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El trabajo realizado se puede resumir sn tres puntos:

n) Estudio del efecto de los lisadce de bacterias sobre el poder integ

b v

tante del fago y una mutante girulentg.

Se trabajó con lisados de bacterias lisOgónieas ¡12(7\) I 1895_:
no lisogónioss ¡12 I 1485.
Los lisados se obtuvieron sometiendoa las bacterias el efecto de una

descompreeión brusca. Luegose centrifugaron sle.OOO rpm. para elimi
-lsr restos de membranasy bacterias remanentes.
Los ensayos de inhibición de los tagos, se efectuaron ineubando el ts
go oon el lisado a 37°C durante 30 minutos.
La inhibición ie determinó en bass a la disminución del númerode pla
cas producidas por el tego en presencia del lisads, respecto de un

control. Las bacterias utilizadas fueron las ¡12 I 1485 sensibles a
ambos fagoe.
Tambiénes trabajó con lieadoa obtenidos a partir de protcplastos de
ssas mismas cepas.
Los resultados indican que los lissdos de las bacterias lisogónices
y no lieOgénicas inhiben al raso T‘virulento pero no tienen acción so
bre el Iago temperade.
Los lisadoe de loe protoplsstos. se comportanen igual forma.
La inhibición del fngo virulsnto nunca es inferior al 50%.Las vnria
ciones obtenidas (95-50%) dependen de la concentración del poder in
hibitorio de cada lieado utilizado.
Estudio de las Esopiedadel del ligado de bagterias ligoaónioag.
ResultadOe:

l) El lisado ee estable a 0°0 por lo menosdurante 30 dias, luego oo
mienzaa perder título,

2) A los 5 minutos de calentamiento s 56°C, se destruye rápidamente
parto de la actividad del lisado. El resto plrnaneoe inalterado por
lo nonoe hasta 30 minutos de calentamiento.

3) El lieado ee inactiva a lOO°C¡
4) Se incubó lisado con DNasay Rflaes 5 el poder inhibitorio no es el



tera por efecto de eataa eneimaa.
5) Se inactiva incubando el lieado con 250'Kde tripaina por nl.
6) El lieado dializa parcialmente a 4°C.
7) El lieado precipita por el agregado de a'oidc tricloroacético al 5%en

frío. El precipitado reauapendido en buffer pH7.0 tiene mía actividad
que el ligado original.

8) El ligado ee puede aedimentar por ultracentrifugaciGn.
9) El caldo donde crecieron laa bacteriae. a partir de lee que ae obtuvo el

liaado, no tiene actividad inhibitoria.
e) Igtergociogee egtge licado 1 fagg.

‘ 1) La temperatura óptima de contacto Iago-lindo ea de 37°C.
.É Á O°Otambién ee produce le uniáa entre el taéo y el lieado, pero en ne
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V

V
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nor proporción.
A 56°C eeta unión nc tiene lugar.
La cinética de la inhibición del rage por el lieado a 37°C, indica que la
reacción ee de primer orden.
La reacción procede rápidamente. haeta que a loa 50 minutos ee detiene.
Los experimentos realizadoe para determinar ei el liaado ae une al tngo
temporada, aunque no lo inhiban indican que el liaado no interacciona en
ninguna forma con el rage.
Hay que hacer notar que en preeencia de liaado, el Iago temperade produce
un número mayor de placas, que cuando ae plaquea ein el mismo.
El afecto del lisado ee debe a una acción directa cobre la partícula del
fago y no a una interacción con la auperficie bacteriana de lea bacteriae
aeneiblea.

Conclusiones:
Se postula que lee receptorea bacterianoa que pacan a aoluoidn al obtencn
ee el licado. non loa reepcnaablea de la inhibición del Iago virulente.
Oomoeetoc receptorea no parecen actuar cobre el rage temporada. ae-dedu
ce que eete rage ce une a receptorea diferente. de loa que ee une el viru
lento.
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La inhibición no ol anhid- a la pronuncia .dorento. do nombran. porque
¡sin no eliminan en la oontrifugnoidn.
Las propiedadesdeLIisado señalan la. wea-noia de m protein conoru
ponable do 1a inhibición. sin descartar quo dicha proteina fono parto
de m nollcula ¡al oomplnja.
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Objeto del trabajos

Las bacterias lisogónicas poseen la propiedad de ser resistentes
e la infección del fago que llevan comoprofago.

El objeto primitivo ds este trabajo, fue investigar cuál era le
causa responsable de la inmunidaden las bacterias lisogónicas.

Se sabía que la inmunidadestaba asociada a la presencia del
profago pero no se conocia su mecanismo.

Los genetistas trataron de interpretar este problema,investi o
gando las relaciones entre el profago y el cromosomay los eruzamientos

entre bacterias liaogénicas y no lisogónioas. h
En la actualidad,estos estudios han derivado en una teoria,en

la que; se atribuye la inmunidade la presencia,de un represor citoplas=
mótico constituido por RNA.

Otros investigadores pensaron que la responsable de la inmuni a
dad era una proteina presente en el citoplasma deuïacteria3.

La hipótesis del trabajo que aqui se presenta fué suponer que
al poner en contacto las bacterias liBOgónicas ocn el fago,óste inducia
ria la formación de una proteína semejante al interferón que producen
las células cuando se las cultiva en presencia de virus muerto.

Se comenzóa trabajar poniendo el contacte fago 7‘ con bacte
rias lisogénicasgse dejaron en contacto a 37'0 y luego se separaron las
bacterias se lavaron y se liearon.

El lisadc se inoubó con bacterias sensibles que luego se infecta:
ron con fase.

Paralelamente se hicieron controles incubandobacterias sensibles
con el liaado de bacterias que no habían estado en contacto con el fage.

lo se encontraron diferencias entre el númerode placas produ.
oidas por el fago en presencia del lisado y en los controles.

El mismoeXperimento se repitió con el fago 7%virulento.mantea
niendo el lisado presente durante un sole ciclo de reproducción del fase:
Se observó entonces, que despues del periodo latente, en vez de aumentar
el número de fases presentes comoseria de esperar, este número disminuIe



Esto no ocurría on ol cano del 7* tanporado,por lo que consta
¿eramos de interés investigar el comportamientodel tngo temporado frente

o las ligados baotorienoe,oonparandocon el‘rago'virulento,yn que ln hi
pótesia original no pudo sor confirmadoy

Los resultados obtenido oon los ligados y el oonportanficnto do
loa fagos son los que no detallan un este trábajo.

Los métodos y las téaniono empleadas fueron puestas a punto: y
algunas notificadas por ln autora. on los laboratorios de lo Cátedra
do Iicroblología y Parasitologío,raoultad do Ciencias lédioaa.
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Introduoci‘n a

Existe en la naturaleza un determinado tipo do bacterias llamadas
lisegénicas.

Unabacteria liscgénica cs aquélla gue transmite hereditariamcnte
el poder de producir bacteriófago en ausencia de toda infección extrinse
ca reciente.

Bata propiedad representa para lo bacteria un poder potencial letal.
Los bacteri‘fages capaces de establecer sistemas lisogénicos se llaman.
temperados (Jacob,F.¡A. Lmofst. sininovitch et wollnan E. L.11953)(1).

Si sometemoso la acci‘n de un Iago tempcrndo un cultivo de bacterias
sensibles en crecimiento,una fraccion de lao mismasse lisa,en tanto que
otra fracción sobreviVUy comienza a ser lisogénica.

Estas bacterias que han adquirido lisogcnia tienen las mismaspropieda
des que las que la han obtenido nnturnllcnto y el tngo que producen oo
del sismo tipc que cl que las lisogcniz‘.El caracter lisog‘nioo adquirido
es estable.

La lisogenia está amplias nte distribuida entre diferent s especies
bacterianas y actualmente según afirma Hayes R. (1964) (2) debe consi
derarse cono el estado normal de una bacteria y no comoun estado excep
cional.

La lisegenin corresponde a una relación íntima entre los materiales
genéticos de una bacteria y un fago que están integrados y se reprodu
cen comounidad.Las bacterias no llevan al tngo en paruiculas sino
en terna de unidades no infecciosasoi 1a forma latente ,no infectiosa
en que es llcVado el rage tcmparndepor la bact|rin lisogénicn,ss la deno
minó prefage.(Lwoff and Gutman,1950 ) (3).

De un cultivo de bnctlrins licogénicns,una pequeña fracción de la pobla
ci6n se lisa liberando particulas infecciosas dcl rage que lleva comopre
tago.¿cte chnto ocurre con una frecuencia de 10 por gcncracicn celular.
b'in embargo,si esas bacterias se exponeno la luz ultravioleta,a la sito
nicins c o o la acción de agentes nutagenicos,la frecuencia con que oe pro
duce la liberaoi‘n de Iago puede aumentar y llegar a uno.

Eatc fenomeno se denomina inducci‘n y :¡6 descubierto por Lowr! A.,
Siminovitch and nelldanard (1950) (4)
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le todas laa bacteria. liaegéaicaa aca iadaeiblea; cata prepicdad
parece aer fnaciáa de la ccaatitanita genetica del tasa y aa de la
bacteria.

Lea trabajea de Jacob y Wellnan (1953)(5)g Apploy'rd (1954) (5) IO

bre crezaaientea gen6tieea entre E. coli Kia liacgónica para 7‘, B.

coli x12 no liaegdnioa, llevaron a la conclusión que cl determinan
te dc la licegenia aa una bacteria ca cl protage por al nie-c y ac

un gen bacteriana que le controlo.

