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PRODUCTION OF PROTEOLYTIC WITH SPECIAL RE­
FERENCE TO FIBRINOLYTIC ENZYMES BY FUNGI 

A. F. ABDEL-FATTAH and A. S. ISMAIL 

Laboratory of Microbial Chemistry, National Research Centre, Dokki, Cairo (Egypt) 

SUMMARY 

In the present work the production of fibrmolytic, gela-
tinase, caseinase and milk-clotting enzymes from various fungi 
under different cultural conditions has been studied. Co-
chlioholus lunatus was the most potent producer of active 
fibrinolytic enzymes in surface culture at 6 days incubation. 
Production of the fungal fibrinolytic enzyme was considerably 
affected by initial pH values of the culture medium. Culti­
vation at pH 7.0 was the most favourable for stimulation of 
fibrinolytic enzyme, reaching its highest activity (97.6 ¡j.g 
tyrosine/ml reaction mixture). 

RESUMEN 

En el presente trabajo se ha estudiado la producción de en­
zimas proteolíticas que degradan la gelatina, caseína y fibrina 
a partir de varios hongos cultivados en diferentes medios. Se 
encontró que Cochliobolus lunatus era el más potente produc­
tor de enzimas fibrinoliticas, observándose que la actividad 
máxima era considerablemente afectada por el valor inicial 
dçl pH del medio de cultivo. La inoculación a pH 7,0 resultó 
ser la más favorable para estimular la actividad fibrinolitica, 
obteniéndose una actividad máxima de 97,6 fig tirosina/ml. 

INTRODUCTION to the apparent significance of these 
enzymes in thrombosis therapy in man. 

Search for new microbial sources Tillet and Garner (12) discovered a 
of fibrinolytic enzymes has become a bacterial enzyme capable of thrombus 
common goal for many workers due dissolution. Bergkvist (2) reported on 

Miorobipl, Bspafl., 36 (1983), 59. 



60 A. F. Abdel-Fattah and A. S. Ismail 

the production of three different pro­
teases by Aspergilhis oryzae by sub­
merged cultivation on a protein and 
carbohydrate rich medium. Ivis and 
Tosoni (8) obtained fibrinolytic enzyme 
from Aspergillus oryzae (B-1273) which 
showed an ideal thrombolytic activity. 
The present work deals with the pro­
duction of fibrinolytic,, gelatinase, ca-
seinase and milk-clotting enzymes from 
various fungi under different cultural 
conditions. Emphasis was therefore 
focused on the fermentative production 
of fibrinolytic enzymes by Cochliobolus 
hmatus. As far as we are aware noth­
ing has yet been reported on the fibri­
nolytic enzymes of the latter organism. 

MATERIAL AND METHODS 

Microorganisms 

The fungal strains used in the pre­
sent work were obtained from the 
Fungal Collection of the National Re­
search Centre, Cairo, Egypt and from 
the United States Department of Agri­
culture, Agricultural Research Service, 
Northern Utilization Research and De­
velopment Division, Peoria, Illinois 
61604, U.S.A. (NRRL). 

Cultivation 

Transfers were made from the sub­
cultures to Dox's agar plates, which 
were then incubated at 30 '°C for 7 d. 
Liquid cultures were grown in 250 ml 
flatbottomed flasks, each containing 
50 ml sterile medium. Tw^o discs, 
each of 1 cm diameter were cut from 
7-days-old culture plates and used for 
inoculating each flask. The culture 
flasks were incubated at 30 '°C using 
the surface and shaken culture tech­
niques. 

Culture media 

The following culture media were 
used (g/1) : Medium : peptone, 10 ; 
bacta yeast extract, 2.0 ; MnSO^H^O^ 
0.003; ZnS04.7H20, 0.0044; FeSO^. 
.7.H2O, 0.00723 and few drops of 4N 
H2SO4. This medium and the follow­
ing media were prepared in tap water 
and adjusted to pH 6.98 with 1 N HCl 
acid before autoclaving. Media 2, 3^ 
4, 5 and 6: had the same composition 
as medium 1 but peptone and yeast 
extract were substituted by the follow­
ing nitrogen sources, respectively : 
bovine fibrin blood, 17.9883; soybean^ 
23.303; casein (Difco), 10.7327; corn 
steep powder, 29.0189 ; sodium nitra­
te, 9.3382. Medium 7: had the same 
composition as medium 1 but glucose 
monohydrate, 11.0002 ; was added as 
carbon source. Media 8, 9, 10 and 
11 : had the same composition as me­
dium 7 but glucose was substituted by 
the following carbon sources, respec­
tively : sucrose, 5.0; lactose, 5.2632; 
ribose, 12 ; soluble starch, 10. Me­
dium 12: had the same composition 
as medium 7 but peptone and yeast 
extract were substituted by casein, 
10.7327. Media 13, 14, 15 and 16 : had 
the same composition as medium 12 
but glucose was substituted by the 
following carbon sources, respectively: 
sucrose, 5.0 ; lactose, 5.2632 ; ribose, 
12 ; soluble starch, 10. 

Determination of protein content 

This was done by the method of 
Lowry et al. (10). 

Examination of fibrinolytic activity 

This was done using the phenol 
color method as described by Green-
berg (7). 
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Examination of caseinase activity 

This was done according" to the me­
thod of Bergkvist (1). 

Examination of milk-clotting activity 

This was achieved using the method 
of Berridge (3). 

Examination of gelatinase activity 

This was done according to the me­
thod of Bergkvist (1) for proteases of 

buffered enzyme solution (phosphate 
buffer, pH 6.98). 

RESULTS AND DISCUSSION 

The culture filtrates obtained after 
cultivation of the investigated fungal 
isolates in medium 1 were used for 
assaying the proteolytic activities. 
Almost all the fungal cultures inves­
tigated produced or no milk-clotting 
and caseinase activities. On the other 
hand, the culture filtrates of Cochlio 
bolus lunatus and Drechslera hawaiien-
sis, in sur^face culture, and Aspergillus 

Table 1. The gelatinase activity of the culture filtrates of fungal cultures 

Micro-organisms 

Period of incubation (days) 

Aspergillus flavus 90 

tl, niger NRRL 609 

A. niger NRRL 372 

A. niger NRRL 321 
A. ochraceus 

A. t err eus 

Cochliobolus lunatus '• 

Drechslera hawailensis 

Epicoccum nigrum 

Fusarium solani 

Macrosporium dadosporioides 

Pénicillium chrysogenum 

P. citrinum 

Trie hod erma lignorum 

1 'richo thecium roseum 

Gelatinase acttvity ("/ 
after 11 

Sur 

6 

6.41 

13.29 

0,45 

22.49 

25.12 

0.93 

53.30 

51.60 

5.00 

1.45 

35.51 

43.27 

0.65 

0.00 

12.05 

ace culture 

9 

13.98 

9.00 

15.13 

16.66 

38.91 

1.00 

54.95 

53.35 

18.33 

4.37 

24.36 

28.52 

11.21 

1.28 

18.06 

12 

32.16 

8.30 

4.22 

16.60 
31.57 

21.18 

51.05 

55.10 

18.87. 

3.2 

24.50 

28.14 

23.77 

21.98 

1.28 

0 reduction in viscosity 
min) 

Sha 

3 

46.78 

7.70 

10.24 

2.14 

13.14 

50.03 

22.55 

40.67 

24.03 

3.34 

21.62 

48.76 

0.00 

15.75 

0.00 

ken culture 

5 

15.43 

17.52 

6.34 

3.51 

10.56 

53.49 

24.92 

37.61 

34.11 

37.33 

27.06 

27.46 

0.00 

3.05 

31.14 

9 

3.66 

0.00 

0.00 

0.38 

10.25 

48.60 

16.94 

4.08 

40.05 

5.11 

13.98 

16.13 

11.23 

0.00 

0.49 

Aspergillus orysae by estimating the 
decrease in the relative viscosity of 
5 % gelatin solution containing the 

terreus, in shaken culture, showed the 
highest gelatinase activities (table Î), 

Of the 15 funp'al isolates investi-
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gated, Cochliobolus hinatus was the 
most potent and produced active fibri­
nolytic enzymes in surface culture at 
6 days incubation {table 2). Produc­
tion of similar proteolytic enzymes by 
other fungal cultures has been reported 
by many authors (1, 5-6). 

Substitution of peptone + yeast ex­
tract by casein (medium 4) did not 
affect the mycelial growth but resul­
ted in significant increase in fibrino­
lytic activity. On the other hand, 
sodium nitrate was unsuitable nitrogen 
source for the production of fibrinoly-

Table 2. The fibrinolytic activity of the culture filt7'ates of fungal cultures 

Micro-oorganisms 

Period of incubation (days) 

Aspergillus flavus 90 

A. niger NRRL 609 

A. niger NRRL 372 

A. niger NRRL 321 

A. ochraceus 

A. t err eus 

Cochliobolus lunatus 

Drechslera hawaüensis 

Epic oc cum nigrum 

Fusarium solani 

Macrosporium cladosporioides 

Pénicillium, chrysogenum 

P. citrinum 

Trichoderma lignorum 

Trichothecium roseum 

Fibrinolytic activity (ug tyrosine released 
per 1 ml of reaction mixture) 

Surface culture 

6 

41.27 

9.00 

6.45 

14.24 

17.85 

37.03 

72.57 

34.94 

23.55 

37.79 

17.22 

39.16 

29.25 

32.22 

32.87 

9 

37.8 

9.29 

6.00 

18.59 

19.88 

29.25 

56.75 

32.72 

19.83 

32.09 

14.87 

24.29 

23.54 
42.00 

32.49 

12 

37.8 

19.95 

24.29 

6.45 

9.29 

24.9 
53.28 

31.47 

19.83 

30.74 

10.04 

18.59 

26.39 

25.64 

27.68 

Sha 

3 

72.00 

7.07 

10.65 

4.2 

39.9 

62.21 

39.16 

46.23 

72.00 

42.00 

70.64 

71.09 

71.13 

16.49 

23.34 

ken culture 

5 

62.21 

10.65 

13.5 

16.35 

18.59 

58.13 

39.83 

47.72 

46.4 

40.66 

55.40 

69.69 

65.67 

11.4 

22.02 

9 

46.23 

4.95 

13.64 

12.89 

33.59 

29.98 

37.05 

24.9 

41.84 

34.95 

35.69 

66.83 

55.40 

13.64 

20.03 

Suitability of different media for the 
production of fungal fibrinolytic enzy­
mes was investigated using Cochliobo­
lus lunatus in surface culture. Subs­
titution of yeast extract and peptone 
(medium 1) by soybean (medium 3) or 
corn-steep (medium 5) led to decrease 
in fibrinolytic activity. On using bo­
vine fibrin as nitrogen source a good 

was only obtained. mycelial growth 

tic enzymes. In all cases, the pH 
values of the culture filtrates lied in 
the alkaline range and were almost 
identical (table S). These results are 
in agreement with those reported for 
the production of extracellular fibrino­
lytic enzymes by Aspergillus terríco­
la (9) and Trichothecium roseum (11). 

In the presence of peptone -i- yeast 
extract as the nitrogen source {ta-
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ble 4)^ addition of glucose (medium 7), 
sucrose (medium 8), lactose (medium 
9) or soluble starch (medium 11) led 
to decrease in the fibrinolytic activity. 
On the other hand, ribose had a stimu-

either glucose (medium 12), sucrose 
(medium 13), lactose (medium 14), ri­
bose (medium 15) or soluble starch 
(medium 16) favoured mycelial growth 
but lowered fibrinolytic activity. 

Table 3. Effect of nitrogen source on the production of fibrinolytic enzyme 
by Cochliobolus lanatus 

Medium 
number 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

Nitrogen source 

Peptone + yeast extract 

Bovine fibrin 

So5rbean 

Casein 

Corn steep 

Sodium nitrate 

Dry weight 

of myce­
lium {mg/ 

50 ml 
culture 

medium) 

140.0 

616.5 

599.2 

139.6 

540.0 

23 .4 

pH of 
culture 
filtrate 

8.1 

8 .0 

8.2 

8 .3 

8 .0 

8.2 

Protein 
content 

of culture 
f titra te 

(mg/ml) 

3.72 

3.60 

2 .70 

5.10 

2 .43 

0 .08 

Fibrinolytic 

activity (ug 
tyrosine 

released/ 
ml of reac­

tion mixture) 

49.87 

51.25 

24.90 

61.17 

25.64 

10-03 

Table Jf. Effect of carbon source, in presence of peptone + yeast extract as 
nitrogen source, on the production of fibrinolytic enzyme by Cochliobolus lunatus 

Medium 
number 

Carbon source 

Dry weight 
of myce­
lium (mg/ 

50 ml 
culture 
medium) 

pH of 
culture 
filtrate 

Protein 
content 

of culture 
filtrate 
(mg/ml; 

Fibrino'ytic 
activity (ug 

tyrosine 
released/ 

ml of reac­
tion mixture) 

7 

8 

9 

10 

11 

Glucose 

Sucrose 

Lactose 

Ribose 

Soluble starch 

314.5 

247.4 

300.0 

310.0 

366.5 

7.7 

7 .9 

7 .8 

7 .4 

7 .8 

2 .59 

2.70 

3.14 

4 .78 

2.74 

34.20 

37.66 

42.64 

60.40 

32.69 

latiiig effect whereby the culture fil­
trate possessed the highest fibrinolytic 
activity (medium 10). In presence of 
casein as nitrogen source, addition of 

The effect of phosphate level in the 
culture medium 4 using different con­
centrations of K . H P O , and KH^PO, 
was also investigated. In either case,, 
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productivity of fibrinolytic enzyme va­
ried within a limited range. These 
results are in contrast with those 
reported by Fayek et al. (6) for 
the production of fibrinolytic enzyme 
by Fusarium semitectum. The latter 
authors found that the highest enzyme 
activity was detected within a concen­
tration range of phosphate from 
0.05-0.1 M while no activity was detec­
ted at 0.25 M., 

Production of the fungal fibrinolytic 
enzyme was considerably affected by 
initial pH value of the culture medium. 
Cultivation at pH 7.0 was the most 
favourable, whereby production of 
fibrinolytic enzyme was stimulated and 
reached its highest activity (97.6 /xg 
tyrosine/ml reaction mixture). 

From the above, it is obvious that 
composition of the culture medium had 
a considerable effect on the elabora­
tion of the fibrinolytic enzyme by the 
selected fung^al isolate. " Furthermore, 
the suitability of medium composition 
on elaboration of the enzyme varied 
with the fungal isolate. These conclu­
sions are in accord with those reported 
by Egorov et al. (4) on the biosynthe­
sis of proteinases with thrombolytic 
activity by mold fungi. 
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EL LIPOPOLISACARIDO DEL PSEUDOMONAS 
SAVASTANOI 

M. SANTAOLALLA y L. CAÑAS 

Instituto de Microbiología « Jaime Ferrán», CSIC, Madrid 

RESUMEN 

El LPS del Pseudomonas savastanoi observado al micros­
copio electrónico, tanto en tinciones positivas o negativas, es 
morfológicamente igual a otros LPS procedentes de bacterias 
gran-negativas y patógenas de animales. Químicamente, en su 
polisacárido, la suma de ramnosa y glucosa supera el 70 % del 
total ; éste está desprovisto de heptosas. 

El resultado del fraccionamiento con sephadex G 50 indica 
ser un LPS de una cepa semirrug'osa. 

El lípido A de este LPS es especifico por su composición, 
tanto cualitativa como cuantitativa, como nos lo indica la pre­
sencia conjunta de los ácidos palmítico y palmitoleico, aunque 
básicamente está compuesto por ácidos grasos superiores co­
munes a otros lípidos A de LPS de bacterias patógenas de 
animales. 

SUMMARY J . , 

The LPS of Pseudomonas savastanoi is morphologically 
similar at the electron microscope (negative and positive stain­
ing) to others LPS from Gram-negative animal pathogens 
bacteria. Cremically, in the polysaccharide, the percentag'e of 
ramnose plus glucose was more than 70 % of the total and it 
did not contain heptoses. 

The results of Sephadex G 50 fractionation indicates a LPS 
of a SR strain. 

The lipid A from Pseudomonas savastanoi LPS is especific 
by its quantitative and qualitative composition, viz. The 
presence of palmitic and palmitoleic acids together, but 
basically is composed by long'-chain fatty acids conmim to 
other lipids A in bacterial pathogens. 

JVIicrobiol . E s p a ñ . , 36 (1983), 85. 
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INTRODUCCIÓN 

El lipopolisacárido (LPS) es el com­
ponente más importante de la endo-
toxina de los microorganismos gram-
negativos y se localiza en la membra­
na externa de la pared celular. 

La macromolécula del LPS está 
constituida por tres regiones bien di­
ferenciadas : 1*) las cadenas laterales 
específicas O portadoras de la especi­
ficidad inmunológica, constituidas por 
monosacáridos ; 2^) el denominado co­
razón, de composición similar en la 
mayoría de los LPS, también formado 
por monosacáridos, aunque lleve algu­
nos específicos : las heptosas y el 3-
desoxi-octulosónico (KDO), que sirve 
de unión entre el polisacárido antigé-
mco ; y 3^), el lípido A. 

Hasta ahora se han estudiado exten­
samente los LPS de bacterias patóge­
nas para el hombre y los animales, y 
sólo algunos de bacterias fitopatóge-
nas (5, 17-18). 

En el presente trabajo estudiamos 
el LPS del Pseudomonas savastanoi, 
microorg'anismo gram-negativo y pató­
geno de plantas, causante de la tuber­
culosis del olivo, enfermedad muy di­
fundida en los olivares españoles, don­
de también se conoce con los nombres 
de «verrugas», «roña», etc. 

A continuación, hacemos nn estudio 
submicroscópico y químico del LPS 
con objeto de comparar nuestros re­
sultados con aquellos otros obtenidos 
por diversos investigadores en bacte­
rias patógenas para el hombre y los 
animales. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Empleamos el Pseudomonas savasta­
noi aislado de tumores de ramas jóve­
nes de olivos situados en El Molar 

(Madrid), y cultivado en caldo común^, 
en matraces Erlenmeyer de 6 1 de ca­
pacidad, con agitación en un incubador 
Shaker, a 250 rpm, a la temperatura de 
28 ''C, durante 24 h. Separamos por 
centrifugación los microorganismos y 
los lavamos tres veces, consecutivas, 
con agua destilada estéril ; caracteriza­
mos el P. savastanoi por los métodos^ 
taxonómicos habituales. 

