de forma dispersa en medio liquido. Esta estirpe fue obtenida en
nuestro laboratorio mediante transferencias sucesivas en medio liquido ade-
cuado (1).

El crecimiento vegetativo fue mantenido por transferencias diarias en
medio CT de la siguiente composicién: casitone (Difco) al 0,5 %, en tam-
pon de fosfato 0,01 M, oH 6,5, con sulfato magnésico 0,1 %. El casitone
es un hidrolizado enziméitico de la caseina.
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Todas las experiencias fueron llevadas a cabo a 28 °C y en agitacion
(200 rpm).

Determinacién del crecimiento

Tanto para el recuento del nimero de células como para las medidas tur--
bidimétricas, My~xococcus coralloides D fue cultivado en matraces de Erlen-
meyer de 100 ml conteniendo 20 ml de medio CT. Estos matraces estan pro-
vistos de un tubo lateral que puede ser introducido directamente en el espec-
trofotémetro.

La masa celular fue determinada turbidimétricamente siguiendo los cam-
bios en la absorbancia a 650 nm en un spectronic 20, v el nimero de células.
mediante recuento con camara de Petroff-Hausser.

RESULTADOS

Influencia del casitone como fuente de C y N

Se han empleado concentraciones de casitone comprendidas entre 0,5 y
2 9%. Los resultados obtenidos, que se muestran en la figura 1, indican que

1 010
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3 108 ¢
]
=l
@
o
107
w0 —
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Figura 1. Crecimiento de M. coralloides D, referido al wiimero de células/ml. A)

en funcion de la concentracion de casitone. @ e, 05 9%, 0 O, 1%,

A A, 2 %. B) en funcidn de la concentracion celular inicial. @ e, 5 X
108 cel./ml; O O, 1,5 x 107 cel./ml; A A, 3 x 107 cel./ml
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al aumentar la concentraciéon del hidrolizado enzimatico de la caseina, los
valores miximos en el ntimero de células son superiores y se alcanzan mas
rapidamente y, por tanto, la autélisis de los cultivos es mas temprana. Cuan-
do la concentracién de casitone es del 0,5 %, la mixima densidad celular
(1 x 10° cel./ml) se alcanza sobre las 70 h, mientras que con casitone al
1 %, es sobre las 54 h cuando se alcanza el maximo ntmero de células
{£,7 .x 10° cel./ml). Con casitone al 2 9%, el miximo (3,8 x 10° cel./ml) se
obtiene transcurridas 48 h. Por tanto, al duplicarse y cuatriplicarse la con-
<entraciéon de casitone, se duplica y cuatriplica el ntimero de células. Estos
mismos resultados fueron obtenidos por medidas de la densidad optica.

Influencia del indculo

Se emplearon distintas concentraciones celulares (5 x 10%, 1,5 x 107 y
8 x 107 cel./ml), de cultivos en fase exponencial de crecimiento, mantenién-
dose constante, en estas experiencias, la concentracién de casitone (1 %).
Los resultados obtenidos se muestran en la figura 1 y revelan que el pro-
ceso autolitico se dispara rapidamente cuando se alcanza un determinado
ntimero de células. Asi, cuando el cultivo se inicia con 5 x 10° cel./ml, han
-de transcurrir 72 h para alcanzar una concentracién celular maxima (1 x 10°
cel./ml); a partir de este momento se dispara la autdlisis, que finaliza a las
108 h. Cuando la concentracion inicial de células es de 1,5 x 107 cel./ml, el
maximo (2,5 x 10° cel./ml) se alcanza a las 60 h; Ia autdlisis, en este caso
finaliza a las 84 h. Por dltimo, para inoculos de 3 x 107 cel./ml, la maxima
concentracion celular (5,5 x 10° cel./ml) se alcanza a las 54 h y la autdlisis
finaliza a las 76 h. De estas experiencias se deduce la existencia de una rela-
«<ién entre la concentracidén del indculo y el niimero de células obtenido. Es-
tos resultados se correlacionan con los obtenidos por lectura de la densidad
-Optica.

Autdlisis y agotamiento de la fuente de C y N

La no dependencia de la autdlisis con el agotamiento de nutrientes del
medio fue determinada de una forma indirecta. Células procedentes de un
cultivo en fase de pre-lisis fueron resuspendidas en igual volumen de solu-
<ién salina. En estas condiciones de ausencia total de nutrientes no se detec-
+6 autdlisis, manteniéndose estable la suspension durante 30 h. Estos resul-
tados estan de acuerdo con los obtenidos anteriormente (1) e indican que la
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autolisis que tiene lugar en los cultivos de Myxococcus coralloides D no es
«debida a un agotamiento de la fuente de C y N.

Viabilidad de los cultivos autolisados

Para la determinacion de la viabilidad de los cultivos autolisados, mues-
tras de los mismos fueron centrifugadas; el sedimento fue resuspendido en
1/10 del volumen inicial de solucién salina y con la suspensiéon se inoculd
masivamente medio frasco de CT 1 % liquido y sélido. En ningun caso se
«obtuvo crecimiento (turbidez o apariciéon de colonias). Estos resultados indi-
can que las células de los cultivos autolisados no son viables.

DISCUSION

La autélisis observada en los cultivos dispersos de mixobacterias en medio
liquido ha sido estudiada {nicamente desde un punto de vista descripti-
vo (3, 13, 15), permaneciendo muy oscuros los pasos implicados en dicho
proceso. Nuestros resultados ponen de manifiesto que el momento de apa-
ricién y posterior desarrollo del proceso autolitico en Myxococcus coralloi-
des D, estd influido por la concentracién de casitone y la cantidad de indculo
-empleado.

En cuanto al inéculo, es conocido desde antiguo la influencia que éste
tiene en la evolucién de los cultivos, ya que, indculos en estadios anteriores
o posteriores a la fase exponencial de crecimiento, pueden dar lugar a cul-
tivos con fases de latencia de longitud indefinida (16). Ademas existen mu-
chos ejemplos en los que la cantidad de indculo estd en relacién inversa con
la extensién de la fase de latencia. En Pasteurella tularensis (9) y en varias
lineas de cultivos de células de mamiferos (5), es necesario una densidad
critica de células para observar crecimiento. Rosenberg (20) encuentra que
el crecimiento de M+yrococcus wanthus sobre caseina es dependiente de la
densidad celular.

En relacién con Myxococcus coralloides D, en todas las experiencias se
emplearon inéculos provenientes de cultivos en fase exponencial de creci-
miento ; es por ello por lo que en ninguna de las grificas se observa fase
e latencia. Cuanto mavor es el inéculo empleado, los maximos en el na-
mero de células /ml son més altos y se alcanzan antes. Una vez alcanzados
estos miximos sigue un descenso rapido en la densidad celular.
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Estos resultados estan en consonancia con los obtenidos para concentra-
ciones crecientes de casitone en el medio y corroboran la hipotesis de um.
fenémeno de cooperatividad celular en el proceso de autdlisis, ya que ambos.
factores, al permitir que se alcance mas pronto un nivel minimo de densidad.
celular, hacen que la autdlisis se dispare mas rapidamente. Por el contraric,
aquellos otros que retrasan el crecimiento, como es el caso de la glucosa (2),
dan lugar a un retraso en el inicio de la autdlisis.

En relacién con el papel biolégico de la autolisis descrita, es evidente:
que, contemplado desde el punto de vista del ciclo vegetativo de esta mixo-
bacteria tiene un significado totalmente negativo, ya que ocasiona la muerte
y destruccién de todas las células. Muy diferente, sin embargo, seria con-
templado desde el punto de vista del ciclo normal de vida que llevan a cabo-
estas bacterias en la naturaleza, ya que, en este caso, el proceso de autolisis.
estd intimamente relacionado con los de diferenciacion celular, que dan como
resultado la formacién de cuerpos fructificantes, v que de acuerdo con Wire-
man'y Dworkin (24), representan un fendémeno de cooperatividad celular, en.
donde una fracciéon de la poblacion provee mediante lisis: I) algun requeri-
miento esencial para la supervivencia del resto de la comunidad; II) energia
para la formaciéon de mixosporas, y III) una sefial quimica para la induccion
de mixosporas.
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RESUMEN

La luz tiene una marcada influencia sobre los ciclos de vida vegetativo y
de desarrollo en Myxococcus coralloides. Cuando esta mixobacteria crece
vegetativamente en presencia de luz tiende a formar dos tipos de colonias
morfolégicamente diferentes, hecho que no se observa en los cultivos cre-
cidos en la oscuridad. Durante el ciclo de desarrollo la Juz afecta al proceso-
de diferenciacion, de manera que en los cultivos iluminados se detectan muy
pocos cuerpos fructificantes, que por el contrario, si se observan en los cul-
tivos mantenidos en la oscuridad. En ambos ciclos de vida la luz induce la.
sintesis de pigmentos.

SUMMARY
Light influence on the life cicles of Myxococcus coralloides

Illumination has a marked influence on both vegetative and differentiation:
cycle of Myxococcus coralloides. When this myxobacterium grows vegeta-
tively in the light develops two morphologically distinguishable colonies; on
the contrary, only cellular agregates are formed when the incubation is carried
out in darkness. During the developmental cycle, light affects the differen-
tiation process, since very scarce fruiting bodies arise under illumination with
respect to cultures grown in the dark. In the two life cycles, light induces:
pigment production.

INTRODUCCION

T.a caracteristica mas llamativa y diferenciable de las mixobacterias es
que exhiben ciclos de vida y modelos de comportamiento tinicos entre los
procariotas. Asi, las mixobacterias presentan dos ciclos de vida fuertemente
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entrelazados. De una parte, las células de mixobacterias pueden crecer vege-
tativamente por sucesivas divisiones binarias, dando lugar al ciclo vegetativo.
Pero, ademds, las mixobacterias, por su propio estimulo, pueden entrar en
-el ciclo de desarrollo, teniendo lugar una serie de estadios secuenciales que
van desde un estado de agregacién celular hasta la formacién de unas estruc-
turas macroscépicas, de muy diversos colores —dependiendo del tipo de mi-
.xobacteria—, conocidas como cuerpos fructificantes, en cuyo interior muchas
células se convierten en mixédsporas.

La influencia de la luz sobre los procesos de morfogénesis y diferencia-
«ci6on ha sido poco estudiada en mixobacterias: Sorangium compositum (7)
y Stigmatella aurantiaca (10); en ambos casos el efecto de la luz se traduce
en una estimulacion de la fructificacion.

En nuestro laboratorio se aislé una mixobacteria pigmentada, rojo-tosta-
-do, a partir de la cual se ha obtenido una raza, referida como Myxococcus
coralloides D, capaz de crecer de forma dispersa en medio liquido (1). En
-l presente trabajo se estudia la influencia de la luz sobre los ciclos vegeta-
tivo y de desarrollo en M. coralloides.