El protege ocupa uh sitio específico cobre el cromosomabacteriane

y actúa comosi fuera un son bacteriana.

se anbe que está ligado el leona 'gal' (Ledcnberg and Ledqnberg,

1953)(7). en el crohoeonabacteriana (¡cima 1953)(e).
Lea bacterias liacgénicaa adquieren resistencia eapecitiea e ia!

¡unidad al tego que las noogeueóo Beta prepiednd no ea debida a

una incapacidad para adacrber cl tngo. eine a una inhabilitación

para rcprcdueirlc.íl
La bacteria puede adacrber al rage y aa produce la infección por

el Dll del aiaae. pere la probabilidad de que dichea avantea llevan
a la cíntocia del tngo ca eorct

¡c exista una cepa-liscgdnica qua ae aca inanne a la aebreinfcceién
con rage del tipo llevado comoprotege. La cepa tanbión ca inmune a

la aaycría de laa autantea del rage que la liacgcniaót

Bei-teni a. 1958 (9) emana cone explicación de 1. inlunidad a la

posible existencia dc una sustancia roproiora del rage eobrcinrcctan

te, producida por la presencia del protege;

Posteriormente, F.Jncob y A.Caapboll 1959 (10). estudiaron lea ei



goteo tornados cn los cruzsmiontoc antro baotcrias liscgónicas y

nc lisogénicsc. Estos investigadores encontraron que 1a inaunidca

cst‘ ligada a 1a formacióndc un represor eitcplaaaático específi

co, cuya sintesis está dotorflinada genfiticaaonto por cl Iago. Esta

sustancia no solaacnte interfiere aa 1a funcion vegetativo del tngo

scbrcinrcotanto. cinc que oc responsable del aantcniaionto del pro
han.
Jacob y Hollaan en bnac a los trabajos cc inducción cigotica (Jacob

ano won-an 1956a (11); acusan ¡a! Jacob 1951 (12). ¿ocurrenc

rcn una hipótesis qua arylica c1 read-ana oc intencidn látigo. 1a 11

scgenia y 1a inmunidad. Do acuerdo a sus deducciones ¿stas son expro

siones de un solo proceso que sería 1a regulación de la actividad

funcional del gano-ic del tngo.
Segúnesta teoría. quo sc ha aplicado a1 control dcl actnb011sac

bactcrianc, 1a actividad dc ciertos gone- cat‘ controlada por repre
sores citoplnaaáticca. La sintonía de dichos represores esta cotorb

¡incas por un lcous regulador quo puede o no cstar octrcchsnentc 11

gndc a los gcnoo que controla 01 represor.

BI sitio dc acción del rcyrcscr no son Ica ¿caca en si sismos, pero

si una rcaián adyacente del cromosomallamada operador. cuya función

sa ¡aditicar la actividad de los sanos estructurales segúnel repre

sor II encucntrc presunto o aussnto.

¿1 nivel molecular ae supcnc quo el operador sa el sitio donde c1

RNAacnaajcro conionaa s transcribir 1a intcrascidn llevada por 1a

secuencia do sones. 31 el operador esta bloqueado por el represor.

s1 RHA'acnanarcno pcdr‘ transcribir internación. entonces casa 1a
sintesis de proteinas;



neoyocto o 1a naturales. químicodel represor, de acuerdo e lee tre
bajo. de ¡inner (1963) (13) el represor ontario compuesto¡1 nano

pnroialncnte de lla.

1BHEfl1¿Z125122325.l_22!222322!

31 erecto más cepcctnonlnr que In foso puede producir eo el claro.

Idonto do un cultivo turbio de bacterioe por lisis de ¡no célula.
intactadae (nortani 1958) (9). 81 leo bacterias no ee lieen oe que

eo han licosenizadc. Lee ragoe que tienen poca capacidad para lino

geninnr ee llenan virulentoc. El antonio de este tipo de tngo ha 11c

vade al conocimientodel ciclo lítico reproductivo de un rage; El ee

tndio del ciclo litico de un rage ee el resultado de 1o investigu

cidn de los Ingea dc 1a serie 1. un grupo de nieto cepas de tngo

qnc portcncccn e cuatro grupos ecrológicco o eepecieo.

DoGoto. c1 ¡le estudiado ee c1 22. El proceso de inveeión de un.
bacteria por un rage comprende¡no siguientes otepnoo una pariículo

do raso que está tornado por un núcleo de ¡cido deeoziribonnoleico

(una) y una cubierta proteica. ee ndeorbe cobre le ocportioie de
una bacteria.

El DBAdel rage entre o 1o oólnlo. nientree 1a cubierta proteica
por-once. creara. aparente-onto cin cumplir otro tunoidn. E1 DBAen

c1 que lleve 1o enpccitioidad ¡caótica del raso. Inn-dictancnte doo

puec de 1- inyeocidn comienzoia multiplicación doi fila del rage don

tro de 1o célula (notado vegetativo). En coto ¡cuanto puede ocurrir
interacciones entre los elementos gendtiooo for-¡doo que llevan e 1o

produccián de cambia-nte- genéticos; Comienzoo tornar-e 1a protein.

del tego y aparecen partícula. coupleteo de tngo (maduras) dentro de
lo célula; Be el final del periodo de eclipse, luego (final de onto pe
ríodo) le cfilula eo lion y aparece en ol ¡odio un gran númerode partí
cula. de tego.



Dc todas catas etapas del proceso dc rcprcducción del tego, nos

vano. o detonar cn 01 prccccn dc adsorción c 1a superficie celulan.

Tcnamoacomo ejemplo el tngo 12. Eat. etapa comprando treo talco
(Kcllcnbcrgcr E. 1961)(14)(1) adsorción (2) interacción química on

trc la cola y la parcd cclulnr y penetración del conducto interior
central dc ln ccln del tngo a travíc dc la nombran;celular y (3)

inyección del contenido dc 1. caben. dentro dc la cólnln.

La membranade la cabeza del tngo lb ca dc naturaleza proteica.
La proteína cct‘ prcccnihlcncntc ccnpncct. dc cnbnnidadoc dc un

colo tipo. (Lovinc ct a1. 1958. Brcnnnr ct a1. 1959)(15)(16).

La cola del raso ccntinenc un ccnduotc interno vacio rodeado por

una cubierta proteica contrdctil (¡calor! and Luka1959. Brcnncr

ot a1. 1959)(17)(16). La punta dc la cola esti tido a una bano pla
na con acia capícnlae y 001- fibras. La cubierta contrictil catí uni
da a la cabeza y cn algunos cocos presenta un collar intcrncdic (An

dcracn 1960)(18)(ver figura 1);
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rercceric que este envoltura ec contrae de nodo que el núcleo in»

torno entre dentro de le bacteria; e continuacion actúe unn email. y

de tipo linceinn sobre le pared becteriene. Noeo conoce le energía

requerido para efectuar la inyeccion y le pceible polaridqf del DIA
transferido. Junto-ente con el DRAentre unn pequeña cantidad do pro

teína qee eo encuentre en le cebeee. lote proteína ordenarie el RNA

celular quo oe encuentre cobre le ¡cabrona de le bacterie. en reorde

namiento do en.noléoele. Reto RNAconsejero reordenndc eo complejo

con cl DNAcelular pero ordenar le oíntcoie del DNAdel tngo.

Ego temporadas

Conoecdclo de tego temporada tonaronoe el tego eieledc de 3.ooli

E12. cepa ee! bensicedn por Lcderberg y reto: que crece en en medio
sintético oinple y que eligió Lodorbcrg pero cun experiencieo de nn

tecionoe bioquímicas. La cepa E.coli ¡12 ()') U1895 fue utilizado
anoete trabajo y el tngo inducido de le cion. por luz ultraviole
te.
Propiedades sonorelco «1.1raso 7* (oelveJo).

El bacteridtagc )' oo un raso altamente indooiblo. originariamente

eicledo por Lcdorborg y lodorberg 1953 (7) dc one ccpe ¡12 de B.ooli
¡ende en estudien de rcooebinncidn genética.

Existen copas dorivodae de X12 que son aang1b1og ¡1 tag. 7‘ , qu.
oe unen cono indicadoree del liceo. Le edeorcidn del tngo e lee colon

leo huóopodeeee pobre bajo eondicionee neenlce para otro. rogue (cd
lolae advance. fisiológioenente ectiVeo). ee cojer le adsorción en eó

lulnc en "ayuno" en prooennie do Hg*‘(Ehioor A. 1955)(19). El período"

latente del tngo > eo de 45 ninntoe y on "hotel-eine“ de 80 e 130.

En eno;pertíoole de poco nolconler do alrededor de 1:10a que contiene

partos iguales de DRAproteína (Rainer end Hounoe1960)(20). Tiene



me cebeee eprexinadnncnte cerdrice a. Goa}; de «lu-otro unido e ene

och cilíndrico de 140 ¡{ltde longitud y 13 n ¡“le diámetro (Arber end
¡enana-ser. 1958)(21). Le resistencia de > e h redieodónultravio

leta (2537 1) ee extremadamentesite. 13 veeae nde qee le del tego 22
en eceencie de fotcreeoüVeolón.

¡1 ¿cido nucleíoo del tego cuando en este trabajo he side ensu
eedc por ¡Inem 2.18.. R. ¡eppehenn n. rie-onde end z. nene #41960)

(22). nee etoeke de condonen diferentes ¡cientes-dee aunque todos de

riven de X12o sun derivedec. e nencde difieren genéticamente. Beto es
debido el hecho de que lee stocks del tego ee preparan por inducido de

lee ecltdm mcgdniocs ocn ¡ne ultreuolete, le que es netaadndoey

edcede algunos derivedoe de'xl’2 fueren irreddedee pero ¡redun- este
cdonceneedes en gendtioe becterlene (Bennet 1958””.

