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RESUMEN

Mediante el empleo de distintos métodos de ruptura de células bac-
. terianas: ondas ultrasonicas, congelaciones y descongelaciones sucesivas
7 y lisis enzimatica, estudiamos su accion y rendimiento sobre la bacteria
. denominada N-11, caracterizada por su capacidad para desarrollarse en
. medios deficientes en foésforo.
y El empleo de ondas ultrasénicas ha resultado ser la técnica mas efi-
caz de todas las ensayadas. La liberacion de proteinas citoplasmaticas se
muestra minima en medios deficientes en fésforo (medio P).

RESUME

I On a étudié des différents méthodes de désintégration de cellules
bactériennes: ondes d’ultra-son, congélation et décongzélation, et rupture
. enzymatique, sur la souche N-11, bactérie qui peut croitre aux milieux
»'f déficients de phosphore.

{?{ L’emploi des ondes ultrasoniques se montre comme le plus efficient
rf‘ méthode de tous les essayés. La libération des protéines est minime aux
g milieux déficients de phosphore (milieu P).

| SUMMARY

The desintegration of a special strain N-11 —which shows a peculiar
~ ability to grow on phosphorus deficient media— with the use of different
methods for desintegration
matic, wac studied.
Ultrasonic waves was more efficient technique that other methods
used. It also was shown than in P medium (a phosphorus deficient media)
the protein release was minimum.
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INTRODUCCION

Entre los distintos métodos utilizables en la ruptura de ce-
lulas bacterianas, aplicables a diversos fines, podemos citar co-
mo mas clasicos: lisis enzimatica, empleo de abrasivos, acciop
de ondas sbnicas y ultrasonicas, congelaciones y descongelacio-
nes bruscas y sucesivas, presion, etc. (5). Otros procedimientog
conllevan a desnaturalizacion de ciertas sustancias labiles, co-
mo ocurre, por ejemplo, con los tratamientos térmicos (ebulli-
cion, autoclavado).

La lisis enzimatica por medio de lisozima ha mostrado su
eficacia sobre bacterias Gram positivas, determinando la for-
macion de protoplastos que se lisan en medios hipotonicos (4) (1).

El efecto de las ondas ultrasonicas sobre las células bacte-
rianas es bien conocido. Se ha discutido el efecto de la forma-
cién de microburbujas gaseosas en el seno de la suspension (ca-
vitacion). En principio, la cavitacion parece ser indicio de una
pérdida de la energia que debiera incidir sobre las bacterias, pe-
ro segun algunos autores las microburbujas pueden ejercer un
efecto beneficioso facilitando la ruptura. WiLLIANS & CHASE han
revisado algunos aspectos en este sentido (5).

Un salto térmico brusco de suficiente amplitud puede ob-
tenerse alternando bajas temperaturas con calentamientos a
temperaturas moderadas. Sucesivas repeticiones conducen a la
ruptura celular, si bien algunas bacterias pueden presentar pro-
longada resistencia (5).

Pretendemos estudiar la eficacia de estos tres procedimien-
tos sobre la cepa N-11, caracterizada por su capacidad para de-
sarrollarse en medios deficientes en fésforo, utilizando medios
con bajo contenido en fésforo y medios enriquecidos. La cepa
N-11 se presenta como bacilos Gram nositivos, y ha sido descri-
ta por RamMos-CORMENZANA y colaboradores (3), quienes han es-
tudiado diversos aspectos de su comportamiento y variaciones
morfoldgicas en relacion al fosforo como nutriente.

MATERIAL Y METODOS

Medios de cultivo

El medio P descrito por Ramos-CORMENZANA (2) esta carac-
terizado por ser deficiente en fosforo.
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. El medio P+P se prepara a partir del medio P por adiciéon
fde PO,HNa, hasta concentracion final de 1 g/ 1000 ml.

‘ Como medio enriquecido, se ha utilizado agartripticasa-
soja (TSA).

