BIBLIOTECA CENTRAL LUIS F LELOIR

BibliOteca Digital BIBLIOTECA CENTRAL]EJLOIR

F c E N - U B A FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES UBA

Tesis de Posgrado

Accioén de los lisados de bacterias
lisogénicas y no lisogénicas sobre
la capacidad infecciosa de fago
lambda temperado y una mutante
virulenta

Coto, Celia Esther

1964

Tesis presentada para obtener el grado de Doctor en Ciencias
Quimicas de la Universidad de Buenos Aires

Este documento forma parte de la coleccién de tesis doctorales y de maestria de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilizacién debe ser
acompafiada por la cita bibliogréfica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Cita tipo APA:

Coto, Celia Esther. (1964). Accion de los lisados de bacterias lisogénicas y no lisogénicas sobre
la capacidad infecciosa de fago lambda temperado y una mutante virulenta. Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires.
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1205_Coto.pdf

Cita tipo Chicago:

Coto, Celia Esther. "Accion de los lisados de bacterias lisogénicas y no lisogénicas sobre la
capacidad infecciosa de fago lambda temperado y una mutante virulenta". Tesis de Doctor.
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires. 1964.
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1205_Coto.pdf

EXACTAS:

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

UBA

Universidad de Buenos Aires

Direccidn: Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Contacto: digital@bl.fcen.uba.ar

Intendente Giiiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293



http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1205_Coto.pdf
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1205_Coto.pdf
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar

C e aaT
. .. ~

UNIVERSIDAD DR BUENOS AIRLS

Facultad d¢ Ciencias Exastas y Naturales

B Accién de los 1isados de dacterias lisogd
o atons ¥y no lisozgéniocas sobre la capacidad
\¢ infecciosa del fago )~ temperado y usa my
; tante virulemta

Celia LEsther Cote

SQI Resunen presentado pars optar
! al T{tulo de Doctor em Quimioa

I
;;'.JE
LY
e Robgesnr: 1208

el
o

.,
. 0
o A a = o . e e



a)

b)

El trabcjo realizado se puede resumir em tres puntost

Zgtudio del efecto ce los lisados de bucterias sobre el poder infeg-
fante del fago y una uutunte virulenta.

Se trabajé com lisados de bacterias lisogénicas 112(7“) ¥ 1895 y

Ro lisogénicas K;p W 1485,

Los lisados se obtuvieron sometiemdo a las bacterias al efeato de¢ uma

descompresidn brusca., ILuego se ocemtrifugerom a 10,000 rpm. para elimi-

nar restos de membranas y bacterias remaneates,

Los ensayos de imhibicidm de los fagos, se efectuarom inoubamdo el fa-

g0 oon el lisado & 37°0C durante 30 mimutos,

Ia inhibicién de determiné em base & la disminucién del nfmero de pla-

cas producidas por el fago em presencia del lisade, respecto de um

control, Las baoterias utilizadas fueron las Ko W 1485 sensibles a

ambos fagos,

También se trabajé ocon lisadoo obtenidos a partir de protoplastos de

ssas mismas cepas.

Los resultados imdicam que los lisados de las dacterias lisogénicas

y Rmo lisogénicas inhiber &l fago ) virulento pero no tiemen accién so-

bre el fago temperado,

Los lisedos de los protoplastos, se comportan em igual forma,

Ia inhibicién del fago virulento nunca es imnferior al 50%., Las varia-

oiones obtenidas (95-50%) dependen de la concemtracidm del poder in-

hibitorio de cada lisado utilizado.

Estudio de las prorledades del lisado de bugterias lisozénioas.

Resultados:

1) E1 1issdo es estable a 0°C por 10 menos durante 30 dias, luego co-
mienzae a perder t{tulo,

2) A los 5 minutos de calentamiento & 56°C, se destruye ripidamente
part. de la actividad del lisado. El reato permanece inalterado por
lo mexnos hasta 30 minutos de calemtamiento.

3) El 1lisado se inactive & 100°C,

4) Se inocub$ lisado con DNasa y RNasa j el poder inhibitorie mo se al-



tera por efacto de es:as enszimas,

5) Se imactiva incubando el lisado com 250'Kde tripsina por ml,
6) El lisado dializa parcialmente & 4°C,
7) E1 lisado precipita por el agregade de dcicdo tricloroacético al 5% em

frfo. El precipitado resuspendico em buffer pH 7.0 tieme nds actividad
que ol lisado original.

8) El1 li:ado se puede sedimentar por ultracemtrifugaciém.
9) El caldo donde crecieron las baoterias, & partir de las que se obtuvo el

lisado, mo ticme actividad inhibitoria.

o) Interaociones entre lisado y fago.

9 1)

o
Ve

2)

3)

4)

La temperatura Sptima de contaoto fago-lisado es de 37°C,

A 6°C también ee produce la unidm entre el fa.o y el lisado, perc en me-
ROr proporcidm.

A 56°C esta unidn no tiene lugar,

La oinética de la inhibioiém del fago por sl lisado & 37°C, indica que la
resccion es de primer ordem.

La reaccién procede rdridamente, hasta que & 10s 50 minutos se detieme,
Los experimentos realizedos para determinar si el lisado se ume gl fago
temperado, aunque no lo inhibam indicam que el lisado no interacciona em
ninguna forma con el fago.

Hay que hacer notar que en presencia de lisado, el fago temperade produce
un nimero mayor de placas, que ocuando se plaquea sin el mismo.

El efecto del lisado se debe & una &coidn directa sobre la partfoula del
fago y no a una interaccién con la superficie baoteriama de las bacterias
sensibles,

Corclusioness

Se postula que los receptorce baocterianos que pasan a soluoién al obtemer
se el lisado, son los responsables de la inhibicidén del fago virulento.

Oomo estos receptores mo parecen actuar sobre el fago temperado, se dedu-
oes que este fago se une a receptores diferentes de 1los que se ume el viru

lento.
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La inhibicién mo cs debida & la presencia de restos de mexdrams, porque
éstas se eliminem em la centrifugscidn.
Las propiedades del,lisado sefialam la presemcia de uma protefma ocomo res-

ponsable de la imhidiocidm. Sin descartar que dicha proteina forme parte
de una moléculs mas complejas
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Objeto gdel tradbajos

Las becterias lisogénicas poseen la propiedad de ser resistentes
& la infeccidén del fago que llevan ocomo profago.

El objeto primitivo de éste trabajo, fué€ investigar cuél era la
causa responsable de la inmunidad en las bacterias lisogénicas.

Se sabfa que la inmunidad estaba asociada & la presencia del
profago perc no se conocfa su mecabismo,

Los genetistas trataron de interpretar este problema,investi =
gando las relaciones entre el profago y el cromosoma y los eruzamiantos
entre becterias lisogénicas y no lisogénicas. )

En la aotuslidaed,estos estudios han derivedo en una teorfa,en
la que- se atribuye la inmunidad a la presencia,de un represor citoplas=
mético constitufdo por RNA.

Otros investigedores pensaron que la respsmsable de le inmumni =
dad era una proteina presente en el citoplasma douﬁécteria%.

La hipdtesis del trabajo que aquf se preseata fué suponer que
al poner en contacto les bacterias lisogénices ocon el fago,éste inducias
rfa la formacidén de une protefna semejante al interferdén que producen
las oélulas cuando se 1,8 cultive en presencia de virus muerto.

8e comenzd a trabajar poniendo em oontecto fage >  con bactes
rias lisogénicasise dejaron en contecto & 37°C y luego se separaron las
bacterias se lavaron y se lisaron.

El lisado se inocubd con bacterias sensibles qus luego se infectaz
ron con fago.

Paralelanente se hicieron ocontroles incubando dbacterias sensibles
con el lisado de bacterias que no habfan estado en contacto con el fage.

No se encontraron diferencias entre el numero de placas produs
cidas por el fago en presencia del lisado y en los controles.

El mismo experimento se repitid oon el fago R virulento,mantes
niendo el lisado presente durante un s0lo ciclo de reproducoidn del fage.
Se observd entoncrs, que después del perfodo latente, en vez de asurentar
el ndmero de fagos presentes oomo seria de esperar, este numero disminufe
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BEsto no ocurrfa en el caso del 7‘ temperade,por 10 que consi=
deramos de interés investigar el comportamiente del fago temperado frente
& los lisados bacterianos,oomparando con ol‘fago'virulento.ya que la his=
pétesis original no pudo ser confirmaday

Los resultaedos ebtenido con los lisados y el comportamiiento de
los fagos son los que se detallan en este trabajo.

Los métodos y las téonicas empleadas fueron puestas a punto: ¥y
elgunas modificadas por la autora, en los laboratorios de la Cdtedra
de Microbiologfa y Parasitologfa,Facultad de OCiencias Médicas.



R

e . At

-

Intreduccién

Existe en 1la naturaleza un determinade tipe dc bacterias llamadas
lisoegénicas.

Una brcteria lisogénica es aquélla que transmite hereditariamcnte
el poder de producir bacteriéfago en ausencia de toda infccciédn extrinse-
ca reclente,

Esta pro:icdad representa para la bacteria un poder potencial letal,
Les bactcriéfages capaces de establecor sistcmas lisegénices se llaman .
temperades (Jaceb,PejA. Lweffjl. Siminevitch et Wellman E. L.31953)(1).

51 semctemos a la acciér de un fage temperade um cultive de bacterias
sensibles en crecimicnte,una fraccién de las mismas se lisa,en tante que
etra fraccién sebreviv: y cemicnza a ser lisegénioa.

Satas bactcrins yuce h.n ndquiride lisegcmia ticnen las mismas proyieda-
des que las juc la han ebtenide nntur.lmonte y el fuge que preduccn eos
del misme tipo gue ol quc las lisegenizé.El caracter lisegénice ndquiride
es estnble,

1a lisegenia estd ampliam nte distribufda entre difcremt. s especies
bactcrinnas y actualmente segin afirma Hayes N. (1964) (2) debe censi-
derarse ceme el estnds normal de una brctoria y ne ceme un estande excep-
cienal.