El tego ectúe uniendo ¡.e pente de ec cole e le superficie celular y
¡nose ¡naciendo el m contenido dentro de le cubierto proteico de ee

caben. dentro de le celula. ¡e cole de ente rage ce flexible y m tiene
nine cena-beta. nene ene eepíocle en le punto de le cole en user
de fibra y no eo conocec1 ¡condeno de penetrecddne le chulo (unu
berger 1961,04)
Se preecne, aunque no con seguridad que entre todo el mu del 7‘ e le

bectern y parto de proteina aunqueno hey dude (es le especificidad

genética reside en en mu.

Desped- de le inyección del mu pueden ecurdr cnc de lee dos precoces

que siguen:

1) Genene probeunded que ee nor-¡sente de 0.8 (pero que dep-¡de del
genotipo del tego y las condiciones experimentales) le each detectada

puedesuenen le sintesis de le protein y el DIAdel rm pere prede
cir pertícnles laderas de face.
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no produce un aumento oonooaitnnto un 1- ootividad de lisent-n 10

que roanltn cn 1a 1191. de la odia}. hulopod y 1a liberación de 1.a

partículas maduras do raso (Jacob una rnnrot 1958)(23).

2) ¡al bacteria: infectadas gunno niguna onto esqncln litioo sobrevi

van y no canviarzon en liaosfinioaa. solnnnnzo los tngo. tcnporadoo dun

dos tipos aa ciclos, los qua pnndcnoaqnnnntisnrno en 1a siguicnto r1
gm-aobtenida‘dollibro de “¡a suth dos Bacterias”. a. won-anot
,0 Jacobs. 1959.. (24)
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a: conocen“Más: clan“ a. manta de).ha 7° tapando: >
"’ a) ¡»me queafectenla «una; en rap paraonttblooorImagen“.

su llaman mi -(n¿nuta planas can nula) ¡a (por alnlltpoquofla).n3 y ‘É
¡6 de taaaño mediano. “

h) Ententes que muestran varita grados á. refinación un la labilidad p.
ra establoeer la condición liaogdnica,tornan places manosturbiaa que_

1 al tipo selvnáe.o aun conpletannaze olarla( mutantes virulnntan). Las
placa del fuga«apuradoao «mmm por traer un centro de crea
cimientode motoras quem ¡“o iluminan por 01.2.39. Y

naa placas producim por o]. tego 7‘ {esperado usado en este.

. trabajo se m en Lasfotografia 8.1.y 3*2. comomars.“ inundan:
se usaron la; ¡(1? w,1‘65.

Pbt°grafia fic 1

Fo“¿una 1€a2
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Dfl.t
amm y Bm'net (1934) (25) entregaron de bacterias Wapedia, ¡m agon

te inhibidor del rage (FIA) capas de insctivnr lee partículas del tngo

en ln ninas forms que lo hace un entre sntifage. rencnron que eo tra

taba de una solución de receptores bacterianas para 1a adsorción del

tngo. y

Burnet y Preennn (1937)(26) investignrcn c1 efecto del FIA sobre las

preparaciones de rage inactivadas en un 90* con suero antitese, los sc
brevivientes de le inactivnción del nntisusre resultaron resistentes s

1a inactivacidn de FIA en tante que lo población no tratado so inactivó

un 90%con el Pit. Esto sugirió que el PIA no ora idéntico o ls susten

cis receptora de ls superficie bacteriana puesto que los sobrevivientes
del suero eran aún capaces de infectar ls bacteria aunqueson resisten

tes s ln acción del FIA. La primera demostraeidn de la inactiVnción de

bacteri6rngos por extractos bacterianas fue hecha por ¡ovino y Irish
(1934)(27) usaron extractos colinas de salnnnclln y shigcils y encontra
ron que pretogíen e crgnnisneo homólogosdci ¡taqu- del tngo. ¡s sustan

cis notice pedia precipitarso cen alcohol. El Pla ora obtenido por Bur

not sutcliznndo bacterias ion dice a 553€. Dospddsds le ensl se reme

vísn Inn membranasde grndcccl de 1 dc did-otro. Ls actividad se ne

ni- inonbnndodiluciones npropindnn de ru con tngo diluido y determi

nando el tego sobreviviente por plaquno.

En genornl. cc encontre que ¡es reses que atacan unn capo bacterinns

dedo. eran inhibidos por extractos de dicha caps. en tanto que eses
extractos no tenían efectos sobre los fugas c Is con: 1Abacteria src

resistente. (Adamo1959)(28).
La neeián del rin ac estudió cinética-ente y se cncentró que In inac

tivneión del tego per el extracto bacteriana ss siniier c la neutrnli



nación del rage. La inactivación eo normalmentede primer orden y lue

go doorooo.

La volccidad ec proporcional a 1a concentración do ria y tiene un

tonperntnro óptimo o 37l0o

Burnoi ooncluyfi que el Pla ootl intiaaacnto asociado con 01 antígeno

con‘tico y quo dicho sustancia bloqueo 1o infoccifin del tego por oo.

binaoidn con sitios receptores del raso. ¿dondeotros orperinofitoc ho

con concluir gn los anticuerpos sonoro el tngo no reaccionan en ol lia

ao sitio que el FIA en la ouwerfioio dci tngo pero adyaoonto al lilloo

El hecho que 1a roacci6n do un zaga con un anticuerpo hace o]. fans. ro

aietente o 1a inactivooión con FIApuede significar quo los anticuer

pos ncutrnliswntoo'y el FIA roaooioncn ocn roooptoroo qn' están oopeoiol

lento contiguos y parto de un solo couplojo.
Existen anchoa referencias o observaciones cualitativos de lao activi

dades inhibidorac do tasas do los outrootoo bacterianoo. (Bou-cr 1947.

1953)(29)(30)(woidoi 1953)(31)(Ioid01 un Kollonbarsor. 1955)(32).

El estudio más intensivo de lc actividad inhibidoro do antígenos boo

terianoe purificadoa rec hecho por bootol y colaboradoras usando en.

connoi y los Ingea de 1a serie 2. Aiclnron antígeno de race II que por

tratamiento con calor pierden en actividad y por ¡ratnnionto con pan

croatinn seguido de diálisis y docprotoinianoián por agitación con cio
rorerno obtuvieron lipOpolicaefirido quo ora activo para inhitir ol taco

T4.
El acoaniaac do la innotivnoi‘n del Eli oa en la layeric da los onco- ’

dooconooidc. Joaoitic y Goobol(1955)(33) ¡studicron.1a incotivnoidn del

rage r4 por ol lipopcliaacdrido ocpccitico aislado eo al: conoci. La

odioidn do este polieocárido a en. ounponciónconcentrada de 1‘ produce
un gran aumentoel la viacooidnd. ¡a observación al aioroeoopio electró

nico revela fhntannno del tngo y largos filamentos probabloaonto de DRA.
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¡atgialgg x Eótgogamm!
un (7') w-1895(11*.r". 11*.31",v*.s',uo*.m*.nt1'.n1‘, .u- ( M”

un»3 con x120) ( i) (masónica). Procedencia
Cold Spring Harbor

¡12I-1485 (cepa indicadora (EL) para Ï p enviada por ol Dr. EVanoJr.

co la universidad do Chicago 3.3.0.11.)

¡“(H 3104y copa¡Jugamos (mula mae por ol Dr. Evans)
E. coli B.

52 A capo do cotafiloooococ.

b)mu
} 1 (te-parado obtenido por inducción a. ¡12 (7-) 1895 por acción do

1a luz 0.7. 3

7‘2 (tomando ¡obtenidopor inducción a. x12 (7°) no4 om luc tm.)
T 3 (mutantevirulcnto. tmbi‘i enviadopor .1 Dr. mm).

Iago 52 A dc estariloccccc. raso tz virulento para s. coli B.
gcdiog dg cgqn ‘
o) Los ¡odios dc cultivo utilizados para c1 crooiniento do lao bacterias

¡12 (7) w 1895.1!12( 7*) no4 y x12 v 1485 y n roprodnooión do]. raso
(Kaiser ¿.1955) (iq) rusa-om
- ¡odios líquidos:
Caldo triptolna 8 g dc bactctriptcnc narco; 5 5 dc cloruro do sodio.

So lleva n un litro con agua doctiladc. ¡a 6.6.

o Solución do sulfato do ¡cancela ÏEU on ¡gun destilada.
- Butter fosfato cloruro do ¡odios 0.1 g dc ¡olfato dc Ingncalc, 5 g

do cloruro do sodio. Sc lleva c un litro con Buffer recinto. pH6.a

(llábrcviaturna: H(motion1na)g L lcucinn) B(v1tnm1nan ); V(vnlina)&
S eetreptonlcina); Lao (lactosa s Mal(matosa)¡ Ïi1(91}osa). En gon ticabacteriana co aimboliza ol poder do realizar ln a tenia dc un metaboli

to esencial dndc por cl signo afin y la pérdida do cae pode por ol signo
lance. Hfr(high frconuncy of roconblnanta)

(g) Sc denominaací o lao bacterias oonnlbloa o un. clase oopclirico dc6500



Agar sólido para placas.

12 g do haoto agar. 10 3 do banco tryptono, 2.5 a do cloruro de sodio.

Bo lleva a l litoo con ¡sus dootilndn.

Agar blando: 6 g do booto agar. ¡o s do baoto triptono. 2.5 g do cloruro

do sodio. oo llevo o un litoo con agua dootilodo.

Caldo; 8 g do caldo nutriento Difoo. 5 g do cloruro do oodio. So llevo

o un litro con agua dentilndo.

