
Di r ecci ó n:Di r ecci ó n:  Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. 
Intendente Güiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293

Co nta cto :Co nta cto :  digital@bl.fcen.uba.ar

Tesis de Posgrado

Interacción de los bacteriófagos deInteracción de los bacteriófagos de
la serie T con la pared celular dela serie T con la pared celular de

esferoplastos de Escherichia coli,esferoplastos de Escherichia coli,
inducidos por acción de penicilinainducidos por acción de penicilina

y lisozimay lisozima

Lorek, Helga

1973

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

Este documento forma parte de la colección de tesis doctorales y de maestría de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilización debe ser
acompañada por la cita bibliográfica 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:
Lorek, Helga. (1973). Interacción de los bacteriófagos de la serie T con la pared celular de
esferoplastos de Escherichia coli, inducidos por acción de penicilina y lisozima. Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires.
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1421_Lorek.pdf

Cita tipo Chicago:
Lorek, Helga. "Interacción de los bacteriófagos de la serie T con la pared celular de
esferoplastos de Escherichia coli, inducidos por acción de penicilina y lisozima". Tesis de
Doctor. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires. 1973.
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1421_Lorek.pdf

http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1421_Lorek.pdf
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1421_Lorek.pdf
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar


ELIVERSIDAD DE BUENOS_¿1313i

EMWQWEÉLSHAFMÉ

Interacción de lcs bacteriófagos de la serie T con la

pared celular de esferoplastos de Eschg iggia‘gcii,>---- .

inducidos por acción de penicilina y lisozima.

Helga Lorek

Director de tesis: Prof. Dr. P.H. Hofschneider

Rrpresentantc: Prof. Dr. J. de Carlo

Tesis presentada para optar al título de

Doctora en Biología

142114
1973



Este trabajo fue dirigido por el Prof. Dr. Peter-Hans

Hofschneider. Se inició en el laboratorio,de Biologia Holecular del

Instituto MaxPlanck de Bioquímica de la ciudad de Hunieh, Alemania

y fue concluido en el laboratorio de Genética de la Facultad de

Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de BuenosAires.

Se agradece al Prof. Dr. P.H. Hofschneíder el continuo in—

terós puesto en el trabajo y el constante apoyo con que facilitó tg

Se agradece ademásal Prof. Juan I. valencia por el inte

rés y apoyo prestados, al Dr. Carlos J. Tandler y al Prof. Dr. Jer

ge de Carlo por su colaboración comoconsejeros de estudios y a

la Dra. Dora Anton sus útiles sugerencias y provechosas discusiones

acerca del manuscrito.



DIDICE

Página
ÏESUILJN l

INTRU'DUCCION

Características morfológicas y químicas de la

pared celular 3

Estructura química de los muoopéptidos 6

Protoplastos, esferOplastos y formas L 7

¿gentes destructores de la pared celular
bacteriana. Lisozima. Penieilina 10

OBJETO D33ESTE TRABÍJO 14

ÁÉÍÍ‘ERÏÁL Y I'ETODOS

Cepas 15

Material 15

Medios y buffers 15

Obtención de bacteriófagos 17

esferoplastos de penicilina 18

" “ " " lisozina 19

Pruebas de sensibilidad al choque osmótice 19

Control de la conversión a esferoplastos por

observación del cambio morfológico 20

Preparación del medio de adsorción 20

Medida de la adsorción de los fagos 21

Determinaoión de síntesis de proteínas 21

Microscopía electrónica 22

Abreviaturas usadas en el trabajo 25

///



IzsULTADOS

Estudio de adsoroi6n e inactivaoión de bactem

:iófagos en osferoplastcs

Medio de adsorción. Su influencia

A Goroión medida por turbidimctría

Determinación de receptores intactos

Kicroscopía electrónica de esferoplastos con

bacteriófagos

Reproducción do bacteriófagos cn esferoplasn

tos

DISCUSICH Y CONCLUSIONES

Determinañíín ¿al grado dc integridad de 1a

pared celular dc los csforoplastos de ponía

cilina y lisozüna

Adsorción dc los bacteriófagos T3, T4, T6 y T7
Análisis de las cinéticas de adsorción de los

bacteriófagOH ¿o 1a FÓTÍOT. Ubicación do rom

ccptores

Adsorción de bacteriófagos. Microscopía clec«
tróníca

Reproducciónde bacteriófagos en esforoplas

+os de as.c.lze.r.i.c_r¿i.«a.eel.i.

Conclusiones. Resumen

BIBLIOGR4FIA

26

27

28

30

31

38

42

43

43

47

48

50

52



¿mmm

En el presente trabajo se estudió sistemáticamente la intqg

acción de los bacteriófagos de la serie T con esferoplastos de

Escherichiaucgli, obtenidos por mediodel tratamiento con penicili

na (alteración de la pared celular por vía metabólica) y el trata

miento con lisozima-EDTA(alteración de la pared celular per via en

zimática).

Para ello se realizaron laslrtperiencias que a continua 
ción se detallan:

l) La capacidad de adsorción de cada tipo de células fue determinada

con los bacteriófagos T2, T3, T4, T5, T6 y T7 para obtener datos
sobre el estado de la pared celular y el grado de destrucción de

los receptores específicos incluídos en la pared celular tratada.

2) Se observó al microscopio electrónico la adsorción de los bacte

riófagos en los esferoplastos.

3) Se trató de comprobar el estado metabólico en que se encuentran

los esferoplastcs por medio del estudio de la capacidad de reprq

ducción de los baeteriófagos en los esfercplastos de penicilina

y lisoz ima-JTDTA.

Se obtuvieron los siguientes resultados:

l) La adsorción de T T T6 y T7 se produce prácticamente2! 37 T41 T51
con la miSmaintensidad en bacterias intactas y en los dos tipos

///



2)

de esferoplastos.

7T6La ausencia de adsorción observado en un principio en T3, T4
. por la acción inhibidora del agente estabili

3) El efecto de lisis de los esferoplastos, inducido por la adsor

4)

5)

ción de bacteriófagos, aumentaen relación directa con la multi

plicidad de infección de bacteriófagos por célula, pudiéndose a

preciar, por el métodode fotoeolorinetría aplicado, por lo menos

200 receptores no inhibidos en la pared celular de bacterias in

tactas y de esferoplastos. Por lo tanto, el tritamiento con peni
cilina y lisozimaáïDTAno destruye receptores en gran escala.

Con ayuda del microscopio electrónico se observó la adsorción de

los bacteriófagos y la inyección de ¿DHen los esferoplastos de

penicilina y lisozimaAJDTÁde Eï¿gg¿j44¿gí¿ygLi.

A pesar de que los esferoplastos de penicilina y lisozima-EDTA

no presentan diferenciis en la adsorción de los bacteriófagos,

la maduraciónde partículas infectivas solamente tuvo lugar en

T4.csforoplastos de penicilina para los bacteriófagos T2, T3 y

Se supone que el hecho dc que los esferoplastos de li

sozimaáEDTAno formaron partículas infecciosas es debido al efes
to del EDTLsobre el metabolismo de la céluld tratada.
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La pared celular de la bacteria presenta características

de gran interés para los estudios básicos de la bacteriología y la

Virología. Al mismotiempo, la pared celular tiene gran importancia

práctica en inmunologíay quimioterapia. P.ej.: la interferencia de

la penicilina con la sintesis normal de la pared celular de una bag

teria en estado de desarrollo, es responsable de la acción terapéu

tica eSpecifioa de este antibiótico.

En realidad, el interes por la Superficie bacteriana, ya se

inicia con los estudios de Leeuwenhoek,quien descubrió células bag

terianas con tres diferentes formas: el bastón, el coco y la forma

espiralada. Era evidente que para poder mantener estos tipos de fo;

mas, la célula tenía que poseer una estructura superficial con una

rigidez mayorque la estructura del citoplasma.

Leeuwenhoeksolamente pudo anticipar teóricamente la dife

renciación de la estructura superficial del contenido oitoplasmátioo,

ya que sus medios no le permitieron descubrir que las celulas esta

ban envueltas en una estructura membranosa.

Hoy día existe una gran cantidad de datos sobre las propig

dades químicas, fisicas e inmunológicasde la pared celular bacteria
na.

///



Una de las propiedades fundamentales de esta pared es su eg

truotura protectora, cuya función esencial es prevenir la lisis de

las células por efectos del fenómenode ósmosis. La presión osmótica

que puede actuar sobre el protoplasto es considerable y el primer r9

querüniento de toda pared celular, es tener una alta resistencia a

la tensión. Este requerimiento fisico se cumpleen las paredes bactg

rianas por la formación de un entretejido de moléculas de gran long;

tud. La estructura primaria de cada pared celular puede ser conside

rada entonces comouna malla macromoleoular que incluye y retiene al

protoplasto de manera que no se hinoho más allá de cierto límite.

