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SINERGISMO EN LA CAPACIDAD CELULOLITICA IN VITRO
DE MICROORGANISMOS AISLADOS DE LA PAJA

_ M. MAS
Departamento de Microbiologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Extremadura, Badajoz

(Aceptado: 20 de septiembre de 1984)

RESUMEN

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

Los cultivos mixtos alcanzaban, generalmente, una activi-
dad celulolitica mayor que los cultivos puros. Sin embargo,
las poblaciones mixtas naturales, a partir de las cuales se hi-
cieron los aislamientos, alcanzaban una actividad celulolitica
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.

INTRODUCCION suele ser la hidrélisis de este poli-
sacarido (5). La mayor parte de la

En el aprovechamiento de los re-  descomposicion de la celulosa, en
siduos agricolas e industriales, ri- la Naturaleza, se debe a la activi-

cos en celulosa, el factor limitante dad enzimatica de microorganis-

Microbiol. Espafi., 37 (3-4), 69, 1984
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mos. Sin embargo, estos microor-
ganismos celuloliticos suelen te-
ner un bajo rendimiento en la efi-
cacia de produccién 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 facil inoculacién y con buena
capacidad celulolitica extracelu-
lar, ya sea actuando solos o bien
por sinergismo en cultivos mixtos.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento de microorganismos

Diferentes muestras de paja se
incubaron en una solucién de sa-
les minerales, con 0,1 % de extrac-
to de levadura y una tira de papel
de filtro. La solucion de sales mi-
nerales contenia en porcentajes:
NaCl, 0,6; (NH4)2S04, 0,1; KH2POs4,
0,05; KoHPO4, 0,05; MgSQs4, 0,01 y
CaCly, 0,01 (1). El aislamiento de
cepas puras se realizé en el mismo
medio, con carboxi-metil-celulosa
al 0,5% y agar al 2%.

Cada cepa pura aislada se inocu-
16 en 2 ml del medio liquido, en tu-
bos de ensayo, con papel de filtro
en un caso y algodén (celulosa
cristalina) en otro. Los tubos de
ensayo se incubaron, sin agitacién,
a 25°C. Las cepas capaces de
degradar, en 8 d, tanto el papel de
filtro como el algodén, se selec-
cionaron para el analisis cuantita-
tivo de la actividad celulolitica.

Medida de la actividad
celulolitica

La actividad celulolitica extrace-
lular se midi6é como la cantidad de

azucares reductores producida
por 0,5ml del sobrenadante del
cultivo, con 1 ml de tamp6n (citra-
to sédico 0,05 M pH 4,8), incubado
con 50 mg de papel de filtro What-
man num. 1, durante 1 h, a 50 °C.
La reaccion se paraba con 3 ml de
acido dinitrosalicilico (3-4).

REsuLTADOS

Seleccion de microorganismos
con actividad celulolitica

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

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

Estudio comparativo de la
actividad celulolitica

La evolucién de la actividad ce-
lulolitica de los cultivos se ha
expresado como microgramos de
glucosa detectada por 10ml de
cultivo.

La tabla 1 muestra la actividad
enziméatica desarrollada por la
poblacién mixta natural 13/1, asi
como por los cultivos puros C4 y

Tabla 1. Actividad celulolitica detectada

en el cultivo original 13/1 y en los aislados

de él. Actividad expresada en microgramos

de glucosa producidos por 10 ml de cultivo,
durante 1 h

Tiempo de incubacion

culti
e 10d | 15d | 204
13/1 42 59 119
C4 12 37 0
C5 5 5 0
C4 + C5 8 63 0
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C5 aislados de ella, y por el cultivo
mixto constituido por la mezcla
C4 +Cs5.

La tabla 2 corresponde a la acti-
vidad celulolitica de la poblacién
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 C1 y C2.

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

durante 1 h
Tiempo de incubacién

Cultiva

od | 154 | 204
15/3 73 106 238
C1 95 37 1
C2 86 34 0
Cl + C2 4 84 6

En la rabla 3 estan representa-
das las actividades enzimaticas de
las poblaciones siguientes: mixta
natural 15/3, cultivos puros C6 y
C7 aislados de ella, y poblacién
mixta constituida por C6 + C7.

Tabla 3. Actividad celulolitica detectada

en el cultivo original 15/3 y en los aislados

de él. Actividad expresada en microgramos

de glucosa producidos por 10 ml de cultivo,
durante 1 h

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

Tiempo de incubacion

Cultivo
I

10d 15d | 20d
15/3 73 106 238
Cé6 28 0 25
Cc7 5 5 0
C6 + C7 24 57 0

Por ultimo, la tabla 4 recoge la
actividad celulolitica extracelular
de la poblacion mixta natural 28/5,
de los cultivos puros aislados de
ella C8 y C9, y de la poblacién mix-
ta C8 + C9.

durante 1 h
Tiempo de incubacion

Cultivo

10d | 154 [ 204
28/5 83 144 259
C8 12 31 34
C9 32 23 20
C8 + C9 24 42 34
Discusion

En general, las poblaciones mix-
tas alcanzaban una actividad celu-
lolitica 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 poblacién mixta (6-7).

Sin embargo, las poblaciones
mixtas naturales, a partir de las
cuales se hicieron los aislamien-
tos, poseian una actividad celuloli-
tica muy superior a la de los culti-
vos puros o mixtos, que podia ser
debida’a la acciéon combinada con
otras bacterias presentes en la
poblacién mixta natural, y tam-
bién a la existencia de hongos y
protozoos con posible actividad
celulolitica.

Las poblaciones mixtas natura-
les, al contrario de lo que ocurria
con los cultivos puros y mixtos,
mantenian e incrementaban la ac-
tividad celulolitica con el tiempo.
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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 Microbiologia y Unidad de Bacteriologia Experimental, Centro de Investigacion,
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/l. All strains of Salmonella, Shigella, Proteus, Morga-
nella and Klebsiella were inhibited with a concentration
equal to or less than 0.25 mg/l. Staphylococcus and Strepto-
coccus faecalis were less sensitive, 100 % of the strains were
inhibited with 1mg/l. Acinetobacter and Serratia had a
MIC 90 of 1 mg/l. 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/l). 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, comparandola: .
con la norfloxacina, acido pipemidico y nitrofurantoina. La
ciprofloxacina fue muy activa contra la mayoria de las cepas -
ensayadas. El 100% de las bacterias se inhibieron con con-
centraciones que oscilaron entre 0,007-4 mg/l. La ciprofloxa-
cina fue muy activa contra Salmonella, Shigella, Proteus,

Microbiol. Espan., 37 (3-4), 73, 1984
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Morganella y Klebsiella, CIMs iguales o inferiores a 0,25 mg/l
para el 100% de las cepas. Staphylococcus aureus y Strepto-
coccus faecalis fueron menos sensibles, sin embargo el 100 %
de las cepas se inhibieron con 1 mg/l. La CIM 90 para Acineto-
bacter y Serratia fue de 1 mg/l. Ciprofloxacina y norfloxacina
mostraron similar actividad frente a Enterobacter, Serratia,
Proteus, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus, CIM 90
entre 0,06 y 1 mg/l. Sobre el resto de los microorganismos en-
sayados la ciprofloxacina mostré mayor actividad. La activi-
dad del 4cido pipemidico 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
grampositive and gramnegative
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 derivates that have
recently appeared, norfloxacin (6-
7) and pipemidic acid (10), and
nitrofurantoin an agent that has
shown to be useful for treatment
of urinary tract infection (1).

MATERIAL AND METHODS

Bacterial strains

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

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 standard procedures (4,8), the
Enterobacteriaceae were identi-
fied by the API 20E method (APY
SYSTEM, S.A.), and the glucose
non-fermenting bacteria by the
oxi/ferm tube method (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 Str. fae-
calis ATCC 19433 were included as
reference strains.

Antibacterial agents
The standard 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
Espafia, 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
Laboratory Standards (NCCLS)
(13).