MATERIAL Y METODOS

Bacteria

Myxococcus coralloides D fue obtenida en nuestro laboratorio por suce-
sivas transferencias en medios liquidos adecuados, capaz de crecer de forma
«dipersa en medio liquido y que retiene su capacidad de fructificacién cuando
.ocurre un agotamiento de nutrientes en el medio de cultivo (1).

Medios v condiciones de cultivo

Para el mantenimiento y conservacién de esta mixobacteria se ha emplea-
do medio CT, con la siguiente composicién: casitone (Difco) 0,5 %, en
tampén de fosfato 0,01 M, pH 6,5 + sulfato magnésico 0,1 %. Para el ana-
lisis de los pigmentos durante el crecimiento vegetativo se ha utilizado medio
“CTA, de composicién idéntica al anterior, pero adicionado de agar 1,8 %.
Para los ensayos de fructificacién se ha empleado agar-levadura: levadura
prensada de panaderia 1 %, agar 2 %, pH T7,2.

Temperatura de incubacién: 28 °C. Los cultivos liquidos fueron llevados
a cabo en agitacién continua a 150 rpm.



Influencia de la luz sobre los ciclos de vida de M. coralloides 15

Formacidn de cuerpos fructificantes

Cultivos en fase exponencial de crecimiento, a una densidad aproximada
de 1ix 10% cel./ml, fueron centrifugados y las células, lavadas en solucion
salina, resuspendidas en dicha solucién a una concentracion final de 5 x 10°
cel./ml, y mantenidas en bafio de hielo. Muestra de 10 pl fueron depositadas
sobre el medio de fructificacién y las cajas de Petri se incubaron a 28 °C,
en la oscuridad (protegidas con papel de aluminio) o en la luz, siendo ésta
suministrada por una bateria de tubos fluorescentes con una intensidad de
1 J.s7! a una distancia de 150 cm.

Actividades bioquimicas

Las pruebas de la oxidasa, amilasa e hidrolisis de la esculina se han rea-
lizado de acuerdo con las técnicas usuales, por adicion de reactivos especifi-
cos o cambio directo de coloracién, respectivamente. La producciéon de anti-
bidtico se ha comprobado adicionando una capa de agar blando previamente
inoculado con Staphylococcus aureus ATCC 8, a cajas de Petri conteniendo
colonias de 4 d de Myxococcus coralloides D ; el halo de inhibicion se midio
a las 24 h.

Extraccidn de los pigmentos

Las células fueron recogidas por raspado de los medios de cultivo y so-
metidas a tres tratamientos con acetona, con lo que quedaron practicamente
decoloradas. El extracto acetdnico fue concentrado en el rotavapor a 40 °C
vy desecado al vacio. El residuo seco fue finalmente extraido con metanol.
Para el anilisis y cuantificacién de las fracciones mayoritarias se ha empleado
la cromatografia en capa fina, en gel de silice. Como eluyente se ha emplea-
do cloruro de metileno: acetato de etilo (2:1).

RESULTADOS Y DISCUSION

Nuestros resultados indican que la luz tiene una influencia decisiva sobre
los ciclos de vida vegetativo y de desarrollo de Myxococcus coralloides.

En relaciéon con el primer ciclo, cuando Mwyxococcus coralloides crece
vegetativamente en presencia de la luz tiende a formar dos tipos de colonias
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morfoldgicamente diferentes: unas, puntuales, pequeflas y de borde liso, y
otras, de mayor tamafio, muy mucosas y de bordes rugosos (figuras 1-2).
Ambas colonias responden de idéntica manera a diferentes pruebas bioqui-
micas realizadas: oxidasa, negativo; hidrélisis de la esculina, negativo;
hidrélisis del almidén, positivo. Asimismo, la autdlisis (1) de los cultivos
y la produccién de una sustancia quimica en particular (antibidtico) no reveld
diferencia alguna en los dos estados coloniales. Ambas colonias son colo-
readas (rojas) Por sucesivos subcultivos, a partir de una sola colonia gran-
de, éstas van desapareciendo, hasta quedar una poblacion residual del 5-10 %,
correspondiendo el resto a colonias puntuales. La variacién colonial no es
exclusiva de M. coralloides; asi, también ha sido descrita en M. xanthus
(3-4, 14), en donde aparecen dos tipos de colonias YS (yellow swarmer) y
TNS (tan nonswarmer); la conversiéon de YS en TNS, puede ser inducida
por diversos tratamientos (13).

Por el contrario, en la oscuridad, el crecimiento de Myxococcus cora-
lloides consiste en la formaciéon de agregados celulares, pero sin llegar a
formar colonias tipicas.

Por lo que respecta a la pigmentacién, por cromatografia en capa fina,
se han obtenido cinco fracciones mayoritarias, caracterizadas por el color
y el Rf. Aunque la luz no influye sobre el nimero de fracciones mayori-
tarias obtenidas, si tiene un efecto importante en cuanto a su intensidad,
de manera que los cultivos que crecen en presencia de la luz presentan una
coloracién més intensa que los mantenidos en la oscuridad.

Por lo que respecta al ciclo de desarrollo, cuando Myxococcus coralloides
crece sobre agar-levadura protegido de la luz, a los 2-3 d puede observarse
la formacién de unos agregados celulares, que posteriormente se desarro-
llan dando lugar a los correspondientes cuerpos fructificantes (figura 3). Por
el contrario, los cultivos crecidos en presencia de luz exhiben modelos de
comportamiento diferentes: aparecen actimulos de células, con aspecto de
crestas u ondulaciones que se entrelazan unas con otras y muy pocos cuer-
pos fructificantes (figura J). Cuando los cultivos de M. coralloides son so-
metidos a ciclos alternantes de iluminacién y oscuridad se obtienen los mis-
mos resultados que cuando crecen ininterrumpidamente en la oscuridad.

Estos resultados difieren totalmente de los obtenidos en otras mixobac-
terias, Sorangium compositum (7) y S. aurantiaca (9, 11-12), en donde la
luz favorece la formacién de cuerpos fructificantes. Sin embargo, es cono-
cido que en otros casos, las mixobacterias responden de manera diferente a
la luz; asi, Aschner y Chorin-Kirsk (2) encuentran que Myxococcus fulvus
y Nannocystis sp. responden negativamente a la luz. Sin embargo, hay que



Figura 1. Colonias de M. coralloides desarrolladas en
presencia de luz en medio CT. Colonias pequeias y pun-
tuales. X 40

Figura 2. Colonias de M. coralloides desarrolladas em
presencia de luz en medio CT. Colowias grandes y mu-
cosas. X 40



Figura 8. Desarrollo de M. coralloides en la oscuridad. A los 5 d de incubacidn, en un
microscopio Zeiss, de luz reflejada. Cuerpos fructificantes individualizados y una marafia
de mucosidad viscosa. Area de 2,3 X 2,5 mm

Figura 4. Desarrollo de M. coralloides en la luz. A los 5 d de incubacion, en un micros-
copio Zeiss, de luz reflejada. Aciimulos de agregados celulares embebidos en mucilago,
sin diferenciacidn en cuerpos fructificantes. Area de 2,8 x 2,5 mm
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hacer la salvedad de que estos estudios estaban orientados al movimiento,
bien como simples células, bien como enjambres, y no desde el punto de vista
del desarrollo.

Por lo que respecta al analisis de pigmentos durante el ciclo de desarro-
llo, los resultados obtenidos fueron idénticos a los indicados en el caso del
ciclo de vida vegetativo. La luz incrementa notablemente la produccion de
pigmentos en todas las mixobacterias ensayadas (5-6, 8, 12). Este efecto in-
ductor de la luz sobre la biosintesis de los pigmentos puede estar relacionado
con el papel fotoprotector de los mismos. En ausencia de luz, la célula no
necesita protegerse del efecto nocivo de la misma y el nivel de la sintesis
de pigmentos es muy bajo. En presencia de luz, la célula dispone de meca-
nismos que inducen (o desreprimen) la biosintesis de los pigmentos protec-
tores.

Los resultados obtenidos nos llevan a la conclusién de que la raza de
Myxococcus coralloides empleada en este trabajo responde negativamente en
la formacién de cuerpos fructificantes a estimulos luminosos continuados
y finicos. Ahora bien, estos resultados distan bastante de lo que debe ocurrir
en el habitat natural de esta mixobacteria, las superficies del suelo y restos
vegetales en putrefaccién, en donde se desarrollan abundantes cuerpos, sien-
do ésta una de las maneras de facilitar su diseminacién. Sin embargo, como
va se indicd, M. coralloides desarrolla cuerpos fructificantes cuando es so-
metida a ciclos alternantes de luz y oscuridad, que son las condiciones a las
que se encuentra sometido en el suelo, y, por tanto, nuestros resultados son
congruentes con la realidad.
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CLASIFICACION EN BIOTIPOS DE ESTAFILOCOCOS
DE ORIGEN ANIMAL
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RESUMEN

En este trabajo se clasifican en biotipos, segtn el esquema de Hajek y
Marsalek, 38 cepas de estafilococos coagulasa-positivas. Estas cepas habian
sido aisladas a partir de abscesos observados en el matadero en canales y
visceras de ganado vacuno, ovino y caprino.

De los resultados obtenidos es posible concluir que el esquema utilizado
plantea problemas para la adscripcién de las cepas del mencionado origen
a biotipos concretos. De las 38 cepas estudiadas, s6lo 18 pudieron ser cla-
sificadas, mostrando las restantes caracteres intermedios entre dos biotipos
0 préximos a alguno de ellos.

De las cepas de Staphylococcus aureus de origen oirino, en total 25, 16
fueron adscritas al biotipo C, siendo sus caracteres muy uniformes y diferen-
tes de los presentados por las cepas de origen vacuno, incluidas también en
este biotipo. Esta uniformidad de caracteres se refiere no sélo a las propie-
dades constantes o fijas del referido biotipo, sino también a las variables,
entre las que destacan la produccién de hemolisina alfa por parte de todas
las cepas y el tipo negativo de crecimiento en agar-cristal violeta por el 87,5 %.

SUMMARY

Biotyping of coagulase positive staphylococci from awnimal origin

A total of 38 strains of coagulase positive staphylococci classed as Sta-
phylococcus aureus (30), S. intermedius (2) and unclassified (6) were biotyped
according to the scheme devised by Hajek and Marsalek. These strains were
isolated from abscesses in slaughtered animals (cows, ewes and goats).

Of the total number of strains studied, only 18 could be assigned to any
of the biotypes described. The remaining 20 strains shared properties of
two byotipes (intermediate) or failed one or more characteristics to be included
in one biotype. Our findings indicate that the used scheme, although widely
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accepted, has a limited value for the biotyping of strains isolated from animals
abscesses.

Of the 25 Staphylococcus aureus cultures obtained from sheep, 16 were
classified as C biotype. These 16 cultures showed to a great extent analogous
properties and formed a very homogeneous group different from bovine
strains also belonging to biotype C. All our ovine strains classed as C.
biotype produced alpha haemolysin and 87.5 9% gave the negative type of
growth on crystal violet agar. These two properties are variable in Hajek
and Marsalek’s scheme. These results indicate that S. aureus from sheeps
constitutes an ecological group which can be considered separately withimn
the C biotype.