Unode los detalles en que las bacterias difieren de todos

los otros organismos vivientes (excepto las algas azul verdosas) es

en la composición química de la pared celular. Este hecho tiene con

secuencias extremadamente importantes, ya que provoe una base para

el ataque quimicterapéutioo a parásitos bacterianos, sin destruir al

huéSped. La habilidad de las bacterias de sobrevivir con paredes da

ñadas o sin pared celular, es por lo tanto de gran interes desde el

punto de vista del estudio de la estructura de la mismapared.

Estudios químicos de la pared celular de diferentes bacte

rias dieron lugar al descubrimiento y caracterización de un número

considorable de maoromolóoulas que forman parte de la envoltura ex

terior de la célula. Muchosde estos polímeros presentan rasgos qui

micos únicos y contienen monómerosque solamente se encontraron en

paredes celulares de bacterias. (Martín 1963). La composición quími
///



ca sigue principios generales, pero variaciones cuantitativas y cua
litativas se encuentran en los diferentes grupos taxonómicos.

Las mas importantes maoremolóculas encontradas en la pared

celular bacteriana son las siguientes:

a) flucqpolifigrg (Primosigh, Pelzer, Haas y Heidel (1961) llamado

también mucocomplejo (Salton 1960a), mueopóptido (Perkins y

Rogers 1959 o mureina (Heidel 1964), se caracteriza por la pre

sencia de un conjunto de amino ácidos y amino azúcares.

b) ¿ciggs_teenoicos (Hartfil 1963) restringidos a ciertas bacterias
Gramupositivas.

o) L.in.qr>.9_1.i._a.,.5_1:i.d.os(Martín 1963) y

d) Lipngflïággg (Martín 1963) en paredes celulares de bacterias

Gram-negativas (Hartin 1963).

e) Polisacarigos en la pared celular de estrcptococos.

Existen otros compuestosde alto peso molecular y conti

nuamente se aislan nuevos componentes en las paredes celulares y

cápsulas de varias bacterias.

Se ha determinado que solamente una macromolóeula está pre

sente en las paredes celulares de toqag las bacterias, Gram-positi

vas y Gram-negativas. -sta macromolócule llamada nursina por Ueidel

(1964), es responsable de la forma de la bacteria. Un entretejido

de los diferentes muropóptides interconectados por enlaces covalen
///



Gram-positivo ¿ram-negativo

250 X mp,

citoplasma citoplasma

Esquema generalizado de

Wram-mositivns y Gram-negativas.

(Lip. - complejo 1ipoproteico-lipopol¡sacdrïdu.)



tes da a la pared celular la forma geométrica, así como1a rigidez y

la resistencia mecánica. Heidel propone el nombre de saco de mureina

(murcinsaceulus) a esta estructura, que es posible aislar integra

mente y fue estudiada al microscopio electrónico por Ueidel y sus og
laboradores.

Estudiando la composición de diferentes bacterias se compro

bó que las bacterias Gram-positivas presentan su pared celular for

mada total» o predominantemente por el muCOpolimero (85 %). En cam

; a -3a —"a—. Lt; a Ls '01' ' o n s u abio en la cel" Cr m ne ativn {Lígyzgr 11a coli Q se dero°tr6 e lo

pared celular consistía en tres capas superpuestas. (Heidel, Frank y

Hartín 1960) (Ver Fig. l). Si se extraen las paredes celulares de Egg

_eïerichia coli con solventes comoel fenol y las soluciones aeuosas

detergentes, de manera que no se destruyan las uniones ccvalentes,

se desprendendos capas plásticas, una superficial lipoprctóica y

una intermedia lipopolisaeárida, quedandoa descubierto lacapa.rigi—

da que está formada por el total de mueopolímerode la pared celular.

Es este el material que tiene que ser lesionado, atacado o removido

para transformar una bacteria en esferoplasto, protoplasto o forma L.

as;ruqturauguímiea de los mucqpeptidgg.a- I'm-

En la última década, los conocimientos sobre la estructura

de los mucopéptidos se fue ampliando rápidamente. Bs sabido que en

todcs las bacterias que poseen pared celular, 1a rigidez de esta se

debe a los muccpéptidos que presentan una estructura básica Similar.

///



Consisten en largas cadenas de moléculas alternadas de fl-l-¿L

H-aoetilglucosamina y ácido N-acetilmurámioo (3-0-0arbcxietil-N-acg

tilglucosamina). Esta cadena está reticulada (cross-linking) por cg

denas cortas de aminoácidos unidos al grupo carboxilo del ácido mu

rámioo. De esta manera el muoopéptido de una célula constituye una

molécula gigante con forma de célula.

Las especies de aminoácidos que integran el mucopéptido son

limitadas. Los más usuales son: alanina, ácido glutámioo, glicina y

un diaminoácido comolisina, ácido dianinopimélico, ácido diaminobu

tírioo, ornitina o ácido diaminohidroxipimélioo. Es interesante que

el ácido glutámioo y en parte la alanina (y ocasionalmente otros ami

noáoidos) se encuentren comoD-isómeros. Esto es sorprendente ya que

en los organismos vivientes generalmente se encuentran los isómeros

L. La presencia de los isómeros D confiere a la cadena peptídica r9

sistencia a enzimasproteoliticas.

Un diaminoácido en la cadena peptídica es esencial para el

reticulado. Lisina y ácido diaminopimélioo son los aminoácidos usua

les que cumplen esta función y ambos se excluyen mutuamente. Acido

diaminopimélicc se encuentra únicamente en paredes bacterianas.

Broto.asaslsspaenlasioal¿cms

Debidoa la considerable confusión existente en la literatg

re sobre los términos esferoplasto y protOplasto, consideramos conug
///



niente definir cada término.

Se define por proioplgstg a la estructura derivada de una

célula vegetativa por 2grdida;ggg{l de su pared celular.

El término esteroplasto se usa para la descripción de for

mas globulares en las cuales la estructura de la pared celular está

aqii. ¿cada

Las
.  g son células del tipo esferoplasto o protoplas¡La

to capaces de regrod cirge en ese estado.q.-. .

Las tres formas son osmóticamente sensibles, es decir que

su presión csmótica las hará estallar a menosque ésta esté balanceg

da por una presión externa.

Enqtenlafifigán

Tomcsik y Guex-Holzer (1952) y separadamente ÉIeibull (1958),

estudiando la pared celular bacteriana y la acción litica de la lisg

zima sobre la pared celular, observaron al microscopio que las bac

terias, que inicialmente presentaban formas alargadas, se habían

transformado en células esféricas. Estas células eran capaces de

existir varias horas o días en un mediohipertónico estabilizado, pg

ro se lisaban instantáneamente si se pasaban a agua destilada o buf

fers diluidos, o sea que resultaron ser osmóticamentesensibles. In

vestigacicnes químicas y fisiológicas sugirieron que estas células
///
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esféricas consistian en células desprovistas de sus paredes celulares

por despclimerización de su muccpolimerorígido, pero esencialmente

intactas desde otros puntos de vista.

Estas células fueron denominadasprotoplastos. Atrayercn el

interés de los microbiólcgcs, dado que su uso presentaba una valiosa

herramienta para estudios de estructura, metabolismoy fisiología.

Eefsneplesioi

Bacterias Gram-negativas tratadas con agentes capaces de de

gradar la pared celular, forman células con caracteristicas muypare

oídas a los protoplastcs llamadas esfcroplastcs. Pero, debido a que

las bacterias Gram-negativas presentan una pared celular más comple

ja, formada por capas múltiples, los agentes capaces de degradar la

pared celular no destruyen todos los componentesde la pared. Es cc

nocido que los esfercplastcs de las bacterias Gram-negativas tienen

un mucopéptidodefectuoso. A consecuencia de ello las células pier

den su rigidez, toman forma esférica y son csmóticamente sensibles.

El citoplaSma nc sufre cambios importantes por la acción de los ageg

tes esfercplastizantos. La fisiología de los esferoplastcs es sini

lar a la de las células intactas, comoéstas respiran, se nutren y

forman enzimas. Para la célula el efecto mas importante es la pérdi

da de rigidez, y, ya que es atacado el muccpclimerc, responsable de

la misma, la célula se lisa fácilmente. Por tal motivo se reïuieren

solutcs externos para mantener intactos a los esferOplastcs.
///
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Los esferOplastos de las bacterias Gram-negativas pueden

producirse por varios métodos, todos los cuales atacan al muoopépti

do. Los métodos más conocidos son la acción de la lisczima-EDTA y de

los antibióticos, en eSpecial la penicilina.

¿ge t s dest.“c.t.c‘r;e_s__d_elg. par; d_celular ba_ct_r'ana. Lis z' a. P-ninoc-‘-.v-l a a .a 4 .--- 1. q oc-a--H-—ooq‘au .a»-—.-—

La rigidez de la pared celular bacteriana puede ser destrug

da por varios metodos físicos, quimicos y biológicos. Los métodos

biológicos desarrollados para atacar la pared celular de bacterias

son los más importantes para el estudio de los esferoplastos, proto

plastos y formas L.

Dos procedimientos capaces de destruir la rigidez del muco

polímero de la pared celular atrayeron particularmente la atención:

A) Lisis enzimática del mucopolimeroprovocada por la lisozima (Sal

ton 1957), o por la enzima litioa extraída de bacteriófagos (Wei

del y Primosigh 1957, 1958).

