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SINERGISMO EN LA CAPACIDAD CELULOLITICA IN VITRO 

DE MICROORGANISMOS AISLADOS DE LA PAJA 

M. MAS 
Departamento de Microbiología, Facultad de Ciencias, Universidad de Extremadura, Badajoz 

(Aceptado: 20 de septiembre de 1984) 

RESUMEN 

Con el fin de optimizar la degradación de residuos ricos 
en celulosa, se ha analizado la actividad celulolítica de micro­
organismos aislados de la paja, tanto en cultivos puros como 
en cultivos mixtos. 

Los cultivos mixtos alcanzaban, generalmente, una activi­
dad celulolítica mayor que los cultivos puros. Sin embargo, 
las poblaciones mixtas naturales, a par t i r de las cuales se hi­
cieron los aislamientos, alcanzaban una actividad celulolítica 
mucho mayor que los cultivos puros o mixtos. 

SUMMARY 

To optimize degradation of cellulosic wastes, cellulolytic 
activity of microorganisms isolated from straw, have been 
studied, both in pure and in mixed cultures. 

Mixed cultures reached generally a cellulolytic activity hi­
gher than pure cultures. However, natural mixed popula­
tions, from which isolations were made, reached a celluloly­
tic activity very much higher than pure or mixed cultures. 

INTRODUCCIÓN suele ser la hidrólisis de este poli-
sacárido (5). La mayor par te de la 

En el aprovechamiento de los re- descomposición de la celulosa, en 
siduos agrícolas e industriales, ri- la Naturaleza, se debe a la activi-
cos en celulosa, el factor limitante dad enzimática de microorganis-

'Microhiol Españ., 37(3-4), 69, 1984 
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mos. Sin embargo, estos microor­
ganismos celulolíticos suelen te­
ner un bajo rendimiento en la efi­
cacia de producción y actividad de 
celulasas (2). Aunque hay mutan­
tes superproductores de celulasas, 
necesitan condiciones especiales 
de crecimiento, pudiendo no adap­
tarse a ambientes determinados. 

Los objetivos pretendidos en es­
te trabajo han sido aislar de los 
propios residuos microorganismos 
de fácil inoculación y con buena 
capacidad celulolítica extracelu-
lar, ya sea actuando solos o bien 
por sinergismo en cultivos mixtos. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Aislamiento de microorganismos 

Diferentes muest ras de paja se 
incubaron en una solución de sa­
les minerales, con 0,1 % de extrac­
to de levadura y una tira de papel 
de filtro. La solución de sales mi­
nerales contenía en porcentajes: 
NaCl, 0,6; (NH4)2S04, 0,1; KH2PO4, 
0,05; K2HPO4, 0,05; MgS04, 0,01 y 
CaCl2, 0,01 (1). El aislamiento de 
cepas puras se realizó en el mismo 
medio, con carboxi-metil-celulosa 
al 0,5% y agar al 2 % . 

Cada cepa pura aislada se inocu­
ló en 2 mi del medio líquido, en tu­
bos de ensayo, con papel de filtro 
en un caso y algodón (celulosa 
cristalina) en otro. Los tubos de 
ensayo se incubaron, sin agitación, 
a 25 *̂ C. Las cepas capaces de 
degradar, en 8 d, tanto el papel de 
filtro como el algodón, se selec­
cionaron para el análisis cuantita­
tivo de la actividad celulolítica. 

Medida de la actividad 
celulolítica 

La actividad celulolítica extrace-
lular se midió como la cantidad de 

azúca res r e d u c t o r e s p r o d u c i d a 
por 0,5 mi del sobrenadante del 
cultivo, con 1 mi de tampon (citra-
to sódico 0,05 M pH 4,8), incubado 
con 50 mg de papel de filtro What­
man num. i, durante 1 h, a 50 °C. 
La reacción se paraba con 3 mi de 
ácido dinitrosalicílico (3-4). 

RESULTADOS 

Selección de microorganismos 
con actividad celulolítica 

De un conjunto de microorganis­
mos aislados de la paja, se han se­
leccionado 8 cepas bacter ianas 
con capacidad celulolítica extrace-
lular en el crecimiento, tanto en 
papel de filtro como en algodón. 

Las cepas seleccionadas pertene­
cen a tres poblaciones mixtas na­
turales, resultantes de la incuba­
ción directa de paja en medio 
líquido. 

Estudio comparativo de la 
actividad celulolítica 

La evolución de la actividad ce­
lulolítica de los cultivos se ha 
expresado como microgramos de 
glucosa detectada por 10 mi de 
cultivo. 

La tabla 1 mues t ra la actividad 
enzimát ica desar ro l lada por la 
población mixta natural 13/1, así 
como por los cultivos puros C4 y 

Tabla 1. Actividad celulolítica detectada 
en el cultivo original 13/1 y en los aislados 
de él. Actividad expresada en microgramos 
de glucosa producidos por 10 mi de cultivo, 

durante 1 h 

Cultivo 

13/1 
C4 
C5 
C4 + C5 

Tiempo de incubación 

10 d 

42 
12 
5 
8 

15 d 

59 
37 
5 

63 

20 d 

119 
0 
0 
0 
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C5 aislados de ella, y por el cultivo 
mixto constituido por la mezcla 
C4 + C5. 

La tabla 2 corresponde a la acti­
vidad celulolítica de la población 
mixta natural 15/3, de los cultivos 
puros Cl y C2 aislados de ella, y 
del cultivo mixto formado por la 
mezcla de los cultivos Cl y C2. 

Tabla 2. Actividad celulolítica detectada 
en el cultivo original 15/3 y en los aislados 
de él Actividad expresada en microgramos 
de glucosa producidos por 10 mi de cultivo, 

durante 1 h 

15/3 
Cl 
C2 
Cl -f C2 

Tiempo de incubación 

10 d 

73 
95 
86 
4 

15 d 

106 
37 
34 
84 

20 d 

238 
1 
0 
6 

En la tabla 3 están representa­
das las actividades enzimáticas de 
las poblaciones siguientes: mixta 
natural 15/3, cultivos puros C6 y 
C7 aislados de ella, y población 
mixta constituida por C6 + C7. 

Tabla 3. Actividad celulolítica detectada 
en el cultivo original 15/3 y en los aislados 
de él. Actividad expresada en microgramos 
de glucosa producidos por 10 mi de cultivo, 

durante 1 h 

Cultivo 

15/3 
C6 
C7 
C6 4- C7 

Tiempo de incubación 

10 d 

73 
28 
5 

24 

15 d 

106 
0 
5 

57 

20 d 

238 
25 
0 
0 

Tabla 4. Actividad celulolítica detectada 
en el cultivo original 28/5 y en los aislados 
de él. Actividad expresada en microgramos 
de glucosa producidos por 10 mi de cultivo, 

durante 1 h 

Cultivo 

28/5 
C8 
C9 
C8 + C9 

Tiempo de incubación 

10 d 

83 
12 
32 
24 

15 d 

144 
31 
23 
42 

20 d 

259 
34 
20 
34 

DISCUSIÓN 

En general, las poblaciones mix­
tas alcanzaban una actividad celu­
lolítica superior a la de los culti­
vos puros que las componen, lo 
que parece indicar la existencia de 
sinergismo entre las cepas que for­
man cada población mixta (6-7). 

Sin embargo, las poblaciones 
mixtas naturales, a partir de las 
cuales se hicieron los aislamien­
tos, poseían una actividad celulolí­
tica muy superior a la de los culti­
vos puros o mixtos, que podía ser 
debida' a la acción combinada con 
otras bacterias presentes en la 
población mixta natural, y tam­
bién a la existencia de hongos y 
protozoos con posible actividad 
celulolítica. 

Las poblaciones mixtas natura­
les, al contrario de lo que ocurría 
con los cultivos puros y mixtos, 
mantenían e incrementaban la ac­
tividad celulolítica con el tiempo. 

Por último, la tabla 4 recoge la 
actividad celulolítica extracelular 
de la población mixta natural 28/5, 
de los cultivos puros aislados de 
ella C8 y C9, y de la población mix­
ta C8 4- C9. 
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CIPROFLOXACIN (BAY O 9867). COMPARATIVE IN VITRO 
ACTIVITY STUDY 

E. CANTON, J. GARCIA, B. VILA. M. SANTOS and M. GOBERNADO 
Servicio de Microbiología y Unidad de Bacteriología Experimental, Centro de Investigación, 

Hospital «La Fe», Valencia. 

(Aceptado: 16 de octubre de 1984) 

SUMMARY 

The in vitro activity of ciprofloxacin (BAY O 9867) against 
718 aerobic gramnegative and grampositive clinical isolates 
was compared with that of norfloxacin, pipemidic acid and 
nitrofurantoin. Ciprofloxacin was highly active against most 
of the bacterial strains tested with MIC's ranging from 0.007 
to 4 mg/1. All strains of Salmonella, Shigella, Proteus, Morga-
nella and Klebsiella were inhibited with a concentration 
equal to or less than 0.25 mg/1. Staphylococcus and Strepto­
coccus faecalis were less sensitive, 100% of the strains were 
inhibited with 1 mg/1. Acinetobacter and Serratia had a 
MIC 90 of 1 mg/1. Ciprofloxacin was the most active com­
pound tested. It showed similar activity to norfloxacin agains 
Enterobacter, Serratia, Proteus, Pseudomonas aeruginosa and 
Staphylococcus (MIC 90 from 0.06 to 1 mg/1). Pipemidic acid 
was more active than nitrofurantoin against Enterobacteria-
ceae, but both compounds were less active than ciprofloxacin 
and norfloxacin. 

RESUMEN 

Se ha comprobado la actividad in vitro de la ciprofloxaci-
na (BAY O 9867) sobre 718 cepas bacterianas, comparándola' 
con la norfloxacina, ácido pipemídico y nitrofurantoína. La 
ciprofloxacina fue muy activa contra la mayoría de las cepas 
ensayadas. El 100% de las bacterias se inhibieron con con­
centraciones que oscilaron entre 0,007-4 mg/1. La ciprofloxa­
cina fue muy activa contra Salmonella, Shigella, Proteus, 

Microbiol Españ., 37(3-4), 13, 1984 
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Morganella y Klebsiella, CIMs iguales o inferiores a 0,25 mg/1 
para el 100% de las cepas. Staphylococcus aureus y Strepto­
coccus faecalis fueron menos sensibles, sih embargo el 100% 
de las cepas se inhibieron con 1 mg/1. La CIM 90 para Acineto­
bacter y Serratia fue de 1 mg/1. Ciprofloxacina y norfloxacina 
most raron similar actividad frente a Enterobacter, Serratia, 
Proteus, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus, CIM 90 
entre 0,06 y 1 mg/1. Sobre el resto de los microorganismos en­
sayados la ciprofloxacina mostró mayor actividad. La activi­
dad del ácido pipemídico fue superior a la nitrofurantoina en 
las Enterobacteriaceas, pero ambos tuvieron una actividad 
muy inferior a la ciprofloxacina y norfloxacina. 

INTRODUCTION 

Ciprofloxacin (BAY O 9867) is a 
new chemotherapeutic agent ana­
log of nalidixic acid with a greater 
antimicrobial activity. Ciprofloxa­
cin was found to have a broad anti­
microbial spectrum against both 
gramposi t ive and gramnegat ive 
bacteria (2). It is specially interes­
ting because of its activity against 
strains of Enterobacter, Pseudo­
monas and Acinetobacter, inclu­
ding some wich were found to be 
resistant to the third generation 
cephalosporins. In this study the 
in vitro activity of ciprofloxacin 
against grampositive and gramne­
gative aerobic bacteria was tested 
and compared with the activity of 
two quinoleic dérivâtes that have 
recently appeared, norfloxacin (6-
7) and pipemidic acid (10), and 
nitrofurantoin an agent that has 
shown to be useful for t reatment 
of ur inary tract infection (1). 

included: 72 Escherichia coli, 37 
Enterobacter spp., 41 Klebsiella 
spp., 72 Serratia marcescens, 42 
Citrobacter freundii, 25 Providen­
cia spp., 30 Proteus vulgaris, 20 P. 
mirabilis, 32 Morganella morganii, 
20 Pseudomonas aeruginosa, 61 
Acinetobacter calcoaceticus, 57 
Salmonella spp., 37 Shigella spp., 
58 Streptococcus faecalis, 50 Sta­
phylococcus aureus, and 41 Sta­
phylococcus epidermidis. The 
grampositive cocci were identified 
by s tandard procedures (4,8), the 
Enterobacter iaceae were identi­
fied by the API 20E method (APY 
SYSTEM, S.A.), and the glucose 
non-fermenting bacter ia by the 
oxi/ferm tube me thod (Roche). 
Es. coli ATCC 25922, En. aerogenes 
ATCC 13048, En. cloacae ATCC 
13047, Ac. calcoaceticus ATCC 
19606, Ps. aeruginosa ATCC 9721, 
Sta. aureus ATCC 25923, Sta. epi­
dermidis ATCC 12228 and Sir. fae­
calis ATCC 19433 were included as 
reference strains. 