1a lisegenin cor-espende a una relicién {ntima entre les materiales
genéticos de una bacteria y un fage que estin integrades y se reprodu~
cen come unidad.las bactcrias me llevan al fnge en par:fculas sine
en forma de unidndes ne infecciesas.A la ferma latente ,ne infccéiesa
en sue es llevade cl tago tcmperade per la bact  ria lisegénica,se la dene=-
miné profage.(Lwoff and Gutman,1950 ) (3).

De un cultive de bauct rias lisogénicas,uns pequcfla fraccién de la pebdbla=-
cién se 1isa liberundo partfculas infecciesas dcl fage que llcva come pre-
fage.:ste evente scurro con una frecuoncia de 10-4 per gencracién celular,
Sin embarge,si esas bacterias se exponem a la lus ultravielcta,a la mite-
nicina C ¢ a lea accidn do agemtes mutagénices,la frecuencia cen gue 8eé pre~
duoe la liberacién de fage pucde aum.ntar y llegar & uns.

Estc fcnémcne se denemina imduccién y fpé descubicrte por Lewff A.,
Siminovitch and Kicjldgaard (1950) (4).
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Ne tedan las baotorias lisegénicas sen inducibles; esta prepledad
parece ser fumcién de la constitucién gemética del fago ¥y ne de la
bacteris.

Los trabajos de Jaced y Wollman (1953)(S), Arpleyard (1954) (6) se-
bre crusamientos genéticos entro E. 0011 K,, lisogénica para Ny B
coll K,, RO 1lisozénioa, llovaron a la conclusién que ¢l detorminan-
te de la lisogcnia em umn breteris es o) profagoe por sf mismo y no
on gon baotoriano que lo controle.

E1l profago ocupa un 3itio cepoc{fico asohra ol oromosoma dacterisno
y sctda como si fuora un gon bactoriano,

de¢ s«be quc ostd ligado al locus "gal” (Ledogborg and Ledomborg,
1953)(7), en el cromosoma bactoriamo (Wollmam 1953)(8).

Las bacterias 1lisogénicas asdyuierem rosistemcia espec{fioca 0 in-
munidad al £ago quc las ligogoniszf. Esta propiedad no es dobida a
una incapascidad pare adsorbor ol fngo, 8ino e una inhadilitacién
para reproducirlo. =

1a bacteria pucdo adsorber el fage y se produse la infeccién por
el DNA del miss0, poro la probabilidad de que dichos eventos lloven
a la efntosis del fago ea ooro;

Ko existe una ocopa lisogdnica que no 8on inmune a 1s sobroinfoooién
con fago del tipo llovndo como profago. La copa también es inmune a
1a mayorfa de las sutantes dcl fago que la 11;ogen136;

Bertani G. 1958 (9) sugirid como oxplicacién de la inmunidad a la
posidlo existoncia de una sustancia reprosoras dol fago sobreinfectan-
tc, producica ror la prosancia del profago;

Yostoriorzmonio, P.Jocodb y A.Campboll 1959 (1C¢), estudiaron los oi-



gotos formmdos on los oruzamicntos ontre bactorias lieogénicas y
no 1lisogénicas, Lstos invostigadores enoontraron quo la inmunided
ostd ligada a la formacién 4o un represor citoplasmftico cepco{fi-
00, cuya ointoeia estd dotciniinada genSticamento por el fago. Esta
sustancia no solamente interfiere en la funcién vogotativa del fago
sobreinfcctanto, oino que os rosponsadble del mantenimionto dol pro-
fagoe.

Jacob y ¥ollaan en base a 1os trabdajos de inducoidn oigética (Jncod
and wollman 1956 s (11)3 Wollaan dmd Jagod 1957 (12), desarrolla-
ron una hipdtesis que explioa al fendmens de infeccidn 1{tica, la li-
sogenia y la inmunidade. Do acuordo a sus dedncoioncs Satas son expre-
aionos de un 8010 procoso que serfa la regulacién de la aotividad
funcional del genomio del fago.

Sogldn esta toorfa, quc se ha aplicade al control 4cl metnboliamo
baotariano, la actividad do ciortos gancs eatd controlada por repre-
sorcs citoplasafticos. la si{ntosis de dichos roprosoros ostf doter-
ainada por un locus regulsdor quo pucde 0 no ocstar estrgchamente li-
gado a 108 gonoa que controla ol raepreaor.

El sitio de aocidn dol re;rosor no son los gones en sf aismos, pero
sf un: rogién adyacente del oromosoma llamaéda opormdor, ouys funcién
os modificar la actividnd de los gencs estructurales scgdn el repre-
sor s encudhtxo proscnte 0 auscnto.

Al nivol molecular se supono qua el operasdor os el siiio donde el
RNA sonsajoro comionsa a trensoribir la informacién llevada por la
seouenoia de¢ gones. 5i el operaodor estd bloqueado por el represor,
¢l RFA mensajero no podrd transoribir informsoiém, entonces ocesa la
sinteais de protefnhl;



Respocto a la naturnloss quimica del reprosor, de acuerde a los tra-
bajos de Pisher (1963) (13) el reprosor estaris compucsto al manos

paroialsente de RMA.
Zugos virulentos y temperados

El efocto mfs ospoctacular que mn foge puede producir as el clares-
mianto do un cultivo turbio de dactorias por lisis de las célalas
infectadas (Dertani 1958) (9). Si 1as bactorias no se lisan os que
80 han lisogonizado. lLoe fagos que tienen poca oapacidad para lige-
genisar 80 llaman virulentes, El estudio de este tipo de fago ha lle-
vado el conocimianto del ciclo 1{tic0 roproductivo de mn fago; El go-
tudio decl cicle 1ftico de un fago os el resultado de la investiga=-
cién do los fagos do la sorie T, un grupo de siete ocepas 3o fagos
quc portcnocen a cuntro grupos scroldégicos o especies,

Do éatos el mds ostudiado es ol T,. 51 procoso de inveeién de una
bacteria por un fago comprende las siguiontos etapasy una partfculs
do fago que ostd formada por un nécleo de fcido desoxiribenucleice
(DNA) y una cubiorta proteica, se adeorbe sobre la suporfioie de
una bactoria.

El DXA 4od fago entra a la oélula, miontras la oubiorta proteica
pormancee afucra, aparentesente sin cwaplir otwra funciéa. K1 DRA es
el que lleva la eospocifiocidad gondtica del fago. Inmediatamante des~
pues de la inyecoidn comiecnasa la multiplicaoidn dol "Ki del fago den—
tro ds la o0élula (08tado vagotativo), Bn estc momanto puede ocurrir
intoracoiones entre 1os eleaentos gonéticos forsados que llevan a la
producoién de comsbinantes ganétioou; Comiense a formerse la rrotefna
del fago y aparcoen partfoulas completes de fago (maduras) dentro de
la cdlull; Es ol final del perfode de oclipse, luogo (final de oste pe-
r{0do) la célula so lisa y aparece en cl medic un gran némero de partf-
oulas 4o fago.



De todas ostas otapas dol process de roproduccién del fago, nos
vanos & dotenor on ¢l prooeen de adsorcién a la suparficio oolulaQ.
Tomamos oomo ©Jemnlo el fago Tz. Esta otospa compronde tran fnses
(Ecllombergor *. 1961){14)(1) adsorcién (2) interaccién qufmica one
tre la cola y la parod colular y panetrnoién 4ol conduoto intorior
contral do la cola del fago a través do la mombrana ooclular y (3)
inycocién dol contenido de la cabeza dentro do 1la oflula.

La mombrana de la cabosa del fago T, es do naturalosa protoioca.
le protofna estd prosuminlemento oompuesta 4o subunidades de un
solo tipo. (levine ot al. 1958, Brenner et al. 1959)(15)(16).

La ocola del fago continenc un conducto interno vaofo rodeadoe per
una ocmbierta protoica contrdctil (Xozleff and Luke 1959, Brenmner

ot al. 1959)(17)(16)¢ La punta de la cola estd fija a una base pla-
na con scis ospfculas y seis fidrae. La ocudbierta contrfctil ocstd uni-
da a la oaboza Yy on algunos casos presonta un collar intermedio (An~

dorson 1960)(18)(ver figura 1),

FAGO T2 FAGO A

» 650 X 540X,
, . o
Cabera 5404
Cabeza 950 X T
Collar ~
Cola 14004
&80 A Cola 9504 o
Vaina extendida 70 X

6 Espiculas 'ZUOx\
B

4-6 Fibras

FAGOS T2 y A




Parccaria quo osta onvoltura sc contrao de modo que el ndiolco in-

v terno ontra dentro do la bdactcriaj a continnacién sotda una ensims .
de tipo 1izosima zobro la parcd bdactoriana. Mo se conoce la cnergia
requerida para efoctuar la inyocoidn y la posidle polaridqd del DHA
transforide. Juntasonte oon ¢l DEA entra una poquefla cantidad de pro-
tefna que se encuenire en la cabesa. Bsta protefna erdenarfs al RNA
celular que 86 encuentra sobre la sembrann de la bancteria, un reorde~
nanicnto de su moléoula. Fste RNA mensnjero reordenndo se oomploja
oon ol DNA cclular para ordenar la sintesis del DNA dol fapo.

. Pago tomperados

Como modelo de fago tomporado tomaramoa 6l fago ailslado de i.cold
Eype OOPa as{ battizada por lederborg y Tatum que erece on an medio
aintético simple y quo 011g18 Lederdorg para sus oxporicncias de ma-
tacioncs bioquimicas. la copa Ee.cold Ky, (™) v 1895 fue utilisz-da
oen ¢ste trabajo y ol fago inducide de la aisma por luz ultraviole-

. ta.

Propiedades gonorales del fago la (salvaje).
E1 bactariéfago } os un f£ago altamente induciblo, originarissente
aislado por Lodorberg y Lodarberg 1953 (7) de ann copa Ky, de E.o0ld

o usaodes on cstudios de recombinncién genética.