B) Alteración metabólica (McQuillen 1958 a) de la síntesis normal

del muoopolimeropor exposición a penicilina (Park, Strominger

1957; Weidel y Primosigh 1957, 1958; Martín 1963; Strominger y

Tipper 1965).

54,130.6}.621..c1.e..19..-4
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La lisozima es una enzima específica para /5-d, 4-N-acetil
glucosaminidcs (Martín 1963), que degrada al mucopolimerocuantitati

vamenteen productos solubles, pudiendo considerarse la N-acetilglu

cosamina y el disacárido del ácido N-acetil-murámicc comolos frag

mentos más degradados Weidel y Pelzer 1964). Si se hace actuar li

sczima sobre el saco mureicc, o sea el mucopolimerc en su estado

tridimensional, solamente parte del mucopolimerose solubiliza, como

es posible observar al microscopio electrónico. Parecería que el a

taque con lisozima de la estructura compleja de la pared celular de

¿genericnia_cqli nunca llega hasta la total destrucción de los compg

nentes del muCOpclímero,ya que parte de este está ligado por unio

nes covalentes a los componentesno mucopolímeros, resistentes a la

lisczima (Ver Fig. 2). Ueidel y Pelzer (1964) en un trabajo exhausti

vo demuestran que la lisozima destruye 1a fig a tridimensional del

saco mureico (mucopolimero) abriendo la configuración anular de los

muoopéptidcs en sus uniones 1-4-g1icósido.

üégeiérndglamniqiláaa

La especificidad de la acción antibacteriana de ciertos ag

tibióticcs se basa en Su interferencia en la sintesis de la pared cg

lular bacteriana. El ejemplo mejor estudiado es el de la acción de

la penicilina y sus derivados. La penicilina solamente destruye celu

las en crecimiento vegetativo activo (Ver Fig. 2). Las células inhi

bidas en su crecimiento acumulannucleótidos de uridina, unidades

precursoras de la pared bacteriana. En otra. palabras, la penicilina
///
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Figura 2: Esquemade la acción de la lisozima-EDTAy 1a penicilina sobre.
1a pared celular de una bacteria Gram-negativa.

PEN: penicilina; E: EDTA;L: lisozima; LP: lipoproteina; 1:85
liPOPOIisacári-‘k; ¡La capa rígida; PG: gránulos de proteinag‘
MP: muoopolímero; CMImembrana citoplasmátioa; CP: citoplasma;
MF: fragmentos de mucopolfmero; P: encima proteolítíca.



inhibe la incorporación de formaciones precursoras de la pared celu?

lar en la estructura de 1a misma. Strominger y Tipper (1965) demos

traron que la penicilina inhibe la tranSpeptidación (el reticulado

(cross 1' king) de las cadenas del muccpóptido.)

Las consecuencias del tratamiento de las bacterias con pen;

eilina dependende las condiciones del medio ambiente. Si está ase

gurada una protección csmótica eficaz, las bacterias pueden llegar a

sobrevivir y transformarse en esferoplastos o formas L. Estudios ana

líticos de esferoplastos de fisgnggyyyyíJicli (HcQuillen 1958 a) ind;

can que el antibiótico provoca destrucción selectiva de los oonstitu

yentcs del mucopclimerc, pero no induce degradación en la capa lipo

protéica o lipcpolisacárida de la pared celular.

Hcfschneider (1960 b) demostró por medio de cortes ultrafi

nos de esfercplastos de penicilina y lisczima-EDTAderivados de Ea,

EEQÏÉEhÉQJQQLifi, observados al microscopio electrónico, que existen

dos tegumentcs superpuestcs y múltiples, presumiblemente la pared eg

lular y la membranacitoplasmatica. Al comparar los esferoplastcs

con bacterias intactas, muypocas diferencias se observan con la es

tructura fina descripta por Kellenberger y Ryter (1958). Estos autg_

res publicaron fotografias excelentes de cortes ultrafincs de Egggg—

riggia_qqli donde se observa la separación nítida de las dos estrug

turas: la pared celular y la membranaoitOplasmática.

De todas estas consideraciones expuestas puede deducirse que:

///
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la inducción de esferoplastos por mediode la penicilina y la liso

zima-EDTAproduce reducciones drásticas en las uniones o despolime

rizan al mucopolímero, pero aparentemente no destruye la. capa rígi

da totalmente y su ordenamiento espacial con reapeoto a las capas

no mucopolímeras de la pared celular (Martin 1963).

Sólo ocasionalmente las paredes celulares de los esfero

plastos se abren dejando libres a protoplastos rodeados por la mem

brana citoplasmática, encontrándose las paredes celulares vacías

siempre al lado de los protoplastes. (Hofschneider 1960b).
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El propósito del presente trabajo fue estudiar:

La interaccisn de los bacteriófagos de la serie T con 1a.pared ce

lular dc esfcroplastos de pfpgqrïithgtgolg, inducidos por acción

de penicilina y lisozÍma-ED'DQ.

La presencia o ausencia de los receptores especificos para los

bacteriófagos T3, T4, T6 y T7 en esferoplastos.
La estimación aproximada del número de receptores intactos para

T2, T4 y T5 en esferoplastos de gucci}.
La adsorción de los bacteriófagos y la inyección del ADNen los

esferoplastos de Q.‘ _c_o_1.i_.,por medio de la microscopía electróni

oa.

La capacidad de reproducción de bacteríófagos en esferOplastos de

EL 9.0.1}
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La cepa de Eschericgig_qoli p y los bcoteriófagos T2, T3,

T4, T5, T6 y T7 fueron cedidas por el Dr. .H. Hofschneidor del Hax
Planck Institut fuer Biochemie, Munich, Alemania.

Ilo-20.1%?- 1 =o

La penicilinq utilizada en este trabajo provino de Farbweg

ke Hoechst, Frankfurt, bajo la denominación"Penicillin G“Hoechst.

La }¿5¿;pgg;(muramidasa) de grado I, obtenida a partir de clara de

huevo, 3 veces cristalizada, dializada y liofilizada, fue adquirida

en Sigma Chemical Company.

El antisuero T3 fue cedido por el Dr. P.H. Hofsohneider, y
la Cl4—D—L—leucinapor el Dr. H. Zillig del MaxPlanck Institut fu

er Biochemie, Munich, Alemania.

Hïdégsj. .bgfáesfs

Las bacterias fueron cultivadas en caldo nutritivo común:

2 g caldo nutritivo Difco, l g ClHa, 200 oo de agua destilada.

Todas las diluciones necesarias para el recuento de células

y bacteriófagos y las pruebas de choque osmótico, se llevaron a ca

bo en un buffer fosfato compuesto por 1,75 g PO4HNa2,l g ClNa y
///
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0,75 g PO4HKen 250 co de agua destilada.

Para el plaqueo se usaron las técnicas descritas por Adams

(1959), utilizándose como¿fiarLQQse z 10 g de triptona, lO g de agar,

2,5 g ClHa y 2,5 g ClK en 1000 cc de agua destilada, y como ¿EQEJQQ

gungrfiicig: 0,5 g ClNa, 0,8 de agar Difco y l g de triptona en 100

oc de agua destilada.

El buffer utilizado para preparar las soluciones de fija

ción, coloración y lavados, usadas para la preparación de muestras

estudiadas al microscopio electrónico, fue el buffer de Miohaelis,

preparado de 1a siguiente manera:

Egluciéggqaggg: 19,428 g de acetato de Na, 29,428 g de veronato de

Na y 34 g ClNa en 1000 cc de agua destilada. A 5 oc de la solución

madre se añaden 7 cc de ClH 0,1 N, 13 cc de agua destilada y 0,25

cc de C120a m.

El material biológico observado al microscopio electrónico

por mediode cortes ultrafinos, fue deshidratado con aoetona purísi

maMercky posteriormente incluido en vestopal H, resina poliéster

proveniente de los Chemische Herke Hüls, Alemania.

La multiplicación de los bacteriófagos T2, T3, T4, T5, T6

y T7 se realizó en un medio sintético denominado H9 que consta de:

solución de sales: 70 g PO H2K; ClNa 5 g; 10 g ClNH y 1000 oc de4 4
agua destilada. A 100 ml de esta solución se agrega: 780 ml de agua

///



destilada, 100 ml de glucosa al 4 fi; 100 m1 012Ca 0,01 m, 10 m1 de
SOI-101m.48’

La conversión de las bacterias a gïeg‘gplaïtus ge-Regigil‘igg
tuvo lugar en un medio rioo en sacarosa que a continuación se detalla?

Solución madre: 5 g de peptona; 2,5 g ClHa; 250 ml de agua destilada.

A 40 m1 de esta solución se adicionan 20 ml dc sacarosa al 34 % y 10

ml de agua destilada, obteniéndose de esta manera un medio de oonocg

tración final en sacarosa al 28 fl. La conversión de las bacterias a

esferoplastos de lisozima se realizó en caldo nutritivo común.

