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ABREVIATURAS

CRP :proteina C reactiva

EA :etanolamina,

células EA:cé&lulas cultivadas en presencia de etanolamina
DEA :N,N-dimetiletanélamina

MEA :N-monometiletanolamina

LTA o Fag :4cido lipoteicoico o antigeno de Forssman

DoC :desoxicolato sédico

MIC :concentraci6n minima inhibidora

MDI :multiplicidad de infeccibn

EDTA :8cido etilen diamino tetracético
FUdR :fluorodeoxiuridina

DNA :4cido desoxirribonucleico

D :dalton

_f :densidad

SDS :dodecilsulfato sédico

PAL :"Phage Associated Lysin"

DTT :ditiotreitol '

g :aceleraci6n de la gravedad

rpm :revoluciones por minuto:

cpm rcuentas por minuto

Vo :volumen de exclusidén cromatogrifico
Ve :volumen total de una columna

K :kilobase t:
PEG : polietilenglicol

2-ME :2-mercaptoetanol

TEMED :N,N,N'",N' tetrametil etilén diamino
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NOTAS ACLARATORIAS

Adsorcifn reversible e irreversible: aunque los términos Interac-

cién Reversible e Irreversible sean conceptualmente mis apropia-
dos, desde el punto de vista quimico, para designar los procesos
de unién entre los bacteribfagos y las estructuras periféricas

de 1la célula huésped, hemos preferido mantener los té&rminos Adsor
cibn Rever;ible e Irréversible, con los que se designa habitual-

mente a tales procesos en la literatura especializada.

PAL: en la literatura cientfifica anglosajona es la abreviatura de
las palabras '"Phage Associated Lysin". Con este término se desig
na genéricamente a diversos enzimas 1iticos producidos durante

el proceso de infecci6n fédgica, sinque ello implique necesariamen

te que el enzima esté fisicamente asociado a la particula fégica.
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1. INTRODUCCION



1.1. Generalidades

Desde que Twort (1) y D'Hérelle (2) descubrieron los pri
meros bacteri6fagos hasta la actualidad, son considerables los co
nocimientos acumulados sobre los virus bacterianos. No es preciso
sefialar la enorme contribucién que han prestado estas particulas
submicroscdpicas en el espectacular desarrollo experimentado por
la Biolog{a Molecuiar; A pesar de 1o mucho que esto. significa
por si mismo como contribucidén a la Ciencia Bisica, los fagos,
una vez més; son en gran medida los "responsables" del impresio-
nante esfuerzo cientifico que se estd realizando en la actualidad
para desarrollar esa rama de la Ciencia que se conoce como Biotec
nologia. No deja de resultar paraddéjico que la también denominada
"Ingenierfa Genética', que tantas implicaciones précticas parece
entrafiar, tenga como punto de partida las observaciones ya histd
ricas de Arber (3) sobre los fendémenos de restricci6én y modifica
cidén que se presentan durante el proceso de infeccién fégica, que

parecian revestir un inter&s puramente bisico.

A pesar de cuanto hemos sefialado, atin en 1975 existian
sistemas bacterianosde indudable importancia desde el punto de
vista préctico e incluso histérico, dentro de la Genética Bacte-

riana, como son los casos de Streptococcus pneumoniae y Neisseria

gonorrhoeae donde no se habia aislado ninglin bacteridfdgo. Limi-
tdndonos al caso de S. pneumoniae, en bacterias Gram-positivas

los conocimientos sobre algunas etapas del proceso infectivo, co
mo son la adsorcién y la liberacidén de la progenie figica se en-

cuentran mucho menos desarrollados que en el caso de las bacterias



Gram-negativas. Asimismo, el estudio de la adsorcibén fagica podria
aportar ademas de nuevos conocimientos sobre la naturaleza de los
receptores situados en las envolturas bacterianas, datos sobre el
mecanismo de incorporacidén de los componentes de la pared celu-
lar. Por otra parte, una mejor identificacién del enzima o enzi-
mas implicados en el proceso de liberacién figica podria, a su
vez, contribuir a ampliar nuestros conocimientos sobre procesos
donde, como se ha sefialado anteriormente (4,5), se da un claro
paralelismo biolégico. Entre éstos se pueden citar el efecto bac-
teriolitico inducido por antibibticos beta-lactdmicos en S.pneumo-

niae y la liberacién fdgica en la estirpe salvaje R36A de esta es

pecie; en ambos procesos parece desempefiar un papel bisico la au-

tolisina (N-acetilmuramil-L-alanil amidasa) de la cé&lula huésped.

El trabajo que desarrollamos en esta investigacién, des-
pues de un amplio examen de los antecedentes bibliogridficos rela-
cionados con nuestro tema, se centra en tratar de aportar algunas

respuestas a los interrogantes planteados en el pdrrafo anterior.



1.2. Caracteristicas generales de Streptococcus pneumoniae

1.2.1. Clasificacibén

El neumococo, una bacteria Gram-positiva originariamente

designada como Diplococcus pneumoniae, ha sido recientemente cla-

sificado como Stfgptococcus pneumoniae (6) dentro de la familia

de las Streptococcdceas.

La estrecha relacidn entre los neumococos y otros estrep

tococos se ilustra por las siguientes propiedades que comparten:

a) Morfologia: la divisién celular tiene lugar en un plano, dan-

do lugar a cortas cadenas de cocos Gram-positivos (7).

b) Metabolismo: 1a fermentacibn de la glucosa se verifica a tra-
vés de la ruta de la glicolisis, produciendo fcido lictico, COZ’
etanol y/o dcido acético (heterofermentativa), esto es, son bac-

terias l4cticas (6).

c) Estructura antigénica: i) el carbohidrato-C especie-especifico

de los neumococos parece ser anilogo (aunque antigénicamente dife
rente) al antigeno-C grupo-especifico de los estreptococos (6, 7).
ii) los antigenos-M de neumococo son proteinas tipo-especificas,
que son similares a los antigenos tipo-especificos de los estrep
tococos del grupo A (8). Sin embargo, en contraste con los estrep
tococos que comparten mayor nGmero de propiedades con los neumo-
cocos, los antigenos-M de neumococo no tienen propiedades antifa-
gociticas y los anticuerpos contra ellos no confieren proteccitn
frente a la neumonia (6, 7). iii) la subunidad peptidica del pepti
doglicano de la pared celular es similar en los neumococos y en

los estreptococos del grupo A (6, 9).



d) Transformacidon genética: la resistencia a drogas, el polisaci-
rido capsular y otros marcadores genéticos han sido transferidos
de unas especies a otras por medio de l1a transformacidén genética

(10, 11, 12, 13).

e) Homologia de Acidos nucleicos: el contenido en guanina-citosi-

na (G + C) del DNA varia entre 33 y 44 moles por ciento tanto pa-
ra los neﬁﬁococos como para los restantes estreptococos (6). Ade
mis, usando técnicas de homologia DNA-RNA se ha demostrado una
relacién genética entre los neumococos y los estreptococos de los

grupos A y H (14).

1.2.2. Morfologia

Los neumococos aislados de sus hdbitats naturales son co
cos pequefios, bacterias algo ovaladas con diidmetros de 1,2-1,8 Jm
y una longitud de 0,5-1,0 pm (estas medidas varian algo con las
condiciones de crecimiento), capsuladas, Gram-positivas, que se
desarrollan aisladamente, por parejas o en cadenas cortas. No son
méviles nk forman esporas. Todos los neumococos aislados del hom-
bre son capsulados. Las estirpes no capsuladas se han aislado en
el laboratorio durante el cultivo de estirpes capsuladas en pre-

sencia de anticuerpos anticapsulares especificos (15).
1.2.3. Crecimiento

Los neumococos tienen requerimientos nutricionales com-
plejos y se han desarrollado medios quimicamente definidos para
su multiplicacién (16). Crecen en una variedad de medios comple-
jos derivados de extractos de carne o digeridos tripticos de se-

milla de soja (p. ejem. caldo infusién de corazdn de vaca, tiogli



colato, caldo tripticasa de soja). Estos medios se caracterizan
por: a) el medio no contiene glucosa, porque la glucosa se meta-
boliza a dcido 1lictico y el pH bajo es perjudicial para el micro
organismo. Sin embargo, la adicién de glucosa a una concentracibn
final del 1% permite un incremento de 10 veces en la poblacién
bacteriana. Para conseguir esto, el Acido lictico formado tiene
que ser neutralizado usando agentes alcalinos como sosa, bicarbo
nato § carbonato. El1 crecimiento 6ptimo se alcanza a pH 7,6.

b) el medio contiene una fuente de catalasa, como sangre desfi-
brinada (conejo, carnero o humana). Los neumococos son anaero-
bios facultativos con una marcada tendencia a acumular perbxido
de hidr6geno en cultivo: aerobio. Utilizan el oxigeno principal-
mente a través de un sistema enzimitico con flavoproteina, y el
producto final del metabolismo del oxigeno es el perdxido de hi-
drb6geno (HZOZ)’ que son incapaces de degradar (17, 18). Como el
HZO2 es tbxico para los neumococos, el organismo no puede sobre-

vivir mucho tiempo en cultivos donde falte la catalasa.

Del 5 al 10% de las estirpes de neumococo requieren
una concentracidn de co, mis alta que la atmosférica para desa-
rrollarse sobre la superficie de medios sb6lidos, de aqui la con
veniencia de incubar las placas  de cultivo en un incubador con

atmbsfera de COZ'

El neumococo crece difusamente en medios liquidos sin
formar peliculas en la superficie; en cultivos viejos los organis
mos pueden sedimentarse en el fondo del recipiente. En la super-

ficie de medios s6lidos, como agar sangre, las estirpes capsula-



das producen colonias redondeadas con bordes enteros, de aproxi-
madamente 1 mm de didmetro, lisas (tipo S) y rodeado por una zo-
na de alfa-hemolisis. En medios similares incubados en anerobio-
sis, las colonias de neumococo estin rodeadas por una zona de be-
tahemolisis; esto es debido a la presencia de una hemolisina (oxi
geno-14bil), anfloga a las O-hemolisinas de estreptococos hemoli-
ticos. as colonias jovenes tienen forma de cfipula o hemisféricas,
pero segln va envejeciendo el cultivo, la autolisis provoca el
hundimiento de la porcién central de la colonia, dando lugar a
una depresidn central rodeada de un borde elevado. Los neumococos
no capsulados forman colonias mis pequefias,rugosas (tipo R), mode

radamente granulares sobre la superficie de medios sélidos (19).

La temperatura 6ptima para el crecimiento es 37°C, y
no crecen por debajo de 10°C o por encima de 45°C. E1 pH 6ptimo

es 7,6 y la supervivencia es pobre fuera del rango de 7,0 a 7,8.

1.2.4. 1ldentificacibén de laboratorio

Hay varias pruebas para la identificacién de neumococos

en el laboratorio:

a) Fermentacidén de jinulina: la mayoria de las estirpes de neumo

coco fermentan la inulina. Sin embargo, la prueba no es especi-
fica, pues este hidrato de carbono es también fermentado por algu-.

nas especies de estreptococos, tales como S. salivarius y S. san-

guis (19).

b) Prueba de la solubjlidad biliar: los agentes tensoactivos ta

les como la bilis, sales biliares y dodecilsulfato i sb6dico cau-

san la lisis de los neumococos, como resultado de la activacidn



.del enzima autolitico (20, 9). Este test debe llevarse a cabo
con células vivas, a pH neutro, y en ausencia de concentraciones
elevadas de proteina. E1 pH de esta reacci6n deberi ser neutro
porque tanto el -dodecilsulfato sb6dico como el desoxicolato s&6di-
co a pH dcido pueden dar un precipitado y por consiguiente un re-
sultado falsamente positivo. Las proteinas en el medio pueden in-
hibir la reacci6n, probablemente por unirse al desoxicolato; por
esta razbn la prueba se lleva a cabo normalmente con una suspen-

sidén de células bacterianas en solucibn salina.

La mayoria de los neumococos se lisan ripidamente mien-
tras la mayoria.de los estreptococos alfa-hemoliticos no lo ha-
cen. Sin embargo, algunas estirpes de estreptococos pueden mostrar
una tendencia a la disolucibn en presencia de sales biliares. Por
esta razbn, la solubilidad biliar puede ser considerada como una
prueba muy Gtil pero no rigurosa para la identificaci6n de los

neumococos.

c) Susceptibilidad a 1la optoquina: 1a diferencia de sensibilidad

a la optoquina (hidrocloruro de etilhidrocupreina) entre los neu-
mococos y los estreptococos alfa—hemoliticos,»es la base de esta
prueba, que es muy utilizada para diferenciar estos dos grupos de
organismos (21). La técnica se lleva a cabo empleando discos de
papel de filtro a la manera utilizada para probar la susceptibi-
lidad bacteriana a las drogas antimicrobianas. La optoquina tiene
una actividad especifica frente a los neumococos (21, 22), actuan
do como bacteriostitica a una concentracién de 1:100.000 (23).

Los otros of -estreptococos requieren una concentracifénde 1:5000



(o mayor) para ser inhibidos (23). Por consiguiente, la prueba

se lleva a cabo con un disco de papel de 6 mm impregnado con

0,02 ml de una disolucidn acuosa 1:4000 del reactivo. El disco
se coloca en una placa de agar sangre inoculada con un cultivo pu
ro del organismo. La incubacidn deberia llevarse a cabo en ausen-
cia de COZ’ porque la zona de inhibici6én se reduce en estas condi

ciones.

d) Identificacién serolégica: el método mis simple, mis répido y

mis exacto para identificar los neumococos presentes en muestras
bioldégicas o en cultivos es la prueba serolégica conocida como
"reaccidn de hinchamiento capsular'". La prueba se lleva a cabo
mezclando sobre el asa de platino la suspensién bacteriana con
anticuerpo anficapsular especifico; para que las bacterias se ha-
gan mis ficilmente visibles el antisuero se mezcla normalmente

con una solucién al 1% de azul de metileno. El1 examen microscépi
co muestra a los neumococos rodeados por una gran cépsula. La apa
riencia capsular es debida a una combinacidén entre la céapsula hin-
chada y la mayor refraccién del precipitado formado cuando el an
ticuerpo reacciona con el polisacdrido capsular sobre la superfi-
cie de la célula. Los antisueros reaccionantes con todos los 84
polisacdridos capsulares de neumococo pueden obtenerse del Statens
Seruminstitut, Copenhague, Dinamarca. A causa del gran nGmero de
tipos individuales de neumococo, el tipado se lleva a cabo mejor
en tres etapas: en primer lugar,usando un antisuero polivalente
altamente concentrado denominado "omnisuero" (24), que reacciona
con todos los tipos capsulares de neumococo y es el reactivo mis

Gtil para el pronto reconocimiento de los neumococos con inde-
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pendencia del tipo capsular. En segundo lugar, la "reaccibn de
hinchamiento capsular'" se repite con diferentes mezclas de anti-
cuerpos, cada una conteniendo anticuerpos frente a 7 a 11 tipos,
hasta que se encuentra una reaccibn positiva. Finalmente se prue
ban individualmente los anticuerpos de la mezcla que resulte po-
sitiva en el segundo test, hasta que se pueda identificar una

reaccidén tipo-especifica.

e) Inoculacidn en animales: el ratén albino es extraordinariamen-

te sensible a 1la infeccidén con muchos tipos de neumococo cuando
se inoculan por via intraperitoneal. En algunos casos, una Gnica
unidad formadora de colonia es suficiente para causar una infec-
cién letal. Como el ratén eliminari normalmente otras bacterias
presentes en el cuerpo antes de morir a causa de la infeccitn neu-
mocbcica, es posible aislar los mismos en cultivo puro a partir
de la sangre de un animal infectado por via intraperitoneall El

animal muere normalmente al cabo de 96 horas de ser inoculado.