Bxiston oepas derivadas de x.n que son sonsiblaos sl fago ba ¥y que

8¢ usan como indicndores del mismo. La adsorcién del fago a las célu~
las hudspedes es pobre bajo condiciones usuales para otros régo- (cé-
lulas Jévenes, fisiolégicamente aoctivas), es mejor la adsoroién en oé-
lulas on "ayuno® en prosencia de Hs“(xnisor Ao 1955)(19). %1 porfodo .
latente del fago > en de 45 minutes y su "burst-sise” de 80 a 130,

Es uno partfoula de poso moleculer de alredodor de 1:108 que oentione
partos jguales de DFA proteina (Kaiover and Hognus 1960)(20). Piene



wa oadesa aproximadamente esférica de 60 .}A de didmetro unida a una
cola oilfndrica de 140 -'.L de lonzitud y 13 a pde daidmetro (Arber and
Xellembergor, 1958)(21). la resistenoia de }" s 1la radincién ultravio-
lota (2537 !) o8 extremadamente alta, 13 voges mfs qua la del fago 1,
en susencia de fotorcaotiveoidn.

K} doi1do nu~lefco del fagoe utilizado en esto tradajo ha 8ido anali-
sade por Mackal R.F., Re Koppelaan; R. Timmonds and E. Evans Jr.(1960)
(22). 108 stocks de wusados on diferentes laboratorios sunque todos de-
rivan do K,;, o sus derivados, & menude difieren gendticamente. Esto es
debido al hocho de que 10s stooks del fage se preparea por induscién de
los cultives lisegénicos oon las ultrevioleta, la que os mutagénics y
adoads algunos derivados do'xu, facron irradiados pare producir mate-
ciones usadas en gendtica bactoriana (Bortani 1938)(9).

El fago asotda midéndo la punta de¢ su cola a la superficie celulsr y
luogo inyeotando el DEA oontenido dentre 1e la oudiorta protoica de en
cabosa, dentro de la oflula. La cola d¢ este £ago es floxiblo y me tiene
wvaina contractil. 7iano una espfoula en la punta de la cola en lugar
de fidra y no se conoce ¢l mooanismo de penotracidn a la c¢élula (Kollom-
berger 1961)(14),

Se presumc, aungue no oon scguridad quo entra todo el DHA del I ala
bactaria y parte de proteina aunque no hey duda ¢us ls ospocificidad
gaonética roside on su DNA.

Despuds de la inyecoilén del DNA puedem ecurrir wno do les dos procasocs
que siguons
1) Con una probadilidad que ¢s norsalments 4o 0.8 (pero que depando del
genotipo del fago y las comdiciones experimentales) la oélula imfectada
puede cumenser la sintesis do la yroteina y ol DEA del fogo pare produ-
oir pertfonlas madurma de fage.



80 produce un aumento concomitante on la sotivided do lisesima 10

que rosulta cn la lisis do la oflula hufsped y la liberacién de las
partfculas maduras do fago (Jacod and Fuerss 1958)(23).
2) las dacterias infootadas que no sigusn este esquema l{tico sodrevi-
ven y se convierton en lieogfnioas. Solamonte los fagos temperados dan
dos tipos de ciclos, los que pusdan esquesatisnrse en la siguionte fi-
gura obtenida ‘del 1ibre de *la Scxualité des Bacteries®, E. #ollaan of
Fo Jacods, 1959'. (24)
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8% conocen verias clases de musantes del fago > tempersdos

o) Hutehtes que afectan le asbilided del fiap pare esteblecer lisogenis,
se llamen mi -(minute plagss com helo) 1 (por muopequeﬂa).ns y
me de temefio medizno.

b) Futentes gue muestran vartbe grados de reducoidn en la lebilidad pe=
ra establecer la condicidn lisogénice,formen places menos turbies gue
el tipo salvaje,0 =on completamente cleras( mutantes virulentas). Les
places del fego temperado se caracterizen por tener un centro de cres=
cimiemto de Lecteriaes gue nan sido lisogenizadas por ¢l,fago0e

Les pleces producidas por el fege )~ tempersdo ueedo en este
trabajo se ven en las fotografias Nel y H*2, Como bacterias indicadoras

ee usaron lee X _ ¥ 1485,

Potografia N°2

L s Sl e <, ¥ 3 B N LR L - L= STV B ey’
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Ia fotograff{a N°3 muestra el tipo de placas producidas por el fago
- virulento sobre K12 W1485.

B

€ Fotograf{a N¢3



"

08 baot

Goush y Durnot (1934) (25) ewtrajeren de bactcrias hudspodos, wn agon-
te inhibidor dol fago (PIA) capas de insctivar las partfculas del fago
oR la misma forme (uu 1o hace un sweTo antifago. Pensaron quo 86 trae
taba do una solucidn de receptoros bacterianocs para la adeoroidn del
£ago0e )

Pwpot y Freoman (1937)(26) investigaron el efocto dal YIA sobro las
preparacioncs 40 fago inactivadas en wn 90% com suero antifago, los eo-
brovivicntos do la innotivacidn del antisuero resultaroa resistantes a
1a inactivacién de FIA en tante quo la poblacién no tratada se inactivé
un 90% oon o) PIA. kato sugirid que el PIA no era 1déntico & la susaton-
cia rocoptora de la superficie bacteriana puceto que leos sobroviviontoe
dal suoro oran afin capncos de infoctar la bdacteoria aunquo son resisten—
tos & la accién dol PIir. La primcra domostracién do la inmctivacidn de
bactoridfagos por oxtraotos bnoterianos fuo hocha por Rovine y Frish
(1934)(27) usaron extractos salinos dc salmonolla y shigclls y encontra-
ron que protogfan a orgnnismos homélogos dcl atague dcl fngoe. la sustan-
cis sctiva podfa precipitarsc con aloohol, X1 PIA ore obtonide per Bur-
not sutolizando bactorias ‘os dfas a 551C. Doapdde de 10 ocual se romo-
vian lns moobranas dc gradocol de 1 do didmotro, Ia retividad se mo-
dfa inocubando dilucionos avropiadas de iI'IA con fago dilufdo y dotermi-
nando el f8go sobreviwionte por plaguod,

in genornl, se encondrd que los fagos (NG atucan wRA cora bactorians
dada, oran inhibidos por extractos de dicha copa, on tanto yuo escs
extractos no tanfan cfcctos sobre 108 fagos a la cnal la dactoria ora
resistante. (Adams 1959)(28).

La nooidn del rIA se cstudid oindticamente y se enoontrd que la inac~
tivnocidn dol f£ago por el extracto baoteriano es similar e la noutralie
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sacidn dol fazo. La inactivaoién es normelmente da primor orden y lue-
go deoreco,

La volocidad os proporcional a la concontracién do PIA y ticne ume
tomporntura dptima a 378C.

Burnot concluyd yuo cl PIn ostd intimamente asooindo ocon ¢l antf{zano
sonftico y que dicha sustancia bloqusa la infecciém dol fago pexr com—
binaoidn con sitios rocédptoros del fago. rdoads otros experimaitos ha-
cen conolulr qu les antiousrpos eontra el frgo ne reaccionan an sl mise-
20 8itio que el PIA on la suporficie del fmgo pere mdyncente al mismo.

E1l hecho que 1a rceccién de un fage oon mn antivuorpe hace al fa;e re-
sistonte a la innotivacién con FIA pucdo significar que los nnticner-
Pos noutrnlix- ntes y el r'la reacocioncn oon recoptores qu ostdn ospaoial-
mento contigucs y parte 4o un sole complojo.

Existen muches rérorenoin a observacioncs cualitativas do las activi-
daden inhibidoras de fagoe de les extractos bacterianos. (Beumer 1947,
1953)(29)(30)(weidel 1953)(31)(Woidel an Kollombaorger, 1955)(32),

k1 estudio mds intonsivo do la actividad inhididera de antf{gonoe baoce
terianos jpurificados fue hocho por Geevel y- colaboradoros usando che
somei y 1los fagos de la serie ¥, Aislaron antfgono de fase II quc por
tratamionio con cﬁlcr rierdon su actividad y por tratamionte con pan-
cx;oati.m poguido dc diflisis y desproteinisecida por sgitacién con clo-
rc;forao obtavioron lipopolisacdride yue era sotive para inhi¥ir el fago
T‘o

El meoanismo de la insotivacién del 1A ¢s en la mayor{a de les cases '
dosoenocido. Jesaitis y Goobel (1955)(33) estudinran la imactivmoidén del
fago T, por ol lipopolisacéride especifice uisladeo d¢ Shy acnnei. la
adicidn de cste pelisacédride a uns sunpencién concentrada de T, Produoo
un gran ausonto ém 2: viscocidad. Ia odsorvroidn al mtoroacorio olcctré-
nico rovela fantasmas del fago y largos filamontos prodablemonto de DNA.
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Materiales vy lidtodos

)Gopas bactorianaas

Ko (7 ) w-1895 (I*o T*o I—+0 31*.V*.3'.Lao’.m+.m1'.ﬁl¢. ar ( )
REr B oold Kpo(7>) ( 1) (11s0génioca). Procedoncia
Cold Spring Rarbor

312'-1485 (ospa indiocadora ( 2) pars >, enviads por el Dr. Evans Jr.
de la Miversidad de Chicago K.E.U.U.)

Kyo( ) ) 3104 ~ cepa lisogénion (tamdidn enviada por 6l Dr. Evans)

E. ool B,

52 A cepa de eetaﬁlooooooa'.

®) Pagoss

T 1 (temporedo obtenido por indusoién de K,, {7 ) 1895 por aocién de

1a lus U.V, )

T2 { tomrorndo odbtenido por inducoilén de LY (>) 5104 con lus U,V,)

T 3 (mutante virulenta, tambiéf enviada por el Dr, Rvans),

Fago 52 A 8o estafilococco., Prngo !2 virulento para E, 0011 B,

Eodios d¢ cultivo
a) los modios dc¢ cultivo utilizados para ¢l creoimicnto de las bacterias

K, () W1895,K,, ( 7) 3104 y K, ¥ 1485 7 la roproducoién dod fago
(Xaiser A.1955) (1Q) fuerons

- Medioe 1fquidos:

Caldo triptomas 8 g de bactotriptona Difeo; 5 g de cloruro de sodio,
Se lleva a un 1litro con agua deatilada, pH 6.8.