Técnicas de microscopía electrónica 

Observamos el LPS y lo fotografia­
mos empleando las tinciones negativa. 
y positiva de la misma forma indicada 
en trabajos anteriores (16'-17). 

Métodos empleados para la extraccióm 
del LPS 

1. Método del fenol-agua de West-
phal y Jann (21), purificación por uL 
tracentrifugación y tratamiento con? 
ribonucleasa (16-17). 

2. Extracción previa de la endoto-
xina y a partir de ésta el LPS, siguien­
do el método de Konno (9). 

3. Para comprobar la posible exis­
tencia del LPS en la fase fenólica del 
método fenol-agua, empleamos el mé­
todo señalado por Hurvell (6). 

Análisis químico 

Para identificar lipopoHsacáridos em­
pleamos el reactivo de Schwimmer y 
Bevenue (19) ; la identificación se com­
probó por los patrones tipo, correspon­
dientes. 

La determinación cuantitativa de los: 
monosacáridos, por cromatografía en-
fase gaseosa : utilizamos el método de 
Laine y cois. (10) para formar los co­
rrespondientes alditoles, que a conti-
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nuación acetilamos con piridina y anhí­
drido acético. Empleamos un croma-
tógrafo de gases Perkin-Elmer, mod. 
Sigma 3, con integrador/programador 
Sigma 10, columna 3 % SP-2340 en 
100/120 Supelcoport, de 2 m x 2 mm 
(vidrio), temperatura inicial 200 °C, 
final 230 ^C, flujo 30 ml/min de nitró­
geno. Detector de ionización de llama, 
sensibilidad 10"̂ *̂  ; para la correcta 
identificación de los monosacáridos 
empleamos patrones de Applied Scien­
ce Laboratories y comparamos los 
tiempos de retención. 

Fraccionamos el polisacárido en Se-
phadex G 50 siguiendo el método in­
dicado por Jann y cois. (7), y como 
eluyente empleamos una solución de 
piridina : ácido acético : agua, 10 : 4 : 486 
(v/v), pH 5,2, y una columna de 57 
cm X 2 cm. Controlamos las fraccio­
nes mediante el método de la antrona 
y las estudiamos por cromatografía de 
gases. 

La electroforesis del LPS en geles 
de poliacrilamida se realizó utilizando 
el método de Jann y cois. (7). 

Análisis del lípido A 

Empleamos los mismos métodos que 
en trabajos anteriores (17-18). 

Investigamos la posible existencia de 
distintos lípidos A por cromatografía 
en capa fina, usando cromatofolios de 
aluminio silicagel 6OF254 ; como sol­
ventes utilizamos los siguientes : a) 
cloroformo-metanol-agua : 65 : 22,5: 3,5 
(v/v) ; b) 2-butanol : n~propanol : agua, 
2:10 : 5 (v/v) ; como reveladores em­
pleamos la ninhidrina en acetona al 
2 % y el reactivo de Dittmer y Les­
ter (3). 

El análisis cuantitativo de los ácidos 
grasos, previamente metilados por el 
método de Metcalfe y Schmitz (13), 
se realizó en un cromatógrafo de ga­

ses Perkin-Elmer, mod. Sigma 3, com 
integrador/programador Sigma 10, co­
lumna 3 % SP-2100 DOH Supelcoport 
2 m X 2 mm (vidrio), temperatura-
inicial 120 °C, final 220 C , flujo 30 
ml/min de nitrógeno ; detector de ioni­
zación de llama, sensibilidad 10"-̂ ^ ; vo­
lumen de la muestra 3 fxl. Como patro­
nes para la comparación de los tiem­
pos de retención, se empleó una mezcla 
de esteres metílicos de ácidos grasos 
de bacterias Supelco, NC. 4-5436, di­
sueltos en metilcoproato (25 mg/ml), 
y también los derivados metílicos de 
cada uno de los ácidos identificados. 

RESULTADOS 

La estructura submicroscópica delf 
LPS total es semejante a la observada 
en otros lipopolisacáridos estudiados-
por nosotros (16-18). 

Análisis químico de los polisacárido s 

El LPS purificado y liofilizado, so­
metido a hidrólisis para separar el lípi­
do A del polisacárido, dio los porcen­
tajes expresados en la tabla 1 según eK 
tipo de hidrólisis empleado. 

Tabla 1 

Hidrólisis 
Lípido A 

?/o' 
Polisacárido 
proteína, % 

Acido acético, 1 O/Q 
Acido clorhídrico 
0.1 N 

19,60 

22,80 

61,50 

62,30 

Los porcentajes de N y P que co­
rrespondieron a este Hpopolisacárido^ 
fueron respectivamente de 4,01 y 3,6-
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La media de los porcentajes de en-
dotoxina y lipopolisacárido bruto y 
purificado, según el método de extrac­
ción empleado, la expresamos en la 
iabla 2. 

Tabla 2 

Método de extracciÓQ 

Según Westphal y Jann 
Según Konno 

Endo-
toxina 

3,90 

s p s 

Bruto Puro 

11,90 2,20 
1,90 

Los restütados se refieren a porcen­
tajes referidos a peso seco del micro­
organismo. 

También se realizó una prueba para 
tratar de encontrar otro LPS en las 
fases fenólicas que se obtienen em­
pleando el método de Hurvell (6), ob­
teniendo resultados negativos, ya que 
no se pudo identificar ningún lipopoli­
sacárido hidrófobo en las fases fenó­
licas. 

La homogeneidad die lipopolisacári­
do se comprobó sometiendo una mues­
tra del LPS al análisis cromatográfico 
en capa fina. El resultado fue la apa­
rición de una sola mancha en las pla-

m\ 
485 M^ 

ZSR 

LPS'l tPS-ll 

Figura 1. Restütados comparativos de la electroforesis en geles de políacrila-
mida. En LPS I se aprecian'2 bandas, ima R y otra S, correspondientes al 
LPS de P. viridiflava. En LPS se ve una sola banda que corresponde al LPS 
de P. sav'astanoi. Las gráficas representan las medicio'vies de las bandas de los 

geles realizadas en el espectrofotómetro Gilford a J/S^) nm 
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cas con un Rf de 0,47, lo que nos in­
duce a pensar que sólo existe un LPS. 

Los resultados de la electroforesis 
ên gelés de poliacrilamida del LPS, 

quedan reflejados en la figtira 1. En 
-ella aparece el LPS correspondiente 

namiento en sephadex G 50 del polisa-
cárido de^Tadado, y en ella se aprecian 
tres picos : el I que corresponde a las 
cadenas laterales (antigeno O), el II al 
corazón y el III al KDO. El análisis, 
mediante la cromatografía de gases, 

-1.-J. 

Número de fracción 

Figura 2. Fraccionamiento cromato gráfico del polisacárído en sephadex G 50 
utilisando como eíuyente acetato de piridína 

al Psedoumonas savastanoi (LPS II) 
y otro LPS extraído por uno de 
nosotros (18) de una estirpe salva­
je (2012) de P. viridiflava. Como po­
demos observar en la figura de los 
geles empleados en el proceso de elec­
troforesis de cada LPS, mientras que 
el gel del LPS perteneciente al P. vi­
ridiflava (LPS I) muestra dos bandas 
con distinta movilidad (banda S y ban­
da R), el correspondiente al P, savas­
tanoi presenta una sola banda en la 
parte inferior del gel, ligeramente su­
perior a la banda R del LPS-L Este 
tipo de banda la denominan Jann y 

cois. (7) banda SR y señalan que son 
típicas de LPS pertenecientes a estir­
pes semirrugosas (SR). Las gráficas 
de la figura representan las mediciones 
de las bandas realizadas en un espectro-
fotómetro Gilford, a 485 nm. La gráfi­
ca de la figura 2 representa el fraccio-

de las fracciones de estos tres picos, 
indica que la fracción I estaba cons­
tituid^ por un 87,6 % de ramnosa, un 
5.20 % de glucosa y un 3,30 % de 
ribosa ; los demás monosacáridos se 
encontraron en cantidades no significa­
tivas. La fracción II está compuesta 
fundamentalmente de glucosa 68,70 % ; 
le sigue la ramnosa 28,10 % y otros 
monosacáridos a nivel de trazas, tales 
como xilosa, glucosamina, etc. La 
fracción III se compone exclusivamen­
te de KDO, apareciendo sólo otros 
monosacáridos en forma de indicios. 

Los monosacáridos totales corres­
pondientes al polisacárído se identifi­
caron previamente por cromatografía 
en capa fina como glucosa, ramnosa, 
xilosa, fucosa y aminoazúcares ; los 
resultados cuantificados por cromato­
grafía de gases en forma de acetil-
alditoles, se exponen en la figura S y 
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tabla 3. La mayor proporción, una re­
lación molar del 38 %, correspondió 
a la ramnosa, seguido por 32 % de 
glucosa. Como azúcares típicos del li-
popolisacárido identificamos KDO por 
cromatografía en capa fina, con un 

jii 
Tiempo de retención 

Figura 3. Cromato grama Ql}teni-
do por cromatografía de gases. 
de los acetatos alditoles de¡ poli-

sacárido del LPS 

Rfg de 0,89 similar al del patrón em­
pleado. Sin embargo, no se encontra­
ron heptosas. 

Análisis del lípido A 

Hidrolizando el LPS con ácido acé­
tico al 1 %, siguiendo el método indi­
cado anteriormente, obtenemos un ren­
dimiento del 19,60 % referido a peso 

Tabla 3. Muestra los tiempos de retención^ 
áreas de los picos, concentraciones y relacio­
nes molares de los acetatos alditoles del po­

lis ac arid o del LPS 

Acetatos 
alditoles 

Cloroformo 
(solvente) 

1 Ramnosi-
tol 

2 Ribitol 
3 Arabinitol 
4 Xilitol 
5 Fucositol 
6 Galactitol 
7 Glucitol 
8 KDO 
9 Glucosa-

minitol 
10 Galactosa-

minitol 

T. de re-

tnin 

0,35 

4,13 
5,40 
6,66 
7,06 
8,71 
9,32 

10,21 
17,25 

38,24 

44,33 

Area 
X FR 

544,77 

18,28 
0,96 
0,56 
2,16 
0,95 
0,45 

15,87 
4,19 

2,17 

1,89 

Concen­
tración 

85,11 

2,86 
0,15 
0,09 
0,37 
0,18 
0,08 
2,47 
0,66 

0,37 

0,32 

Relac. 
molar 

38 
2 
1 
& 
2 
1 

33 
9 

5 

4 

seco, que corresponde al lípido A. Sti 
aspecto es céreo, blanquecino, insolu­
ble en agua y soluble en cloroformo. 

Comprobamos la homogeneidad del 
lípido A por cromatografía en capa 
fina apareciendo una sola mancha con 
un Rf de 0,88 ó 0,73, según el solven­
te empleado. 

Empleando la cromatografía en pa­
pel y placa fina, identificamos el ami-
noazúcar basal (matriz del lípido A),. 
que resultó ser la glucosamina ; tam« 
bien identificamos la presencia de eta-
nolamina y de grupos fosfato con el 
reactivo de Dittmer y Lester (3). 

Con los ácidos grasos separados,, 
posteriormente metilados y disueltos 
en metil-caproato (hexanoato), hicimos 
una cromatografía en fase gaseosa, 
encontrando los metil-ésteres de los 
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.siguientes ácidos : 2-OH-decanoico, de-
canoico, 2-OH-dodecanoico, 3-OH-do-
decanoico, tetradecanoico, 3-OH-tetra-
decanoico, hexadecanoico, 14-hexade-
canoico, octadecanoico y 1-octadeca-
noico. La figura J/ y tabla 4 nos indican 
los tiempos de retención, áreas y rela-
'Ciones molares de estos ácidos. La 
:mayor proporción de ellos corresponde 
al dodecanoico (láurico) y sus deriva-
<ios hidroxilados. 

Santaolalla (17) en los LPS de micro­
organismos gram-negativos y patóge­
nos de plantas tales como de Agro bac­
terium tumefaciens (formas normal y 
L), Erwinia carotovora y P. viridifla-
va. Su estructura está formada por 
dos capas externas más densas al paso 
de los electrones, con un espesor com­
prendido entre 7,5-10 nm, separadas 
por una intermedia menos densa, de 
4,5 nm, por lo que no existen diferen-

L_.JUL iU .̂ 

Tiempo de retención 

Figura Jf. Cromato grazna obtenido por cromatografía 
de gases de los esteres metílicos de los ácidos gra­

sos del lípido del LPS 

DISCUSIÓN 

El LPS extraído del Pseudomonas 
-savastanoi muestra en tinción positiva 
una estructura en forma de cintas tri­
laminares, como la descrita por Lopes 
•e Innis (11) para el LPS de Escherichia 
€oli, o la mencionada por Shands y 
cois. (20) para el LPS de Salmonella 
iyphimurium, que también encuentra 

cias estructurales apreciables entre es­
tos LPS. 

Los porcentajes de N, P y lípido A 
encontrados en el LPS están perfecta­
mente encuadrados entre los señalados 
por otros investigadores para distin­
tos LPS. 

El fraccionamiento en columna de 
la parte polisacárida del LPS propor­
ciona unos resultados muy similares a 
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los descritos por Jann y cois. (7) y 
Wilkinson y Galbraith (22) para otros 
lipopolisacáridos de diversas estirpes 
de Pseudomonas : así, los primeros 
ponen de manifiesto que en los LPS 
de estirpes lisas (S) siempre encuentran 

lamida con SDS al 1 % {figura 1). Los-
monosacáridos predominantes son ram-
nosa y glucosa, que juntos superan el 
70 % del total (figura 2). 

El porcentaje de lípido A separado-
por hidrólisis acida del LPS, es de 

Tabla 4- Muestra los tiempos de retención, áreas de los picos, concentraciones y 
relaciones molares de los esteres metílicos de los ácidos grasos del lípido A del LPS 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 

Esteres metílicos 

Hexanoato (solvente) 

2-OH-decanoato (2-OH 10:0) 
Laurato (12:0) 
2-OH-dodecanoato (2-OH 12:0) 
3-OG-dodecanoato (3-OH 12 
Miristato (14:0) 
3-OH-tetradecanoato (3-OH 
Pamitoleato (16:1) 
Palmitato (16:0) 
01eato(18:l) 
Estearato (18:0) 

:0) 

14:0) 

Tiempo de 
retención 

min 

0,74 

5,57 
7,38 

10,78 
11,49 
1^,07 
17,72 
18,41 
19,26 
24,37 
25,28 

Area X FR 

320,97 

1,97 
3,67 
1,96 
3,22 
0,20 
0,19 
1,57 
1,85 
0,59 
0,20 

Concentra­
ción 

92,87 

0,57 
1,07 
0,57 
0,94 
0,06 
0,06 
0,46 
0,55 
0,18 
0,06 

molar 

13 
24 
13 
21 

1 
1 

10 
12 
4 
1 

las tres fracciones Fi (cadenas latera­
les), Fn (corazón) y Fm (KDO), mien­
tras que en los pertenecientes a estir­
pes rugosas (R), que no poseen cade­
nas laterales, sólo obtienen las fracio-
nes Fn y Fm, por lo que consideran 
este método adecuado para caracteri­
zar estirpes mutantes de tipo R (figu­
ra 1). 

La composición de las fracciones es­
tudiadas por nosotros y la ausencia de 
heptosas nos sugiere la inclusión de 
este LPS atípico dentro del tipo de se-
mirrugosos (SR), caracterizados por 
poseer defectos en la organización de 
su polisacárido. Esta afirmación viene 
también avalada por su comportamien­
to electroforético en geles de poliacri-

19,60 %, cantidad comprendida entre 
las citadas por Wilkinson y cois. (23)s 
para el Pseudomonas stutBeri y P. syn~ 
cyanea, que tienen, respectivamente,, 
un 23,6 % y un 18,2 % de lípido A.. 
El primero de ellos puede resultar pa­
tógeno para el hombre y animales su­
periores. 

Nosotros, en el lípido A del Pseu­
domonas savastanoi hemos identifica­
do exclusivamente glucosamina como 
componente monosacarido. Matrices 
constituidas por glucosamina han sido 
detectadas en otras especies de Pseu­
domonas por De wry y cois. (4), y en­
tre ellas en el P. aerviginosa, patógena, 
para el hombre y animales superiores-
La etanolamina y grupos fosfato en-
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contrados en dicho lipido A por noso­
tros, se encuentran en algunos lípidos 
A pertenecientes a varias especies de 
Salmonella y Pseudomonas. 

Respecto a los ácidos grasos cuanti-
ficados por nosotros como componen­
tes estructurales del lipido A del Pseu­
domonas savastanoi, vemos que son 
componentes comunes del lipido A de 
otros microorganismos. Asi, tenemos 
que el ácido 2-OH-decanoico, que no­
sotros encontramos en una relación 
molar de 13, se encuentra también se­
gún Wilkinson y Galbraith (22) unido 
a la glucosamina en el lípido A del P. 
aeruginosa, patógeno del hombre, y 
también en el lípido A de P. stutzeri y 
P. syncyanea, patógenos de plantas. 
Key y cois. (8) lo identifican en el P. 
alcaligenes. Meadozv (12) y Moss y 
cois. (14) lo citan como componente 
del lípido A de P, putida, P. acidovo-
rans y P. testosteroni, todos ellos pa­
tógenos de plantas. Estos ácidos §Ta-
sos hidroxilados van unidos a los ami-
noazúcares de la matriz por un enlace 
amidico y se unen, a su vez, por su 
grupo hidroxilo a un ácido graso no 
saturado. 

El ácido láurico (12:0) que nosotros 
encontramos en mayor proporción, un 
24 % en relación molar, ha sido encon­
trado en Pseudomonas stut^eri y P. 
syneyanea por Wilkinson y cois. (22) 
y también por Adams y cois. (1) en 
P. calcoaceticus. 