Tan pronto como el animal muere se hacen cultivos de 1la
sangre extraida del corazbn y del 1iquido peritoneal, asi como
tinciones de Gram y "reacciones de hinchamiento capsular" para

la identificacibén de los aislamientos.

1.2.5. Estructura y fisiologia del neumococo

Una seccibén transversal esquemitica (Figura 1) de 1la

célula de neumococo muestra:

a) El polisacérido capsular
b) La pared celular

c) La membrana citoplésmica
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polisacdrido capsular

pared celular
membrana citopldsmica

Figura 1.- Seccibn transversal esquemitica de S. pneumoniae duran

te la divisidén. Las flechas indican el plano de divisién.

»
)
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Vamos a examinar con cierto detalle algunas propiedades

estructurales y fisiolbégicas de cada uno de estos componentes.

1.2.5.1. Polisaciridos capsulares

Las cdpsulas de los neumococos se componen de grandes
polimeros de monosacidridos que forman geles hidrofilicos sobre la
superficie'de los organismos. Aunque la composicién de muchos de
estos carbohidratos capsulares es conocida, solo han sido defini-
tivamente determinadas las estructuras de unos pocos (p. ejem.
los tipos 3, 6 y 8). E1 tipo 3 por ejemplo, consiste en unidades
repetitivas de dcido celobiurdnico, es decir D-glucuronil—p(1 - 4)
D-glucosa 3 1 - 3 (25). Los polisacdridos de neumococo exhiben un

extraordinario grado de especificidad.

Sin embargo, se han descrito reacciones cruzadas con
a) antigenos capsulares de otros tipos de neumococo (p. ejem. ti-
pos 3 y 8; tipos 2 y 5; tipos 7 y 18; y tipos 15 y 30); b) poli-

saciridos de otras especies bacterianas, como Escherichia coli,

Salmonella sp, Klebsiella pneumoniae y Hacmophilus influenzae

tipo b; v ¢) isoantigenos humanos del grupo sanguineoABO. La
reaccién cruzada con sustancias A, B, Hy Le esti relacionada
probablemente con la N-acetil-D-glucosamina que es el grupo ter-
minal conin compartido por estos polisacdridos (26). La hemoli-
sis que se ha observado en pacientes con infecciones del tipo 14

puede estar relacionada con esta antigenicidad compartida.

Las cipsulas tienden a hacerse mis grandes durante la

fase exponencial de crecimiento, cuando la sintesis del polisa-
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cdrido es mixima. En fases mis tardias, llegan a ser mis pequefias
debido a la difusi6bn del polisacirido en el medio circundante,
Los polisaciridos capsulares tipo-especificos liberados al medio
por los neumococos en crecimiento poseen una toxicidad relativa-
mente escasa pero son sin embargo importantes en la patogénesis
pues neutralizan los anticuerpos antes de que éstos tengan oportu
nidad de unirse a lﬁs heumococos que invaden los tejidos. La gluco
sa estimula la produccidén capsular y los polisacidridos capsulares
pueden detectarse por aglutinacidn, por precipitacién y por la
"reaccion de hinchamiento capsular". Asimismo, pueden también de-
tectarse en sangre, liquido cefalorraquideo y orina por "contrain

munoelectroforesis'" (27).

Mediante el empleo de estos polisacdridos capsulares in-
munoldgicamente distintos, se han identificado 84 tipos de neumo-
cocos. Austrian ha demostrado que solo 14 de ellos son responsables
de mis del 80% de todas las infecciones neumocdcicas en Estados
Unidos y Europa (28). Los serotipos mis comunes asociados con en-
fermedades neumocdcicas infantiles son el 1, 3, 6A, 14, 19F y 23F
seglin 1a nomenclatura danesa. Ciertos tipos de neumococo son mis
virulentos que otros; entre los primeros se encuentran los perte-

necientes a los tipos 1, 2, 3, 4 7A, 8, 12F y 14,

El polisacirido capsular es considerado como el responsa-
ble de 1a patogenicidad de los neumococos. Aunque el polisacirido en
si mismo no es tbxico para el hombre, 1a capsula protege a las bs t;
rias ¢ - la fagocitosis, por un mecanismo desconocido, y es esenci:

para su virulencia. Solo las cepas lisas, aapsuladas son patégenas pa
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ra el hombre; y la virulencia, para un serotipo dado esti relacio-
nada con el tamafio de la clpsula. Los neumococos de diferentes ti-
pos, con el mismo tamafio de cfpsula, varian grandemente en su vi-
rulencia. Los neumococos rugosos (tipo R), no capsulados, incluso
a dosis relativamente altas de inéculo, no son patbgenos y son fa-

gocitados répidamente.

La inmunizacidn mediante el empleo de polisacéridos cap-
sulares protege contra la infeccién subsecuente por el tipo homé
logo, y esta es la base para la preparaci6n de la vacuna de neu-

mococo recientemente comercializada (Neumovac) (29).

Los cultivos de neumococos capsulados generan variantes
no capsuladas a una tasa baja pero definida. Cuando tales cultivos
se multiplican en presencia de antisuero homélogo tipo-especifi-
co, las células S capsuladas se aglutinan y los mutantes espont4-
neos R adquieren asf una ventaja selectiva. Después de varios pa-
ses en dicho medio la mayoria de las células recuperadas estarin
desprovistas de cdpsulas y habrin perdido por consiguiente tanto
su especificidad tipo como su virulencia. Usando esta técnica,
Colin MacLeod obtuvo la estirpe rugosa R36A (30) que es el neumo-
coco tipo salvaje usado en nuestro laboratorio. Los mutantes R
también tienden a seleccionarse cuando las células S se subculti-

van repetidamente en agar sangre.

Por el contrario, en cultivos de neumococos R algunas cé
lulas revierten a tipo S. Si el suero anti-R estd presente en el
medio las células S se ven selectivamente favorecidas, y en sub-

cultivos subsiguientes reemplazarin a las células R. Cuando los
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neumococos R se inyectan a un rat6én blanco, los mutantes S adquie-
ren mayor ventaja selectiva, pues los fagocitos del huésped destru
yen ripidamente las células no capsuladas pero no las capsuladas,
que contindan multiplicindose y eventualmente matan al huésped. Los
tejidos del ratén vivo proporcionan un medio.decultivo altamente
selectivo. Este principio sirve de base al método convencional de
mantenimiento de 1d madxima virulencia de cultivos de neumococo in-

yectindolos en ratones a intervalos frecuentes.

1.2.5.2. Pared celular

Las paredes celulares de neumococo pueden aislarse por mé
todos convencionales siempre que se tomen las precauciones necesa-
rias para bloquear la actividad de la poderosa murein-hidrolasa
(autolisina) presente en S. pneumoniae. Esta pared contiene dos

componentes macromoleculares mayoritarios: !
i) peptidoglicanos
ii) 4ci.o teicoicos

1.2.5.2.1. E1 peptidoglicano: la base estructural de la pared de

S. pneumoniae la constituye el peptidoglicano, que consta de resi-
duos alternantes, unidos por enlaces P 1,4, de N-acetil-D-gluco-
samina (2-acetamido-2-desoxi-D-glucopiranosa) y &cido N-acetil-
murimico (2-acetamido-3-0-(D-1-carboxietil)-2-acetamido-2-desoxi-
D-glucopiranosa) (9, 31). Cada residuo de murimico se une covalen
temente, a través de su grupo carboxilo, a subunidades de tetra-
péptidos, que a su vez parecen entrecruzarse al menos hasta forma:
dimeros y trimeros (9). Los aminodcidos presentes, en la pared de

neumococo son: L-alanina, D-isoglutimico, L-lisina y D-alanina.lLa
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raz6én molar de lisina y Zdcido glutémico a glucosamina o 4cido mu-

rémico se ha comprobado que era siempre mayor que 1 (y la raz6n mo
lar de alanina a glucosamina o &cido murfmico era siempre mayor que
2). Sobre la base de esta observacibn, se ha sugerido que la muref
na de neumococo puede pertenecer al tipo III (32). Sin embargo, no
hay evidencia directa para esto, y las cadenas peptidicas latera-

les pueden estar entrecruzadas por péptidos que contengan aminofci-
dos adicionales; asf cantidades pequefias pero significativas de se
rina y glicina estfn presentes continuamente en preparaciones puri

ficadas en paredes.

La figura 2 representa esquemfiticamente la estructura
quimica de 1a pared celular de neumococo. Debemos sefialar que mu-
chos aspectos de este esquema son hipotéticos; asi se carece de
informacién no solo sobre la naturaleza de los puentes interpep-
tidicos, sino también sobre la secuencia, estereoquimica, y posi-
ble amidacibn de los residuos aminoicidos dicarboxilicos. También
se desconoce el grado de entrecruzamiento, la longitud media de
las cadenas glicénicas y el dcido teicoico, la frecuencia de los
residuos libres de &4cido murimico, y los sitios y la naturaleza
quimica de la unién de las unidades de 4cido teicoico a-la cadena

glicénica.

Ademis de los componentes clisicos de la pared celular,
no ;e puede excluir la presencia ocasional o invariable de comp>-
nentes adicionales funcionalmente importantes. Por ejemplo las
pequefias cantidades de fenilalanina, leucina y otros aminofdcidos

que habitualmente no se encuentran en la pared parecen indicar la
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Figura 2.-Modelo esquemitico de la estructura de la pared celular

de Streptococcus pneumoniae. Las cadenas glicinicas se representan
por las letras G-M-GM, que indican los residuos de N-acetilglucosa
mina (6) y 4cido N-acetilmurimico (M). Las cadenas laterales pepti
dicas se representan en el diagrama por trazos verticales (]) inter:.
conectadas por uniones transpeptidicas. La secuencia propuesta de
aminoicidos de los péptidos se indica en simbolos (ala-glu-lys-ala)
en el lado izquierdo del diagrama. El dcido teicoico de pared que

contiene colina se simboliza por el rectdngulo grande, y la posible
estructura quimica (45) se indica dentro del rectingulo (arriba

a la izquierda). Los nimeros se refieren a los distintos procedimien
tos, mis o menos selectivos, que pueden usarse para separar la
pared celular en sus componentes macromoleculares: 1= 4cido nitroso
2= Acido tricloroacético frio; 3= metaberyodato sb6dico; 4= hidré-

- xido sédico o 4cido clorhidrico y 5= formamida caliente. La fle-
cha nGmero 6 (arriba a la izquierda) sefiala el residuo de fosfo-
rilcolina que estd unido por un enlace ester al carbono 6 de
N-acetilgalactosamina. Los triingulos negros sefialan el enlace

que rompe la amidasa de neumococo entre los residuos N-terminal de
L-alanina y el 4cido N-acetilmurimico. Los triingulos blancos sefia
lan el enlace glicosidico sensible a la accién de la muramidasa .

de Charalopsis (33)..El nfimero I en circulo (arriba a la derecha)
indica los complejos glicano-4cido teicoico de alto peso molecu-
lar; 11 en circulo (en el centro a la derecha) representa los pro
ductos peptidicos de bajo peso molecular de la hidrélisis por 1la
amidasa de neumococo. E1 nGmero 1 en circulo (abajo a la izquierda)
indica la posible estructura de los productos de alto peso molecu-
lar de la hidrélisis por la muramidasa; el nGmero 2 en circulo sim
boliza el monémero y oligémero del disacdrido-péptido. [Tomado

de (219)].
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presencia de alguna proteina unida a la mureina. Quizds la figura

2 ofrece un mayor interés experimental si tenemos en cuenta que re-
sume los procedimientos experimentales mediante los cuales se pue-
de fraccionar -de una manera mis o menos selectiva- la pared celu-
lar de neumococo en sus componentes macromoleculares. El mecanismo
preciso de cada uno de estos métodos no se conoce con exactitud,

y la extraccidn selectiva de los icidos teicoicos por peryodato,
dlcali suave o &cido y formamida caliente conducen a varios grados
de degradaci6n del 4cido teicoico. La extraccidén de los componen-
tes del Acido teicoico por estos métodos no es siempre cuantitati-
va. Durante la lisis de neumococos inducida por desoxicolato y du-
rante la disolucién de paredes celulares purificadas de S. pneumo-
niae po autolisina aislada de neumococos, las paredes celulares

se degradan via hidré6lisis de los enlaces amidicos entre los gru-
pos carboxilo del Acido murdmico y el gfupo amino de la alanina
N-terminal de las cadenas peptidicas laterales (9). Tales hidroli-
zados pueden fraccionarse pudiendo detectarse complejos de glica-
no-icido teicoico de alto peso moleﬁular y mondmeros y oligbmeros
entrecruzados por la malla peptidica de la mureina (Figura 2).

Por otra parte, la hidrb6lisis de paredes celulares de neumococo

por la muramidasa de Charalopsis (33) da lugar a dos fracciones ma
yoritarias que contienen péptidos: un material de alto peso molecu-
lar conteniendo mis del 90% del &cido teicoico de la pared y apro
ximadamente un 30% del material peptidico total y una fraccién de .
menor peso molecular conteniendo un 70% del material peptidico y A
solo un 10% del &dcido teicoico (figura 2). Esta Gltima fraccibn

puede ser separada posteriomente en otras tres de distinto tamafio
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que representan, presumiblemente, monémeros disaciridos-tetrapépti
dos, bis-disacirido-tetrapéptido, y oligémeros mayores de unidades

entrecruzadas de disacidridopéptido (figura 2) (33).

1.2.5.2.2. Acido teicoico: Los #cidos teicoicos son polimeros que

contienen aldol fosfatos, que son componentes mayoritarios de 1la
envuelta celular de las bacterias Gram-positivas. Se ha demostra-
do su participacién en una variedad de fenémenos fisiolbgicos en
varias especies bacterianas: a) como receptores fégicos (34, 35,
36); b) como determinantes antigénicos (37); c) como modificadores
de la sensibilidad celular a los agentes liticos de membrana (38);
d) en el mantenimiento de las concentraciones adecuadas de ifn
magnesio en la superficie celuiar, pues son los polimeros poliari6
nicos mis fueftemente cargados en la superficie de las bacterias
Gram-positivas, y proporcionan carga superficial a estas células
(39); e) como activadores de la ruta alternativa del complementc

(40).

Los neumococos tienen un requerimiento nutricional absc-
luto por 1la colina, y la eliminacién de esta sustancia del medic
de cultivo provoca la detencibn de la multiplicacifn celular (41,
42). Esta dependencia de 1la colina, condujo al descubrimiento de
que los fcidos teicoicos presentes en la pared celular de los neu-
mococos, contienen colina. El1 85% de la colina de la cé&lula estf
comé constituyente del 4cido teicoico (carbohidrato C, antigeno
C) (9, 43); el 15% restante esti en el antigeno de Forssman (an-
tigeno F, fcido teicoico de membrana) localizado en la membrana

plasmiatica (44).
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Si se observa la figura 2 queda claro que las preparacio-
nes de polisaclrido C pueden diferir siginificativamente en compo-
sicidén quimica dependiendo del procedimiento que se haya usado pa-
ra producir el material. La extraccién con 4cido tricloroacético
frio (45) o formamida caliente producirian 4cido teicoico mis o
menos degradado, virtualmente libre de péptidos o material murei-
nico. En contraste, los procedimientos basados en hidrélisis enzi-
mitica (p. ejem. lisis celular inducida por desoxicolato) dan lu-
gar a 8cido teicoico de alto peso molecular unido a cadenas glici
nicas de la mureina (I en la figura 2). Ademds, tales preparacio-
nes pueden contener también cantidades variables de material pep-
tidico, originados por una accién incompleta de la autolisina.