- Solucién de sulfato de magnesio I& en agua destilada.

« Buffer fosfato cloruro de sodioir O.l g 4e sulfato 49 magnosio, % g
do cloruro de sodio. Se llowva & un litro con Buffor fonfato. pH 6.8

(IIAbreviaturnm M(motionina)y L(lcuoina)y B(vitamina B, )3 V(velina)
5{estroptonicina); Lac (lactosa)s Mal(maltosa)y gl(aﬁ

bactoriana so 8imbolizsa ol poder de realizar 1la sintoois de un metaboli-
to ococncial dndo por el si;no méns y la pérdida de ese pode por ol si;no
ficnos. Hfr(high frcoucncy of rocombinants)

('f’) Se docnoaina as{ a las bacteorias scneidles a una olase ospco#€i’ica do
a20e

15

osa). In gon&tica
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Agar sélido para placaas

12 g de baoto agar, 10 g de baoto tryptona, 2.5 g 4o cloruro de oodio;
S0 lleve & 3 1liteo con agua dostilada.

Agar blandos 6 g de baoto agar, 10 g do bacto triptona, 2.5 g 4o elorure
de s0dio, 080 llova & un litpo ocon agua deetilada,

b) Hodios pars oiltive 49 Z.cold DB y roproduccién dol faro T

Caldos 8 g de caldo nutriente Difco, 5 g 4e cloruro de scodio. Se lleva

e an litro con a:ua deotilade,

Hedio Mg-CIOruro de amonio 1g, sulfato de magnesio 0.13 g, fosfnto mono-
pbeasico B g, fosfato disddico 6 g, glucosa 4 g, agna destiladd 1 litro.
Modio sflido: 15 g de agar Difco, 8 g do ocsldo nutrionte Difco, 5 g do
ocloruro do sodio. 56 llova & un 1litro oon agua dostilada. Logen-Adans M.
1959) (3g)

Aguar blandos ldem que ol antarior pero 7 g ds agar por litro.

0) Medios de cultivo para eotafilocoocoss

Segfin 7111iams R. and Rippon J. 1952 (1)

1) Xedio de anfslamionto de estafilococos: Peptoma 20 g3 extrnoto de le-
vadura 1.5 g1 sanitol 10 g3 plrpura de bromooresol 25 mgy olorure de so~
dio 9 g3 agir 15 5. S0 llove a un 1itro ocon sgua dostilndae

2) Para cultivo on oaldos trypticase 15 g3 fitona P g3 cloruro de sodio
5 83 olorurc de calcio 5 g. 3Se lleva o un litro con agur dostilada.
Para plaquear ase ngrozan 15 g de agar a ocste medio lfguido,

d) Medios do cultivo pars obtonoién de protoplastos dc Ky, (>) 1895 y
Ky, W1485, Segun lederborg 1953 (35)

Caldo: llamndo Feonaasaye.

Baoto beef «xtract 1.9 g3 baoto ycast oxtract l.5) bacto poptona 5.0 gj
glucosa 1 gp choruro de oodio 3.5 g) fosfato dipotdsico 3.68 gy foefato
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monopotdsice 1.32 g« 3¢ lleva & un litro con agua dentilada. Para 1a
formacién de protoplastos se le agrega el oaldo anterior sulfatade de
®agnesio, sacarosa y poniocilina, La comcentraciém final do estos remo-
tivos es 0.01 M, 0.5 K y 1000 w/ml. respectivamente,

Medio do mantonimiento:s

Buffer tris 0,02 MjpH 7,33 sncarcsa 0.25 M y sulfate de magnosio 0.02 M.
~ ¥edio 561140 para recuanto de protoplastos en placa, sogin Ryan y Oka=
da 1953 (26)

Se utiliza ol modio 1{quido panassay con el agrogado de sacaroda 204,
sulfato de megneaio 0;02 M oon T moléculas de ngua y agir 1%.

= Para recusnto de los bastones 46 ¢oli se u.ilisa agsr nutrionte, Para
determinar ol nimoro de protoplastos presentes por ml. do cultive, se
resta ol nimero de colonias que opecon on ¢l ager nutriente (donde no
puedon crecer los protoplastos) del ndémero de colonias de mrotoplastos
y b otarias que orccan on ¢l mcdio agar = ponassny.

Todoa los medios de cultivo se esterilisaron on autoolave. 20 minutos

a 1.5 atm, de procisién, salvo los medios contoniondo asdcares que we
filtraron a través de filtsos Soits, por vaofd,
Etodos

las oopas do bdnotorins so mantuvieron en tubos de agar inclinndos a
08C. Los fagos on caldo tambidn se oonmervaron a 08C. las cepas bacte-
rianas porpetuaron por ropiques aomananles, de agar inolinido asgar ine
¢linado.

las placas de agar oontoniondo de 2% a 30 al de¢ agar 881140 oe dejarom
secnr an estufa a 378 C una noche y una hora nntos do plagquear sg¢ abrioc-
ron para complotar ol socado, puss de otro modo ol agus de condonsacién
al caar sobre las placas prodwidas por o) fago, impiden su uso cuanti-
tativo,

2l agar blando antes de sor usado se reparte cn tubos de heallisis en
cantidad de 2.5 ml de agar por tubo.
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La téonica soguida para ol mecusnto del nimero de placas producidas por
el fago {dratia 1936 af (37) ee la siguientei 36 mesclan un imoculo de
0.01 ag 4o fago on la diluocidn adecunda oon baoterine hudspedes (J go-
tas d¢ un ocultivo visidblomente turdio) em un tubo 4de agew bdlando san-
tcnide fundido a 462 C en un bafio 4¢ agua y 1la mezcla so derram- sobre
unaplaca d¢ agar sflido, cuidando quo cubra toda Aa suporfioie;

Cusndo el agar blando se endurece, se inouban las placas a 378C 18-20
horas con la tapa hacla arride. las placas producidas por los fagos a-
parccon como agujero transparontes contra ¢l fondo opaco del cospad
bactoriano,

las placne producides por un fage induocido por lus U,V, aon variadlea
en tamafio cuando 8¢ las plaquoa, sobre wn indculo de bdactorias obtoni-
do por lavado de un agar estria de 18 horas eon caldo. Por este motivo,
siguiendo la técnhica do A.Baiser 1955 (1), las bactorias resuspendidas
en - aldo ac dojaron burbujear com aire a 371C de 1.30 a 2 hse y luogo
se centrifugaron on ma 3exrvall modelo S8-1 20 min. a 10,000 ypme Kl

‘sedimento obtanido se rosuspondio con sulfato de magnesio IEU y se deié

burbujoando g 37.C en baflo d0 agua por una hora. 5S¢ utilisaron ) gotas
de eata suspenaidn como bactorias indicsdoras.
El nisero de placas producidas per ol fagoe e9 deteorminé oon um eont:dor
Ge oolonias provisto de un rogistrador eldotreéco., Una vez conocido ol
ndmoro die placas do la dilucidn cmploada, se puode maber ol nimore de
fagoe presontes en el cultivo original,

el to fagog
86 utiligaron @os tdonicass
1) 1isis do un cultivo on caldos

se £iclorgn opocor lan bacterins sensiblos al fago en caldo durante
1 noche , con burbujoo dg aire a 3720. Con an ml. 4o esto cultivo se



soabraron 50 =ml. de caldo eetéril; de dejaron 2.30 hs. en estufa a

378C con burdujeo de aire y A/l cado de ese tiempo 86 los agreso baote-
riéfagos on cantidad suficiento para infeotar las baoterias presentoes
por 1o maence cn la rngén de 0.5. Lucgo ee dojagon en estufa por 2 a
8.30 hs. Je centrifugaron en un Sorvall $3-1 a 0SC 1 hora a 10,000 rpa.
para sedimanter baoterias remanentes. Xl sodbrenadanse se tratd coa clo-
roformo que luogo fue oliminade por burbduged ‘aon alre a 37iC. =1 oalde
con ios fagoe se distribuyd an tubos que se guardaren a 0'C y luego ee
Coterminé eu t{tulo por plagueo. Se RMdoierom detorminnciones para cono-
cer si @l cloroformo ro iramotivaba el fago, pero si bion se obhsorva une
inaotivaoidn del 48% (no aloanso a una oantidad lognritmica), es la éni-
ca forma en que se pudo asegurar la esterilidad de los cultivos.

El titulo dol fago as{ odtonido alcansa a 10" an el osso de /- virulonto
y 105 on ol ocaso del fago tomperndo porque on este Gltimo caso para

" las daoterias que adsorben ¢l fage so lisogenizan y nosso lisan,

2) ¥étodo de lisis confluonte segun Swamstron y Adass (1951) (36).

-80 propararon 30 placas de agar nflido p ignal nimero de tubos conte-

niendo 3 ml de agar blando, Estos tubos se fundieron on bafio de agua
a odullicién y lucgo soc pasaron a un baflo & 462C. 3¢ agrogé a cads tubo
una oantidad do bactorias suficiontos pars producis un oésped baoteria-

‘'m0 y a 0.1 mg. d0 fago 40 una d1lucién capas de produoir un a’sero de

placas tan olevado como pasa provecay lisis oonfluunte. §¢ inocudaron a
374C unea noohe. Luago #e¢ agrogé & cada placa 5-10 mle. de caldo, se d¢ja-
ron an reposo 30 ain. y con ayuda d¢ una espatula de vidrio se raspo sl
agar para soparar la oapa saperfioial, pasfndose todo a un frasco. Kl
oultive sc agitd para deshacer los grufios de ngar 108 que 80 sGpararon
por eantrifugnoidn a 1000 rpm 20min. Kl sobrenndante se traté luego se-
gén al‘método 1. En osta forma se obituvieron tftuloa de 9- virulento de
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1011 part/ml, y del tompommdo de 108 part/ml. ussndo como bactarias
sensibles K., ¥ 1895,

86 utilizd una ldapara gemidida gonoral Zlectric de 15 W oon an 80% de
emieién an 1a sona dol ultraviclota de longitud do onda do 25 a 27 .
Fara detorminar la @istancia y cl tiompo de irradiacién noccsarios para
producir induocidén so calidrd la ldapars por el método bioléiice.

a) Calibracidn de la léampara. | |

Bara 1os fugos de L.00ll T; = 2, la imsctivecién por la lus U.Ve a

25-378 es una funcidn emponenoial de la dosis do 1rraciaoidn..(xnr1a

SEe 1947)(39)10 cual indioa que la Smnotivneién so dode a que un cunsnte .
serd prodablemonte ofoctivo ai os adaorbido en un sitdo vulnerabdblo., Ra-
Jo céndicionos conetantcs de experimentacién, la veloocidsd de inmctivacid:
del fago s8iuo la ecuacién.