¡odio Mg-Cloruro de amonio lg, oulfnto do magnesio 0.13 g. fosfato sono
póoaoico B 6. fosfato diaódioo 6 g. glucosa 4 g. agua destilada l litro.

¡odio sólido: lS s do agar Diroo. 8 3 do ooldo nutriente Dirco. 5 g do

cloruro do oodio. so lloro o un litro con agua dootilaaa. Segun*¿dannI.

1959) (9.9)

Agarblando: ¡don quo ol anterior poro 7 a do asar por litro.
o) Hodioo do cultivo para cotariloooooooi

según williams n. and Hippon J. 1952 (34)

l) Mediodo aislamiento do ontariloooooou Pepino. 20 gg oxtrno‘o do lo

vnduro 1.5 su aanitol lo 3; púrpura do brooooroool 25 le. cloruro do oo

dio S a; agar 15 ¿o So llevo u un litro con agua destilada.

2) Para cultivo en caldos truotionoo 15 gn fitona I g¡ cloruro do sodio

5 gy cloruro do oaloio 5 g. Se lleva o un litro con agua destilada.
Para pIAquoar se agregan 15 g do agar o coto sodio líquido.

a) Hodioo do cultivo para obtención an pmtopzaatoa do x12 (H 1895 y

¡12 W1485. Segun Loderborg 1953 (35)
Caldo. Llamado Ponoooay.

Baoto boot datrnct 1.! 8a booto yooot extraot 1.5; bncto poptonu 5.0 g;

glucosa l g; cloruro do oodio 3.5 a. fosfato dipotdaioo 3.68 3| fosfato
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nnnnpotdsice 1.32 3. So lleva s un litro con agua destilada. Para lo

fornación de protoplaatos se le agrega el caldo anterior sulfatado de

nngnssie. sacarosa y penicilina. Ls concentración final de estos resc
tivos es 0.01 s, 0.5 a y 1000s/nl. respectivansntoo
Indie do nnntoninientoo

Butter tris 0.02 Mgpn7,3; sacarosa 0.25 i y sulfato de nagnesio 0.02 I.

o Isdin s6lido para recuento de protopiasteo en placa. según Ryany Okl
da 1953 (36)

Se utiliin el medio líquido pen-¡say een ei agregado de sacaroln 20%.

sulfato de nngncsio otoz I con 7 nolócuias de agua y asar 1%.

- Para recuento de los bastones de coli ss agilisa agar nutriente. Para
detorninnr el númerode protoplsstoo presentes por nl. de cultivo. ne

resta el númerode colonias que crecen en el agar nutriente (donde no

pueden crecer los protoplastos) del númerodo ooloniao de protoplaatos

y b-etsrias que crecen en cl nodio agar - pensesny.
Todoslos nedioe de cultivo ss sstorilinaren en autoolave. 20 minutos

s 1.5 atn. de precisión. salvo los sedics conteniendo azúcares que se

tiltrsron a través de tiltloo Ssits. por vnoíóo
Mm

Las copas de bacterias so mantuvieron en tubos de agar inclinados o

oso. los tngo- en caldo también se conoeraren o 080. Las cepas basto

riannn porpetunren por repiqces semanales. de agar inclinndo sugar inp
clinado.

Las placas de agar conteniendo de 25 s 30 nt de asar sólido se dejaron

secar en estara a 379 c una nacho y unn hora antes de plaquoar se abrio

ron para eonplotar 01 secado. pues do otro nodo cl agua de condensación

s1 caer sobre las placas producidas per ol rage, impiden su uso cuanti
tative.
El anar blando antes de sor usado se reparte en tubos ds henólisis cn

cantidad de 2.5 m1de agar por tubo.
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¡a técnica seguids psrs c1 soccnnto del núsorc ds pisos: producidss por

ol tngo (Gratis 1936 a! (37Dcs ls siguiente? as sssclan un inacalo dc

0.01 se dc tngo on ls dilución adecuada con bacterias huéspedes (I go

tss ds un cultivo visiblemente turbio) su un tubo dc sala blando san

tcnido fundido s 462 c en un bano dc sana y 1a mezcla so derrama sobre

unaplscs do agar sólido. cuidando qua cubra ¡cds ls superficie;

Cuandocl agár blando ss endurece. ss incnbnn las placas s 37|c 18-30

horas con ln tapa hacia arriba. Las placas producidas yor los rusos s

parcocn comoagujero transparentes contra ol fondo opaco del cesped
bacteriana.

Las placas producidas por un tngo inducido pOr lun u.v. con variables

cn tamanocuando sc las plaqnca. sobre un 1n60ulo ds bacterias obteni

do por lavado dc un agar estris dc 18 horse con caldo. Por onto activo,

siguiendo 1a tócñicn do A.laisor 1955 (1). lso bactcrias rcauspcndidno

en «aldo so dejaron burbujas: con airo s 3720 dc 1.30 s 2 ha. y lucgo

no centrífugaron en uns ssrvnll sodslo 83-1 20 sin. s 10.000 sus. El

‘sodisnntc obtenido so rosuopcnnic con sulfato ds ssgnssio ¡EU y ss dejó
burbnacnndo a 37:0 cn bano dc agus por una hora. ss utilizaron 3 gotas

de cota suspensión coso bacterias indicadcrns.

El númerodc placas producidas por cl raso so actor-in! con un contador

dc colonias provisto ds un registrador olóotrico. Unavon conocido cl

número ¿e placas do ls dilucidn empleada. no pncdc sabor ol número dc

raso. presuntos en el cultivo original.
01 to fa o '

3o utilizaron los técnicas.

1) Licis dc un cultivo un caldo:

Sc Eiïgarfifl crecer lau bacterias conniblcc s1 raso on caldo durants
1 nacho . con burbujoc do aire s 5720. Con nn Il. do onto cultivo ss



nombraron50 ¡1. do caldo ectóril; lo dejaron 2.30 he. en nature e

5780 con burbujoo de aire y el cebo de ooo tiempo ec Ice agrego bacte

ridfngoe en cantidad suficiente pero infectar lee bacterias preeontce

por 1o conos en le razón de 0.5. Luego oc dejaron en estufa por 2 e

¡.30 he. Se oentritugnron en un Servei: 83-1 e 090 1 hora e 10.000 rpu.
para cedinontcr bacteriec rc-enentee. El cobrcnednnioec tratd con cio

rorcrlo que luego fue eliminado por burbu¡cc con aire n 3720. El caldo

con los fogoe ec distribuyd on tubos quo ec guardaron e oro y luego ec

dcterninó cu titulo por plaqueo. Sc licieron determinaciones para cono

oer ei el oloroforno no inactimbe o]. tngo. pero ei bien ec observe une

innotivnción del 48%(no alcanza e una cantidad logaritlicn). cc le dni
ce torna en que ee pudo asegurar le esterilided do los cultivo-o

El titulo dol tngo noi obtenido alcanza o 108 en el cuco dc 7'virulonto

b ¡05 en c1 cnec del tngo temporada porque en este dltino once para

' lee bacterias que adscrben el tngo ce lieogeniznn y nose. ligan.

G

2) nótodo de licie confluontc oegun Swanstrcn y Adan! (1951) (36).

a3o prepararon 30 placas de agar cálido y igual núnoro de tubos conto

niondo 3 nl do agar blando. Estos tuboc ce fundioron en bano de agua

e ebullición y luego ec pasaron e un bano e 462€. Bo ngrogó e cede tubo

une cantidad de bacterias eufioientoc para producir un césped bacteria

'no y a 0.1 le. de rage do una dilución cepas de producir un ninero dc

placac tan oleVado cono pala provooer lieio contlnnnto. Bo inoubaron e

5780 una noche. Luego¡o agregó e cede place 5-10 li. dc caldo. oo deje

ron en reposo 30 nin. y con ayude de una cepntule dc vidrio ec racpo el

agar para ¡operar la napa superficial. paeándoectodo e un fresco. El

cultivo cc osito para deshacer Ice grafico de agar Ioe quo oc eepnreron

por centrirugncidn e 1000 rpm 2OIin. E1 eobronndnntc ec trató luego eo

gdn el método1. En este torna eo ebtuvioron titulos de q. virulento dc



1011 part/nl. y del tcnperndo dc 108 part/¡1. usando coco bacterias

eenciblce Kia w 1095.

Se utilizó una lámpara gcmidide ¡onorel Electric de 15 I con en 805 de

emisión en n ¡one del ultravioleta ao longitud dc món de 25 c 272 .

Para determinar 1a distancia y el tiempo de irradiación nocecerioe pere

producir inducción eo calibró le ¡depara per ci métodobiológico.

e) Calibración de le lócpnre. l 

lan los tacos do 3-0011a - 2-, ia motivación por ,1.-inn ug. e
25-37Í es una runnión clpcncnciei de ic dosis de irredieeión. (nuria

SE. 1947)(39)le enel indice que 1- innctivnción cc debe e qe- en ceento.
nerd probablementeefectiva ei ee edecrbidc en en sitio veinernblc. Ba

Jc elndioionne ccnetnntec de esperincnteción. le velocidad de inactivnoibx
del tego sigue 1. ecuación.

' -%%-' xp 6 15° -%g- I It.