El 2-OH-dodecanoato y 3-OH-dode-
canoato, hallados por nosotros en las 
relaciones molares de 13 y 21, respec­
tivamente, son descritos por Mea­
dow (12) y Moss y cois. (14) en Pseu­
domonas putida y P . aminovorans. En 
cuanto a los ácidos palmítico (16:0) 
y palmitoleico (16:1), que nosotros en­
contramos en las relaciones molares de 
12 y 10, queremos indicar que, así 
como el primero es frecuente en mu­

chos lípidos A de microorganismos 
como P. aeruginosa, Salmonella sp., 
Escherichia coli, Pus o bacterium- nu-
cleatum, F. mortiferum.j B or de t ella sp. 
y algunos más, no conocemos ningún 
trabajo que señale estos dos ácidos 
juntos en el lípido A. Por último^ 
mencionaremos que el ácido oleico 
identificado y cuantificado por noso­
tros en el lípido A estudiado, también 
se encuentra en otros lípidos A de mi­
croorganismos, como por ejemplo en 
el Rhizobmm trifoUi, identificado por 
Russa y Lorkiewicz en 1974 (15). 
Adams y cois. (2) también lo mencio­
nan como presente en la estructura 
química del lípido A de Neisseria ca-
tarrhalis. 

Con esto queremos indicar que el 
lípido A del Pseudomonas savastanoi,. 
específico en cuanto a su composición 
cuantitativa y también cualitativa con 
respecto a los ácidos grasos de otros 
lípidos A de microorganismos patóge­
nos de animales y de plantas, está com­
puesto por ácidos grasos superiores 
frecuentes en la estructura de otros 
lípidos A. 
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RESUMEN 

Se ha determinado el número de células y la producción 
de enzimas con actividad esterásica, proteolítica y bacterioliti-
ca, en dos cepas de Myj^ococcus xanthus, a lo largo del ciclo 
de desarrollo. La evolución del número de células muestra que 
ambas cepas sufren en dicho ciclo una masiva muerte celular, 
siendo mayor y más rápida en Myxococcus xanthus MD4 que 
en M. xanthus MD2. 

Determinaciones enzimáticas se realizaron utilizando como 
substratos, tween 20, caseína, y células tratadas en auto­
clave de Myxococcus xanthus MD4 y Micrococcus lysodeikti-
€us desecado a la acetona. 

Se demuestra la existencia de enzimas con actividad esterá-
sica, proteolítica y bacteriolítica a lo largo del ciclo de desarro­
llo en Myxococcus xanthus MD2 y M, xanthus MD4. Las 
actividades esterásicas y proteolíticas se detectan, tanto en las 
suspensiones celulares, como en los sobrenadantes de cultivo. 
En M, xanthus MD4, las actividades enzimáticas extracelula-
res estudiadas aumentan a lo largo del proceso de desarrollo. 
Por el contrario, en ikf. xanthus MD2 estas actividades enzi­
máticas disminuyen. 

Existe una selección de las enzimas extracelulares con acti­
vidad bacteriolítica sobre células tratadas en autoclave de 
Myxococcus xanthus MD4, en relación con los activos sobre 
células de Micrococcus lysodcikticus desecadas. 

SUMMARY 

The number of cells and the production of enzymes ^vith 
esterase, proteolytic and bacteriolytic activity have been deter­
mined during morphogenesis in two strain of Myxococcus 
xanthus. 

Microbiol. Españ., 36 (1983), 75. 



76 C. Rui2, J. J. Sánchez, C. Rodríguez y A, Ramos~Cormenzana 

Development of the number of cells, showed that both 
strains of Myxococcus xanthus MD4 than in M. xanthus MD2. 

Enzymathical determinations were carried out using- the 
following substrates : tween 20, casein and autoclaved cells of 
Myxococcus xanthus MD4 and Micrococcus lysodeikticus dried 
with acetone. 

We have prooved the existence of enzymes with esterase, 
proteolytic and bacteriolytic activities during morphogenesis 
in Myxococcus xanthus MD2 and M. xanthus MD4. Esterase 
and proteolytic activities were detected in cells suspension as 
well as in supernatans. Respect to M. xanthus MD4 studied 
extracellular enzymic activities decreased in M. xanthus MD2. 

There is an selection of extracellular enzymes with higher 
bacteriolytic activities over autoclaved cells of Myxococcus 
xanthus MD4 relating to active enzymes over dried cells of 
MicrococCMS lysodeikticus. 

INTRODUCCIÓN 

Mixococcus xanthus puede entrar 
opcionalmente en dos ciclos interco-
nectados, uno de crecimiento vegeta­
tivo, y el otro de desarrollo. En el 
primero, las células crecen vegetativa­
mente dividiéndose por fisión binaria 
transversal. En condiciones adecuadas, 
como lo es la carencia de nutrientes 
específicos, el contacto con una super­
ficie sólida y una densidad celular apro­
piada, se forman los llamados cuerpos 
fructificantes, dentro de los cuales, las 
células vegetativas se han transforma­
do en mixosporas. En este último pro­
ceso, denominado ciclo de desarrollo, 
Wireman y Dworkin (11) demostraron 
la existencia de tina masiva muerte ce­
lular. 

Desde hace bastante tiempo, se sabe 
que las mixobacterias pueden crecer 
rápidamente sobre bacterias, hongos 
filamentosos, algas verde azuladas, asi 
como degradar macromoléculas insolu­
bles, merced a la liberación de una 
gran variedad de enzimas. 

La producción de enzimas en el ci­
clo de crecimiento vegetativo ha sido 

ampliamente estudiada por muchos in­
vestigadores. Así, se han demostrado 
en dicho ciclo enzimas lipolíticas (4^ 
9-10), proteolíticas (3), bacteriolíti-
cas (5), etc. Sin embargo, estas enzi­
mas no han sido estudiadas, hasta el 
momento, durante el ciclo de desarro­
llo. En este trabajo se demuestra la-
presencia de estas enzimas, las cuales-
podrían estar relacionadas con la lisis-
celular que se observa durante el ciclo 
de desarrollo, y además, diferencias-
entre una y otra raza en cuanto a es­
tas actividades enzimáticas, podríam 
justificar el hecho de que Myxococcus^ 
xanthus MD2 fructifique y M. xanthus 
MD4, no. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Cepas 

Las cepas objeto de nuestro estudio* 
fueron Myxococcus xanthus MD2 y M. 
xanthus MD4, que fueron suministra­
das por el Dr. Martín Dworkin, de la 
Universidad de Minnesota. Ambas ce­
pas presentan crecimiento disperso en: 
medio Hquido. M. xanthus MD2 tiene-
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capacidad para formar cuerpos fructi­
ficantes y M. xanthus MD4, no. 

/ é cm cas de cultivo 

La conservación de las cepas se rea­
lizó por siembras periódicas cada 8 ó 4 
dias en tubos de agar casitone incli­
nados, incubados a 28 ""C. Para conse­
guir el crecimiento disperso en medio 
líquido, se inocularon matraces Erlen-
meyer de 500 mi, que contenían 80 mi 
de medio CT (2), con 0,5 mi de una 
suspensión que contenía del orden de 
10^ células/ml de Myxococcus xan­
thus. A continuación, estos cultivos 
se mantuvieron en agitación a 28 ""C, 
y cuando se encontraban en fase lo­
garítmica de crecimiento, se inocula­
ron nuevos matraces Erlenmeyer. 

Técnicas para el desarrollo en placas 
Petri 

Se partió de un cultivo de Myxo-
coccus xanthus en medio CT, a una 
y cuando se encontraban en fase lo-
concentración celular de 4 x 10^ a 
6 X 10^ células/ml. Se procedió a su 
centrifug'ación y posterior lavado con 
medio CT estéril y frío. Las células ob­
tenidas se resuspendieron en el volu­
men necesario de medio CT para con­
seguir una concentración de 5 ix 10^ 
células/ml. 

Un volumen determinado (0,2 mi/ 
placa) de esta suspensión se repartió 
en placas Petri de 8,5 cm de diámetro 
que contenían agar-agar, y se exten­
dió uniformemente sobre cada placa 
de agar con una espátula de Driglas-
ky. Posteriormente, se llevaron a in­
cubar a 82 ^C. Las placas de agar han 
de estar recientemente preparadas y la 
suspensión se debe extender sin rom­
per la superficie del agar. 

Lisis en líquido 

A las 24 h de iniciarse el proceso de 
desarrollo, se raspó la superficie del 
agar con una cuchilla de afeitar, y pos­
teriormente se recogieron las células 
mediante tres lavados sucesivos con 
tampon fosfato - magnésico (sulfato 
magnésico 8 mM y fosfato potásico 
10 mM, pH 7,6). Se recogieron en 
lotes de 4 placas y por cada lote se 
emplearon 10 mi del citado tampon. 
En todas las experiencias realizadas se 
utilizaron 8 lotes, lo que representa un 
volumen total de 80 mi. 

Una vez recogidas las células en un 
matraz Erlenmeyer de 500 mi, se co­
locaron en un agitador a 32 "C. Perió­
dicamente se fueron realizando tomas 
de muestra, que se emplearon en los 
estudios posteriores. 

Recuento del número total de células 

Se efectuó un recuento directo del 
número total de células, empleando 
una cámara de Petroff-Hauser y si­
guiendo el método descrito por Wire-
man y Dworkin (11). 

Preparación de las muestras 

A partir de 10 mi de la muestra an­
terior, se procedió a su centrifugación 
a 1.500 X g durante 15 min, obte­
niéndose un sobrenadante y un sedi­
mento. El sedimento se suspendió en 
5 mi de tampon fosfato-magnésico. 
Ambas fracciones se valoraron inme­
diatamente después. 

Determinación cuantitativa de la acti­
vidad esterasica 

La actividad esterásica se determinó 
utilizando como substrato tween 20 v 
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siguiendo el método de Gomory y Ar­
chibald (1). La actividad se expresó en 
todos los casos como U/ml min. Una 
unidad equivale a 0,01 mi de NaOH 
€,02 N consumidos en la reacción. 

Determinación cuantitativa de la acti­
vidad prot eolítica 

Se procedió en todos los casos por 
el método de Háska y Noren (6), que 
utiliza como substrato caseína. La ac­
tividad se expresó en U/ml. Una uni­
dad de actividad proteolítica se desig­
nó como la cantidad de enzima que 
libera x mol (181 \x mol x g) de ti-
rosina/min, utilizando caseína como 
substrato. 

Determinación cuantitativa de la acti­
vidad bacterioUtica 

Se llevó a cabo empleando como 
susbtrato células de Myx o coccus xan­
thus MD4 tratadas en autoclave y 
Micrococcus lysodeikticus desecado a 
la acetona. En el primer caso se siguió 
el método de Háska y Noren (6), mien­
tras que frente a M. lysodeikticus se 
siguió el método de Hutterman (7). 
Los resultados obtenidos se han ex­
presado en porcentajes de células no 
lisadas con respecto al número inicial. 

RESULTADOS 

Lisis en el proceso de desarrollo 

Los resultados obtenidos se exponen 
en la figura 1. Ambas cepas de Mixo-
coccus xanthus sufren en el proceso 
de desarrollo una masiva muerte celu­
lar, aunque ésta difiere para una y otra 
cepa, de forma que en M. xanthus 
MD4 el proceso de lisis es mayor y 
más rápido ; de cada 100 células (nú­

mero máximo alcanzado a las 24 h en 
ambas cepas) a las 72 h del proceso de 
desarrollo, sólo sobreviven como célu­

la 24 36 48 60 72 h 

Figura 1. Número de células vegetati 
vas (tanto por ciento má-ximo) en fun­
ción del tiempo, en el proceso de desa­
rrollo. O ^̂O M. xanthus MD2 -y 

0 % M. xanthus MDJf 

las vegetativas un 10,65 %, mientras 
que en M. xanthus MD2 sobreviven un 
38,76 %. Como podemos observar en 
esta misma figura, al iniciarse el pro­
ceso de desarrollo hay un aumento del 
número de células, hasta alcanzar un 
valor máximo a las 24 h de iniciado 
el proceso, igual para las dos cepas. 

Actividad esterásica 

Los resultados obtenidos para ambas 
cepas se exponen en la figura 2. Para 
Myxococcus xanthus MD2 muestran 
que, tanto las células como los sobre­
nadantes, presentan un máximo de ac-
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tividad a las 36 h con un valor de 28,66 
y 25,66 U respectivamente, pero al 
disminuir a medida que transcurre el 
tiempo, los sobrenadantes mantienen 
valores más elevados que las células. 
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Figura 2. Actividad esterásica frente al 
tzveen 20 en el proceso de desarrollo de 
M. xanthus MD2 y M. xanthus MD4. 

• -^ sitspensiones celulares y 
Q Q sobrenadantes de M. xan­
thus MD2. m H suspensiones 
celulares y • — — n sobrenadantes 

de M. xanthus MDIf 

Para Myxococcus xanthus MD4 la 
actividad esterásica de las células al­
canza también un máximo a las 36 h 
con 33 U/ml, pero a diferencia con la 
cepa anterior, la actividad para los so­
brenadantes aumenta a lo largo de, 
todo el proceso, presentando a las 72 li 
un valor de 27 U/ml. 

Actividad proteolitica 

En Myxococcus xanthus MD2 (figu­
ra 8) los sobrenadantes presentan im 

máximo de actividad proteolitica a las 
¿4 h, con un valor de 18,39 mU/ml x 
10, mientras que en las células la acti-
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8. Actividad proteolitica frente a la 
caseína en el proceso de desarrollo de M. 
xanthus MD2 y M. xanthus MDJj. # ^ 
suspensiones celulares y O O sobrena­
dantes de M. xanthus MD2. • • • 
suspensiones celulares y F] • sobreña-

dnates de M. xanthus MDJi-

vidad sigue una curva de pendiente ne­
gativa, detectándose el valor máximo 
al comienzo del ciclo de desarrollo con 
27,79 mU/ml x 10. En M. xanthus 
MD4 {figura 3) se alcanza un máximo 
de actividad tanto en las células como 
en los sobrenadantes, presentándose 
en aquéllas a las 24 h con 11,96 m U / 
mi X 10 y en los sobrenadantes a las 
60 h con 18,40 mU/ml x 10. 

A ctividad bacteriolítica 

Los resultados se exponen en la figu­
ra Jf y muestran que en las dos cepas 
estudiadas, la máxima actividad se de-
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tecta a las 24 h del proceso de desarro­
llo, siendo en ambos casos mucho ma­
yor frente a las células tratadas en 
la autoclave de Myxococcus xanthus 
MD4: que frente a Micrococcus lyso-
deikücus desecado a la acetona. Asi­
mismo, hay que reseñar la brusca dis­
minución de esta actividad bacterioH-
tica en M. xanthus MD2 a partir de las 
24 h de iniciado el proceso de desarro­
llo. Por el contrario, en M. xanthus 
MD4 esta actividad mantiene valores 
más elevados a lo largo de todo el pro­
ceso. 
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Figura J¡. Actividad bacteriolítica de los 
sobrenadantes de M. xanthus MD2 y M. 
xanthus MDJf, en el proceso de desarro­
llo. M. xanthus MD2 sobre % % M. 

xanthus y O ^̂O sobre Mi. lysodeikti-
cus. M. xanthus M Dit sobre m • M. 
xanthus y • — — • sobre Mi. lysodeikticus 

DISCUSIÓN 

En este trabajo se ha abordado el 
estudio de algunas actividades enzima-

ticas durante el proceso de desarrollo 
en Myxococcus xanthus MD2 y M. 
xanthus MD4. En M. xanthus MD4, 
la muerte celular a lo largo del ciclo 
de desarrollo es mayor y más rápida 
que en M. xanthus MD2. Si se tiene 
en cuenta que el ciclo de desarrollo se 
lleva a cabo de una forma secuencial 
y totalmente ordenada (11), esta rápi­
da muerte celular podría impedir al­
guno de los pasos esenciales para el 
proceso (agreg*ación o fructificación), 
ya que esta cepa es incapaz de formar 
cuerpos fructificantes. 

La actividad esterásica determinada 
en las suspensiones celulares fue ma­
yor a lo largo de todo el proceso de 
desarrollo para Myxococcus xanthus 
MD4 que para M. xanthus MD2, he­
cho que fue también observado duran­
te el ciclo de crecimiento vegetativo en 
experiencias preliminares en nuestro 
laboratorio. 

En la actividad proteolitica de las cé­
lulas en suspensión no existen diferen­
cias considerables en las dos cepas es­
tudiadas. 

Según nuestro trabajo, podemos afir­
mar que en Myxococcus xanthus MD4 
las actividades proteoliticas y esterási-
cas extracelulares aumentan a lo largo 
del proceso de desarrollo, y por el 
contrario, en M. xanthus MD2, dismi­
nuyen. Este aumento en ambas activi­
dades enzimáticas, podría explicar eJ 
hecho de que en M. xanthus MD4 la 
muerte celular sea mayor que en 
M. xanthus MD2, y que como conse­
cuencia de ello, M. xanthus MD4 hs 
perdido la capacidad de formar cuer 
pos fructificantes. Por otro lado, po­
dría pensarse que este aumento en am 
bas actividades se debiera a una libe 
ración de enzimas intracelulares : s 
éste fuese el motivo, dicho aumente 
debería producirse en las dos cepas 
pero en M. xanthus MD2 la actividaí 
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«disminuye, aún cuando la lisis con­
tinúa. 

Las actividades bacterioliticas ayu­
dan a esclarecer el mecanismo de la 
lisis celular, en el sentido de que se 
producirían enzimas que actuarían de 
forma más selectiva sobre capa de 
mureína, propia de las mixobacterias. 
En Myxococcus xanthus MD4 la acti­
vidad bacteriolítica extracelular, como 
ocurre con las actividades esterásica y 
proteolitica, mantiene niveles elevados 
durante todo el ciclo. 