La adsorción de los bacteriófagos a los esferoplastos se

realizó en una solución formadapor 9 partes de caldo nutritivo y l

parte del medio de inducción,

El recuento de lan células (bacterias y osferoplastos) se

realizó en una cámara Thomaoon ayuda de un microscopio de fase.

wapa:

a) Shiiqngión. 31.0..1.°.S..b.a.°.‘ü.°.r.i.6.f.aa°.3.T2. T3, T4. T5, T6 y T7

Las bacterias Eschericnigchligape cultivaron en el medio

M9a 37° C con aircación intensa hasta alcanzar un titulo de 5 x 108/

/h1. A continuación fueron infectadas con 3-5 fagos por bacteria, ig

jándose incubar a 37° C con aireación intensa dc l a 2 horas los fa

gos T3 y T7, y de 3 a 4 horas los fagos T2, T4, T5 y T6. Antes de ná
///
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ber alcanzado el tiempo de lisis, las bacterias, con los fagos y}

tracelulares en estado maduro, se centrifugaron a bajo númerode

revoluciones en una centrífuga de flujo continuo (Beckman). Las

bacterias centrifugadas se rOSuspendieronon un litro de agua des

tilada, se homogenizarona 0° C durante cinco minutos y posterior

mente se indujo la lisis agregando cloroformo. El objeto de este

método era obtener de un modosencillo y cn pocos pasos, una alta

concentración de bacteriófagos.

Después de separar los restos de bacterias por centrífugc—

ción a 5000 revoluciones por minuto, se concentraron los fagos

liberados en una ultracentrífuga preparativa Beckmancon

20-30.000 rev/min, según la cepa de fago.

El título de la su5pensión de bacteriófagos concentrados

fue en promedio de l x lOlz/hl.

Qb.t.qn.°.i.án_.d.0.gsilcgzqnlspiga .d.0.lzcaí.<>.i.l.i=n.a..

Bacterias ;s.c_1_eric.nig_coli B. que sc cultivaron con aireación

durante 1a noche en caldo nutritivo a 37° C, fueron resusPendidas

en un medio hipertónico de una concentración final de 28 % en s3

oarosa (ver descripción del medio para la formación de los esfe

roplastos de penicilina). Despuesde llevar el cultivo a una con

centración de lO % de SO4Hg,se le agregan 1000 U.I/hl de penici
lina. A1 cabo de 90 minutos de agitación suave de tipo circular

a 30° C se forman células esféricas de tipo protoplástico que son
///



sensibles al choque osmótico y, en condiciones normales, incapa

ces de formar colonias.

La cuota de inducción fue determinada midiendo la sensibilj;

dad de las células al choque osmótico. Se utilizaron únicamente

cultivos, que despues del ensayo de control de la sensibilidad al

choque osmótico, presentaban una cuota de supervivencia de menos

de 3 75. Las celulas sobrevivientes debían considerarse comobac

terias no convertidas, por no presentar sensibilidad osmóticay

ser capaces de formar colonias.

c) 9133291101559de. .e.S.f.0.r.0p.1..a.S,t.osde Imagina.

Un cultivo fresco de bacterias Escherichia .9_o_1_i_.Bqcon títu

10de 5 x log/m1, fue lavado con agua destilada, resusggendido y

concentrado a 5 x 109/m1. Los esferoplastos de lisozima se indu

jeron, incubando el concentrado de bacterias en una solución de

Tris-sacarosa, 4 % de L‘DTA(0,03 ral/ml) y 0,1 de lisozima

(0,06 ml/ml) a temperatura ambiente durante 10 minutos. La con-_

versión se controló cuantitativamente por mediode la sensibili

dad osmótica. Eh los experimentos se utilizaron preparaciones

con una cuota de supervivencia de menos de 3 ‘¡Ïn

d) fue ps de_sensibilida _a_l_choque osmótico.. .-- -na. Nu...‘

La determinación cuantitativa de las conversiones logradas,

se realizó gracias a la propiedad que presentan los esferoplastos

///
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f)

de ser osmóticamentesensibles.

El choque osmótico se llevó a cabo en buffer fosfato 0.1 m

diluido l;lOO, no habiéndoseusado para estos ensayos ab a desti

lada pura, dadc que eon esta última se eliminan también las bac

terias capaces de formar colonias.

La conversión se consideraba lograda si se obtenía un l al

3 7€de sobrevivientes capaces de formar colonias. Estas colonias

representan bacterias no convertidas, debido a que los esferoplag

tos pierden la capacidad de formar colonias.

gontpol de la conversión a gs.fero‘p_l.ag.t_e_s 29r_.o_bs_e_r_1_r_afii_ó.n.d_9_l_ea—. n. . >..........._-...-_ -..- y...‘.

bio moriqlágiqg.cua-a

Ademasdel control de sensibilidad al choque osmóticc y

el recuento de celulas capaces de formar colonias, las bacterias

en tratamiento fueron observadas por medie de un microcospio de

contraste de fase. La observación al microccopio permitía contrg

lar el cambiomorfológico de la bacteria no tratada de forma a

¿25393, a una (¿s-fiera;después del tratamiento con penicilina o
lisozima.

¿6310Pre arae'ón del medio e adso_.....l?.. _......-.-... .u..a.

El medio hipertónico en el cual se encontraban los esfero

plastos fue diluido muylentamente con caldo nutritivo simple.
///
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Después de alcanzar la dilución apropiada del medio hipertónico,

las celulas fueron ccntrifugadas a 3000 revoluciones por minuto a

una temperatura de 5° C. En el caso de los csferoplastos de liso

zima fue necesario agregar espermina, agente estabilizante de es

te tipo de cólulas, que no influye en la adsorción.

Después de centrifugar, las cólulas fueron resuSpendidas

en el medio isotónico (2,8 de sacarosa). Aplicando este proeedi

miento de dilución continua, llegaron a recuperarse alrededor del

30 ía de las células convertidas que fueron utilizadas para las cg;

perieno ias .

La adsorción de los bacteriófagos a las bacterias y los es

feroplastos se midió indirectamente por determinación fotomótrioa

Z“.de la disminución de turbidez debida la lisis inducida por los

fagos. Antes y después de la infección con fagos (13.0.1. = 100

fagos/bacteria) se controló continuamentela turbidez del cultivo

de bacterias o esferoplastos (5 x 108/m1= n° de células inicia

les) cn un fotocolorímctro BeckmanE 1009 en la longitud de onda

m/Me

Determinación de sintesis 51943110¿ginann-.. .. _--.

El estudio de la síntesis de proteinas se realizó mediante

l¿tt-DuL-leucina. Un m1 de Escherichia

///
la tecnica de marcación con C
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QQLÁJQo csfcroplastos con un titulo de 5 x 107/hl, se incubaren

con airoaoión a 37° C durante 30 minutos en un medio formado por

9 partes de caldo nutritiv0¡ 1 parto del medio hipertónico de con
14

Versión para csferoplastos de penicilina y 0,2/ooH/hl de C

J-L-leuoina (5/M C/f»Ï‘Í)

A continuación la proteina se precipitó con acido triclorou

acético al 50 fi y después dc varios lavados con ácido tricloroaqg

tico a1 5 fl, el precipitado se llevó a 90° C durante quince minu

tos. Posteriormente se lavó el precipitado con etanol absoluto y

éter y se secó.

Unavez perfectamente seco, el precipitado se dísclvíó en

0,2 m1de acido fórmieo, incubando a continuación durante 15-30

minutos a 45° C hasta disolver todo el precipitado. La solución

se depositó luego sobre discos de aluminio y el residuo fue 1ava«

do con HONaconcentrado y etanol. (Siekevitz 1952).

La medición de la actividad de 014 se realizó en un Traccrm

lab TGC_14.

.I=I.í..°r.qS.qop:1¿.°le9Lráraácso

Los trabajos de microscopía electrónica se realizaron con

un Siemens ElmiskOp I (según Ruska) con una tensión de haz de 60

KV.Para la preparación y manipulación del material se siguieron

las indicaciones generales que describen Reimer (1959) y Hall

///
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(1953).

Se presentaron serias dificultades en la tóoniea de prepa

ración de las muestras debido a que los esferoplestos son rápi

damente lisados por el ácido ósmíeo usado en el método de fija

ción standard descripto por Ryter y Kellenberger (1958). Por

este motivo los estudios de la superficie de las celulas se roa

lizaron de acuerdo al métodode filtración de agar según Kellen

berger (1952). Esto consiste en depositar una gota de muestra

sobre una caja de Petri con agar soporte bien deseoado (proceso

de secado: en una estufa a 37° C se deja evaporar el agua hasta

pérdida equivalente a 30 %de su peso), recubierto por una pelí

cv a de de Parlodien al 0,2 fl en acetato de amilo. Esta pelicula,

que actúa comomembranadializante, hace posible la filtración

del medio líquido en el cual se encuentra la célula, y actúa por

otra parte oomosoporte de la celula. Después de haber fijado la

muestra durante 4 minutos sobre vapores de formol al 40 fi, se

reeortan pequeños trozos de agar y se desliza 1a película sobre

una Superficie de agua. La muestra se recoge sobre una grilla y

se obtiene asi una preparación lista para ser metalizada.