Los antisueros producidos contra tales antigenos de polisacérido
C pueden contener mis de una clase de anticuerpos, algunos dirigi-
dos contra el 4cgdo teicoico y otros contra porciones.del material
peptidico (46). Esta aparente confusién puede subsanarse recordan
do que "polisacﬁrido c" e§ un término inmunolégico, mientras que
"dcido teicoico de pared de neumococo" se refiere a una entidad

bioquimica definida.

El componente colina-fosfato del 4cido teicoico de pared
de neumococo es responsable también de otras dos reacciones inmu-
noldgicas interesarites: la interaccién de los neumococos con la
proteina C-reactiva (47) y la aglutinacidn de los neumococos por

ciertas proteinas de mieloma (48).

La sustancia C de neumococo es un dcido teicoico comple-

jo de pared celular, cuyas subunidades repetitivas contienen coli

hal
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na, fosfato, glucosa, N-acetil-galactosamina, y una diaminotride-
soxihexosa, unida por residuos ribitol fosfato (26, 44). Se han
propuesto varias estructuras para este &cido teicoico. En uno de los
modelos, como se muestra en la figura 2, las unidades de N-acetil-
galactosamil se unen glicosidicamente a la posicidén 2 del D-ribitol,
y se sustituyen en sus grupos 3-hidroxilo con colina fosfato. Nc
todos los residuos de N-acetil-galactosamil estin sustitufdos pcr
colina fosfato; esto esti de acuerdo con la observacidén de que 2n-
tisueros preparados contra la sustancia C producen reaccién cru:a-
da con el polisacirido capsular del tipo 4 de neumococo del que se
han eliminado los sustituyentes piruvilo (49); la reaccidén cruzas-

da se ha atribuido a mGltiples residuos de N-acetil-galactosamira
con el carbohidrato del tipo 4 1o que sugiere la presencia de ta-
les residuos carentes de sustituyentes en el 4cido teicoico C. Fe-
sultados recientes parecen confirmar que la colina fosfato esté
unida a los residuos N-acetil-galactosamina a través de la posi-

cidn 6 (45).

Se ha sugerido que todos los &cidos teicoicos que contie-
nen ribitol se unen a las cadenas glicinicas del peptidoglicano,
via un trimero de 1,3-glicerol-fosfato unido a la posicién 6 del
residuo del dcido N-acetil-murimico (50), como se ve en la figu-

ra 2. Este tipo de unidén se ha demostrado para Staphylococcus

aureus H (51) y otras bacterias Gram-positivas. Sin embargo, no
se conocen los sitids y la naturaleza quimica de la unidn de las

unidades de dcidos teicoicos a la cadena glicdnica en neumococo.

La sustancia C da un precipitado con una proteina (pro-

teina C reactiva)que aparece en el suero humano y en el de cone-
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jo durante infecciones agudas y procesos inflamatorios de varios
origenes (52, 53). La proteina C reactiva (CRP) no es un anticuer-
po, sino una P—globulina que aparece ripidamente en el suero de los
animales infectados, aumenta durante la reaccidén inflamatoria, per
siste solo durante la actividad de la lesidén y desaparece durante
la convalecencia. Las concentraciones en suero de CRP aumentan mar
cadamente en las primeras 24 horas después de la infeccidn neumo-
cdcica (54). La interaccibn de CRP con el carbohidrato de neumo-
coco puede iniciar 1la fijacién del factor C1 y la activacién de
la via clésica del complemento (55), lo que conduce a la fagocito-
sis del complejo (56). En experimentos llevadesa cabo usando CRP
humana altamente purificada, la activacién de la via cléisica del
complemento recuerda mucho lo que producen los complejos inmunes
compuestos de polisacdridos C y anticuerpo contra la sustancia C
(57). Es posible, entonces, que la CRP pudiera iniciar la opsoni-

zacidén a través de 1la via clisica del complemento; sin embargo,

no esti demostrado el papel protector "in vivo" de esta intera«i®n.

El requerimiento nutricionél de 10s neumococos por la co-
lina, puede satisfacerse mediante el empleo de andlogos estructu-
rales como la etanolamina, N-metilamino etanolamina, o N,N dime-
tilamino-etanolamina y otra serie de aminoalcoholes (58) algunas
de cuyas estructuras se muestran en la figura 3. Sin embargo, los
neumococos son incapaces de llevar a cabo 1la metilacidn de la eta-
nolamina en los &cidos teicoicos, cultivando los neumococos en
un medio conteniendo etanolamina en lugar de colina (58). Esta
sustituciébn de la colina por la etanolamina (EA)en la pared celular

trae consigo varias alteraciones fisioldgicas (58):
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CH

3
CH.OH-CH,-N*“= CH colina
2 2 ~ 3
cH,
- CHy
CH,OH-CH,-N N,N-dimetil etanolamina
2 27 e
3

CHZOH-CHZ-NH-CH3 N-monometil etanolamina

CH,OH-CH,-NH

2 2 2 etanolamina

Figura 3.- Estructura quimica de algunos aminoalcoholes que pueden
formar parte de los 4cidos teicoicos de 'S. pneumoniae.
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a) La no separacibn de las cé&lulas hijas después de la divisién
celular, de manera que las células EA forman largas cadenas, cuyo
tamafio va paralelo con la multiplicaci6n alcanzando el tamaiio de

varios cientos de cocos por cadena en la fase estacionaria.

b) Resistencia a la lisis, incluyendo: lisis en la fase estacio-
naria, lisis por adicibén exbgena de la autolisina extraida del ti

po salvaje, lisis inducida por detergentes, y lisis por antibib-

ticos bacterioliticos no relacionados quimicamente.

c) Incapacidad de adquirir el estado de "competencia'" para la

transformacidén genética, debido probablemente a la incapacidad de
las bacterias de reaccionar con 1la sustancia activadora de la com
petencia (una proteina que puede inducir el estado de competencia

en este organismo).
d) Inhibici6n de la adsorcién de ciertos bacteridfagos.

Todas estas propiedades son consecuencia de dos defec-
tos primarios de los neumococos multiplicados en presencia de eta

nolamina:

a) Las paredes celulares de las células EA son totalmente resisten-

tes a la actividad degradativa de la amidasa autolitica de neumo-

coco (9). Esta resistencia no es debida a alteraciones en la compo-

sicidn quimica (si se exceptGa la presencia de etanolamina en lu-
gar de colina) o en la estructura de l1a pared celular, pues se ha
demostrado que las paredes celulares que contienen etanolamina o
colina dan origen a los mismos tipos de productos de digestibn

cuando se tratan con la muramidasa de Charalopsis (9). Ademis, 1la

conversibn de los residuos de etanolamina en colina, por metila-

Y
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cibn con yoduro de metilo, sensibiliza de nuevo a la pared celular
frente a la amidasa; esto indica que, por lo que se refiere a la

susceptibilidad a la amidasa, la finica diferencia relevante entre
las paredes celulares con etanolamina y con colina es el componen-

te amino-alcohb6lico (33).

b) Las células EA contienen un enzimaautolitico de bajo peso mole-
éular (3,§.x 104D)>eniim5ticamente inactivo (forma E), que puede
convertirse en el enzima normal, de alto peso molecular (1,3 x
106), cataliticamente activo (forma C) incubando a baja temperatu-
ra la forma E con paredes que contienen colina, en una reaccibn

"in vitro" (59).

Todas las propiedades anémalas mostradas por las células
EA desaparecen mediante la adicifn de colina a los cultivos de neu
mococo que contienen etanolamina, para lo cual basta que el culti-
vo esté en multiplicacibén activa para permitir que tenga lugar 1la
incorporacifén celular de 1la colina (58).Después de la adicibn de
colina al medio de crecimiento, los. neumococos comiénzan la biosin
tesis de compuestos fosforilados que parecen ser los precursores
metab6licos de lé colina éué se inteé;é-en iaé complejos macromole-
culares que forman parte del 4cido teicoico 660). El mecanismo de
este cambio a la utilizacibn de la colina no es conocido en la ac-
tualidad. A continuacifn, las unidades nacientes de dcido teicoico
que contienen colina se unen a unidades de peptidoglicano sintetiza
das al mismo tiempo (61) y estos complejos se incorporan a la pared

celular exclusivamente en la regibén ecuatorial de la misma (62).

La aparicibén de unidades de pared que contienen colina

tiene dos consecuencias bioquimicas importantes:
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a) La regibn ecuatorial de la pared celular de neumococo se vuelve

sensible a la autolisina, y

b) la autolisina tipo C, cataliticamente activa, reaparece en la
célula (ya sea a través de sintesis "de novo" o por conversidn
"in vivo'" de la autolisina tipo E inactiva de las c&lulas FA a la

forma C activa)

A los 10 ﬁinﬁfos de la adicidn de colina al medio, rea-
parece la sensibilidad a la 1lisis inducida por detergentes. Si

se afiade la autolisina tipo C a tales bacterias, bajo ciertas con-
diciones, se digiere, selectivamente, 1a regidn ecuatorial provo-
cando la "rotura" de Iapared celular en dos hemisferios que contie-
nen etanolamina (63). La capacidad de adquirir el estado de "com-
petencia' para la transformacidn genética por exposicién a la pro-
teina activadora se desarrolla pocos minutos después de la adicidn
de colina; sin embargo, la desaparicién de las largas cadenas que
forman las células EA a otras mds cortas caracteristico de las bac
terias incubadas en presencia de colina, solo se completa después
de un periodo de tiempo comprendido entre 5 y 6 horas. La formacidn
de cadenas por los neumococos que se multiplican en etanolamina
sugiere que un paso tardio o terminal en la separacidén de las cé-
lulas bijas durante la divisidn celular puede implicar la accidn

de la autolisina sobre el sustrato enddgeno de la pared celular.

El hecho de que la rotura de las cadenas ocurra gradualmente y de
forma mias lenta que la rédpida reaparicidén de la sensibilidad a 1la .
lisis, indica posiblemente que la separacidén fisica de las células
hijas puede ocurrir solo en septos que fueron iniciados después

de la adicibén de colina, esto es que contengan exclusivamente dci
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dos teicoicos con colina (58).

Una de las principales conclusiones que sededuce de
cuanto acabamos de exponer es que los &cidos teicoitos: ejercen
sus efectos fisiolb6gicos a través de la modulacibn de 1a activi-
dad autolfitica. La amidasa de neumococo requiere una interaccibn
con los residuos de colina del &cido teicoico para su actividad
éataliticé;reété'éé, ia autolisina reconoce especificamente los
residuos de colina en el 4cido teicoico ademis del enlace amidi-
co muramil-alanina en el peptidoglicano. El1 hecho de que las pare-
des de las c&lulas EA sean inactivas en la conversién "in vitro"”
del enzima tipo E al enzima tipo C indica que la interaccibn en-
tre la amidasa y el &cido teicoico que contiene colina es impor-
tante, no solo para la actividad hidrolitica del enzima, sino tam-
bién para la conversib6n de 1a forma inactiva de 1a amidasa (forma
E, presente en las células obtenidas con etanolamina) a la forma
activa (forma C, presente en los neumococos obtenidos en presencia
de colina). Se ha sugerido que las moléculas de forma E se agre-
gan para dar origen a la forma C, activa sobre la superficie de 1la
Apared celular, mientras interacciona de alguna manera, con icidos
teicoicos que contienen colina. Durante esta conversi6n un polisa-
cirido, que contiene fcido teicoico y glicano, pero no la cadena
lateral de la mureina, llega a asociarse con el enzima y se ha su-
gerido que esta asociacién contribuye a la estabilidad de.la for-
ma C (59). Como en los neumococos obtenidos en presencia de colina
hay pequefias cantidades de enzima E, se ha propuesto que la auto-
lisina en su forma E puede representar un precursor biosintético

normal pero inactivo de enzima autolitico. La activacidn de este
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pre-enzima puede ocurrir en una etapa post-ribosomal en la super
ficie celular via interaccibén con los 4cidos teicoicos que contie
nen colina.

1.2.5.3. La membrana citoplédsmica

Las membranas plasmiticas de neumococos se preparan nor-
malmente por digesti6ébn de las c&lulas con autolisina purificada
de neumococo en preéenéia de tampbén que contiene sacarosa al 20%
seguido de l1a rotura en medios hipoténicos, lavados, y sedimenta-
cién en una ultracentrifuga. La sedimentacidén de tales preparacio-
nes de membranas a través de gradientes de sacarosa del 10 al 60%
segln el método de Popkin y colaboradores (64) da lugar a dos frac-
ciones. La fraccidén de menor densidad contiene vesiculas membrano-
sas de apariencia similar a las vesiculas mesosomales de las mem-
branas fraccionadas de estafilococos descritas por Popkin y colabo-
radores.

Vamos ahora a analizar con cierto detalle dos compuestos
importantes de l1a membrana citoplidsmica de neumococo como son:
i) el antigeno de Forssman (4cido lipoteicoico o LTA).
ii) el enzima autolitico (N-aéetilmuramil-L-alanil amidasa), que
también estd presente en el citoblasma.

1.2.5.3.1. E1 antigeno de Forssman (4cido teicoico de membrana).

En general, los 4cidos teicoicos de membrana (&cidos 1i
poteicoicos o LTAs) contienen una cadena lineal de 25 a 30 residuos
de glicerol fosfato unidos covalentemente a un glicotipido, (fi-
gura 4), y estin ampliamente extendidos como componentes asocia-
dos a membrana en bacterias Gram-positivas (65,66). La parte 1i-

pidica de estos &cidos lipoteicoicos se sitGia, posiblemente, en
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la capa mis externa de la membrana citoplismica, mientras la por-
cidén hidrofilica se proyecta hacia afuera. Una caracteristica ge-
neral de estos fAcidos lipoteicoicos es que se intercalan dentro

de la matriz de la pared, jugando un papel bisico en elcontrol

de la actividad autolitica en varios sistemas bacterianos (67, 68),
y que,cuando llevan determinartes antigénicos, son accesibies des
de fuera. Los Adcidos lipoteicoicos se han identificado como cofac
tores esenciales en la biosintesis de la pared celular (69) y co-

mo agentes responsables de la adherencia bacteriana (70).

El antigeno de Forssman de neumococo (antigeno F,icido
lipoteicoico, LTA) es finico en el sentido de que no contiene gli-
cerol y su estructura es similar a la del antigeno C (un icido
teicoico de péred que contiéne ribitol) (44), con el que tiene reac
cién cruzada (71). Sin embargo, los dos polisaciridos son diferen-
tes en varios aspectos: 1) el 4cido teicoico de pared (antigeno C)
no contiene residuos lipidicos, mientras el antigeno F contiene
lipidos unidos covalentemente (el 6,5% en peso son 4cidos grasos);
2) el &dcido teicoico de pared es el portador del determinante an-
tigénico especifico C de la bacteria, mientras el antigeno F, in-
cluso aunque tenga reaccién cruzada con el antigeno C, es el Gni
co responsable del determinante de Forssman en el neumococo. El an
tigeno de Forssman representa un grupo general de antigenos con
reaccién cruzada entre si que tienen la propiedad comGin de indu-
cir, en conejos, la formacidén de anticuerpos reactivos con hema-
ties de carnero. Estd ampliamente distribuido en tejidos de mami-
feros (72, 73) y en neumococo el &cido lipoteicoico 1lleva este de-

terminante antigénico; 3) el carbohidrato C se localiza en la pa-
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red celular, comprendiendo entre el 40 y el 50% de su peso seco,

y estd unido covalentemente al peptidoglicano; el antigeno F se aso
cia con la membrana plasmdtica, pero es accesible desde el exterior
pues se intercala con la matriz de la pared celular; 4) el antige
no F estd presente en la célula en mucha menor cantidad que el ici

do teicoico (aproximadamente una décima parte) (44).