- Suspensiones bacterianas

Todas las suspensiones de N-11 destinadas a lisis se han

preparado a partir de cultivos de 48 horas, obtenidos en frascos
;f Roux. Los indculos originados de estos cultivos procedian siem-
pre del mismo medio que el de cultivo. Los microorganismos se
recogen en solucion salina estéril, lavandose por centrifugacion
- a 5.000 rpm, tras lo cual se resuspenden en tampon. Las sus-
pensiones obtenidas se valoran por turbidimetria, midiendo la
- transmitancia por medio de un espectrégrafo Beckman, a 680
- nm. Para realizar cada serie de experiencias se iguala la trans-
" mitancia de todas las suspensiones utilizadas.

Lisis enzimdtica

Se han utilizado dos tipos de lisozima: Bacto-lysozyme
(DIFCO) y Lisozima-Cl inyectable (WASSERMANN). Se prepara-
ron soluciones extemporaneas, disolviendo 1 mg de lisozima en
. 10 ml de tampon fosfato pH 6,2 (DIFCO).

Se sigue la técnica descrita por WEIBULL (4) con algunas
modificaciones. A 4,5 ml de suspension de N-11 se adicionan 0,5
ml de la solucién de lisozima, la cual queda por tanto a una
dilucion final de 1/100.000. Los tubos se incuban 20 minutos a
37°C, tras lo cual se procede a su lectura. Se preparan controles
de lisozima (4,5 ml de tampon fosfato + 0,5 ml de solucion de
lisozima) y de las distintas suspensiones de N-11 (4,5 ml de sus-
pension + 0,5 ml de tampon fosfato).

B e SR e

Lisis por ultrasonidos

Se utiliza un aparato de ultrasonidos (MSE) con sonda de
titanio. Las suspensiones de N-11 se someten durante una hora
a una frecuencia de 20-22 kc/seg., registrandose amplitudes pro-
ximas a 2 micras.—Con el fin de obtener resultados comparables
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con los de las otras técnicas, las suspensiones se llevan a la
misma transmitancia, por adicion de tampon de fosfato, utili-
zandose los mismos controles de N-1i1i.

Congelaciones y descongelaciones sucesivas

Las suspensiones de N-11 se someten sucesivamente a tem-
peraturas de 37°C y —20°C, 1o que supone un salto térmico de
57°C. Se realizd0 un total de cinco congelaciones en cada caso.
Con vistas a la comparacion de resultados, se guardaron las
precauciones anteriormente resefiadas en cuanto a la transmi-
tancia de las suspensiones y la preparacion de controles.

Lecturas

Los resultados de los distintos tratamientos se valoran se-
gun dos parametros: Disminucion de la turbidez y aumento de
la absorcion de UV correspondiente a las proteinas citoplasma-
ticas liberadas. Ambas medidas se efectuian en un espectrofo-
tometro Beckman.

La disminucioén de turbidez se aparecia midiendo la trans-
mitancia en el visible, a 680 nm.

La absorcion de las proteinas liberadas se mide a 260 y 280
nm, yva que las proteinas se absorben desigualmente a distintas
longitudes de onda (4). Es preciso ontrolar la absorbancia pro-
pia de la lisozima, en el caso de la lisis enzimatica. Las bacterias
se eliminan por centrifugacion a 5.000rpm, midiéndose la ab-
sorbancia de los sobrenadantes libres de células.

RESuLTADOS

En la tabla I se expresan los resultados obtenidos en las
mediciones de la transmitancia de las distintas suspensiones de
N-11, sometidas a lisis, a 680 nm.

En la tabla If se recogen los resultados correspondientes a
las mediciones de las proteinas liberadas en los sobrenadantes
de N-11, por absorbancia a 260 y 280 nm.