La metalizaeión so llevó a cabo en un metalizador de alto

vacio Siemens. Para obtener los vapores de metal se utilizó alag

bre platino-iridio de 0,04 mmde eSpesor, eligiendose un ángulo

de metalización de 15°.

///



Para la preparación de los cortes ultrafinos se siguió la

siguiente técnica desarrollada por Hofsohneider (1960 b). 10 m1

de la suSpensión de esferoplastos se mezclan oon 1 ml de aoetona

pura. Inmediatamente se le agrega comofijador l m1 de bioromato

de potasio al 10 % en buffer fosfato 0,1 N pH 7,2. Después de fi

jar la muestra durante 20 horas a temperatura ambiente se centri

fuga la su5pensi6n, resuSpendiendo el sedimento en una solución

de agar a 37°. Los bloqueeitos de agar ya solidifioado, que een

tienen a las células, se dejan durante dos horas en una solución

de acetato de uranilo al 0,5 fl en buffer Miehaelis a pH 6. Luego

se deshidrata la muestra en soluciones de aoetona al 30 fl, 50 fl,

75 fl, 90 % y 100 fi y se sigue el método de embebido con Vestopal

Wde acuerdo a Ryter y Kellenborger (1958).

Los cortes ultrafinos se realizaron con ayuda de un ultra

mierótomePorter Blumusándose cuchillas de vidrio.

Finalmente los cortes fueron coloreados en solución de ace

tato de uranilo al 0,5 fl durante 60 minutos oon cl fin de obtener

mejor contraste.
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Abreviaturas usadas cn cl trabajo:

EDTA: ácido ctilendíaminotetraaoé'tico

Tris: trihidrox iaminomctano

PS: esforoplas'bo dc penicilina

LS: esfcroplasto de lisozima

m.o.i.: multiplicidad de infección
ADN: ácido desoxiribonuclóico

ARNg ácido ribonuclóioo
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Estudio sistema ice d mecanismo de a r'oroiCSnc inactivacién deá...—.n‘O‘J‘- 4 o u

l s ba t 'ófa s T° _°..°.Ï.ï_í°..._2.'ii..
nicilina l Ligpzima-EQEE,

T , TALTïTó {a} en csferoplastos de pe

Considerando que los esferoplastos son bacterias con paredes

celulares deficientes, es razonalfle admitir que existan algunas difig

rencias de propiedades y de estructura al compararlas con bacterias

normales. En este trabajo se consideró interesante estudiar exhaus

tivamente la interacciúlde los bacteriófagos con la pared tratada de

los esferoplastos, debido a que en ella se encuentran los receptores

para los mismos.

Para determinar la presencia de receptores intactos y por

lo tanto comprobarla presencia de las capas lipopolisacárida y li

p0protóica, se realizaron los siguientes ensayos.

l. Sc compararonlas cinéticas dc adsorción de bacterias normales

intactas y de las formaciones esféricas inducidas por la acción

de penicilina y lisozima-EDTA.Por medio del uso de los bacterió

fagos de la serie T se obtuvo la posibilidad de rastrear seis ve

ces la estructura de la pared celular debido a 1a existencia de

los seis receptores específicos incluídos en ella.

2. Se estudiaron las cinéticas dc adsorción en bacterias intactas y

en csferoplastos a diferente multiplicidad de infección para de
///



terminar el númeroaproximado de receptores disponibles después

de la acción de los agentes de conversión.

3. Se realizaron observaciones al microscopio electrónico con el pro

pósito de obtener fotografias de las células en estudio con los

bacteriófagos adsorbidos.

Se obtuvieron los resultados a continuación enumerados.

Varias veces fue descrita en la literatura la adsorción de

T2 y T5 en esferoplastos de Escherichia coli, hecho óste tambión con
firmado en el trabajo presente. A1 incorporar los bacteriófagos T3!

T4, T6 y T7 en 1a serie de experimentación, se obtuvieron resultados
negativos en las medidas de adsorción en esferoplastos y tambión en

bacterias intactas SuSpendidas en el medio usado para los esfero

plastos.

Pruebas realizadas con bacterias intactas demostraron que

la no—adsorciónde los bacteriófagos se debía al medio hipertónico

de sacarosa, en el que se encontraban los esferoplastos y las bac

terias intactas usadas para oontrol. Este mediohipertónico había r9
sultado indispensable para contrarestar la sensibilidad osmótica

que presentan los esferoplastos.

De ahí, que fue necesaria una dilución extremadamente cuida

dosa del medio de conversión de 28 % en sacarosa, hasta llegar a una

///
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concentración en sacarosa isotónioa, que resultó ser diez veces menor

(2,8 fi en sacarosa). A esta concentración fue posible la adsorción

de los bacteriófagos T T6 y T7, sin que se destruyesen los es3' T4’
feroplastes por choque osmótico.

ElAdáQAQÁ-ÁQ.2..i.3-..p._..0rt.u.r___.._bidímo‘crïso

El objeto de estas experiencias fue demostrar indirectamen

te la existencia de las diferentes capas de la pared celular, el gra
do de integridad y el estado funcional de los receptores de los bac

teriófagos. Fue medida por medio de un fotómetro la disminución de

turbidez provocada por la lisis de las células infectadas con una

multiplicidad de infección de 100 fases/celula.

Los resultados representados en los gráficos No. l al 6 de

muestran que todos los fagos de la serie T ensayados, adsorben en

los esferoplastos de penicilina y lisozima-EDTA,a la mismaveloci

dad y prácticamente con la mismaintensidad que en las bacterias ig

tactas. Estos resultados aseguran que los receptores esfecíficos pg

ra los bacteriófagos de la serie T siguen intactos en la célula tra

tada. Interesante es el comportamientodel bacteriófago T5 frente a
los dos tipos de esferoplastos. En el gráfico No. 3 se advierte que

c1 fago produce una lisis insignificante si adsorbe en las bacterias

intactas, lo que hace pensar que el fago debe tener cierta dificul

tad para adsorber, o sea que relativamente pocos receptores se en

cuentran a1 alcance de los fagos. En cambio la lisis es muchomás

///
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efectiva en los esferoplastos de penicilina y lisozima-EDTA.Un feng

meno semejante aunque no tan pronunciado se observa con el fago T3.
Ver gráfico No. 5.

Se advierte en el fago T , al igual que en los fagos T3 y

T5, una adsorción reducida en las7bactcrias intactas que se extien
de en este caso también a los esferoplastos de penicilina y lisozi

ma-ÜDTA.Ver gráfico No. 6. Todos estos fagos fueron probados con

multiplicidad creciente de infección, ya que se suponía que la lisis

deficiente en estos casos (T3, T y T7) podría ser causada por el5
tamaño pequeño de estos fagos. El aumento de la multiplicidad de in

fección no dio el resultado eSperado.

Estudiando cl bacteriófago T6 se observó la mismalisis de

ficiente obserVada con T3, T y T . Pero al aumentar la multiplici5 7
dad de infección a 200 fagos/celula se obtuvo una eficiencia de lisis

comparable con la de los fagos T2 y T4. Ver gráfico No. 4.

Los resultados descritos fueron asegurados por los siguieg
tes controles.

1. Se verificó la ausencia de toda sustancia capaz de inactivar a

los bacteriófagos en el sobrenadante libre de celulas.

2. Se comprobóque el efecto de la temperatura no es un factor ca

paz de lisar a los esferoplastos. Ver gráfico No. 7o

3. Se realizaron pruebas rigurosas para asegurarse que se estaba

///
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realmente en presencia de esfereplastos o sea que la conversión ha

bia sido realizada con tito. Estas pruebas se efectuaban valióndo

se de la sensibilidad osmótioa típica de los esferoplastos. Se con

taban los sobrevivientes do un choque osmótico realizado en buffer

fosfato.

La evaluación aprdxünada del número de receptores intactos

en la pared celular de los esferoplastos de Eggggrichia coli indu

cidos por penicilina y lisozima-QDTA, da elementos de prueba para

la apreciación de un daño eventual, producido por los agentes usados.

Se estudiaron en este caso la cinótica de adsorción en fun

ción del númerode bacteriófagos/cólula para los bacteriófagos T2,

T5 y T4, infectando a las cólulas con una multiplicidad de infección
de 10, 50, 100 y 200 fagos/cólula.

Se partió de la suposición que si los csferoplastos presen

taran un númeroinferior de receptores intactos y disponibles que

las bacterias intactas, la intensidad de lisis no debería aumentar

si la cólula es infectada con un número creciente de fagos por c513
la.

Los datos obtenidos se representan en los gráficos No. 8 —

16, pudiéndose advertir en todos los casos una lisis insignificante
///
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al infectar con lO fagos/cólula, debido a que lO fagos no son capa

ces de lizar a la celula mecánicamente(o por acción externq).

En cambio se demuestra claramente que al awmmflnr'el número

de partículas infectivas por cóIula, la velocidad de lisis aumen

ta en forma proporcional, al igual que en las bacterias intactas.