MATERIAL AND METHODS 

Bacterial strains 

A total of 718 recent aerobic cli­
nical isolates were studied. These 

Antibacterial agents 

The s tandard dry powder subs­
tances, of known potency tested 
were: ciprofloxacin (Quimica far-
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maceutica Bayer, S.A.), norfloxa­
cin (Merck Sharp and Dohme de 
España, S.A.), pipemidic acid (La­
boratorios Almirall) and nitrofu­
rantoin (Laboratories Uriach). The 
stock solutions of the antibacterial 
agents were made in accordance 
with the instructions guide of the 
National Committee for Clinical 
Labora to ry S t a n d a r d s (NCCLS) 
(13). 

Antimicrobial susceptibility test 

Antimicrobial susceptibility test 
were measured by an agar dilution 
method with Mueller-Hinton agar. 
A final inoculum of 10"̂  CPU's, pre­
pared by dilution of a fresh over­
night broth culture, was applied to 
agar with a Steer 's replicator. 
Agar plates were incubated at 
37 °C for 18 h. 

RESULTS 

Ciprofloxacin showed excellent 
activity against the majority of 
bacteria tested (table 1). A hundred 

per cent of Klebsiella spp. were 
inhibited by 0.25 mg/1. Proteus vul­
garis required concentrations of 
0.12 mg/1 to inhibit 100% of isola­
tes, and Morganella morganii and 
P. mirabilis required concentra­
tions of 0.015 mg/1 to inhibit 100% 
of isolates. Salmonella and Shigel­
la w e r e a l so v e r y s e n s i t i v e , 
0,007 mg/1 inhibited 100% Shigella 
isolates and 91.33% of Salmonella 
isolates and 100% of them with 
0.03 mg/1. Serratia and Acinetobac-
ter were less sensitive, 100% of 
the strains tested were inhibited 
with 4 mg/1. Ciprofloxacin showed 
good activity against grampositive 
cocci concentrations of 0.5 mg/1 
inhibited 100% of Staphylococcus 
aureus, Sta. epidermidis and 5 % of 
Streptococcus faecalis. 

The c o m p a r a t i v e act iv i ty of 
ciprofloxacin with that of norflo­
xacin, pipemidic acid and nitrofu­
rantoin is shown table 2. Ciproflo­
xacin and norfloxacin were very 
active against the majority of orga-

Table 1. In vitro activity of ciprofloxacin 

Organism 
n.° of strains 

Escherichia col i (72) 
Enterohacter spp (37) 
Klebsiella spp (41) 
Serratia marcescens (72) 
Citrobacter freundii (42) 
Providencia spp (25) 
Proteus vulgaris (30) 
Morganella morganii (32) 
P. mirabilis (20) 
Pseudomonas aeruginosa (20) 
Acinetobacter calcoaceticus (61) 
Salmonella spp (57) 
Shigella spp (37) 
Streptococcus faecalis (58) 
Staphylococcus aureus (50) 
Sta. epidermidis (41) 

Ran| 

< .007-
< .007-

.015-

.015-
< .007-
< .007-

.007-
< .007-

.007-

.03 -

.06 -
< .007-
< .007-

.5 -

.12 -

.06 -

?e 

1 
1 

.25 
4 
1 
1 

.12 

.015 

.015 
1 
4 
.03 
.007 
2 

.5 

.5 

Concentration (mg/1) required to 
inhibit the following percentages 

50 

.007 

.015 

.015 

.015 
<.007 

.03 

.03 
<.007 

.007 

.1 

.25 
<.007 
<.007 

1 
.1 
.12 

of isolates 

75 

.015 

.06 

.015 

.25 

.007 

.12 

.05 

.007 

.012 

.12 

.5 
<.007 
<.007 

1 
.25 
.2 

90 

.06 

.25 

.03 

.5 

.03 

.5 

.06 

.015 

.015 

.5 
1 

.007 

.007 
1 

.3 

.25 



Table 2. Comparative antibacterial activity of ciprofloxacin and other antimicrobial agents. 

Organism 
(n.° tested) 

Antimicrobial 
agent Range 

Concentration (mg/i) required to inhibit 
the following percentages of isolates 

50 75 ^p 

Escherichia coli (72) 

Enterobacter spp (37) 

Klebsiella spp (41) 

Serratia marcescens (72) 

Citrobacter freundii (42) 

Providencia spp (25) 

Proteus vulgaris (30) 

P. mirabilis (20) 

Ciprofloxacin 
Norfloxacin 
Pipemedic acid 
Nitrofurantoin 

Ciprofloxacin 
Norfloxacin 
Pipemidic acid 
Nitrofurantoin 
Ciprofloxacin 
Norfloxacin 
Pipemidic acid 
Nitrofurantoin 
Ciprofloxacin 
Norfloxacin 
Pipemidic acid 
Nitrofurantoin 
Ciprofloxacin 
Norfloxacin 
Pipemidic acid 
Nitrofurantoin 
Ciprofloxacin 
Norfloxacin 
Pipemidic acid 
Nitrofurantoin 
Ciprofloxacin 
Norfloxacin 
Pipemidic acid 
Nitrofurantoin 
Ciprofloxacin 
Norfloxacin 
Pipemidic acid 
Nitrofurantoin 

<.007-
.007-
2 -
.5 -

<.007-
.007-
2 -
1 -

.015-

.03 -
2 -
4 -
.015-
.06 -
2 -
32 -

<.007-
.003-
1 -
1 -

<.007-
.015-
2 -
1 -

.007-

.03 -
2 -
8 -

.007-

.007-
2 -
1 -

1 
2 
32 

>256 
1 
8 
64 

>256 
.25 
1 
64 
64 
4 
8 
32 

>256 
1 
2 
64 

>256 
1 
4 
64 

>256 
.12 
.12 
16 
64 
.015 
.25 
16 

>256 

.007 

.1 
3.1 
8 

.15 

.12 
4 
32 
.015 
.05 
1.5 
12 

.015 

.12 
3.1 
128 

<.007 
.05 
3.1 
12.5 

.03 

.05 
3.1 
32 

.03 

.03 
3.1 
32 
.007 
.007 
6.2 
32 

.015 

.12 
4 
16 

.06 

.25 
8 
32 

.015 

.07 
4 
16 

.25 

.5 
6.2 

> 256 
.007 
.12 
4 
16 

.12 

.12 
6.2 
64 
.05 
.05 
3.1 
64 

.01 

.007 
8 
64 

.06 

.3 
6.2 
32 

.25 

.5 
64 
256 
.03 
.12 
8 
32 
.5 
1 
12 

> 256 
.03 
.25 
8 
32 

.5 
1.5 
16 
256 

.06 

.06 
6.2 
64 
.015 
.03 
12.5 
128 

I ô  

Si 

)9 

(Continued) 



(Continued) 

Organism 
(n.° tested) 

Antimicrobial 
agent Range 

Conceniration (mg/I) required to inhibit 
the following percentages of isolates 

50 75 90 

Morganella morganii (30) 

Pseudomonas aeruginosa (20) 

Acinetobacter calcoaceticus (61) 

Salmonella spp (57) 

Shigella spp (57) 

Streptococcus faecalis (58) 

Staphylococcus aureus (50) 

Sta. epidermidis (41) 

Ciprofloxacin 
Norfloxacin 
Pipemidic acid 
Nitrofurantoin 
Ciprofloxacin 
Norfloxacin 
Pipemidic acid 
Nitrofurantoin 
Ciprofloxacin 
Norfloxacin 
Pipemidic acid 
Nitrofurantoin 
Ciprofloxacin 
Norfloxacin 
Pipemidic acid 
Nitrofurantoin 
Ciprofloxacin 
Norfloxacin 
Pipemidic acid 
Nitrofurantoin 
Ciprofloxacin 
Norfloxacin 
Pipemidic acid 
Nitrofurantoin 
Ciprofloxacin 
Norfloxacin 
Pipemidic acid 
Nitrofurantoin 
Ciprofloxacin 
Norfloxacin 
Pipemidic acid 
Nitrofurantoin 

<.007 
.03 -
2 -
16 -

.03 -

.25 -
8 -

> 256 
.06 -
.5 -

> 64 
256 

< .007-
.015-
.5 -
.5 -

< .007-
.007-
2 -
2 -

.5 -
1 -

> 64 
2 -

.12 -

.25 -
16 -
4 -
.06 -
.12 -
2 -
1 -

-.015 
.25 
16 
64 
1 
2 
64 

4 
16 

.03 

.12 
16 
64 
.007 
.03 
4 
4 
2 
8 

16 
.5 
2 

> 64 
8 

.5 
1 

> 64 
64 

<.007 
.03 
2 
25 
.1 
.25 
16 

> 256 
.25 
4 

> 64 
256 

< .007-
.02 
1 
8 

<.007 
.007 
2 
2 
1 
2 

> 64 
3.2 

.1 

.5 
> 64 

6.2 
.12 
.2 
12 
3.1 

.007 

.05 
3.1 
32 
.12 
.5 
16 

> 256 
.5 
6.2 

> 64 
256 

<.007 
.03 
1.5 
12 

<.007 
.007 
2 
2 
1 
3.2 

> 64 
6.2 
.25 
.7 

> 64 
6.2 

.2 

.25 
32 
4 

.01 

.06 
4 
32 

.5 
1 
50 

> 256 
1 
8 

> 64 
256 

.007 
.06 
3.1 
16 

<.007 
.015 
2 
4 
1 
4 

> 64 
8 
.3 
1 

> 64 
8 
.25 
.5 
64 
62 

.̂  
o' 
2 
o" 

f̂  
fSi 

Uo 

-IN 

K.4 

^ On 
-r\ 

< i 
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nisms tested. Ciprofloxacin had a 
MIC90 equa l to or less than 
0.5 mg/1, except for Acinetobacter, 
and Streptococcus faecalis which 
was 1 mg/1. A hundred per cent of 
the strains were inhibited by con-
centractions of 4 mg/1 of ciproflo­
xacin and norfloxacin required 
8 mg/1. 

Ciprofloxacin and norfloxacin 
showed a similar activity against 
Enterobacter, Serratia, Proteus, 
Pseudomonas and Staphylococcus. 
Pipemidic acid was more active 
than nitrofurantoin against gram-
n e g a t i v e m i c r o o r g a n i s m s . By 
contrast, nitrofurantoin was more 
active than pipemidic acid against 
grampositive cocci. 

DISCUSSION 

Ciprofloxacin is a new synthetic 
a n t i b a c t e r i a l a g e n t f rom t h e 
quinolone group like norfloxacin 
and pipemidic acid. Pipemidic 
acid has drawback that it is not ac­
tive against an important group of 
pathogenic organisms involved in 
urinary t ract infections such as 
enterococci, Staphylococcus and 
some Pseudomonas aeruginosa 
(35% of the strains are resistant) 
(9); nitrofurantoin, on the other 
hand, is active against the entero-
cocci but has the drawback that a 
percentage of gramnegative bacilli 
species such as Pseudomonas, Pro­
teus and Acinetobacter are resis­
tant (3). Ciprofloxacin and norflo­
xacin were active against all the 
bacteria tested, ciprofloxacin was 
the most active compound against 
Escherichia coli, Klebsiella, Citro-
bacter. Providencia, Acinetobacter, 
Salmonella, Shigella, and Strepto­
coccus faecalis. Ciprofloxacin and 

norfloxacin showed a similar acti­
vity against Enterobacter, Serratia, 
Proteus, Pseudomonas and Staphy­
lococcus, these results are similar 
to those reported recently in the li­
te ra ture (2, 5, 12). 