De acuerdo con al hipótesis propues­
ta por Oetker (8), que hace referencia 
a la necesidad de un contacto físico 
entre las células para que se inicie la 
lisis celular, podríamos sugerir que las 
enzimas unidas a estructuras celulares 
iniciasen el proceso de lisis que ocurre 
durante el ciclo de desarrollo, y que 
los extracelulares lo culminasen. Debi­
do a la mayor muerte celular, que po­

ndría ser la causa de la incapacidad para 
fructificar que esta cepa manifiesta. 
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ACTIVIDAD DEL CILIADO ONYCHODROMUS ACU-
MINATUS SORRE EL VIRUS DE LA VACUNA 

INCORPORADO AL MEDIO DEL PROTOZOO 

S. PEREZ-PRIETO, M. A. JAREÑO y A. GARCIA-GANCEDO 

Instituto de Microbiología «Jaime Ferrán», CSIC, Madrid 

RESUMEN 

El protozoo ciliado Onychodroinus acuminatus es capaz de 
capturar el virus de la vacuna añadido al medio de cultivo del 
protozoo, haciéndolo desaparecer de dicho medio, dirigiéndolo 
y perdiendo el virus su capacidad infectiva. 

Ello sugiere que este ciliado podría ejercer una acción des­
contaminante en las aeuas donde tiene su habitat. 

SUMMARY 

The vaccinia virus is captured by the ciliate Onychodromus 
acuminatus w^hen the virus is added to the protozoa culture 
medium. This culture medium is completely decontaminated 
and the virus inactivated in the protozoa. 

This result suggest that the ciliate may be active in v^ater 
decontamination. 

INTRODUCCIÓN 

Continuando experimentos realiza-
zados por nosotros (6, 9) encaminados 
a estudiar las posibles interacciones 
entre protozoos ciliados y virus que 
infectan a mamíferos, se presentan en 
este trabajo los resultados obtenidos 
al poner en contacto virus de la vacu­
na en suspensión, con cultivos de 0^3^-

chodromus acuminatus. Con ello pre­
tendemos determinar inicialmente ef 
comportamiento de dicha especie de 
ciliado en relación con la presencia del 
virus vacunal, e inferir las posibles 
consecuencias de la coexistencia en­
aguas contaminadas de virus de mamí­
feros y protozoos ciliados, análogos 
al que es objeto de este estudio. EF 
motivo de haber seleccionado el virus-

Microbiol Españ., 36 (1983),? 
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de la vacuna para la realización del 
presente trabajo, se debe a que su es­
tructura específica e inconfundible faci­
lita su identificación durante las obser­
vaciones mediante microscopía electró­
nica. 

La bibliografía sobre el tema de la 
interacción entre virus de mamíferos 
con protozoos es escasa (1, 3-4, 6, 9), 
y prácticamente no existen observacio­
nes al microscopio electrónico que 
muestren virus de mamíferos en el 
interior de protozoos, lo cual confiere 
cierta relevancia a los resultados que 
se presentan en este trabajo. 

Recientemente, en el 6.'̂  Congreso 
Internacional de Protozoología, diver­
sas comunicaciones presentaron datos 
interesantes sobre interacciones entre 
virus y protozoos (2, 7, 10, 12), lo que 
indica el interés que comienza a des­
pertar este tipo de trabajos, que pue­
de dar como resultado datos de inte­
rés ecológico y sanitario. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Froto so o y virus 

Para los experimentos realizados, 
liemos partido de un depósito de virus 
cuyo título es de 1,4 x 10^ PFU (pla­
que forming units)/ml, conservado a 
— 70 '̂ C. 

La especie de protozoos ciliados uti­
lizada (Onychodroinus acuminatus) y 
sus características de cultivo en el la­
boratorio, han sido descritas previa­
mente (5), utilizándose en este caso, 
como alimento adicional, cultivos axé-
nicos de Clorogonimn. Los cultivos de 
O. acuminatus empleados en los expe­
rimentos, se mantuvieron varias horas 
sin adición de Clorogonium, con ob­
jeto, tanto de facilitar la ingestión de 

los viriones, como de no introducir 
otro microorg'anismo en el experi­
mento. 

Preparación de la mezcla del virus y 
del protosoo 

A partir de 14 mi de la suspensión 
de virus «stock» en medio de cultivo, 
sedimentamos los viriones mediante 
centrifugación durante 60 min a 80.000 
g, en centrífuga Spinco, mod. L, re-
suspendiendo dicho sedimento en 5 mi 
de medio de cultivo de protozoos, con 
el fin de concentrar el virus y separar 
su medio de cultivo, el cual interfiere 
en la multiplicación de los protozoos. 
Un volumen de 3 mi de esta suspen­
sión de virus se añade a un volumen 
de 27 mi del cultivo de protozoos que 
contiene 100 células/ml (recogidas bajo 
lupa binocular y con micropipeta). Di­
cha mezcla se mantiene en cápsulas de 
80 mm 0 cubiertas con vidrios de re­
loj y a la temperatura de laboratorio. 
Posteriormente, se realizan tomas de 
muestras para su observación median­
te microscopía electrónica y para la 
titulación del virus intracelular y ex-
tracelular. Esta titulación se realizó en 
membrana corioalantoidea (MCA), por 
el método de Nadaje y cois. (8), o 
en cultivos de células de embrión de 
pollo, en placas Petri, por el método 
de Dulbecco, modificado por Ronda y 
cois. (11), con el fin de seleccionar el 
procedimiento más adecuado a las con­
diciones de experimentación. Compro­
bada la idoneidad de ambas técnicas, 
optamos por la de Dulbecco modifica­
da, por ser más exacta. 

Paralelamente y con objeto de ase­
gurarnos de que la interacción virus-
protozoos se debía a la acción directa 
de Onychodromus acuminatus, prepa­
ramos una mezcla de protozoos lisa-
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J'igura 1. O. acuminatus ew contacto con el virus de la vacuna durante SO min. 
Vacuola digestiva conteniendo virus. Las flechas indican virus, x 16.000 



Figura 2. O. acuminatus en contacto con el virus de la vacuna durante 2 h. 
Diversas vacuolas digestivas conteniendo virus, x 11.000. En el recuadro superior 
mayar aumento de una vacuola donde se observan viriones con su estructura biem 

definida, x 72.000. Las flechas indican virus 
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dos resuspendidos en su medio meta-
bolizado, con virus vacunal, y otra 
muestra con virus vacunal como con­
trol, en suspensión, a la misma pro­
porción, en medio de tierra. Manteni­
das ambas suspensiones a temperatura 
ambiente y recogidas muestras a las 
S h y 24 h, comprobamos, mediante ti­
tulación en cultivos de fibroblastos de 
embrión de pollo, que no existían di­
ferencias significativas del titulo infec­
tivo del virus entre ambas mezclas. 

Microscopía electrónica 

Partiendo de muestras obtenidas de 
la mezcla de virus y protozoos, se re­
cogen (bajo lupa binocular y con mi-
cropipetas) protozoos que se lavan va­
rias veces con medio de cultivo de 
protozoos, y se fijan en una mezcla 
(v/v) de glutaraldehido al 2 %, en 
tampon fosfato 0,1 M a pH 7,4, y de 
osmio (OsOJ al 2 i%, en agua desti­
lada, durante 30 min. Tras un poste­
rior lavado con tampon fosfato, se 
deshidrata mediante una serie de dilu-
<:iones de acetona, incluyéndose final­
mente en araldita. Se obtienen cortes 
ultrafinos entre 400-600 A de espesor, 
con un ultramicrotomo LKB, mod. B, 
tratándose aquéllos posteriormente y 
durante 15 min con acetato de uranilo 
alcohólico saturado, y después con ci-
trato de plomo durante 15 min. Las 
preparaciones se observan en un mi­
croscopio Siemens, mod. Elmiscop. 

RESULTADOS 

Protozoos y virus en contacto continuo 

Mediante microscopia electrónica, se 
observa que a los 30 min de contacto 
entre virus y protozoos, aparecen gran 

cantidad de viriones en vacuolas diges­
tivas {figura Ï). Después de 120 min 
de contacto, también se observa el 
mismo fenómeno (figura 2). 

Por otra parte, y con el fin de deter­
minar la evolución del número de vi­
riones, tanto en el exterior de los pro­
tozoos y en suspensión en su medio 
de cultivo (virus extracelular), como 
en el interior de los protozoos (virus 
intracelular), se han tomado muestras 
de la mezcla virus y protozoos a suce­
sivos períodos de tiempo, titulándose 
en células de embrión de pollo median­
te el método de Dulbecco modificado. 
Dichas muestras consisten en alícuo­
tas del medio de cultivo de los proto­
zoos, por una parte, y por otra parte, 
200 protozoos/muestra, lavados varias 
veces con medio de cultivo de los pro­
tozoos y suspendidos en 2 mi de medio 
de protozoos. Estos protozoos se rom­
pen mediante sonicación durante 15 
min, a una temperatura de 4 ""C. Simul­
táneamente, se ha preparado como 
control una mezcla de virus con medio 
de protozoos en ausencia de éstos, 
pero en las mismas condiciones de vo­
lumen y temperatura, con el fin de con­
trolar la posible pérdida de título del 
virus de una forma inespecífica, no de­
bida a la acción de los protozoos. 

Los resultados obtenidos se presen­
tan en el cuadro /, observándose que 
el virus en la mezcla control sin pro­
tozoos m.antiene su capacidad infectiva 
durante la duración del experimento, 
aunque con gradual pérdida de título, 
probablemente por su sensibilidad a la 
temperatura de cultivo. En la mezcla 
de virus y protozoos, el número de vi­
riones extracelulares presente en el 
medio de cultivo experimenta una dis­
minución progresiva más rápida, des­
apareciendo a las 120 h de contacto, 
lo cual indica que los viriones son cap­
turados por los protozoos presentes en 
el medio de cultivo ; y por otra parte, 
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la cantidad de virus infectivo intrace-
lular presente en el interior de los 
protozoos, que alcanzan un titulo de 
6-7 X 10^ PFU/ml entre 75 min y 3 h, 
decrece a un título de 2,9 x 10^ P F U / 
ml a las 24 h, desapareciendo el virus 
a las 48 h. 

Cuadro 1. Presencia de virus vacunal extra-
celular e intracelular en cultivo de O. acunii-
natus durante 120 h de cultivo (PFU/ml). 

200 pro tos0 osjinu estra 

Tiempo de 
contacto 

Medio sin 
protozoos 

Virus -f- protozoos 

Virus 
extracelular 

Virus 
intracelular 

75 min 9,5 X 10^ 9,0 X 10* 6,0 x 102 

3 h 1,2 X105 6,5 X 104 7.0 X IO2 

24 h 8,3 X 104 1,7 X 10* 2,9 X 10^ 

48 h 2,8 X 1 0 * 3,0 X 10^ O 

120 h 7,5 X 102 O o 

Protozoos y virus en contacto durante 
2 h y cultivo posterior de los proto­
zoos en medio de cultivo libre de 
virus 

Los protozoos se mantienen en con­
tacto con el virus durante 2 h, y des­
pués se recogen, bajo lupa y con mi-
cropipeta, muestras de 200 protozoos, 
lavando varias veces con medio de cul­
tivo de los protozoos, y resuspendién-
doles en medio de cultivo nuevo sin 
virus. Tras 4 h de cultivo, se toman 
muestras de protozoos y se procesan 
para microscopía electrónica. Todo ello 
con el fin de evitar la posible captura 
continuada de viriones durante todo el 
período de cultivo y así poder contro­

lar la evolución de los viriones tras um 
período de captura limitado a 2 h. 

La observación mediante microsco-
pia electrónica {figura S) nos muestra 
que los protozoos sometidos a estas 
condiciones experimentales, contienen 
viriones en el interior de vacuolas di­
gestivas, pero no todos mantienen su 
estructura totalmente íntegra, obser­
vándose incluso estructuras membra­
nosas que podrían ser restos de la en-
\oltura de viriones. 

Protozoos en cultivo con virus incor-^ 
p orado periódicamente cada 7 d y 
5 veces sucesivas 

Con el fin de observar los posibles-
efectos de sucesivas reinfecciones dé­
los protozoos con el virus vacunal,, 
sometemos un cultivo de protozoos a 
la adición de virus nuevamente cada 
7 d de cultivo, durante 5 veces conse­
cutivas. Tras la última adición de vi­
rus y a los 30 min, tomamos muestras-
de protozoos, y asimismo 30 min an­
tes de dicha adición de virus. Proce­
sadas las muestras y observadas las; 
preparaciones obtenidas mediante mi-
crosocpia electrónica, encontramos que 
los protozoos 30 min antes de añadir-
virus por 5.^ vez no contienen virio­
nes, mientras que los protozoos 30 
min después de la adición de virus 
presentan acúmulos de viriones en al­
gunas vacuolas digestivas {figura J^y 
con menos frecuencia que en los ex­
perimentos anteriores, observándose-
una más rápida alteración de las es­
tructuras de los viriones con respecto' 
a los experimentos anteriores. 

DISCUSIÓN 

Con referencia a las posibles inter­
acciones entre virus de mamíferos y 
protozoos se conocen pocos datos. No 

file:///oltura


Figuras 3-Jf. O. acumiiiatus. 3) En contacto con el virus de la vacuna durante 
2 h, lavado y mantenido posteriormente durante 4 h en medio libre de virus. 
Las flechas indican virus, x 69.000. 4) En contacto con el virus de la vacuna 
una ves cada 7 d durante 35 d sucesivos y fijado 30 min después del último 
contacto. Vacuola digestiva conteniendo viriones. Las flechas indican virus. 

X 23.000 
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obstante, diversos autores han encon­
trado diferentes formas de interacción, 
tales como que el ciliado Tetrahymena 
pyriformis incorpora e inactiva el virus 
de la gripe, como asimismo la hema-
glutinina vírica (3-4) ; que tras un corto 
período de contacto de picornavirus 
con T, pyriformis, los ciliados vivos y 
sus lisados producen efectos patológi­
cos en animales de experimentación, 
manteniéndose dicha capacidad pato­
génica durante algunos años en los 
protozoos cultivados en medio libre de 
virus, induciéndose, además, variacio­
nes antigénicas en dichos protozoos 
infectados con el virus (7) ; que T, py­
riformis es capaz de inactivar mixovi­
rus, y que la infección previa con pi­
cornavirus no afecta a la capacidad 
del protozoo para inactivar mixovi­
rus (10) ; que la infección previa de T. 
pyriformis con mixovirus bloquea una 
;segunda infección con picornavirus, 
estableciéndose un fenómeno de inter­
ferencia vírica (10) ; que el protozoo 
Giardia duodenalis resulta infectado 
por picornavirus, el cual persiste en 
los protozoos, y aún se multiplica (2) ; 
que el protozoo Acanthamoeha cas-
tellani, que no posee aparato oral como 
los anteriormente citados, es capaz de 
absorber en su membrana poliovirus y 
•ecovirus, induciendo un mayor período 
de supervivencia de este último virus 
• en el medio ambiente del protozoo (1). 

Por nuestra parte, en un trabajo 
anterior (8), indicamos que el ciliado 
Tetrahymena pyriformis captura el vi­
rus de la vacuna, el cual persiste in­
fectivo durante cierto tiempo en el 
interior del protozoo, lo que difiere 
•de los resultados obtenidos en este 
trabajo con Onychodro'^nus acumina-
tus, que muestran que este protozoo 
captura el virus presente en el medio 
de cultivo y lo digiere, inactivando su 
capacidad infectiva en un período cor­

to de tiempo. No existen hasta ahora 
datos suficientes que expliquen este 
diferente comportamiento entre las dos 
especies de ciliados frente a un mismo 
virus, pero puede pensarse en cierta 
especificidad de acción propia de cada 
una de las especies de ciliados. En el 
caso de O. acuminatus se sugiere que 
puede ejercer una actividad desconta­
minante en aguas contaminadas. 

A la vista de los resultados obteni­
dos hasta ahora por los diversos auto­
res citados y por nosotros, es induda­
ble que los protozoos son capaces de 
interaccionar de diversas formas con 
virus de mamíferos que puedan poner­
se en contacto con aquéllos, tales como 
inactivación del virus, mantenimiento 
de la infectividad del virus durante 
períodos de tiempo más o menos lar­
gos, inducción de fenómenos de inter­
ferencia vírica y, posiblemente, incluso 
soportar la multiplicación del virus. 
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RESUMEN 

Se describe la ultraestructura y desarrollo de los ascocar-
pos de Corynascella inaequalis en base a su observación me­
diante microscopia electrónica de transmisión y de barrido. Los 
ascocarpos son esféricos, superficiales y se hallan rodeados uni­
formemente por apéndices piliformes. Están delimitados por un 
peridio simple formado por varias capas de células aplanadas 
con los orgánulos citoplasmáticos típicos de estos hongos, des­
tacando la presencia de vesículas y gotitas con material lipídico, 
plasmalemosomas asociados a los septos y cuerpos densos a los 
electrones. El peridio rodea una zona central, en la cual se desa­
rrolla la ascoporogénesis, que se inicia tras la autólisis de las cé­
lulas parenquimatosas centrales. Las células más externas del 
peridio se hallan fuertemente melanizadas. Las excrecencias de 
los apéndices piliformes se hallan constituidas por deforma­
ciones hacia el exterior de la totalidad de la capa externa de la. 
pared celular de los mismos. 

SUMMARY 

Ascocarp ultrastructure and development in Corynascella 
inaequalis is described on the basis of observations by trans­
misión- and scanning electron microscopy. The ascocarps are 
spherical, superficial and homogeneously surrounded by peri-
thecial hairs. They are delimitated by a single peridium of 
several layers of flattened cells. The presence of vesicles and 
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droplets with lipidie material, plasmalemmasomes and dense 
bodies is emphasized. The peridium surrounds an ascosporo-
genous central cavity formed by the lysis and resorption of 
parenchymatous centrum cells. The outer layer of the peri­
dium is highly melanized. The hair excrecences are produced 
by outward deformations of the whole outer layer of the 
cell wall. 