Antimicrobial susceptibility test

Antimicrobial susceptibility test
were measured by an agar dilution
method with Mueller-Hinton agar.
A final inoculum of 104 CFU'’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/l. Proteus vul-
garis required concentrations of
0.12 mg/l to inhibit 100% of isola-
tes, and Morganella morganii and
P. mirabilis required concentra-
tions of 0.015 mg/l to inhibit 100 %
of isolates. Salmonella and Shigel-
la were also very sensitive,
0,007 mg/l inhibited 100% Shigella
isolates and 91.33% of Salmonella
isolates and 100% of them with
0.03 mg/l. Serratia and Acinetobac-
ter were less sensitive, 100% of
the strains tested were inhibited
with 4 mg/l. Ciprofloxacin showed
good activity against grampositive
cocci concentrations of 0.5 mg/l
inhibited 100% of Staphylococcus
aureus, Sta. epidermidis and 5% of
Streptococcus faecalis.

The comparative activity 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
Concentration (mg/l) required to

Organism R inhibit the following percentages
n.% of strains ange of isolates

50 75 90
Escherichia coli (72) <.007- 1 .007 .015 .06
Enterobacter spp (37) <.007 - 1 .015 .06 .25
Klebsiella spp (41) 015-.25 015 015 .03
Serratia marcescens (72) .015- 4 .015 .25 5
Citrobacter freundii (42) <.007 - 1 <.007 .007 .03
Providencia spp (25) <.007 - 1 .03 12 .5
Proteus vulgaris (30) .007 - .12 .03 .05 .06
Morganella morganii (32) <.007 - .015 <.007 .007 015
P. mirabilis (20) .007 - .015 .007 .012 .015
Pseudomonas aeruginosa (20) .03 -1 1 12 .5
Acinetobacter calcoaceticus (61) 06 -4 .25 .5 1
Salmonella spp (57) <.007 - .03 <.007 <.007 .007
Shigella spp (37) <.007 - .007 <.007 <.007 .007
Streptococcus faecalis (58) S5 00-2 1 1 1
Staphylococcus aureus (50) 12 -5 1 .25 3
Sta. epidermidis (41) 06 -.5 12 2 .25




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

Concentration (mg/l) required to inhibit

Organism Antimicrobial R the following percentages of isolates
(n.° tested) agent ange
50 75 90
Escherichia coli (72) Ciprofloxacin <.007- 1 .007 .015 .06
Norfloxacin .007- 2 1 12 3
Pipemedic acid 2 - 32 31 4 6.2
Nitrofurantoin 5 - >256 8 16 32
Enterobacter spp (37) Ciprofloxacin <.007- 1 .15 .06 .25
Norfloxacin .007- 8 12 .25 .5
Pipemidic acid 2 - 64 4 8 64
Nitrofurantoin 1 ->256 32 32 256
Klebsiella spp (41) Ciprofloxacin .015- .25 .015 .015 .03
Norfloxacin 03 - 1 .05 .07 12
Pipemidic acid 2 - 64 1.5 4 8
Nitrofurantoin 4 - 64 12 16 32
Serratia marcescens (72) Ciprofloxacin .015- 4 .015 25 5
Norfloxacin .06 - 8 12 .5 1
Pipemidic acid 2 - 32 3.1 6.2 12
Nitrofurantoin 32 - >256 128 > 256 > 256
Citrobacter freundii (42) Ciprofloxacin <.007- 1 <.007 .007 .03
Norfloxacin .003- 2 .05 12 .25
Pipemidic acid 1 - 64 3.1 4 8
Nitrofurantoin 1 ->256 12.5 16 32
Providencia spp (25) Ciprofloxacin <.007- 1 .03 12 .5
Norfloxacin .015- 4 .05 12 1.5
Pipemidic acid 2 - 64 3.1 6.2 16
Nitrofurantoin 1 ->256 32 64 256
Proteus vulgaris (30) Ciprofloxacin .007- .12 .03 .05 .06
Norfloxacin .03 - .12 .03 .05 .06
Pipemidic acid 2 - 16 3.1 3.1 6.2
Nitrofurantoin 8 - 64 32 64 64
P. mirabilis (20) Ciprofloxacin .007 - .015 .007 .01 .015
Norfloxacin .007- .25 .007 .007 .03
Pipemidic acid 2 - 16 6.2 8 12.5
Nitrofurantoin 1 ->256 32 64 128

~ (Continued)
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(Continued)

Concenrration (mg/l) required to inhibit

(Orfga?el:;ld) Antl;nglecg(t)blal Range the following percentages of isolates
50 | 75 | 90
Morganella morganii (30) Ciprofloxacin <.007 - .015 <.007 .007 .01
Norfloxacin .03 - .25 .03 .05 .06
Pipemidic acid 2 - 16 2 3.1 4
Nitrofurantoin 16 - 64 25 32 32
Pseudomonas aeruginosa (20) Ciprofloxacin 03 - 1 1 12 5
Norfloxacin 25 - 2 .25 .5 1
Pipemidic acid 8 - 64 16 16 50
Nitrofurantoin > 256 > 256 > 256 > 256
Acinetobacter calcoaceticus (61) Ciprofloxacin .06 - 4 .25 .5 1
Norfloxacin S5 - 16 4 6.2 8
Pipemidic acid > 64 > 64 > 64 > 64
Nitrofurantoin 256 256 256 256
Salmonella spp (57) Ciprofloxacin <.007- .03 <.007 - <.007 .007
Norfloxacin .015- .12 .02 .03 .06
Pipemidic acid S5 - 16 1 1.5 3.1
Nitrofurantoin S5 - 64 8 12 16
Shigella spp (57) Ciprofloxacin <.007 - .007 <.007 <.007 <.007
Norfloxacin .007- .03 .007 .007 .015
Pipemidic acid 2 - 4 2 2 2
Nitrofurantoin 2 4 2 2 4
Streptococcus faecalis (58) Ciprofloxacin S50-002 1 1 1
Norfloxacin 1 8 2 32 4
Pipemidic acid > 64 > 64 > 64 > 64
Nitrofurantoin 2 - 16 32 6.2 8
Staphylococcus aureus (50) Ciprofloxacin 12 -5 1 .25 3
Norfloxacin .25 2 .5 Vi 1
Pipemidic acid 16 - > 64 > 64 > 64 > 64
Nitrofurantoin 4 8 6.2 6.2 8
Sta. epidermidis (41) Ciprofloxacin .06 - .5 12 2 .25
Norfloxacin A2 -1 2 .25 5
Pipemidic acid 2 ->64 12 32 64
Nitrofurantoin 1 - 64 3.1 4 62
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nisms tested. Ciprofloxacin had a
MIC90 equal to or less than
0.5 mg/l, except for Acinetobacter,
and Streptococcus faecalis which
was 1 mg/l. A hundred per cent of
the strains were inhibited by con-
centractions of 4 mg/l of ciproflo-
xacin and norfloxacin required
8 mg/l. :

Ciprofloxacin and norfloxacin
showed a similar activity against
Enterobacter, Serratia, Proteus,
Pseudomonas and Staphylococcus.
Pipemidic acid was more active
than nitrofurantoin against gram-
negative microorganisms. By
contrast, nitrofurantoin was more
active than pipemidic acid against
grampositive cocci.

DiscussioN

Ciprofloxacin is a new synthetic
antibacterial agent from the
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 tract 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-
terature (2, 5, 12).

Of particular 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 ciprofloxacin, particulary
against Pseudomonas aeruginosa,
combined with its good pharmaco-
kinetic properties (3) suggest that
it may prove to be useful in the
treatment of more than urinary in-
fections and may provide an alter-
native agent to treat infections
which require parenteral anti-
biotics.
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RESUMEN

Se ha llevado a cabo un estudio comparativo de cuatro
procedimientos recomendados para la diferenciacién de esta-
filococos y micrococos. Las 71 cepas de cocos gram-positivos,
catalasa-positivos, utilizadas, se habian aislado a partir de
abscesos observados en canales y visceras durante la inspec-
cion 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 4cido a partir de la glucosa
en anaerobiosis, el tipo de crecimiento en un medio semisoéli-
do con tioglicolato, el esquema propuesto por Schleifer y
Kloos (sensibilidad a la lisozima y a la lisostafina —ambas
pruebas en placa—, y produccion de acido a partir 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 4dcido anaerébicamente a partir de
la glucosa, 61 cepas habrian sido identificadas como estafilo-
cocos, 4 como micrococos y 6 como dudosas. El tipo de creci-
miento de 67 cepas en el medio semisolido con tioglicolato
correspondia al del género Staphylococcus y el de las 4 res-
tantes al del género Micrococcus. De estas 4 ultimas cepas, 2
tampoco fermentaban la glucosa y las otras 2 eran fermenta-
doras débiles. Segun 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 combinacion de propiedades muy diferente
de la esperada. Finalmente, todas las cepas fueron sensibles a
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la lisostafina (1 U/ml), razén 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
Unica para la diferenciacion 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 cultures 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.