Of part icular benefit would be 
its activity against Streptococcus 
faecalis which is a frequent supe-
rinfecting orgamism in the treat­
ment of complicated urinary tract 
infections. 

The interesting in vitro activity 
of c i p r o f l o x a c i n , p a r t i c u l a r y 
against Pseudomonas aeruginosa, 
combined with its good pharmaco­
kinetic propert ies (3) suggest that 
it may prove to be useful in the 
t reatment of more than ur inary in­
fections and may provide an alter­
native agent to treat infections 
which requi re paren te ra l anti­
biotics. 
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RESUMEN 

Se ha llevado a cabo un estudio comparativo de cuat ro 
procedimientos recomendados para la diferenciación de esta­
filococos y micrococos. Las 71 cepas de cocos gram-positivos, 
catalasa-positivos, utilizadas, se habían aislado a par t i r de 
abscesos observados en canales y visceras durante la inspec­
ción post mortem en el matadero, en diversas especies de ani­
males de abasto. Los métodos comparados han sido: el estu­
dio de la capacidad para producir ácido a par t i r de la glucosa 
en anaerobiosis, el tipo de crecimiento en un medio semisóli-
do con tioglicolato, el esquema propuesto por Schleifer y 
Kloos (sensibilidad a la lisozima y a la lisostafina —ambas 
pruebas en placa—, y producción de ácido a par t i r del glice-
rol en un medio con eritromicina) y la susceptibilidad a la li-
sis por lisostafina empleando una técnica turbidimétrica. Por 
su capacidad de producir ácido anaeróbicamente a par t i r de 
la glucosa, 61 cepas habrían sido identificadas como estafilo­
cocos, 4 como micrococos y 6 como dudosas. El tipo de creci­
miento de 67 cepas en el medio semisólido con tioglicolato 
correspondía al del género Staphylococcus y el de las 4 res­
tantes al del género Micrococcus. De estas 4 últ imas cepas, 2 
tampoco fermentaban la glucosa y las otras 2 eran fermenta-
doras débiles. Según el esquema de Schleifer y Kloos, 66 ce­
pas eran estafilococos. Tampoco en este caso concordaban 
los resultados con los de las otras pruebas, ya que 4 cepas 
clasificadas como estafilococos por los otros tres métodos 
presentaban una combinación de propiedades muy diferente 
de la esperada. Finalmente, todas las cepas fueron sensibles a 
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la lisostafina (1 U/ml), razón por la cual fueron adscritas defi­
nitivamente al género Staphylococcus. 

Se discute la validez de las pruebas ensayadas y se propo­
ne el estudio de la sensibilidad a la lisostafina como prueba 
única para la diferenciación de los géneros Staphylococcus y 
Micrococcus. 

SUMMARY 

Four procedures proposed for separating staphylococci 
from micrococci were compared. The methods assayed were: 
ability to produce acid from glucose anaerobically, Evans 
and Kloos' test, Schleifer and Kloos' scheme and lysostaphyn 
sensitivity. The strains used in this study were 71 gramposi-
tive, catalasepositive cocci, isolated from abscesses found in 
slaughtered animals. On the basis of glucose fermentation, 61 
strains would have been classified as staphylococci and 4 as 
micrococci. The remaining 6 strains were weak acid produ­
cers. Sixty seven cul tures grew anaerobically in the medium 
used in Evans and Kloos' test (staphylococci) and 4 were ne­
gative (micrococci). Of these latter strains, 2 did not ferment 
glucose but 2 showed moderate glucose fermentation. Accor­
ding to the results of the Schleifer and Kloos scheme, the 
number of staphylococci were 66. It must be noted, however, 
that 4 strains negative in this test were classed as staphylo­
cocci on the basis of the results obtained in the other three 
tests. Finally, the 71 cultures were sensitive to lysostaphin 
(1 U/ml). Taking into account that lysostaphin sensitivity is a 
property directly related to the cell wall peptidoglycan com­
position of staphylococci, all strains studied could be definiti­
vely classified as members of the genus Staphylococcus. The 
usefulness of the procedures employed is discussed. 

From the results obtained it can be concluded that the ly­
sostaphin sensitivity test is a more reliable test than re­
maining three methods assayed. 

INTRODUCCIÓN tales como el contenido en citosi-
na + guanina del ADN o la compo­
sición de la pared celular. Las téc-

Los métodos que permiten dife- nicas correspondientes resultan, 
renciar con mayor fiabilidad los sin embargo, poco prácticas, ya 
géneros Staphylococcus y Micro- que su complejidad impide que 
coccus son aquellos que investigan sean utilizadas en el trabajo de ru-
propiedades básicas de las cepas, tina del laboratorio. Por este moti-
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vo, se han propuesto en los últi­
mos años múltiples pruebas y es­
quemas de identificación de relati­
va facilidad de ejecución, basados 
en el estudio de propiedades tan 
variadas como la producción de 
ácido anaeróbicamente a par t i r de 
la glucosa (16), el crecimiento en 
un medio semisólido con tioglico-
lato (4), la susceptibilidad a la lisis 
por lisostafina o/y lisozima (1, 12), 
la s e n s i b i l i d a d al c o m p u e s t o 
vibriostático 0/129 (3), la produc­
ción de ácido a par t i r de glicerol 
en un medio con eri tromicina (12), 
el crecimiento en un medio con ni-
trofurantoína (6), la actividad bac-
teriolítica (17), etc. 

De todas estas pruebas y es­
quemas de diferenciación, las que 
gozan de mayor aceptación son las 
dos pr imeras, fermentación de la 
glucosa y crecimiento en un medio 
semisólido con tioglicolato (4, 16), 
el esquema propuesto por Schlei-
fer y Kloos (12) y el estudio de la 
sensibilidad a la lisis por lisostafi­
na (1). En nuestra experiencia (5), 
esta úl t ima prueba es muy fiable, 
ya que proporciona indirectamen­
te información sobre una pro­
piedad fundamental: la composi­
ción de los peptidoglicanos de la 
pared celular. En efecto, la frac­
ción endopeptidasa de la enzima 
actúa específicamente sobre los 
enlaces de las moléculas de glico-
cola presentes en los puentes in-
terpeptídicos de los estafilococos 
y no en los de los micrococos. 

El objetivo de este trabajo ha si­
do evaluar la utilidad y fiabilidad 
de las t res pruebas y del esquema 
citado anter iormente en la ads­
cripción a los géneros Staphylo­
coccus y Micrococcus de u n a 
población de Micrococcaceae de 
origen animal. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Cepas 

Las 71 cepas de cocos gram-posi-
tivos, catalasa-positivos, utilizadas 
en este estudio habían sido aisla­
das por nosotros (9) a par t i r de 
abscesos y otras lesiones supura­
das encontradas durante la inspec­
ción post mortem en visceras y ca­
nales de otros tantos animales de 
abasto (óvidos, vacuno, cerdos y 
cápridos). 

Fermentación anaeróbica de la 
glucosa 

Esta propiedad se investigó si­
guiendo la técnica recomendada 
por el Subcomité de Taxonomía de 
Estafilococos y Micrococos (16), 
midiéndose el pH final del medio a 
los 5 d de incubación. Paralela­
mente, se estudió la capacidad de 
las cepas para utilizar este azúcar 
en aerobiosis. Las cepas se consi­
deraron fermentadoras (H-) cuan­
do el pH del medio era menor de 
5,7, f e rmentadoras débiles (±) 
cuando oscilaba entre 5,7 y 6,5, y 
no fermentadoras (—) cuando era 
superior a 6,5. 

Crecimiento y tipo de crecimiento 
en medio semisólido con 
tioglicolato 

La prueba se llevó a cabo según 
las indicaciones de Evans y Kloos 
(4). Los resultados se puntuaron de 
la forma siguiente: 3 + , crecimien­
to denso a lo largo de todo el tubo; 
24-, crecimiento poco denso a lo 
largo de todo el tubo; 1 + , colonias 
sueltas a lo largo de todo el tubo, y 
—, crecimiento sólo en superficie. 
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Pruebas del esquema de Schleifer 
y Kloos 

Para el ensayo de la producción 
de ácido aeróbicamente en un me­
dio con gl icerol + e r i t r o m i c i n a 
(0,4 jLtg/ml), se siguió la técnica pro­
puesta por Schleifer y Kloos (12). 
Se consideraron positivas (H-) las 
cepas que, a las 72 h, producían 
ácido en cantidad suficiente para 
que la zona de viraje se extendiese 
al medio circundante, y negativas 
(—) aquéllas en que no se apre­
ciaba ningún cambio. Si el indica­
dor viraba únicamente debajo de 
la estría de crecimiento, se consi­
deraba a la cepa como débilmente 
positiva (=b). La sensibilidad a la li-
sostafina se investigó de acuerdo 
con la técnica en placa descrita 
por Schleifer y Kloos (12). La lisos-
tafina (Schwarz-Mann) se utilizó a 
una concentración de 200 /ig/ml. 
También para el estudio de la sen­
sibilidad a la lisozima se siguió la 
técnica en placa propuesta por 
Schleifer y Kloos (12), empleando 
una solución de 50 ¡xglml de lisozi­
ma (Sigma). 

Susceptibilidad a la lisis por 
lisostafina 

Esta prueba se llevó a cabo se­
gún la técnica turbidimétr ica pro­
puesta por Gutiérrez y cois. (5), 
con una modificación en la in­
te rpre tac ión de los resu l tados , 
consistente en establecer el 80% 
de reducción en la densidad óptica 
(DO), en lugar del 70%, para dife­
renciar las cepas de sensibilidad 
intermedia de las muy sensibles. 
Así, las cepas se consideraron muy 
sensibles (MS) si a los 20 min de 
incubación a 37 ^C mostraban una 
reducción en la DO del 80% o su­

perior. Cuando la reducción de la 
DO era inferior al 20%, las cepas 
se clasificaron como poco sen­
sibles (PS). Las cepas que mostra­
ron reducciones en la DO que osci­
laban entre el 20 y el 80% fueron 
consideradas de sensibilidad inter­
media (Int.). 

Se utilizaron como controles las 
c e p a s p a t r ó n Staphylococcus 
aureus FDA 209P, Micrococcus lu-
teus NCTC 2665 y Sarcina lutea 
ATCC 9341. La actividad autolítica 
de las cepas fue, asimismo, deter­
minada. 

RESULTADOS 

Fermentación anaeróbica de la 
glucosa 

Los resultados obtenidos se re­
cogen en la tabla 1. En aerobiosis, 
61 cepas oxidaron la glucosa, 7 lo 
hicieron débilmente y 3 fueron ne­
gativas. 

Crecimiento y tipo de crecimiento 
en agar semisólido con 
tioglicolato 

Los datos correspondientes a es­
ta prueba se presentan también en 
la tabla 1. Por lo que respecta al ti­
po de crecimiento, 64 cepas fueron 
puntuadas como 3 + , 1 como 24-, 2 
como 1+ y 4 como —. 

Esquema de Schleifer y Kloos 

En la tabla 1 se muestran asimis­
mo las combinaciones de pro­
piedades presentadas por las ce­
pas en las pruebas incluidas en el 
esquema mencionado. 



Tabla I. Comparación de los resultados obtenidos en la identificación por cuatro procedimientos distintos de 71 cepas de cocos gram-
positivos, catalasa-positivos, aislados de abscesos hallados en diferentes especies animales durante la inspección post mortem. 

Glucosa 
anaero-
biosis 

Posible 
género(*) 

Prueba 
de Evans 
y Kloos 

Posible 
género 

Esquema de Schleifer y Kloos 

Sensibilidad a la 

Lisozima Lisostafina 

Acido 
a par t i r 

de glicerol 

Número 
de 

cepas 

Posible 
género 

Sensibilid. 
a la 

lisostafina 
(turbidi-

métricoX** 

Género 

o 

Î? 
1^ 

•v i 

61 + 

6 ± 

4— 

Staph. 