Ei dcido teicoico de membrana de neumococo es un fuerte
inhibidor del enzima autolitico, inhibiendo no solamente la acti-
vacidon "in vitro'" de este enzima (conversidén de la forma E en ()
sino también la actividad catalitica de la amidasa activada (for
ma C). Asimismo, se ha sugerido que la inhibicién del enzima por
el antigeno de Forssman ocurre también '"in vivo'; asi en experimen-
tos en los que el antigeno de Forssman se afitade a cultivos de nesu-

mococos (48, 67) se ha observado:

1) formacidén de cadenas por inhibicién de la separacién de las cé
lulas hijas después de la divisidén celular.

2) resistencia a la lisis inducida por penicilina.

3) resistencia a la lisis en la fase estacionaria.

4) proteccidén frente a la lisis inducida por fagos.

Todas estas propiedades son tipicas de neumococos en los
que se ha inhibido la actividad endégena de la amidasa autolitica.

Parece,por tanto, que las moléculas del antigeno de Forss
man o Fag pueden penetrar a través de la superficie bacteriana de
alguna manera e inhibir el sistema autolitico. Alternativamente,
se ha sugerido recientemente la posibilidad de que las autolisinas

que intervienen en todos estos procesos se localicen en la super-
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ficie externa de los neumococos (74).

Dos hechos adicionales hacen al fcido lipoteicoico un buen
candidato al papel de inhibidor endégeno de la autolisina: a) su lo
calizacidn en la superficie mis externa de la membrana plasmitica
(44), en un 4rea en la que es muy probable que estén situadas las
moléculas de autolisina; y b) la similitud estructural con el 4ci
do teicoic; de ia bared celular, pues el enzima autolitico se sabe
que reconoce especificamente los Acidos teicoicos homélogos que

contienen colina de la pared celular (33).

Del 85 al 90% de la colina celular forma parte del dcido
teicoico de pared, y el resto, del 10 al 15%, estid presente en el
antigeno F (9, 44). La capacidad de los neumococos para obtener
una respuesta heter6fila es independiente del amino-alcohol cons-
tituyente de las células, lo que sugiere que los residuos amino-
alcoh6licos no son criticos para el determinante del antigeno de
Forssman (75). Sin embargo, el &dcido teicoico de membrana que con-
tiene etanolamina en vez de colina, no es un inhibidor de la hidro-

lasa de la mureina.

1.2.5.3.2. E1 enzima autolitico de neumococo

Se ha postulado que los enzimas autoliticos bacterianos
participan en una variedad de fenémenos fisiolbgicos importantes
en diferentes especies bacterianas (76, 77, 78, 79). Especifica-
mente, la autolisina de neumococo, una N-acetilmuramil-L-alanil
amidasa, juega un papel clave en los siguientes procesos:

a) separacidén de las celulas hijas al final de la divisidn celu-

lar de tal manera que los neumococos con un sistema autolitico in
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hibido se multiplican formando largas cadenas de varios cientos

de cocos (58).

b) desarrollo de la competencia para producir transformacién gené-
tica. Se ha propuesto un modelo por el cual el factor de competen-
cia (activador) dispara una actividad murein-hidrolasica "“controla-
da" en la zona de crecimiento de la pared celular, que pone al des

cubierto los receptores del DNA localizados en las zonas profundas

de la envuelta celular.

c¢) liberacitn de las particulas fdgicas al término del ciclo 1iti-
co, de tal forma que cualquier inhibicién de la hidrolasa de neu-
mococo evitaria la salida de la progenie figica de la célula infec-

tada (80).

d)} lisis inducida por detergentes (8), lisis en la fase estaciona-

ria y lisis inducida por penicilina (82).

Una actividad autolitica incontrolada conducird rdpidamen
te a la muerte de los neumococos. Es, por tanto, obvia la importan-
cia de un enzima que interviene en tantos fendmenos fisioldgicos
y cuya accién no regulada tiene consecuencias autodestructivas, pa-
ra la cé&lula, de aqui la importancia de su regulacidén. Los compo-
nentes claves en la regulacién de 1a amidasa de neumococo son los
residuos de colina presentes como componentes estructurales cova-
lentemente unidos tanto al acido teicoico de pared (antigeno-C)
como al &cido lipoteicoico (antigeno-F) de esta bacteria. La amida-
sa reconoce especificamente la colina en los 4cidos teicoicos de
la pared (33) y su interaccidén con ellos.cs importante no solo para

la actividad catalitica del enzima sino tambhién para la conversitdn
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de la forma inactiva (E) en activa (C) del enzima (59). Ademis, el
d4cido lipoteicoico que contiene colina es un inhibidor poderoso de
la amidasa (48) mientras su homénimo conteniendo etanolamina no lo

es.

Basado en los hechos experimentales sefialados, Tomasz ha
sugerido un modelo para el control del enzima autolitico de neumo-
coco, dohdé la regﬁlaéién tiene lugar en varias fases: en la
activacién enzimitica, en la actividad enzimdtica, y a nivel de
sustrato (48). Un esquema hipoté&tico de la regulacidén de la acti-
vidad del enzima autolitico, se muestra en la figura 5. Como ya
hemos sefialado, dado que pequefias cantidades de la autolisina en
forma E estin presentes en los neumococos obtenidos en presencia
de colina, se ha sugerido que el enzima en su forma E puede repre-
sentar el precursor de la amidasa activa (forma C). Por analogia
con la conversidn "in vitro'" de la forma E a la forma C de la au-
tolisina, la activaci6n de este proenzima podria ocurrir después
del transporte a través de 1la membrgna plasmitica por interaccidn
con los residuos de colina del &dcido teicoico de pared. La exis-
tencia del precursor inactivo de la autolisina y su conversifn a
enzima cataliticamente activo por proteolisis se ha descrito en

el caso de la muramidasa de S. faecalis (83).

Para que el enzima activo hidrolice los enlaces am{dicos
de la pared celular de neumococo, es absolutamente necesario que
tenga lugar una interaccidén altamente especifica entre el enzima
y los residuos de colina del 4cido teicoico de pared, de tal mane-
ra que si la etanolamina reemplaza a la colina en la pared celular,

la Gltima se vuelve resistente a la accién de la autolisina (33).
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Por consiguiente, los Acidos teicoicos que contienen colina en la
pared se necesitan no solo para la activacién del enzima, sino tam
bién para su actividad catalitica. Un requerimiento similar para
un cierto tipo de dcido teicoico se ha observado en el caso de la

amidasa de Bacillus subtilis 168 que, ensayada simultdneamente con

dos sustratos de pared que diferian solo en la naturaleza del 4ci-
do teicoico, preferencialmente se unia e hidrolizaba 1la pared ce-

lular homdloga (84).

En los neumococos la mayor parte de la actividad hidro-
lisica parece residir en la membrana plasmitica (85). Para que el
enzima pueda llevar a cabo sus funciones fisiolégicas, tiene que
tener acceso, al menos peribdico, al sustrato de la pared. Tal
translocacidén del enzima, puede ser un proceso cuidadosamente re-

gulado.

Por otra parte, tanto la activaci6én de la amidasa de neu
mococo como su actividad catalitica se inhiben por el &4cido tei-

coico de membrana (antigeno F) (48).

Un mecanismo adicional, potencialmente regulador, impli
ca a un enzima, la fosforil-colinesterasa presente en S. pneumo-
niae que se ha encontrado que elimina un miximo de 15 a 20% de
residuos de colina de la pared celular y del antigeno de Forssman,
liberando fosforilcolinal y dejando el esqueleto de 4cido teicoi-
co intacto (86). Como la.actividad catalitica de la autolisina
parece tener un requerimiento absoluto por los residuos de colina
del sustrato (33), la eliminacibén de una fraccién de estos resi-

duos por la esterasa es probable que origine en la pared celular

Ay
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zonas resistentes a la autolisina. De manera similar, el poder in-
hibitorio del antigeno de Forssman puede afectarse por la elimina-
ci6n de los residuos de fosforil colina. Se ha sugerido que mutan
tes de neumococo que forman cadenas tienen un mayor nivel de acti

vidad esterisica (87).

El tratamiento de los neumococos con bajas concentracio-
nes de ﬁeﬁicilina no inhibe la sintesis de cido teicoico de pa-
red; sin embargo, en presencia de la droga tanto el &cido lipotei
coico como el fAicido teicoico de pared reci&n sintetizado se libe
ran al medio de cultivo (88,89). En otras palabras, durante el
tratamiento con penicilina se libera al medio un inhibidor de
la amidasa de la bacteria, dejando al enzima sin ninglin control
regulador lo que causarfa la lisis de las c&lulas. La cinética
y el alcance de la liberacidn de complejos que contienen Fag al
medio es proporcional a la dosis del antibibtico. La liberacibn
se suprime por inhibidores de sintesis de proteina, y el mecanis
mo de liberacibn parece implicar un proceso activo de secrecibn.
La penicilina y otros inhibidores de la sintesis de pared inter-
fieren con el mecanismo de control de las murein-hidrolasas de
neumococo. Es interesante hacer notar que la liberacidén de la
progenie figica (bacterib6fago Dp-1) y la lisis de la cé&lula,
también va precedida por la secrecibn del inhibidor de la autoli
sina (antigeno de Forssman) al medio (80). No estd claro en es-
tos momentos c6mo induce 1a penicilina la liberacibén del material
que contiene Fag; sin embargo, es importante resaltar que tcdos
los inhibidores de pared celular, independientemente de su sitio

de accibén, provocan liberacidn del antigeno de Forssman.
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Ademds de la secrecibn de &cido teicoico y de Fag recién
sintetizados, la penicilina induce la secrecidén masiva de 1lipidos,
tanto de neosintesis como ya incorporados a la membrana, en varias

especies bacterianas, incluyendo Streptococcus sanguis (90),

Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus epi

dermidis y Bacillus subtilis (91, 92). La secrecidén se induce es

pecificamente por inhibicién de la sintesis de la pared celular,
y esto se lleva a cabo en ausencia de cualquier lisis celular de-
tectable. Las cantidades de 1ipidos liberados son proporcionales
al grado de inhibicién de 1la sintesis del peptidoglicano, y todos
los lipidos secretados estin en las mismas proporciones que las

encontradas en las bacterias no tratadas.

Esto sugiere que, por alglin mecanismo, se mantiene la ra
z6n de peptidoglicano (pared celulir) a lipidos (membrana plasmi-
tica) dentro de un estrecho margen en 1a cé&lula, eliminindose el
exceso de material a través de la secrecidn. El peptidoglicano re
cién sintetizado puede proporcionar sitios de unién para nuevos
elementos de la membrana plasmitica o puede asegurar, de alguna
otra manera todavia desconocida, la incorporacitn y retencién

de componentes lipidicos en la envuelta celular (91).

Recientes estudios con un mutante resistente a la lisis
por desoxicolato(DOC™) prestan nuevos apoyos al modelo propuesto
para el control de la actividad de la amidasa de neumococo. Este
mutante solo posee una actividad amidisica residual (5 al 10%
del nivel del tipo salvaje) pero posee una pared celular normal
(esto es, conteniendo colina y sensible a la amidasa) (93); es

Tesistente a la lisis en la fase estacionaria, y a la lisis indu
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cida por penicilina.

La incubacibn de este neumococo autolisin-defectivo con
autolisina de neumococo tipo salvaje, conduce a la adsorcién del
enzima a Sus sitios de unién en la pared celular. Sin embargo, 1la
actividad de las moléculas enzimfticas debe ser inmediatamente
inhibida pues se produce solamente una degradacién limitada de
la parea celular (94); Esto contrasta con la adsorcifn de la au-
tolisina a preparaciones de pared "in vitro", donde la adsorci6n
enzimitica conduce a la hidr6lisis inmediata del material de pa-
red (95). Se ha sugerido que en las cé&lulas vivas intactas, los
sitios de uni6n enzimitica estin en estrecha yuxtaposicifén con
un factor inhibidor del enzima, probablemente el antigeno de
Forssman (94). Este antigeno de Forssman como se ha dicho atra-
viesa el espacio entre la pared y la membrana y es accesible des
de la parte externa en las bacterias intactas. BEstas c&lulas cu-
biertas de enzima "revierten" él fenotipo salvaje pues se vuel-
ven nuevamente sensibles a la 1isi§ en la fase estacionaria, a
la lisis por detergentes y a la lisis inducida por 1la penicilina;
todos estos aspectos son fen6émenos relacionados con el "disparo"
del enzima autolitico. La actividad autolitica puede dispararse
también por tratamiento con sacarosa hiperténica, sugiriendo que
durante la plasmolisis, el inhibidor de autolisina se retrae de
la pared celular junto con la membrana plasmitica. Una represen-
tacibn esquemitica de lo que puede suceder se muestra en la fi-
gura 6, donde el antigeno de Forssman (LTA) aparece proyectéindo-
se hacia afuera, a partir de 1la membrana plasmitica y tiene una

estrecha relacibén con la pared celular, de tal manera que el en-
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molécula de autolising

pared celular

membrana citopldsmica

Figura 6.- Esquema hipotético de 1a interaccibn entre el &cido 1i-
poteicoico (LTA) y la autolisina afiadida exégenamente a un culti-
vo de células DOC .
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zima afiadido ex6genamente se une a la pared celular y es "contro-

lado" inmediatamente por el antigeno de Forssman.

El sistema reconstituido puede obviamente no ser exacta-
mente anflogo al de los neumococos tipo salvaje, pues en el Glti-
mo caso la mayoria de la actividad autolitica se localiza en la
membrana plasmitica y en elcitoplasmaSin embargo, el hecho de que
el tipo sélvaje y las bacterias fenotipicamente ''curadas' exhiban
idénticas respuestas a los antibib6ticos, detergentes y fase esta-
cionaria, sugiere que una fraccién fisiol6gicamente importante
de moléculas de autolisina se localiza fuera de la membrana plas-

mitica.

El tratamiento de los neumococos deficientes en autoli-
sina (sin adicib6n de ningGn enzima) con penicilina provoca:
a) inhibici6n de 1a multiplicacibn celular (pero no lisis) a la
misma concentracibén de penicilina que la que induce la 1lisis en
el tipo salvaje. b) lisis cuando, previamente se ha adicionado
autolisina tipo salvaje al medio de crecimiento("curacién fenoti
pica"). La sensibilidad de las c&lulas a la autolisina exbgena
requiere el tratamiento con penicilina u otros inhibidores de 1la
sintesis de pared, pues la autolisina exfgena por si sola no tie

ne efecto sobre la multiplicacibn bacteriana.

El cloranfenicol y otros inhibidores de la sintesis de
proteinas protegen a las células contra la lisis por el enzima
exbgeno en presencia de penicilina. c) liberacién al medio de
una macromolécula que contiene colina cuyas propiedades sugieren

que contiene Fag de neumococo. Estos resultados llevaron a pos-
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tular que la inhibicién de la sintesis del peptidoglicano por la
penicilina causa, a través de un proceso desconocido, la libera-
ci6bn al medio del antigeno de Forssman (Fag) que, bajo condicio-
nes normales, mantiene reprimida la actividad del enzima. La labi
lizacib6n delcomplejo Fag-autolisina da lugar a una actividad in-
controlada del enzima autolitico y como consecuencia a la lisis

posterior 'de 1la célula (88).