INTRODUCCION

Los métodos que permiten dife-
renciar con mayor fiabilidad los
géneros Staphylococcus y Micro-
coccus son aquellos que investigan
propiedades basicas de las cepas,

tales como el contenido en citosi-
na + guanina del ADN o la compo-
sicién de la pared celular. Las téc-
nicas correspondientes resultan,
sin embargo, poco practicas, ya
que su complejidad impide que
sean utilizadas en el trabajo de ru-
tina del laboratorio. Por este moti-
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vo, se han propuesto en los ulti-
mos anos multiples pruebas y es-
quemas de identificacién de relati-
va facilidad de ejecucion, basados
en el estudio de propiedades tan
variadas como la produccién de
acido anaerdbicamente a partir de
la glucosa (16), el crecimiento en
un medio semisélido con tioglico-
lato (4), la susceptibilidad a la lisis
por lisostafina o/y lisozima (1, 12),
la sensibilidad al compuesto
vibriostatico 0/129 (3), la produc-
cién de acido a partir de glicerol
en un medio con eritromicina (12),
el crecimiento en un medio con ni-
trofurantoina (6), la actividad bac-
teriolitica (17), etc.

De todas estas pruebas y es-
quemas de diferenciacion, las que
gozan de mayor aceptacién son las
dos primeras, fermentacion de la
glucosa y crecimiento en un medio
semisolido 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 ultima prueba es muy fiable,
ya que proporciona indirectamen-
te informacién sobre una pro-
piedad fundamental: la composi-
cién de los peptidoglicanos de la
pared celular. En efecto, la frac-
cién endopeptidasa de la enzima
actda especificamente sobre los
enlaces de las moléculas de glico-
cola presentes en los puentes in-
terpeptidicos 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 tres pruebas y del esquema
citado anteriormente en la ads-
cripcion a los géneros Staphylo-
coccus 'y Micrococcus de una
poblacion de Micrococcaceae de
origen animal.

MATERIALES Y METODOS

Cepas

Las 71 cepas de cocos gram-posi-
tivos, catalasa-positivos, utilizadas
en este estudio habian sido aisla-
das por nosotros (9) a partir de
abscesos y otras lesiones supura-
das encontradas durante la inspec-
cion post mortem en visceras y ca-
nales de otros tantos animales de
abasto (6vidos, vacuno, cerdos y
capridos).

Fermentacion anaerdbica de la
glucosa

Esta propiedad se investigd si-
guiendo la técnica recomendada
por el Subcomité de Taxonomia de
Estafilococos y Micrococos (16),
midiéndose el pH final del medio a
los 5d de incubacion. Paralela-
mente, se estudié la capacidad de
las cepas para utilizar este aztcar
en aerobiosis. Las cepas se consi-
deraron fermentadoras (+) cuan-
do el pH del medio era menor de
3,7, fermentadoras débiles (z)
cuando oscilaba entre 5,7 y 6,5, y
no fermentadoras (—) cuando era
superior a 6,5.

Crecimiento y tipo de crecimiento
en medio semisélido con
tioglicolato

La prueba se llevo a cabo segin
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;
2+, crecimiento poco denso a lo
largo de todo el tubo; 1+, colonias
sueltas a lo largo de todo el tubo, y
—, crecimiento s6lo en superficie.
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Pruebas del esquema de Schleifer
y Kloos

Para el ensayo de la produccién
de acido aerébicamente en un me-
dio con glicerol + eritromicina
(0,4 ug/ml), se siguio la técnica pro-
puesta por Schleifer y Kloos (12).
Se consideraron positivas (+) las
cepas que, a las 72 h, producian
acido en cantidad suficiente para
que la zona de viraje se extendiese
al medio circundante, y negativas
(—) aquéllas en que no se apre-
ciaba ningtn cambio. Si el indica-
dor viraba unicamente debajo de
la estria de crecimiento, se consi-
deraba a la cepa como débilmente
positiva (+). La sensibilidad a la li-
sostafina se investigd de acuerdo
con la técnica en placa descrita
por Schleifer y Kloos (12). La lisos-
tafina (Schwarz-Mann) se utilizé a
una concentraciéon de 200 pg/ml.
También para el estudio de la sen-
sibilidad a la lisozima se sigui6 la
técnica en placa propuesta por
Schleifer y Kloos (12), empleando
una solucién de 50 pg/ml de lisozi-
ma (Sigma).

Susceptibilidad a la lisis por
lisostafina

Esta prueba se llevé a cabo se-
gun la técnica turbidimétrica pro-
puesta por Gutiérrez y cols. (5),
con una modificacién en la in-
terpretacion de los resultados,
consistente en establecer el 80%
de reduccioén en la densidad éptica
(DO), en lugar del 70 %, para dife-
renciar las cepas de sensibilidad
intermedia de las muy sensibles.
Asi, las cepas se consideraron muy
sensibles (MS) si a los 20 min de
incubacion a 37 °C mostraban una
reduccién en la DO del 80% o su-

perior. Cuando la reduccién 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
cepas patrén Staphylococcus
aureus FDA 209P, Micrococcus lu-
teus NCTC 2665 y Sarcina lutea
ATCC 9341. La actividad autolitica
de las cepas fue, asimismo, deter-
minada.

REsuLTADOS

Fermentacion anaerdbica 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 semisélido 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+, | como 2+, 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 1. Comparacion de los resultados obtenidos en la identificacion por cuatro procedimientos distintos de 71 cepas de cocos gram-

positivos, catalasa-positivos, aislados de abscesos hallados en diferentes especies animales durante la inspeccién post mortem.

Esquema de Schleifer y Kloos Sensibilid.
Glucosa . Prueba . Numero . ala
anaero- ggzlrbl(i) de Evans ngllbrle Sensibilidad a la Acido de P(é)lsllble lisostafina | Género
biosis g ° y Kloos genero a partir cepas genero (turbidi-
Lisozima [Lisostafina|de glicerol métrico)(**)
— + + 49 Staph. 29 MS Staph.
— + + 7 Staph. 24 Int Staph.
— + + 1 Staph. 8 PS Staph.
61+ Staph. 61+ Staph. + + + 1 ?
— + — 1 ?
+ + + 1 ?
+ + + 1 ?
— + + 3 Staph. 2 MS Staph.
6+ ? ;_t { Aiitgﬂz { — + + 3 Staph. L 2 Int Staph
- 2 PS Staph.
— + + 1 Staph.
. 2+ Staph. { 4
4— Microc. > Microc. - I i % Sta)ph. { 4 Int 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 I'se recogen
los datos relativos a la sensibili-
dad a la lisostafina de las cepas es-
tudiadas.

Discusion

Teniendo en consideracién la ca-
pacidad de las cepas para produ-
cir acido de la glucosa en anaero-
biosis (16), podriamos identificar
61 de ellas como estafilococos, 4
como micrococos y 6 como de cla-
sificacién dudosa. Sin embargo, al
ser todas ellas sensibles a 1 U/ml
de lisostafina (1), puede afirmarse
que la totalidad de la poblacién es-
tudiada pertenecia al género Sta-
phylococcus. Como ya se indico en
la introduccién, esta enzima actua
unicamente sobre la pared celular
de los estafilococos y no de los
micrococos, ofreciendo informa-
cién sobre la composicion de los
peptidoglicanos de la misma. La
validez de esta prueba ha sido se-
nalada por buen numero 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 aun en cepas
cuyas propiedades bioquimicas no
coinciden con las caracteristicas
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 estan sustituidas por alanina
o serina (11, 14).

La separacién de estafilococos y
micrococos basada en la capaci-
dad de los primeros para crecer y
producir acido a partir de la glu-
cosa en anaerobiosis es, no sélo el
procedimiento mas antiguo, sino
también el mas utilizado. En un
trabajo publicado en 1967, Mor-
tensen y Kocur (10) pusieron de
manifiesto que existia una buena
correlacién entre el bajo conteni-
do en citosina + guanina y la capa-
cidad de las cepas para fermentar
la glucosa. Sin embargo, en la ulti-
ma década son cada vez mas fre-
cuentes los investigadores que cri-
tican la validez de este método
(2,5,11). La razén de este desa-
cuerdo podria 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 mas exhaustivamente pobla-
ciones de otros origenes se pu-
sieron de manifiesto importantes
discrepancias, ya que se comprobo
la existencia de cepas de estafilo-
cocos que no fermentaban la glu-
cosa y cepas de micrococos que si
lo hacian. En este trabajo, que se
refiere a cepas de origen animal,
al menos 4 de ellas habrian sido
erréneamente clasificadas como
micrococos si sélo hubiésemos
realizado esta prueba.