Microc. 

61 + 

4 + 
2 — 

Staph. 

í Staph. 
\ Microc. 

+ 

- { 
Staph. 

Microc. 

+ 
± 
+ 
+ 
± 

± 

+ 
± 

+ 

+ 

+ 
+ 
± 
+ 
+ 
+ 

+ 
4-

+ 
+ 

49 
7 

Staph. 
Staph. 
Staph. 

Staph. 
Staph. 

Staph. 
Staph. 

29 MS 
24 Int 

8 PS 

2 MS 
2 Int 
2 PS 

4 Int 

Staph. 
Staph. 
Staph. 

Staph. 
Staph 
Staph. 

Staph. 

(*) Staph., Sthaphylococcus. ?, dudoso. Microc, Micrococcus. (**) MS, muy sensible. Int, sensibilidad intermedia. PS, poco sensible. 
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Sensibilidad a la lisis por 
lisostafina 

También en la tabla / s e recogen 
los datos relativos a la sensibili­
dad a la lisostafina de las cepas es­
tudiadas. 

DISCUSIÓN 

Teniendo en consideración la ca­
pacidad de las cepas para produ­
cir ácido de la glucosa en anaero-
biosis (16), podríamos identificar 
61 de ellas como estafilococos, 4 
como micrococos y 6 como de cla­
sificación dudosa. Sin embargo, al 
ser todas ellas sensibles a 1 U/ml 
de lisostafina (1), puede afirmarse 
que la totalidad de la población es­
tudiada pertenecía al género Sta­
phylococcus. Como ya se indicó en 
la introducción, esta enzima actúa 
únicamente sobre la pared celular 
de los estafilococos y no de los 
micrococos, ofreciendo informa­
ción sobre la composición de los 
peptidoglicanos de la misma. La 
validez de esta prueba ha sido se­
ñalada por buen número de inves­
tigadores (5, 7-8, 13, 15), habiéndo­
se demostrado de forma conclu-
yente que la lisostafina lisa exclu­
sivamente cocos gram-positivos, 
catalasa-positivos, que poseen un 
ADN con bajo contenido en citosi-
na + guanina (estafilococos) y que 
esta lisis tiene lugar aún en cepas 
cuyas propiedades bioquímicas no 
coinciden con las características 
de este género. Las diferencias en 
el grado de sensibilidad son debi­
das a que, en ciertas especies, una 
o varias de las moléculas de glico-
cola están sustituidas por alanina 
o serina (11, 14). 

La separación de estafilococos y 
micrococos basada en la capaci­
dad de los primeros para crecer y 
producir ácido a partir de la glu­
cosa en anaerobiosis es, no sólo el 
procedimiento más antiguo, sino 
también el más utilizado. En un 
trabajo publicado en 1967, Mor-
tensen y Kocur (10) pusieron de 
manifiesto que existía una buena 
correlación entre el bajo conteni­
do en citosina + guanina y la capa­
cidad de las cepas para fermentar 
la glucosa. Sin embargo, en la últi­
ma década son cada vez más fre­
cuentes los investigadores que cri­
tican la validez de este método 
(2, 5, 11). La razón de este desa­
cuerdo podría ser que los trabajos 
iniciales se realizaron, casi exclu­
sivamente, con cepas de origen hu­
mano, de propiedades bien defini­
das y uniformes, pero al estudiar­
se más exhaustivamente pobla­
ciones de otros orígenes se pu­
sieron de manifiesto importantes 
discrepancias, ya que se comprobó 
la existencia de cepas de estafilo­
cocos que no fermentaban la glu­
cosa y cepas de micrococos que sí 
lo hacían. En este trabajo, que se 
refiere a cepas de origen animal, 
al menos 4 de ellas habrían sido 
erróneamente clasificadas como 
micrococos si sólo hubiésemos 
realizado esta prueba. 

El estudio del tipo de crecimien­
to en el medio semisólido con 
tioglicolato, propuesto por Evans 
y Kloos (4) y recomendado por 
otros investigadores (12-13), pare­
ce ser, en principio, una prueba 
menos restrictiva que la de pro­
ducción de ácido a partir de la glu­
cosa en anaerobiosis. En nuestro 
caso, como puede observarse en la 
tabla 1, 67 cepas pudieron ser cla­
ramente identificadas como estafi-
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lococos. Las 4 cepas restantes, en 
pr incipio , cor responder ían a 
micrococos y deberían coincidir 
con las 4 cepas no termentadoras 
de la glucosa en la prueba ante­
rior. Sin embargo, esto no es así, 
ya que 2 de ellas eran cepas fer-
mentadoras. La falta de correla­
ción entre ambos métodos que, en 
realidad, estudian la misma pro­
piedad, ha sido puesta de mani­
fiesto por Baird-Parker (2). Resulta 
obvio que la utilización conjunta 
de las dos pruebas complica la 
identificación. 

Refiriéndonos ahora al esquema 
de identificación propuesto por 
Schleifer y Kloos (12), encontra­
mos que 66 cepas mostraban una 
combinación de propiedades que 
correspondía a la del género Sta­
phylococcus (resistencia a la lisozi-
ma, sensibilidad a la lisostafina y 
capacidad de producción de ácido 
a partir del glicerol en un medio 
con eritromicina). Entre estas 66 
cepas se hallaban las 6 débilmente 
productoras de ácido a partir de la 
glucosa, y 3 de las 4 no fermenta-
doras. Puede parecer, por tanto, 
que este esquema podría ser útil 
para identificar estafilococos con 
propiedades conflictivas. Sin em­
bargo, 4 de las cepas que por las 
características que presentaban 
en las restantes pruebas corres­
pondían a estafilococos, dieron re­
sultados en este esquema de iden­
tificación que se apartaban no­
tablemente de los esperados. Por 
otra parte, es de destacar que, en 
nuestra experiencia, la lectura de 
las pruebas que integran este es­
quema es frecuentemente muy 
confusa y la interpretación de los 
diversos r e su l t ados posibles 
complicada y de difícil aplicación 
práctica. 

Considerando de forma conjun­
ta los tres últimos métodos discu­
tidos (producción de ácido anaeró-
bicamente a partir de la glucosa, 
prueba de Evans y Kloos y es­
quema de Schleifer y Kloos), pare­
ce posible concluir que ninguno de 
ellos resulta totalmente satisfacto­
rio a la hora de identificar cocos 
gram-positivos, catalasa-positivos, 
de origen animal. Por otra parte, 
la utilización combinada de dos de 
estas pruebas o de las tres no sólo 
no facilita la clasificación de las 
cepas, sino que la complica enor­
memente. 

Tanto Baird-Parker (2) como 
Schleifer y Kloos (13) han señalado 
que un criterio de clasificación 
que combinase el crecimiento en 
anaerobiosis con el estudio de la 
sensibilidad a la acción lítica de la 
lisostafina sería el mejor método 
para la diferenciación de estafilo­
cocos y micrococos. Sin embargo, 
nuestros resultados indican que es 
suficiente la prueba de sensibili­
dad a la lisostafina utilizando el 
método turbidimétrico propuesto 
por nosotros (5). En nuestra expe­
riencia, esta prueba, que no es ex­
cesivamente complicada, resulta 
un procedimiento muy fiable para 
la identificación de cocos gram-po­
sitivos, catalasa-positivos, tanto de 
origen humano como animal. La 
prueba en placa resulta más difícil 
de interpretar por no ser cuantita­
tiva. 
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RESUMEN 

Se describe por primera vez el proceso de conjugación de 
Glaucoma chattoni haciendo especial referencia a las trans­
formaciones nucleares. Este proceso incluye tres divisiones 
pregámicas o de maduración, la primera de ellas reduccional. 
El sincarion se divide dos veces, originando cuatro núcleos, 
uno de los cuales será micronúcleo, dos se transformarán en 
anlages o esbozos macronucleares y el otro degenerará. Duran­
te la conjugación, los conjugantes experimentan una degene­
ración paulatina de las estructuras orales. Asimismo, se reali­
zan algunas precisiones sobre la morfología de este ciliado, 
comparando nuestras observaciones con los datos obtenidos 
por otros autores hasta el presente. 

SUMMARY 

For the first time, the conjugation process of Glaucoma 
chattoni is described, specially the different nuclear changes. 
This process involves three pregamic or maturation divi­
sions, the first one is reductional. The synkaryon divides twi­
ce, yielding four nuclei; one of them will be micronucleus, 
two will become anlages or macronuclear primordia and the 
other one will degenerate. The oral structures of the conju­
gan ts undergo a gradual degeneration during the conjuga­
tion. Besides, some data about the morphology of this ciliate 
are reported, our observations are compared with the results 
obtained by other authors until now. 
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INTRODUCCIÓN 

En 1959, Corliss crea la nueva 
especie Glaucoma chattoni sepa­
rándola de la especie tipo del géne­
ro G. scintillans. Este autor consi­
deró como caracteres morfológi­
cos distintivos entre ambas espe­
cies el tamaño y la forma del cuer­
po, el número de cinetias somáti­
cas y cinetias postorales y, por úl­
timo, la estructura del argiroma. 

A partir de su descripción se han 
realizado numerosos trabajos de 
Glaucoma chattoni sobre el proce­
so de morfogénesis (9-11), ultra-
estructura (16-17) y fisiología (7, 
12). 

Posteriormente, Corliss (3) sepa­
ra el género Glaucoma de la fami­
lia Tetrahymenidae, creando la 
nueva familia Glaucomidae. 

En 1975 McCoy realiza un nuevo 
intento de separar dos especies, te­
niendo en cuenta principalmente 
el «pattern factor» o factor de cor­
teza descrito por Cho (5), la mayor 
o menor longitud de la cinetia so­
mática 2 y pequeñas diferencias en 
la organización cinetosómica de 
las tres membranelas orales y el 
cuerpo X. Según este au tor 
Glaucoma chattoni parece ser un 
sinónimo de G. reniformis y G. 
macrostoma y, muy probablemen­
te, un sinónimo de G. scintillans 
debido a diferencias nutricionales, 
de manera que G scintillans sería 
una superespecie, incluyendo va­
rias especies biológicas o singenes 
distintos. 

En el presente estudio se reali­
zan observaciones morfológicas 
detalladas sobre una cepa con ca­
racterísticas morfológicas inter­
medias entre las especies Glauco­
ma chattoni y G. scintillans, que 
hemos clasificado como G chatto­

ni según las descripciones de Cor­
liss (2-3), Czapik (4) y Peck (16). Asi­
mismo, tras la revisión bibliográfi­
ca sobre ambas especies y la gran 
similitud de caracteres morfológi­
cos y del proceso conjugativo, se 
realizan algunas consideraciones 
sobre la validez de la especie G. 
chattoni. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

La especie objeto de nuestro es­
tudio procede de una serie de 
muestras recogidas en la localidad 
de Buitrago (Madrid). Una vez en el 
l abora tor io , dichas mues t ra s 
fueron enriquecidas mediante la 
adición de granos de trigo (2 gra­
nos/50 mi muestra) con el fin de 
incrementar el desarrollo de las 
poblaciones bacterianas autócto­
nas, manteniéndose en condi­
ciones estándar de 20 °C ( i 1*̂) de 
temperatura y un ritmo alternante 
de 12 h de luz/12 h de obscuridad. 

A partir de estas muestras origi­
nales se realizaron aislamientos 
poblacionales de Glaucoma chatto­
ni según el siguiente procedimien­
to: grupos de 30-50 individuos se 
distribuyeron en tubos de ensayo 
que contenían cada uno 10 mi de 
medio de lechuga (1,5 g polvo de 
lechuga desecada/1.000 mi agua 
destilada), inoculados 24 h antes 
con Enterobacter aerogenes. Estos 
cultivos se mantuvieron en las 
mismas condiciones ambientales 
que las utilizadas en el caso de las 
muestras originales, realizándose 
resiembras periódicas cada 48 h 
para que la tasa de crecimiento 
permaneciera siempre elevada. 
Tras varios días de cultivo se indu­
jo la aparición de parejas de conju-
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gantes por el método de agota-^ 
miento del medio nutritivo (18-19). 