Llama la atención el comportamiento de T5 con respecto a
las bacterias intactas, donde puede concluirse que aparentemente en

la pared celular no tratada, existen aproximadamente50 receptores

al alcance del bacteriófago. ver gráfico No. 14. Al infectarse los

esferoplastos de penicilina y lisozima-EDTAcon diferente multipli

cidad de fagos/oólula, se observa una marcada caída de turbidez. Ver

los gráficos No. 15 y 16.

Es notable, pero inexplicable, que en prácticamente todos

los casos en que se infectó con 200 fagos/cólula, se provocó un re

tardo dc la iniciación de la lisis de dos minutos. El bnómenono

tiene explicación ya que las partículas infectivas fueron agregadas

todas en un único momento,y no se efectuó una sobreinfección de

partículas infectivas adicional antes del termino del período de lg

tencia, que comoes conocido, provoca retardo de lisis.

D Microscopía electrón; a"de esfcggplastos de Escherichia_gpli QJl0-- - n c v

“act ¿‘ófagqg‘adserbjdog_.. p

Es interesante poner en evidencia 1a adsorción de los bac

///
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teriófagos de la serie T en los esferoplastos de Esgggriohia coli

inducidos por penicilina y lisozimaJBDTA,por medio de observacio

nes al microscopio electrónico.

Comono es fácil obtener cortes en los cuales aparecen

los bacteriófagos adsorbidos, y siendo ademasprácticamente imposi

ble apreciar los fagos de tamaño mas pequeño como el T3 y T7 junto
a la pared celular, se optó por usar el métodode filtración en

agar y posterior metalización para reconocer en la célula intacta

los bacteriófagos adsorbidos sobre la pared celular. Igual que en

el caso de las preparaciones de cortes ultrafinos, se presentó cl

problema de la imposibilidad de fijar las células con acido ósmico,

obteniéndose resultados aceptables al exponer los esfcroplastos a

vapores dc formol al 40 fl.

A pesar de extremar todos los cuidados, p.ej. de agrega

eSpermina, agente estabilizante de los csferoplastos de lisozima

(Bronn 1960), por lo general este tipo de esferOplastos lisaba, de

manera que para el estudio de la superficie de la célula sc optó

por trabajar con los esferoplastos de penicilina.

En la fotografía No. 1, se ObSUrVRun esferoplasto de pen;

cilina, atacado por T2. La muestra fue tomada a los cuatro minutos,
pudiéndose apreciar ya, el efecto llamado lisis provocada por acción

exterior o lisis mecánica (en contraposición de la_lisis provocada
or la desencadenación de los mecanismoscelulares o sea la lisisP 1

///



provocada por acción interior). Las cabezas de los baeteriefagos,

que aparecen marnadamentenítidas, pertenecen a bacteriófagos llenos

de ADN,en cambio las cabezas oscuras representan los llamados

“ghosts” o sea que son baeteriófagos que ya han inyectado su ADNdog
tro de la celula.

El baeteriófago T6 ne fue representado porque se lo clasi

fica en el mismo grupo que el T2.

Fotografía No. I. Bsferoplaste de penicilina een T2. Aumentom.e.Ï
10.000 x. Aumentototal: 40.000X.

La fotografía No. II representa un esferoplasto de penici1¿
///
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na al cual han adsorbido bacteriófagos T3. El pequeño tamaño del fa
go dificulta su localización sobre la célula, pero es apreciable

claramente en el borde de esta. Debido a su reducido tamaño es impo

sible apreciar si existen cabezas vacías. La muestra fue tomada en

los primeros dos minutos. Dadc que los fagos T y T7 se clasifican3

en un mismo grupo y adsorben en la misma capa, se presoindió de ob—

tener fotografías de esferoplastos con T .
7

Fotografía No. II. Esfereplasto de penicilina con T3. Aumentom.e.:
8.000K. Aumento total: 28.000X.

La muestra del esferoplasto de penicilina con T4 (fotogra
///
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fía No. III) adsorbidos, fue tomada antes de los 2 minutos, eonta—

dos a partir del momentode 1a infección, obteniéndose así una 0513

la intacta. A pesar del poco tiempo transcurrido después de 1a in

fección con el baetoriófago ya aparecen algunas cabezas vacías.

Q w \

ha"?9‘'ñ
%1.,¿_

Fotografía No. III. Esforoplasto de penicilina con T4. Aumentom.e.:
8.000x. Aumentototal: 28.000X.

En la fotografía No. IV pueden advertirse los baeteriófa

gos T5 adsorbidos a un esferoplasto de penicilina. La muestra fue
exüraída antes de los dos minutos después de la infección.

///
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Fotografía No. V. Esferoplasto do lisozimaABDTAcon T2. Corte ul—
trafino. Aumentom.e.: 10.000X. Aumentototal:

40.000X.

La fotografía No. VI representa T adsorbidos a un esfero

plasto de 1isozima-BDTAa los dos minutos de la infección. Se obse;

van cabezas de fagos llenas de ADNcontrastadas intensamente con

acetato de uranilo y cabezas vacías (ol ADNya ha sido inyectado en

la célula) monosnítidas. A1 igual que en la fotografía No. V, se

observan las dos membranasformadas por capas múltiplos, definidas

comola membranacitoplasmática y la pared celular propiamente di

cha.

///



Fotografía No, VI. Corto ultrafino de osferoplasto de lisozimaáÜDTA,

con T4. Aumento m.c.: 10000 x. Aumento total:
50.0003.

391.11.02.ch1}ch.1.63¿ 30.0.0fc.o.r.i..óí9.a0.8.p.11..e¿3.f.0.r.op_2:>l“¿o?” o 3.38010 ’01 ia oli‘las ‘J’.'..‘-Lofln’“1‘u

Después de haber comprobado en los puntos B y C la proson»

01a de las sagas lipoprotcica y lipopolisacárida de la pared celular

on los osforoplastos por medio de la adsorción dc bacteriófagos y

haber obsorvado la inyección del ADTdo los mismos a las células

tratadas, so consideró interesante seguir el estudio del ciclo de

reproducción de los bacteriófagos para obtener una idea de la capa“

cidad de síntesis y por ende del estado metabólico de los osferoplgg
///
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tos de Escheriggig.gpll inducidos por penicilina y lisozima-SDTA,

A tal efecto se infectaron cultivos de esferoplastos con un
8

título de 5 x lO /m1 con 5 bacteriófagos/cólula. Después de inoubar

60 a 100 minutos (según el bacteriófago) a 37° C, se tomaron muestras
del sobrenadantc que fueron plaqueados para su estudio.

Los resultados obtenidos con esferoplastos do penicilina eg

tán reunidos en la tabla I. Los bacteriófagos T2 y T4 presentan el
ciclo de adsorción, eclipse y maduración idéntico al de la bacteria

Esgbpgigggafüfli intacta, si infectan a los esferoplastos de penici

lina. Se obtienen 50 fagos por cólula, lo que significa que cada fa

go llega a reproducirse lO veces. Ver gráfico No. 17. Este valor

está por debajo del obtenido con bacterias intactas.E1:esultado, en

el caso de T2 coincide con el trabajo publicado por Denes y Polgár
(1959).

T5 presenta en los esferoplastos de penicilina la adsorción
esperada, pero no es posible detectar la reproducción del bacterió

fago.

El fago T3 presenta una cuota relativamente baja de adsor
ción, resultado que coincide con los valores obtenidos en los expe

rimentos de adsorción, pero demuestra una buena reproducción del

bacteriófago. Ver gráfico No. 17.

Los bactoríófagos T y T no fueron estudiados especialmen

///6 7
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te ya que T6 se clasifica con T en un mismogrupo y T presenta tag2 7

tas homologias con T3 que es clasificado junto con este.

Las experiencias con los esferOplastos de lisozima-EDTAdig

ron resultados inesperados.

No fue posible reproducir T2, T4, T5 o T3 en este tipo de
células. Ver tabla II y grafico No. 17. El resultado era inesperado

debido a que en las observaciones hechas al microscopio electrónico

aparecen los bacteriófagos adsorbidos a los esferoplastos y además

se advierten algunas cabezas vacías de bacteriófagos (ghosts) 10 que

significa que es posible la inyección de ADN,

AdemásFraser y Mahler (1956) habían logrado con éxito cl

desarrollo de T3 en csferoplastos de lisozima-EDTA. E1 metodo consig
tía en infectar a la bacteria intacta primero, para efectuar ensegui
da despues la conversión a csferoplastos. Este método se aplicó tam

bién en el caso presente, pero no se obtuvieron resultados satisfac

torios en la conversión de las celulas preinfectadas.

Los estabilizantes dc los esferoplastos de lisozima comola

sueroalbúmina y la espermina no lograron mejorar ningún tipo de resul

tados o

Los resultados negativos obtenidos en las experiencias de

reproducción de nuevos fagos en esferoplastos de lisozima podrían a

tribuirse a dos causas diferentes:
///



-41...

1. Quedespues de adsorber la partícula del fago en la pared celular,

la infección no tiene lugar, factor improbable, ya que en las

preparaciones al micrOSCOpioelectrónico aparecen cabezas de fa

gos vacías.