Se llege eei e 1a unidad rieiológicn de irradiación en la cual 1a decia

de ultravioleta ee cXpreeedecn tórnince de le inactivación del tego en
ves de expresarle cn orgias. Beto perrito 1a duplicación de lee experi

lcntoe en-dietintos laborntoriea, ein necesidad de celibrnr le ¡impera
en crgioe. ¿e utilizaron tecnicas de acuerdo el trabajo de Lnrie Lateráet

1947(40) para calibrar le lámpara usado. Se hicieron crecer bacteriee

E. coli B en ¡odio de I9 usado debido c en transparencia e le in: ".7.
Se infectaron con fase rec: ce dejó que ¿ete ec reprededere
Luegoee eepcrerpn 1e- bacterian per ccntritugación. La irradiación del

rage 22 ee realizó en placas de Petri c 56 cn. de le ¡ánperc.-que te.
cian 5 c1. dei cultivo del tngo y agitando durenente le irradiación.
El oeneeer de ln capa era do 3 In. Antec de oononsar le irradiación co

sacaron e 0.1 ns. para determinar el título Original del tngo; A inter
I



j.

valo- do tiempo determinados. so «¡trajeron muestran do o. l ml. y no

plaquoaron sobre E. 0011 B.

Los resultados catan tabuladoa on ol cuadro I y Il

u U A D B O 41

Inactivaoión del tngo 22 por erecto de la lun ultravioleta

“¿222:2:6.' um» a “¿22m
o 3.4 a 109 1 I o

5 6 x 10° 1.1 z 10“ 82.4

10 1 a 10° 2.4 x no" 97.06

15 1 x 107 2,3 x 10" 99.1

zo 3 z 1o6 8,8 x 10" 99.92

25 2.8 x 105 8.2 a 10?5' 99.994

30 1.4 x 10‘5 4.o x 10'5 99.996

El título original del tngo utilizado on ol cuadro II, {no menorque

en ol caso anterior, ora liofilizndo del cultivo anterior, roauspondi

do on ol ncdio 39. Los resultados tuerca concordantes, o partir do los
15 segundos; los valoran oe determinaron por duplicado.

CHADHQ,II

lrïágïgg 2:3. Título Suggïvïzggciu norzagïdad

2,2 z 106 . '1 ‘ o

3 7.1 z 105 3.2 3 lo" 67.8

10 1.2 a 105 9.4 z 10" 943

15 2.4 x 10‘ 1.1 a 10"" 98,9

20 3.5 z 103 1.5 x 10" 99.9

25 6.o z 3.o2 2.6 i 10" 99.9
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Figura 1,1 . Inactivación del Iago T2 por efecto de la irradia
ción con luz ultravioleta.
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ao debo trabajar en 1- oscuridad para evitar lo rotoreacumión (o)
(I) Si oe iluminan bacterias infectadas con tngo irrudindo con luz ul

Ïïïlï‘á’á'r‘fiaïfinïïïifiïïaïïfirfififiííï 32‘25 32052222:31522233?
en la oscuridad.

Entro los 15 y 20 segundos el 99%del tngo presento he oido inactivedo,
lo que corresponde según los datos de nuria y Loturjot o una energía do

100-250 org/maz. Comolo indican varios autoroo. lu dosis óptimo para

inducir ol foso oo lo que dotornine una mortalidad del 99%dol tego E2.
por ello ee eligió lS segundo. nene doeio adecuado. Con lo. dato. de lee

cuadro l y Il oe construyeronlo. sríiiooo l y 1’.
b) ¡521mm

so preparó un cultivo de ¡12! 1895 en caldo con burbujoo o 3790, duren
te 18-20 he. que luego ee oentritusó o lotooo rpm. zo-in. e ono; El eo

dimento oo reeuapondió en buffer tontoto oloruio de ondio een el agrego

do de eulrato de magnesio e 0.01 M y oo dejo on lo oeture o 37cc Mein.

Luego oo diotribuyó en enano de Patri colocando 5 ll. de eato oultivo en

onda onza. oe irradió 15 segundos o 56 on. de lo lámpara, agitando ol

líquido por rotacion de la oaje de Petrit El liquido irradiade ee reco
gió con pipota. So pasó o otro recipiente que contenía caldo pero resti

tuir notariales intriontoo el ¡odio y ee dejó un eeture 2.30 horas: oo
eoparoron lao bacterias por contrirugeoión , el oobronndanteeo trató

oon olorororno y luego oo tituló. El titulo del tego obtenido en neta

torna, ee del orden de 105 fagoo por Ilo

t i d núm o b ot d ct tivo

El núnoro de bacterias presenten por nl. de cultivo oo dotar-ind por

turdinetrío. utilizando un rotooolorínotro enanocuneta con filtro
rojo 67. Conoblanco ee usó buffer touteto cloruro de sodio. entes de

efectuar lao lecturas, ln. bacteria. oo oentritugaron y luoeo ee recus
pendion on barrer. Con ol poooontajo de trenenioidn leido oo determinó
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In oenoentrncián bacteriana por interpeinoián en unn curva construida

de acuerdo a1 método de le terlnnd (4).

El date obtenido le multiplicó por en tectar quo ee calculó oenpernnde

lee valores de le escala de Helnrlnnn een ¡1 númerode colonias produci

dee por el cultivo de baeteriee ¡12 (>-) en pines: de agar.
W
Se preparó inmune enero de eoneJe centre rage de acuerde e le técnica

de ¿dana l. (28) pág. 461.

Se inooniaren tren conejos nlbinee een 5 Il; de en cultivo de tngo

en caido de eoneentrneión de 101° tngee/i1.-mne innouiaoioneo se efec

tuaron dos veces por semanadurante tree semana. consecutivas; Lee eni

nnlee ee dejaron descansar una ¡enana y luego ee enngrnron por punción
cardiaca. El enero ee conservó e -20fi0.

pgiggggggoióg de; ggrfogg ¿atente de; tasa _
Se reeliaó con ln técnica que oitn Adal. lo 1959 PGE.473 (IB).

Para lee nodioe de cultivo nnadoe ee eneontró nn periodo latente de
40-45 minutos.

91130110nggg Eggtgnymgge (Método de Mei-bora 195905)

Se preparó un cultivo de bacterias ¡12 ('r) 1895 6 ¡12 I 1485 ¡n caldo
tenneeey e 3796 y een burbudoo de aire. hasta alcanzar eneeeneentraciGn

de 1 z 109 bacterias por el. Code3 ¡1L de este cultivo ee diluyeren cen

10 ¡1. del nieno caldo een el agregado de ¡acero-n. penicilina y sulfato

de magnesio. al cultivo ¡e eeloee nueVeeente e 3730 ¡ al cabe de 2 hora
ee obtuvo unneoenvereióneaei eenpleta de bacterias e pretepinetee.

Estos fueren observados en el Iiereeeepie de contraste de rnee. Dei enla

tivo ee extrajo una alícuota y ee plnquno para determinar el númerode

protOplnetoo presenten. Despuesee oontritugaron e [.000 rpl. 15 nin. e
ono el sedimento ee reeneyendió en better Iris encarece.
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thcnoióg gg liangoc bpctorigggg
a) A partir de. un cultivo dc bacterias.

8o sembraron cinco botellas do nous, conteniendo 200 a1; de agar a6

lido con 10 al. de en cultivo de bacteria. en caldo (10a bacteriaa/alo);
Leo botellas pornnnocioron 18 horno a 3780 y al cesped bacteriana obte

nido ec recogió con caldo y con ayuda de una Varilla de vidrio. ¡a cen

oentrooión de las bacterias roaulpendidaa en el caldo era de 101° bno

tcriaa por al. 
Bote cultivo ee colocó en una prensa (rrench Preso) previamente enfria

dna y ee cometió a una presión de 6-6 Ion/clg. regulando 1a calida del

líquido gota a gota.
Se obtuvo en líquido viaooao obaorvandeao una dianinooidn en lo turbio

dad respecto del cultivo original. ¡sto nando co nutrirng a oso a

JDOOOron. durante 40 ainutoa. lodo- Ioa lioadca oe oonoervnron a cab.

Alguno. lieadoa ee obtuvieron lavando laa bacteria. y reonapenfiiondo
en colación fisiológica en vea de oaldo.;"

b) a E cultivo de Eotopgaatoa I
La ruptura de loa protoplaatoo co produce cuando hay en docccnao en 1a

toneión superficial del ¡odio que ¡oo contiene. Segúnvilla! (42) co

produce 1a ¡icia por dilución del cultivo en cinco o acia voces en

volumen en agua destilada y con agitación durante SOa 40 minutos;

rara conocer 1a dilución adecuadapara near loa ¡n-otoplactoe y ¿líqui
do de recuapcnción naa conveniente oe renliaó el siguiente experimento

(codificación oitrabajc de Rain end Arsnnan)(43).

se determinó 1a densidad 6131310.doi cultivo de protopnotoe. roounpen

cidoe en borrar Trio sacarosa a 500 n en un oopeotoototónetro zeiaoa

Se tcaaron alícuotaa de este cultivo de 0.1 ll. y ae dilnyoron en 4 nl.

de agua diotilndn¡ 4 .1. de colación rindológiOa. 4 ll. del better Iri
I
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¡anar0la. a O.25y 4.mlu do.burtcr tri. sacarosa 0.25 I. respectiva-cap
to . Se usó comoblanco la solución do barrer loose ¡o doJoron 30 nin.

a temperatura unhinnto. La lectura de ln 3 óptica de la dilución 0.1

en 4 buffer trio sacarosa 0.25 I al tiempo Coro, ora 0.40.