Cuando se observó la formación 
de las primeras parejas se extraje­
ron cada 30 min partes alícuotas 
de cada uno de los cultivos para 
proceder a su tinción, hasta varias 
horas después de la desaparición 
total de las parejas en los mismos. 

El estudio citológico de las va­
riaciones nucleares y corticales a 
lo largo del proceso conjugativo se 
realizó utilizando la técnica de 
impregnación argéntica del carbo­
nato de plata (8). Asimismo, estas 
observaciones fueron confirmadas 
por la técnica de tinción nuclear, 
más específica, de la orceína acéti­
ca (13). 

RESULTADOS 

Glaucoma chattoni es un ciHado 
himenostomado perteneciente a la 
familia Glaucomidae. Esta especie 
tiene una forma elipsoidal, y en 
nuestra cepa los individuos fijados 
presentan 45-55 /.m de longitud 
por 32-42 /.m de anchura. El apara­
to nuclear consta de un macronú-
cleo oval situado en el tercio me­
dio del cuerpo y un micronúcleo 
esférico, muy voluminoso, próxi­
mo al macronúcleo, quedando con 
frecuencia enmascarado por él (fi­
guras 1-2). 

La infraciliación somática está 
constituida por 25-28 cinetias me­
ridianas, de las cuales 5-6 son post-

- I 

1 2 

Figuras 1-2. 1) Aspecto general de un individuo vegetativo por su cara ventral, observándose la 
infraciliación somática en esta zona, la sutura preoral (SP), la abertura oral (AO) y el macronú­
cleo (MA). X 3.500. 2) Microfotografïa del mismo ejemplar de G. chattoni por su cara dorsal, don­
de se muestra la distribución de las cinetias somáticas en esta zona que terminan a distintas al­

turas en el polo posterior del cuerpo. X 3.500 
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orales (figura 1). No todas estas ci-
netias somáticas alcanzan el polo 
posterior del cuerpo, sino que ter­
minan a distintas alturas (figura 2). 
La sutura preoral se dispone obli­
cuamente al eje antero-posterior 
del cuerpo y es de muy poca exten­
sión. Dicha sutura está formada 
por el enfrentamiento regular de 
los extremos anteriores de las 4 ci-
netias no suborales situadas inme­
diatamente a la derecha del citos-
toma, cuyo extremo terminal ante­

rior se incurva hacia la izquierda, 
y las 4-5 cinetias no suborales a la 
izquierda de la abertura bucal (fi­
gura 1). 

La infraciliación oral se compo­
ne de tres membranelas (MI, M2 y 
M3) situadas a la izquierda del ci-
tostoma, y una cinetia paroral con 
una sola fila de 17-18 cinetoso-
mas que bordea el prominente la­
bio ectoplásmico de la abertura 
oral por su parte externa (figura 3). 

Figuras 3-7. 3) Detalle de la zona oral de G. chattoni donde se observa la localización de la cinetia 
paroral (CP) bordeando el labio ectoplásmico (LE). X 4.500. 4-5) Infraciliación oral. En estas mi-
crofotografías se muestra la disposición de los cinetosomas componentes de las tres membrane­
las orales: Mí, M2, M3 y el cuerpo X. X 4.500. 6-7) Detalles de la zona de unión en dos parejas de 
conjugantes en una etapa temprana (figura 6) y otra etapa mucho más avanzada (figura 7) de la 
conjugación. Obsérvese la reducción del tamaño de la abertura bucal y la desorganización de las 

estructuras orales. X 3.300 
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La membranela Ml, aquella si­
tuada más a la izquierda de la ca­
vidad bucal, está formada por 6 fi­
las de cinetosomas, de distinta lon­
gitud. La M2, en posición interme­
dia, se compone de 6 filas de cine­
tosomas, siendo mucho más corta 
que las restantes la fila más cerca­
na a la MI. La M3 siempre posee 3 
filas de cinetosomas de aproxima­
damente la misma longitud. Cerca­
no al extremo anterior de la M2 
existe un grupo irregular con va­
rios cinetosomas, denominado 
cuerpo X (figuras 4-5). 

Proceso de conjugación 

Unión de los conjugantes. La 
conjugación comienza con la 
unión de dos individuos vegetati­
vos por sus correspondientes sutu­
ras preorales, sin que se produzca 
la rotura o escisión de ninguna de 
las cinetias somáticas. En cada pa­
reja de conjugantes la unión se 
realiza de tal manera que ambas 
infraciliaciones orales aparecen 
como imágenes especulares entre 
sí, observándose simultáneamente 
la región ventrolateral izquierda 
de la superficie celular de un indi­
viduo y la región ventro-lateral de­
recha del otro componente del par 
(figuras 6-7). 

Fenómenos nucleares. Poco 
después de la unión de los conju­
gantes en parejas, el micronúcleo 
diploide de cada conjugante, si­
tuado junto al macronúcleo en los 
individuos vegetativos, emigra ha­
cia la mitad anterior del cuerpo (fi­
gura 8). A continuación, se produce 
un aumento notable del volumen 
micronuclear, que corresponde al 
comienzo de la profase meiótica I 
(figura 9). Posteriormente tiene lu­
gar un proceso de elongación mi­

cronuclear, debido a la disposi­
ción longitudinal de los cromoso­
mas, de tal manera, que el micro-
núcleo adopta un aspecto cintifor-
me (figura 10). Este estadio es el 
denominado «crescent stage» o es­
tadio de la media luna. En una eta­
pa más avanzada de la profase I, se 
produce un acortamiento longitu­
dinal y paulatino del micronúcleo 
conocido con el nombre de «shor­
tening crescent stage» o estadio de 
acortamiento de la media luna (fi­
gura 11). Como resultado de esta 
primera división de maduración se 
forman 2 núcleos haploïdes en ca­
da célula (figura 12) que experi­
mentarán, a su vez, una segunda 
división meiótica de maduración 
de tipo ecuacional, originando 4 
núcleos (figura 13). Sólo uno de es­
tos 4 productos meióticos entra en 
la tercera división pregámica, dan­
do lugar a dos p ronúc leos : 
emigrante y estacionario, en cada 
individuo. Estos dos pronúcleos se 
diferencian entre sí tanto por su 
forma como por su localización. El 
pronúcleo emigrante es fusiforme 
y se encuentra en el tercio anterior 
del cuerpo, muy próximo a la zona 
de unión, mientras que el pronú­
cleo estacionario, de forma más o 
menos esférica, se localiza en una 
región más cercana al ecuador (fi­
guras 14-15). 

El pronúcleo emigrante de cada 
conjugante pasa al otro individuo 
constituyente del par, donde se fu­
sionará con el pronúcleo esta­
cionario del mismo, dando lugar a 
un sincarion diploide. 

Los otros tres núcleos resultan­
tes de la segunda división de ma­
duración comienzan un proceso 
degenerativo progresivo poco des­
pués de su formación, hasta que 
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11 
Figuras 8-11. 8) Conjugación de G. chattoni, inicio de los procesos nucleares, mi, micronúcleo. 
X 1.400. 9) Profase meiótica. I. Aumento del volumen micronuclear. X 1.600. 10) Profase meiótica. 
I. Estadio de la media luna. X 1.600. 11) Profase meiótica. I. Acortamiento de la media luna. 

X 1.600 

desaparecen una vez formado el 
sincarion o núcleo cigótico. 

El sincarion se divide mitótica-
mente dos veces consecutivas (pri­
mera y segunda divisiones postci-
góticas) dando lugar a cuatro nú­
cleos (figuras 16-17). Dos de estos 
núcleos aumentan de tamaño y se 
transforman en anlages o esbozos 
macronucleares; los otros dos nú­
cleos pasarán uno a ser micronú­

cleo, y el otro degenera (figuras 18-
19), 

Simultáneamente a estos proce­
sos, el antiguo macronúcleo de ca­
da individuo va degenerando por 
picnosis sin fragmentación. 

A lo largo de la primera división 
del exconjugante se produce una 
segregación de los anlages macro­
nucleares y una división mitótica 
micronuclear, como resultado de 
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Figuras 12-15. 12) Final de la primera división de maduración. X 1.800. 13) Final de la segunda di­
visión de maduración. X 1.800. 14-15) Final de la tercera división de maduración. PE, pronúcleo 

emigrante; PS, pronúcleo estacionario. X 1.800, X 1.400 

la cual se forman dos cariónides 
de cada exconjugante con la dota­
ción nuclear característica del in­
dividuo vegetativo (un macronú-
cleo, un micronúcleo). 

Modificaciones de la infracilia^ 
ción oral y somática. En Glauco­
ma chattoni se ha observado que 
la infraciliación oral de cada indi­

viduo experimenta durante la con­
jugación un fenómeno de desdife­
renciación progresiva, que se ca­
racteriza por una desordenación 
de la infraciliación oral acompaña­
da de una reducción del tamaño 
bucal (figuras 6-7), Como conse­
cuencia de este fenómeno, los con­
jugantes de G. chattoni no se ali­
mentan durante el proceso de con-
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Figuras 16-19. 16) Final de la primera división del sincarion. X 1.400. 17) Telo fase de la segunda 
división del sincarion. X 1.600. 18-19) Exconjugantes de G. chattoni. A, anlages macronucleares; 

mi, micronúcleo; MA, antiguo macronúcleo. X 1.800 

jugación. Poco tiempo después de 
la separación de los individuos del 
par, se produce en cada exconju­
gante una reorganización de las 
estructuras orales infraciliares, 
sustituyéndose la boca atronca 
por una neoformación. 

Finalmente, hay que destacar 
que en Glaucoma chattoni no se 
observa cambio alguno en la infra-

ciliación somática de los indivi­
duos a lo largo del proceso de con­
jugación. 

DISCUSIÓN 

Según nuestras observaciones, 
los individuos de la cepa estudiada 
de Glaucoma chattoni miden 45-



Microbiol. Españ., 37 (3-4), 1984 97 

Figura 20. Divisiones y variaciones nucleares 
durante la conjugación de G. chattoni. /, //, ///, 
divisiones de maduración; 1, 2, divisiones post-
gámicas. S, sincarion; A, anlages macronuclea-

res; Mi, micronúcleo 

55 X 32-44 livn y presentan 25-28 ci-
netias somáticas y 5-6 meridianos 
postorales. Estos datos se corres­
ponden con los señalados por di­
versos autores para G, chattoni (1, 
3-4, 16). Sin embargo, consideran­
do la configuración cinetosómica 
de las estructuras orales y la gran 
longitud de la cinetia 2, que prácti­
camente rodea el extremo anterior 
de la abertura bucal, esta cepa de­
bería clasificarse como la especie 
G. scintillans (14). El hecho de que 
esta cepa presente caracteres in­
termedios entre ambas especies, 
nos lleva a considerar la posibili­
dad de que se trate de un complejo 
de «especies biológicas» o varieda­
des genéticas, como ya señala Mc­
Coy (14), tras el estudio de las dis­
tintas cepas conocidas hasta esa 
fecha. 