El estudio del tipo de crecimien-
to en el medio semisélido 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-
duccién de acido 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
principio, corresponderian a
micrococos y deberian coincidir
con las 4 cepas no fermentadoras
de la glucosa en la prueba ante-
rior. Sin embargo, esto no es asi,
ya que 2 de ellas eran cepas fer-
mentadoras. La falta de correla-
cién 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 utilizacién conjunta
de las dos pruebas complica la
identificacion.

Refiriéndonos ahora al esquema
de identificacién propuesto por
Schleifer y Kloos (12), encontra-
mos que 66 cepas mostraban una
combinacion de propiedades que
correspondia a la del género Sta-
phylococcus (resistencia a la lisozi-
ma, sensibilidad a la lisostafina y
capacidad de produccion de acido
a partir del glicerol en un medio
con eritromicina). Entre estas 66
cepas se hallaban las 6 débilmente
productoras de acido a partir de la
glucosa, y 3 de las 4 no fermenta-
doras. Puede parecer, por tanto,
que este esquema podria ser util
para identificar estafilococos con
propiedades conflictivas. Sin em-
bargo, 4 de las cepas que por las
caracteristicas que presentaban
en las restantes pruebas corres-
pondian a estafilococos, dieron re-
sultados en este esquema de iden-
tificacion 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 interpretacién de los
diversos resultados posibles
complicada y de dificil aplicacién
practica.

Considerando de forma conjun-
ta los tres ultimos métodos discu-
tidos (produccién de acido anaero-
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 utilizacién combinada de dos de
estas pruebas o de las tres no sélo
no facilita la clasificacién de las
cepas, sino que la complica enor-
memente.

Tanto Baird-Parker (2) como
Schleifer y Kloos (13) han sefialado
que un criterio de clasificacion
que combinase el crecimiento en
anaerobiosis con el estudio de la
sensibilidad a la accio6n litica de la
lisostafina seria el mejor método
para la diferenciacion 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 identificacién de cocos gram-po-
sitivos, catalasa-positivos, tanto de
origen humano como animal. La
prueba en placa resulta mas dificil
de interpretar por no ser cuantita-
tiva.
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RESUMEN

Se describe por primera vez el proceso de conjugacion de
Glaucoma chattoni haciendo especial referencia a las trans-
formaciones nucleares. Este proceso incluye tres divisiones
pregamicas o de maduracién, la primera de ellas reduccional.
El sincarion se divide dos veces, originando cuatro nucleos,
uno de los cuales serda microntcleo, dos se transformaran en
anlages o esbozos macronucleares y el otro degeneraré. Duran-
te la conjugacién, los conjugantes experimentan una degene-
racion paulatina de las estructuras orales. Asimismo, se reali-
zan algunas precisiones sobre la morfologia 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-
gants 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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INTRODUCCION

En 1959, Corliss crea la nueva
especie Glaucoma chattoni sepa-
randola de la especie tipo del géne-
ro G. scintillans. Este autor consi-
der6 como caracteres morfologi-
cos distintivos entre ambas espe-
cies el tamafio y la forma del cuer-
po, el nimero de cinetias somati-
cas y cinetias postorales y, por ul-
timo, la estructura del argiroma.

A partir de su descripcion se han
realizado numerosos trabajos de
Glaucoma chattoni sobre el proce-
so de morfogénesis (9-11), ultra-
estructura (16-17) y fisiologia (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-
matica 2 y pequerias diferencias en
la organizacién cinetosémica de
las tres membranelas orales y el
cuerpo X. Segun este autor
Glaucoma chattoni parece ser un
sinbnimo de G. reniformis y G.
macrostoma y, muy probablemen-
te, un sinénimo de G. scintillans
debido a diferencias nutricionales,
de manera que G. scintillans seria
una superespecie, incluyendo va-
rias especies biolégicas o singenes
distintos.

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

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

MATERIALES Y METODOS

La especie objeto de nuestro es-
tudio procede de una serie de
muestras recogidas en la localidad
de Buitrago (Madrid). Una vez en el
laboratorio, dichas muestras
fueron enriquecidas mediante la
adicién de granos de trigo (2 gra-
nos/50 ml muestra) con el fin de
incrementar el desarrollo de las
poblaciones bacterianas autdcto-
nas, manteniéndose en condi-
ciones estandar de 20 °C (£ 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 segun el siguiente procedimien-
to: grupos de 30-50 individuos se
distribuyeron en tubos de ensayo
que contenian cada uno 10 ml de
medio de lechuga (1,5 g polvo de
lechuga desecada/1.000 ml 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, realizindose
resiembras peridédicas cada 48 h
para que la tasa de crecimiento
permaneciera siempre elevada.
Tras varios dias de cultivo se indu-
jo la aparicién de parejas de conju-
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gantes por el método de agota-,

miento del medio nutritivo (18-19).

Cuando se observé la formacién
de las primeras parejas se extraje-
ron cada 30 min partes alicuotas
de cada uno de los cultivos para
proceder a su tincion, hasta varias
horas después de la desaparicion
total de las parejas en los mismos.

El estudio citologico de las va-
riaciones nucleares y corticales a
lo largo del proceso conjugativo se
realizé utilizando la técnica de
impregnacién argéntica del carbo-
nato de plata (8). Asimismo, estas
observaciones fueron confirmadas
por la técnica de tincién nuclear,
mas especifica, de la orceina acéti-
ca (13).

RESULTADOS

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

La infraciliacién somética esta
constituida por 25-28 cinetias me-
ridianas, de las cuales 5-6 son post-

2

Figuras 1-2. 1) Aspecto general de un individuo vegetativo por su cara ventral, observdandose la

infraciliacién somdtica en esta zona, la sutura preoral (SP), la abertura oral (AO) y el macronu-

cleo (MA). X 3.500. 2) Microfotografia del mismo ejemplar de G. chattoni por su cara dorsal, don-

de se muestra la distribucion de las cinetias somdticas 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 somaéticas 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-
sién. Dicha sutura esta 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 infraciliacion oral se compo-
ne de tres membranelas (M1, 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 ectoplasmico 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 localizacién de la cinetia

paroral (CP) bordeando el labio ectopldsmico (LE). X 4.500. 4-5) Infraciliacion oral. En estas mi-

crofotografias se muestra la disposicién de los cinetosomas componentes de las tres membrane-

las orales: M1, M2, M3 y el cuerpo X. X 4.500. 6-7) Detalles de la zona de unién en dos parejas de

conjugantes en una etapa temprana (figura 6) y otra etapa mucho mds avanzada (figura 7) de la

conjugacion. Obsérvese la reduccion del tamario de la abertura bucal y la desorganizacion de las
estructuras orales. X 3.300



Microbiol. Espan., 37 (3-4), 1984 93

La membranela M1, aquella si-
tuada mas a la izquierda de la ca-
vidad bucal, esta formada por 6 fi-
las de cinetosomas, de distinta lon-
gitud. La M2, en posicién interme-
dia, se compone de 6 filas de cine-
tosomas, siendo mucho mas corta
que las restantes la fila mas cerca-
na a la M1. 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 conjugacion

Unién de los conjugantes. La
conjugacién comienza con la
unién de dos individuos vegetati-
vos por sus correspondientes sutu-
ras preorales, sin que se produzca
la rotura o escision de ninguna de
las cinetias somaticas. En cada pa-
reja de conjugantes la unién se
realiza de tal manera que ambas
infraciliaciones orales aparecen
como imagenes especulares entre
si, observandose simultianeamente
la regiéon ventrolateral izquierda
de la superficie celular de un indi-
viduo y la region ventro-lateral de-
recha del otro componente del par
(figuras 6-7).