Los experimentos con mutantes DOC  han permitido acla-
rar, al menos parcialmente, el por qué de la necesidad de la sin-
tesis de proteinas para que tenga lugar la lisis inducida por
penicilina. E1 hecho de que los mutantes tratados con amidasa
("curacibn fenotipica') estén protegidos frente a la lisis indu-
cida por penicilina en presencia de inhibidores de la sintesis
de proteinas, a pesar de que el enzima se afiada al medio de cul-
tivo en exceso contradice la creencia generalizada de que el clo
ranfenicol protege a las bacterias de la lisis inducida por peni-
cilina al reducir 1la concentracién_de autolisina en la superfi-
cie celular como consecuencia de un bloqueo en la biosintesis
de nuevas moléculas de amidasa. Lo que parece suceder es que la
inhibicién de 1la sintesis de proteiﬁas interfiere con la activi-
dad "i " situ'" de la autolisina, o con las consecuencias de 1la
actividad "in situ" ( o sea la lisis celular). El mecanismo por
el cual el cloranfenicol interfiere con la actividad autolitica
no esti claro.Sin embargo, la marcada reduccién en la liberacidn
del antigeno de Forssman inducida por penicilina en presencia de

cloranfenicol parece indicar que los inhibidores de 1la sintesis

3
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de proteinas pueden inhibir la actividad autolfitica "in situ'" via

modulacién del metabolismo del antigeno de Forssman (88).

Es importante sefialar una caracteristica particular de
las bacterias que poseen un sistema autolitico alterado en lo que
se refiere a su respuesta frente a los antibibticos bacterioliti-
cos. Tanto las células EA (que contienen una pared celular resis-
tente amldhéutoliéina.y una forma inactiva de la amidasa: forma E)
como los mutantes DOC~ (que contienen solo cantidades residuales
de 1a amidasa) exhiben una respuesta peculiar frente a los anti-
bibticos bacterioliticos que ha sido designada como '"tolerancia
antibi6tica mGltiple" (96) y que muestra las siguientes caracte-
risticas:

a) las bacterias tolerantes retienen la alta sensibilidad a 1la
penicilina tipica del neumococo, pero en lugar de lisarse en pre-
sencia de penicilina afiadida a la concentraci6n minima inhibido-
ra (MIC) las células se limitan a detener su multiplicacibn. En
otras palabras, en las bacterias tolerantes los agentes tipica-
mente bacterioliticos se vuelven bacteriostiticos, mientras la
dosis-respuesta cuantitativa a las drogas permanece inalterable
(es decir la MIC para la penicilina es la misma para las bacte-
rias de tipo salvaje y para las tolerantes, pero a la MIC las cé
lulas tipo salvaje se lisan, mientras las células tolerantes sim
plemente detienen su multiplicaci6én pero no se lisan),como se
muest;a en la figura 7. Este es un nuevo tipo de resistencia a
las drogas que afecta solo a las consecuencias irreversibles del
tratamiento autolitico (lisis y probablemente al efecto bacterici

da). En estas bacterias tolerantes se puedenobservar los fentme-
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Figura 7.- Respuesta bacteriolitica (en el tipo salvaje, &—aA ),
tolerante (en el tipo deficiente en autolisina ®=—a& , de neumo-
cocos frente a la penicilina. Los cultivos en fase exponencial de
crecimiento se trataron con penicilina (0,2 ug/ml) al tiempo indi
cado por la flecha. Un cultivo control (e—e ) no se trat6 con
penicilina. La multiplicacién y la lisis se siguieron por nefelo-
metria.

b
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nos de secrecifén descritos anteriormente, pues en este caso la
inhibici6n de 1la multiplicacibén bacteriana por la penicilina no

va seguida de lisis.

b) 1la tolerancia a la droga no es especifica ya que el fenbmeno
se pone de manifiesto empleando cualquier inhibidor de 1la sinte-

sis de pared celular.

c) la tolerancia a la droga es independiente de la dosis emplea-

da.

d) 1a tolerancia a la droga es reversible por Iareactivacibén apro
piada del sistema autolitico celular, esto es por la reintroduccién
de la colina en las paredes de las bacterias EA, o por la "cura-

cibén fenotipica™ de los mutantes DOC con enzima tipo salvaje.

La tolerancia antibibtica en bacterias lisis-defectivas

ha sido confirmada en Bacillus licheniformis (97) y Staphylococcus

aureus (98). El aislamiento de estafilococos y estreptococos
tolerantes a partir de pacientes con infecciones recurrentes es

un hecho cada vez mis com(n (99,100).

Las observaciones anteriores sugieren que la respuesta
primaria de las células a la penicilina es la inhibici6n del cre-
cimiento bacteriano; sin embargo, este efecto primario solo pue-
de observarse en bacterias con un sistema autolitico alterado. Los
efectos antimicrobianos mis importantes de estos antibiéticos
(es decir, la lisis y el efecto bactericida) constituirfan la res-

puesta secundaria caracterizada por la liberacién al medio de un

inhibidor de autolisina (antigeno de Forssman) y el consecuente

disparo de 1a actividad amidisica (88, 96).



-46-

Esta hipb6tesis ha sido posteriormente confirmada a tra-
vés de 1a modulacién del pH del medio decrecimiento. Con este plan
teamiento experimental se ha conseguido una alteracidn en la res-
puesta bacteriana a los antibifticos en neumococos tipo salvaje,
de tal manera que estas bacterias se comportan de una manera exac
tamente aniloga a la de los organismos que son defectivos ‘enauto-
lisina (101). Los cultivos de neumococo que se multiplican a pH
inferior a 6,0 en el momento del tratamiento con penicilina, repro

ducen los aspectos tipicos de la tolerancia a drogas:

a) la respuesta celular a los antibidticos liticos cambia 1la lisis
a bacteriostasis, mientras las células retienen su sensibilidad

normal (dosis-respuesta) a las drogas.

b) las células se vuelven tolerantes no solo a la penicilina sino

asimismo a todos los inhibidores de la sintesis de pared.

c) la respuesta tolerante es reversible. Es posible volver a la
respuesta 1itica por la siguiente secuencia de tratamientos: ex-
posicidn de c€lulas a la penicilina bajo condiciones de toleran-
cia, seguido de la eliminacidén de la penicilina por la penicilina-
sa y, finalmente, transferencia de las células a medio de cultivo

fresco que posea un pH 6ptimo para la lisis.

Estos resultados indican que hay dos tipos de condiciones
de crecimiento para los neumococos: una permisiva (pH =7,0) y otra
no permisiva (pH inferior a 6,0 y superior a 8,0) para la lisis.

Estas observaciones se han extendido a Bacillus subtilis, donde

el pH permisivo para la lisis es 8,0 y a valores inferiores a

6,6 se inhibe la misma. Aunque los valores de pH permisivos para
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la lisis son diferentes en estos dos microorganismos,tienen en co
mGn el que corresponden encada caso a los valores 6ptimos de acti
vidad "in vitro" de las murein-hidrolasas mayoritarias presentes
en tales microorganismos (101, 84). Se ha propuesto que los valo-
res de pH no permisivos para la lisis inducida por antibibticos
bﬁtaéhctégicos, inhiben la actividad end6gena de las murein-hidro
lasas bacterianas . que, bajo ias condiciones permisivas, son res
ponsables de la destruccibn de tales bacterias. Aunque se sabe
que las bacterias regulan su pH intracelular, parece probable que
la actividad de los enzimas localizados en la superficie mis ex-
terna de 1la membrana plasmitica o en el espacio periplismico se-
ria modulable por cambios en la composicibn i6nica del medio de
multiplicacidén-Una evidencia adicional que apoya la interpretacién
de que la tolerancia en estas bacterias se debe a la supresidn de
una actividad enzimitica localizada en la superficie, viene dada
por la observacibébn de que neumococos cultivados a un'pH permigivo
para la lisis pueden protegerse contra la misma por la simple adi
cibén de tripsina al medio de cultivo (101). Se ha propuesto que
la tripsina provoca la destruccién proteolitica de las moléculas
de amidasa que se liberan al espacio peripldsmico o que se encuen
tran sobre la superficie de la pared celular haciéndose asi ac-
cesibles al enzima. Estos resultados han sido confirmados por noso
tros mediante el empleo de un antisuero anti-amidasa que produce
un efecto protector similar al de 1a tripsina (101) frente a la

lisis inducida por antibibticos beta-lactimicos.

Los componentes bacterianos descritos hasta ahora (4ci-
dos teicoicos, 4cidos teicoicos de membrana y murein-hidrolasas)

desempefian probablemente una variedad de funciones en las interac
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ciones entre el organismo huésped y la bacteria patfgena invasora
como son la estimulaci6n de 1la ruta alternativa del complemento por
los &cidos teicoicos (40); la adhesién a las superficies epitelia-
les via fcidos teicoicos de membrana (LTAs) (70) y 'la activacién

de los efectos antimicrobianos .irreversibles de los antibidticos

beta-lactfimicos (88).
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1.3. Bacterib6fagos de Streptococcus pneumoniae

Durante los filtimos 20 afios han sido muchos los investi-
gadores que han intentado encontrar fagos que fueran capaces de

infectar a Streptococcus pneumoniae. Todos estos esfuerzos fueron

estériles hasta que, a mediados de los afios 1970, Tiraby y cola-
boradores consiguieron aislar, a partir de muestras tomadas de la
garganta de pacientes del Hospital General de Boston, los prime-

ros fagos de neumococo a los que llamaron fagos '"omega'" (102).

Paralelamente, y de manera independiente, un grupo de la
Universidad Rockefeller de Nueva York logr6 aislar bacteribfagos
de neumococo a paftir de pacientes con ligeros sintomas patolégi-
cos en el tracto respiratorio superior (103). Estos bacterib6fagos
recibieron el.nombre de diplofagos (Dp). A partir de entonces va-
rios investigadores han aislado en distintas Areas geogridficas fa

gos capaces de lisar los neumococos.

Se ha comprobado que estos fagos difieren en varios as-
pectos, entre ellos la serologia y morfologia (102, 103, 104, 105).
Por otra parte, Bernheimer aislé fagos temperados a partir de neu
mococos encapsulados tomados de ﬁacientes humanos (104, 105). Pa-
rece probable, por consiguiente, que los fagos de neumococo estén
ampliamente extendidos, y por lo tanto no esti claro el motivo
por el que se tardara tantosafios en su aislamiento. Una razén po-

dria ser 1a relativa inestabilidad de los fagos en lisados crudos

y su sensibilidad a los solventes orgdnicos (103).

Los fagos de neumococo han proporcionado ya unas intere
santes informaciones en varios aspectos. Las estirpes de neumoco-

co de los tipos capsulares que frecuentemente provocan infeccio-
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nes en nifios se han asociado con la lisogenia, y Bernheimer (105)
ha sugerido una posible conexibén entre la lisogenia y la patogeni
cidad de los neumococos.El fago Dp-1 ha resultado ser el primer
bacteridfago aislado en una bacteria Gram-positiva que contiene 11-

pidos (106).

Otro aspecto peculiar de este fago es el papel fundamen-
tal que la murein-hidrolasa del huésped juega en 1la liberacibn
de la progenie figica (80). La presencia de polisaciridos en la
cipsula parece proteger a los neumococos contra la infeccién de
todos los fagos 1iticos aislados hasta ahora (104). Por otra par-
te, en las estirpes rugosas sensibles al fago, la presencia de
colina en el dcido teicoico de la pared celular es esencial para
la inactivacidén del fago por la bacteria, aunque los receptores
parecen contener no solo bolisacﬁridos sino también material pro
teico (103). De este punto nos ocuparemos en detalle en el aparta

do de Resultados.

Asimismo 1los fagos de neumococo son potencialmente in-
teresantes pues son un excelente material de partida para conse-
guir un mejor conocimiento sobre la genética de Streptococcus
pneumoniae. E1 aislamiento del fago Dp-4 ha conducido al desarro
1lo, por vez primera, de un sistema de transfeccibén simple utili
zando DNA maduro obtenido de las particulas fidgicas purificadas
(107, 108). Otros investigadores, utilizando otro fago de neumo-
coco (w3), consiguieron transfeccidén utilizando la forma replica
tiva del DNA viral (109, 110). También se ha descrito en S.pneumo-

niae la denominada "pseudotransfeccidn'", una forma peculiar de

transferencia genética sensible a la DNA-asa, que requiere el uso

"y
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de c&lulas competentes y del bacteribfago (111). Asimismo, el ais
lamiento de bacteri6fagos de neumococo ha permitido desarrollar los
estudios sobre el destino del DNA figico introducido por infeccién
o transfeccibn; los resultados de estas investigaciones servirin

de base para una mejor comprensifén del mecanismo de incorporacibn
del DNA y asi poderlos contrastar con los resultados obtenidos en

estudios similares realizados por transformacibn genética.

Todo 1o expuesto justifica la posibilidad de que los fa-
gos de neumococo se puedan usar para abrir nuevas e interesantes
lineas de investigacién sobre la fisiologia, bioquimica y genéti-
ca del neumococo. Vamos ahora a exponer con mis detalle las carac
teristicas mis sobresalientes de los tres fagos de neumococo ais
lados y usado§ asiduamente en nuestro laboratorio: bacteritfagos

Dp-1, Dp-4 y Cp-1.

La morfologfia de los tres fagos se muestra en la figura
8; l1la tabla 1 resume algunas caracteristicas de las particulas
viricas y sus componentes macromoleculares. El1 antisuero contra
el Dp-1 muestra un cierto grado de reactividad cruzada con el

Dp-4.

1.3.1. Dp-1

Las preparacibnes de particulas del fago Dp-1 tefiidas
con -acetato de uranilo muestran una doble capa externa, aparente
mente una cubierta lipidica, tanto a bajos como a altos aumentos.
El virus purificado por centrifugacifn a equilibrio en gradien-
tes de cloruro de cesio contieéne lipidos (aproximadamente un 8,5%

del peso seco), que se pueden extraer con cloroformo. La cromato-



Figura 8.- Micrografias electrdnicas de bacteriéfagos de S.pneumo-
niae purificados. A, Dp-1 tefiido con acetato de uranilo; B, Dp-4;

C, Cp-1, €stos 2 Gltimos tefiidos con 4cido fosfotlingstico (aumentos:
A, x 200.000; B, x 123.000; C, x 131.000).
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grafia en capa finade los 1ipidos extraidos muestra la presencia de
lipidos neutros, cardiolipina, y cantidades inferiores de fosfa-
tidiletanolamina, Varios de los fosfolipidos mayoritarios del neu
mococo (p. eje. fosfatidilglicerol, glicolipidos) estin ausentes
en la particula fdgica. La presencia de esta cubierta lipidica es
probablemente la causa de la sensibilidad del Dp-1 a los solventes

orginicos y a los detergentes (106).