- '%%‘ = Kp 6 150 -%e- » Kt.

S0 lloga as{ a 1la unidad fisioldiioa de irradiacién en 1la cual la dosis
de ultraviolets es oxprosada on términos d¢ la inactivacién del fago en
vos de exprosarls on orzlos. U9to permito la duplicacidn de los exreri-
montos on distintos laborntorios, sin nocosidad de calibrnr la lédm ars
en orglos, e utilizaron tdcnicas de acucrdo sl trabnjo de luria latarjot
1947 (40) para calibrar la ldapara usade. $e hiéicron orccer Wactorias
E. 0011 B on meodio de I9 usado dobido s su trataparencia s la lus U.V.
3o infoctaron con fago T,c¥y se dejé que éato sw reprodujera

Luogo se scparargn las bacterias por ocontrifugacidne. lLa irradiaciénm del
£2go T, ®e roaliad on plnocas de retri & 96 oa. de 1la 1iapara, que te-
afan 5 m1. del cultivo del fago y agitando dwramente la irradiacidém.

El 08:080r do la onpa oeran do 3 mm. Antos do ocomonsar la irradinscién se
sacarca & 0.1 age. para determinar el tf{tulo original del fngo; A inter-

!
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valos de tiompo doterminndos, se extrajoron nucstras de O.

rlaguearon sobre E, 60li B,

Los rosultados eetan tubulados en ¢l cumdro I y 11

lmloyﬂﬁ

¢t UADRO I
Innotivaoién del fago T, vor efecto do la lus ultravioleta
o Go v tue  cSugvomis o fde
0 3¢4 x 209 T 0
5 6 x 10° 1,7 x 2073 82,4
10 1 x 108 2,4 x 1072 97,06
15 1 x 107 2,5 x 1070 99,7
20 3 x 10° 8,8 x 10~ 99,92
25 2,8 x 10° 8,2 x 1077 99,994
30 1,4 x 103 4,0 x 107 99,996

El t{tulo originml dol fago utilizado on ol cuadro II, fuc mcnor que

en 0l caso anterior, cra liofilizado dol cultivo antorior, resuspendi-

do on el mcdio 39. Los rosultados :uoron consordantes, a partir de los

15 segundosj loe valorcs se dctoraminaron por dupliocado.

C DR I
| T oaro de Supervivencie % de
deon 80Ze 7{tulo " del fago mortalidad

2,2 x 106 S | ’ 0
3 7,1 x 107 3,2 x 10~} 67,8
10 1,2 x 107 5,4 x 1072 94,6
15 2,4 x 104 1,1 x 1072 98,8
20 3,5 x 10° 1,5 x 107> 99,8
25 6,0 x 10° 2,6 x 1074 99,9
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SUPERVIVENCIA DEL FAGD
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Figura 1,1 . Inactivacién del fago T, por efecto de la irradia-

cién con luz ultravioleta.
[ ]
o.figural.$.figura 1 ,
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g0 decbe trabajar en la oscuridad para evitar la fotorcactivmcidn (m)

(w) Si1 so iluminan dncterias infectadas con fago irrndiado con luz ale
1laando fotorenctivacidn, b oourte si- 18 biciorias se mniionen
en la oacurildnd,

Entre 108 15 y 20 segundos el 99% 4ol fago proscnto ha aido inaotivado,

1o que correeponde scgfin los datos de Luria y Latarjot a una energfa de

100-250 erg/mz. Como 10 indioan varios autorce, la dosis Sptime para

inducir ¢l fago o¢8 la que dotorzina una mortalidad del 99% dol fago T

por ello se o0ligid 15 sogundos como dosis adoouada. Con 1los datos de los

cuadro I y IXI se construyeron los grdficos 1 y 1°,

b) Inducoidn

S¢ proparé un cultivo de K, ¥ 16895 en oal'do eon dburbujeo a 3790’ duran~

te 18-20 ha. quo luogo se ocontrifugé a 10.000 rpa. 20min, a ORC, X1 so=

dimento so resuspendid cn buffor fosfato clorudo de sndio oon 6l agroga-
do de sulfato de 2agnceio a 0.01 M y se do)8 on la cetufa a 378C 30min,
lLoogo se distribuyd on onjas d¢ FPotri colocando 5 ml. de este oultivo on

onda oaja, se irradié 15 segundos a §6 cm. de la ldapara, ngitando ol

1{quido por rotacidn de la caja de Potrt'. £1 1fquido irradiado se reco-

glé con pipcta. Se pasé a otroe recipiante quec contenfa caldo para resti-
tuir matorialos nutricntes al modio y se dojé an estufa 2.30 horas, so
sopararon las bactcrias por centrifugacidn , el sobronadante se troté
con cloroformo y lucgo sc tituld. El t{tulo dol fago obtenido en osta
forma, 69 4ol ordon de 105 fagos por mm,
t 16n dgl nizore bact do cultivo

El némero 4o bsctorias presentes por ml. ds cultive se dotermind por

turdimetr{a, utiligando un fotocolorfmotro CRUDO CAAMANO oén fil.ve

r0jo 67. Como blanco se usé buffer fosfato cloruro de sodio. antes de

efcotuar 1las lecturas, las bactorias se centrifugaron y luego se resuse

pondfan en buffer. Con el pssoentaje de transmisién lefdo se dotormind
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1a concentracidn bactoriana por 1nturpéinci$é an una cwrve construfda
de aocuordo al ndtodo do Xo Farland (4).

E1l dato obtonido e multiplicd por in factor que so calculé camparando
los valores de la escala de KoParland con A nfacro de colonias produci-
das por ol oultivo de baoterias K, (> ) en placas de agar.
Qbtonoidn de inmuno euore

Se propard inmuno auero de 00neJo contra fago de acuordo a la téonica
de asdons M. (28) pdg. 461,

Se inooulsron tre- conejos albinos acom 5 -1; de un cultive de fago

en 6aldo de consentracidn de 1017 fagoe/ml.-las incoulaciones 83 efoc—
tuaron dos veces por somana durmate tros soemnnas oonsocntivao; Jos ani-
malos se dejaron descansar una somana Yy lucgo se sangraron por punoidn
cardfaca. E1 susro se oonsorvl a =208C.

Dotorminncidn dol porfodo }atente dol fage .

3@ realisé con la téonica quo oita Adame M. 1959 pdg. 473 (88).
Yara los modioce de cultivo usados se oncontrd un pokfodo latente de
40-45 minutos.
Obtoncidn de proto.lastos (Método de Ledorberg 1956)(35)

Se preparé un cultivo de bucterims K,, ( T) 1895 & K,, ¥ 1485 Pn caldo
tennseay a 37¢C y com burbujeo de sire, hasta alcansar unaconcantraciln
de 1 x 109 bucterias por ml. Cada 3 ml., do este cultivo se Ailmyoron con
10 ml, del mismo oaldo con el agrogando do sacarosa, penicilina y sulfato
de aagnosio. i1 ocultivo se 0oloed nuevamente & 37iC y al 0abo ds 2 horas
g@e cbtuvo unacconvarsiln easi compleota de bncterins a protoplastos.
Estos fueron observados em 61 linrblcbpto de confraste ds fnse. Dol oul-
tivo ae oxtrnjo una alfcuota y #0 plaquoo para detoraminar ol nfimoro de
protoplastos presontes, Despuds se ocontrifugaron a $.000 rpa. 15 ain. a

O8C el sedimento se resus;endié en buffer Tris sacarosa.
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Obtoncidn do lisndon brctorianog

a) A partir de un gultivo do bactarias.

Se sombraron oinco botellas de Roux, contemiondo 200 11. de agar sé-
14d0 con 10 ml, do un cultivo de bacterias en oaldo (10 baoteriao/nl.).
Ilas botollas paermanecieron 18 horas a 3732C y el césped dacteriano obte-
nido se recogfé oon caldo y con ayuda de una varilla de vidrio, Ia con-
centracién de las dacterias resuspon‘idas en el oaldo era de 102° oo
torise por al, -

¥ote ocultivo se colocd en una prensa (Pranch Press) previamente enfria-
das y ose somotid a une prosidn de 6-8 !on/ona. regulando la salidea dedl
1fquido gota a gota.

Se obtuvo un 1{quido viscoso observandose una disminuocién en la turbie~
dad respooto del oultivo original. Este 1lis:do se centrifugd a 0:C a
10000 rpa, furante 40 minutos. Todos los lisados es conservwron a 0,
Algunos lisados se obtuvieron lavando las bnoterias y resuspeniiendo

en solucidn fisiolégica en ves do oaldo.. -

®) De un cultivo de protoplastos _

la ruptura de loe protoplastos se produce cuando hay un 4gsconso on 1l
toneién suporficial del modio que los contione. Segfn Nimmem (42) se
produce la disis por dilucién del ocultivo en oinco O seis veces su
volumon en agua dostilada y con egitacién durante 350 a 40 ninutoa).

Para oconocor la dilucién adocuada para lisar los protorlastos y dlf{quie
do de resusyoncién mas conveniente se renlisd el siguionte exrerimento
(modificacién altrabajo de Rsin and Argaman)(43).