INTRODUCCIÓN 

El género Corynascella, basado en 
la especie tipo Corynascella humicola 
V. Arx & Hodges, fue establecido por 
v. Arx (1) para agrupar aquellas espe­
cies de Thielavia Zopf con dos poros 
germinativos, situados en los extre­
mos, y con engrosamiento de la pared 
celular, característico, alrededor de los 
mismos. Dicho género reúne las carac­
terísticas generales de los Sphaeriales 
y en el mismo se incluyen además de 
la especie ya citada, C inaequalis (Pi 
doplichko et al.) v. Arx (2) y C inqui-
nata Udagawa & Ueda (20), las dos 
primeras aisladas originalmente del 
suelo. 

En los estudios que estamos reali­
zando sobre hongos microscópicos del 
suelo, hemos encontrado recientemen­
te una cepa que, en base a sus carac­
terísticas morfológicas, identificamos 
como Corynascella inaequalis (14). En 
el presente trabajo intentamos descri­
bir algunos de los aspectos ultraestruc-
turales más representativos de la cita­
da cepa, con la finalidad de conseguir 
una mejor caracterización de la estruc­
tura y desarrollo en este grupo de 
hongos. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

La cepa de Corynascella inaequalis 
utilizada en este trabajo, conservada 
en nuestra colección (FFBA 141), fue 

aislada del suelo y se cultivó durante 
15 d en agar extracto de malta al 2 % 
a 25 °C y en la oscuridad. Pequeños 
fragmentos del cultivo fueron fijados 
por inmersión en glutaraldehido, al 
2 %, tamponado con cacodilato sódi­
co 0,1 M, a pH 7,38 y a 4 ^C, durante 
un período de 24 h, fijándose luego 
con tetróxido de osmio al 1 %, con 
el mismo tampon, durante un período 
de 12-14 h a la misma temperatura. 
Tras un lavado con agua se procedió 
a una deshidratación en alcoholes, des­
de el 30 % al absoluto. 

Las muestras destinadas para su ob­
servación al microscopio elctrónico de 
transmisión, fueron incluidas en Epon 
tras los habituales pasos por alcohol 
absoluto y óxido de propileno. Cortes 
semifinos de 1 (x de grosor, obtenidos 
mediante un microtomo LKB, fueron 
teñidos con azul de toluidina al 1 %. 
Los cortes ultrafinos conseguidos con 
cuchilla de diamante fueron contras­
tados con solución acuosa de acetato 
de uranilo al 2 %, y, a continuación, 
tratados con citrato de plomo, según 
la técnica de Reynolds (18). La obser­
vación se realizó mediante un micros­
copio Philips 201. 

Para la observación al microscopio 
de barrido, las muestras se sometieron 
a la técnica del punto crítico, previo 
paso por acetato de amilo, efectuán­
dose la metalización mediante la técni­
ca de ((Sputtering)) (5), consistente en 
el metalizado de las muestras con oro 
y argón, alcanzándose una capa de 
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100-200 A de grosor. La observación 
se realizó mediante un microscopio de 
barrido JEOL U35. 

RESULTADOS 

Los ascocarpos se desarrollan en 
gran número sobre la superficie del 
medio de cultivo {figura 1), siendo de 
coloración oscura y esféricos (figu 
ra 2). Su tamaño suele estar compren­
dido entre 80 y 90 am de diámetro. La 
superficie externa de los mismos está 
constituida por un entramado de célu­
las parenquimaticas irregulares, de 6-14 
X 3-8 pLm, adquiriendo una textura 
«epidermoidea» típica de algunos hon­
gos de la familia Chaetomiaceae, Se 
hallan rodeados uniformemente en toda 
su superficie por apéndices piliformes 
{figura S) de 1,5-2 [im de grosor, los 
cuales poseen una coloración marro-
nácea, siendo rectos o ligeramente si­
nuosos y con los ápices romos {figu­
ras Jf-S), algunas veces presentando 
ramificaciones características. En un 
trabajo anterior (13), al ser observados 
estos apéndices al microscopio óptico, 
señalábamos la existencia de paredes 
rugosas ; sin embargo, mediante mi­
croscopía electrónica de barrido, estas 
rugosidades se identifican como excre­
cencias de la pared celular, de diferen­
tes tamaños, con la superficie externa 
irregular, desgarrada en algunos casos 
y otras veces incurvada o plegada ha­
cia el interior de la luz. Las ascospo-
ras {figura 6) son elípticas, con los ex­
tremos redondeados, midiendo 13-16 x 
6-7 X 7-9 [xm, y con un poro germi­
nativo en cada extremo. 

Al ser observados estos ascocarpos 
en sección, se aprecian dos zonas neta­
mente diferenciadas : el peridio, o cu­
bierta externa de protección, y el cen­
trum (8), o zona donde se lleva a cabo 

la ascosporogénesis. En la figura 7 
puede observarse una sección de estas 
estructuras aún jóvenes, al microsco­
pio óptico, apareciendo como esferas 
macizas, constituidas por un peridio de 
células aplanadas, escamosas y densa­
mente empaquetadas, delimitando una 
zona central constituida por células de 
mayor tamaño y de tipo parenquimá 
tico. En la figura 8 se ve un ascocar-
po, ya maduro, en el que las células 
del centrum han sufrido un proceso de 
autólisis, quedando vacías de orgánu 
los, fusionándose unas con otras y dan­
do lugar a los ascos, en cuyo seno se 
forman las ascosporas en número de 8. 

Mediante la ayuda de la mocroscopia 
electrónica de transmisión, se aprecia 
el peridio, constituido por 2-3 capas de 
células aplanadas {figuras 9-10) de na­
turaleza epitelial, y con una serie de 
orgánulos citoplasmáticos parecidos a 
los que se presentan en hongos rela­
cionados (3-4, 8). Es de destacar la 
existencia de grandes vacuolas con pe­
queños depósitos de material denso a 
los electrones, que en algunos casos 
llegan a ocupar casi todo es espacio 
intracelular, pequeñas go titas consti­
tuidas probablemente por lípidos neu­
tros {figuras 9-10) y cuerpos esféricos 
de material denso a los electrones de 
tamaños variables {figura 10), que no 
aparecen en los trabajos mencionados. 
Aparecen también plasmalemosomas 
asociados a los septos y al plasmalema 
(figura 9). En las células más externas 
se destaca una fuerte melanización de 
sus paredes celulares, que se extiende 
también hacia los espacios intercelu­
lares. 

Las células del centrum (figura 11) 
se distinguen fácilmente de las peridia-
les por su coloración más clara y por 
sus paredes más delgadas v transpa 
rentes a los electrones. Las paredes de 
las células adyacentes se van fusionan­
do a medida aue van desapareciendo 





Fi(^uras 5-10. C. iiiaequalis. 5) Detalle de los apéndices pilif ormes con excrecencias manifiestas. Escala: 1 fim. 6) Ascosporas 
maduras. Escala: 10 ¡im. 7) Sección de un ascocarpo en estado joven; nótense las células parenquimáticas de la zona cen­
tral. 8) Sección de un ascocarpo maduro con un estado de esporogénesis avanzado. 9) Células peridiales del ascocarpo, 
algunas de ellas septadas y otras con doble núcleo. Escala: 1 ¡mi. N, núcleo; V, vacuola; p, plasmalemosoma; W, cuerpo 
de Woronin; r, retículo endoplasmático. 10) Células peridiales con numerosos cuerpos densos a los electrones. Escala: 

1 fxm. db. cuerpos densos 

tn 
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Figuras II-I4. C. inaequalis. 11) Zona central del peridio en la que se observa la fusion 
entre las paredes de sus células, como asimismo la desaparición de sus orgánulos citoplas-
mâticos. Escala: 1 p.m. P, peridio; C, zona central. 12) Estadio más avanzado de la ascos-
porogénesis. Escala: 1 fxm. 13) Formación de los ascos en la zona central del ascocarpo. 
Escala: 1 ¡nm. A, ascos. U/) Formación de ascosporas en el interior de los ascos. Escala. 

1 ¡xm. As, ascosporas 



Figuras 15-16. C. inaeqttalis. 15) Sección de un apéndice piliforme en 
la que se observa la formación de excrecencias. Escala: 1 ¡im. N, nú­
cleo; S, septo; W, cuerpo de Woronin. 16) Sección de un pelo peridial 
en la qiie se observa la ultraestructura de la pared celular. Escala: 

0,5 jxm. PE, zona externa de la pared; PI, zona interna 
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los org'ánulos intracelulares. Según 
Ellis (7), la diferenciación de los ascos 
y la lisis de las células centrales pare­
ce que ocurren simultáneamente {figu­
ra 12), siendo absorbido el protoplas-
ma celular por aquéllos al desarrollar­
se, hasta que llegan a ocupar la mayor 
porción del centrmn {figura 13). A 
continuación se constituirán las ascos-
poras en el seno de los ascos {figu­
ra U). 

Los pelos peridiales que rodean al 
ascocarpo están compuestos, estructu-
ralmente, por una pared constituida 
por una capa interna transparente a 
los electrones y otra externa, fuerte­
mente melanizada, densa a los electro­
nes {figura 15). Observada con mayor 
detalle esta capa externa se ve que está 
constituida, a su vez, por dos zonas 
con diferente grado de melanización 
{figura 16). El citoplasma contiene los 
orgánulos típicos del resto de las cé­
lulas, y cerca del septo aparecen los 
cuerpos de Woronin. Se observan las 
excrecencias, constituidas por deforma­
ciones, hacia el exterior de la capa 
externa de la pared celular, que van 
hinchándose y constituyendo estructu­
ras semiesféricas y rompiéndose por el 
ápice al madurar. 

DISCUSIÓN 

En Corynascella inequalis se obser­
va un peridio más o menos uniforme, 
en toda la superficie del ascocarpo, 
constituido por células planas, escamo­
sas y densamente empaquetadas, que 
difiere de la estructura presentada por 
otros grupos de hongos estrechamen­
te relacionados. En Chaetomimn ter­
mino phile el peridio está formado por 
dos capas de células, la externa con 

•celas pseudoparenquimatosas, y la in-
lerna con células aplanadas parecidas 

a las de nuestro espécimen ; y en 
C. gracile la pared del ascocarpo está 
delimitada por una sola capa de 4-5 hi­
leras de células de grosor y de tipo 
pseudoparenquimático (8). Ellis (8) in­
dica que la existencia de una doble 
pared podría ser característica de las 
especies con ascos cilindricos, mientras 
que las paredes simples lo podrían ser 
de las especies con ascos mazudos. 
Nuestro espécimen sería un típico 
ejemplo de este segundo caso, pero 
estamos de acuerdo con dicho autor 
en que deberían ser examinadas un 
mayor número de especies para dar va­
lidez a tal conclusión. La doble pared 
podría ser una adaptación de los hon­
gos al termofilismo, quedando prote­
gidos, de esta forma, frente a la dese­
cación (8). 

Las vacuolas con material denso a 
los electrones, que aparecen en el cito­
plasma de las células de Corynascella 
inequalis, según Ellis (9) también po­
drían ser consideradas orgánulos típi­
cos de hongos termófilos. A tempera­
turas elevadas el material denso de na­
turaleza fosfolipídica estaría protegido 
por una membrana limitante ; por otra 
parte, al desarrollarse los hongos a 
temperaturas más bajas, almacenarían 
gotitas de lipid os neutros desprovistas 
de membrana. En nuestro caso, ha sido 
cultivado el hongo a 25 ""C, observán­
dose una preponderancia de gotitas 
lipídicas en el citoplasma celular, lo 
que corrobora en parte el plantemien-
to de Ellis (9). 

Referente a las excrecencias que apa­
recen en los pelos peridiales, Hawks-
worth y Wells (15) reconocieron 10 
tipos de las mismas en las especies del 
género Chaetomium estudiadas, po­
niendo de manifiesto la verdadera na­
turaleza de las mismas en contra de lo 
expuesto por Skolko y Groves (19), 
quienes habían indicado que dichas 
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^estructuras estaban constituidas por 
depósitos cristalinos. Estructuras pare­
cidas han sido observadas en coni-
•dios (10-12, 17) y apéndices setifor­
mes (16) de algunos hongos imperfec­
tos. En un anterior trabajo (13) pusi­
mos de manifiesto la existencia de estas 
estructuras externas en dos especies 
del género Chaetomium, e indicábamos 
que probablemente podría tratarse de 
un solo tipo de excrecencias con va­
rios estadios madurativos, en vez de 
los 10 tipos propuestos por Hawks-
worth y Weíls (15). Ellis (6) había se­
ñalado, en este mismo sentido, que la 
morfología de las excrecencias depen­
día del estado del citoplasma de las 

•células adyacentes. Según dicho autor, 
estas excrecencias estarían formadas 
por un hinchamiento hacia el exterior 
de una cutícula superficial presente en 
la pared celular y quedarían separadas 
del pelo por la gruesa capa melaniza-
da de la pared. En Cory ñas celia ine-
qualis, por el contrario, se observa cla­
ramente {figuras 15-16) que es la tota­
lidad de la capa externa de la pared 
la que se deforma hacia el exterior, 
quedando la luz de la excrecencia en 
íntimo contacto con la capa interna, 
más clara, de la pared. Ellis (6) supone 
que dichas estructuras podrían funcio­
nar como sacos llenos de mucílago ca­
paces de poder absorber agua de las 
células vecinas con gran rapidez, aun­
que se duda de si dichas cavidades 
están vacías u ocupadas por material 
iibrilar de naturaleza desconocida. 
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RESUMEN 

En este estudio se han utilizado dos estirpes de Naegleria 
gruberi (1518/lf y 1518/le) y A .̂ lovaniensis. Puesto que las 
estirpes patógenas de Naegleria son termófilas, la temperatura 
normal de cultivo de nuestras estirpes (30 '°C) se aumentó a 
34 °C y 37 '°C, consiguiéndose una adaptación temporal a di­
chas temperaturas. Las dos estirpes de Â . gruberi sólo sopor­
taron varios pases, y N. lovaniensis se mantuvo indefinidamen­
te a temperaturas elevadas, por lo que se inoculó a embriones 
de pollo, no provocando lesiones, pero pudiendo aislarse nue­
vamente de algunos de sus órganos. 

Dado que las estirpes patógenas de Naegleria tienen gran 
avidez por el tejido cerebral, se complementó el medio de cultivo 
l)ien con una suspensión de cerebro de ratón o con el fosfoli-
pido 1-a-cefaliña (dipalmitoil). Se obtuvo una estimulación del 
crecimiento en ambos casos, aunque fue disminuyendo en pases 
sucesivos. Al inocular las amebas crecidas en medio con cefa-
lina a ratones, no se apreció ninguna virulencia, ni aún con 
N. lovaniensis, especie conocida como citopática. 

SUMMARY 

In the present study two strains of Naegleria gruberi 
{1518/lf and 1518/le) and N. lovaniensis have been used. Since 
the pathogenic strains of Naegleria are thermophilic, the nor­
mal culture temperature of our strains (30 ''C) was raised to 
34 '̂ C and 37 °C, and a transient adaptation to such temperatu­
res was obtained. 

Both Naegleria gruberi strains tolerate only a few passages, 
but A .̂ lovaniensis could be maintained longer at high tempe­
ratures. The latter was inoculated to chick embryos provoking-
no lesions, but it could be again isolated from some of their 
organs. 

JWlcrobiol . E s p a ñ . , 36 (1983), 103. 
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Due to the high avidity of Naeglena pathogenic strains for 
cerebral tisue, the normal culture medium was supplemented 
well with a mouse brain suspensión or with the phospholipid 
l--oc-cephaline (dipalmytoil). In both cases a growth stimulation 
was obtained, although it was decreasing with successive 
transfers. 

When amoebae grown in culture medium supplemented with 
cephaline were inoculated to mice no virulence was appreciated, 
even in the case of Naegleria lovaniensis, strain well known as 
cytopathogenic. 

INTRODUCCIÓN 

Hace relativamente pocos años se 
identificaron algunas amebas de vida 
libre como causantes de la meningoen-
cefalitis amebiana primaria (MEAP), 
enfermedad fatal para el hombre. 

Uno de los principales agentes cau­
santes de la MEAP es Naeglena fow-
leri (1) ; en cambio, otras meningoen-
cefalitis pueden deberse a especies de 
Acanthamoeba. Esta enfermedad y sus 
agentes causantes han despertado la 
atención de numerosos investigadores 
y dado lugar a bastantes publicaciones 
y revisiones (3, 7, 9, 13), algunas de 
ellas muy recientes (4, 12). 

La mayor parte de los casos descri­
tos de esta enfermedad eran de jóve­
nes que habían frecuentado piscinas 
climatizadas, ríos con aportes de aguas 
calientes de origen industrial, lagos 
termales, etc. La vía de entrada de las 
amebas era la cavidad nasofaríngea 
con rápida invasión cerebral. 

La capacidad de este tipo de ame­
bas de crecer a temperaturas eleva­
das, parece que está directamente rela­
cionada con su virulencia. Sin embar­
go, hay estirpes no patógenas capaces 
de desarrollarse a estas mismas tem­
peraturas (6, 14). Asimismo, se ha 
comprobado que estirpes patógenas 
pierden su carácter virulento en con­
diciones prolongadas de cultivo axéni-

co, el cual puede recuperarse por pa­
ses seriados en animales de experimen­
tación. Realmente no se tiene una idea 
clara sobre la barrera que separa las 
estirpes patógenas de las no patóge­
nas de Naegleria ; incluso en un tra­
bajo reciente (14) se ha descrito una-
nueva especie termófila, A .̂ lovanien­
sis, emparentada estrechamente con la 
patógena N. fowleri y que, sin ser vi­
rulenta para animales, produce efecto-
citopático en cultivos celulares. 

Algunos autores han descrito medios-
de cultivo que permiten la selección de 
estirpes patógenas de Naegleria de las 
no patógenas, en base a las diferencias-
nutricionales de estas amebas, puesto-
que las no patógenas son más exi­
gentes. 