Con respecto a la conjugación, 
los distintos procesos nucleares 

asociados a este fenómeno son 
muy similares a los descritos en 
Tetrahymena pyriformis (6), Colpi-
dium colpoda (observaciones per­
sonales) y Glaucoma scintillans 
(15). En estos tres géneros el pro­
ceso de conjugación, esquematiza­
do en la figura 20, siempre incluye 
tres divisiones de maduración y 
dos divisiones postcigóticas, si 
bien uno de los núcleos resultante 
de la segunda división del sinca­
rion degenera. 
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1. INTRODUCCIÓN 

Durante los últimos años se está 
asistiendo a un enorme desarrollo 
de nuevos agentes antivíricos. Ello 
es debido en gran parte a que la 
vieja idea de la imposibilidad de 
desarrollar compuestos que inhi­
bieran la replicación vírica sin 
afectar el metabolismo celular, ha 
sido modificada al descubrirse 
compuestos que bloquean el de­
sarrollo vírico y que presentan 
muy poca toxicidad para las célu­
las. Las infecciones por virus su­
ponen la causa mayor de enferme­
dad en el hombre (EEC Workshop, 
1983), calculándose que un indivi­
duo puede sufrir por encima de 6 
infecciones víricas diferentes cada 
año. A pesar del enorme interés 
médico que representaría el poder 
combatir eficazmente las enferme­
dades causadas por virus, aún se 
está muy lejos de alcanzar el éxito 
obtenido en otras áreas de la 
quimioterapia. Esto es debido, no 
sólo a causas intrínsecas propias 
de la biología de las infecciones ví­
ricas, sino también a causa del 
progresivo aumento de costes y el 
retraso que se ha producido en los 
últimos años en el desarrollo de 
nuevos fármacos. Entre las prime­
ras causas está el hecho de que los 
virus son parásitos intracelulares 
que usan la maquinaria metabóli-
ca celular para su replicación, 
siendo pocas las funciones propias 
del virus. De otro lado, la gran di­
versidad existente entre las fami­
lias de los virus hace poco pro­
bable el hallazgo de una droga de 
amplio espectro. Entre las causas 
ajenas al virus podemos men­
cionar como fundamental el coste 
de las investigaciones. Se calcula 
que los costes toxicológicos y far-

macocinéticos del estudio de una 
droga, se han incrementado por 
3,2 y 5,2 veces entre 1965 y 1979, 
inflación aparte (91). Otra causa es 
el aumento del tiempo que trans­
curre entre el descubrimiento de 
una sustancia con posible valor te­
rapéutico y la finalización de los 
estudios en animales y la consi­
guiente evaluación clínica. Así, en 
1975 se calculó que era de una me­
dia de 6 años, frente a los 2 años 
necesarios en la década de los 
60 (39). 

Por todo esto, la investigación 
en agentes antivíricos ha de hacer­
se sobre aquellas enfermedades de 
mayor importancia patológica o 
económica y para las cuales no 
existe una profilaxis adecuada, ti­
po vacuna. Son estas las produci­
das por virus respiratorios (gripe, 
rinovirus), el virus de la hepatitis 
B y por los herpesvirus (38). 

2. PASOS DE LA REPLICACIÓN VÍRICA. 
POSIBLES SITIOS DE ACCIÓN DE 
AGENTES ANTIVÍRICOS 

Existen una serie de pasos en la 
replicación vírica que pueden ser 
utilizados como blancos por sus­
tancias con cierta especificidad 
(14) (figura 1). Estos pasos son: 

La entrada del virus. 
La descapsidación. 
El corte proteolítico de precur­
sores. 
La síntesis de DNA o RNA víri­
cos que es llevada a veces por 
polimerasas específicas (her­
pesvirus, ortomixovirus...). 
Maduración de los mRNA víri­
cos (capping, metilación, polia-
denilación...). 
Glicosilación de proteínas víri­
cas. 
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Figura 1. Ciclo replicativo de un virus y etapas inhibidas por diversos antivíricos. Se 
ha escogido la replicación de un herpesvirus como modelo 

Ensamblaje de nuevos viriones. 
Existen también diferencias 

entre las células normales y las in­
fectadas que pueden ser apro­
vechadas para el desarrollo de an­
tivíricos selectivos. Es el caso de 
las alteraciones de la permeabili­
dad de la membrana celular que es 
inducida por la infección vírica (9). 

3. AGENTES ANTIVÍRICOS QUE 
ACTÚAN CONTRA HERPESVIRUS 

Desde hace dos décadas se han 
venido utilizando nucleósidos co­
mo la 5-iodo-2'-deoxiuridina(IDU), 
la trifluorotimidina o el arabinósi-
do de citosina (ara-C) como an-
tiherpéticos. El IDU es efectivo en 
el tratamiento tópico de infec­

ciones mucocutáneas por herpes 
simplex y de la queratitis herpéti-
ca. Sin embargo, todos estos com­
puestos son tóxicos y carentes de 
selectividad, inhibiendo por igual 
la replicación del virus y la de las 
células. 

En los últimos años se han sinte­
tizado una serie de compuestos 
que, a una mayor actividad, unen 
una menor toxicidad sobre las cé­
lulas. Deben esta especificidad a 
que únicamente son fosforilados 
por la timidina-quinasa vírica y, 
por lo tanto, actúan sólo en células 
infectadas (aciclovir, BVDU, FIAC) 
y/o a que inhiben selectivamente la 
ADN-polimerasa vírica (aciclovir, 
BVDU, FIAC, PFA). La estructura 
de estos compuestos se muestra en 
la figura 2. 
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Figura 2. Estructura de algunos antiherpéticos 

3.1. Vidarabina (9-13-D-arabinofu-
ranosiladenina, ara-A) 
(figura 2) 

Tiene actualmente un uso clíni­
co en la terapia de la queratitis y 
encefalitis herpéticas y de la vari-
cela-zóster. Muestra una cierta se­
lectividad, inhibiendo la replica-
ción del virus a concentraciones a 
las que no ocasiona toxicidad en 
las células no infectadas. Esto se 
debe a que existe una inhibición 
preferencial de la síntesis de DNA 
vírico comparada con la síntesis 
de DNA celular (77-78). Una vez 
convertido en ara-ATP inhibe las 
DNA-polimerasas vírica y celula­
res. Inhibe competitivamente la 
utilización del d-ATP por las DNA-
polimerasas de HSV-1 y 2 (64, 67, 
73). Es también, como ara-ATP, 
inhibidor de la ribonucleósido-di-
fosfato-reductasa, tanto de la celu­

lar como de la codificada por 
HSV-1 (16). Puede incorporarse en 
DNA inhibiendo la polimerización 
posterior, habiéndose descrito que 
actúa como terminador de la poli­
merización en el DNA de HSV pe­
ro no en el celular (63). Como nu-
cleósido es además inhibidor de la 
S-adenosil-L-homocisteína-hidrola-
sa (46). 

3.2. BVDU (E)-5-bromoviniI 2' 
desoxiuridina (figura 2) 

Fue descrito como antivírico por 
DeClercq y cois. (23). Es un inhibi­
dor potente de varios miembros de 
la familia de los herpesvirus, entre 
los que se encuentran el herpes 
simplex tipo 1, el virus de la vari-
cela-zóster, el virus de la enferme­
dad de Aujeszki, el herpesvirus 
saimirí y el virus de la rinotra-
queitis infecciosa bovina. Es, sin 
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embargo, inactivo frente al virus 
de la vacuna, los virus RNA, como 
el virus de la estomatitis vesicular, 
y algunos herpesvirus, como el ci-
tomegalovirus (20). 

La g ran se l ec t iv idad que 
muestra en la inhibición de los 
herpesvirus comparada con la to­
xicidad celular se debe a que el 
BVDU es fosforilado específica­
mente por la timidina-quinasa co­
dificada por el virus, siendo un 
mal substrato para la enzima celu­
lar. La especificidad del BVDU se 
debe, por lo tanto, a que, por un la­
do, es fosforilado casi exclusiva­
mente en las células infectadas, y, 
por otro, a que una vez fosforilado 
inhibe preferentemente a la DNA-
polimerasa vírica. También, una 
vez fosforilado, se incorpora prefe­
rentemente en el DNA de células 
infectadas (3), haciendo el DNA de 
HSV-1 más inestable (60). 

El BVDU es muy activo contra el 
herpes simplex tipo 1 con una do­
sis inhibi tor ia 50 (ID50) de 
0,01 /^g/ml, aunque la actividad es 
variable con la cepa de virus usa­
da. Es, sin embargo, mucho menos 
activo contra el herpes simplex ti­
po 2 (23). La diferencia en activi­
dad frente a ambos tipos de herpes 
simplex puede deberse a que la ti­
midina-quinasa de HSV-1 fosforila 
el BVDU, no sólo a monofosfato, 
sino también a difosfato, mientras 
que la timidina-quinasa de HSV-2 
lo fosforila sólo hasta monofosfa­
to, debiendo ser fosforilado a di­
fosfato por enzimas celulares que 
actuarían con menor eficacia (27). 
Se ha descrito también que el 
HSV-1 induce una desoxirribopiri-
midina-trifosfatasa, que es nu­
clear, mientras que HSV-2 induce 
una enzima homologa, pero que se 
localiza exclusivamente en el ci­

toplasma (95), existiendo una 
correlación entre el nivel de la en­
zima en el núcleo y la sensibilidad 
al BVDU. 

El BVDU ha demostrado ser efi­
caz en infecciones por HSV-1 y 
VZV. En el hombre se usa con éxi­
to al 0,1 % en el tratamiento de la 
queratitis herpética (61). Se puede 
utilizar por vía oral (5-15 mg/kg 
día) en el tratamiento general de 
infecciones de mucosas por HSV-1 
y VZV, en pacientes con cáncer 
(22). 

En cuanto a su toxicidad, uno de 
los efectos que coaccionan la utili­
zación de nucleósidos en clínica es 
la acción inmunosupresora. El BV­
DU, junto con la acicloguanosina, 
es menos mielotóxico e inmunotó-
xico que otros nucleósidos como la 
vidarabina, la trifluorotimidina y 
la dihidroxipropiladenina (93-94), 
si bien hay que puntualizar que 
son estudios in vitro. 

El BVDU es quizá, junto con el 
FIAC, el antivírico más potente y 
selectivo que se conoce. Sin em­
bargo, tiene un potencial mutagé-
nico y carcinogénico por ser incor­
porado en DNA. Aunque es fosfori­
lado e incorporado principalmente 
en células infectadas, esto no impi­
de que no lo sea en menor exten­
sión en células no infectadas. Ade­
más, no todas las células infecta­
das tratadas con BVDU mueren 
(92), pudiendo dar lugar a descen­
dencia mutada. 

3.3. Aciclovir (9'(2'hidroxietoxi-
metil)guanina), (ACV) 
(figura 2) 

La descripción de su actividad 
contra HSV-1 fue realizada prime­
ramente por Schaeffer y cois. (75), 
aunque fue analizada con más de-
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talle por Collins y Bauer (18). La 
dosis inhibitoria 50 para HSV-1 en 
células Vero es de 0,1 fiM, y para 
HSV-2 está entre 0,05 y 0,14/iM. 
Resulta más activo contra HSV-2 
que el BVDU, pero menos contra 
HSV-1. Es también capaz de inhi­
bir la replicación de otros herpes-
virus como el VZV con una ID50 
entre 1,25 y 2,5 fiM en células WI-
38 (7). La acicloguanosina es fosfo-
rilada específicamente por la timi-
dina-quinasa codificada por her­
pesvirus (29, 38). La timidina-qui-
nasa vírica lo fosforila a aciclogua-
nosina-monofosfato, que luego es 
fosforilada por una GMP-quinasa 
celular (62) (figura 3). 

del trifosfato se incorpora en el 
DNA dando lugar a una termina­
ción prematura de la replicación, 
al carecer de la posición 3' OH 
(36). 

Se han encontrado mutantes de 
HSV-1 carentes de actividad timi-
dina-quinasa resistentes a aciclo-
vir y que no eran virulentos (33). 
Esto dio la esperanza de que no 
existieran mutantes resistentes a 
ACV con capacidad de producir 
enfermedad. Sin embargo, recien­
temente se han encontrado mutan­
tes con actividad timidina-quinasa 
alterada, resistentes a ACV (21) y 
otros mutantes con una DNA-poli­
merasa alterada también virulen-

Timidina Acicloguanosina (ACG) 
timidína quínase 

vírica 

dTMP ACGMP 
timidina quinasa 

vírica 

dTDP 

dATP, d<5TP,dCTP, dTTP 

ACGDP 

ACGTP 

DNA polimerasa 
vírica 

incorporación 

DNA 
DNA 

I 
terminación 

prematura 
Figura 3. Ruta de incorporación de timidina en DNA. Se es­
quematiza también la ruta paralela de conversión del adclovir 

en substratos activos 

En forma trifosfatada inhibe la 
DNA-polimerasa vírica más que 
las celulares. Tiene una Ki aparen­
te para la DNA-polimerasa vírica 
que es 1/30 de la Ki para la DNA-
polimerasa celular (37). A partir 

tos in vivo (69). Estos autores en­
contraron que en aislados clínicos 
de HSV no previamente expuestos 
a ACV, hay mutantes ACV con 
una frecuencia de 10"""̂ . 

El ACV es eficaz en dosis de 
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750 mg/m^ d en el tratamiento de 
infecciones mucocutáneas por 
HSV-1 en pacientes inmunoincom-
petentes y en pacientes con herpes 
zóster (22). 