Fenémenos nucleares. Poco
después de la unién de los conju-
gantes en parejas, el micronucleo
diploide de cada conjugante, si-
tuado junto al macrontcleo en los
individuos vegetativos, emigra ha-
cia la mitad anterior del cuerpo (fi-
gura 8). A continuacién, se produce
un aumento notable del volumen
micronuclear, que corresponde al
comienzo de la profase meiética I
(figura 9). Posteriormente tiene lu-
gar un proceso de elongaciéon mi-

cronuclear, debido a la disposi-
cién longitudinal de los cromoso-
mas, de tal manera, que el micro-
nucleo 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 mas avanzada de la profase I, se
produce un acortamiento longitu-
dinal y paulatino del microntcleo
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 divisién de maduracién se
forman 2 nucleos haploides en ca-
da célula (figura 12) que experi-
mentaran, a su vez, una segunda
divisién meidtica de maduracioén
de tipo ecuacional, originando 4
nucleos (figura 13). S6lo uno de es-
tos 4 productos meidticos entra en
la tercera division pregamica, dan-
do lugar a dos pronacleos:
emigrante y estacionario, en cada
individuo. Estos dos prontcleos se
diferencian entre si tanto por su
forma como por su localizacién. El
prontcleo emigrante es fusiforme
y se encuentra en el tercio anterior
del cuerpo, muy proximo a la zona
de unién, mientras que el pronu-
cleo estacionario, de forma mas o
menos esférica, se localiza en una
regiéon mas cercana al ecuador (fi-
guras 14-15).

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

Los otros tres ndcleos resultan-
tes de la segunda divisién de ma-
duracién comienzan un proceso
degenerativo progresivo poco des-
pués de su formacioén, hasta que
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Figuras 8-11. 8) Conjugacién de G. chattoni, inicio de los procesos nucleares. mi, micronticleo.
X 1.400. 9) Profase meidtica. I. Aumento del volumen micronuclear. X 1.600. 10) Profase meidtica.
I. Estadio de la media luna. X 1.600. 11) Profase meiética. I. Acortamiento de la media luna.

X 1.600

desaparecen una vez formado el
sincarion o nucleo cigético.

El sincarion se divide mitética-
mente dos veces consecutivas (pri-
mera y segunda divisiones postci-
goticas) dando lugar a cuatro nu-
cleos (figuras 16-17). Dos de estos
nucleos aumentan de tamafio y se
transforman en anlages o esbozos
macronucleares; los otros dos nu-
cleos pasaran uno a ser micrond-

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

Simultaneamente a estos proce-
sos, el antiguo macronucleo de ca-
da individuo va degenerando por
picnosis sin fragmentacién.

A lo largo de la primera divisién
del exconjugante se produce una
segregacion de los anlages macro-
nucleares y una divisién mitética
micronuclear, como resultado de
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Figuras 12-15. 12) Final de la primera division de maduracién. X 1.800. 13) Final de la segunda di-
visién de maduracion. X 1.800. 14-15) Final de la tercera division de maduracién. PE, proniicleo
emigrante; PS, proniicleo estacionario. X 1.800, X 1.400

la cual se forman dos cariénides
de cada exconjugante con la dota-
cién nuclear caracteristica del in-
dividuo vegetativo (un macronu-
cleo, un micronucleo).

Modificaciones de la infracilia-
cién oral y somdtica. En Glauco-
ma chattoni se ha observado que
la infraciliacién oral de cada indi-

viduo experimenta durante la con-
jugacién un fenémeno de desdife-
renciacién progresiva, que se ca-
racteriza por una desordenacién
de la infraciliacion oral acompaiia-
da de una reduccién del tamafio
bucal (figuras 6-7). Como conse-
cuencia de este fenomeno, 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 division del sincarion. X 1.400. 17) Telofase de la segunda
division del sincarion. X 1.600. 18-19) Exconjugantes de G. chattoni. A, anlages macronucleares;
mi, microndcleo; MA, antiguo macronucleo. X 1.800

jugacién. Poco tiempo después de
la separacioén de los individuos del
par, se produce en cada exconju-
gante una reorganizacién de las
estructuras orales infraciliares,
sustituyéndose la boca atréfica
por una neoformacion.
Finalmente, hay que destacar
que en Glaucoma chattoni no se
observa cambio alguno en la infra-

ciliacién somatica de los indivi-
duos a lo largo del proceso de con-
jugacion.

Discusion
Seglin nuestras observaciones,

los individuos de la cepa estudiada
de Glaucoma chattoni miden 45-
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Figura 20. Divisiones y variaciones nucleares

durante la conjugacion de G. chattoni. 1, 11, I11,

divisiones de maduracion; 1, 2, divisiones post-

gdmicas. S, sincarion; A, anlages macronuclea-
res; Mi, microniicleo

55 X 32-44 pm y presentan 25-28 ci-
netias somaticas y 5-6 meridianos
postorales. Estos datos se corres-
ponden con los sehalados por di-
versos autores para G. chattoni (1,
3-4, 16). Sin embargo, consideran-
do la configuraciéon cinetosémica
de las estructuras orales y la gran
longitud de la cinetia 2, que practi-
camente rodea el extremo anterior
de la abertura bucal, esta cepa de-
beria 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 biolégicas» o varieda-
des genéticas, como ya sefiala Mc-
Coy (14), tras el estudio de las dis-
tintas cepas conocidas hasta esa
fecha.

Con respecto a la conjugacién,
los distintos procesos nucleares

asociados a este fendémeno 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 conjugacién, esquematiza-
do en la figura 20, siempre incluye
tres divisiones de maduracién y
dos divisiones postcigoéticas, si
bien uno de los ntcleos resultante
de la segunda divisién del sinca-
rion degenera.
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1. INTRODUCCION

Durante los altimos afios se esta
asistiendo a un enorme desarrollo
de nuevos agentes antiviricos. Ello
es debido en gran parte a que la
vieja idea de la imposibilidad de
desarrollar compuestos que inhi-
bieran la replicacion virica sin
afectar el metabolismo celular, ha
sido modificada al descubrirse
compuestos que bloquean el de-
sarrollo virico 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), calculandose que un indivi-
duo puede sufrir por encima de 6
infecciones viricas diferentes cada
afio. A pesar del enorme interés
médico que representaria el poder
combatir eficazmente las enferme-
dades causadas por virus, aun se
esta muy lejos de alcanzar el éxito
obtenido en otras areas de la
quimioterapia. Esto es debido, no
s6lo a causas intrinsecas propias
de la biologia de las infecciones vi-
ricas, sino también a causa del
progresivo aumento de costes y el
retraso que se ha producido en los
ultimos afios en el desarrollo de
nuevos farmacos. Entre las prime-
ras causas esta el hecho de que los
virus son parasitos intracelulares
que usan la maquinaria metaboli-
ca celular para su replicacion,
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 toxicolégicos y far-

macocinéticos del estudio de una
droga, se han incrementado por
3,2 y 5,2 veces entre 1965 y 1979,
inflacién 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 finalizacién de los
estudios en animales y la consi-
guiente evaluacién clinica. Asi, en
1975 se calcul6 que era de una me-
dia de 6 afios, frente a los 2 afios
necesarios en la década de los
60 (39).

Por todo esto, la investigacién
en agentes antiviricos ha de hacer-
se sobre aquellas enfermedades de
mayor importancia patolégica o
econémica 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. PASOSs DE LA REPLICACION VIiRICA.
POSIBLES SITIOS DE ACCION DE
AGENTES ANTIVIRICOS

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

La entrada del virus.

La descapsidacion.

El corte proteolitico de precur-
sores.

La sintesis de DNA o RNA viri-

cos que es llevada a veces por

polimerasas especificas (her-
pesvirus, ortomixovirus...).

Maduracién de los mRNA viri-

cos (capping, metilacién, polia-

denilacién...).

Glicosilacién de proteinas viri-

cas.
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Figura 1.

Ciclo replicativo de un virus y etapas inhibidas por diversos antiviricos. Se

ha escogido la replicacion 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-
tiviricos selectivos. Es el caso de
las alteraciones de la permeabili-
dad de la membrana celular que es
inducida por la infeccién virica (9).

3. AGENTES ANTIVIRICOS QUE
ACTUAN CONTRA HERPESVIRUS

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

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

En los tltimos afios 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 unicamente son fosforilados
por la timidina-quinasa virica vy,
por lo tanto, acttian sélo en células
infectadas (aciclovir, BVDU, FIAC)
ylo a que inhiben selectivamente la
ADN-polimerasa virica (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 (9-8-D-arabinofu-
ranosiladenina, ara-A)
(figura 2)

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

lar como de la codificada por
HSV-1 (16). Puede incorporarse en
DNA inhibiendo la polimerizacion
posterior, habiéndose descrito que
actiia como terminador de la poli-
merizacién en el DNA de HSV pe-
ro no en el celular (63). Como nu-
cledsido es ademas inhibidor de la
S-adenosil-L-homocisteina-hidrola-
sa (46).