En este trabajo hemos utilizado Nae­
gleria lovaniensis y dos estirpes de 
N. gruheri que sin ser patógenas cre­
cen en un medio descrito para cultivar 
estirpes patógenas. Los datos indica­
dos nos han inducido a intentar provo­
car el carácter patógeno potencial de 
estas tres estirpes. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Micro organismos 

Se han utilizado dos estirpes de Nae­
gleria gruberi (1518/lf y 1518/le) y 
A .̂ lovaniensis, amablemente suminis-



Estudio comparativo de tres estirpes de Naegleria lus­

tradas por el Dr. De Jonckheere, del 
Instituto de Higiene y Epidemiología 
de Bruselas. 

Medios de cultivo 

Las tres estirpes de amebas se 
han mantenido en medio axénico 
SCGYEM, compuesto por suero fetal 
de ternera, caseína isoeléctrica, gluco­
sa, extracto de levadura y sales (5). 
Las amebas se incubaron a 30 '°C en 
un volumen de 5 mi en tubos Pirex 
de 16 X 160 mm con un 5 % de incli­
nación, y los pases a nuevo medio se 
llevaron a cabo en un período entre 
5 d y 15 d. 

Se han realizado algunos ensayos 
introduciendo variaciones en el medio 
normal de cultivo : sustitución total de 
la fracción serosa del medio SCGYEM, 
por un 10 %, 5 % y 1 % de cerebro 
triturado en 4 mi de solución sali­
na, obtenido estérilmente de ratones 
Balb/c ; sustitución parcial del suero 
(5 % suero + 1 % cerebro), y adición, 
por último, de 0,5 % de cerebro al 
medio completo. 

Otra variación ha consistido en com­
plementar el medio de cultivo conte­
niendo un 5 % de suero fetal de ter­
nera, con el lípido cerebral l-*a-cefalina 
(dipalmitoil). Usando técnicas asépti­
cas, el fosfolípido se disolvió en una 
mezcla de cloroformo y metanol (en 
proporción 2:1) y se añadió al medio 
a una concentración de 50 [xg/ml. To­
dos los cultivos contenían, además, 
penicilina y estreptomicina a una con­
centración final de 200 U/ml y a 200 
(xr/ml, respectivamente. 

Determinación de la densidad de po­
blación 

'Leí densidad de población se deter­
minó mediante dos métodos : por re­

cuento directo del número de células 
en un hemocitómetro (Neubauer de: 
Leitz), o por lecturas de absorbancia^ 
a 540 nm en un espectrofotometro. 
(Spectronic 70 de Bausch & Lomb).. 
Las medidas en ambos métodos se; 
realizaron a intervalos de 24 h en cul­
tivos previamente agitados, y siempre, 
por duplicado. 

Obtención de extractos celulares 

Las tres estirpes de Naegleria se-
cultivaron durante 96 h a 30 ^C, eni 
volúmenes de 50 mi de medio en fras­
cos Roux de plástico de 75 cm^ de su­
perficie, con tapón de rosca. Para la. 
obtención de los extractos celulares,, 
se ha seguido el método de Visvesvara 
y Healy (15), aunque la ruptura de las 
amebas se ha realizado por congela­
ciones y descongelaciones repetidas. 

La determinación de proteínas se 
realizó según el método de Lowry y 
cois. (11). 

Las electroforesis se realizaron si­
guiendo el método de Weber y Os-
born (16) en geles de poliacrilamida al 
5-10 %, empleándose una corriente-
constante de 3 mA/gel durante 2 h. 

Una vez realizada la electroforesis,, 
los geles eran introducidos en un den-
sitómetro y trazados sus perfiles co ­
rrespondientes. 

Pruebas de patogenicidad en animales-

Para las pruebas de patogenicidad" 
de las tres estirpes de Naegelia 
(N. lovaniensis, N. gruberi 1518/lf 
y N. gruberi 1518/le), se utilizaron 
20 ratones hembras Balb/c de 3-4 se-
m.anas, que fueron inoculados intrana-
salmente con amebas crecidas en eí 
medio normal de cultivo, en un volu­
men de 50 [xl. Las dosis/ratón fueron-
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•de 2 X 10^ amebas de cada una de las 
tres estirpes ; N. lovaniensis se inocu­
ló, además, a las concentraciones de 

• 5 'x 10^ y 1 X 10^ amebas/ratón. Los 
: ratones testigo se inocularon con el 
mismo volumen de medio estéril. 

Posteriormente y con el mismo ob­
jeto, se utilizaron 40 ratones hem­
bras Balb/c de la misma edad, que 
fueron inoculados en la cavidad retro-
orbital con amebas crecidas en medio 
SCGYEM o en medio complementado 
con l^a-cefalina (después de 4 pases en 
este último). Los ratones fueron pre­
viamente anestesiados con éter. Se rea­
lizaron dos inoculaciones separadas por 
un período de 15 d. En la primera, 
grupos de 5 ratones fueron inoculados 
con 4 X 10^ amebas de cada una de 
las tres estirpes en 0,1 mi de medio nor­
mal de cultivo, y otros grupos fueron 
inoculados con 2 x 10^ amebas creci­
das en medio complementado con Loc-

• cefalina. Como testigos se utilizaron 2 
lotes de 5 ratones, uno de los cuales 
permaneció sin tratar y el otro se ino­
culó con 0,1 mi de medio estéril. 

A los 15 d, se les suministró una 
segunda dosis, más concentrada, de 
amebas por la misma via retroorbital 

'(1 X 10^ trofozoitos/ratón). 

Asimismo, para las pruebas de pato-
genicidad de Naegleria lovaniensis se 
utilizaron 30 embriones de pollo de 
11 d, variando tanto el inoculo (culti­
vos crecidos a 30 ''C y 37 ""C), como 
la vía de inoculación (cámara alantoi-
dea, saco vitelino o saco alantoideo). 
El inoculo/embrión consistió en 0,2 mi 
de medio SCGYEM que contenía 4,8 
X 10"̂  trofozoitos cultivados a 30 '°C, 

ó 3,2 X 10^ trofozoitos cultivados a 
"37 ""C. Un grupo testigo se inoculó 
por las mismas vías con 0,2 mi de me­
dio de cultivo estéril y otros permane­
cieron sin ningún tratamiento, reali-
::zándose cada ensayo por triplicado. 

RESULTADOS 

Las tres estirpes de Naegleria se 
han examinado al microscopio óptico, 
observándose el gran parecido morfo­
lógico que existe entre ellas, aunque 
presentan ligeras diferencias según 
puede apreciarse en las figuras 1-3, co­
rrespondientes a cultivos de 96 h. Los 
trofozoitos de N. lovaniensis presen­
tan un citoplasma muy vacuolizado ; 
son muy pleomórficos y su tamaño 
oscila entre 20-50 (xm de largo x 12-
20 pim de ancho. En cambio, en las 
dos estirpes de A .̂ gruberi, el citoplas­
ma presenta vacuolas mucho menores, 
sobre todo en N, gruberi 1518/lf. Am­
bas estirpes poseen con frecuencia for­
mas vegetativas polipodiales, y sus di­
mensiones varían de 35-45 [xm de lar­
go X 8-20 (xm de ancho en N. gruberi 
1518/lf y de 25-50 ¡im de largo x 20-
30 [im de ancho en N. gruberi 1518/le. 

Sin embargo, debido a su pleomor-
fismo, dichas estirpes de Naegleria re­
sultan con frecuencia difíciles de dife­
renciar, por lo cual se procedió al aná­
lisis de sus proteínas totales mediante 
electroforesis, con el fin de facilitar su 
identificación. Al comparar los protei-
nogramas se aprecia que cada estirpe 
presenta su propia distribución de ban­
das (figura 4)' 

En la figura 5 se muestran los resul­
tados obtenidos de las electroforesis 
utilizando muestras hervidas de Nae­
gleria lovaniensis crecida tanto a 30 ^C 
(a), como a 37 ''C (b). Al comparar 
ambos perfiles puede comprobarse que 
una de las bandas centrales (marcada 
con una flecha) no se aprecia en el co­
rrespondiente a 37 '°C. 

Se han determinado las curvas de 
crecimiento en condiciones normales 
de cultivo, mediante recuentos celula­
res diarios hasta las 96 h de cultivo, 
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Figuras 1-^. 1-3) Trofo0oitos de cada una de las tres estirpes de Nae-
geria, procedentes de cultivos de 96 h en medio SCGYEM. Preparaciones 
en fresco, contraste de fases. 1) N. lovaniensis. Obsérvese el citoplasma 
muy vacuolizado. 2) Trofozoitos de N. gruberi 1518/lf con citoplasma 
poco vacuolizado. S) N. gruberi 1518/le. Predominio de trofozoitos en­
sanchados con lobopodis cortos. If) Proteinogramas de las tres estirpes 
de Naegleria crecidas en medio SCGYEM a 30 «C Muestras hervidas. 

a: N. lovaniensis; b: N. gruberi 1518/lf; c: N. gruberi 1518/le 
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momento en el cual se alcanza la má­
xima densidad de población. Cada es­
tirpe de Naegleria presenta una curva 
de crecimiento diferente {figura 6), 
siendo A .̂ lovaniensis la que tiene la 
tasa de crecimiento más elevada, con 
una máxima densidad de población 
(MDP) de 6 X 10^ células/ml a las 
96 h ; la sigue N. gruberi 1518/lf con 
una MDP de 4 x 10^ células/ml, y 
finalmente N. gruberi 1518/le, con la 
menor tasa de crecimiento y una MDP 
de 1,5 X 10^ células/ml. 

JkX. 

se intentó determinar la densidad de 
población por medio de los valores de 
la absorbancia registrada en un espec-
trofotómetro. Se realizaron varios ex­
perimentos con cada una de las tres 
estirpes de Naegleria, determinando 
simultáneamente en cada cultivo el nú­
mero de células y la densidad óptica 
correspondiente, según se muestra en 
la tabla 1. Con el fin de comprobar la 
correlación entre los valores obtenidos 
del número de células y de la densidad 
óptica correspondiente, se calcularon 
las líneas de regresión, observando 
que los datos experimentales se ajus­
taban estrechamente a los calculados, 
obteniéndose coeficientes de correlación 

Figura 5. Proteinogramas y perfiles densi-
tométricos de N. lovaniensis. Muestras her­
vidas : a) procedentes de cultivos a SO ^C, 
h) procedentes de cultivos a 37 '"C. La fle­
cha indica el comiendo del gel de poliacri-
lamida al 10 %. La flecha grande indica 

la banda no detectable a 31 ^C 

Con el fin de evitar el recuento ma­
nual de células en el hemocitómetro, 

Figura 6. Crecimiento de las tres estirpes 
de Naegleria en medio SCGYEM a 30 ^C. 
N. lovaniensis, 0 ; N. gruberi 1618/If, • ; 

N. gruberi 1518/le, ¿^ 

de r > 0,98. Con la ayuda de estas 
gráficas puede determinarse el número 
de células correspondiente a una deter­
minada densidad óptica hasta un máxi­
mo de 96 h de cultivo. 
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Tabla 1. Valores de número de células y den­
sidad óptica en las tres estirpes de Naegleria 

Estirpe 

N. lovaniensis 

N. gruberi 
1518/lf 

N. gruberi 
1518/le 

Edad del 
cultivo 

h 

0 

24 

48 

72 

96 

0 

24 

48 

72 

96 

0 

24 

48 

72 

96 

Densidad 
óptica 

0,019 

0,057 

0,148 

0,216 

0,282 

0,020 

0,043 

0,091 

0,174 

0,226 

0,012 

0,032 

0,068 

0,118 

0,160 

Número de 
células X 10^ 

3,21 

12,60 

31,38 

47,49 

59,88 

1,72 

4,10 

16,44 

34,88 

41,00 

1,00 

3,11 

9,13 

12,00 

16,55 

Variaciones de las condiciones de cul­
tivo 

Variaciones de temperatura. Una vez 
establecidas las curvas de crecimiento 
de cada estirpe en las condiciones nor­
males de cultivo (30 '°C), se han deter­
minado, además, las correspondientes 
de Naegleria lovaniensis y N. grubert 
1518/lf, a 34 ^C y 37 '̂ C, después de 
un pase previo de aclimatación a di­
chas temperaturas. En N. lovaniensis 
la tasa de crecimiento a las tres tem­
peraturas ensayadas se mantuvo apro­
ximadamente igual hasta las 72 h de 
cultivo, momento a partir del cual la 
densidad de población disminuía a me­
dida que aumentaba la temperatura. 

En Naegleria gruberi 1518/lf la den­
sidad de población disminuía a medida 
que la temperatura era más elevada,, 
empezando a destacarse estas diferen­
cias a partir de las 24 h de cultivo, y 
siendo muy marcadas a las 96 h de in­
cubación. 

En subcultivos sucesivos a 34 "̂ C y 
37 '°C, se pudo comprobar que en las 
dos estirpes de Naegleria gruberi la 
tasa de crecimiento disminuía gradual­
mente hasta desaparecer al cuarto o 
quinto pase semanal. En cambio, en 
A .̂ lovaniensis se mantenían los culti­
vos después de numerosos pases suce­
sivos, aunque la tasa de crecimiento 
iba disminuyendo paulatinamente. 

Variaciones en la composición del 
medio de cultivo. Se ha sustituido to­
tal o parcialmente la fracción serosa 
del medio normal de cultivo por una 
suspensión de cerebro de ratón en so­
lución salina, o bien se ha complemen­
tado con dicha suspensión. Dado que 
el cerebro triturado enturbia el medio 
de cultivo, las densidades de población 
se estimaron por recuento del numera 
de células y no por densidad óptica. 

Como puede observarse en las dife­
rentes curvas de crecimiento de Nae­
gleria lovaniensis (figura 7), a las 24 h 
de cultivo ya hay una estimulación del 
crecimiento en todos los tubos trata­
dos con cerebro, respecto al testigo.. 
Esta estimulación va haciéndose más 
marcada a lo largo del tiempo, obte­
niéndose a las 96 h de cultivo en el 
medio con un 5 % de suero + 1 %. 
de cerebro, la mayor densidad de po­
blación (7,6 X 10^ células/ml frente a 
5 X 10^ células/ml de los tubos testi­
go). En los medios sin suero y con un 
5 % y 10 % de cerebro, se obtuvo la 
máxima densidad de población a las 
168 h de cultivo. 

En otros experimentos realizados en 
estas mismas condiciones, los resulta-
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dos obtenidos no fueron todo lo ho­
mogéneos que cabría esperar, dada la 
complejidad del material utilizado. Por 
ello, nos vimos obligados a seleccio­
nar un compuesto fácilmente cuantifi-
cable que estuviera presente en el ce­
rebro. 

En Naegleria lovaniensis y N. gru-
beri 1518/le esta estimulación se ob­
serva desde las primeras horas de cul­
tivo, alcanzando a las 96 h unas den­
sidades de población de 9,3 x 10^ cé-
lulas/ml y 2,9 x 10^ células/ml, res­
pectivamente, frente a sus correspon-
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Figura 7. Crecimiento de N. lovaniensis en medio SCGYEM sustituyendo o 
complementando la fracción sérica con ^ina suspensión de cerebro de ratón. 
SCGYEM, • ; SCGYEM + 0,5 % cerebro, k ; SCGYEM sin suero •\-10 % 
cerebro, • ; SCGYEM sin suero + 5 % cerebro, • ; SCGYEM sin suero +1 

% cerebro, Q; SCGYEM con 5 % de suero -\- 1 % cerebro, A 

De este modo, se realizaron una se­
rie de experimentos con el lípido ce-
cebral 1-a-cefalina (dipalmitoil), como 
complemento al medio, con un 5 % de 
suero. La adición de dicho fosfolipido 
provocó la estimulación de la tasa de 
crecimiento en las tres estirpes de 
Naegleria (figura 8), análogamente a 
los resultados obtenidos con cerebro 
de ratón. 

dientes testigos (5,9 x 10^ células/ml 
y 1,9 X 10^ células/ml). 

En Naegleria gruberi 1518/lf no se 
observa un aumento claro de la den­
sidad de población hasta las 96 h de 
cultivo con 6,5 x 10^ células/ml, fren­
te a 3,8 X 10^ células/ml en el tes­
tigo. 

En pases sucesivos en dicho medio 
con Pa-cefalina se comprobó que di-
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cha estimulación del crecimiento se 
perdía en las tres estirpes de Naegle­
ria, obteniéndose densidades de pobla­
ción inferiores a las de los testigos. 

Pruebas de patogenicidad en animales 

En las primeras pruebas de patoge­
nicidad en ratones, inoculados por via 
intranasal con cada una de las tres es-

En las pruebas de patogenicidad de 
Naegleria lovaniensis con embriones 
de pollo, tampoco se obtuvieron resul­
tados positivos. Los embriones siguie­
ron su desarrollo normal hasta el mo­
mento de su disección, a los 4 d de la 
inoculación. 

Como resultado de las observaciones 
minuciosas realizadas en los diferentes 
órganos y tejidos de dichos embrio­
nes, solamente se pudieron apreciar 

Figura 8. Crecimiento de cada una de las tres estirpes de Naegleria en medio 
SCGYEM con 5 % de suero complementado con l-a-cefaliña: a) N. lovaniensis, 
b) N. gruberi 151SJ1Í, c) N. gruberi 1518/le. SCGYEM, %; SCGYEM con 
5 % de suero + cloroformo : metanol (2:1), • ; SCGYEM con 5 % de siiero 

•\- l-a-cef aliña, A 

tirpes de Naegleria en SCGYEM, no 
se observó ningún efecto patógeno. 

En pruebas posteriores, los ratones 
inoculados por vía retroorbital con 
trofozoitos crecidos, tanto en SCGYEM 
como en medio complementado con 
W.-cefalina, tampoco presentaron nin­
gún síntoma anormal, incluso después 
de la administración de la segunda do­
sis más concentrada de amebas. 

amebas, en un número muy reducido, 
en el líquido alantoideo de los embrio­
nes inoculados en el saco alantoideo. 
Un volumen pequeño de dicho hqui-
do se anadió a medio SCGYEM obte­
niéndose cultivos abundantes de Nae­
gleria lovaniensis, que se mantuvieron 
perfectamente viables incluso a los 15 
d de cultivo. 
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DISCUSIÓN 

Aunque generalmente no se han 
apreciado diferencias morfológicas apa­
rentes entre los trofozoitos de diferen­
tes especies de Naegleria (13, 15), en 
este trabajo hemos podido comprobar 
que sí existen diferencias cuando se 
observan cultivos abundantes de cada 
una de las tres estirpes aquí estudia­
das. Sin embargo, cuando se han exa­
minado amebas aisladas, las diferencias 
entre ellas no son tan apreciables. 