Al cabo do 30 minuto. eo obsorVnron los siguientes valoro: para onda
solución:

C U A D 3,0 III

Líquido do roannponoión D.6ptioo a 500 m'l

Borrar-“rio sacarosa 0.25 I 0.40
Buffer-Trio sacarosa 0.125 0.40

Aguadestilada 0.14

Cloruro de sodio 0.50 o/bo 0.14

En otra determinación: con inn lectura do J óptica 0.30 para horror

Trio sacarnos 0.25 n. a tiempo coro no obtuvo.

mumeL

Líquido de reoonponoión ngóïzi°gonnzge .fk

Borrar-Tito sacarosa 0.25 I 0.30
' ' ' 0.125I 0.10

Agua destilada ’ 0.10

cloruro do sodio 8.50 O/oo 0.00

Se puede obserVnr anotanto el ¡gun dontilnda cono 1. oolucídfi c13

8.50 o/oo son suficientes comopara producir la 11510 de lo. proto
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-p1sotoe. Donounrdos los reoultados nntorioros psrs diluir los proto

piastos oe no6 agua destilada en is propsroidn 1 s1. de cultivo y 40 ni.

ds sans.

Los liondos de grotcylnntoe producidoo por dilnoián tienen el ineonve
nionts quo is sustancia o sustancias responsables de is soción inhibito

rie cobre ios tngos están su: diiuidos .Esto se donostr‘ sn ¡e contra
dicción de los rooultados obtenidos con eotoe ¡isadoet

Se ensayo entonces producir Iioodo etilisando Is French Proes. Los

protoplastoo no concentraron por oentrifogaoidn, oe roounpondieron en

barrer-Iris oaoaroos y luego se prennaron.
o do b oió do f r feo o d o ad o.

Estos ensayos os realisnron diloyonio oi tngo s aproximadamente5 n ¡0‘

particula- on 1.a ¡1. del lisode en estudio. Gamocontro]. ee s86 caldo

en lugar de liando. ‘
El tngo con el lisndo y ol control se colocaron luogo on un ¡ano de

¡sus n 37ac y ao dejaron 30 nin. on contacto.

Innodintenente se pasaron los tubo. s un bano do hielo y oo sacaron

porton alícuotas quo oe diluyeron en ooido y se plaquooron.

rolas ion exporinontes de inhibición se sieotosron siguiendo ol esqueso
ontarior.

los sodirioooionso si nisno se enplienran sn ones caso.

geagtadog

Ls noción do]. lissdo de bnoteriss nnogonions En ( 7°) I 1895 sobre s1
tag°_ virulonto se puede vor en el cardio V. Se utilizaron coso bacte

risn indicatorns lao ¡12 w 1485.
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Htooto del liaado do bacterias ¡inagdnioao sobre 1o inrootividad del
lugo ï virulonto.

"¿mm mamas" °2ázztgïss°mg“
promedio Ii de Plflcaa eian

pronodio

9 69 134 49

6 B 38 77

s sa' 304 81

4 '53 317 34

4 41 353 39

4 357 1400 75

5 23 180 67

4 52 193 75

4 175 613 72

4 53 610 91

a ¡1 .309 93 F

Rotos rooultadoo oo obtuvieron utilizando diferentes Iioadoo thento

o stack. de fagoo.

E1 ofooto del liaado de ¡12 (7‘) w 1895 sobre ol tngo'T'tomporado
obtenido por noción do la lun 0.7. cobro la nionn copa oo registró
on el cuadro VI.

La copa do.bactorino indicadoroo salvo oopooilicuoionoo roo on todoo

¡oo casos 1a ¡12 I-1485o



CUADBCL Y]:

Efecto dal ligado de bacteria. liIOgénioao sobre 01 tngo 7*

tonporado

Il do cajon Táoado o tngo Caldo - tngo
¡andan (a; deplacna Control fi de

pronodio) (la do placa. inhibición
promedio)

3 74 68 o

3 374 258 0

.b 3 161 150 0
4 112 91 0

3 375 94 ‘ o

4 155 41 O

3 245 198 0

i 3 173 120 o

‘ 3 246 96 oo

. ¡i 3 204 77 o 

. ¡ 45 ninutoo do oontaoto o 3730
¡i 60 ¡inntoo do contacto o STRO

so observa quo no noia-onto no hay inhibición . gin. qua on 1a cayo

río do lao dotorninaoionna ¡o produce un aunonto on 01 número do plo

oao cuando 01 lioado esta presunto.

En todo cultivo do bacterinn linogánioao csi-to Iago Iibno.

Por coto motivo oo poned quo un ol liondo podría ozietir tego libro.

quo fuera ol responsable del comento en ol número do placas.

Para comprobaresta posibilidad oo plaquob liondo diluido en lao(I

mismas condicionos que 01 quo ao 001000 on contacto con el Iago.

31 número do placas producidos 030116 outro coro y cinco según lo:



otookn do lioadoa.

lo investigó el erecto doi liondo sobre los rusos quo infooton o lo

oops do ootatilooooOI 52A. Esta oops oo ¡36 comoindicadora.

3o pudo comprobar que no ao produoo inhibición del tngo. E1 11.960 do

las bacterias lioogánioaa también oo probó front. a1 foso 22 ¡1 anal
¡Illas son sensibles. 80 onoontrd una inhibición del 95%del lioodo

ironia ¡1 tngo 12 comoindicador. lo usó s. ooii n.

Los ligados de la otra copa linogónion R12 ( >) 3104 roonltaron nor
aotivno frente a1 tngo É‘ virulonto pero no frente a1 7' temporada

La accion inhibitorio del lisado a. protoplnotoo sobre el tngo

virulonto y ol tngo 7‘ tonporndo o. registran on los cuadros VII y VIII
respectivamente.

CUADRO VII

Efecto del liando do protopluotoo do X12 ( >-) I 1895 cobro (ago
>-v1rulonto

Liendo o faGo Caldo - tngo
la do cajas (El do placas (Control) f do

pronndio) ¡a do placas inhibición
promedio

n s 59 '90 ¿o

372 568 35

488 622 22

I El liaado oo obtuvo por dilución.

0 U A D_B,0 VIII

preciso del ligado do protoplaotoo de 812 (7*) I’ 1895 sobre
.>-tomporndo

Lisáfl"- rhgo Caldo n‘Ïhia
H9 de ondas (R9 de placa. (control)

promedio) un do placas í 6° inhibioión
qugggio

127 146 o

305 361 o
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Se puede observar que el poder inhibitorio de eetoe lieedoe ee inte
rior el del lieado de baeteriae.
Ptralelemente ee eetudió el erecto del lieedo de bacterias indicado

ree ¡12 I 1485frente e 7‘ virulenton el 7f temporada.
Los reeultadoe eetan tebuladoe en el euadro II

9,0 A D R 0 II

¡recto del lieado de ¡12 I 1485 eohre el tego virulento y
Iago temperado

¡AGO VIRULENTO

I'de cajas Ïisado+rago Ïaldo efage í d.N'de plaoae NQdeplaoae
promedio) promedio) inhibición

3 75 180 59

3 204 Boo 75

4 46 193 T7

¡AGO TEMPERADO

3 11 6 0

3 23 38 o

3 204 198 0

3 131 120 0

Progiedadea del lisado de bagteriae lieogénioae ¡12 S 7")
W 1822

1) Estabilidad tgegte g ¿a temgerggggl
Be estudió la acción de la temperatura eobre lee prepiedadee inhibito
rise del lieado. Deacuerdo o loe resultado. ante. deacriptoe,ee utili
:6 en las ¡mom tego X virulemto.
.21.
El lieado ee mantiene eeteble durante un nee e 0.0. Loe lieadoe ee
guardaron a 0°c durante todos loe experimentoe ein perdida eeneible
de eu actividad.
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Se repartió el. nando en tubos dc ¡»361131. que u colocaron un un
baño de agua a 56°C. A lo. tianpos indicados cn el mato IX o. ro
tiró un tubo del bañoy u ¡amó mmm» on bailodc balada-go
no probó m noción {rento ¡1 tngo ¡acabando 30 un. a 37‘0 “gún lo
¡aplicado anteriormente. En todo. lo. capataz-nte: ¡culiando- oon01
usado 100aatoa obtenido. con Mo ó. 3 una“ comoalamo.

T C U A Q R O X

Efectoaola mmm (56°C)¡om ol podarunificado del
110060

nom» de asienta
atento ¿el nando ¡"do placa í d. inhibición

(minutos)

o 64 72 n

5 159 30

10 149 44

20 159 25

25 155 25

30 149 44

a n :4de inhibición u calculó de acuerdo a un control do caldo
más tngo que d16 un aún-ro c. 224 placas.

100 °C

n 113m se trató comou 01121106a 56W , ¡asunto que u coloca
m los tubosen unbañoao una ¡intentaba resultado. n tam“;
ron on el amare XI.
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Efecto del calentamiento a 10006 sobre el poder inhib‘lccrio del
lisado

Tiempo de calen:
tamientodel lisado R' dc placa. fi do inhibición

imigyLs)
0 53 87

5 232 42
10 222 ¿4
30 311 2

El control del fago en caldo did un número de 398 placas.
2) Efecto enzimática sobre ol ligado
a) Bihonucleaaa.
Se incubó cl ligado a 3700 durante 45 minutos con una solución acuosa m

ribonucleasn pura on concentración do 10 }\g. de enzima por ml. Dee
pués del tiempo indicado no colocó este lisadc en contacto con el fagc
y se determinó su poder inhibitoric. Simultaneamentese hicieron contro
lee. Uno en caldo y el otro colocando tego en una solución con la misa
ma concentración de ribonucleasa quo el lisado.
b- Desoxiribonucleasa.
Se trabajó en las mismas condiciones que con ribonuolegaao

Los resultados de la acción de nubes enzimas ¡e pueden ver en el cun n
dm XII.