3.2. BVDU (E)-5-bromovinil 2’
desoxiuridina (figura 2)

Fue descrito como antivirico por
DeClercq y cols. (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-zdster, el virus de la enferme-
dad de Aujeszki, el herpesvirus
saimiri y el virus de la rinotra-
queitis infecciosa bovina. Es, sin



Microbiol. Espan., 37 (3-4), 1984 103

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 gran selectividad que
muestra en la inhibiciéon de los
herpesvirus comparada con la to-
xicidad celular se debe a que el
BVDU es fosforilado especifica-
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 virica. También, una
vez fosforilado, se incorpora prefe-
rentemente en el DNA de células
infectadas (3), haciendo el DNA de
HSV-1 mas inestable (60).

El BVDU es muy activo contra el
herpes simplex tipo 1 con una do-
sis inhibitoria 50 (IDso) de
0,01 pg/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 sélo a monofosfato,
sino también a difosfato, mientras
que la timidina-quinasa de HSV-2
lo fosforila s6lo hasta monofosfa-
to, debiendo ser fosforilado a di-
fosfato por enzimas celulares que
actuarian 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 homoéloga, pero que se
localiza exclusivamente en el ci-

toplasma (95), existiendo una
correlacion entre el nivel de la en-
zima en el nucleo 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 via oral (5-15 mg/kg
dia) en el tratamiento general de
infecciones de mucosas por HSV-1
y VZV, en pacientes con cancer
2).

En cuanto a su toxicidad, uno de
los efectos que coaccionan la utili-
zacién de nucleésidos en clinica es
la accién inmunosupresora. El BV-
DU, junto con la acicloguanosina,
es menos mielotéxico e inmunoté-
xico que otros nucledsidos como la
vidarabina, la trifluorotimidina y
la dihidroxipropiladenina (93-94),
si bien hay que puntualizar que
son estudios in vitro.

El BVDU es quiza, junto con el
FIAC, el antivirico mas 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-
sién en células no infectadas. Ade-
mas, no todas las células infecta-
das tratadas con BVDU mueren
(92), pudiendo dar lugar a descen-
dencia mutada. :

3.3.  Aciclovir (92-hidroxietoxi-
metil)guanina), (ACV)
(figura 2)

La descripcién de su actividad
contra HSV-1 fue realizada prime-
ramente por Schaeffer y cols. (75),
aunque fue analizada con mas 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 uM, y para
HSV-2 esti entre 0,05 y 0,14 uM.
Resulta mas activo contra HSV-2
que el BVDU, pero menos contra
HSV-1. Es también capaz de inhi-
bir la replicacién de otros herpes-
virus como el VZV con una IDso
entre 1,25 y 2,5 uM en células WI-
38 (7). La acicloguanosina es fosfo-
rilada especificamente por la timi-
dina-quinasa codificada por her-
pesvirus (29, 38). La timidina-qui-
nasa virica 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-
cién prematura de la replicacién,
al carecer de la posicion 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 di6 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)
timidina quinasa
virica
dTMP ACG MP
timidina quinasa
J virica 1
dT DP ACGDP
l L
dATP, dGTP, dCTP, dTTP ACGTP
DNA polimerasa
virica
incorporacidn
DNA
DNA
terminacidn
prematura

Figura 3. Ruta de incorporacion de timidina en DNA. Se es-
quematiza también la ruta paralela de conversién del aciclovir
en substratos activos

En forma trifosfatada inhibe la
DNA-polimerasa virica més que
las celulares. Tiene una Ki aparen-
te para la DNA-polimerasa virica
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 clinicos
de HSV no previamente expuestos
a ACV, hay mutantes ACV' con
una frecuencia de 10—,

El ACV es eficaz en dosis de



Microbiol. Espari., 37 (3-4), 1984 105

750 mg/m? d en el tratamiento de
infecciones mucocutdneas por
HSV-1 en pacientes inmunoincom-
petentes y en pacientes con herpes
z6ster (22).

3.4. Andlogos de aciclovir

9-(4-hidroxibutil)jguanina). Su ac-
tividad antiherpética fue descrita
por Keller y cols. (50). La IDso para
HSV-1 y HSV-2 oscila entre 2 y
14 uM. 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
cutaneas por HSV-1 en cobaya ni
contra infecciones generales por
HSV-2 en ratén (55). No obstante,
hay que efectuar estudios clinicos
para la evaluacion de la validez de
la droga.

DHPG 9-((1,3-dihidroxi-2-propo-
xi)metil)guanina 6 94((2-hidroxi-1-
hidroximetil)etoxi)metil) guanina 6
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 mas potente que el
aciclovir (17, 34). Es también mas
activo que el aciclovir contra el vi-
rus de la enfermedad de Aujeszky
y 230 veces mas activo contra el
herpesvirus equino (74).

Su actividad es dependiente de
la fosforilaciéon por la timidina-
quinasa virica, 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-1-8-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 vi-
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 analogo de timina
en ratones infectados intrace-
rebralmente con HSV-1 (76) siendo
mas activo que el aciclovir y que la
vidarabina.

3.6. Fosfonoformiato (figura 2)

Interacciona con la DNA-polime-
rasa virica en el sitio de unién 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 sarampién, de la gripe, po-
lio, rabia y visna. Es eficaz contra
HSV-1 por aplicacién tépica (1).
Inhibe la sintesis de DNA en célu-
las infectadas por.-HSV-1 (56). Inhi-
be también, preferentemente, la
DNA-polimerasa de retrovirus vy
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 RNA

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-
nistracién de amantadina, llegan-
do a conseguirse un 70% de pro-
teccién (68). Resulta adecuada pa-

i

AMANTADINA

?H

ra el tratamiento de los estadios
tempranos de la infeccién por vi-
rus de la gripe del tipo A cuando
se administra oralmente a
200 mg/d, aunque la aplicacion
intranasal da mejores resultados.

En cuanto al modo de accién, se
sabe que actda en etapas tempra-
nas de la replicacion (70). Se ha es-
tablecido que la amantadina es un
agente lisosomotrépico que incre-
menta el pH de los lisosomas e im-
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Figura 4. Compuestos inhibidores de la replicacion de virus RNA



Microbiol. Espan., 37 (3-4), 1984 107

pide la descapsidacién de los virus
de forma similar a como actiian la
cloroquina y el cloruro aménico
@1) (figura 5).

AMANTADINA
NO

PROTONIZADA
A

LISOSOMA (pH)

VESICULA
DE
CLATRINA

AMANTADINA
PROTONIZADA

A'i“ca N
LISOSOMA+ A-H* (pH$)

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

Figura 5. Proceso de entrada de un virus con envuelta a través de la
formacicén de lisosomas secundarios. Inhibicién por la amantadina me-
diante incremento del pH de las vesiculas

Rimantadina (a-metil-1-adaman-
tan metilamina) (figura 4). Es me-
nos téxica que la amantadina (47),
y es también clinicamente supe-
rior en la profilaxis de la gripe del
tipo A. Dosis de 150 mg/d en los es-
tados tempranos de la infeccién
gripal, bajan la fiebre y el tiempo
de pirexia. Se ha usado con éxito
en epidemias de gripe por admi-
nistraciéon oral o por aerosol (40,
47). Se requiere en tiempos tem-
pranos de la infeccién para que
mantenga la actividad, inhibiendo
la transcripci6on temprana del
RNA (47).

4.2. Bencimidazoles

La actividad antivirica de los
bencimidazoles es conocida desde

virus sin un efecto t6xico sobre las
células (89). E1 HBB es principal-
mente activo contra los enterovi-
rus (familia picornavirus). Parece
ser que actua inhibiendo la repli-
cacion del RNA virico en una eta-
pa temprana (28).

Mas recientemente, se ha descri-
to un nuevo bencimidazol como un
potente inhibidor de la replicaciéon
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 inhibicién
es, al menos, de 3 unidades logarit-
micas a 0,5 ug/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-
tta inhibiendo la replicacién de pi-
cornavirus entre la descapsida-
cién y la sintesis de RNA (49). El
Ro009-0410 (figura 4) (4’-etoxi-2’-hi-
droxi-4,6’-dimetoxichalcona) es
también un potente agente antirri-
‘novirus, pero actda inactivando el
virus, no la entrada del mismo
(48).