Como resultado de los electroforeto-
gramas obtenidos, también hemos en­
contrado diferencias marcadas entre 
las tres estirpes estudiadas. 

Generalmente, en publicaciones so­
bre amebas, la densidad de población 
viene determinada mediante recuentos 
en contador Counter o en hemocitó-
metro ; incluso se ha llegado a prefe­
rir este último método (2). Hemos 
comprobado que utilizando valores de 
absorbancia, se obtenían resultados sa­
tisfactorios para determinar la densi­
dad de población, ya que, mediante 
recuentos paralelos en hemocitómetro, 
se pudo constatar la estrecha relación 
existente entre estos dos tipos de deter­
minación hasta las 96 h de cultivo, 
según se demuestra por las líneas de 
regresión obtenidas para cada una de 
las tres estirpes. En los cultivos más 
viejos se pierde esta correlación, pues­
to que hay un aumento de la densidad 
óptica no atribuible al aumento del nú­
mero de células, sino a productos re­
sultantes de la lisis celular. 

Puesto que las estirpes patógenas de 
Naegleria se mantienen a temperaturas 
elevadas (2, 8), tratamos de adaptar las 
estirpes objeto de nuestro estudio a 
dichas temperaturas, con el fin de in­
tentar comprobar si esta adaptación 
térmica iba ligada a la patogenicidad. 

En el caso de las dos estirpes de 
Naegleria gruberi, sólo se consiguió 
mantener los cultivos a 37 ""C hasta el 
á.'^ ó 5.'" pase ; en cambio, los de 
iV. lovaniensis pudieron mantenerse du­
rante períodos de tiempo mucho más 
largos, aunque con densidades de po­
blación bastante menores que los tes­
tigos a 30 ""C. Resulta interesante des­
tacar la diferencia entre los proteino-
gramas obtenidos de N. lovaniensis 
cultivada a 30 ^C y 37 ^C, ya que a 
37 ""C no se detecta una de las bandas 
centrales. 

Las pruebas de patogenicidad en 
embriones de pollo con Naegleria lo­
vaniensis mantenidas a 30 ^C y 37 ''C, 
no dieron resultados positivos, aunque 
las amebas permanecieron viables en 
algunos de ellos, puesto que al resem 
brar su líquido alantoideo en medio 
propio de estas amebas se obtuvieron 
cultivos amebianos puros, con gran 
vitalidad incluso a los 15 d de la re­
siembra. Conviene mencionar que en 
las condiciones normales de cultivo, la 
densidad de población amebiana em­
pieza a disminuir a los 8 d, y es prác­
ticamente nula a los 15 d. 

Puesto que la vía de entrada de las 
amebas patógenas de vida libre es la 
mucosa naso-faríngea con rápida inva­
sión cerebral, parece indicar que dichos 
organismos tienen gran apetencia por 
el sistema nervioso (13). 

En este trabajo se intentó estimular 
el crecimiento en las tres estirpes de 
Naegleria, así como provocar su posi­
ble carácter virulento, añadiendo o 
complementando el medio de cultivo 
con cerebro o 1-oc-cefaliña. Aunque se 
consiguió estimular notablemente la 
tasa de crecimiento, esta estimulación 
se fue perdiendo en pases sucesivos. 
Haight y John (10) estudian la estimu­
lación de N. fowleri al añadir al medio 
de cultivo diferentes lípidos cerebrales, 
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pero no indican si los resultados co­
rresponden al primer pase o a datos 
obtenidos después de varios pases. 

Los intentos de provocar el carácter 
patógeno de las estirpes aqui estudia­
das, variando las condiciones de cul­
tivo (temperatura y composición del 
medio) no han dado resultados positi­
vos por el momento como se des­
prende de los ensayos realizados con 
ratones. 

Nuestro propósito es proseguir en 
-esta línea de investigación, uno de cu­
yos objetivos inmediatos es la reali-

:zación de ensayos de citopatogenicidad 
-en cultivos celulares. 
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CHARACTERIZATION OF PENICILLIN-RESISTANT 
/^-LACTAMASE PRODUCING-STRAINS OF NEISSE­
RIA GONORRHOEAE ISOLATED IN SPAIN (1978-81> 

R. ROTGER and C. NOMBELA 

Departamento de Microbiología de la Facultad de Farmacia, Universidad Complutense.-
Madrid 

SUMMARY 

The characterization of three '^-lactamase-producing strains 
of Neisseria gonorrhoeae, isolated in Spain (1978-81) has been 
carried out. Two of them carried a 4.7 Mdalton plasmid and 
the third a 3.4 Mdalton plasmid, together with two other extra-
chromosomal elements of about 2.6 and 25 Mdalton. Mating 
experiments showed that the three strains were capable of 
transferring either the 4.5 Mdalton or the 3.4 Mdalton plasmids 
to Escherichia coli, together 'with the penicillin resistance and 
the capacity to produce ip-lactamase. We conclude that the 
three strains carry an R plasmid (of either 4.7 or 3.4 Mdalton) 
which can be mobilized by the sex factor activity of the bigger 
plasmid, of about 25 Mdalton. These results show that go-
nococci, which carry R factors, similar to those isolated in 
South East Asia, Holland and Canada, have been introduced 
in Spain. 

RESUMEN 

Se ha llevado a cabo la caracterización de tres estirpes, aisla­
das en España (1978-81), de Neisseria gonorrhoeae, productoras 
de i^-lactamasas. Dos de ellas eran portadoras de un plásmido de 
4,7 Mdaltons, y la tercera de uno de 3,4 Mdaltons, junto con 
otros dos plásmidos de 2,6 y 25 Mdaltons, respectivamente. En 
experimentos de conjugación se pudo poner de manifiesto que 
las tres estirpes eran capaces de transferir, bien el plásmido de 
4,7 Mdaltons o el de 3,4 Mdaltons, a Escherichia coli junto con 
la resistencia a penicilina y la capacidad de producir p-lactama-
sa. Se concluye que las tres estirpes son portadoras de un plás-

Mlcrobiol. Españ., 36 (1983), 115. 
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mido de resistencia (de 4,7 ó 3,4 Mdaltons) que puede movili­
zarse por la capacidad conjugativa de otro de masa molecular 
próxima a 25 Mdaltons. Estos resultados ponen de manifiesto 
la presencia en España de estirpes de gonococos resistentes 
a penicilina, de características similares a las aisladas en Sures­
te de Asia, Holanda y Canadá. 

INTRODUCTION 

Since 1976, when they appeared, the 
isolation 'P-lactamase-producing strains 
of Neisseria gonorrhoeae has become 

-common in many countries (6, 14). 
On the basis of epidemiological data, 
initially, it was possible to trace origin 
of '^-lactamase-producing gonococci 
either to South East Asia or to South 
Africa. The former strains were cha­
racterized by carrying a 4.7 Mdalton 
R plasmid, responsible for the p-lacta-
mase production and a 24.5 Mdalton 
plasmid, previously described as an 
indigenous gonococcal extrachromoso-
mal element, which was capable of the 
conjugal mobilization of the R plas­
mid. In contrast, the South African 
-strains lacked the conjugative element 
and carried an R plasmid of 3.4 Mdal­
ton, very much related to and possibly 
derived from the 4.7 Mdalton plasmid 
T)y deletion (15). Another 2.6 Mdal­
ton cryptic plasmid was normally pre­
sent in both types of strains. 

The spreading of the 3.4 Mdalton R 
plasmid has been limited by the lack 
*of conjugative capacity of the corres­
ponding strains. However, since 1981 
strains carrying this plasmid together 
with the conjugative element of 24.5 
Mdalton have started to be isolated in 
Holland (1, 16) and in Canada (4). 

We have analyzed the plasmid com­
plement and the genetic properties of 
i^-lactamase-producing gonococci isola­
ted in Spain. In this paper we des­

cribe some of the characteristics of the 
first three strains isolated in this coun­
try, during the period 1978-81. 

MATERIALS AND METHODS 

Bacterial strains and culture media 

Neisseria gonorrhoeae GC12, GC18 
and GC20 were three strains of p-lac-
tamase producing gonococci isolated 
in Spain. Their origins and some 
other characteristics are listed in ta­
ble 1. N, sub flava 080 belongs to our 
strain collection ; Escherichia coli K12 
185 (NalO and E. coli V517, which 
carries a set of plasmids used as stan­
dards for molecular weight determina­
tions (7), were from by J. M. Ortiz. 
E. coli HBlOl [F- , HsdStO (r-g, T^B), 
recAl^, araU, proA2, lacYl, galK2, 
rpsL20 (SmO, ^yl-5, mtl-1, supEU] 
was a gift of V. Rubio and E. coli B 
NCIB9484, a wild type strain, was 
obtained from the Spanish Type Cul­
ture Collection (CECT). 

Agar GC (BBL) enriched with B 
suplement (Difco) was used to grow 
Neisseria gonorrhoeae. For isolation 
and initial subcultures this medium was 
supplement with 5 % heated blood 
(«chocolate»). The plates were incu­
bated at 36 °C under a CO^ enriched 
atmosphere (using a candle jar). AT, 
subflava was grown in tripticase so) 
agar (TSA, Difco) and Escherichic 
coli in LB medium (3) either solid OÍ 



Characterization of penicillin-resistant .^-lactamase 117 

liquid. Antibiotic susceptibility testing 
was carried out by the disc difusión 
method (2) in Mueller Hinton agar 
(BBL), and the Minimal Inhibitory 
Concentration (MIC) was determined 
by the dilution technique using the 
same medium and an inoculum v^hich 
led to isolated colonies. 

graphed with a Kodak tri-X film and 
a Kenko R-1 filter. 

Transmission of antibiotic resistances 

Mating experiments v^ere caried out 
by preparing suspensions of donor and 
recipient cells in saline (to an optical 

Table 1. ¡^-lactamase producing strains of N. gonorrhoeae isolated in Spain (1978-81) 

Strain Source Clinical data of the case 

N, gonorrhoeae GC12 Dr. P. Alomar. Residencia Sanitaria Male. Acute urethrit is; 
«Virgen de Lluch«, Palma de Mallorca, possibly acquired in 

Thailand. 1978. 

JV, gonorrhoeae GC18 Dr. J . R. Domínguez. Hospital. 
Central de la Cruz Roja, Madrid. 

Male. Acute urethritis; 
possibly acquired in 
Holland. 1981. 

N. gonorrhoeae GC20 Dr. E. Pérez Trallero. Residencia Sa- Female. Acute bilateral 
nitaria «Nuestra Señora de Aranzazu», salpingit is . Acquired in 
de la Seguridad Social, San Sebastián. Madrid. 1981 (10). 

Analysis of plasmid DNA 

The presence of plasmids in the bac­
terial strains was tested by agarose gel 
electrophoresis. The method described 
by Grisnted et al. (5) was used for the 
preparation of clear lysates which were 
electrophoresed either directly or after 
DNA purification (8). Agarose gel 
electrophoresis was carried out in a 
vertical slab (10 'x 13 x 0.4 cm) or 
in a horizontal one (11.5 x 13 :x 0.6 
cm) as described by Meyers et al. (8). 
The s'els were stained with ethidium 
bromide, viewed under a short-wave 
UV ligth transilluminator (Ultraviolet 
Products Co., Mod. C-61) and photo-

density at 600 nm of 0.2) and mixing 
the two suspensions in the propor­
tions indicated below. The mixture 
was filtered through a Millipore (0.45 
(xm) filter and the filter placed on a 
plate of GCB agar. The mating was 
allowed by incubating the plate at 36 
""C in a COs-enriched atmosphere for 
the periods of time indicated in the 
Results. The cells were finally har­
vested by washing the filter with 1 ml 
of saline and plated in the appropriate 
selective medium supplemented with 
antibiotic. When Eschedichia coli was 
the recipient, McConkey agar contain­
ing carbenicillin (500 [ig/ml) was used 
whereas Neisseria sub flava was selec­
ted by plating in TSA containing 



Figure 1. Agarose gel electrophoresis of DNA from different bacterial strains. A, H, and I) E. coH V5Í7 (plasmids used as 
standards for molecular weight determination). B) E. coH K12 185. C) E. coli Km 185 (J¡.1 Mdalton plasmid), transcipient of a 
mating with N. gonorrhoeae GC12. D and E) N. subflava 080 f//.7 Mdalton plasmid), transcipient of a mating zvith N. go-
îiorrhoeae GG12. F) N. gonorrhoeae GC12. G) N. gonorrhoeae GG18. J) N. gonorrhoeae GC20. K) E. coH HBIOI ( f 7 MMton 

flasmid), transcifient of a mating with N. gonorrhoeae GÇ2Q 
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penicillin (20 [xg/ml). In some of the 
matings the filter was loaded with 
a 1 mg/ml solution of pancreatic 
DNAase I (Sigma Chemical Co.) in 
0.25 M MgSO^, in order to test the 
effete of this enzyme on the transfer 
of the resistance. 

The Neisseria gonorrhoeae plasmids 
were also introduced in Escherichia 
€oli by transformation. In these cases, 
plasmj.d DNA was purified by phenol 

•extraction and ethanol precipitation (8), 
and transformed into E. coli HBlOl 
as described by Cohen et al. (3). 
Transformed cells were also selected 
in LB agar containing carbenicillni 
<500 | ig/ml). 

Assay of ^^-lactamase 

Colonies of i^-lactamase-producing 
Neisseria sp. and Escherichia coli were 
detected with a chromogenic cepha­
losporin (9). The quantitative deter-
Tnination of p-lactamase in extracts 
obtained by sonication of cell suspen­
sions of A^ gonorrhoeae GC12 was 
•carried out by the iodine techni-
<iue (11). The cells were suspended 
in 25 mM phosphate buffer pH 7.4, 
and the cell del3ris eliminated, after 
the ultrasonic treatment, by centrifu-
gation at 50.000 x g for 30 min in 
a Beckman J2-21 centrifuge with the 
JA-21 rotor. 

Antibiotics 

Penicillin G was purchased from 
Sigma Chemical Co. ; ampicillin and 
•carbenicillin were kindly supplied by 
Compañía Española de Penicilina y 
Antibióticos (CEPA) ; cloxacillin and 
cephalosporin by Normon S. A. (Ma­
drid) and chromogenic cephalosporin 
87/312 (Nitrocefin) by Glaxo. 

RESULTS 

The plasmid complement of Neisse­
ria gonorrhoeae GC12, GC18 and 
GC20 was analyzed by agarose gel 
electrophoresis of clear lysates and it 
is shown in figure 1. The estimated 
molecular weights of the plasmids 
from N. gonorrhoeae GC12 and GC20 
were 24.5 x 10^ 4.7 x 10^ and 2.8 
X 10*̂  whereas iV. gonorrhoeae GC18 
carried plasmiids of 28 x 10*̂  ; 3.4 x 
10' and 2.8 x 10^ Mating of these 
three strains with Escherichia coli re­
sulted in the transmission of the peni­
cillin resistance and of the capacity 
to produce ^-lactamase (data shown in 
table 2 and described below). As it 
is also shown in figure 1 E. coli trans-
cipients had acquired the intermediate 
size plasmid, namely the 4.7 Mdalton 
plasmid from N. gonorrhoeae GC12 
and GC20. The 3.4 Mdalton plasmid 
was also present in E. coli transci-
pients after mating with N. gonor­
rhoeae GC18 (not shown). 

Table 2 gathers the data obtained 
in several mating experiments. Neisse­
ria gonorrhoeae GC12 could transfer 
the penicillin resistance to Escherichia 
coli and to N. sub flava, in this case 
with significantly higher frequency, in 
what can be considered a conjugal 
process since it was DNAase resistant. 
N. gonorrhoeae GC18 and GC20 beha­
ved similarly. E. coli transcipients 
were not able to transfer the penicillin 
resistance as it could be expected from 
the small size of the acquired plas­
mids. Total plasmid DNA, extracted 
from the three gonococcal strains as 
indicated in Methods, was used to 
transform E. coli HBlOl, follow^ed by 
selection of penicillin-resistant clones. 
In all cases transformant clones, car­
rying either the 3.4 or the 4.7 Mdal-
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ton plasmid, could be selected (not 
shown). 

A preliminary characterization of 
the ¡^-lactamase from Neisseria gonor­
rhoeae GC12 was carried out by deter­
mining its substrate profile. Assig­
ning a value of 100 % to its activity 
against benzylpenicillin, the activity 
against other 'f> -lactam antibiotics was 
as follows : ampicillin, 101 % ; cloxa-
cillin, 0 % ; carbeninicillin, 26 % ; ce-
phaloridin, 93 % and cephalothin, 19 %. 
This substrate profile corresponds to 
that of the TEM type /8-lactama%es. 

of the genus, namely Neisseria meni-
gitidis. We are currently interested 
in the problem of R plasmid mainte­
nance in Neisseria (13), and have asked 
clinical laboratories in Spain to send 
to us their gonococcal isolates in order 
to screen for antibiotic resistance and 
R plasmids. The three ^-lactamase-
producing N. gonorrhoeae strains des­
cribed in this paper are possibly the 
only ones isolated in Spain during 
the period 1978-81. 

Our results indicate that Neisseria 
gonorrhoeae GC12 and GC20, corres-

Table 2. Transfer of penicillin resistance from N. gonorrhoeae to. E. coli and 
N. subflava 

Experiment 
number 

Donor strain. Recip?ent strain 
Length ef 
iacubatien 

h 

Trnnsfer 
frequency {*̂  

/v. gonorrhoeae GC12 
M. gonorrhoeae GC12 
N, gonorrhoeae GC12 
N, gonorrhoeae GC12 

N. gonorrhoeae GC12 
N. gonorrhoeae GC18 

N. gonorrhoeae GC18 
M. gonorrhoeae G020 

E, coli K12 185 
E. coli K\2 185 
E. coli B NCIB9484 
N. subflava 080 

E, ¿ : Í ; / / H B 1 0 1 

E. coiinmox 

E. ^¿7//HB10l 

E. coimmox 

6 
6 

18 
6 

3 
3 

6 
6 

10*6 
10-6 (**) 
10-7 

10-4 

3 X 10-7 
3 X 10-7 

2 X 10-« 
3 X iO-6 

(*) The frequencies were calculated by dividing the number of transcipients 
by the total number of recipients at the end of the incubation. (^*) Mating 
carried out in the presence of DNAase. 