Se detorminé la densidad Sptioa 4ol ocultivo de protoplastos, rosuspen=
didos en dbuffer Tris sacaross & 500 m 58 tn espeotpofotémetro Zeiss,
Se tomaron alfocuotss de este oultive de 0.1 ml. y se diluyeron ea 4 al,
de agua ddatiladaj 4 ml. de solucidén fislolégioca, 4 ml. del buffer Tris
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sacarosa, & 0.25 y 4 mls de buffct Tris sacarosa 0.25 M, respectivamen~
to . Se usé como blanco la molucidn de bLuffer luego se dejeron 30 ain.

a tempornturs mcbisnte. ILa loctura de la (? éptica de 1la dilucidn 0.1

e 4 bduffer trie 2209rr8: (.25 X al tioapo 8ero, orn 0.40.

Al cabo 48 30 minutos se obsorv-.ron los siguiontos valores para cads

solucidn;
CUAD R 0 I;;
1i{quidd éo resuspensién D.8ptica a 500 LY
Buffer-"ria sncarosa 0.25 B 0.,40
Buffor-Tria sacarocsa 0.12% 0.40
Agua de¢stilanda 0.14
Cloruro de sodio 8.50 o/00 0.4

En otra detorminncién: con una lectura de (5 Sptica 0,30 para dbuffer

Tria sacarosa 025 !, a ticmpo cero se odbtuvos

—M—Q—L
L{iquido de resuspensién D;Gggtogonuﬁg? .}"“
Buffer-Tths snoarosa 0.25 K 0.30
" " » 0,125 M 0.0
Agua destilada : 0.10
cdorure de sodio 8.50 e/00 0,00

Se puede obscrvnr duotanto el mgua dostilada como la solw:{84 ClBa
8.50 0/00 aon suficientes ocomo para produoir la lisie de loe proto-
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. plastos. De aocusrdo a los resultados anteriores pare dilulr los proto-
plastos so usé agum deatilada on la propsrcién 1 ml, de cultive y 40 al.
de sgua.
1os lisndos de Arotiplantos roducidos por dilucidn tionem el inoconvew
niente que la sussancis © sustanciae responsnhles de la accién inhibito-
ria sobre los fngos ostdin muy dilufdos .Euto so domostrd en la contra-
dicoién de los rosultados obtenidos oon estow liaadoo;
Se ensayé ontomces producir lisado utilisando 1la FPrench Prces. lLos
protoplastos se concentraron por centrifugsoién, se rosuspendioron en
buffer-Tris sacarosa y lucgo se prensaron.

8 do bioidn de} fns fecto 4 8 ados .
Zetos enenyos ss realisaron diluyordo ol fago a aproximndmsmente 5 x ID‘
part{culas on 1,8 ml, del lisado en oatudio; Como control se usé oaldo
en lugar de l;endo. |
El fago con ¢l lisado y al oontrol se colocaron luogo on un Wafio de
sgua a 372C y se dejaron 30 ain., on contacio.
Inaecdintemente se pasaron 108 tubos & un bafio de hiolo y se sacaron
partes alfcuotas quo se diluyeron en caldo y =e plaguocaron.
Tollds los exporimontes de imhibicidn se efcotuarom siguiendo el esquoas
antorior.
La8 sodificaciones al mismo ae cxplicarrn en cada ©asce
Resultadon
La acoién del lisado de bnoterise lisogénicns Ky, ( 7°) W 1895 sobre el
fago virulento se pucde ver en ¢l ound#o V. Se¢ utilizaron como baote~

rias indicadoras las 112 W 1485,



CUADRO ¥
gfecto dol lisando de baocterias lisogénicas sobre la infectividnd del
fago r virulentd.e

nx do cnjas Iisado ~ fago Caldo « fago % do
usrdas ﬁf.-o:gai’%“"“ ,chﬁt;ﬁga s innibicién
promcdio

9 69 134 49

6 8 38 m

® 6 58 304 81

4 '3 57 84

4 a 358 89

4 367 1400 ™

5 23 180 1 4

4 52 193 75

. 4 175 613 72

. 4 53 610 N
6 g1 . %09 93 :

()

Rstos resultados so obtuvieron utilizando diferentes lisados fpente
a stocks de fagos.

El efeoto del 1isado de K, (7) w 189% sobre el fage > temperado
obtenido por aecién de la lus U.V, schre la misma copa se registré
en ¢l ou=dro VI.

1a copa dc bactorias indicadoras salvo eopecificucionos fue en todos
10s casos la K, , w=1485,



- Efecto dol 1ieado de bucteriss lisogénioas sobre ol fago ™
tomporado
Nt de oajﬁa 138640 - £180 Cnldo - fago
usadan (B3 derlscns Control 4 de
premadio) (¥8 de places tnhivicida
promodio)
3 74 €8 0
3 374 2%8 0
® 3 161 150 ")
4 12 9 0
3 375 94 - [
4 155 41 0
3 245 198 o
F I 373 120 0
‘ 3 246 96 o
. = 3 204 ™ 0 .
® & 45 sinutos 4ds contacto a 3710

&% 60 minntos 4o contaoto & 3700
86 observa que no solamente ne hay imhibicidén , @ine que en la mayo-
ria de las deterainaciones se produce un sumento cn el nimere de pla-
cas cuando ¢l lisado esta prosente.
B todo ocultivo do bacteriua 1isogéniocas aexiste fago libpe,
For este motivo se pensé que n ol lisnde podrfa existir fago libro,
que fuera el respondable dol aumento en el ndmoro de placas,

» Yara comprobar esta posibdilidand se playguec lisado dilufdo on las
sisnae condicionos que ¢l que 86 60l0c0 enm contacto con ¢l fagzo.

£1 nimoro de plscas producidas 0a3cilé entre coro y oinco segén loe
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stoocks de lisados,
8e dnvestigd el efooto del lisndo sobre los fagos que infectan a la
oepa de estafiloooscs 52A. Keta 90pa 3o usd ocomo indicadora.
Se pudo eomdrober 2wl N 40 produce inhidicidn del fago. il lisado de
178 bacterias lisogénions tazbién se probd frente al fago T, al oual
elllas son sensibles. Se onoontrd una inhibioién del 95% del lisado
frente al fego T, como indioadora se usé %, eoll B,
Los 1liandos de la otre copa lisogénion K ( >-) 3104 rosultaron sor
activns fronte al fago /- virulente poero no fronte al 7~ stemperndo
La socién in¥ibitoria del lisndo de protoplustos sobre el fago
virnlonto y cl fago /- tomperndo se reiistran en los oundros VIX y VIII
rceapoctivamonte.

CUADRO VII

ifocto del lisado de rrotoplnaotos de
)~ virulento

{ > ) ¥ 1895 sobre fago

lisndo -~ fa;o caldo - fago

N%: do cajas (Ni do placaes (Control) % do
promedio) N8 do placas inhibioién
promeodio
"6 59 ‘98 40
3 372 568 35
6 488 622 22

B Kl 1isado ee obtuvo por dilucidn,

CUADRGO VIII

Efecto del lisado de protoplantos de K, (™) w1895 aobre

)~ tomporado
~Lisado - TnKo Taldo = Tagn
N
Lromedio
3 127 146 0
4 305 361 0
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Se puede observar que el poder imhibitorio deo estos lisados es infes
rior al del lisado de bacterias, -

Parelelamente se estudid el efecto del lisado de beoterias indicado=
ras K., ¥ 1485 frente a virulento y al 7f temperado,

Los resultados estan tabulados em el euadro IX

CUADRO IX

Rfecto del lisado de 112 W 1485 sobdre 6l fago viruleato Yy
fago temperado

FAGO VIRULENTO
N®de oajas ?1sado+fago ?aldo +fage 4 ae
N*de placas (NK#de placas
promedio) promedio) inhiviciba
3 75 180 59
3 204 800 75
4 46 193 ™
TAGO TEIP:RADO
3 11 6 0
3 23 38 ]
3 204 198 o
3 i1 120 0

Propiedades del lisado de bagterias lisogénmioas Kiz ‘ 7"}
'} 1822

1) Estabilidai frente & la temperaturs

8¢ estudid la acocién de la tem,eratura sobre las propiedades imhibito-
rias del lisado. De acuerdo a los resultados amtes desoriptos,se utili
zé en las psmebas fago M virulemto.
_0°0_

El lisado se mantiene estable durante um mes a 0°C, Los lisados ase
guardaron a 0°C durante todos los experimentos sia perdida semsible
de su acotividad.
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56 ‘G
Se repartil el liealo ea tubos de hemflisis que se ocolocarom em um
bafio de agus & 56°C4 A los tiempoe indieacos em el ouairo IX se rew
tird un tudo dol baflo y se enfrid rapidancnte en bailo de hielo,luego
se rrobd su mocidn frente al fago inoubsndo 30 mimne &8 379C sogdn leo
eaxpliccdo anteriorments, In t0dos los expericentos sealicados oon el
1licade loe datos obtemidos som promedio 3¢ 3 ocajas o00m0 ninino,

TeuADRO X
Efeoto 26 la temzerautura (56°C) sodre el poder inhibitorio del

lisado
Tioempo e osnlenta
miernio Gel lisudc Kede placas % de inhidioiém
(cinutos)
0 64 2 a
5 159 3o
10 149 “
20 169 25
25 165 25
30 149 44

a & % de inhibicidn se celould ce acuerdo a um control de ocaldo
nfes fago que dié un minero ce 224 placase

100°C

El 1138d0 se tratd eomo se exrliod & 56°C , solanente qus 86 00looas
ron los tubos en un bauiio de agua Airviente,los resultudos se tabulae
ron en ¢l cuadro XI,




CUADRO XX

Efecto del ocalentamiento a 100°C sobre el poder inhibkorio del

1isade
Piempo de calen=
tamientodel lisade K® de plaocas % de 4inhibicidn
(rninutos)

0 23 87

5 232 42

10 222 44

i 30 311 22

L

El control del fago en celdo did un ndmero de 393 places.

2) Efegto enzimético sobre el lisado

a9 Ribhonucleasa.