C Ü AD R 0 XII

Acción de la Husay la ¡Nasa sobre el poder inhibitorio del ligado

no de I' de placas fi de inhibición
cajas

Lisado+fago 6, 6! 81
Lisadc+REasa+fago 6 53 83
Lisadc+DNaea+fago 6 58 83
{989..,_t.,mï“.‘ s. 304. o
fago + Dflasl 6 324 0
Control 6 33° '
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¡o 20 30 4h sb sb 7h ab «muros

Figura 3: Oinétioa de la inactivación del fago:'>‘virua
lento a 3720, por efecto del lisado de bacterias lisogé:
nicaa.
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o. Trip-inn.
o So inonbó o]. ligado con 250 ha.“ tripoina distinto 30 minuto. o 37'0

Lugo oo probósu nociónimutorin . Provincia" oo inme tripoin
con tngo. Los resultado. timon o: ol cuadro XIII.W

Efecto do lo tripoino ¡otro ol nudo

l" do ¡0do pisco.- 9‘ do inhibición
kgsaána

¡dondwa 5 153 42
Liaadwtripoiuofago 5 260 0

C Control 5 260 

-" e de o t d o l o .

So hicieron dilucionoo craciontoo doi lindo on oaldo oononmdo yor
un dilución al ¡odio . La oonountrooióndo toco oo mtuvo ocn-tanto.
Los romltadoo on ol cuadro 111.‘ W

vmaoian del podor inhibitorio doll.lindo on función o. 1.
dilución

‘ Diluoionoo en caldo n'do placas fl do inhibición

1/2 41 88
1/4 55 85
1/8 75 m
1/16 \ 158 56

1/32 201 45
Control 358 

81 control produáo 358 ploooaJno resultado- oon promedio. do oinoo
0848.0
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- Precipitación con tricloroacégicg .
- El lisado se precipitó por agregadode {cido trioloroacético sl lo!
el frio.El precipitado tornado ee separó por contrirugación,al sobra
nadante se le agregó nuevamentetricloroaodtico sin producirse nuevas
precipitaciones.
El precipitado se dispersó en buffer—toefato pH7.0 hasta conseguir su
solubilización.El sobrenadante se llevó a pB.1.0 por el agregado de hi=
dróxido de sodio 0,1N.
El precipitado resuspondido llevado s volumeny al sobrenadante,se inn
cubaron con el tngo obteniendose loe siguientes resultados.

C U A D B 0 ¿7

Actividad inhibitoria del precipitado y sobrenadante del liaado
tratado con¡side tricloroacdtioc

Nímero de placas sí de inhibición

Idsado 56 65
Sobrenadante 198 0

Precipitado 43 31
Control 220 

- Diálisis

Se dializó el lissdo crudo 18 hs. a 4'0 contra agus destilada.
Luegose probó frente al tngo.Los resultados indican que dializs part
cialmante.
- filtracentriggggción de; lisado
El lisado se ultracentrifugó en una Spinco ModeloL utilizando el ro
tor 40.Deapuás de probar ls sedimentación s diferentes velocidades.
se estudió si sedimentaba a los g. que sodimsnta el Iago, o sea 150 ni
nutos a 37.000 3. Se encontró quo el sobrenadante carece de actividad
inhibitoria. Todala actividad permaneceen el sedimento. El hecho que
tanto el tego comoel lissdo puedan sedimantar con igual número de a.
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1mPidió el estudio del comportamiento del lisado una vez saturado to:
do el Iago presente.
- Actividad de un lisado purificado por gradiente de sacarosa
un cultivo de bacterias de 10lo bacterias lhl. se centrifugó 30 minutos
a 10.000 rpm. El sobrenadante ( 3 nl) se colocó cuidadosamente-en la oa
pa superior de un gradiente de sacarosa.
El gradiente se preparó con soluciones de sacarosa de densidades deere:
cientes desde 1.30 a 1.025 variando en 0.25. Luego se dejó 18 hs. a
4.0. Después de agregar el lisado al gradiente se centrifugd a 2.700 rpm.
en una centrifuga Internacional (rotor 269) 1,75 he.
Al extraer el tubo se pudieron observar tres capas, de acuerdo a los
autores del método Roberson y sch'ab 1960 (44) en la capa superior se
tienen. los contenidos oitoplasmáticos de la bacteria rota. En la capa
media se pueden recorger las membranasbacterianas y en el fondo sedimeni
tan bacterias enteras y parte de las membranas.Este método diseñado par
los autores antes nombradostiene por objeto purificar membranas;para
ello trabajan con el sedimentode la primera centrifugación.
En nuestro caso el objeto era purificar el lisado y separarlo de las
membranas.

Cada cepa obtenida (superior y media), se estudiaron en el microscopio
con contraste de fase.
No se observaron restos de membranaso bacterias enteras en ninguna
de las dos fracciones.
Cada fracción se probó frente al fago -r¡ virulento para conocer su
poder inhibitorio,encontrándose actividad en ambas.
Cinética gg la ingibicig del 1359FumieJntg
El.fago diluido se colocó en un tubo con lisado a 37°C. a intervalos
de tiempo indicados en el cuadro XVI.Se extrajeron nuestras de 0.2 Il.
y se plaquearon.Simultáneamente se plaquearon controles con saldo en lu:
gar del lisado, al tiempo inicial, a los 30 y 80 minutos mantenidos a
37 oc e” .

I
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Disminución del número de placas producidas por el tngo en fUnción
del tiempo de contacto con ol ligado

tiempo do contacto I. do placas
(minutos)

5 186

10 131
20 85

30 83

40 76

50 43

60 40

80 3G

30 control. 201
80 control 170

La cindtioa de la inhibición se puede ver on la figura 3.
Temperatura óptima para el contacto del fagg l del liaado
Se trabajó con un ligado diluido 1/8 en caldo.
Se colocaron los tubos con ligado a las tomperattras do 000.3700 y
56°C. Cuandocada líquido alcanzó la temperatura requerida se agrego
a cada tubo 0.2 ml. de Iago diluido,no dejaron 30 minutos en contacto
Pasados los 30 minutos se cnfrió rápidamente,ao diluyd y no plaqueó.
Los resulta dos del cuadro XVII indican que la temperatura óptima de
unión de fago con ligado pierde actividad a partir do los cinco minus
too de calentamiento.

O U AD R O XVII

Temperatura °O f de inhibición
O 41

37 71
56 n 0



a 8o produjo un mayor número de placas que el control.
Los f de inhibición ee calcularon respecto a los controles que tan:
bién se sometieron a las lismas temperatura.
- Efecto del caldo de cultivo sobre el 1352
Se preparó un cultivo de bacterias según ae explicó antes. :""*r
Luegose centrifugó para separar las bacterias. El aobrenadante ee co
loco an contacto con tngo. lo se encontró que el caldo del cultiie tu
viera actividad inhibitoria.
Para dilucidar si el liaado actuaba protegiendo a la bacteria formando
una capa protectora que la rodeara ae diafld el siguiente experimentos
Uncultivo de bacterias indicadores en agar inclinado se reeuspendid
con liaado puro. Otro tubo en iguales condiciones se resuspandid con cal

'do. Se igualaron las concentraciones de bacterias por nl. on ambostu.
boa.Las bacterias se incubaron 30 nin; a 37'0, del tubo de bacterias
con lisado se sacó una alícuota que se centrifugú para sodimentar las
bacterias. Bates fueron lavados con solución fisiológica y resuspendidas
en caldo. p
Cadauna de estas tros suspensiones se utilizaron sono bacterias indi
cadoraa,para ello se agregaron a tubos con agar blando Junto con ana
dilución adecuada de tego.
Los resultados indican que no hay inhibición del Iago ni usando las
bacterias lavados,ni las incubadascon liaado sin lavar.
De acuerdo a los resultados ya expuestos se ha visto qua el lisado no
tiene acción sobre el {agp f- tomperado. Se invaatigd si el lisado
se unía al Iago temperado aunque no lo aodificara,
Para ello se utilizó el hecho que la bacteria lieogenica es inmunea
su propio tngo.
Se incubd un lisado de bacterias lisogfinicas con Ï‘tenperado 30 nin.
a 3700. Cumplidodicho tiempo se agregó a 1a ¡ancla anterior Iago vi

rulento y se incubd nuevamente 30 sin, a 3100. Despues se diluyd
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y ee plaqueó utilizando la K12(7" ) I 1895 comocepa indicadoraáinul.
táneanente ee plequearon tree controlan que ee detallan en el cuadro
XVIII Jnntamente con los resultados.

c E A Dino ¡VIII
Efecto del liaado sobre el tego virulento deapula de haber

estado en contacte con el fea temporada

I‘de placee fi de inhibición

Iago temperado en o _caldo (control)
. tego virulente con

ligado 59 3°

tego virulento en 30°. celdo(control) '

rage temperado con o lieado (control) ‘

rage virulentc e fase 8‘ 72
‘ temperado + liaado ‘

De acuerdo a los resultados ute: expuesto. en loa cuadroe Vy 11,170
demoa afirmar que las lisadoa de bacteriae llengénicaa y no lieogénicea

. inhiben el Iago 7* virulcnto. el cual con eeneiblee. h cambioeetee
liaadoe no inhiben la acción del fase 7“ telperade (cuadros VI y IX )
sobre laa bacterias senaiblee.

Los liaadoe de protOplaatoa ee comportanen la nina foma que lee
lieedoe bacterianoe( cuadros VII.y VIII). aunque en poder inhibitoric
ee cuantitativamente lenor al de Cato- últinoe.

n lieado de bacterias lieogfinicae ee estable a ooo por ¡la de 30
días. A 56°C ee puede concluir eegdn el cuadro X, que existe en el
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lisade un factor labil. Este se destruye rápidamentea los 5 linutoa
de calentamiento; la actividad del resto perlanscs inalterada a para
tir de los 10 linutcs.