INTRODUCCION

El estudio detallado de cepas de estafilococos de origen animal realizado
en los #iltimos afios, principalmente en cuanto a sus propiedades fisioldgicas.
vy bioquimicas, ha llevado al convencimiento de que especies como Staphylo-
coccus aureus presentan tal grado de diversificacién en sus caracteres que
aconsejan su subdivisidn.

Las cepas de Staphylococcus aureus de origen humano y animal difieren
en ciertas propiedades, al igual que las procedentes de especies animales dis-
tintas entre si, lo que hace pensar que se debe a que desarrollan caracteristi-
cas que son reflejo de su habitat particular (1).

La primera propuesta para dividir la especie Staphylococcus aureus en las
variedades humana, bovina y canina, de Meyer (15), fue seguida por la de
Shimizu (21) que hace una divisién en cinco tipos, y la de Hajek y Marsa-
lek (13), que a su vez establece seis biotipos. Para la realizacién de estas
clasificaciones, los autores mencionados se basaron en el estudio de deter-
minadas propiedades fisiolégicas y bioquimicas, como son la capacidad de
produccién de fibrinolisina (14), la coagulacién de diferentes plasmas anima-
les (15), la produccién de hemolisinas alfa y beta (12), la produccién de
pigmentos y el tipo de crecimiento en agar-cristal violeta (16), junto a otras
como son la diferente sensibilidad a los bacteriéfagos humanos y bovinos (16)
y la distinta estructura antigénica y de la pared celular (18, 20).

De los esquemas hasta el momento propuestos para la division de Staphy-
lococcus aureus en biotipos, el mas utilizado es el de Hajek v Marsalek (13)
que incluia nueve caracteres, junto con la sensibilidad a los bacteriéfagos
humanos y bovinos, y que en 1976 (11) fue reformado, quedando con siete
caracteres fundamentales y la tipificacién por bacteriéfagos. I.os seis bioti-
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pos que en él se presentan, A a F, estan referidos al hombre y a nueve espe-
cies animales que se agrupan en los diferentes biotipos: aves de corral-cerdos,
ovejas-vacas, liebres, perros-caballos-visones y palomas-zorros.

Es indudable el valor practico presentado por la division en biotipos o
ecotipos, ya que con frecuencia el microbidlogo de los alimentos estd inte-
resado en conocer el origen de una determinada cepa de Staphylococcus
aureus aislada de un alimento (1). También es interesante conocer, a nivel
epidemioldgico, si un determinado proceso ha sido producido por cepas ya
adaptadas a la especie animal en la que se encuentran o bien han sido trans-
feridas por el hombre o por otros animales (18). Con vistas a su utilidad
epidemioldgica en microbiologia de los alimentos, en este trabajo se presenta
la clasificacién en biotipos, segiin el esquema de Hajek y Marsalek, de 38.
cepas de estafilococos coagulasa-positivos de origen animal.

MATERIAL Y METODOS

Cepas

Las cepas de estafilococos estudiadas fueron aisladas por nosotros a par-
tir de abscesos encontrados en inspeccién de carnes en ganado vacuno, ovino
y caprino. De estas cepas, 30 correspondian a Staphylococcus aureus, 2 a
S. intermedius y las 6 cepas restantes no pudieron ser clasificadas.

Esquema de clasificacion en biotipos

Para la adscripcién de nuestras cepas a biotipos se utilizé el esquema.
propuesto por Hajek y Harsalek (11), esquema que se recoge en el cuadro 1.

Produccidn de fibrinolisina

La puesta en evidencia de la actividad fibrinolitica se llevd a cabo segiir
el método descrito por Christie y Wilson (3).

Produccién de pigmentos

El color de las colonias se estudié en agar BHI (Difco), con incubacién
durante 5 d, a 85 °C. Se consideraron productoras de pigmento las cepas
cuyas colonias mostraban color naranja, amarillo o crema, v no pigmentadas:
las de color blanco.
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Cuadro 1. Esquema utilizado para la subdivision de S. aureus en biotipos (¥)

Biotipos
Propiedades
A \ B l C ‘ D ~ E \ F

Fibrinolisina -+ - - — — -—
Pigmentos -+ -4 + \ — —
Coagulacién plasma humano -+ -+ -+ -+ — —+
Coagulacién plasma bovino — — —+ — + +
Hemolisina alfa -+- V4 v — — V—
Hemolisina beta V— V+ -+ + + +
Tipo de crecimiento en agar-cristal
violeta — + A — —+- —+
Sensibilidad a los bacteriéfagos H H/B H/B H/B — —
Hospedador més frecuente Hombre Pollos, Vacas, Liebres Perros, Palomas,

cerdos ovejas caballos, zorros

visones

(*) Segin Hajex y MarsaLex (11).
V = variable (V + y V — indican predominio de las cepas positivas o negativas, res-

pectivamente). H = bacteriéfagos del conjunto humano. B = bacteriéfagos del conjunto
bovino.

Coagulacion de los plasmas humano y bovino

La produccién de coagulasa se investigé en la forma previamente des-
<crita por nosotros (6), utilizando plasma conteniendo 0,1 % de EDTA. Uni-
camente las reacciones 2+ y superiores fueron consideradas como evidencia
positiva de la produccién de la enzima.

Produccidn de hemolisinas alfa y beta
Para la deteccion e identificacién de las hemolisinas alfa y beta se empled
la técnica en placa, también descrita ya por nosotros (6).

Prueba de crecimiento en agar-cristal violeta

Esta prueba se realizé siguiendo la técnica descrita por Meyer (16). Se
consideraron como cristal violeta-positivas las cepas de los tipos A (colonias
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amarillas o amarillo-azuladas) y E (blancas), y como negativas las del tipo C
(azul-violeta).

Tipificacion por bacteridfagos

Se llevo a cabo segtin el método de Blair y Williams (2), teniendo en
-cuenta las modificaciones propuestas por Parker (19) y utilizando los con-
juntos o juegos basicos de bacteriéfagos para la tipificacién de cepas de
Staphylococcus aureus de origen humano (22) y bovino (24). En los casos
<en que las cepas no se tipificaban con los bacteriéfagos diluidos a su RTD,
se repitié el proceso con los bacteriéfagos a 100 x RTD.

RESULTADOS

Los resultados obtenidos al someter las cepas de estafilococos coagulasa-
positivas a las ocho pruebas utilizadas para su clasificacién en biotipos se
presentan en el cuadro 2. El ntimero de cepas con actividad fibrinolitica fue
de 12. De ellas, 10 habian sido clasificadas como Staphylococcus aureus y
2 como S. intermedius. La produccién de pigmentos fue un caracter presen-
tado por las 30 cepas de S. aureus, por las 2 de S. intermedius y por 5 de las 6
‘no clasificadas. También la totalidad de las cepas de S. aureus y S. intermedius
coagulaban el plasma humano y sélo una de las no clasificadas carecia de
esta propiedad. Unicamente 4 de las 38 cepas incluidas en este-estudio no
presentaban actividad coagulasa en plasma bovino. De ellas, 2 eran S. inter-
medius y 2 no clasificadas. La capacidad de producir hemolisinas alfa y/o
beta fue exclusiva de las cepas de S. aureus: de las 26 cepas productoras de
-estas hemolisinas, 24 producian ambas y 2 s6lo hemolisina alfa. Por lo que
-se refiere al tipo de crecimiento en agar-cristal violeta, 25 de las cepas de
8. aureus, las 2 de S. intermedius y 5 de las no clasificadas eran cristal violeta-
negativas (tipo C). De las 6 cepas restantes, 5 §. aureus eran del tipo A y
-una no clasificada, del E.

La sensibilidad a los bacteriéfagos de las cepas adscritas a la especie Sta-
phylococcus aurews muy muy elevada: 10 cepas se tipificaron por bacterid-
fagos humanos, 16 por bacteriéfagos bovinos y una por bacteriéfagos de
ambos conjuntos. También 3 de las cepas no clasificadas pudieron ser tipifi-
cadas: una de ellas por bacteriéfagos humanos y 2 por bovinos. Como era
«de esperar, no fue posible tipificar las 2 cepas de S. intermedius.

Las diferentes combinaciones de propiedades encontradas, el nfimero de



Cuadro 2. Resultados de las pruebas utilizadas para clasificar en biotipos 38 cepas de estafilococos coagulasa-

positivas (¥)

S. aureus (30) (*¥)

S. intermedius (2) (*%

No clasificadas (6) (**)

Prucbas
Ndimero de cepas Porcentaje Numero de cepas Porcentaje N\'lmero'c?e cepas Porcentaje
positivas positivas positivas

Fibrinolisina 10 33,33 2 100
Pigmentos 30 100,00 2 100 5 83,33
Coagrlacién plasma humano 30 100,00 2 100 5 83,33
Coagulacién plasma bovino 30 100,00 4 66,67
Hemolisina alfa 26 86,67
Hemolisina beta 24 80,00
Tipo de crecimiento en agar-cristal violeta:

Tipo A 5 16,67

Tipo E 1 16,67

Tipo C 25 83,33 2 100 5 83,33
Tipificacion por bacteriofagos:

conjunto humano 10 33,33 1 16,67

conjunto bovine 16 53,33 2 33,33

ambos conjuntos 1 3,33

(*) Tres de estas cepas no coagulaban el plasma de conejo,aunque si el humano (2 cepas) y el bovino (1 cepa).
(**) El nimero corresponde al de cepas incluidas en la especie.
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«cepas que las presentaban, el biotipo al que fueron adscritas y la especie
.animal de la que se habian aislado se dan en los cuadros 3-}.

DISCUSION

De los datos recogidos en el cuadro 3, destaca el que un elevado por-
centaje de cepas de Staphylococcus aureus (43,3 %) no pudieron ser adscri-
tas a ninguno de los biotipos de Hajek y Marsalek (13) y el que la totalidad
de las adscritas presentaban caracteres del biotipo C.

La actividad fibrinolitica es una propiedad exclusiva de las cepas de Sta-
phylococcus aureus de origen humano, mientras que la capacidad de coagular
-¢l plasma bovino lo es de algunas de las de origen animal. Por ser positivas
en las dos pruebas y por compartir propiedades de los biotipos A y C, las
7 cepas incluidas en los grupos I y II (cuadro 3) fueron clasificadas como
intermedias entre ambos biotipos. La existencia de cepas de estas caracte-
risticas ha sido descrita por varios autores (5, 8, 12). La cepa del grupo III
era muy semejante a las anteriores, aunque su incapacidad para producir
hemolisina beta y el ser sensible s6lo a los bacteriéfagos humanos la sittian
mas proxima al biotipo A. La adscripcion al biotipo C de las 17 cepas de
los grupos IV, V, VI, VII y VIII no presenté6 ning(n problema, ya que
las combinaciones de sus propiedades correspondian a las del mencionado bio-
tipo. Con excepcién de la sensibilidad a los bacteriéfagos, estas cepas for-
maban un grupo muy homogéneo: todas ellas eran fibrinolisina-negativas,
producian pigmentos y hemolisinas alfa y beta, coagulaban los plasmas hu-
mano y bovino y, excepto 2, eran cristal violeta-negativas. Las cepas inclui-
-das en los grupos IX, X y XI fueron incapaces de producir hemolisina beta,
‘por lo que no fue posible adscribirlas al biotipo C. Finalmente, las propie-
-dades presentadas por las 2 cepas del grupo XII diferian tanto de las de los
‘biotipos propuestos por Hajek y Marsalek (13) que no pudieron ser clasifi-
-cadas ni siquiera de forma aproximada.