3.4. Análogos de aciclovir 

9-(4-hidroxibutil)guanina). Su ac­
tividad antiherpética fue descrita 
por Keller y cois. (50). La ID50 para 
HSV-1 y HSV-2 oscila entre 2 y 
14 ¡iM. Como el aciclovir, para que 
sea activo, ha de ser fosforilado 
por la timidina-quinasa codificada 
por el virus. De esta forma, se han 
descrito mutantes de HSV-1 caren­
tes de TK que son resistentes (55). 

En estudios en animales se ha 
demostrado que es eficaz contra la 
queratitis herpética en conejos, 
pero no lo es contra infecciones 
cutáneas por HSV-1 en cobaya ni 
contra infecciones generales por 
HSV-2 en ratón (55). No obstante, 
hay que efectuar estudios clínicos 
para la evaluación de la validez de 
la droga. 

DHPG 9-((l,3-dihidroxi-2-propo-
xi)metil)guanina ó 9-(((2-hidroxi-l-
hidroxinietil)etoxi)metil) guanina ó 
2' nor 2' desoxiguanosina. Ha sido 
sintetizado recientemente (80). 
Inhibe a varios herpesvirus: her­
pes simplex tipos 1 y 2, citomega-
lovirus y virus de Epstein-Barr, 
siendo 10 veces más potente que el 
aciclovir (17, 34). Es también más 
activo que el aciclovir contra el vi­
rus de la enfermedad de Aujeszky 
y 230 veces más activo contra el 
herpesvirus equino (74). 

Su actividad es dependiente de 
la fosforilación por la timidina-
quinasa vírica, siendo mejor subs­
trato que el aciclovir (17, 34). Un 
aspecto importante es que man­
tiene la actividad contra variantes 

de HSV-1 con la timidina-quinasa 
o las DNA-polimerasas alteradas 
que son resistentes a aciclovir (17). 

3.5. FIAC 2' fluoro-5-iodo-l-P-D-
arabinofuranosilcitosina 
(figura 2) 

Su actividad depende de que sea 
fosforilado por la timidina-quina­
sa de los herpesvirus (59, 90). El 
derivado fosforilado (FIACTP) in­
terfiere con la DNA-polimerasa ví­
rica (3) y se incorpora en DNA. El 
FIACTP puede dar lugar a metabo-
litos trifosfatados también activos. 
Se ha descrito su actividad tera­
péutica y la del análogo de timina 
en ratones infectados intrace-
rebralmente con HSV-1 (76) siendo 
más activo que el aciclovir y que la 
vidarabina. 

3.6. Fosfonoformiato (figura 2) 

Interacciona con la DNA-polime­
rasa vírica en el sitio de unión pa­
ra el pirofosfato, actuando como 
inhibidor no competitivo (43, 58). 
Es activo contra el herpes simplex 
tipos 1 y 2, contra el herpesvirus 
de la enfermedad de Marek, contra 
el virus de la rinotraqueitis infec­
ciosa y el de la enfermedad de 
Aujeszky. No es activo contra el vi­
rus del sarampión, de la gripe, po­
lio, rabia y visna. Es eficaz contra 
HSV-1 por aplicación tópica (1). 
Inhibe la síntesis de DNA en célu­
las infectadas por HSV-1 (56). Inhi­
be también, preferentemente, la 
DNA-polimerasa de retrovirus y 
del virus de la hepatitis B compa­
rado con las polimerasas celulares 
(42, 86). También es inhibidor de la 
transcriptasa del virus de la 
mieloblastosis aviar (31). 
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4. COMPUESTOS ACTIVOS CONTRA 
VIRUS RESPIRATORIOS R N A 

4.1. Derivados del adamantano 

Amantadina (figura 4). Se han 
hecho muchos estudios en huma­
nos para el tratamiento y profila­
xis de la gripe mediante la admi­
nistración de amantadina, llegan­
do a conseguirse un 70% de pro­
tección (68). Resulta adecuada pa­

ra el tratamiento de los estadios 
tempranos de la infección por vi­
rus de la gripe del tipo A cuando 
se a d m i n i s t r a o r a l m e n t e a 
200 mg/d, aunque la aplicación 
intranasal da mejores resultados. 

En cuanto al modo de acción, se 
sabe que actúa en etapas tempra­
nas de la replicación (70). Se ha es­
tablecido que la amantadina es un 
agente lisosomotrópico que iucre-
menta el pH de los lisosomas e im-

NHc 

OH, 
I ^ 
CHNH, 

AMANTADINA RIMANTADINA 

OH 
I 
N 
II 
C 

OH, 
I ^ 

SO-CH- OH, 
I 2 ^ 

/r^^z 
N 

ENVIROXIME 

OCH, 

CĤ CHgO OCH, 

Ro 09-0179 Ro 09-0410 

Figura 4. Compuestos inhibidores de la replicación de virus RNA 
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pide la descapsidación de los virus 
de forma similar a como actúan la 
cloroquina y el cloruro amónico 
(41) (figura 5). 

hace 3 décadas (88). El 2-(û:-hidro-
xibencil)bencimidazol (HBB) fue 
una de las primeras drogas capa­
ces de inhibir la multiplicación de 

AMANTADINA 
NO 

PROTONIZADA 

LISOSOMA+A-H*(pHf) 

Figura 5. Proceso de entrada de un virus con envuelta a través de la 
formación de lisosomas secundarios. Inhibición por la amantadina me­

diante incremento del pH de las vesículas 

Rimantadina fa-metil-l-adaman­
tan metilamina) (figura 4). Es me­
nos tóxica que la amantadina (47), 
y es también clínicamente supe­
rior en la profilaxis de la gripe del 
tipo A. Dosis de 150 mg/d en los es­
tados tempranos de la infección 
gripal, bajan la fiebre y el tiempo 
de pirexia. Se ha usado con éxito 
en epidemias de gripe por admi­
nistración oral o por aerosol (40, 
47). Se requiere en tiempos tem­
pranos de la infección para que 
mantenga la actividad, inhibiendo 
la transcripción temprana del 
RNA (47). 

42. Bencimidazoles 
La actividad antivírica de los 

bencimidazoles es conocida desde 

virus sin un efecto tóxico sobre las 
células (89). El HBB es principal­
mente activo contra los enterovi­
rus (familia picornavirus). Parece 
ser que actúa inhibiendo la repli-
cación del RNA vírico en una eta­
pa temprana (28). 

Más recientemente, se ha descri­
to un nuevo bencimidazol como un 
potente inhibidor de la replicación 
de rinovirus, el enviroxime (2-
amino-1 -(isopropil sulfonil)-6-ben-
cimidazolfenilcetonaoxima) (25) (fi­
gura 4). Es capaz de inhibir varias 
cepas de rinovirus. Esta inhibición 
es, al menos, de 3 unidades logarít­
micas a 0,5 /ig/ml. Combinado con 
la guanidina previene la muerte de 
ratones infectados con virus Cox-
sakie (44-45). 
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4.3. Flavonoides 

El Ro09-0179 (4',5-dihidroxi-3,3', 
7-trimetoxiflavona) (figura 4), ac­
túa inhibiendo la repíicación de pi-
cornavirus entre la descapsida-
ción y la síntesis de RNA (49). El 
Ro09-0410 (figura 4) (4'-etoxi-2'-hi-
droxi-4,6'-dimetoxichalcona) es 
también un potente agente antirri-
novirus, pero actúa inactivando el 
virus, no la entrada del mismo 
(48). 

El 4',6'dicloroflavan es el inhibi­
dor más potente de rinovirus, pero 
recientemente se ha visto que no 
es eficaz por tratamiento oral (71). 

5. AGENTES ANTIVÍRICOS DE AMPLIO 
ESPECTRO 

5.1. Ribavirina (l-fi-ribofuranosil, 
l,2,4triazol, 3 carboxamido) 
(figura 6) 

Fue establecida como un agente 
capaz de inhibir la repíicación de 
virus tanto RNA como DNA (79). In 
vitro todos los virus son virtual-
mente sensibles, aunque en diver­
so grado. Los ortomixovirus, para-
mixovirus y miembros de la fami­
lia de los herpesvirus son los más 
sensibles; los picornavirus son los 

menos. In vivo es eficaz contra vi­
rus que contienen DNA, como los 
herpesvirus y los poxvirus, presen­
tando poca actividad contra los 
papovavirus y casi nada contra 
adeno y parvovirus (virus DNA). 
También es activo contra virus 
que contienen RNA como arenavi­
rus, bunyavirus, coronavirus, orto­
mixovirus, paramixovirus y retro-
virus y poco contra picornavirus, 
rabdovirus, reovirus y togavirus 
(virus RNA) (5, 84). Es interesante 
la posible aplicación de la ribaviri­
na en el tratamiento de la fiebre de 
Lassa (83) y de enfermedades con 
posible etiología viral, como el lu­
pus eritematoso (82). En pruebas, 
en humanos, ha mostrado activi­
dad contra la hepatitis A y la for­
ma aguda de la hepatitis B, contra 
herpes zóster y contra infecciones 
del área orofacial por HSV-1 y ge­
nital por HSV-2 (81). 

En cuanto al mecanismo de ac­
ción, parece que actúa en dos si­
tios distintos: por un lado inhibe 
competitivamente a la IMP-deshi-
drogenasa en forma de ribavirina-
trifosfato. Es fosforilada a ribavi-
rina-monofosfato por la adenosi-
na-quinasa. Sin embargo, un aná­
logo, el 1,4,5 triazol,3carboxamido, 
es un inhibidor tan potente de la 
IMP-deshidrogenasa como la riba-

HOCH2 

OH 

NHp 

OH 

RIBAVIRINA DHP-Ade 

Figura 6. Estructura de algunos antivíricos de amplio 
espectro 
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virina y no tiene acción antivírica, 
y viceversa, los tiocarboxamido y 
carboxamidino derivados tienen 
actividad antivírica, pero no inhi­
ben la IMP-deshidrogenasa. Por 
otro lado, la ribavirina-trifosfato 
inhibe competitivamente la guani-
lación del extremo 5' de los mRNA 
(formación del cap) (81). 

5.2. DHP-Ade (s)-9^(2,3-
dihidroxipropiladenina) 
(figura 6) 

activo contra virus tanto 
como RNA (24), aunque es 

Es 
DNA 
más tóxico que el aciclovir, BVDU 
y araA, ya que afecta al sistema in­
mune (93). En cuanto a su modo de 
acción, parece que produce un blo­
queo de la S-adenosilhomocisteí-
na-hidrolasa, ocasionando una 
inhibición de la metilación de los 
mRNA víricos (22). 

En ratones reduce en un 50 % la 
mortalidad ocasionada por admi­
nistración intranasal de VSV (24). 

5.3. Inhibidores de glicosilación 

Se ha demostrado que las glico-
proteínas de los virus juegan un 
papel importante en la extensión y 
patogenicidad de la infección, in­
terviniendo en la absorción o en la 
entrada de los virus en las células. 
La inhibición de la formación de 
glicoproteínas víricas con inhibi­
dores específicos (como tunicami-
cina, 2-desoxiglucosa, y glucosami­
ne) (figura 7) origina una produc­
ción defectiva de viriones (51, 87). 
La inhibición de la glicosilación 
afecta de forma distinta a cada vi­
rus, así la proteína de la envuelta 
del virus de la peste aviar es 
degradada por proteasas celulares 
si no está glicosilada adecuada-
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Figura 7. Fórmulas de inhibidores de glicosilación 
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mente y el virus no llega a salir de 
la célula (77). La proteína G del vi­
rus de la estomatitis vesicular 
cuando no está glicosilada, no es 
transportada a la membrana y no 
se libera el virus de la célula (87). 
Con inhibidores de glicosilación se 
forman viriones de HSV-1, pero no 
son infectivos (87). 

La tunicamicina inhibe competi­
tivamente la transferencia de fos-
foril-N-acetilglucosamina desde 
UDP-N-acetil-glucosamina al doli-
col-fosfato. Impide, por lo tanto, la 
formación de N-acetilglucosami-
nilpirofosf o rildolicol, que es un in­
termediario en la transferencia de 
azúcares a las proteínas (57) (figu­
ra 8). El modo de acción de la 2-de-

rildolicol. También se incorpora 
en lugar de la glucosa y mañosa en 
dolicololigosacáridos. 