Se incubd el lisado a 37°C durante 45 minutos ocon une solucidn acuosa 4

ribonucleasa pura en concentracién de 10 }\g. de enzima por ml, Des=

pués del tiempo indicado se colocéd este lisado en contacto con el fago

y se determind su poder innibitorioe. Simultaneamente se hicieron contro

les. Uno en caldo y el otro colocando fage en una solucién con 1lg mis=

ma concehtracién de ribonucleasa que 6l lisado.

b= Desoxiribonucleasa.

Se trabajé en las mismas condliciones que ocon ribonuclegsa,

Los resultades de la accién de ambas

dro XII.

CUADRO IXII

enzimaes se pueden ver en el cuma =

Aceidén de la HNsa y le BNasa sobre el poder inhibitorio del lisado

N° de Ne® de¢ placas % de innhibicién
cajas
Lisado+fago 6 64 81
Lisado+RFasa+fago 6 53 83
Lisado+DNasa+fago 6 58 83
fego + Hikaa 6 304 0
fego + DNasa 6 324 o
Centrol 6 330 -
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Figure 3; Oinétice de la inactivacidén del fago /- virus=
lento a 379C, por efecto del lisado de bacterias lisogé=

nicas,
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6. Tripsina,

Se inocubd el lisado com 250 /ml.de tripsina durante 30 mimutos a 37°0
Lusgo se probfsu acoién indibdtoris . Previanente se inoubd tripeins
con fago., Los resultados figuram ea el ouwadro XIIJ,

W
Efecto de la tripsina sobre el lisado

Ke de HE*de placas % de inhibicién
—£aJjag
Ildeado+fago S 153 42
Iisadostripeina+fago 5 260 0
Control 5 260 -
——
~:fe de act 3 dol lis . '

Se hicierom diluciones craocientes del 1lisado em o¢alde ¢omensando per
uas dilucién al medio « La como.mtracifa de fage se mautuvo constante.
Los resultados en sl ocuadrc XIV,

_CUADRO XV
Variacién del poder imhibitorio del lieado em funciém de la
diluciba

Dilucionss en caldo a*de rlaocas % de inhibviciba l

1/2 Q 88
1/4 55 85
1/8 75 80
1/16 . 158 56
/32 207 43
Control 358 -

Bl control produjo 358 placas.los resultados son promedios de oinoo
oajas.
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- Precipitaciém con tricloroacético .
-~ El lisado se precipité por agregado de dcido triclorocacético al 10%
on frfo.El precipitado fermado se separd por centrifugaciénm,al sobre=
nadante se le agregé muevamente tricloroacético sin producirse nmueves
precipitaciones,

El preciritado se dispersé em buffer-fosfato pH 7.0 hasta conseguir su
solubilizacién.El sobrenadante se llevé a pH.7.0 por el agregado de hi=
dréxido de sodio 0,1N,

El precipitado resuspendido llevado a volumen y el sobrenadante,se in=
cubaron con el fago obteniendose los siguiemtes resultadoat

CUADRO XV

Actividad inhibitoria del preocipitado y sobrenadante del lisado
tratado con f#eide tricloroscético

Kémero de placae % de inhibiciéa
Iisado 56 65
Sobdbrenadante 198 0
Precipitado 43 a
Control 220 -

- Didlisis

Se dializé el lisado crudo 18 hs. a 4°C contra agua destilada,

Inego se probd frente al fago.Los resultados indicam que dializa parw=
oialmente.

- Dltracentrifugacifn _del lisado

El lisado se ultracentrifugéd emn uma Spinco Modelo L utilizendo ¢l ro=
tor 40.Después de probar la sedimentacién a diferemtes velocidades,

se estudil si sedimentaba & los g. que sedimenta 6l fago, 0 sea 150 mi=
nutos & 37.000 g. Se encontréd que 6l sobrenadante carece de actividad
inhibitoria. Toda la actividad permamece oem el sedimemnto. El hecho que
tanto el fago como el lisado puedam sedimentar oom igual mémero de g.



31

impidid el estudio del comportemiento del lisado una vez saturado to=

do el fago presente.

- Actividad de un lisado purificado por gradiente de sacarosa
Un cultivo de bacterias de 1010 bacterias /ml. se centrifugd 30 minutos

& 10,000 rpm. El sobrenadante ( 3 ml) se colocd cuidedosamente en la ca=

pa superior de un gradiente de sacarosa,

El gradiente .se prepard oon soluciones de sacarosa de densidades decre=
cientes desde 1.30 & 1.025 variando en 0.25. Luego se dejd 18 hs., a
4°C, Después de agregar el lisado al grsitente se centrifugé a 2.700 rpm.
en una centrifuge Internacional (rotor 269) 1,75 hs.

Al extraer el tubo se pudieron observar tres capas, de acuerdo a los
autores del método Roberson y Schwab 1960 (44) en la capa superior se
tienen 1los contenidos citoplasmdticos de la bacteria rota. En la capa
media se pueden recorger lias membranas bacterianas y em el fondo sedimeni
tan becterias enteras y parte de las membranas. Este método disefiado per
los autores antes nombrados tiene ffor objetoe purifiocar membranas; pars
ello tredbajan con el sedimento de la primera centrifugacidn.

En nuestro c¢aso el objeto era purificar el lisado y separarlo de las
membranase.

Cada cepa obtenida (superior y media), se estudiaron en el microscopio
oon contraste de fase.

No se observaron restos de membranas ¢ bacterias enteras en ninguna

de las dos fracciones.

Cada fraceién se probd frente al fago r virulento pars conocer su
poder inhibitorio,encontréndose actividad en ambas.

Cinética de la inhibicidn del fago 7/ wvirulento

ElL fego diluido se colocd en un tubo con lisado a 37°C. a intervalos
de tiempo indicedos en el cuadro XVI.Se extrajeron muestras de 0.2 ml.

J se plaquearon.Simultdneamente se plaquearon controles con ealdo en lu=

gar del lisado, al tiempo iniciagl, & los 30 y 80 minutos msntenidos a
37°Ce ]



CUADRO IXVI

Disminucién del ndmero de placas producidas por el fago en funcidn
del tiempo de contacto con el lisado

Tiempo de contacte N® de placas
(minutos)

5 186
10 131
20 86
30 83
40 76
50 43
60 40
8o 36
30 coentrol 201
80 control 170

La cinética de la inhibicién se puede ver en la figura 3.
Temperatura éptima pera el contacto del fago y del lisado

Se trabajé con un lisado dilufde 1/8 en caldo.

Se colocaron les tubos con lisado a las temperatdras de 09C,37°C y
56°C. Cuando cada l1fquido alcangzé la temperatura requerids se agregd
a cada tubo 0.2 ml., de fago dilufdo,se dejaron 30 minutos en contacto
Pasados los 30 minutos se enfrid rédpidamente,se diluyé y se plaqued.
Los resulta dos del cuadro XVII indicen que la temperatura dptima de

unidén de fago con lisado pierde actividad a partir de los cinco minus

tos de calentamiento.
CUADRO IXVII

Temperatura °C % de inhibicidn

0 41
37 1
56 m (o]




& 8e produjo un mayor ndmero de placas que el control.

Los % de inhibicién se calcularon respecto a lcs controlea que tam=
bién se sometieron a las mismas temperatura.

- Efecto del caldo de cultivo sobre el fago

Se prepard un cultivo de bacterias segtin se explicd artes. IR
Luego se centrifugd para separar las bacterias. El sobrenadente se co=
locé en contacto con fago. Ho se encontrd que el caldo del cultive tu=
viere actividad inhibitoria.

Para dilucidar si el lisado actusba protegiendo a la dbacteria formande
una capa protectora que la rodeara se disfi§ el siguiente experimentos
Un cultivo de bacterias indicadorss em agar inclinado mse resuspendid
ocon lisado puro. Otro tubo en igusles condiciones se resuspendid con cal
do. Se igualaron las concentraciones de bacterias por ml. en ambos tu=
bos.Las bacterias se incubaron 30 min. a 37°C, del tubo de dacterias
con lisado se sacd una slfcuota que se centrifugd pars sedimentar las
bacteriass Estas fueron lavadas con solucién fisiolézica y resuspendidas
en caldo. :

Cada una de estas fros suspensiones se utiliz aron somo bacterias indi=s
cadoras,para ello se agregaron a tubos con ager blando junto econ wna
dilucién adecuada de fago.

Los resultedos indican que no hay inhibicién del fego ni usando las
baoterias lavadas,ni las inoubadas con lisado sin lavar,

De acuerdo a los resultados ya expuestos se ha visto que el lisadeo no
tiene accidn sobre el fago )~ temperado. Se investigs si el 1isado

se unfa al fago temperado eungme no le¢ modificare,

Para ello se utilizé el hecho que la becteria lisogénica es inmume a

su propio fago.

Se incubd un lisado de bacterias lisogénicas eon >‘tomporado 30 min,

a 37°C. Cumplido dicho tiempo se agregd @ la meszscla anterior fago vis
rulento y se incubé nuevenente 30 min. & 37°C. Despues se diluyé
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y se plaqued utilizandc la ‘12( 7 ) w 1895 como cepa indicadora.Simuls
téneanente se plaquearon $res controles que se detallan en el cuadro
XVIII Juntamente con los resultados.

C U ADRO XVIII
Rfecto del lisado sobre el fago virulento después de habder
estado en contacto con el fago temperado

Hede placas 4 de innhibicién
fago temperado em 0 -
ecaldo (control)
fago virulento conm
1lisado 59 80
fago virulento en 300

. ecaldo(control) =
fago temperado comn 0 -
lisado (control) ‘
fago virulento ¢ fage 8 72
teamperado + lisado ’

De acuerdo a 1los resultedos antes expuestos en los cuadros V y 1X,po=
demos eafirmar que los lisados de bacterias lisogénicas y no lisogénicas
inhiben el fago ™ virulento, al cual son sensibles. Em cambic estes
1lisados no inhiben la accién del fago ) tSemperado (cusdros VI y IX )
sobre las bacterias sensibles.