Por lo que se refiere a las 2 cepas de Staphvlococcus intermedius (cua-
dro ) es importante destacar que, en contra de lo que cabria esperar, no
-pudieron ser incluidas en los biotipos E ni F (9, 11). La combinacién de sus
propiedades estaba mucho mas proxima al biotipo A. La no inclusién en este
“biotipo se debié a la incapacidad de estas cepas de producir hemolisina alfa.

De las 6 cepas no clasificadas en especie (cuadro 4) 3 (grupos 1 v 2) mos-
‘traban gran similitud con el biotipo C, una (grupo 3) fue adscrita al biotipo
‘D, otra (grupo 4) estaba préxima al B y la daltima (grupo 5) al E. La no



Cuadro 3. Grupos o combinaciones de propiedades establecidos con 30 cepas de S. aureus, biotipos a los que
se han adscrito y nimero de cepas ncluidas en cada uno

Grupos de S. aurens

Pruebas

I 11 I v ] A VI | vII | vl | IX X XI XII
Fibrinolisina + -+ + —_ — — — — — - — +
Pigmentos + + + o+ o+ + o+ + + o+ 4+ 4+
Coagulacién plasma humano -+ —+ -+ + + + + + —+ + + +
Coagulacién plasma bovino + =+ + + + + + + + + + +
Hemolisina alfa + - + + -+ + + + + — — —
Hemolisina beta -+ —+ —_ - -+ -+ 4+ + — — — —
Tipo de crecimiento en agar-cristal violeta C C C C C C A A A C C A
Bacteri6fagos humanos =+ — + — + — — + + — — —
Bacteri6fagos bovinos — — — + —_ — + -+ — + — —
Biotipo Int. AyC | Préx. A | C C C C C Préox. C Nc
Ntmero de cepas 6 1 1 13 1 1 1 1 1 1 1 2
Aisladas de 50v, 2V Ov 16 Ov, 1V 1 0v, 1V, 1Ca| Ov

C = cristal violeta-negativo. A = cristal violeta-positivo. Nc = no clasificada, Ov = oveja. V = vacuno. Ca = cabra.
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produccién de hemolisina beta hizo imposible la clasificacion de las cepas.
de los grupos 1 y 2 en el biotipo C. La cepa tipificada como perteneciente
al biotipo B mostraba el tipo E de crecimiento en agar-cristal violeta y no-
el A, como encuentran Hajek y Marsalek para cepas de este biotipo. La
#inica discrepancia entre la cepa del grupo 4 y el biotipo B fue su tipo de
crecimiento en agar-cristal violeta. También esta propiedad y la no elabora-
cion de hemolisina beta impidieron que la cepa del grupo 5 se adscribiera
al biotipo E.

En los cuadros 3-} se sefiala también el origen de las cepas. Como era
de esperar, dadas las especies animales de las que se aislaron, la mayoria
de ellas presentaban propiedades caracteristicas del biotipo C o muy proxi-
mas. Un hecho destacable es el hallazgo, entre las cepas no clasificadas, de
una cepa perteneciente al biotipo B y de otra considerada como préoxima al
mismo. En este biotipo se incluyen cepas de Staphylococcus aureus aisladas-
de pollos y cerdos, que carecen de algunos de los caracteres propios de esta.

&

Cuadro 4. Grupos o combinaciones de propiedades establecidos con 2
cepas de S. intermedius y 6 no clasificadas, biotipos o los que se han
adscrito y nimeros de cepas incluidas en cada uno

Grupos de cepas no clasificadas

Pruebas S. intermedius

1 ‘ 2 3 4 ‘ b
Fibrinolisina -+ — — — - _
Pigmentos -+ + + -+ + —
Coagulacién plasma humano + + + + + —
Coagulacién plasma bovino — + -+ — — +
Hemolisina alfa — — — — — —
Hemolisina beta —_ — — — — —
Tipo de crecimiento en agar-
cristal violeto C C C E C C
Bacteriéfagos humanos —_ — - — — —
Bacteriéfagos bovinos — 4+ — — — —
Biotipo Prox. A Préx. C B Pr6x. B | Prox. E
Numero de cepas 2 2 1 1 1 1
Aisladas de Ov 2 Ov, 1v| Vv Oov ov

C = cristal violeta-negativo. E = cristal violeta-positivo. Ov = oveja. V = vacuno-
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-especie de estafilococos (4, 7), lo que podria explicar las dificultades halladas
para su clasificaciéon a nivel de especie.

Destaca asimismo en el cuadro 3 la uniformidad de resultados de las 16
-cepas de Staphylococcus aureus de origen ovino, incluidas en el biotipo C,
-especialmente en lo que se refiere a la producciéon de hemolisina alfa y al
tipo de crecimiento en agar-cristal violeta, caracteres ambos que se dan como
variables en el esquema de Hajek y Marsalek (11). Las 16 cepas producian
hemolisina alfa y 14 eran cristal violeta-negativas. Al comparar estos datos
con los obtenidos también por nosotros al clasificar en biotipos cepas de
S. aureus aisladas de leche mamitica de oveja (8), se observa una gran coin-
-cidencia, ya que de las 52 cepas del biotipo C estudiadas, el 100 % producia
toxina alfa y el 94,2 9% mostraba el tipo C de crecimiento en agar-cristal
violeta. Este ultimo caracter parece propio de las cepas de origen ovino,
incluidas en el biotipo C. Asi, el 97,4 % de las 77 cepas de S. aureus de este
biotipo aisladas de fosas nasales de ovejas sanas y de mamitis purulentas a
-que se refieren otros trabajos (10-11, 18) eran cristal violeta-negativas. Tam-
bién mostraban esta propiedad las 47 cepas de S. aureus agentes de mamitis
-ovinas estudiadas por Szulga y colaboradores (23) y el 91,9:% de las 37
cepas de esta especie aisladas de quesos elaborados con leche de oveja e
incluidas en el biotipo C por Hajek (10). A la luz de la escasa bibliografia
sobre estafilococos de origen ovino, resulta mas dificil en el momento actual
-establecer conclusiones sobre la capacidad de las cepas de este origen para
producir hemolisina alfa. Es sorprendente constatar el hecho de que todas
nuestras cepas del biotipo C producian esta toxina, lo mismo que todas las
-estudiadas por Gutiérrez (8) en nuestro propio laboratorio, mientras que nin-
guna de las cepas a las que se refieren los autores antes mencionados presen-
taba este caricter.

De los resultados obtenidos en este trabajo parece posible concluir que
la mayor parte de las cepas de estafilococos coagulasa-positivas aisladas de
abscesos en inspecciéon de carnes poseen propiedades caracteristicas de los
biotipos de origen animal y que las obtenidas de ovejas constituyen un grupo
homogéneo con caracteres propios. La particularidad de estos caracteres,
junto a la sensibilidad al bacteriéfago 78 del conjunto bovino y a la produc-
-cién de enterotoxina C (datos no publicados), son propiedades que presentan
-de forma mayoritaria las cepas de Staphylococcus aureus de origen ovino.
‘Todo ello permite afirmar que estas cepas constituyen un grupo independien-
te, diferenciable de las aisladas de otras especies animales e incluso de las
«de ganado vacuno, situadas también en el biotipo C. Esta afirmacién coincide
con la de Szulga y colaboradores (23), quienes al aplicar la taxonomia numé-
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rica a cepas de S. awureus de diversos origenes observan que las de oveja
forman un grupo claramente diferenciado.
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RESUMEN

Se cultivan las especies Staphylococcus aureus y Pseudomonas aerugino-
sa en un medio semisintético. Se estudian diferentes tipos de cultivo mixto
en los que las proporciones iniciales de las mencionadas especies varian desde
S. aureus/P. aeruginosa (S/P): 1/8 hasta 4/1. En dichos cultivos S. aureus
presenta diferentes niveles de inhibicién, mientras que el crecimiento de P.
aeruginosa permanece invariable. Se estudian las inhibiciones observadas en
la poblacién de S. aureus: se preparan diferentes cultivos de S. aureus en
los sobrenadantes de P. aeruginosa, recuperados en nutrientes. Se encuentra
que existe correlacién entre los niveles de inhibicién de §. aureus y el periodo
previo de cultivo de P. aeruginosa.

SUMMARY

A study of the interaction between Staphylococcus aureus and Pseudomonas
aeruginosa during mixed culture in o semi-synthetic medium

The species Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa were
cultivated in a semisynthetic medium. Different mixed cultures were studied
in which the initial proportion of the mentioned species was varied from
S. aureus/P. aeruginosa (S/P): 1/8 to 4/1. Different levels of inhibitions
were observed in the populations of S. aureus when grown in the sterile
supernatant of cultures of P. aeruginosa in which nutrients were added. It
was noted that a correlation existed between the level of inhibition of
S. aureus and the previous period of culture of P. aeruginosa.

Microbiol. Bspaii., 35 (1982), 83.
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INTRODUCCION

Las interacciones microbianas constituyen un tema al que actualmente
se le presta gran atencion, pues aunque el estudio de los microorganismos
aislados supone la base de la microbiologia actual, hoy ésta se enfrenta a
la nocién de comunidad microbiana natural (1).

Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa son dos bacterias pio-
genas que con frecuencia aparecen asociadas en infecciones. Cuando se las
cultiva juntas, se manifiestan interacciones, que han sido estudiadas por di-
ferentes autores.

De Repentigny y colaboradores (5) encontraron que Staphylococcus
aureus crecla normalmente cuando se cultivaba junto con Pseudomonas
aeruginosa siendo esta especie la que aparecia perjudicada; por el contrario
Light y colaboradores (7) demostraron una relacidén inversa especifica entre
S. aureus y P. aeruginosa en infecciones de recién nacido ; Seminiano y Fra-
zier (9) pusieron de manifiesto como el crecimiento de S. aureus se inhibia
cuando crecia en presencia de P. aeruginosa.

El objeto de nuestro trabajo ha sido esclarecer el tipo de interacciéon.que
se establece entre ambas bacterias cuando crecen juntas y buscar las condi-
ciones oOptimas para dicha interaccién.

MATERIAL Y METODOS

Cepas

Utilizamos las cepas de Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Pseudomo-
nas aeruginosa ATCC 14216. Ambas fueron cedidas por la Coleccién Espa-
fiola de Cultivos Tipo, de la Facultad de Ciencias de Bilbao.