2. Que la reproducción de los fagos nuevos no es posible debido a

una alteración del metabolismo general de la célula huésped.

En la suposición de que el metabolismo se habria alterado

por la acción de la lisozimanEDTAsobre la bacteria, sc realizaron

una serie de experimentos incubando szgg;g¿¿¿315¿¿g¿, esferoplastos

de penicilina y esferoplastos de lisozima con C qD-L_lcucina. Las

células empleadas al alcanzar un titulo de 5 x 107/h1 se encontra

ban en pleno desarrollo. Incubando las celulas con Cl4—D-L-leuoina

a 37° C durantetrointaminutos, sc comprobóque los esferoplastos

de lisozima presentan una capacidad de sintesis de menos del 5 %y

los esferoplastos de penicilina sintetizan 37 %con respecto a las

bacterias ;g¿gga;gyyg¿¿gg;¿intactas. Los datos obtenidos se presen
tan en la tabla No. III.
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TABLE» 1

Adsoroiánocfinso maduración dc baotoriófaflos dc csfcro lastos
1 1. La

do penicilina

Controls «coli
Tiempo T2 T4 T5 T3 B + T2

0 2 x 109 2 x 109 2,5 x 109 2, x 109 1 x 109

5 5: 107 51' 107 8:: 10 4x 108 2:: 107

10 4 x 107 5 V lO7 4,3 x 10G 2 x 107 3 x 107

15 3,4 x 107 3 x 107 5 x lO8 5 x 109 8 x 107

20 x 107 5 x 108 6 z 108 3,7 x 10lo 1,6 x 10

30 ? I 1010 2 I lOlo 6,1 L 10 4,6 x 10lo 2,4 x 109 _

40 2 x 1010 2 x 10lo 6,1 x lO8 5,2 x 1010 1,7 x 10lo

50 2 x 1010 2 x lO10 6,) z 108 6,6 x 1010 5 x 10lo

50 .—..—-————-—-..-——--7,1 v 108 8,6 x 10lo 5 x 101°

80 _. -. mw--. 8,9 y 108 8,6 :: 101° ——-w

100 --—-———--- —«—-—---— 3,0 :: 109 —------------— -—----—--



TABLA II
- . u . . t . .

Auorción eclipse y maduraciónde baoteriófagos en esferoplastos

do lisozima.

Tiempo T2 A '1‘4 T5 'I'3

0 2 3: 109 2 1C 109 3 X lO9 3 x 109

5 2 2. 10n 3 :: 108 1 3: 109 2 r: 10n

10 C :: 107 7 2: 107 4 3: 108 4 :c 108

15 o 3: 10'7 2' 107 6 3' 108 6 :2 lO8

20 4 J: 107 5 :: 107 3 x lO 8 .: 10

30 2 3: 108 :1 lO8 " 2,5 :c 109 1,5 3: 109

4o 2 2: 108 3 x 108 2,6 x 109 1,8 x 109

50 2 :c 108 3 :1 108 3 J: 109 3 J: 109

60 2 J: 108 -—---—----— 2: lO9 3 x 109



EDMJE

Incorporación do proteínas on E. coli B, esforOplastos de penicili

na y cn csforoplastos do lisozima después do 30 minutos dc incúba

ción a 37°C en 014-D_L—loucina.

Radioactivi- Esforoplag Esforoplqg
dad inicial E coli B to de pcni tos do li
(Background) lina sozima

Peso disco + sustannid l 0.594 0.588 0.599+'
Poso disco 0.588 0.581 0.592

Peso sustancia J 0.006 0.007 0,007
I

Nin/1000 cuentas l 86 2.81 I 6.35 77.6o

Cuentas/fiin í ll 355 I 160 13

Cuentas/fiin - radio- l

actividad inicial l 344. 149 2
7

Factor autoabsorción i 0.955 0.945 0.945

Cucn‘bas/min/factor 365 I 160 2.14

Cuontas/hin/hg poso i 607 228 30.5

É dc incorporación i I
do proteínas í l 100 37 4,9
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.D.I.-*3.C.U.S.I.O.I1.Y. .QQHQLIISJQÍEJ. .

Dc lo: resultados obtenidos en el presento trabajo, surgen

las siguientes conclusiones:

A. .cfvcanina-9.1.611. .d.:c.l.magic; ar de l sA..-Ill.-.¡10. ¿megaman 90...]..3. ¿13.23.529.3.1.11.

Qegiioilinq y. ‘ltmpzix.04,37)‘-nnaagcg.

Iormalmonto los bucteriófagos se prendon por la punta de

sus colas a los recaptoros específicos situados en la superficie

de la pared celular. Si por algún motive los receptores han sido

destruidos, el virus no puede penetrar en la célula bacteriana y

esta es por lo tanto resistente al bacteriófago. Los resultados

obtenidos en este trabajo y discutidos a continuación demuestran

que los esferoplastcs de las bacterias Gram-negativasEscherichia

¿oli retienen su sensibilidad a los bacteriófagos específicos y
ponen en evidencia de esta manera que los receptores no fueron

destruidos durante el proceso dc esferoplastización. Comoes san

bido, los receptores están localizados en las capas lípidas ex o

riorcs de lo pered celular.

Por medio del estudio sistemático oc la adsorción de los

bacteriófagos de ln serie T, se investigó ol grado de integridad

de la pared celular en bacteriasglscgerioniq coli trotadas con Pg

nicilina y lisozimhAÉDTL.Las einíticas do aduorción estudiadas

por meïio de turbidimetria demuestran que ns ¡notorias Escqeri

cgi; coli tratadas con penicilina y lisosima-EDTÁson capaces de

//7
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adsorber todos los bacteriófagos de la serie T,

Por lo tanto queda demostrado que el tratamiento de la pa

red celular por acción de la penicilina (alteración metabólica)

y de la lisozima (rotura de la pared celular por vía enzimática)

no afecta a los receptores para bacteriófagos de la serie T que

estan incluídos en las capas lipopolisacárida y lipoprcteica. EE
tos resultados confirman nuevamente que las bacterias Gram-nega

tivas EngLQLQthacoli mantienen deepuós del tratamiento con pco

nieilina y lisozima-BDTAlas capas lipopolisacáridc y lipoprotei

ca y pueden ser clasificadas en el grupo de esggggplastos (a di

ferencia de las Gram-positivas que pierden completamente su pared

celular, formandode esta manera protoplastos).

B. adsorción de los bacteriófagos T1 TA, T6 y T .11

La adsorción de los bacteriófagos T3, T4, T6 y T7 no se pro
dujo en los primeros ensayos. Se pudo comprobar que este fenóme

no se debía al hecho de que los esferoplastcs son inducidos y

mantenidos en medios hipertónicos que contienen sacarosa, que

inhibe la adsorción de los bacteriófagos arriba citados. Elimi

nado este inconveniente reduciendo la concentración de sacarosa,

se obtuvieron cinóticas de adsorción comolas conocidas para T2

C. ¿ná isis de las pinóti_as de gdso eiów_dqulcsbacteriófagos‘de a---—------ m
///
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Los fagos T y T adsorben en los esferoplastos de penici
2 4

lina y lisozima-EDTAcon la misma intensidad que en las bacterias

intactas. Este resultado es interesante si consideramosel esque
made distribución de los receptores específicos para los bacte

riófagos de la serie T realizado por Weidel (1958) y Heidel,

Frank y Eartin (1960). Según los trabajos realizados por estos

autores, el mucopolimerono tiene receptores. La adsorción obser

vada para T3, T descrita has a 1960, comoteniendo lugar4yT7
en la capa rígida (mucopolimero) se producía en realidad sobre

restos de lipopelisacárido adheridos al mu00polímere.Los autores

citados comprobaronque los receptores específicos para T3, T4 y

T7 se encuentran en el lipopolisaeárido.

Se supone por otro lado que en la capa lipoproteica se en

cuentran los receptores específicos para T2 y T6 . No fue posi
ble hasta el momento,demostrar experimentalmente que los recep

tores para T2 y T se encuentren en la capa lipoproteica, dado6

que los procedimientos necesarios para aislar la lipoproteina,

inactivan a los receptores. (Quiglcy y colab. en 1969 demuestran

únicamente que los receptores del T6 ng se encuentran en el mucg
polímero. Debido a que no se detectan los receptores específi

cos para T2 y T6 en el mucopolímeroni en el lipopolisaearido,
se llega a la conclusión de que deben estar situados en la lipo
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proteína. (Weidcl 1958).

Finalmente Heidel y colaboradores (1954)y Heidel (1958)

dedujeron de que el receptor especifico par T5 debería estar u
bicado al azar o discontinuemente en las capas lipopoliseoárida

y lípoproteiea. El receptor es sumamentelábil frente a trata

mientos químicos.

Ahora bien, comparandolos resultados de este trabajo con

el esquemade distribución de los reeegtores específicos de Wei

del, el hecho de que T T y T7 adiorban en los esferoplastosI3 4
de penicilina y lisozima-EDTAindica la presencia de sus receptp

res intactas en la capa lipopolisacárida. Por otra parte la ad

sorción de T2 y T6 prueba la presencia de sus receptores intac
tos probablemente en la capa lipoproteica.