El calentamiento a 100°c destruye casi por ccupletc la actividad
del lisadc a los lo minutos (cuadro XI).

El hecho que la llana y Diana no actúen sobre la actividad del

lisado (cuadro XII) descartan 1a posibilidad ds que el efecto de inhi
bición se deba a la presencia de (cido nucléicc.

La sensibilidad del lisadc a la temperatura y 1a acción de la trip
sina(cuadro XIII) está indicando la presencia de una sustancia de na
turaleza proteica. que puede ser precipitada por el agregado de (cido
tricloroacdticc. De acuerdo a los resultados del cuadro XVII. 1a tea
peratura óptima de contacto entre el tags y el lisado es de 31°C.

La cin‘tica de la inhibición del Iago a 37°C (figura 3) correspon
de a una reacción de primer orden. Hasta los 20 minutos la reacción
procede rápidamente, luego se hace ¡la lenta hasta que a partir de los
50 ¡inutoa la reacción se detiene.

El efecto inhibitoric del lisado se debe probablementea una in:
teracción directa con la partícula del tego. Esta conclusión se deduce
de lcs resultados obtenidos incubandobacterias con lisado y luego in
fectdndolas con tngo. Por otra parte, cuandose plaquea ,se efectúa
una dilución del lisadc del orden I/I0.000 de nodo que es inposible
que tenga actividad sobre las bacterias puesto que ee encuentra en
concentración ¡uy baja.

El tags tenperado, en cambio , parece que no reacciona con el lia
sado de acuerdo a lc expuesto en el cuadro XVII.
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De los resultados obtenidos son destacables dos hechos:
el primero, la reducción de la capacidad Infecciosa del tagp‘7° viru
lento,por-etectc de los lisados de las bacterias lisog‘nicas. El seguna
de. que eeoe nisnos lieados no alteran en ningún grado la capacidad in
fecciosa del Iago 7“ temporaday por el contrario parecen exacerbarls.

Respecto del primer punto los resultados que aqui se presenta
tan concuerdan con los de investigadores que trabajaron con otros siste
nas de extractos de bacterias - tego.

SegúnBannery Dirk: (1960) (45). los bacteriótagos se fijan
e inactivan en torna especifica por las sustancias extraídas da las bso:
teriaa sensibles. Estas sustancias no serían otras Quelos receptores
de la superficie bacteriana sobre la que lcs faena se fijan en el ao
nanto de la infección y qua son los que condicionan la sensibilidad de
la bacteria a un bacteridfago dado.

Unaconfirmación de esta afirmación la hallamos en los tras

bajos de Goebel y colaboradores. ¡.00ebel en 1950 (46) encontró que

los antígenos Extraídos de snigells sennai fase II inacyitnban.s los

tagos 13 ,24 y 2?,a los que la bacteria es sensible. Rare no inactiva
ban a los fagos ‘12y IG a los que también ea sensible.

Sin embargo,en un trabajo posterior Jeesitis y Goebel(l952)
(47) lograron ¡adorar la técnica de extracción del antígeno y consiguie

ron inactivar a 22 y TG.
Estos sismos autoree en 1952 (48) hallaron que los antígenos

extraídos de una bacteria resistente a los tagos 23 ,!¿ y !¡,eran inn
capaces de inhibir a estos fases in vitro.

lo existan en la literatura estudios detallados del ccnporta
¡lento de los lisados de las bacterias lieog‘nicas. Solamenteee hace
referencia an el trabajo de Bannery Dirkz. ya citado, s los snttgpnoe
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extrafdos de un bacilc de Lisbonne lisogúnico. sin mayores detalles.
De lo observado en este trabajo ,nc hay diferencias entre el cosa

portamientc de un lieado de bacterias lisogdnicas y uno de no,lisog6
nicas.La presencia del protege no parece influir en el sismo.

Para interpretar la causa del efecto inhibitoric de los lisadcs,
frante al tego virulento, no se puedeninterpolar los resultados de 101
trabajos anteriores al aqui pressntado,por la diferencia en las técni
cas usadas para obtener los extractos bacterianas.

El estallido de una bacteria por efecto de la diferencia de pre
sión a la que está sometida, no puede producir alteraciones drásticas
de los componentescelulares liberadosgpero no se puede descartar la
posibilidad de que se halla alterado la conformaciónestlrica de los
receptores de la bacteria,ni que pasen a solución antígenos solubles.

La cantrifugación del lisado elimina la totalidad de las paredes
bacterianas(fragmentcs grandes) y bacterias remanentes.

Esto fu‘ confirmado aediante tres experimentos:
l’ ) El lisadc se sometió a ultraoentrifugacidn; el ledinento so trató

con acido fosfctúngetioo y se observó en el sicroscopie.electr6.
nico. No se encontraron restos visibles de membranas.
2°) Los lieados de los protcplastcs inhiben al fnac, a pesar de ca

recer de pared.
Se discute si los protoplastos de las bacterias Gramnegativas
carecen por completo de pared celular(49) ¡eibull (1958),pero no
se puedediscutir el hecho de que la penicilina halla inhibidc la
síntesis de la pared rígida que condiciona la forma de la bacteria

3°) La purificación del lisado con el gradiente de sacarosa.
El gradiente de sacarosa se utiliza para separar las membranas
ba cterianas,del resto celular selubla.En este caso aa utilizó
para liberar dal lieadc,lae membranasque eventualmente pudieran
haber quedado. a-pesar de la oantrifugacidn. Las observacicnes
en el llorOBOOplocon contraste de fase indicaron que no había
restos de membranasen la s fracciones superior y asdia,encontrfin
dose que ambastenian acción inhibisoria sobre el fago.
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Por las razones anteriores se puede pensar que no son los fragmentos
celulares los responsables de la inhibición.

B. Sagik (1954)(49) (50) utilin lisadcs de bacterias E.coli

B. producidas por ultrasonido, que inhibtan a1 tego 22 ,estos lisadcs
podríamos compararlos con los usados en este trabajo que el autor nn
estudia la causa de la inhibición ni la naturaleza de la sustancia res:
ponsable.

Veidel y col.(1960 (1962) (51) (52) analizaron la constitución
de las paredes de B. coli llegando a la conclusión que está formada por‘
una pared externa rígida y una membranainterna semipermeable.

Estos dos componentes se diferencian entre s1 por su constitua
ción quimica.

Los mismosautores estudiaron; la interacción entre las dos men:

brasas y la serie de los tagos T; encontrando que los receptores de

13 ,14 y r7 están en la capa interna.
Ea probable que la oentrifugaoión de los lisadcs elimine una

de las membranas,la de mayorpeso,pero no la otra y que ella sea la
responsable de la inhibición.

Respecto al segundo punto, el hecho que los lisadcs no tengan
-acción sobre el '7’ tsmperadono se ha registrado en la literatura.

La falta de inhibidn no es facil de explicar. El rage tempeta:

do actúa infectando a las bacterias ¡12 i 1485 comosi se tratara de
un tego virulento,por lo que sería de esperar que los lisadcs de esa
bacteria lo inactivaran. Lo mismorespecto a los lisadcs de lisogeni
cas,porque si bien estas bacterias son inmunes al Iago esta comproba
do que lo adsorben.

Las propiedades de la superficie bacteriana no estan altera
das en las bacterias lisogénicas (Bertani,1958) (9), aunquepuedenen.
contrarse mutantes que han pedido los receptores para el fago,perc este
acontecimiento es poco probable.

Se puede entonces avanturar tres hipótesis comoexplicación
de la no inhibición e



10) La ruptura de las ollulas destruye los receptores para el team
temperado.

2°) Todoslos receptores del fago se eliminaron con la centrifugacián.
3°) La forma en que el fagp temperadc se adsorbe a las células es di

ferente a la del rage virulento.
No se puede confirmar ninguna de las tres hipótesis mediante

los resultados obtenidos,pero es posible afirmar que el tags temperado
se una a receptores diferentes que el tego virulento.

El aumento de la capacidad infecciosa del fagp temperado en
presencia de los lisados. indicaría que hay algún.proceso que activa
la adsorción o restituye a particulas que de otro nodo na son virulen
tos.

Los ensayos con enzimas realizados con el lisado están indican:
do que una sustancia de naturaleza proteica interviene en la inhibición.

El aumento de la capacidad infecciosa del fago temperada en
presencia de los lisados,indicar1a que el lisado actúa por algún pro
ceso tnzimático liberando particulas agrunsdas. o restituyendo las para
tículas fagos que de otro nodono serían infecciosas.
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ae inveetigó el comportamientode lee tease Ï'tenperede y una
¡atente virulente incubfindoloecon lieedoe de bnoteriae lieo¿1
nicae y no lieogínicnlo
Ge enoontrá que amboslieeaoe inhiben le capacidad intencioee
del ruso virulento pero no ¡rectal .1 Iago } temperado.
Lee lieedoe de prqtoplaetoe de eee: hecteriee ee comportan en
idéntica rom.
Se eetudierol lee propiedadee del llendo de becteriee lieOgínieae.
se encontró que Jete ee eeneible e le temperature. que ee inac
tiva por noción de la tripeine. ne ee inactiva por su... o RBeee,
ee puedepreoipiter por ¿oido trieloreeo‘tico y ¿inline peroiel
mente.

La reacción entre el tngo y el lieedo ee una reacción de primer
orden y tiene en teaperuture óptica e 31’0.
Se establecieron hipóteeie pero le interpretación de lee reeulte
dee.
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