Recientemente hemos encontra­
do una serie de compuestos con 
actividad antiherpética que inhi­
ben la glicosilación de proteínas a 
concentraciones que no afectan a 
la síntesis de proteínas: son la 
atropina y los análogos de UDP-he-
xosa, como el P-536, sintetizados 
por F. de las Heras y col. (figura 7). 

Se ha estudiado poco la utiliza­
ción de inhibidores de glicosila­
ción como antivíricos in vivo. La 2-
desoxiglucosa es efectiva en la pre­
vención o mejora de la queratitis 
herpética (72). También se ha 

G IcAc-GlcAc - P- P- dol icol 

UDP-GlcAc-

G l c A c - P - P - d o l i c o l 

Man-Man-Man 

UDP-GIcNAc 

GDPMan 

Ma n - 61c Ac-Glc A c - P - P - d o l i c o l 
GDP-Man 
\ 

M a n - P - d o l i c o l 

6 l u - P - do l i co l 
t 

UDP-G lu 

Man-Glc Ac -G lc A c - P - P - d o l i c o l 

Man-Man 

Glu-Glu-Man-Man-Man 

Figura 8. Biosíntesis de glicoproteínas con oligosacáridos unidos por enlace N-glicosídico y 
sitio de acción de la tunicamicina. La ruta está mediada por el dolicolfosfato. GlcAc, N-acetil 

glucosamina; Man, mañosa; Glu, glucosa 

soxiglucosa es más complejo. Ac­
túa como un análogo de mañosa 
inhibiendo la formación de gluco-
silfosforildolicol y manosilfosfo-

descrito su utilidad en el trata­
miento de infecciones genitales 
por herpes en humanos, con un 
90% de curaciones (8). 
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5.4. Inhibidores que entran 
selectivamente en células 
infectadas por virus 
animales 

Anteriormente hemos visto có­
mo muchos de los antivíricos dis­
ponibles basan su selectividad de 
acción en bloquear alguna enzima 
vírica. Sin embargo, existen tam­
bién compuestos antivíricos que 
aunque actúan sobre componentes 
celulares, inhiben selectivamente 
la replicación vírica debido a que 
penetran específicamente en las 
células infectadas por virus (9, 15). 
Esto se debe a que la infección de 
células animales por virus produ­
ce modificaciones muy profundas 
en las membranas celulares (13). 
Sabemos que después de la infec­
ción vírica cambian toda una serie 
de componentes de la membrana, 
y ello hace que las propiedades fí-
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sico-químicas de estas membranas 
se vean modificadas. Todos estos 
cambios, a su vez, modifican la 
permeabilidad celular a diversos 
compuestos. El incremento en esta 
permeabilidad se observa en dos 
momentos de la infección vírica: 
durante la entrada del virus en la 
célula (permeabilidad temprana) 
(11, 32), y cuando se están sintenti-
zando la gran mayoría de los com­
ponentes estructurales de la pro­
genie vírica (permeabilización tar­
día) (9-10, 19). 

Permeabilidad temprana. Duran­
te el paso de los virus al interior 
celular se observa una mayor 
entrada de diversos inhibidores de 
la síntesis de proteínas, y esto ha­
ce que se inhiba drásticamente la 
formación de nuevos virus (10, 54), 
Estos inhibidores presentan la ca­
racterística de ser moléculas muy 
hidrofílicas (figura 9), que no pa-

Ù N^ 

OH 
I 

O 

CO-NHJ 
-o, 

kOH 
C H , - C H - C - H N 

2 I 
NH 
I 
c=o 
C H ^ - N H - C H , 

ÜU-Nm CÜÜH 

N V - r C H , - C - H N ^ - ' ^ 
OH 1..?... 

O 
II 

CHg-C-HN^ 

CHNHo 
I "̂  
CHp 
I '^ 
CH9 

2 NH 
N - C - N H p 
I 

HI6R0MICINA B 
GOUGE ROTINA BLASTICIDINA S 

CH2OH 

H CH2-NH2 

H O - Z V c - C H g - C O N H - C H ^ C H - C O - N H - C H - C O - N H - C H - C O O H 

NH OH »CH¿3 

R-NH{CH2)4-HN-(CH2)3-HN-0C-CH -HN-OC-CHg-CH-CH-NHg 

EDEINA A, R«-H 

EOEINA B 

CH5OH 

H o N ^ ' ^ ' T ^ O — 
OH 

I 
H - C - O H 

I 
H - C - O H 

I 
CH 

H g N - T ^ O . ^ - N 

OH \ = / 

ANTELMICINA 

Figura 9. Estructura química de algunos antibióticos selectivamente permeables en cé­
lulas infectadas por virus 
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san fácilmente la membrana de las 
células normales y sí lo hacen 
cuando esta membrana se modifi­
ca mediante un virus o mediante 
algún otro procedimiento que 
afecte a la integridad de la mem­
brana. Los mecanismos molecu­
lares mediante los cuales la ab­
sorción vírica promueve la entra­
da de estas macromoléculas, no es­
tán aún aclarados, pero al menos, 
en el caso de algunos virus, el paso 
de estos inhibidores pudiera se­

guir la ruta indicada en la figura 
10. 

Permeabilidad tardía. En cuanto 
a la permeabilización que se ob­
serva en tiempos tardíos de la in­
fección, parece que está ligada a la 
alteración de la membrana me­
diante la inserción de proteínas ví­
ricas; esto desestabiliza la integri­
dad de la membrana y aumenta la 
permeabilidad a diversos iones, 
metabolitos e inhibidores. 

La mayoría de estos estudios 

TEMPRANA 

f^ 
TARDÍA 

Figura 10. Modelo de permeabilización temprana y tardía en el 
desarrollo de un virus. La permeabilización temprana está provocada 
por la entrada del virus. La permeabilización tardía necesita de la 

expresión del genoma vírico 
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sobre cambios de permeabilidad 
durante la infección vírica, se lle­
varon a cabo inicialmente con cé­
lulas infectadas con picornavirus 
(9); sin embargo, poco después, se 
comprobó que estos cambios de 
permeabilidad, tanto tempranos 
como tardíos, ocurrían con la gran 
mayoría de los virus ensayados, 
conteniendo como genoma tanto 
DNA como RNA, e independiente­
mente de que tengan o no cubierta 
lipídica (6, 12). 

La acción antivírica de estos 
compuestos en cultivos celulares 
se observa a concentraciones que 
no son tóxicas para las células (53), 
pero aún queda sin demostrar la 
posible utilidad de estos inhibido­
res como agentes antivíricos en 
animales. 

5.5. Interferones 

Los interferones (IFN) son una 
familia de proteínas celulares que 
se sintetizan en respuesta a deter­
minados inductores (35, 85). Aun­
que todavía no se conocen muy 
bien los mecanismos de esta in­
ducción, parece que después del 
e s t í m u l o in ic ia l ex i s te una 
desrepresión de genes a nivel del 
DNA y se sintetizan los mRNAs 
que codifican para los interfero­
nes. La traducción de estos mR­
NAs en el citoplasma da lugar a la 
proteína-interferón que se excreta 
al medio externo. Se conocen tres 
clases principales de interferones, 
que se distinguen por el tipo celu­
lar que los sintetiza y el tipo de in­
ductor empleado (52). El interfe­
ron a se sintetiza por los linfocitos 
en respuesta a virus inactivados. 
En el hombre existen entre 8 a 12 
genes distintos que codifican para 
distintas moléculas de IFN-a que 

difieren en su estructura primaria. 
Existen también varios genes de 
IFN-i8, sintetizado por fibroblastos 
en respuesta a un estímulo vírico. 
Por último, el IFN-7 también cono­
cido como interferon inmune, es 
sintetizado por los linfocitos en 
respuesta a un antígeno o a un mi-
tógeno (26). 

La interacción de la molécula in­
terferon con la célula apropiada 
induce toda una serie de efectos 
(figura 11). Entre ellos, la acción 
antivírica y antiproliferativa han 
sido los más estudiados, debido, 
en parte, a su gran interés clínico. 
La acción antiproliferativa del in­
terferon y su uso como agente an­
ticancerígeno, han sido amplia­
mente documentadas y muchos de 
estos resultados se recogen en un 
libro reciente (26). Baste decir 
aquí, únicamente, que el interfe­
ron ha demostrado su eficacia 
frente a un gran número de enfer­
medades neoplásicas, mientras 
que en algunos otros cánceres, co­
mo el de colon o el de pulmón, no 
ha mostrado actividad. 

En cuanto a la acción antivírica 
del interferon, se sabe que, una 
vez que éste interacciona con el re­
ceptor apropiado, induce el llama­
do estado antivírico, de manera 
que ahora el desarrollo de una 
gran variedad de virus está inhibi­
do en esas células (15). La base mo­
lecular del estado antivírico per­
manece aún inexplicada. Aunque 
se ha invocado que la inhibición de 
la síntesis de proteínas víricas se 
haría mediante dos sistemas, el 
sistema del 2'-5' (A) o la vía de la 
protein-quinasa, que fosforilaría a 
algún factor de iniciación, aún no 
han podido probarse estos meca­
nismos en ningún sistema utilizan­
do células en cultivo (65, 66). 
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PRE-NK 

CEL. 
NO INFECTADA 

Figura IL Esquema global de la acción del interferon sobre la replica-
ción del virus herpes simplex tipo 1. Consiste en una inhibición directa 
de la producción de partículas infectivas y en una estimulación de la ac­

tividad NK contra las células infectadas 

Los resultados del uso clínico 
del interferon como agente antiví­
rico indican que tiene un claro 
efecto curativo frente a las verru­
gas de la piel, el Condylomata ac-
cuminata y la papilomatosis de la 
laringe. También pudiera tener un 
efecto contra la hepatitis y el ca­
tarro común (26). En otros casos, 
como en algunas enfermedades 
causadas por herpes virus, el in­
terferon puede resultar eficaz en 
combinación con otros agentes an­
tivíricos (30). Esta es una de las 
tendencias de más interés hoy en 
día en el campo de los agentes an­
tivíricos, es decir, buscar sinergis-
mos entre el interferon humano, a 
dosis que resulten muy poco tóxi­
cas, y otros agentes cuya eficacia, 
cuando se administran por sí so­
los, no sea muy alta. 

6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 
FUTURAS 

Aunque aún no se ha encontrado 
la panacea dentro de los agentes 
antivíricos, parece claro que los 
compuestos descubiertos en los úl­
timos años, la segunda generación 
de antivíricos, son mucho menos 
tóxicos y de una alta actividad an­
tivírica. Esto ha hecho desapare­
cer la creencia generalizada de 
que los virus y las infecciones que 
produzcan no son atacables selec­
tivamente. Está claro que cuanto 
mejor se conozca la biología mole­
cular de un virus y los sucesos que 
son propios de la infección vírica, 
existirán más posibilidades de en­
contrar inhibidores específicos pa­
ra cada una de las etapas replicati-
vas. 
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Hemos de recordar que, en este 
momento, la mayoría de los agen­
tes antiherpéticos son análogos de 
nucleósidos y basan su acción en 
el reconocimiento selectivo por la 
tiinidina-quinasa codificada por el 
virus. También sería muy deseable 
poseer en un futuro, no sólo mejo­
res compuestos antiherpéticos, si­
no también agentes antivíricos que 
sean efectivos contra la gripe, el 
catarro y la hepatitis, ya que, por 
el momento, la terapia de estas en­
fermedades se encuentra en sus al­
bores. No sólo el descubrimiento 
de nuevos compuestos efectivos 
contra los virus, sino también el 
mejor conocimiento del modo de 
acción de los ya existentes, puede 
llevarnos a descubrir sinergismos 
entre ellos y a utilizar combina­
ciones de compuestos altamente 
selectivos, que impidan, además, 
en lo posible, la aparición de mu­
tantes resistentes y que por otra 
parte no sean tóxicos. Esta meta 
está ya muy cerca de alcanzarse 
dentro del campo de los compues­
tos antivíricos. 
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