Otra caracteristica notoria del Dp-1 es su dependencia
del sistema autolitico de la célula huésped para la liberacidn de
la progenie fégica al medio. Esta dependencia fue sugerida por ve:
primera en 1975 por McDonnell y colaboradores usando células de
S. pneumoniae en las cuales la colina (el compcnente normal del
fcido teicoico en esta bacteria) habia sido biosintéticamente reem
plazada por la etanolamina (103). Una evidencia posterior de 1la
implicacibén de la autolisina del huésped en el proceso de libera-
ci6n fiagica se obtuvo a través de experimentos en los que los neumo
cocos, conteniendo colina en su pared, se infectaron con Dp-1y
posteriormente se incubaron bajo condiciones que bloquean la ac-
tividad normal de la autolisina de neumococo. La liberacif6n
de la progenie fagica quedaba, paralelamente, bloqueada bajo ta
les condiciones. En este tipo de experimentos quedd claramente
demostrado el papel basico que juega en tal bloqueo el inhibi-
dor especifico de la autolisina, el antigeno de Forssman, en
las bacterias infectadas (80, 67). El microscopio electrénico, por
otra parte, mostr6 la presencia de fagos atrapados dentro de las
bacterias incubadas bajo tales condiciones. Ademis, se puso de ma

nifiesto la presencia de macromoléculas conteniendo colina (iden-
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tificadas como antigeno de Forssman) que se liberaban al medio

de cultivo de c&lulas infectadas con Dp-1 en un proceso que pre-
cedia el comienzo de 1a lisis del cultivo (80). Estos aspectos

de 1a infeccibén con Dp-1 presentan una interesante similitud con
los efectos producidos sobre el sistemaautolitico de neumococo

por el tratamiento con penicilina de S. pneumoniae (67, 112, 101).
Otro ejémplo de la‘imﬁlicacién del sistema autolitico del huésped
en la liberaci6n de la progenie ffigica es el siguiente: cuando un
mutante de neumoéoco, defectivo en 1la murein-hidrolasa, y como
consecuencia carente de la fase de autolisis por envejecimiento
del cultivo, se infecta con Dp-1, solo se lisan aquellas bacterias
infectadas a una multiplicidad de infeccién (MDI) igual o superior
a uno, y la lisis de estas cé&lulas nunca es tan dristica como la
que ocurre en los neumococos de tipo salvaje. Si, por otro lado,
las bacterias mutantes se 'recubren' con autolisina tipo salvaje
antes de la infeccibn fagica ("curacién fenotipica") se produce
una lisis total incluso en cé&lulas infectadas a baja MDI (101).Co-
mo veremos mids adelante, esta observacién ha servido como punto

de partida de una serie de experimentos que constituyen una parte

importante de esta Memoria de Tesis.

1.3.2. Dp-4

El aspecto mis interesante de este fago es la capacidad
de su DNA para transfectar a los neumococos. Este proceso de trans
feccibn parece depender tanto del DNA figico como de la bacteria
huésped; 1a transfeccibén con DNA de Dp-1 alcanza niveles muy bajos,
mientras que el DNA de Dp-4 es capaz de producir una frecuencia

relativamente alta de transfeccifn (0.5% de las células competen-
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tes) siempre y cuando se use como célula receptora del DNA un hués
ped deficiente en nucleasas. Las curvas de cinética de la transfec-
cifn en neumococo sugieren que varias moléculas o fragmentos de

DNA fégico deben interaccionar con una célula competente para pro
ducir un centro infectivo. El1 mismo tipo de fisiologia competente
se necesita para la incorporacibn tanto del DNA f&gico como del DNA

cromosbmico de bacterias (108).

Usando DNA del fago Dp-4 marcado radiactivamente, se ha
podido comprobar que los miximos niveles de transfeccidn, es decir
la mdxima unidén e incorporacifn de DNA, se alcanzan con bacterias
deficientes en la nucleasa mayoritaria en S. pneumoniae. Se ha su-
gerido que el DNA se degrada masivamente durante la incubacibn con
células competentes tipo salvaje, mientras que esta degradacibn
era muy limitada en el caso de neumococos competentes deficienfes
en nucleasas. Un comportamiento similar en lo que se refiere a 1la
degradacibn del DNA bacteriano, se ha descrito en el caso del DNA

transformante (113).

Recientemente se han determinado las caracteristicas fi-
sico-quimicas del DNA del bacteridfago Dp-4 (114). Las microgra-
fias electrdénicas muestran qﬁe el DNA es una molécula de doble
banda (longitud media, 14,5 pm), que corresponde a una masa mole-
cular de 36 x 108 Dalton. Este resultado esti en concordancia con
el ébtenido por velocidad de sedimentacibén en la ultracentrifuga

analitica (38 x 10°

6

Dalton),y en gradientes de sacarosa neutros "
(38 x 10" Dalton), y alcalinos (21 x 106 Dalton)  (114). E1 DNA

de Dp-4 tiene una densidad de flotacién marcadamente baja: 1,666
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g/cm3 en C1Cs neutro y 1,410 g/cm3 en S0,Cs,. Asimismo se ha demos-
trado que las dos bandas de este DNA tienen diferentes densidades
y pueden separarse fécilmente una de otra depués de la desnatura-

lizacib6n. El1 contenido de guanina mis citosina es de alrededor del

33%.

Otra caracteristica importante de este sistema es que el
p-hidroxif;nilazauraciio, un inhibidor de 1la DNA polimerasa 111,
puede inhibir selectivamente la sintesis del DNA de S. pneumoniae
sin afectar marcadamente la replicacién del DNA del bacteribfago
Dp-4 ni la productividad ("burst size") del fago en cada cicle in-
fectivo (115). Estos resultados contrastan con los esfuerzos, has-
ta ahora infructuosos, llevados a cabo por diversos autores en
otros sistemas féigicos de estreptococo para inhibir selectivamente

la sintesis del DNA del huésped, sin afectar a la del fago infec-

tante (116).

Todas estas propiedades han servido de base para poder
analizar con detalle el proceso de replicaci6n del fago Dp-4 en

Streptococcus pneumoniae estudiado por infeccit6n (117). Este tra-

bajo ha permitido concluir que el modelo de replicacibn del Dp-4
guarda ciertas similitudes con otro previamente descrito para el

fago & 29 (118).

1.3.3. Cp-ti

Cp-1 es el bacteri6fago de neumococo aislado mis recien-
temente. Se obtuvo a partir de muestras de gargantas de nifios sa
nos en Alcald de Henares. Visto al microscopio electrbnico con

tinci6n negativa su morfologia resulté ser muy diferente a la de
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los otros fagos de neumococo descritos anteriormente (105, 106, 109).

Tiene una cabeza hexagonal irregular de aproximadamente 60 por 45
nm; una cola corta de 20 nm.. de longitud, apéndices de cuello y fi

bras en la cabeza (figura 8).

Esta estructura recuerda mucho a la del fago ¢ 29 de Ba-

cillus subtilis (119). Contiene nueve proteinas estructurales aun

que una de ellas (p.m. = 39.000 Dalton) representa mis del 90% de
las proteinas totales (120). E1 DNA es de bajo peso molecular

12 x 106 Dalton) y presenta una marcada resistencia frente a la
mayoria de nucleasas de restriccién ensayadas (Pstl, Xbal, BgllII,
Bam HI, EcoRI, Sall, Mbol y Smal). Las nucleasas que lo digieren
son: Alul que produce 12 fragmentos, Hind IIIl que produce 2 frag
mentos y Hae III que produce otros 2 (120). Otro aspecto interesan
te del Cp-1 es que el DNA obtenido por el método de la proteinasa
K no tiene actividad bioldgica en transfeccidén. Sin embargo, si
el DNA del fago se prepara en ausencia de proteasas, el material
de la interfase del DNA tratado con fenol parece tener actividad
transfectante. Esta observacibn, juﬁto con otros datos fisico-
quimicos observados (p. ejem. el DNA tratado con fenol no pene-
tra en los geles de agarosa), sugiere la presencia de una protei
na asociada con el DNA del Cp-1. Esta posibilidad, junto con el
bajo peso molecular de su DNA, hacen a este sistema un instrumen

to interesante para estudios genéticos de los fagos de neumococo.



-59-

1.4. Receptores figicos en bacterias Gram-positivas

1.4.1. Introduccién

El primer paso en el proceso de infeccib6n de una bacte-
ria por un virus bacteriano es la adsorcién del bacteri6fago a
un receptor de 1la cé&lula huésped. Casi todas las estructuras de
la superficie de una célula bacteriana, incluyen o pueden actuar
como receptores ffgicos. Los fagos se adsorben a estructuras tan
diferentes como flagelos, pili, cdpsulas, lipopolisacdridos, com
plejos teicoico-peptidoglicano, proteinas superficiales, etc
(121). Por consiguiente, podemos considerar 1la superficie exter-
na de la bacteria como un mosaico de receptores para diferentes
fagos. Después de la adsorcidn el dcido nucleico del fago penetra
en la célula, se replica y forma nuevos fagos que por Gltimo se
liberan lisando la bacteria.

Los fagos varian mucho en tamafio y estructura; paralela
mente sus modos de adsorcifén varian también. Sin embﬁrgo, se pue
de hacer una generalizacién importante acerca de la adsorcibn fi
gica a su receptor y es la de que se trata de un proceso altamen
te especifico. Un determinado fago se adsorbe generalmente solo a
un rango limitado de estirpes bacterianas que llevan un recep-
tor especifico. La especificidad de la infecci6n figica se esta
bleci6 ya en los primeros afios de la investigacién sobre fagos,
pero la arquitectura molecular de los receptores ha sido descono
cida durante muchos afios. El trabajo sistemdtico de investigaci®bn,
realizado durante las filtimas décadas, sobre las cubiertas celu-
lares bacterianas ha permitido un mejor conocimiento de las es-

tructuras de los receptores figicos tanto en las bacterias Gram-
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positivas como en las Gram-negativas.

Los receptores figicos de las bacterias Gram-negativas
han sido objeto de una amplia investigacibn y sobre ellos se han
escrito numerosas revisiones (121, 122, 123). El hecho de que ha-
ya una mayor variedad de receptores identificados en las bacte-
rias Gram-negativas no es reflejo de una falta de interés en el
éampo de 1las bactefia§'Gram~positivas, sino consecuencia de un
desarrollo mds temprano en los conocimientos sobre la estructura
de las cubiertas celulares de Gram-negativas, pese a su mayor com
plejidad, unido a una mayor facilidad en el manejo de los fagos

de E. coli y S. typhymurium, principalmente. Por todo ello, y

dado que en nuestro trabajo nos hemos ocupado exclusivamente de
fagos de S. pneumoniae, en este capitulo nos vamos a centrar en
el estudio de los receptores de fagos de bacterias Gram-positivas
haciendo especial hincapié en el caso de los fagos de estrepto-
cocos y de otras bacterias Gram-positivas con marcada semejanza

con los estreptococos.

La mayoria de los estudios sobre la adsorcidn fégica en
bacterias Gram-positivas se han realizado con fagos pertenecien-
tes a los grupos A, B y C de Bradley (124), cuyos receptores
estin presentes en la pared celular o en el complejo pared-mem-

brana.

Con pocas excepciones, tales fagos no se inmactivan por
material soluble obtenido a partir de las capas superficiales bac

terianas.
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Estos resultados han llevado a muchos autores a la conclu
si6én de que estos fagos son capaces de adsorberse a los componentes
macromoleculares de sus receptores solo cuando tales componentes
se mantienen en una disposicibn particular, que es la que apare-
ceria en la pared o en la célula intacta. Actualmente se habla de
la existencia de una adsorcibn reversible, otra adsorcibn irrever
sible y finalmente de 1la liberacibn del DNA. Se ha sugerido que,
en ciertos sistemas se trataria de diferentes etapas secuenciales
del proceso de adsorcién que pueden implicar, en algunos casos,
el reconocimiento especifico y posiblemente secuencial de sitios
distintos en la pared y en 1a membrana plasmitica de la bacteria

receptora.

1.4.2. Acceso de los fagos al material receptor

Es obvio que los fagos deben tener acceso a sus recepto
res para poder unirse a ellos. La inhibicién de 1a unién del fa-
go a su bacteria huésped que se observa cuando las bacterias o
las paredes se adsorben a lectinas apropiadas o a moléculas de
anticuerpo (125, 126, 127, 128, 129) puede deberse simplemente
al recubrimiento de la superficie bacteriana por la proteina uni-
da y no indica necesariamente que el componente de pared que une
el anticuerpo o la lectina sea en sf mismo un componente del re-

ceptor del fago.

La presencia de una clpsula de &cido hialurbnico en es
treptococos puede bloquear el acceso de los fagos a los recep-
tores de pared aunque las bacterias encapsuladas pueden ser in-

fectadas en medios conteniendo hialuronidasa (130) o bien por
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fagos que lleven asociado este enzima (131, 132). La presencia de

un polisaclrido "microcédpsular.-" en Staphylococcus aureus confie-

re también resistencia frente al fago bloqueando el acceso al ma
terial receptor asociado a la pared (133). De forma similar,una
elevada produccidén de proteina M en estreptococos (134) y de pro
teina A en estafilococos (135) protege a las bacterias frente a
la infeccidn figica. Dado que la presencia de cépsulas y dé pro-
tefnas superficiales se asocia con la virulencia en tales bac-
terias, una consecuencia de la presencia de fagos en ambientes na
turales seri la seleccidn de estirpes virulentas de estos organis

mos (134, 136, 135).

Las alteraciones en la pared celular pueden bloquear el
acceso de fagos al material receptor subyacente que podria ser
considerado como el re$6nsab1e de 1la "adsorcidn irreversible" co
mo se demuestra por la observacién (137) de que el acceso del
bacterigfago #29 de B. subtilis al receptor asociado a membra-

na se bloquea en un mutante gta A de Bacillus subtilis 168 cuya

pared celular posee galactosamina en su fcido teicoico en lugar

de D-glucosa.

Por otra parte, los elegantes experimentos de Archibald
y colaboradores (138, 139) pusieron en evidencia que en B. subti-
1lis W23 cultivado en quimostato en condiciones de limitacibn de
fosfaii se alteraba la composicidn de su pared: aumentaba el
contenido de galactosamina y la glucosa del &cido teicoico era
sustituida por el glucurénico dando lugar al 4cido teicurdnico

al cual no podia adsorberse el fago SP50. En experimentos de re-

*
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versibn, al afiadir un exceso de fosfato se sintetizaba e incorpo
raban nuevas unidades de fcido teicoico exclusivamente en la su-
perficie interna de 1la pared, lo que impedia, durante varios minu
tos :, 1a adsorcibn figica. No obstante, empleando paredes aisladas
inmediatamente después de la adicién de fosfato el fago SP50 po-

dia adsorberse a la superficie interna de tales paredes (139).

1.4.3. ﬁeéeptores ésoéiados con flagelos

Se han aislado dos fagos flagelotrépicos en bacterias
Gram-positivas: el PBSt que infecta a estirpes mbéviles de Bacillus
subtilis (140) y el PBP1 que lo hace a estirpes mbviles de B. pu-
milis (141). Ambos fagos se unen girando sus fibras de cola alre-
dedor del filamento flagelador. Estudios sobre PBS1 han mostrado
que esta unién es reversible (143) y no es especifica para los fla
gelos de bacterias sensibles (144). Los fagos se mueven hacia 1la
base del filamento y se unen alli irreversiblemente: esta unibn
va seguida de la contraccién de 1la cola y la liberacién del 4ci-
do nucleico. El1 cese de la movilidad que aparece después de 1la in
feccibén va en paralelo con la observacibn de bacterias que llevan
unidos irreversiblemente fagos vacios (144) hecho que puede deber-

se al dafio causado por el fago en la base flagelar. Parece que no

" se requieren los componentes de la pared celular para la adsor-

cién pues el PBS1 se une a protoplastos de B. subtilis (143).

1.4.4. Receptores asociados con la pared celular y 1a membrana plas-

mitica

1.4.4.1. Receptores en las capas proteicas superficiales

La presencia de proteinas, guardando una disposicidn rec
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gular (145, 146) en la superficie externa de las paredes de la es

tirpe P! de Bacillus brevis se ha encontrado que actfia como recep

tor para varios fagos. El fago M de cola contréictil se inactiva
por la proteina aislada (147). Los mutantes resistentes al fago

M tienen subunidades proteicas superficiales alteradas; en algunos
casos tales proteinas tenian un peso molecular sustancialmente mis
bajo qué las del tipo salvaje, aunque la composicidén de aminofci-

dos apenas habia cambiado.