El hecho de que la lisis de fiscgeriphia li 1ntaeta es l-.¡..fi-—-. lo

bro en ol caso de la infección con T y T , concuerda con los r3

sultados descritos por Weidel, Kochy Lohss (1954) quienes habian

observado poca actividad de adsorción de T3 y T7 frente a nombra
nas bacterianas aisladas. Comprobaronademás la desaparición fá

cil y rápida de la actividad receptora de ¿EynJQriqnia.eoli fren

te a T3 y T7 al tratar la bacteria con agentes nocivos para la
célula.

in el caso de T3 se observa una mejor adsarción en los es
feroplastos de penicilina y lisozima-EDTLque en la bacteria in*
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taota. Este resultado hace pensar que los agentes de conversión

atacan de alguna forme la capa lipoproteica, de manera que los

receptores para T -xistentes en el lipopolisacárido, pero cu
3

biertos por la lipoproteínz‘.,oapD muyplástica, queden descubier

tos, libres a la adsorción.

Interesante resulte ser ol estudio de la adsorción del bac

teriófaae T5. La lisis es mínima al adsorbcr T5 en EpcneriqninAAq—
li intacta. En cambiose obtiene une buena lisis infectando los

esferoplastcs de penicilina y lisozimeáJDTAcon el bacteriófago

citado. Podria deducirse de este modoque, al igual que en el oa

se de T3 (localizado en 1a capa lipopoliseoárida), los receptores

pero T5 so encuentran cubiertos por la cana lipoproteice en la og
pa iigngiisecáride. Los datos obtenidos inducen e pensar que la

acción de 1a penicilina y la lisczimaáiDEA descubro áreas de re

ceptores.

La necesidad de tener que infectar las bacterias y los es

feroplastos con 200 bccteriófagos T, por celula no ha tenido c:0

plicación hasta el momento,dado que debo descarterse la hipóte

m is de que se trate de una reacción inpedida entre los receptores

y los fagos, ya que se considera que los receptores específicos

para T6 se encuentren en le capa lipoproteica o sea en le xtc
rior. El hecho de que le lisis es más eficiente a mayormultipli

pc'ïad ¿e inrección, penJite deducir que en los casos estudiados,

los receetores no son destruidos en gran escala por le acción de
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la penicilina y la lisozimaájDTA.

¿flyiqïiQÁán 51.0..195.hv-.ofv.o.11iáiïaso.5..Qbsï.c.1:\@.d=a. .r-1.i.0.r.0.s.c.op,i.q.0.l.0.0.‘6..r.6.

¿1.20.0.

A pesar del metodode fijación utilizado, que es diferente

a la fijación standard con ácido ósmico, el citoplasma y el nu
loscleoplasma de esfcroplastos presentan el aspecto descrito por

Ryter y Kellenberfler (1958) en cortes ultrafinos de bacterias.

Dos tegumentos rodean al citoplaSma y generalmente a una

vacuola de tamaño grande. Un tegumentc, el interior, se adhiere

estrechamente al citoplasma, mientras que el tegumento exterior

se desprende en largos trechcs. Las des membranas de unos 60 - 80

presentan una estructura doble.

Ss interesante apr001ar la forma esférica de los esferoplas

tos, diferente a la forma alargada de las bacterias Escherichia

coli intactas, que se observa en las preparaciones metalizadas.
Se debe este cambix>dcforma a la perdida de rigidez de la pared

bacteriana, producida por la acción de la penicilina y la lisozi
ma.

La metalización de las celulas proporciona vistas nítidas

de la interacción entre los esferoplastcs y los diferentes bactg

riófagos. Ïo sclaxente puede ser probada de esta manera la adsor

ción de los fagos a las capas específicas de las bacterias tratg
///
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das, sino también la inyección del ADNdel bacteriófago dentro

del esferoplastc. En los cortes dc esforoplaátos también se pone

en evidencia el fenómenode adsorción del bacteriófago al csferou

plasto y la inyección del LDU.

Reproducciónde bacteriófa s ¿nifnïfiercnlast¡n..;......--..o.-. ¿>.'“u.- a. h..--'vashgp Escherichia qqii.

Los esultudos obtenidos en las ‘ruebcs de multiplicación

de bacteriófagos en esferoplastcs de jpgdgnjgnquaqqli muestran

que los esferoplastos de penicilina están capacitados para formar

aprozimadamentcun 40 fi de particulas infectivas de T TiT2'3" 4
superado con las producciones en bacterias intactas. En cambio

T no se reproduce.
5

Ho fue posible demostrar la multiplicación de bacteriófagos

en esferOplastcs de lisozima-EDTA. Kczloff y Henderson (1955)

tanbien obtuvieron resultados negativos al tratar de reproducir

T en esforoplastcs de lisozima—JDTA.Estos autores atribuyen la
2

no formación del bauteriófagc a una interferencia del HDTAen 1a

inyección del ADNde manera análoga a la acción del cianuro de

cztdmio .

La incapacidad que presentan los esfercplastos de lisozinc—

de formar particulas infecciosas de cualquier bacteriófago

ensayadc, fue un resultado completamente inesperado, ya que Fra

ser y Mahler (1956) hacian logrado reproducir T en este tipo de
3

esferOplastos.
///



Teniendo en cuenta que la adsorción de los bacteriófagos

tiene lugar en los esferoplastos y con el microscopio electrónico

pueden observarse numerosos "ghosts" (cabezas vacías de bacterié

fagos), lo que significa que el ADEha sido inyectado en 1a 0613

la, se decidió estudiar el metabolismode las celulas en discu

sión, y su capacidad do reproducir bacteriófagos, por medio de
. L4 .

marcación de C r---D-—L-—leuc:.na.

Estos experimentos de..1uestrcn que el metabolismo de los e_s_

feroplastos de lisozima está fuertemente alterado o sea que exig

ten alteraciones metabólicas afin antes que la celula este en con.

tacto con los bacteriófagcs.

Estos hechos pueden explicarse con los resultados obtenidos

por Nouy colaboradores (1967). Los autores describen los efectos

destructivos del IÉD‘I’I-Tris sobre nucleótidos solubles en ácido ¿r

sobre ARNribosómioo. És posible observar la descomposición del

ARI?soluble hasta obtener las bases. 231mecanismo de esta descog

posición no es conocido. Es notable que las células sobrevivan,

afin habiendo perdido sus nucleótidos solubles y el ARNri‘oosómi

co. Según Kretsohmer y colaboradores (1969) el LlD‘LGinfluye tam

bién sobre le reproducción de bacteriófagos. Los autores demues

tran (¿ue cantidades muy reducidas de ÉJDTAinfluyan sobre la in

ducción de los "fagos, en cenbio concentraciones más elevadas in

hiben la reproducción de los mismos.
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En resumen, las conclusiones que surgen de esta serie de

experiencias son las siguientes:

El estudio sistemático de lo. adsorción e inactiwción de

los bacteriófagcs de le serie T, específicos para ;'_u‘.s.c_l‘._qri_o¿111i_a.peli,

en los esfcroplastos, obtenidos por mediode la acción de penicili
Lna y lisozima-¿JDTÁrespectivrmente, denmestm que los resultados de

adsorción obtenidos para T2 y T son semejantes en esferoplastcs y5
en bacterias intactas. Dt‘rante la formación de esferoplastos no hay

pérdida c inhibición de re eeptcres espacíficos .

La imposibilidad de los bocteriófagos T T , T6 y T deL
13 1 7

interactuar nonaahnente con los osfcroplastos se debo a la acción

inhibidor: del estabilizador sacarosa en este sistema. Despuésde

reducir la concentración de sacarosa al 10 3?),le. adsorción de los f3

o ci rr. -e 011mb 4 na 21‘ i s ec nmñacn I) * c '0' ' .ns t‘oss t10"10rr Lentcdre "o."1 1 ¿011111."1514‘13
diata de la celula huésped.

La lisis de los esfercplztstos mejora awuentandc el número

de partículas infectivas hasta 200 particulas/célula, lo cual deja.

deducir 1:: presencia de gran cantidad de receptores intactos en pa

redes de esferoplastos .

Mediante el uso del microscopio electrónico se confirmaron

los resultados mencionados. La irjeceión del ¿DE?fue verificada por
la eïservncit‘n de cabezas vacías de baeteriófegoe adheridos a las

///



células.

Aunquela adsorción de bacteriófagcs a esforoplastos de ng

nicilina y lisozinaáEDTfinc presenta diferencias, solamente cs po

siblc observar la multiplicación de T2 y T4 en esferoplastos dc po
nicilina. La acción del Í‘IDTAsobre le. pemoabilidnd celular y la dj;

sociación del ARNribosomal puede explicar la incapacidad de los eg

feroplastos de lisczimaáïDTüdo reproducir bacteriófagos específi

cos, a pecar dc que cl mecanismopara 1a adsorción e inyección del

ADNde los bacteriófcgc: este intacto.

%/w//m/.
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