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

5. AGENTES ANTIVIRICOS DE AMPLIO
ESPECTRO

5.1.  Ribavirina (1-8-ribofuranosil,
1,2 4triazol, 3 carboxamido)
(figura 6)

Fue establecida como un agente
capaz de inhibir la replicacién 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 mas
sensibles; los picornavirus son los

OH OH

RIBAVIRINA

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 aplicacién de la ribaviri-
na en el tratamiento de la fiebre de
Lassa (83) y de enfermedades con
posible etiologia 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 zoster y contra infecciones
del area orofacial por HSV-1 y ge-
nital por HSV-2 (81).

En cuanto al mecanismo de ac-
cién, parece que acttia 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 ana-
logo, €l 1,4,5 triazol,3carboxamido,
es un inhibidor tan potente de la
IMP-deshidrogenasa como la riba-

NH,
N XN
a9
N N
H
OH OH
DHP - Ade

Figura 6. Estructura de algunos antiviricos de amplio
espectro
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virina y no tiene accién antivirica,
y viceversa, los tiocarboxamido y
carboxamidino derivados tienen
actividad antivirica, pero no inhi-
ben la IMP-deshidrogenasa. Por
otro lado, la ribavirina-trifosfato
inhibe competitivamente la guani-
lacién del extremo 5’ de los mRNA
(formacién del cap) (81).

5.2. DHP-Ade (s)-92,3
dihidroxipropiladenina)
(figura 6)

Es activo contra virus tanto
DNA como RNA (24), aunque es
mas téxico que el aciclovir, BVDU
y araA, ya que afecta al sistema in-
mune (93). En cuanto a su modo de
accion, parece que produce un blo-
queo de la S-adenosilhomocistei-
na-hidrolasa, ocasionando una
inhibici6on de la metilacion de los
mRNA viricos (22).

CH,OH
0

OH
HO OH
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NH OH OH
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CH3 OH OH NH
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En ratones reduce en un 50% la
mortalidad ocasionada por admi-
nistracién intranasal de VSV (24).

5.3. Inhibidores de glicosilacién

Se ha demostrado que las glico-
proteinas de los virus juegan un
papel importante en la extensién y
patogenicidad de la infeccién, in-
terviniendo en la absorcién o en la
entrada de los virus en las células.
La inhibicién de la formacién de
glicoproteinas viricas con inhibi-
dores especificos (como tunicami-
cina, 2-desoxiglucosa, y glucosami-
na) (figura 7) origina una produc-
cion defectiva de viriones (51, 87).
La inhibiciéon de la glicosilacion
afecta de forma distinta a cada vi-
rus, asi la proteina de la envuelta
del virus de la peste aviar es
degradada por proteasas celulares
si no esta glicosilada adecuada-

s
N
CHaOH
00C-C-H
ATROPINA
CH,08; 9
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Bzo OBZ | N
[o] J\\

B0 I} N 0

i
0-C-NH-8-0-Chz o
9 0

"
Bz =CgHs~C -
OH OH

Figura 7. Férmulas de inhibidores de glicosilacion
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mente y el virus no llega a salir de
la célula (77). La proteina G del vi-
rus de la estomatitis vesicular
cuando no esta glicosilada, no es
transportada a la membrana y no
se libera el virus de la célula (87).
Con inhibidores de glicosilacién 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
formacién de N-acetilglucosami-
nilpirofosforildolicol, que es un in-
termediario en la transferencia de
azucares a las proteinas (57) (figu-
ra 8). El modo de accion de la 2-de-

rildolicol. También se incorpora
en lugar de la glucosa y manosa en
dolicololigosacaridos.

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

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

GlcAc-GlcAc - P-P-dolicol
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GlcAc-P-P-dolicol
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Figura 8. Biosintesis de glicoproteinas con oligosacdridos unidos por enlace N-glicosidico y
sitio de accién de la tunicamicina. La ruta estd mediada por el dolicolfosfato. GlcAc, N-acetil
glucosamina; Man, manosa; Glu, glucosa

soxiglucosa es mas complejo. Ac-
tia como un analogo de manosa
inhibiendo la formacién 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).



Microbiol. Espafi., 37 (3-4), 1984 111

5.4.  Inhibidores que entran
selectivamente en células
infectadas por virus

animales

Anteriormente hemos visto cé-
mo muchos de los antiviricos dis-
ponibles basan su selectividad de
accion en bloquear alguna enzima
virica. Sin embargo, existen tam-
bién compuestos antiviricos que
aunque actuan sobre componentes
celulares, inhiben selectivamente
la replicacion virica debido a que
penetran especificamente en las
células infectadas por virus (9, 15).
Esto se debe a que la infeccién de
células animales por virus produ-
ce modificaciones muy profundas
en las membranas celulares (13).
Sabemos que después de la infec-
cién virica cambian toda una serie
de componentes de la membrana,
y ello hace que las propiedades fi-

I it
GMP~0-P —CH,—P~OH
[ 1
OH OH .

CHZOH
CHNH2  on

cH—0 CH20H CH3
HO-CH ¢ o N
\ 70 HOA~_NH
SH-CH O\Q

HO OH OH NH2

HIGROMICINA B

sico-quimicas 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 infeccion virica:
durante la entrada del virus en la
célula (permeabilidad temprana)
(11, 32), y cuando se estan sintenti-
zando la gran mayoria de los com-
ponentes estructurales de la pro-
genie virica (permeabilizacién tar-
dia) (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 sintesis de proteinas, y esto ha-
ce que se inhiba drasticamente la
formacion de nuevos virus (10, 54).
Estos inhibidores presentan la ca-
racteristica de ser moléculas muy
hidrofilicas (figura 9), que no pa-
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Figura 9. Estructura quimica de algunos antibicticos selectivamente permeables en cé-
lulas infectadas por virus
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san facilmente la membrana de las
células normales y si lo hacen
cuando esta membrana se modifi-
ca mediante un virus o mediante
algin otro procedimiento que
afecte a la integridad de la mem-
brana. Los mecanismos molecu-
lares mediante los cuales la ab-
sorcién virica promueve la entra-
da de estas macromoléculas, no es-
tan aan 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 tardia. En cuanto
a la permeabilizacién que se ob-
serva en tiempos tardios de la in-
feccioén, parece que esta ligadaala
alteraciéon de la membrana me-
diante la insercion de proteinas vi-
ricas; esto desestabiliza la integri-
dad de la membrana y aumenta la
permeabilidad a diversos iones,
metabolitos e inhibidores.

La mayoria de estos estudios

F

e

\

=1 RB),

)

TEMPRANA

TARDIA

Figura 10. Modelo de permeabilizacion temprana y tardia en el

desarrollo de un virus. La permeabilizacién temprana estd provocada

por la entrada del virus. La permeabilizacion tardia necesita de la
expresion del genoma virico
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sobre cambios de permeabilidad
durante la infeccion virica, se lle-
varon a cabo inicialmente con cé-
lulas infectadas con picornavirus
(9); sin embargo, poco después, se
comprobd que estos cambios de
permeabilidad, tanto tempranos
como tardios, ocurrian con la gran
mayoria de los virus ensayados,
conteniendo como genoma tanto
DNA como RNA, e independiente-
mente de que tengan o no cubierta
lipidica (6, 12).

La acci6n antivirica de estos
compuestos en cultivos celulares
se observa a concentraciones que
no son toxicas para las células (53),
pero aun queda sin demostrar la
posible utilidad de estos inhibido-
res como agentes antiviricos en
animales.

5.5. Interferones

Los interferones (IFN) son una
familia de proteinas celulares que
se sintetizan en respuesta a deter-
minados inductores (35, 85). Aun-
que todavia no se conocen muy
bien los mecanismos de esta in-
duccion, parece que después del
estimulo inicial existe una
desrepresion de genes a nivel del
DNA y se sintetizan los mRNAs
que codifican para los interfero-
nes. La traduccién de estos mR-
NAs en el citoplasma da lugar a la
proteina-interferén 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-
rén « 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-B, sintetizado por fibroblastos
en respuesta a un estimulo virico.
Por ultimo, el IFN-y también cono-
cido como interferén inmune, es
sintetizado por los linfocitos en
respuesta a un antigeno o a un mi-
tégeno (26).