1.4.4.2. Receptores asociados con el peptidoglicano y el &cido

teicoico.

Se ha demostrado que los dcidos teicoicos forman parte
esencial de los receptores de varios fagos. Algunos fagos se ad-
sorben irreversiblemente a paredes aisladas, mientras que otros
se unen solo reversiblemente, aunque, aparentemente, de manera
especifica a paredes aisladas de bacterias sensibles. Todavia
no se posee informacién suficiente sobre 1la ﬁosible relacidn en-
tre la reversibilidad de 1a unifén y. la naturaleza del receptor
o del sistema de uni6n del fago. A continuacidén vamos a revisar
en detalle la naturaleza de tales interacciones en diferentes es-

tirpes de bacterias Gram-positivas,
1.4.4.2.1, Estafilococos

Los componentes mayoritarios de las paredes de estafilo-
cocos son el peptidoglicano y el 4cido teicoico altamente entre-
lazadcs, aunque pueden estar presentes otros polimeros, especial- "
mente proteinas (148). Los fagos tipo de estafilococos cuyos re-

ceptores se han estudiado son morfol6gicamente del grupo B de
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Bradley y tienen colas flexibles terminadas en una estructura en

forma de bot6n o en una base plana (149).

Estudios iniciales demostraron que varios fagos de esta-
filococo se adsorbian a cepas de S. aureus independientemente de
si lisaban o no tales cepas (150). Aun mis, estos fagos se adsor-
bfan a ciertos bacilos y a estreptococos del grupo D (151, 152).
Por otro Iadd,'Ralstoﬁ (153) observbé que la extraccibén del 4cido
teicoico de las paredes de S. aureus K, eliminaba su capacidad de
adsorber el fago K y Morse (154) mostr6 que los fagos no se unian
a las fracciones del peptidoglicano o del fcido teicoico obtenidas
por extraccib6n de paredes con &cido tricloroacético caliente. Con
una sola excepcibn (155) todos los estudios posteriores han apoya
do la sugerencia de Morse (154) de que el fcido teicoico partici-
pa enkla estructura del receptor y que la disposicibn del &cido
teicoico, su forma de unién al peptidoglicano, puede jugar un pa-

pel importante en el pioceso de unibn del fago.

Una clara evidencia de la‘implicaciﬁn del 4dcido en la
adsorcién fdgica la obtuviéron Coyette y Ghuysen (156) quienes en
contraron que la eliminaci6n enzimitica de los sustituyentes N-
acetilglucosaminil del &cido teicoico de la pared de S. aureus
Copenhague reducia su capacidad para unir cualquiera de tres de
sus fagos especificos, los tipos 3C, 71 y 77. No obstante, 1la
dependencia de estos fagos por los sustituyentes N-acetilglucosa-
minil también parece ser sorprendentemente inespecifica pues es-
tos fagos se unen igualmente bien a estirpes en las que el aceta
midoazficar tiene toda su configuracién anomérica en & o toda

en 3 (157, 158).
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La sugerencia (154) de que tanto el dcido teicoico como
el peptidoglicano estin implicados en la unidén del fago estd apoya
da por la observacibn de que el fago 52A no se inactiva por mate-
rial de pared enzimdticamente solubilizado (157) y no se une a pa-
redes ™= S. aureus H después de la eliminacibén selectiva de los
grupos O-acetilo que estin unidos a algunos residuos de 4cido N-
acetilmurimico en el peptidoglicano (159). Por otro lado, en un
estudio llevado a cabo por Muruyama (158) se concluyd que los tres
componentes, dcido teicoico, cadena glicdnica y cadena peptidica,
deben presentar una determinada disposicidn esterepquimica para

inactivar al fago 3C.

Estos resultados sugieren que la incapacidad de los com-
ponentes de péred tomados aisladamente o mezclados "in vitro'" en
distintas proporciones para inactivar ciertos fagos que no obstan
te se unen a paredes intactas puede explicarse sobre la base de
que tales fagos tienen requerimientos especificos por una confor-

macidén particular que se pierde cuando las paredes se solubilizan;
1:4.4.2.2. Bacilos

La biologia de los fagos que infectan a Bacillus subtilis

ha sido revisada en detalle por Hemphill y Whiteley (160). Morfo-
16gicamente se incluyen representantes del grupo A de Bradley (co
mo los fagos SP8, SP50, @25 y PBSX), grupo B (como SPP1, SPO2 y
#105) y grupo C (como el fago #29). Se ha probado que representan
tes de los tres grupos requieren la presencia de dcido teicoico "
en su material receptor (37). También se ha indicado que el pepti

doglicano participa junto con el 4cido teicoico en el receptor
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en la estirpe W23,

La particular conformacibén del 4cido teicoico puede te-
ner una importancia fundamental como parecen sugerir los estudios
(161) 1levados a cabo sobre la influencia del cloruro s6dico en
1a unibn del fago @25 a paredes de B. subtilis 168. En presencia
de concentraciones elevadas de cloruro s6dico, el &cido teicoico
aislado sufre un cambio conformacional gradual y adopta una con-
formaci6n de cadena estadistica. Parece probable que una transi-
cibén similar tenga lugar en paredes intactas, implicando al menos

esa parte del &cido teicoico que est§ expuesta a la superficie.
Esto podrfa explicar el efecto inhibitorio del ClNa sobre la unién

del fago @25 a las paredes.

El peptidoglicano también juega algfin papel en la adsor-
cién figica pues Young (35)‘observ6 que la capacidad de las pare-
des de B. subtilis 168 para inactivar el fago @25 se perdia cuando
estas paredes se autolisaban., De forma similar, la digesti6n por
lisozima de las paredes de B. subtilis W23 destruye su capaci-
dad para inactivar SP50 (139). Se ha sugerido que la autolisis
provoca una alteracién de la geometria del receptor fégico, provo
cando un descenso de adsorcibn, y que el fago @25 debe reconocer
el peptidoglicano intacto asi como el 4cido teicoico glucosilado

para conseguir su mixima adsorcibn.

Young y colaboradores han sugerido (162, 163, 35) que en
B. subtilis pueden exitir receptores, quizds mis débiles en su ca-
pacidad para adsorber fagos, cuya funcién se pone de manifiesto

en ausencia de 4cido teicoico con glicerol glucosilado, que seria
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el receptor primario. La posibilidad, sugerida por estudios de
microscopia electrdnica (164), de que los fagos pudieran ser ca-
paces de ‘unirse a membranas ha sido confirmada por Jacobson y
Landman (137) quienes demostraron que varios fagos de bacilos que
se adsorben a paredes aisladas son también capaces de adsorberse
a protoplastos. Esto no se debe a la presencia de material de pa-
red en la superficie de los protoplastos ya que en el caso del
fago ©#29, este se une a protoplastos derivados de una estirpe gta
A de B. subtilis 168, a cuya pared es incapaz de unirse. Jacobson
y Landman (137, 165) han sugerido que los fagos utilizarian para
su adsorcibén a membrana algunos componentes quimicos de la misma
que son semejantes aunque no idénticos a otros que estén ﬁresen-

tes normalmente en la pared.

Asi, los fagos que tienen esbeclficidad por el Acido tei
coico con glicerol glucosilado de 1la pared pueden también unirse
al 4acido teicoico de membrana presente en la superficie de los
protoplastos. Los ficidos teicoicos de membrana, aunque relaciona-
dos quimicamente con el dcido teicoico de pared, se sintetizan
siguiendo una ruta metabdlica diferente y a partir de intermedia-
rios también diferentes de aquellos implicados en la biosintesis
del dcido teicoico de pared (166). Se sabe (65) que los 4cidos
teicoicos de membrana se encuentran entremezclados con las estruc-
turas de las paredes celularesysobre la superficie de ciertas
bacterias, ya sea porque la membrana se extiende y alarga hacia "
la pared o porque pasan a través de la pared en el proceso de su

excrecién al medio. Posiblemente por esto el 4dcido teicoico de
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membrana podria ser el sitio de unién alternativo sugerido por

Young y otros investigadores (35).

1.4.4.3. Receptores asociados con el peptidoglicano y el polisaci-

rido u otros componentes

1.4.4.3.1. Lactobacilos

Las paredes de ciertas estirpes de Lactobacillus planta-

rum contienen ademds del 4cido teicoico con ribitol, un polisach-
rido fosforilado compuesto de ramnosa, galactosa, glucosa, gluco-
samina y fosfato (167, 168). Se ha visto que en la unibén del fago

1 la galactosa parece esencial para la adsorcidn pero la ramnosa,
en proporcién adecuada, también se requiere para alguna etapa sub
siguiente del proceso de adsorcibén o de penetracibén. Por otra par
te, Yokokura ha sugerido (169) que para que tenga lugar la adsorcién
irreversible y la inactivacién del fago J1 que infecta a L.casei
S-1 se requiere la presencia tanto de la ramnosa de la pared comp

de 1a galactosamina presente en la membrana plasmitica.

Asimismo, la adsorcitn del.fago PL1 a L. casei ATCC
27092 (170, 171) es inhibida por 1la ramnosa. El fago PL1 se ad-
sorbe reversiblemente a paredes aisladas del huésped y esta unibn
puede ser completamente inhibida por incubaci6fi del fago y las

paredes en presencia de ramnosa.

Las proporciones de fagos no unidos eran casi idénticas
a 0°C y a 37°C demostrando que no se requiere cantidad significa-
tiva de energia de activacibn para la adsorcibén, y que &sté nece-
sita, como primer paso, una interaccibén ibnica, entre el fago y la

superficie de la pared. La adsorcibén a c&lulas intactas es, al
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principio reversible pero se vuelve irreversible cuando se incuba
a 37°C y los fagos, en ese caso, ya no pueden ser desplazados por
la ramnosa. La reaccidén irreversible se inhibe claramente a 0°C,
lo que sugiere la existencia de alguna reaccibn enzimética para

la asociacién definitiva de los fagos con la célula huésped. La
adsorcibn irreversible no esti condicionada por el estado metabd-
lico de 1as bacterias, pero la penetracién del DNA fédgico se inhi-
be claramente en c&lulas metabblicamente inactivas o en presencia
de arsenato (172), aunque otros inhibidores metabélicos no tengan
efectos selectivos. Aparentemente, por tanto, el proceso de pene-
tracibén requiere c&lulas huésped metabblicamente activas y se pue-

de separar secuencialmente del proceso de adsorcibn irreversible.

1.4.4.3.2. Estreptococos

En un trabajo reciente realizadd - en estreptococos de

los grupos A y G (173) se ha visto que el fago A25 se adsorbe irre
versiblemente a bacterias muertas por calor, aunque la rotura me
cinica de tales bacterias destruye.completamente su capacidad de
unir irreversiblemente el fago. A partir de estos resultados se

ha 1legado a la conclusidn de que la adsorcidn fagica tiene 1lu-
gar en un proceso de dos etapas, la unién reversible del fago a

la pared de 1la bacteria seguida de una inactivacibn irreversible
que reauiere la presencia de alglin componente celular que se pier-
de,rse desplaza o se destruye por la rotura mecfinica de las bac-
terias. La unidn reversible a las paredes es especifica pues se
observa solamente cuando se emplean paredes de bacterias sensibles
(grupos Ay G). Sin embargo, no requierela participacién de los

polisaciridos grupo-especificos pues el peptidoglicano purificado
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que no contiene pricticamente polisacdrido retiene la capacidad

de unir fagos. Esta capacidad se destruye por tratamiento con liso
zima o amidasa: también se destruye cuando el peptidoglicano se lio
filiza, lo que sugiere que habrin ocurrido cambios irreversibles
en su organizacidn estructural. Dado que en estreptococos existen
importantes diferencias estructurales entre los distintos carbohi-
dratos grupo-especificos (174) y algunos fagos de estreptococos
son mucho menos grupo-especificos de lo que se habia pensado ante
riormente, puede ser que tales fagos de estreptococos reconozcan
solamente el componente peptidoglicéinico como su receptor primario.
La capacidad del fago A25 para unirse a paredes de estreptococos
de los grupos A y G, pero no a los del grupo B (175) puede ser

una consecuencia de la presencia, en el Gltimo caso, de un puen-

te interpeptidico que difiere en composicibn (176) del existente

en los estreptococos.

En el caso del fago P3, polisacdridos y proteinas pueden
ser componentes esenciales del receptor. Cuando se prepararon re-
ceptores aislados (177) por roturaultrasbnica a partir de esfe-
roplastos de estreptococos del grupo D, se obtuvo un material par-
ticulado que se pensé que contenia pared celular y material de
membrana. La capacidad de adsorci6n fédgica de este material se
destrufa por oxidacién con peryodato y también por digestién pro-

teolitica.

En Streptococcus lactis ML3 1la capacidad de c&lulas in-

tactas para unir irreversiblemente el fago ml3 se destruia por

tratamiento con solventes lipidicos. Posteriormente se confirmb
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(178) que la membrana plasmitica une irreversiblemente dicho fa-
go. E1 material receptor soluble se aisld por extraccibén de mem-
branas con desoxicolato s6dico y la filtracién en gel dio una frac

> y 8x 105.

cibn lipoproteica activa de peso molecular entre 2x 10
La inactivaci6n del fago ml3 por esta fraccibdn siguid una cinética
de primer orden y su actividad especifica era doce veces mayor

que la de 1a membrana completa. La fraccibn lipoproteica era qui-
micamente heterogénea y, aunque su actividad no era debida a la
pequefia cantidad (2%) del carbohidrato presente, no fue posible
establecer qué componente proteico o lipoproteico, era el respon-

sable primario de la adsorcidén. Sin embargo, su actividad se des-

truia por incubacibn con tripsina pero no con lipasas.

1.4.5. Modelos de adsorcib6n fégica

Salvo unas pocas excepciones, en general, los fagos es-
pecificos de los sistemas bacterianos descritos anteriormente nc
se inactivan por materiales solubles derivados de la bacteria hués-
ped. Esto no implica necesariamente que tales fagos sean incapa-

ces de unirse reversiblemente a materiales solubles.

La adsorcibn reversible, no acompafiada de inactivacidn,
se ha puesto de manifiesto en varios estudios con paredes aisla-
das. Incluso en los casos donde las paredes bacterianas intac--
tas aisladas inactivan fagos, la incapacidad de los materiales
enzimiticamente disueltos o quimicamente extraidos para inactivar
los fagos puede no ser un reflejo de una ausencia de unibn del v
fago, y quizis deba explicarse en otros términos. Una complicacibn

adicional surge del hecho de que el peptidoglicano puede partici-
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par solo indirectamente en la uni6n de ciertos fagos que son espe-
cificos para el 4cido teicoico o el polisacérido. En estos casos,
el peptidoglicano puede servir para mantener el 4cido teicoico o
el polisacirido en una disposicién particular que se requiere pa-
ra el reconocimiento por parte del fago. Alternativamente, el pep-
tidoglicano junto con el Acido teicoico o el polisacérido puede
ser el autfntico receptor reconocido por el fago. Estas posibilida
des no son mutuamente excluyentes y su importancia relativa puede
variar para distintos fagos.

La unibn inicial de los fagos, aunque aparentemente es
mucho menos estereoespecifica de lo que cabria esperar, puede ser
vir para mantener al fago en la superficie mientras tienen lugar
las interacciones subsiguientes, y quizis mucho mis gspecificas,
que conducen a la fijacibn irreversibles. Estas filtimas interac-
ciones podrian implicar la reorientacién del fago o su interac
cibén con otros componentes bacterianos. Asi, Lovett y.Shockman
propusieron (179, 180) que la primera etapa de la infeccibn de

Micrococcus lysodeikticus por el fiago N1 es una unibén reversible

entre componentes de la cola del fago y la pared celular, que va
seguida por una etapa que implica algin otro material celular,
probablemente 1a membrana plasmitica, que conduce a la adsorcibn
irreversible. Una secuencia de hechos similares puede seguirse en
la adsorcifn de los fagos J1 y PL1 a L. casei, del fago ml3 . a
S. lactis, y posiblemente del fago A25 a estreptococos del grupo
A y en varios fagos de B. subtilis.