Los lisados de protoplmstos se comportan en la misma forma que los
lisados bacterienos( cuadros VII y VIII), sunque su poder inhibitorio
es cusntitativamente menor al de ¢@stos dltimon,

El lisado de bacterias lisogénicas es estable a 0°C por mds de 30
dfas. A 56°C se puede concluir segin el cuadro X, que oxiste en el
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lisade un factor 14bil. Este se destruye répidamnn%e a los 5 minutoes
de calentamiento; la actividad del resto permanece inalterada a para
tir de los 10 minutos.

El calentamiento a 100°C destruye casi por completo la actividad
del lisado a los 10 minutes (cuadre XI).

El hecho que la RNasa y DNesa no actden sobre la activided del
lisado (cuadro XII) descartan la posibilidad de que 91 efecto de inniwm
bicién se deba a la presencia de €cido nucléico. '

La sensibilidad del lisado a la temperatura y la accién de la trip-
sina(ocuadro XIII) est4 indicando la presencia de una sustancia de na=
turaleza proteica, que puede ser precipitada por el agregado de dcide
tricloroecético. De acuerdo a 1os resultados del cusdro XVII, la tem=
peratura dptima de contacto emtre el fago y el lisado es de 37°C.

La einética de la inhibicidén del fago a 37°C (figura 3) correspon=
de a una reaccién de primer orden. Hasta los 20 minutos la reaceién
procede rdédpidamente, luego se Lace mds lenta hasta cue a partir de los
50 minutos la reaccidn se detiene.

El efecto inhibitorio del lisadc se debe probesblemente a una in=
teraccidn directa con la partfoula del fage. Esta conclusién se deduce
de 108 resultados obtenidos incubando bacterias con lisado y luego in=
fecténdolas con fago. Por otra parte, cuando se plaquea ,se efectda
una dilucién del lisado del ordem 1/I10.000 de modo que es imposible
Qque tenga actividad sobhre las bacterias puesto que se encuentra em
concentracién muy bajae.

El fago tempersdo, en cambio , parece que no reacciona oon el li=

sado de acuerdo a lo expuesto en el cuadro XVIiI.



Discueidng

De los resultados obtenidos son destacables dos hechoss
el primero, le reduccién de la capacided Aafecciose del fago 7~ virus
lento,por-efecto de los lisados de las bacterias lisogénicas. El segun=
deo, que esos mismos lisados no alteran en ningin grado la cepacidad in=
fecciosa del fago 7* temperado y por el contrerio parecem exacerbarla.

Respecto del primer punto los resultados que aguf se presensx
tan concuerdan ¢on 1los de investigeadores que trabajaron con otros siste=x
mas de extraotos de bacterias - fagoe.

Segin Beumer y Dirkx (1960) (45), los bacteridéTugos se fijan
0 inactivan en forma especifica por las sustancias extrafdas de las daoc=
terias sensibles. Estas sustancias no serfan otras que los receptores
de la superficie bacteriana sobre la que los fagos se fijan en el mo=
mento de la infeccién y que son los que oondicionan la sensibilided de
la bacteria a un bacteriéfago dado.

Una confirmacién de esta afirmacién la hallamos emn los tra=
bajos de Goebel y coleborsdores. W.Coebel em 1950 (46) encontrd que
los antfgenos extrafdos de Shigella sonnei fase II inacyivabea s los
fagos ‘!'3 ,!" y t.' a 1los que la bacteria es sensible. Rero no inactivaw
ben @ los fagos ‘!2 y !6 a los que también es sensible.

Sin embargo, en un trabajo posterior Jessitis y Goebel(1952)
(47) lograron megorar la técnica de extracoidn del antfgeno y oonsiguies
Ton inactivar a !2 4 T‘ .

Estos mismos autores en 1952 (48) hallaron que los antigenos
extrafdos de una bacteria resistente a los fagos !3 ,2‘ y !., eran in=
capaces de innibir a estos fagos in vitre.

No existen en la literatura estudios detallados del comporta=
miento de los lisados de las bacterias lisogénices. Solamente se hace
referencia en el trabajo de Beumer y Dirkx, ya citado, a los antfgenos
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extrafdos de un bacilo de Lisbonne lisogénico, sin mayores detalles.

De lo ebservado em este treba)o ,no hay diferencies entre el coms
portamiento de un lisado de bacterias lisogéniceas y uno de no,lisogé=
nicas.lLa presencia del profago no parece influir en el mismo.

Pare interpretar la causa del efecto inhibitorio de los lisados,
frente al fago virulento, no se pueden interpolar los resultados de los
trabajos enteriores al aquf{ pressntado,por la diferencie en las téonis
oas usadas para obtener 1l0s extractos bacterianos.

El estallido de una bacteria por efecto de la diferencia de pres
#i6n a la que estd sometida, no puede producir alteraciones drdsticas
de los componentes celulares liberados;pero no se puede descartar la
posibilidad de que ee halla alterado la conformacidn estérioca de los
receptores de la bgoteria,ni que pasen a solucién ant{genos solubles,

La centrifugacidn del lisado elimina la totelidad de las paredes
bacterienas(fragmentos grandes) y bacterias remanentes.

Esto fué confirmado mediante tres experimentoss
1® ) El lisado se sometid a ultracentrifugerciéng el dedimento se traté

con dcido fosfotdngstico y se observd en el microscopio electrés
nico. No se encontraron restos visibles de meambranas.
2°) Los lisados de 1l0s protoplastos inhiben al fago, a pesar de ca=

recer de pared.

Se discute si los protoplastos de les dacterias Gram negativas

carecen por completo de pared celular(49) Weibull (1958),pero no

se puede discutir el hecke de que la penicilina halls inhibido la
sfntesis de la pared rfzgida que condiciona la forma de la bacteris
3°) La purificacién del lisedo con el gradiente de sacarcsa.

El grediente de sacarosa so utiliza para separar las xembranas

ba cterianas,del resto celular soluble.EBn este caso se utilizé

para liberar del lisado,les menbranas que eventualmente pudieran
haber quedadc, & pesar de la eengrifugacidn. Las obsorvaciones

en el microscopio con contraste de fase indicearon que no hadfa

restos de mombrenas en la s fracciones superior y media,encontréns
dose que ambas tenf{an acoién inhibidoria sobre el fago.
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Por las razones anteriores se puede pensar que no son los fragmentos
celulares los responsables de la inhibiéidn.

B. Sagik (1954)(49) (50) utilizd lisados de bacterias E.coli
B. producides por ultrasonido, que inhibfen al fago !2 s08tos lisados
podrfemos compararlos con los usados en este trabajo que el autor na
estudia la causa de la inhibicién mi la naturaleza de la sustancia res=
ponsable.

Veidel y col.(1960 (1962) (51) (52) enalizaron la oomstitucidn
de las paredes de E. c0li llegande a la conclusién que estd formada por
una pared externa rigida y una membrana interna semipermeable.

Bstos dos componentes se diferencian entre sf por su constitus=
cién qufmica.

Los mismos autores estudiaron. la interaccidn entre las dos mems
branmas y la serie de los fagos T, encontrando que los receptores de
!3 ,14 Yy r7 estén en la capa interna,

Es probable que la centrifugacién de los lisados elimine una
de las membranas, la de mayor peso,pero no la otra y que ella sea la
responsable de la inhibicidn.

Respecto al segundo punto, el hecho que los lisados mo tengan
acoidn sobre el /) temperade no se ha registrado en la literatura.

La falta de inhibién no es fdcil de explicar. El fago tempetas
do actda infeotando a las bacterias 112 W 1485 como si se tratara de
un fago virulento,por lo que serfia de esperar que los lisados de esa
bacteria lo inactivaran. Lo mismo respecto a los lisados de lisogénis
cas,porque 8i bien estas bacterias son inmunes al fago estd{ comprobas
do que lo adsorben.

Las propiedsdes de la superficie bacteriana no estén alteras
das en las bacterias lisogénicas (Berteni,1958) (9), sunque pueden en=
contrarse mutantes quo‘han prdido los receptores para el fago,pero este
acontecimiento es poco probeble.

Se puede entonces aventurar tres hipétesis como explicacidm
de la no inhibicidn .
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1°) La ruptura de las células destruye los receptores pada el fage.
temperado.

2°) Todos los receptores del fago se eliminaron con la centrifugacidén.

3°) La foruwa en que el fago temperado se adsorbe a las células es dis
ferente a la del fago virulento.

No se puede confirmar ninguna de las tres hipétesis mediante
los resultados obtenidos,pero es posible afirmar que el fago temperado
se una a receptores diferentes que el fago virulento.

El aumento de la capacidad infeceiosa del fago temperado em
presencia de los lisados, indicarfa que hay algdn proceso que motiva
la adsorcidén o restituye a particulas que de otro modo ne son virulen=
tos.

Los ensayos con engimas realizados con el lisado estén indican:
do que una sustancia de natursleza proteica interviene en la inhibicién.

El aumento de la capacidad infeociosa del fago temperada em
preséncia de los lisados,indicarfa que el lisado esctda por algin pro=
ceso mnzimf{tico liberando partfculas agrumadas, 0 restituyendo las par=

tfculas fagos que de otro modo no serfan infecciosss.



&4

RY 1

b S
>

Conglusiores

1.

3.

Se

Te

S0 imvestigd el comportanmiento de los fagos I Semperado y uma
autante virulemts imcubdndolos com lisados de baoterias lisosé
ricas y no lisogénicas,

e enoontré que axbos lisados inhibdem la oapacidad infeccioss

del fago virulento pero no afectan al fago » Sexpvrado.

08 1lisados de protoplastos de esas dscterias se conjortaa ea
idéntioa forma.

30 eetudiarom las projiedades del lisado de bacteriss lisogénicas.
3¢ encontrd que éste ¢s sensidlo & la tenperatura, que se imso~
tiva por avoién de la tripsina, ne se inaotiva por CRusa 0 RFasa,
se pusde precipitar por doido triclorcacético y dialisa parociale
aente,

.8 rzaccidn entre el fage y el lisado es uma reacoiém de primer
ordem y tiene su teaperutura S;tics a 37°C.

e astablecieron hipétesis rara la imterpretacilén d4s los resulsa~
dos.
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