Medios de cultivo

Hemos empleado para el cultivo de las cepas en fermentador, el medio
dado por De Repentigny y que se denomina SNI, consta de: PO4HK2, 2g;
SO,Mg.TH,0. 90 mg; Cl,Ca.2H,O, 10 ml; SO,Fe.7 H.O, 10 mg; tampon
tris (Sigma) pH 7,9, 24,2 g, tiamina, 0,02 mg ; 4cido nicotinico, 0,02 mg:
casamino acids (Difco), 15 g, v H,0, hasta 1.600 ml. Se ajusta el pH a 7,3
con CIH concentrado. Después de esterilizacién en autoclave se afiade glu-

cosa al 0,5 9%.
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El recuento de microorganismos en medio solido se realizo en diferentes.
medios selectivos y nutritivos. Como medios selectivos, utilizamos mannitol
salt agar (M.S.A., de Difco) y Pseudomonas isolations agar (P.1.A., de Dif-
co). Los medios nutritivos que empleamos fueron: brain heart agar (B.H.A.,
de Difco) y nutrient agar (N.A., de Difco).

Técnicas de cultivo

Las especies se cultivaron en un fermentador modelo Ultroferm (60) de
L.K.B., con control automdtico de temperatura, agitacién y aireaciéon. Las.
condiciones de cultivo fueron de 37 °C de temperatura, 200 rpm de agitacion
y aireacion de 2 1/min.

El inéculo se preparaba en un matraz de Erlenmeyer de 250 ml de capa-
cidad, que contenia 100 ml de medio SNI, en el que se sembraba un asa de
masa microbiana obtenida de una placa con 24 h de incubacién. Tras 12 h
de crecimiento, se tomaba un volumen de dicho matraz y se inoculaba en el
fermentador hasta alcanzar una densidad &ptica inicial de 0,1.

Los cultivos mixtos se iniciaron utilizando inéculos contenidos en matra-
ces de Erlenmeyer de 250 ml de capacidad y donde crecian por separado las.
especies con las que posteriormente se iba a trabajar en el cultivo mixto. A
partir de estos matraces, se inoculaban en el fermentador distintos voliime-
nes, que contenian cada uno de ellos un determinado ntimero de microorga-
nismos, consiguiéndose de esta forma empezar el cultivo mixto con diferentes
proporciones, entre las que hemos utilizado: Staphylococcus aureus/Pseu-
domonas aeruginosa: S/P: 1/1; S/P: 4/1; y S/P: 1/8.

Realizamos cultivos de cada una de las cepas en el sobrenadante estéril
de la otra, utilizando el filtrado obtenido después del crecimiento de cada
una de ellas en el medio SNI, hasta fase estacionaria maxima. Después de
centrifugarlo a 7.000 g en centrifuga Sorvall SS-3 automatica, el sobre-
nadante se esterilizaba por filtracién y se complementaba con las proporcio-
nes originales de glucosa y vitaminas. Se realizaba posteriormente la siembra
de la otra cepa, estudidndose de nuevo los parimetros que esta especie pre-
sentaba: tasa especifica de crecimiento, ntimero maximo de células que al-
canza el cultivo, tiempo que tarda en alcanzar dicho ntmero de células, etc.

Productos extracelulares

Investigamos la presencia de sustancias estafiloliticas en el sobrenadante,
siguiendo la técnica de Zyskind y colaboradores (12): se precipita el sobre-
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nadante con acetona gota a gota hasta un 80 %, se resuspende el precipi-
tado en un tampoén de acetato 0,01 M, de pH 8,5, enfrentindose a una sus-
pension de Staphylococcus aureus.

RESULTADOS

Realizamos cultivos puros de los microorganismos que nos dieron los va-
lores patrén (figura I).
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Figura 1. Crecimiento de S. Figura 2. Crecimiento de S. aureus (O) y P. aerugi-
aureus (O) y P. aeruginosa (@) nosa (@) en cultivo mixto, comenzando con diferen-
en el medio SNI, en condicio- tes proporciomes: A) S. aureus/P. aeruginosa, 1/1;
nes dptimas B) S. aureus/P. aeruginosa 4/I; C) S. aureus/P.

aeruginosa, 1/8

Una vez conocidos los parametros del crecimiento en condiciones opti-
mas, iniciamos nuestras experiencias con el cultivo mixto, donde observaria-
mos las posibles variaciones respecto a los valores patrén, en la cinética de
crecimiento de ambas poblaciones, cuando crecian juntas en un mismo medio.
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Cultivo mixto de los microorganismos

Planificamos tres tipos de cultivo dependiendo del indculo utilizado
(figura 2): cultivo mixto que comenzaba con iné6culos idénticos, S/P: 1/1;
cultivo mixto que se iniciaba con predominio de la poblacién de Pseudomo-
nas aeruginosa, S/P: 1/8; cultivo mixto en el que la poblaciéon de Staphy-
lococcus aureus era la dominante, S/P: 4/1.

El crecimiento de Pseudomonas aeruginosa no se alteraba en ninguno de
los tres tipos de cultivo mixto. La inhibicién que en el crecimiento de esta
especie observaban De Repentigny y colaboradores (4) cuando se cultivaba
conjuntamente con Staphylococcus aureus, era debido a la acidificacion del
medio por S. aureus. Estando nuestro medio fuertemente tamponado, dicho
efecto inhibitorio no se manifesto.

Por otra parte, encontramos una inhibicién en el crecimiento de la pobla-
cidn estafilococica, que varia segtin el tipo de indculo utilizado en cada cul-
tivo.

Cuando dichos in6culos eran idénticos para las dos poblaciones, aparecid
una fuerte inhibicién de Stephylococcus aureus desarrollandose sélo desde
36.10° hasta 66.10° UV (unidad viable)/ml. Esta inhibicién que aparece desde
los primeros momentos, en los que las concentraciones de nutrientes son las
adecuadas para el desarrollo normal de ambas especies, nos induce a pensar
que dicho fendémeno no se debe a una competicién por los nutrientes del
medio, que segtn algunos autores (10) es una de las causas por las que
S. aureus ve afectado su crecimiento en presencia de otras bacterias.

Cuando Pseudomonas aeruginosa predominaba en el indculo (S/P: 1/8)
aparecia la poblacién estafilocécica fuertemente inhibida, alcanzando solamen-
te un total de 48.10° UV/ml. Este valor estdi muy por debajo del que esta
misma poblacién alcanza cnando se cultiva en ausencia de P. aeruginosa, que
es de 1016.10° UV/ml. En el cultivo mixto realizado con indculos en los
que domina la poblacion de Staphylococcus aureus (S/P: 4/1) aparece una
inhibicién en la poblaciéon estafilocécica que se manifiesta después de 5 h del
comienzo del cultivo. Hasta ese momento, S. aureus crecia del mismo modo
que en un cultivo puro.

Después de estas experiencias realizadas en cultivos mixtos, pensamos
que las condiciones del medio juegan un importante papel para que se desa-
trolle un determinado tipo de interaccién entre esa pareja de microorganis-
mos. Asimismo, las concentraciones iniciales de células con las que se inician
los cultivos (proporcidén: microorganismo afector/microorganismo afectado)
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son fundamentales para que dicha interacciéon se manifieste en mayor o me-
nor grado.

Cultivos en los sobrenadantes estériles

Para eliminar la posibilidad de una competicion por los nutrientes y con-
firmar la hipdtesis de un fenémeno de amensalismo, realizamos cultivos en
los sobrenadantes obtenidos de cultivos de Pseudomonas aeruginosa, a los
que afiadiamos los nutrientes agotados después de esterilizarlos por filtra-
cién. Utilizamos tres tipos de sobrenadantes, dependiendo del tiempo de cul-
tivo de P. aeruginosa: aquél en que s6lo habia desarrollado la fase exponen-
cial de crecimiento (cultivo de 6 h de crecimiento); sobrenadante obtenido
después de 24 h de cultivo de P. aeruginosa, es decir, cuando esta en fase
estacionaria ; sobrenadante obtenido después de 48 h de cultivo de P. aeru-
ginosa.

En la figura 3 se expresan los datos obtenidos cuando crece Staphylo-
coccus aureus en los diferentes tipos de sobrenadantes.

500r 1.5

100
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Figura 8 Crecimiento de S. aureus (unidades
viables) en el sobrenadante de P. aeruginosa
obtenido después de: 6 it (O), 2} h (@) v 48
h de cultivo ([]). Incremento de turbidez del
medio en los tres tipos de cultivo (B )
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Cuando crece Staphylococcus aureus en el filtrado obtenido después de
6 h de cultivo de Pseudomonas aeruginosa, presenta una tasa de creci-
.miento de 0,4% h™', calculada por el incremento de la densidad optica, idén-
tica a la del cultivo patrén. El recuento de viables da un resultado de carac-
teristicas totalmente diferentes, ya que encontramos inhibiciéon en las células.
viables desde las primeras horas de cultivo, semejante a la que aparece en
los cultivos mixtos. Esta discordancia del crecimiento en medio so6lido y me-
dio liquido nos indica que los productos vertidos al medio por P. aeruginosa
dafian a las células de S. aureus, impidiendo su crecimiento en los medios
s6lidos habituales, confirmando la teoria de Burke y Pattee (2) de que sus-
tancias aisladas de P. aeruginosa producirian formas de pared dafiada de
S. aureus en medio liquido.

Un fenémeno similar ha sido descrito por Lorian (8) que define como:
concentracién minima antibiética (CMA) a la menor concentraciéon de anti-
bidtico capaz de producir una reduccién significativa en las UV /ml de culti-
vo, aunque en éste aparezca crecimiento. LLa CMA es siempre menor o igual
que la concentracién minima inhibitoria (CMI) y da lugar a alteraciones
morfoldgicas y posiblemente bioquimicas de las células, observadas al mi-
croscopio electronico.

En el sobrenadante obtenido después de cultivar durante 24 h Pseudomo--
nas aeruginosa, habiendo afiadido los nutrientes agotados, se obtenia um
crecimiento en medio liquido idéntico al del cultivo patrén, con una tasa
de crecimiento de 0,42 h~'. El crecimiento en medio s6lido también presenta
una inhibicién en los recuentos celulares realizados cada hora, aunque em
este caso la inhibicién es menor, llegdndose a alcanzar hasta 93 ix 10° UV/
ml de Stephylococcus aureus. Esto nos indica que los productos se han de-
gradado o bien han sido reutilizados.

En el crecimiento logrado cuando se cultiva Stephylococcus aureus en el
sobrenadante obtenido de un cultive de 48 h de Pseudomonas aeruginosa,
podemos observar cémo los recuentos realizados cada hora coinciden com
los valores patrén.