La interaccion de la molécula in-
terferén con la célula apropiada
induce toda una serie de efectos
(figura 11). Entre ellos, la accién
antivirica y antiproliferativa han
sido los mas estudiados, debido,
en parte, a su gran interés clinico.
La accién antiproliferativa del in-
terferén y su uso como agente an-
ticancerigeno, han sido amplia-
mente documentadas y muchos de
estos resultados se recogen en un
libro reciente (26). Baste decir
aqui, unicamente, que el interfe-
réon ha demostrado su eficacia
frente a un gran numero de enfer-
medades neoplasicas, mientras
que en algunos otros canceres, co-
mo el de colon o el de pulmén, no
ha mostrado actividad.

En cuanto a la accién antivirica
del interferén, se sabe que, una
vez que éste interacciona con el re-
ceptor apropiado, induce el llama-
do estado antivirico, de manera
que ahora el desarrollo de una
gran variedad de virus esta inhibi-
do en esas células (15). La base mo-
lecular del estado antivirico per-
manece aun inexplicada. Aunque
se ha invocado que la inhibicién de
la sintesis de proteinas viricas se
haria mediante dos sistemas, el
sistema del 2’-5’ (A) o la via de la
protein-quinasa, que fosforilaria a
algan factor de iniciacién, ain no
han podido probarse estos meca-
nismos en ningun sistema utilizan-
do células en cultivo (65, 66).
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Figura 11. Esquema global de la accion del interferon sobre la replica-

cion del virus herpes simplex tipo 1. Consiste en una inhibicion directa

de la produccion de particulas infectivas y en una estimulacion de la ac-
tividad NK contra las células infectadas

Los resultados del uso clinico
del interferén como agente antivi-
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 comun (26). En otros casos,
como en algunas enfermedades
causadas por herpes virus, el in-
terferon puede resultar eficaz en
combinacién con otros agentes an-
tiviricos (30). Esta es una de las
tendencias de mas interés hoy en
dia en el campo de los agentes an-
tiviricos, es decir, buscar sinergis-
mos entre el interferé6n humano, a
dosis que resulten muy poco toxi-
cas, y otros agentes cuya eficacia,
cuando se administran por si so-
los, no sea muy alta.

6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS
FUTURAS

Aunque atn no se ha encontrado
la panacea dentro de los agentes
antiviricos, parece claro que los
compuestos descubiertos en los tl-
timos afos, la segunda generacion
de antiviricos, son mucho menos
téxicos y de una alta actividad an-
tivirica. Esto ha hecho desapare-
cer la creencia generalizada de
que los virus y las infecciones que
produzcan no son atacables selec-
tivamente. Estd claro que cuanto
mejor se conozca la biologia mole-
cular de un virus y los sucesos que
son propios de la infeccion virica,
existiran mas posibilidades de en-
contrar inhibidores especificos pa-
ra cada una de las etapas replicati-
vas.
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Hemos de recordar que, en este
momento, la mayoria de los agen-
tes antiherpéticos son analogos de
nucleésidos y basan su accioén en
el reconocimiento selectivo por la
timidina-quinasa codificada por el
virus. También seria muy deseable
poseer en un futuro, no sélo mejo-
res compuestos antiherpéticos, si-
no también agentes antiviricos 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 sélo el descubrimiento
de nuevos compuestos efectivos
contra los virus, sino también el
mejor conocimiento del modo de
accién de los ya existentes, puede
llevarnos a descubrir sinergismos
entre ellos y a utilizar combina-
ciones de compuestos altamente
selectivos, que impidan, ademas,
en lo posible, la aparicién de mu-
tantes resistentes y que por otra
parte no sean téxicos. Esta meta
estd ya muy cerca de alcanzarse
dentro del campo de los compues-
tos antiviricos.
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suprimiendo las divisiones con encabeza-
miento, y con resumenes no superiores a
100 palabras. Las ilustraciones y tablas se
reduciran a las minimas indispensables.

Los articulos de revision versaran sobre
temas de microbiologia de amplio interés,
y su redaccion se solicitara a especialistas.
Incluiran, en lugar de resumen, un indice
del contenido.

Los autores recibiran pruebas, que debe-
ran devolver en plazo no superior a una se-

mana. Transcurrido dicho plazo sin devolu-
cion de las pruebas, éstas seran corregidas
por la Revista y publicado el trabajo. Las
correcciones se limitaran a errores ti-
pograficos, gramaticales o de datos in-
correctos. Modificaciones mas importan-
tes, que impliquen recomposicion del tex-
to, deberan ser abonadas por el autor.

Cada autor tendréa derecho a 25 separa-
tas gratuitas; si deseara mas, debera indi-
carlo por escrito cuando devuelva las
pruebas corregidas. Las separatas adi-
cionales seran facturadas a precio de coste.

Los trabajos se enviaran a «Microbiolo-
gia Espanola», Joaquin Costa, 32, 28002 Ma-
drid. La aceptaciéon de los mismos corres-
ponde al Consejo de Redaccion de la Re-
vista.
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«Microbiologia Espafiola» publishes ori-
ginal research papers, research notes and
occasionally reviews covering all aspects
of microbiology. All submissions should be
written in Spanish or English. The decision
to accept submissions is made by the Edi-
torial Board.

Submission of a paper to this journal is
understood to imply that it has not pre-
viously been published and that it is not
being considered for publication elsewhe-
re. Consent is given for reproducing publi-
cations of this journal if acredited as the
source. )

Papers addressed to «Microbiologia Es-
paiola», Joaquin Costa, 32, 28002 Madrid,
Spain, should be typewritten with double
spacing and 2.5 cm wide margin on UNE A-
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should be used and the pages should be
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Papers must be restricted to a maximun
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and tables. The original and one copy are
required of the text, tables and illustra-
tions.

The litle: should be supplied on the hea-
ding of a separate sheet, including the na-
mes of the authors, their affiliations and
complete address.

Papers should be divided into: Introduc-
tion, Materials and Methods, Results, Dis-
cussion, Acknowledgments (if any) and
Bibliography.

Abstracts of no more than 250 words in
Spanish and English should be supplied
with the articles. ’

Well-known methods should be indicated
only by references. The Metric System is to
be used troughout. Simbols according to
UNE rules of the National Rationalization
and Standardization Institute for texts in
Spanish. )

Only those photographs wich are strictly
necessary for the understanding of the pa-
per should be submitted. Photoprints must
be of sufficient quality to ensure good
reproduction. They should be numbered on

the back and identified with the first
author’s name written in pencil.

Drawings and line-figures should be
drawn in black ink on tracing paper. Pho-
toprints are also acceptable instead of the
originals, in any case, they should be mar-
ked in the same way as photographs. Dra-
wings, graphs and photographs should be
numbered jointly and consecutively.

Legends for line-drawings and pho-
toprints must be typed, double-spaced on a
separate sheet.

Tables should be compiled on separate
sheets with a descriptive title and numbe-
red independently of the figures using ro-
man numerals.

Bibliography should be confined to the
directly related to the concerned subject,
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the names and initials of all authors, the
year of publication, the tittle of the paper,
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cording to Chemical Abstracts-Bibliogra-
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first and last page numbers.

References to patents should contain the
names and initials of all inventors, country
and number of patent, year of application
and name of the company owning the pa-
tent.

References to thesis should contain the
name and initials of the author, type of the-
sis, name of the University where submit-
ted, place and year.
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the names and initials of all authors, edi-
tors if applicable, year, title of the book,
volume, page, publishers and town.

Notes should be restricted to 4 ty-
pescript pages and are intended to present
experimental observations and descrip-
tions of techniques or methodological
changes of interest. They should be written
according to the guidelines given for pa-
pers, but without the heading divisions,



and their abstracts should not exceed 100
words. Figures and tables should be kept
to a minimum.

Review articles should deal with micro-
biological subjects of broad interest. Spe-
cialists will be called upon to write them.
Instead of an abstract, they will contain a
list of contents.

On acceptance of the paper, one galley
proof will be sent to the nominated author

to check for typesetting accuracy. The
corrected proofs shall be duly return
withing one week’s time. If delay were ob-
served, the proofs will be corrected by the
editorial staff and published. Broader
changes implying recomposition of the text
will be at the author’s expense.

For each author 25 free reprints will be
supplied. Additional reprints will be billed
at cost price if requested in written upon
returning the corrected galley proofs.