Los controles de los dos tipos de lisozima empleados dieron
un 1009, de transmitancia a 680 nm, y menos de 0,01 de absor-
bancia a 260 y 280 nm.
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. TABLA I.—Efecto de los distintos métodos de ruptura sobre las suspen-
it siones de N-11: Medida de la transmitancia a 680 nm.

" Medio Control Lisozima- Lisozima- Ultrasonidos Congelaciéon y
k- Difco Wassermann Descongelacion
Er 54 64 69 60 59
PP 54 65 67 71 67

f TSA 54 68 72 75 72

; TABLA II.—Medida de las proteinas liberadas en los sobrenadantes de
] N-11 por absorbancia a 260 y 280 nm.

_. Lisozima- Lisozima- Ultrasonidos Congelacion
. Medio Control Difco Wassermantr, y
' Descongelaciéon

260nm 280nm 260nm 280nm 260nm 280nm 260nm 280nm 260nm 280nm

12 0,06 0,04 009 o007 0,11 0,08 0,11 0,08 0,10 0,07
=P 006 003 012 o010 o014 010 026 0,14 019 0,11
. TSA 0,06 0,04 0,10 008 0,12 0,09 039 020 030 0,16

. DiscusioN

En los tres métodos ensayados para la ruptura de la pared
celular de N-11 se observa una variacion de la cantidad de pro-
. teinas liberadas, segun el medio de cultivo utilizado para el
- desarrollo de dicha bacteria. Se denota una mayor resistencia
~ de N-11 en medio P, donde la proteina liberada es minima. Ello
puede explicarse por la pobreza de protoplasma que presentan
las bacterias en dicho medio, facilmente comprobable al micros-
copio (protoplasma fuertemente vacuolizado). Es suficiente la
. adicion de fosforo al medio (medio P + P) para que aumente
i considerablemente la liberacion de proteinas. En medio enrique-
cido (TSA) la cantidad de proteinas liberadas es maxima.

‘ La lisis enzimatica se muestra mas efectiva utilizando di-
luciones de lisozima a bajas concentraciones (1/100.000); traba-
jando on concentraciones mayores (1/2.000) se obtienen resul-
tados mas bajos. De los dos tipos de lisozima ensayados, la
= lisozima-Cl inyectable (WASSERMANN) eS superior que Bacto-Ly-
. sozume (DIFCO) en todos los medios de cultivo usados.
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Las proteinas liberadas por lisis enzimaticas arrojan vglo-
res bajos, incluso las procedentes de N-11 en medio P+P y
TSA. Por el contrario, la lisis bacteriana muestra un aumentg
para N-11 desarrollada en medio P lo cual no se da en los otros
métodos de ruptura utilizados, posiblemente sea debido a una
mayor accion de la lisozima en paredes celulares formadas en
deficiencia de fésforo.

El empleo de ondas ultrasonicas parece en general ser el
método mas efiaz para la lisis de N-11, aunque en medio P la
lisozima actuia mas intensamente.

La maxima liberaciéon de proteinas se obtiene empleando
ultrasonidos, en todos los medios ensayados.

La ruptura de N-11 por congelaciones y descongelaciones
sucesivas ha demostrado una situacion intermedia en relaciéon
con los otros métodos probados, tanto en la lisis bacteriana co-
mo en la liberacion de proteinas. Su accion ha sido satisfacto-
ria, observandose una actuacion mas enérgica en medio enri-
quecido (TSA) que en medio deficiente en fosforo (medio P).

La circunstancia de que determinemos la absorbancia a dos
diferentes longitudes de onda, evidencia que la absorcion es
mayor a 260 nm.

Confrontando los tres métodos de ruptura ensayados para
N-11, consideramos como método mas idoneo para realizar la
iisis bacteriana cuando se trabaja en medio deficiente en fosfo-
ro (medio P) al procedimiento enzimatico mediante lisozima.
Sin embargo, si lo que se pretende analizar es la liberacion de
proteinas, el empleo de ondas ultrasonicas resulta ser mejor.
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