DISCUSSION 

The emergence of p-lactamase-pro-
ducing gonococci, in certain localized 
areas, raised much concern, not only 
in itself but from the point of view 
of the possible spreading of R plas­
mids to the other pathogenic member 

pond to the type of strains originally 
isolated in Asia. Their plasmid com­
plement consists of three elements : a 
4.7 Mdalton plasmid, which is the 
responsible for the penicillin-resistance 
as suggested by the finding that it 
appears in penicillin-resistant Escheri­
chia coli ; a 24.5 Mdalton plasmid 
which must encode sex factor activity 
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and a 2.8 Mdalton cryptic plasmid. 
On the other hand, A .̂ gonorrhoeae 
GC18 carries an R plasmid of 3.4 
Mdalton which can be transferred to 
E, coli through the agency of a big­
ger element of 28 Mdalton. This pat­
tern corresponds to that of the strains 
of more recent appearance in Hol­
land (1, 16) and in Canada (4). 

From these data we can conclude 
that penicillin - resistant ¡̂  - lactamase -
producing gonococci have been intro­
duced in Spain. In fact, at the pre­
sent time, they seem to be much more 
common thant they were a fe'w years 
ago (A. Alberte, personnal communi­
cation). The capacity of Neisseria go­
norrhoeae to maintain resistance and 
other plasmids could lead to the isola­
tion of strain with new combination 
of plasmids which can influence the 
antbiotic sensitivity and the pathogenic 
capacities of this bacterial species. 
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SUMMARY 

A new monocyclic beta-lactam antibiotic, azthreonam (SQ 
26,776), was evaluated in vitro against clinical isolates, and its 
activity was compared with cefotaxime, cefoperazone, moxa-
lactam, ceftazidime and N-f thienamycin. Azthreonam was the 
most active antibiotic against 80 % of all tested strains, inhi­
biting the bacteria at 2 pig/ml, followed by cefotaxime, moxa-
lactam ceftazidime and N-f thienamycin. Azthreonam was 
bactericidal, producing cellular elongation on Pseudomonas 
aeruginosa and elongation and spheroplast formations on 
Escherichia coli. The in vitro activity suggests that azthreo­
nam should prove useful in settings in which the most likely 
pathology is gram-negative infection. 

RESUMEN 

Se ha probado la actividad in vitro de un nuevo antibiótico 
betalactámico, aztreonama, comparado con cefotaxima, cefope-
razona, moxalactama, ceftazidima y NF-tienamicina, sobre 546 
bacterias gram-negativas. Aztreonama fue el antibiótico más 
activo sobre el 80 % de las bacterias ensayadas, con MCIs 
iguales o inferiores a 2 [xg/ml. Le siguieron en actividad cefo­
taxima, moxalactama, ceftazidima y NF-tienamicina. La acción 
de aztreonama fue bactericida, produciendo un alargamiento 
en Pseudomonas aeruginosa y alargamiento y esferoplastos en 
Escherichia coli. Por su actividad in vitro, aztreonama puede 
ser m.uy útil en el tratamiento de infecciones producidas por 
bacterias gram-negativas. 

Microbiol. Españ., 36 (1983), 123. 
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INTRODUCTION 

Azthreonam (SQ 20,776) is a syntlie-
tic monobactam, specifically active 
against gram-negative aerobic bacteria 
and stable against most beta-lactama-
ses (1, 4, 5, 7, 8). 

Azthreonam was tested to determine 
its in vitro efficacy against recent cli­
nical isolates obtained from hospitali­
zed patients. The m vitro activity of 
other new drugs, like ceftazidime, 
N-f thienamycin, moxalactam, cefope-
razone and cefotaxime was also com­
pared with that of azthreonam. 

Susceptibility testing 

Antibiotic solutions were prepared 
fresh daily in sterile distilled water. 
Antibacterial activity was determined 
by the agar-dilution method, using 
the Mueller-Hinton medium. An ino­
culum of 10^ colony-forming units/ml, 
prepared in a Ringer 1/4 (Oxoid) from 
a fresh overnight culture was used. 
The inoculum was applied as a spot 
with a Steer replicator (6). The Mini­
mal Inhibitory Concentration (MIC) 
was the lowest concentration that inhi­
bited visible growth of organisms in 
agar after 18 h at 35 '°C. 

MATERIAL AND METHODS 

Bacterial strains 

The gram - negative bacihi tested 
were : 71 Escherichia coli, 50 Salmo­
nella spp., 33 Citrobacter freundii, 41 
Enterobacter spp., 58 Klebsiella spp., 
53 Serratia mar ces cens, 63 Proteus mi­
rabilis, 18 P. vulgaris, 31 M organella 
morganii, 25 Providencia, 71 Pseudo-
monas aeruginosa, 32 Acinetobacter 
calcoaceticus, and 5 Bacteroides spp. 
and gram-positive cocci : 25 Staphylo­
coccus aureus, 25 Streptococcus fae-
calis. 

Antibiotics 

Azthreonam was supplied by The 
Squibb Institute for Medical Research, 
ceftazidime by Glaxo Group Research 
Ltd., N-f thienamycin by Merck, Sharo 
and Dohme Research Laboratory, mo­
xalactam by Lilly and Co., cefopera-
zone by Pfizer Inc., and cefotaxime by 
Hoechst-Roussel. 

Growth curves 

The growth curves for Pseudomonas 
aeruginosa, Escherichia coli, Salmone­
lla and Serratia with azthreonam 'were 
carried out in a MS-2 research system, 
using the Abbot MS-2 medium in bi-
phasic cartridges. The^ predetermined 
concentrations, of microorganisms for 
transferring from upper-growth cham­
ber (UGC) to the lower - growth 
chamber (LGC) was delta OD 0.004, 
equivalent to 10^ cfu/ml, with an in­
cubation period of 8 h. 

Morphology studies 

Different samples of Pseudomonas 
aeruginosa and Escherichia coli were 
taken from the LGC and observed 
under the light microscope at different 
times and different antibiotic concen­
trations. Bacteria were stained w îth 
diluted fuchsin. 

RESULTS 

The results of the in vitro activity 
of azthreonam against gram-negative 
bacilli are summarized in table 1. Az-
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threonam was very active against all 
of the aer*obic gram-negative bacilli. 
At a concentration of 0.5 [xg/ml it 
inhibited 98 % of the isolates of Esche­
richia coli, 90 % of the isolates of 
Klebsiella, 100 % of the isolates of 
.Proteus mirabilis and indol-positive 
Proteus, 96 % of the isolates of Pro-
-z/idencia, and 100 % of the isolates of 

namycin, moxalactam, cefoperazone 
and cefotaxime can be observed in 
table 2. The most active drug against 
Escherichia coli was azthreonam, follo­
wed by cefotaxime, N-f thienamycin 
and moxalactam. Azthreonam and ce­
fotaxime were the two most active 
drugs against Klebsiella. They inhibí 
ted 90 % of the isolates at concentra-

Table 1. In vitro activity of azthreonam 

Organism N . " tested 

71 
50 
33 
41 
56 
53 
63 
18 
31 
25 
71 
32 

Range 

0.01-64 
0.01-.5 
0.06-32 
0.01-64 
0.03-32 
0.06-32 

O.OOl-.Ol 
0.001-.06 
0.001-.5 

0.01-2 
1-16 

16-256 

Concentration required 
the followig percentages 

50 

0.06 
0.06 
0.12 
0.12 
0.09 
0.25 
0.001 
0.005 
0.005 
0.08 
3.12 

32 

{ig/ml 

70 

0.12 
0.12 
0.25 

2 
0.12 
0.5 
0.03 
0.007 
Ü.01 
0.06 

4 
32 

to inhibit 
of isolates 

90 

0.12 
0.25 

1 
16 

0.25 
4 

0.007 
0.03 
0.12 
0.25 

4 
64 

Escherichia coli 
Salmonella spp. 
CHrobacter freundii 
Enterobacter spp. 
Klebsiella spp. 
Serratia ntarcescens 
Proteus mirabilis 
P. vulgaris 
Morganella morganii 
Providencia 
Pseudomonas aeruginosa 
Acinetobacter calcoaceticus 

Total 546 0 .06 0.5 

Salmonella. At the same concentra­
tion as above, it also inhibited 87 % 
of the isolates of Citrobacter. At a 
concentration of 4 (xg/ml it inhibited 
SS % of the isolates of Pseudomonas 
aeruginosa, 85 % of the isolates of 
Entero bacter and 90 % of the isolates 
of Serratia. Bacteroides and Staphylo­
coccus aureus and Streptococcus fae-
calis were not susceptible to azthreo­
nam. 

The comparative activity of azthreo­
nam with that of ceftazidime, N-f thie-

tions of 0.25 (xg/ml and 0.12 [jig/ml. 
With the exception of cefoperazone, 
all of the other compounds showed ex­
cellent activity against this organism. 

Azthreonam showed limited activity 
against some strains of Enterobacter 
spp., it inhibited 85 % of the isola­
tes at 4 ptg/ml. The most active 
drug was cefotaxime, followed by N-f 
thienamycin, azthreonam, moxalactam, 
ceftazidime, and cefoperazone, in this 
order. 

Azthreonam, ceftazidime and N-f 



Table 2. Antibacterial activity of asthreonain and other antibiotics 

Org-anism N.° strains 
tested 

Compound MIC range 
H-g/ml 

Activity, [ig/ml 

MIC 50 MIC 90 

Escherichia coli 71 

Salmonella spp. 50 

Citrobacter spp. 33 

Enterobacter sp 41 

Klebsiella spp. 58 

Ssrratia marcescens 53 

CTX 
MXT 

CFP 

THM 

AZT 

CAZ 

CTX 

MXT 

CFP 

THM 

AZT 

CAZ 

CTX 

MXT 

CFP 

THM 

AZT 

CAZ 

CTX 

MXT 

CFP 

THM 

AZT 

CAZ 

CTX 

MXT 

CFP 

THM 

AZT 

CAZ 

CTX 

MXT 

CFP 

THM 

AZT 

CAZ 

0.007-32 
0.01-64 

0.03-256 

0.09-1.56 

0.0l>64 

0.25-128 

0.03-2 

0.06-32 

0 25-256 

0.02-3.12 

0.01-0.5 

0.12-4 

0.12 

0.06-32 

0.25-256 

0.02-3.12 

0.06-32 

0.12-64 

0.03-8 

0.12-128 

0.12-256 

0.78-3.12 

0.01 64 

0.06-256 

0.03-8 

0.01-64 

0.03-256 

0.04-1.56 

0.03-32 

0.06-4 

0.03-16 

0.06-32 

0.25-256 

0.19-6.25 

0.06-32 

0.06-8 

0.09 

0.12 

2 
0.19 

0.06 

0.5 

0.12 

0.19 

0.39 

0.39 

0.06 

0.5 

0.12 

0.19 

0.39 

0.39 

0.12 

1 

0.12 

0.25 

0.5 

0.5 

0.12 

1 

0.06 

0.12 

1 

0.39 

0.09 

0.19 

0.25 

0.25 

8 

I 

0.25 

0.12 

0.25 
16 

256 

0.39 

0.12 

2 

0.25 

0.5 

1 

0.7a 

0.25^ 

1 

0 . 1 ^ 

0.5 

1 

0.7a 

1 

25 

1 

16 

64 

2 

16 

128 

C.l^ 

1 

256 

1 

0.2^ 

1 

8 

16 

256 

3.12 

4 

1 



Table 2 (continuation) 

CTX 0.07- .03 0 01 0 .01 

MXT 0.12-2 0.78 2 

CFP 0.5-2 1 2 
Proteus mirabilis 63 THM Í 56-12 5 2 3 

AZT 0 . 0 0 1 - . 01 0 .001 0.007 

CAZ 0.01-4 0.12 0 .5 

CTX 0.01- .06 0 .03 0.06 

MXT 0.06- .12 0.12 0.12 

CFP 1-2 1 2 
P. vulgaris 18 ^^^^ 0 .78-1.56 1 1.56 

AZT 0.001-.06 0.005 0 .03 

CAZ 0.05-2 0 .78 1.56 

CTX 0.03- .5 0 .06 0 .25 

MXT 0.06-1 0.06 0 .5 

CFP 0.25-8 1 4 
.Morganella morganii 31 TWiA 3 12-6 25 3 6.25 

AZT 0 .001- .5 0.005 0 .12 

CAZ 4-8 8 8 

CTX 0.07-2 0 .03 0 .5 

MXT 0.06-4 0.12 1 

CFP 1-128 2 64 
á>rovidencia 25 ^^^^ 1.56-6.25 1.56 3.12 

AZT 0.01-2 0 .03 0 .15 

CAZ 0.06-32 0.25 4 

CTX 4-128 16 64 

MXT 8-256 16 64 

CFP 2-256 4 128 
.Pseudomonas aeruginosa 71 ^ j ^ ^ 0.12-12 5 1.56 3.12 

AZT 1-16 3.12 4 

CAZ 0.5-8 1 3.12 

CTX 0.03-128 8 64 

MXT 0.06-256 32 64 

CFP 0.12-256 256 256 
.Acinetobacter 32 r^^^ 0 .09- .78 0.39 0.78 

AZT 16-256 32 64 

CAZ 1-256 64 128 

CTX, cefotaxime. MXT, moxalactam. CFP, cefoperazone. THM, thienamyciii. 
-AZT, aztlireonam. CAZ, ceftazidime. 



128 M. Gobernado, E. Canton and M. Santos 

thienamycin show a remarkable acti­
vity against Serratia marcescens^ inhi­
biting more than 80 % at concentra­
tions of 4 [xg/ml. Azthreonam was 
the most active compound against Pro­
teus mirabilis, Proteus indol positive, 
and Providencia. 100 % of the isolates 
were inhibited at 0.03 /xg/ml, although 
all of the antibiotics tested were very 
active. 

at concentrations of 8 |xg/ml, but cef­
tazidime and N-f thienamycin were 
more active, inhibiting 100 % and 
98 % of the isolates, respectively, at 
8 pLg/ml. N-f thienamycin was the 
most active drug against Acinetohac-
ter calcoaceticus inhibiting 100 % of 
the isolates at a concentration of 0.78 
pig/ml. The rest of the cephalospo­
rins showed only marginal activity. 
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Figure 1. Growth curves of S. marcescens, Ps. aeruginosa, E. coli and Salmonella group 
CI under different azthreonam concentrations 

Azthreonam, showed excellent acti­
vity against Citrobacter freundii and 
Salmonella, inhibiting 94 % of the iso­
lates at 1 ¡ig/mh These antibiotics 
were also tested for their in vitro acti­
vity against Pseudomonas aeruginosa. 
Azthreonam inhibited 94 % of isolates 

An azthreonam concentration of 32' 
¡ig/ml was required to inhibit 69 % 
of the isolates. 

In figure 1 the pattern of growth of 
the Salmonella, Escherichia coli, Se­
rratia and Pseudomonas aeruginosa 
with azthreonam can be observed.. 



I 
^ ^ 

I 
^ ^ 

Figure 2 

if 

Figure 3 



Figure 4 
Figures 2-4. Morphological changes of E. coli after 7 h of exposure to the action of 

asthreonam. 2) 0.03 ¡xg. 3) 0.06 ¡xg, 4) 0.12 ¡xg 

Figure 5. Morphological changes observed in Ps. aeruginosa after 7 h of exposure to 

asthreonam (1/4 MCI) 
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The MIC's of the microorganisms 
were 0.12 [xg/ml for Serratia, Sahno-
nella and E. coli and 4 [ig/ml for 
Ps. aeruginosa. In all cases, the num­
ber of living' bacterial cells was less 
than 10^ cfu/ml when the microorga­
nisms were growing with the antbiotic 
at concentrations equal to or less than 
their MIC's. The morphological ef­
fects of azthreonam with E. coli are 
shown in figures 2-J}- at 0.03 /xg/ml, at 
this concentration, there are normal 
bacterial cells and elongated bacterial 
cells. At 0.06 (Xg/ml there are elon­
gated cells, some of them with sphe-
roplasts. At 0,12 [xg/ml (MIC con­
centration) the elongated cell, sphe-
roplasts and destroyed bacteria are 
observed. At the next upper concen­
trations, the same effect is observed. 
Figure 5 shows the effect of azthreo­
nam in Ps. aeruginosa, where there is 
elongation and filamented bacterial 
cells from 1 [xg/ml of the antibiotic, 
and the destruction of cells with 16 
[Xg/ml. 

DISCUSSION 

Azthreonam is a novel monocyclic 
beta-lactam antibiotic which is very 
active against aerobic gram-negative 
bacilli, including Pseudomonas aerugi­
nosa and Serratia. Azthreonam is 
comparable to the «Third Generation» 
cephalosporins in its in vitro activity 
(1, 3-5, 7). 

It inhibits 89 % of the Pseudomonas 
aeruginosa isolates at a concentration 
of 4 |xg/ml, making it one of the most 
active beta-lactams against these mi­
croorganisms. 

Azthreonam was only minimally ef­
fective against Acinetobacter calcoace-
ticus. Because of its mechanism of 
action, inhibiting the PBP3, azthreo­

nam affects the ceh wall septation, 
producing filamentous bacteria (2-3, 7). 
Therefore, it is said to have a bacte­
ricidal effect, but in the case of Esche­
richia coli, the formation of sphero-
plasts (PBPla) (3, 7, 9) has also been 
observed. 

The lack of activity against Bacte-
roides and other anaerobic microorga­
nisms could be an important point to 
consider since it could avoid ecologi­
cal changes in the intestinal flora when 
used for the treatment of gram-nega­
tive infections. 
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