El crecimiento de Pseudomonas aeruginosa en el sobrenadante de Sta-
phylococcus aureus nos da unos datos idénticos a los del cultivo patrén,
confirmandonos que nuestro medio fuertemente tamponado no da lugar a
la aparicién de los fenémenos inhibitorios que se han mencionado anterior--
mente.
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Productos extracelulares

Cuando a una suspensiéon de Staphylococcus aureus anadimos los pro-
-ductos extracelulares obtenidos del sobrenadante de Pseudomonas aerugi-
nosa por la técnica de Zyskind, observamos una rapida reduccion de la tur-
‘bidez. Esto confirma que el sobrenadante contiene sustancias con actividad
litica frente a S. eureus diferentes de las piocinas, que so6lo acttan frente

a bacterias relacionadas (6) y de la piocianina que no acttia como factor
litico (3).

DISCUSION

Los resultados presentados en este trabajo aportan una serie de datos
-para el mejor conocimiento del comportamiento de las poblaciones de Sia-
phylococcus aureus y Pseudomonas aeruginose cuando crecen juntos en un
medio de cultivo semisintético.

En el cultivo mixto de Staphvlococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa
-en medio SNI, se establecen interacciones entre ambos microorganismos,
con efectos negativos para S. aureus e indiferentes para P. aeruginosa. Se
-demuestra la importancia de la proporcién de los inéculos, en la inhibicidn
de S. aureus en el cultivo mixto: con indculos iguales o mayores de P.
-aeruginosa queda totalmente inhibido y sélo cuando las concentraciones
-son menores se aprecia crecimiento de S. aureus. Los recuentos de P. aeru-
_ginosa en todos los casos de cultivo mixto, independientemente del inéculo,
alcanzan valores idénticos a los del cultivo patroén.

La inhibicién que aparece en los recuentos celulares de Staphylococcus
.aureus cuando crece en el sobrenadante de Pseudomonas aerugimosa varia
segin el tiempo de crecimiento de esta especie, siendo mayor dicha inhibi-
cién cuando el sobrenadante procede de un cultivo que sélo se ha desarro-
Tlado hasta el comienzo de la fase estacionaria méaxima, lo que parece indicar
que los productos solubles vertidos al medio por P. aeruginosa se producen
durante la fase exponencial, siendo posteriormente degradados o reutili-
zados y acttian sobre S. aureus, en mayor o menor grado dependiendo de
su concentracién, pudiendo llegar a producir la lisis de las células.
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ESTUDIO DE LA FLORA BACTERIANA Y LEVADURAS
DE DOS LIGNITOS ESPANOLES

P. CHAVARRIA y C. RUIZ-ALARES

RESUMEN

Se aislan e identifican cepas de bacterias y levaduras a partir de dos mues-
iras de carbén de la cuenca de Teruel y de un abono organico comercial
obtenido a partir de carbon.

SUMMARY
A study about two Spanish coals microflora (bacteria and yeasts)

Pure cultures of yeasts and bacteria were obtained and identified from
two coal samples and one humic commercial fertilizer.

INTRODUCCION

Desde finales del siglo pasado (21, 22) se han realizado investigaciones
sobre la posibilidad de que determinados microorganismos fuesen capaces
«de utilizar el carbén como fuente de carbono. Los primeros intentos efectua-
dos en este tema (10, 27), al introducir fuentes de error en los tratamientos,
dieron unos resultados positivos que no pudieron considerarse dignos de
«conflanza y fueron rebatidos. De ciertos trabajos de Fischer y Fuchs (8) se
pudo deducir con alguna seguridad que existia un crecimiento muy lento de
un Penicillium a expensas del carbon en presencia de sales minerales. Pos-
‘teriormente, se llevaron a cabo investigaciones rigurosas (23, 24) y se obser-
varon crecimientos positivos de hongos tipo Penicillium v Trichoderma y de
Actinomicetos en lignitos cuando habia sales minerales vy fuentes solubles
de nitrogeno en el medio.

Asimismo, se han cultivado bacterias tipo Azotobacter (28) y de los géne-
tos Bacillus y Pseudomonas, entre otros (19), en extractos acrosos de car-

‘Microbiol. Espa. , 35 (1982), 4%.



44 P. Chavarria y C. Ruiz-Alares

bones (26) y productos de oxidacién de los mismos, asi como en acidos hi-
micos (6, 9), bitimenes (2, 29), extractos 4acidos de nitracién de antracitas,
turbas (31), etc.

El estudio del ataque o crecimiento de microorganismos en el carbdn tiene
como fines primordiales los siguientes: obtencion de proteina microbiana,.
aislamiento de sustancias antisépticas, conseguir un mejor conocimiento del
origen del carbén, lograr la licuefaccién del carbon en condiciones menos.
drasticas que las empleadas en los procedimientos quimicos convenciona-
les (18, 20), etc.

Todavia es dudoso, tanto la existencia de un ataque de los microorganis-
mos a los carbones, quizds por su estructura fisico-quimica, insolubilidad,
impedimento estérico, presencia de antibidticos, etc., como el que la microflora
encontrada en ellos sea indigena (13).

En el Instituto de Carboquimica se comenzé a trabajar sobre la microflo-
ra de carbones espafioles con el objetivo final de obtener del carbon por
medios microbiolégicos proteina celular y/o productos que pudieran apro-
vecharse como fertilizantes organicos. Estos filtimos se suponia que po-
drian obtenerse por oxidacién del carboén, actuando como agentes oxidan-
tes microorganismos descritos ya como tales y/o los aislados de los propios
carbones. Los productos resultantes de la oxidacién serian en gran parte,
como ocurre en los procesos de oxidacion por via quimica, sustancias ha-
micas, cuya accién beneficiosa como mejoradoras y fertilizantes de suelos
es sobradamente conocida (14, 17).

Se comenzd por el aislamiento e identificacion de los posibles microorga-
nismos: levaduras y bacterias presentes en lignitos espafioles y en un ferti-
lizante orgénico comercial fabricado a partir de carbén. Los mohos no se
consideran en principio por presentar su estudio y manipulacién problemas
dificiles de superar.

Dada la indole de microbiologia aplicada del trabajo tampoco se ha en-
trado en la polémica del posible cardcter autdctono de las cepas aisladas.

MATERIAL Y METODOS
Muestras analizadas
Un carbén procedente de la cuenca de Utrillas (Teruel) (II), otro de la

de Calanda (Teruel) (I) y un abono organico comercial obtenido a partir de
carb6n (Mo 80). En el cuadro 1 se expresan sus caracteristicas principales.
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Cuadro 1. Andlisis de las muestras utilizadas

Muestra Humedad | Cenizas Volatiles C | H l N | S
H 8,67 33,08 25,39 40,85 4,11 0,79 1,94
1 25,00 12,94 30,29 44,19 5,73 0,67 3,75
M 22,68 10,87 35,63 39,82 3,26 4,30 0.55

Las muestras no fueron tomadas en condiciones estériles y estaban pre--
paradas previamente para efectuar en las mismas los andlisis correspondien--
tes (@ part. << 0,25 mm y estabilizadas al aire).

Medios de aislamiento

La complejidad del substrato hizo necesario utilizar medios especificos:
para el aislamiento de los distintos microorganismos existentes en los car-

bones, adoptindose los a, b, d y e descritos por Jaschhof y Schwartz (12) y-
el plate count agar (11).

Aislamientos

Se siguieron las técnicas de expansiéon y agotamiento en placa. Como-
indculo se emplearon suspensiones 1/100 de carbén en agua estéril.
Las placas sembradas se incubaron a 28 °C durante 48 h.

Obtencidn de cultivos puros

Las colonias se seleccionaron, segtin su morfologia, por observacién en
lupa estereoscdpica, de modo que en la coleccidn estuvieran representadas
las diferentes especies segtin su abundancia en las placas.

La conservacion de los cultivos se realizd en el mismo medio en que se
aislaron. La nomenclatura de las cepas se establecié: la primera letra indica
la muestra de carbén de la que proceden y si proviene de una contaminacién
se utiliza la letra c; la segunda, el medio en que se han aislado, y el digito,.
el nimero de orden que ocupan en la seleccidn proporcional.
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ESTUDIO TAXONOMICO

Se realizaron las necesarias pruebas morfologicas y fisiolégicas.
En el estudio morfoldgico se consideraron los caracteres macro y micros-
«copicos (cuadros 2-3). Se realizaron tinciones Gram y de esporas.

Cuadro 2
Colonia Caracteristicas microscopicas

Hab Rosa, brillante, opaca, abultada, puntual

Hb1l

Hb2 Blanco hueso, 2— 4 mm @

‘Hb3

:Hb4 Como corona seca o forma volcdnica rugosa, 1 mm @

Ha3

_Had Amarillo palido, redonda, abultada, brillante, borde liso, 1- 1,6 nm Q.
Ma6 Amarillenta, irrcgular, alzada, 1 mm @

A—2* Amarillenta, irregular, alzada, 2 mm @

Me7

Me9 Abultada, brillante, transparente, borde liso, convexa, 0,5—2 mm Q
Me1l0
-cd4*
-cdb* . .

Crema, plana, extendida, brillante, 1— 2 mm @

-cd6*

cd7*

iB-1*

B—-2* Blanco hueso, plana, borde ondulado, 2—3 mm @

-C— 2%

D—2% Hueso, alzada, brillante, redonda, 1,6—2 mm @

1d9 Brillante, plana, rosacea, borde ondulado, 2 mm @

1d10 Brillante, plana, crema, borde ondulado, 2 mm

Hall Rosa, redonda, abombada, borde liso, 1,5 mm

Ha12 Redonda, blanda, blanca, borde ligeramente lobulado, 2— 3 mm &

Las pruebas. fisiolégicas se llevaron a cabo siguiendo el criterio y especi-
ficaciones del Bergey’s Manual (8), de Harrigan y McCance (11), Sker-
-man (30) y Difco Manual (7), para las bacterias. Por lo que respecta a las
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devaduras se siguieron las técnicas recomendadas por Lodder (16) y Ca-
priotti (5).

Si en algiin momento se reseflan pruebas segun otros autores, se da la
cita bibliografica a continuacidn.

Las cepas marcadas con asterisco han sido aisladas como contaminacio
mes de cultivos de levaduras del género Candida en medio que contenia
«carbén como principal fuente de carbono. Se aislaron ante la posibilidad de
«que al crecer en tal medio fuesen capaces de provocar alguna transforma-
cion en el carbdén o sustancias derivadas.

Al microscopio se pudieron apreciar las caracteristicas morfolégicas que
recoge el cuadro 3.

Cuadro 3

‘Colonia Caracteristicas microscépicas
Hab Formas bacilares terminadas en forma de porra
Hb1l .
Hb2 Formas bacilares gruesas, aisladas o en parejas, con formas triangulares, solas, en
Hb3 parejas y corptsculos refringentes diminutos
Hb4 Bacilos finos, profusién de esporas sueltas, algunas dentro, centrales, terminales,

1,7 0,6 p

‘Ha3
Had Cocos aislados, parejas, cadenas
‘Mab Cocos
Me7
Me9 Bacilos esporulados, cadenas, flexuosos, finos, tenues, 4,5 X 0,8 p
Mel0
<d4
<db Bacilos gruesos, largos, esporulados, aislados, cadenas, 4,6 1,2

46 g ®
<
«<d7

Bacilos esporulados, 4 X 1,2 p

Cocobacilos, aislados, parejas

Cocos, parejas

id9 Levaduras esféricas, tamafio medio, en parejas o grupos multigemantes, con gra-
Hall nulillos de grasa, propio de las rhodotorulas '
1d10

H all Levaduras elipticas, forma de saco, aisladas, alguna pareja
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Cuadro 4. Tinciones Gram y de esporas

Hb1 Me7 | ©d4
Tincién | Hab | Hb2 | Hbd | 183 | Mag | Me9 | €90 | B=1 | ol A o
Hb3 Had Me1o | ©d6 | B-2
. cd7
Gram + — + + + —_ + £+ + +
Esporas Nt Nt -+ — — -+ + + + —

Nt = prueba no realizada.

Cuadro 5. Estudio fisioldgico de las
cepas Hab, Hb1l, Hb2 y HD3

Hb1
Prueba Hab Hb2
Hb3
Utilizacion malonato — —_
Fenilalanina — —
Fosfatasa —_ —
NaCl 59/, — —
Rojo de metilo — —
SH, -+
Klieger | glucosa w -+
lactosa — -~
xilosa — -+
sacarosa — —
lactosa — +
Fermentacién de maltosa _ +
sorbitol — —
inositol — —
Indol — —
Pigmentos R .
Movilidad (-+) +
Catalasa + +
Oxidasa -+ -
Utilizicién citrato (Kosser) — - o
Reduccién nitrates (Griess) — —
Acido de manitol — -+
Hidrélisis almidén “+ -+
Voges-Proskauer (Mod. Barrit) — —
65° ’ — —
405" : o : _ 4
50° ’ ' - —

W = débil. R = rosa. (+) = dudosa.
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Cuadro 6. Pruebas fisiolégicas. Bacilos (})
Prueba Hb4 | Me7 | Me9 | Me10 | cd4 | cdb | cd6 | cd7 [B-1|B—2|C—2
glucosa + 4 4+ o+ 4+ + + +
X arabinosa 4+ 4° 4° +° - - - - - - -
Acido de xilosa 4+ 4o 4o 4o o _ _ o
manitol + 4° 4+° 4° = = - - = - -
Acetoina + 4+ + + + 4+ + + 4+ d a .
NaCl 79/, - = - = - - = = = = -
Sabouraud | caldo + 4+ 4+ -+ + 4+ + 4+ + 4+ +
dextrosa agar + 4+ 4+ +
Alcali de citratos 4+ - - - d 4 d d d 4+ 4
coseina - 4+ 4+ + —+ + 4+
o gelatina - 4+ + 4+
Hidro6lisis de almidén - 4+ + + 4+ + + + 4+ o+
‘ hipurato (25)  + :
Movilidad + + 4+ + + + + + + + +
Nitratos a nitritos (Griess) - 4+ + + + + + + + + +
Fenilalanina - - - -
Dihidroxiacetona + 4+ + +
Esporas | forma E E E E E E E E E E
(segtin | distensi6n esporangio — + + + - - - - - - -
Wirtz) |posicién c ¢ ¢ ¢ c C c C cC ¢
o = rotura medio E = eliptica C = central.
Cuadro 7. Pruebas fisioldgicas. Cocos
Prueba ‘ Ma6 A-2 \ Ha3 D-2 Ha4 cd?2 ’ cd3
Acido de glucosa (1)
aerobico (1) — — + -+ + — -
anaerobico (1) — — + -+ -+ — —
Fosfatasa (1) = —_ — — - —_ _
Acetoina (1) — - + + + — —
arabinosa (1) — — — - —_ — —_
lactosa (1) — —_ — + - _ _
Acido de | maltosa (1) — — — — — — —
xilosa (1) + -+ — + — — —
manitol (1) - — — — — —
NH, de arginina — —_ — — -+ — —
Indol (Ehrlich-Bshme's) — — —
Nitratos (Griess) — + + + + —_ —




Cuadro 8. Pruebas fisiolégicas. Levaduras

| 149

l 1d10

Hall

Hal2

Fermentacién
Escisién de arbutina
glucosa
galactosa
maltosa
sacarosa
lactosa
inositol
melibiosa
ramnosa
Asimilacién ! trealosa
de eritritol
manitol
xilosa
celobiosa
salicina
melecitosa
rafinosa
nitratos
Fluidizacion de gelatina
Hidrélisis del amidon

| +++++ |

L

P ++1

L1+

I+

R e

L4 4+ 11+

|

+ 1t

3
L+ 1+

I+ 1

Cuadro 9

Cepa

Especie

Hb4

Me7
Me9
Mel0

Ha3
D—2

Ha4

Hb1l
Hb2
Hb3

Hab

1d9
Hal1l

1d10
Hal2

Bacillus pumilus

B. polymyxa

B cereus

Micrococcus Cohn 7

Staphylococcus Rosenbach VI

Staphylococcus Rosenbach IV
Metallogenium personatum

Corynebacterium no patégeno

Rhodotorula rubra

Candida lipolytica var. deformans

0%

soupp-zmy ) K vuuvevy) g
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Los resultados de las tinciones Gram y de esporas se resumen en el
cuadro 4.

ESTUDIO FISIOLOGICO

Tomando como base el estudio morfolégico efectuado se verificaron las
pruebas fisiologicas indicadas en los cuadros 5-S.

Del estudio de las pruebas morfolégicas y fisioldogicas se han clasificado
las cepas aisladas como se indica en el cuadro 9.
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IMPORTANCIA DE STREPTOMYCES DENTRO DE LOS.ORGA-

NISMOS PROCARIOTICOS

Los organismos incluidos dentro del género Streptomyces son bacterias
que presentan una serie de caracteristicas notables, como son la de poseer
un ciclo de vida en el que existen verdaderos procesos de diferenciacién
<celular, ser productores de, practicamente, el 60 % de los 5.000 antibiéticos
conocidos (3) y participar activamente en los ciclos geoquimicos al ser uno
de los géneros mais directamente implicados en la humificacién de la materia
orgéanica.

Microbiol. Espaii., 35 (1983), 53.
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El ciclo de vida de un Streptomyces tipo comienza con la germinacién
de una espora, la cual colocada en condiciones adecuadas sufre una serie de
cambios morfoldgicos y fisioldgicos que desembocan en la emisién de un
tubo germinativo (21). Este tubo crece y origina hifas septadas que se
ramifican y que en el caso de encontrarse sobre un substrato sélido, tienden
a introducirse en él, o bien se agregan y forman «bolas» de micelio si el
cultivo se hace en medio liquido. Este conjunto de hifas recibe el nombre
de micelio vegetativo o substrato y su funcién es eminentemente asimila-
toria, constituyendo una adaptacién notable al crecimiento sobre medios.
sélidos de dificil degradacion (18).

En el caso de cultivos creciendo en medio sélido, se van a desarrollar
sobre el micelio substrato una serie de hifas perpendiculares a él, cuyo con-
junto constituye el micelio aéreo. Sobre éste se formaran esporas en cade-
nas por septaciéon de las hifas aéreas (20). El micelio aéreo representa una.
de las adaptaciones a la sequedad mas notable de entre los organismos pro-
cariéticos y constituye un caso interesante de convergencia evolutiva entre
estas bacterias y los mohos, los cuales, al ocupar practicamente los mismos:
nichos ecolégicos que los Streptomyces, han recurrido a soluciones adapta-—
tivas semejantes.

El proceso de esporulacién o la detencién del crecimiento vegetativo e
los cultivos crecidos en medio liquido, supone un cambio total de la actividad
biosintética de Streptomyces, de modo que estas circunstancias parecen ac-
tuar como sefiales activadoras del metabolismo secundario del microorganis-
mo, que empieza a sintetizar, y en muchos casos excretar, metabolitos, de
los que algunos presentan interés industrial. La amplitud de su metabo-
lismo secundario se manifiesta no sélo por la enorme cantidad de diferentes.
antibiéticos y otras sustancias de interés que el microorganismo produce como:
género, sino, sobre todo, por la capacidad de una cepa determinada de pro-
ducir varios antibidticos no relacionados estructuralmente, asi como la de
producir una serie de sustancias similares, pero con pequefias variaciones
entre si, cuyo conjunto constituye una «familia de compuestos».

Con tespecto a la importancia ecolégica de Streptomyces en la degrada-
ci6n de la materia orgénica, ya quedé apuntada su adaptacién a la fijaciém
y crecimiento sobre medios sélidos, a la que se une la posibilidad de biosin-
tetizar un impresionante conjunto de exoenzimas hidroliticas que incluyerr
proteasas, amilasas, lipasas y nucleasas. Un dato anecdético sumamente gra-
fico, relativo a la abundancia de los estreptomicetos en el suelo, es que el olor
tipico de la tierra htimeda se debe a la excrecién por estos microorganismos
de una sustancia volatil denominada geosmina (19).
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VENTAJAS DE UN SISTEMA DE CLONACION EN STREPTOMYCES

De las caracteristicas de Streptomyces sefialadas anteriormente, se dedu-
ce la importancia que tiene la manipulaciéon genética de los organismos de-
este género, ya que puede facilitar una mejor comprensién de los mecanis--
mos moleculares que conducen a su diferenciacién celular y a la vez, per-
mitir el desarrollo de proyectos de mejora de cepas productoras de metabo--
litos de interés aplicado. Afortunadamente, practicamente todos los métodos.
clasicos utilizados en el andlisis genético de los procariontes estdn desarro-
llados en Streptomyces; asi, es facil obtener mutantes por tratamiento de
las esporas, que son uninucleadas, con agentes fisicos o quimicos (26). Por
otro lado, el intercambio de ADN entre cepas distintas se puede llevar a cabo-
mediante varios procesos, como conjugacién mediada por plasmidos (26) y
transduccién mediante bacteriéfagos (46). En los tltimos afios se han desa--
rrollado ademds métodos de fusion de protoplastos en presencia de polieti--
lenglicol (28) y de transformacién de protoplastos con ADN cromosémico-
incluido en liposomas (36).

Por otra parte, la revoluciéon que para el analisis genético supuso la uti-
lizacién de la metodologia de ADN recombinante, hizo plantearse la posi--
bilidad de desarrollar en Streptomyces un sistema similar al introducido-
inicialmente en Escherichia coli. Este sistema podria ofrecer ventajas evi-
dentes, puesto que podria hacer susceptibles de andlisis y manipulacion a
cepas resistentes a los procesos clisicos de intercambio de ADN y a la vez,
potencialmente, podria ser un mecanismo de incremento de producciéon de
sustancias de interés, mediante la clonacién de genes clave de rutas biosin-
téticas en plasmidos multicopia o colocando los genes clonados bajo el con--
trol de promotores eficientes. Se vpodria incluso dar origen a la biosintesis

de antibi6ticos modificados, de forma que adquirieran nuevas propiedades
de interés.

Ahora bien, el desarrollo de un sistema de clonacién tiene varias exigen--
cias; en primer lugar, requiere de la existencia de replicones auténomos de-
pequefio tamafio, tipicamente plasmidos o bacteriofagos, que actien como:
vectores de ADN heterélogo que pretendemos clonar, y que lo perpetien
en la célula receptora como parte de si mismos. Estos replicones han de-
cumplir una serie de requisitos, como son poseer lugares de restriccion para
alguna endonucleasa especifica, tnicamente en zonas no esenciales para su
viabilidad, y codificar alguna propiedad por la que sea posible la seleccion
de las células que los han adquirido. Es, por otra parte, deseable que el vec--
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itor tenga lugares tnicos de restriccién en alglin gen con expresion fenoti-
pica evidente, para que la inserciéon de un fragmento de ADN en ese punto,
.al interrumpir la continuidad del gen, anule dicha expresion y asi podamos
seleccionar entre los clones que han adquirido el replicon, aquellos que po-
.seen una insercion de ADN heterélogo.

Otra exigencia de un sistema de clonacién es la permeabilizacion de las
.células huésped, de modo que el vector pueda ser introducido de forma efi-
«ciente en el citoplasma celular mediante un proceso de transformacion, que
.en el caso especializado de un vector bacteriofdgico recibe el nombre de
transfeccion.

SISTEMAS DE TRANSFORMACION-TRANSFECCION
EN STREPTOMYCES

Aunque en algunas especies de Streptomyces es posible alcanzar un grado
notable de competencia en células en fase exponencial tardia (33, 41), la ma-
yoria de los experimentos de incorporaciéon de ADN se han realizado con
protoplastos. Histéricamente, el primero en utilizarlos fue Okanishi (36),
-que empled Streptomyces kanamyceticus como receptor de ADN del bacte-
ribfago PK-66 en un proceso cuya eficiencia no puede ser cuantificada, por
haber continuado la incubacién en medio liquido de los protoplastos trans-
fectados, durante un periodo muy largo de tiempo.

Actualmente, los métodos usados en transformaciéon (6) y en transfec-
-cién (34, 47), permiten la deteccién individualizada de los protoplastos que
“han incorporado ADN exégeno, puesto que inmediatamente después de com-
pletado el proceso se siembran en medio sélido de regeneracion, en el cual
-aparceran como colonias que han adquirido las propiedades codificadas por
-el plasmido en el primer caso, o como placas de lisis en el segundo (en este
segundo caso los protoplastos se incluyen en una capa de agar semisélido,
segtin el procedimiento usual de cultivo de virus). Esto implica que en el
-caso de la transformacién es necesaria la regeneracién de los protoplastos,
-sin embargo, la transfeccién puede ser realizada incluso con cepas incapa-
ces de regenerar, puesto que, a los medios sélidos en que se siembran los
-protoplastos, pueden afiadirse también esporas de una cepa indicadora, sen-
sibles al bacteriéfago cuyo ADN se utiliz6 en la transfeccién, de manera
-que la progenie virica que se origina a partir del protoplasto transfectado
-pueda seguir su desarrollo y producir placas de lisis visibles.

Los métodos de transformacién y transfeccion son muy similares. En am-
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Dbos casos se utiliza polietilenglicol como mediador de la incorporaciéon de
ADN a los protoplastos, existiendo proporcionalidad directa entre la canti-
. «dad de ADN utilizada y el nimero de transformantes-transfectantes que se
obtienen. Esto indica que, al menos en las cepas ensayadas, las nucleasas
intracitoplasmaticas no suponen una barrera efectiva a la penetracion de
ADN exégeno. Esta proporcionalidad se observa incluso a concentraciones
muy altas de ADN en transformacion y en algunas combinaciones proto-
plasto-ADN bacteriofagico en transfecciéon; sin embargo, en otras se al-
canza una saturacién del sistema, y asi el incremento de la concentracién de
ADN bacteriofdgico no se corresponde con un aumento en el néimero de
transfectantes, de modo que parece existir, en estos casos, una subpoblacion
de protoplastos competentes, mientras el resto seria resistente a la infeccion
-por ADN exégeno (figura 1) (47, 49).
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Figura 1. Diferente efecto de la concentracion de ADN bacteriofdgico sobre la fre-
cuencia de transfeccidn en funcidn del sistema ADN/protoplasto. a) ADN del bacte-
ridfago VP 5 con protoplastos de S. coelicolor. b) ADN de FC 31 con protoplastos

de S. lividans 66 (49)

La incorporacién de ADN por los protoplastos es un proceso muy rapido
:que se completa en menos de un minuto, existe competencia para la pene-
traciéon por ADN heterélogo, es dependiente de la concentraciéon de iones
«divalentes del medio y es efectiva tanto con ADN lineal como con ADN
:circular abierto o superenrollado (47).

Tanto en la transformacién como en la transfecciéon es importante el
estado fisiologico de las células de que proceden los protoplastos. Asi, hay
:cepas, como Streptomyces lividans 66, cuyos protoplastos son competentes
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casi independientemente del estado de las células de que se originaron, aun-
que parece existir un maximo de competencia si las células estdn en fase:
logaritmica tardia (50). En otros casos, como en S. parvulus, soélo se ob-
serva transfeccion cuando los protoplastos proceden de cultivos muy jove—
nes, y lo mismo ocurre con S. albus G, tanto en transfeccion como en trans--
formacion (49).

Las frecuencias tipicas son de alrededor de 1,6 - 10~* transformantes/mo-
lécula de ADN del plasmido SLP 1.2 (véase seccién siguiente) y de 2. 10~%
transfectantes/molécula de ADN del bacteriéfago ZC 31 (sistemas en que:
no se ha observado saturacién por la concentracién de ADN) (25, 49). Estas.
frecuencias, aunque son suficientes para muchos experimentos de clonacioén,
son sin embargo relativamente bajas para experimentos en que se requiera
la clonacién de genes a partir del ADN total de un organismo (shot-gun
cloning), sobre todo en el caso de que el vector sea bacteriofagico. Por
ello, se ha desarrollado una técnica en la que se emplean liposomas vacios
de pequefio tamafio como «transportadores» de ADN. De este modo, e
condiciones 6ptimas, utilizando liposomas cargados positivamente con es-
tearilamina, se obtienen frecuencias de transfeccion de 2 .10~% transfectan-
tes/molécula de ADN de ZC 31 y de 3.10* transformantes/molécula de-
SLP 1.2. El hecho de que la concentracién 6ptima de polietilenglicol en este
proceso (60 %) coincida con la encontrada en la fusién de protoplastos (28)
parece indicar que las interacciones membrana-membrana juegan un papel
importante en la estimulacién (40).

VEHICULOS DE CLONACION EN STREPTOMYCES

Como dijimos anteriormente, un vehiculo de clonacién debe ser una mo--
lécula de ADN pequefia, capaz de autorreplicarse auténomamente en el cito-
plasma de la célula huésped; por tanto, las moléculas utilizables como vec--
tores son plidsmidos, bacteriéfagos o hibridos de ellos. Asi pues, en los si-
guientes apartados nos referiremos a las caracteristicas de los plasmidos y
los bacteriéfagos de Streptomyces que han sido, o que pueden ser usados
en un futuro préximo como vectores, asi como de las modificaciones de su
informacién genética, introducidas habitualmente por manipulacién in vitro,.
para ampliar su utilidad.
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Vehiculos de clonacidn plasmidicos

En los dltimos afios han aparecido multitud de articulos comunicando el
«descubrimiento y caracterizacién de plasmidos en diferentes especies del gé
mero Streptomyces (1, 23, 32, 38). Se han adscrito funciones a algunos de
-estos plasmidos y ademds se han sugerido como plasmidicas una serie de fun-
-ciones méis o menos inestables, con capacidad de reversion extraordinaria-
mente baja o inexistente, como serian la produccién y/o resistencia a algunos
-antibidticos, la capacidad de produccién de pigmentos y enzimas exocelula-
res y también funciones de diferenciacién (11, 24).

Sin embargo, hasta el momento actual, los tnicos plasmidos que han sido
empleados en clonacién o en la construccién de vectores, son los capaces de
replicarse en Streptomyces coelicolor A 3 (2) o en cepas relacionadas con él,
como S. lividans 66. Este interés se deriva del hecho de que existe un buen
conocimiento de la genética de este organismo (16, 26) y existen multitud
de mutantes en propiedades importantes, que podrian ser utilizados como
receptores para posibles genes clonados, de modo que fuesen facilmente iden-
tificables v en los que se podrian estudiar sus funciones.

Dentro de estos plasmidos, nos referiremos aqui especialmente a tres,
'SCP 2, SLP 1.2, pIJ 101 y a sus derivados.

Todos ellos son plasmidos conjugativos que presentan una propiedad co-
‘mun denominada «zigosis letaly (4), por su similaridad con el fenémeno de
igual nombre observado en Escherichia coli (45). En este proceso, las colo-
nias portadoras de plasmido, crecidas sobre un césped de la misma cepa
carente de él, provocan en ésta un retraso en el crecimiento, de modo que
-alrededor de aquellas colonias aparecen zonas de inhibicién, facilitando de
este modo la seleccién de las cepas que contienen el plasmido. Esta propie-
dad es importante en clonacién, puesto que permite seleccionar aquellas cé-
lulas que han adquirido el vector por transformacién, del resto del cultivo.
Ahora bien, estos plismidos no poseen ninguna otra propiedad selecciona-
‘ble, por lo que los primeros experimentos de clonacién llevados a cabo con
ellos, fueron precisamente para introducirles nuevas marcas seleccionables
'y asi hacerlos més fitiles como vectores.

1) Plismidos del grupo SLP 1

Esta serie de plasmidos fue descubierta como consecuencia de cruces in-
terespecificos entre Streptomvces coelicolor v S. lividans 66, al observarse
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que las colonias de S. lividans de la progenie expresaban el fenotipo zigosis
letal cuando crecian sobre S. lividans 66. Aunque en un principio se pensé
que estos plasmidos eran originarios de S. lividans (de ahi su denominacion),
hoy estd claro que su origen es S. coelicolor, en el cual estin integrados
en su cromosoma de forma estable (7). El analisis de clones distintos, que
originaban zonas de inhibicién distintas entre si, revelé que existia toda
una serie de plasmidos de tamafios diferentes, aunque todos ellos con una
porcién comin, de modo que cada plasmido incluia en su ADN la totalidad
del ADN de los plasmidos de tamafio inferior al suyo. A esta «familiay de:
plasmidos se la denominé SLP 1.1, SLP 1.2, y asi sucesivamente. Por ob--
tenciéon de mutantes incapaces de inducir zigosis letal en S. lividans 66, se
pudo demostrar que SLP 1 estd normalmente integrado en el cromosoma.
de S. coelicolor, de donde se puede liberar llevandose porciones variables de:
las secuencias cromosémicas adyacentes, que por definicién son innecesarias
para la viabilidad del plasmido, de modo que los lugares de restriccién exis—
tentes en estos fragmentos podrian ser utilizados en clonacién.

Por esta razén, aunque los plismidos tienen 