Jacobson y Landman (137) consideraron muy poco probable
que las especies moleculares responsables de la unién de los fagos

a los protoplastos fueran distintas de las responsables de la
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unién a los receptores de pared. Esto es cierto si los componentes
del fago implicados en ambas uniones son las mismas pero, si no es
asi, distintos componentes del fago podrian ser capaces de recono-
cer distintos receptores uno en pared y otro en membrana, no rela-
cionados estructuralmente entre si. Méé recientemente, los mismos
autores (181) han sugerido que el fago #29 se une reversiblemen-
te al dcido teicoico glucosilado de la pared de B. subtilis 168

a través de los apéndices del cuello del fago (182) y que esta
unién reversible permite a la cola del fago aproximarse a algln
componente de la membrana al cual se une posteriormente primero

reversible y mds tarde irreversiblemente.

Todo parece indicar que,en bacterias intactas, el fago
@29 puede establecer contacto con su receptor de membrana, solo
si previamente puede unirse a la pared celular. Aunque esto pue-
de reflejar la necesidad de que el fago esté anclado por su cola
el tiempo necesario para hacer contacto con los 4cidos lipoteicoi-
cos intercalados en la pared o con otros componentes de membrana.
En otros casos la unidn irreversible, o inactivacibn, puede asegu
rarse. solo cuando la cola o la espicula de la cola penetra en 1la
pared y hace contacto con la superficie de l1a membrana. Aunque to-
davia se poseen pocos datos al respecto, algunos fagos que infec-
tan a bacterias Gram-positivas han demostrado contener lisinas
asociadas (183). Estas lisinas, facilitarian la penetracibn de
la pared que seria un pre-requisito para la interaccién de fagos
como m13 y J1 con sus receptores de membrana. En otros casos,
los fagos parecen estar desprovistos de tales lisinas, pero la

adsorcibn de estos fagos puede hacer a la pared particularmente
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‘sensible a la lisina exégena o a la autolisina bacteriana (153).

No se sabe todavia si la unibn irreversible a bacterias
muertas o a estructuras celulares aisladas va acompafiada de la 1i-
beraci6én de .Acido nucleico. Yokokura (169) ha sefialado que, des-
pués de 1la unibn irreversible a las preparaciones pared-membranas
de L. casei, el fago J1 parece presentar un mayor nGmero de ca-
bezas vacfas. Waféhabé.y Takesue (172) han demostrado que la pe-
netraci6n del Acido nucleico del fago PL1 es dependiente del es-
tado metabblico de la bacteria huésped aunque la adsorcibn irre-
versible del fago no esti afectada por el estado fisiolbgico de
las cé&lulas. Se ha observado una unibén irreversible que no va
acompafiada de liberacién de %icido nucleico en los fagos 025 y
SP10 de B. subtilis (35): La microscopia electrbnica demostrbd que
los fagos adsorbidos a paredes celulares tenian cabezas llenas y
colas contraidas y distorsionadas. Es muy probable que incluso
en el caso de estos fagos contrictiles, se requiera la interac-
ci6n con componentes de membrana para la liberacién del 4cido
nucleico incluso aunque las paredes aisladas adsorban el fago

irreversiblemente y &sto provoque su contraccibn.

En resumen, se puede concluir que ciertos fagos se unen
solo reversiblemente a paredes celulares aisladas, pero lo hacen
irreversiblemente a bacterias muertas por calor, preparaciones
pared-membrana, protoplastos, fragmentos aislados de membrana plas
mitica o componentes solubles de la membrana. Al menos en el caso

del fago J1 de Lactobacillus casei (169) esta inactivacién va acom

pafiada de liberacibn del &cido nucleico. Otros fagos se unen irre-

versiblemente a paredes aisladas y en algunos casos, (138, 35) es
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ta unidn irreversible no parece estar acompafiada por liberacién
del dcido nucleico incluso aunque haya contraccidén y distorsién

de la cola (96).

Por tanto, en general, se podria suponer que la adsor-
cidn necesita dos interacciones especificas y secuenciales: en
primer lugar, con componentes de la pared bacteriana y en segundo
lugar conifomponénfes-de la membrana intercaladas o no en la pa-
red. La interaccidén con la membrana seria, por tanto, un pre-re-
quisito para la liberaci6én del DNA con el fin de proteger al DNA

frente a procesos degradativos durante su paso a través de la grue

sa pared celular.

*
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1.5. Lisinas asociadas a fagos

Muchos bacteri6éfagos inducen 1la sintesis de lisinas que
degradan la pared celular durante el proceso infectivo. Varias de
estas lisinas se han caracterizado tanto gen&tica como bioquimica
mente. No obstante, al igual que sucede en el caso de los recepto-
res fégicos, se posee un mejor conocimiento sobre las lisinas aso-
ciadas a fagos que infectan a bacterias Gram-negativas que de aque
llas otras asociadas a fagos de bacterias Gram-positivas. Lisinas,
con distintas actividades hidroliticas,se han aislado de cultivos in
fectados con los colifagos T2, T3, T4, TS5, T6, T7 y lambda y del
fago P22 de Salmonella (184, 185, 186, 187, 188, 189, 190). -
Por otra parte, tambi&n se han estudiado en detalle las lisinas

asociadas a fagos que infectan a estreptococos.

Las lisinas de los fagos TZ y T4 son N-acetilmuramidasas
(189), mientras que la del fago T7 es una N-acetilmuramil-lL-alanil
amidasa (186) y la del fago lambda es una endopeptidasa (184).
Los bacteri6fagos T3 y TS parece que tambi&n poseen actividades
liticas similares (185). La gran mayoria de estos enzimas se v
han aislado y purificado, 1o que ha permitido estudiar sus pro-

piedades quimicas.

Se ha comprobado que diversas mutaciones encontradas' en
colifagos conducen a la pérdida de su actividad 1ftica, lo que
indica que los genes responsables de la sintesis de estas protei
nas liticas se encuentran localizados en el genoma viral (191,
192, 193). Durante el proceso infectivo del fago T4 se ha compro-
bado 1la produccién de tres proteinas relacionadas con la lisina.

El gen e es responsable de la lisozima fédgica, y mutantes defec-
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tivos en este gen no se lisan; sin embargo, mutaciones en otro gen
el rlV o el s permiten la 1isis de mutantes e (191). La funcién
normal del gen s se cree que esti relacionada con la integridad de
la pared celular del huésped. Mutaciones en el gen t también pro-

ducen resistencia a la lisis a través de un mecanismo desconocido.

En el caso del bacteri6fago lambda, existen dos genes,
R y S, implicados en la lisis celular (192). El producto del gen
R es una endolisina (194) mientras que el producto del gen S pa-
rece afectar a la permeabilidad celular (195) pero atn no ha sido

caracterizado.

En el caso del fago @#6, un virus RNA con envuelta 1lipi-

dica que infecta a Pseudomonas phaseolicola, 1a infeccibn comienza

por la adsorcidén a los pili del huésped (196). A través del empleo
de mutantes se ha podido demostrar que se requiere la actividad
de una lisina en un paso temprano de la infecci6n. Esta lisina es
una proteina estructural (P5) de la particula fédgica. Se ha suge
rido, que la proteina P5 es fundamental para el paso del RNA del
virién a través de la pared bacteriana; ademis, esta lisina cola-
bora en la liberacidén de la progenie fdgica a través de una inte-
raccidn, cuya naturaleza se desconoce, con otra proteina estruc-
tural de la particula figica (P10). Sin embargo, la asociacidn de
la lisina (P5) con la particula fiagica es, probablemente, necesa-
ria para la penetracifén del RNA, pero no lo es para la lisis de
la célula, ya que mutantes defectivos en el proceso de morfogéne

sis fdgica pueden lisar la cé&lula huésped.

La mayoria de las lisinas fdgicas son solubles y no es-

tdn asociadas a las particulas del bacteridfago (184, 197, 187,
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189); sin embargo, hay excepciones como el caso citado anteriormen-

te (fago ® 6) o en el del bacteri6bfago G de Bacillus megaterium

que inducen dos agentes 1fticos, uno libre y otro asociado al vi-
ri6n (198). También se ha descrito una lisina asociada al viribn

para un fago de estreptococo (199).

Se ha estudiado con gran detalle una lisina asociada al
bacteri6fdgo C1 (C-PAL) que infecta a estreptocos del grupo C
(199, 200, 201). Empleando preparaciones crudas de este enzima
se han 1levado a cabo experimentos de '"curacib6n fenotipica" en

Streptococcus sanguis (202) siguiendo un disefio experimental simi

lar al descrito para S. pneumoniae en el apartado 1.2.5.3.2.; asi
mismo, esta lisina se ha utilizado para liberar de las paredes

de estreptococos varios antigenos (203), carbohidrato C (204) y

en la preparacién de protoplastos y esferoplastos de varios grupos
de estreptococos (201, 205). Sin embargo, solo recientemente se

ha conseguido su purificacif6n a homogeneidad (205).

Se ha demostrado que estauC-PAL se encuentra tanto uni-
da a las particulas figicas como libre en los sobrenadantes, des
pués de 1la lisis del cultivo (199). También se ha descrito (206)
una lisina asociada al fago A25 que infecta a los estreptococos
del grupo A (A-PAL). Esta A-PAL comparte con la C-PAL muchas pro
piedades fisico-quimicas, pero es mucho menos activa frente a
paredes aisladas en ensayos "in vitro"; ademids, esta A-PAL solo
se ha detectado en forma libre y nunca asociada con las particulas

fdgicas.

Un caso muy peculiar nos lo ofrece el bacteribfago Dp-1

que infecta a S. pneumoniae. Se ha demostrado (80) que para la 1i
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beracidén de la progenie fdgica de los neumococos infectados se re
quiere la participacién de la autolisina del huésped, siguiendo un
mecanismo similar al propuesto para la lisis inducida por antibig
ticos beta-lactdmicos (207). Esto explicaria la incapacidad del
fago Dp-1 para lisar neumococos que crecen en medio con etanola-
mina, ya que la incorporacidn de este aminoalcohol al &cido tei-
coico de pared, en lugar de la colina, vuelve a la pared insensi-

ble a la autolisina.

Asimismo,un mutante de S. pneumoniae (cw-1) deficiente
en amidasa, era resistente a la lisis bajo determinadas condicio-
nes fisiolfgicas en cultivos infectados por Dp-1 (80). Posterior
mente nos ocuparemos con gran detalle de este modelo experimental
que nos ha servido como punto de partida para el aislamiento de

una nueva actividad litica inducida por el bacteri6fago Dp-1 en

S. pneumoniae.

3
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1.6. Objetivos

En 1928 Griffith (208) en S. pneumoniae, fue el primero
en emplear el término transformacibn bacteriana para describir
la transferencia de informacifn genética de un microorganismo-a
otro. Tuvieron que transcurrir mis de 15 afios para que, de nuevo
en S. pneumoniae, Avery y colaboradores (209) dieran a la trans-
formaci6n "su auténtica dimensibn, que serviria de base para el
desarrollo posterior de la Genética Bacteriana, al demostrar que
la informaci6én para la transmisién de caracteres hereditarios

estaba contenida en el DNA.

Como se ha sefialado en la primera parte de esta Memoria,
no dejaba de resultar parad6jico que siendo el neumococo la bacte-
ria donde comenzé acimentarse el desarrollo de la Genética Bacte
riana, fuese la transférmaci6n el Gnico mecanismo de transmisién
de informaci6n genética conocido en esta bacteria hasta hace 3
6 4 afios. Es indudable que una de las razones principales para
explicar esta limitacibn estaba ba§ada en los frustrados intentos

para aislar bacteriéfagos que infectaran a esta bacteria.

El aislamiento de bacteri6fagos de neumococo en 1975
abri6 nuevas perspectivas en este sistema como hemos puesto de
manifiesto en los capitulos anteriores. Al plantearnos el desarro
110 experimental de nuestro trabajo hemos tenido muy en cuenta
una serie de consideraciones entre las que vamos a destacar las

siguientes:

a) Desde 1975 a 1978 se perfeccionaron y desarrollaron los métodos
de aislamiento, purificacién y caracterizaci6n de varios bacteri6-

fagos de S. pneumoniae (102, 103, 109, 105) en particular de dos
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de ellos en nuestro laboratorio (103, 114), lo cual facilitaba
grandemente la accesibilidad a uno de los materiales de partida

indispensables.

b) Los conocimientos sobre la composicién y estructura de las
envueltas periféricas de bacterias Gram-positivas en general y

de S. pneumoniae en particular habian experimentado un desarrollo
muy considerable. Menci6n especial, aun cuandonos ocupemos de
ello en detalle con posterioridad, merecen los trabajos de Tomasz
y colaboradores (63, 210). Estos autores, sirviéndose del hecho
singular de la presencia de colina en el 4cido teicoico de 1la
pared de neumococo, elaboraron un elegante modelo sobre el meca-

nismo de incorporacién y de distribucién del acido teicoico en
la pared de S. pneumoniae.

Por otra parte, a pesar de la menor complejidad estruc-
tural que presenta la pared de las bacterias Gram-positivas con
respecto a las Gram-negativas, los conocimientos sobre receptores
fagicos en la pared de las primeras eran muy limitadas y se care
cia absolutamente de datos en el caso particular de neumococo..

El andlisis de estos dos hechos nos llevdé a la conclusidn
de que los fagos de neumococo podrian servir como una excelente
herramienta de trabajo no solo para desarrollar las hipdtesis
experimentales de Tomasz sobre el modelo de incorporacién de los

-componentes de pared recién sintetizados a las estructuras preexis
tentes, sino también para tratar de estudiar la naturaleza de 1los .,

receptores figicos en estas bacterias Gram-positivas.
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c) En nuestro laboratorio, se trabajaba en 1978 en el primer estu
dio sobre la replicaci6bn de un fago en estreptococos (117) y poco
antes (101, 112) el empleo de un disefio experimental basado en 1la
modulacién del pH del medio de cultivo de S. pneumoniae habia 1le-
vado a concluir como ya hemos sefialado, que el fago Dp-1 utiliza-
ba en la estirpe R36A la amidasa del huésped para la liberacibn
de la progenie figica (80). Este modelo guardaba estrechas rela-
ciones con el mecanismo de accibn de los antibibticos beta-lactd
micos, en particular en lo que se refiere a los efectos irrever-
sibles, y de mayor importancia farmacolbgica, propiciados en di
versos microorganismos por tales drogas; un planteamiento experi
mental que permitié desarrollar y confirmar el fenémeno de ''tole

rancia antibibtica" (101, 112).

Sin embargo, el combortamiento biolégico del bacterib-
fago Dp-1 y de otros fagos de neumococo en mutantes carentes de
amidasa nos llev6 a plantearnos la posibilidad de que pudieran exis
tir‘mecaniﬁmos alternativos o complementarios para la liberacibn
de 1a progenie fdgica. De aqui que centriramos parte de nuestros
esfuerzos en la posible identificacibn del factor o factores im-

plicados en este proceso.

En resumen, la Memoria que presentamos se ocupa en su
parte experimental de la identificacién de un nuevo enzima que
apafece durante el proceso infectivo del fago Dp-1 en un mutante
de S. pneumoniae defectivo en la amidasa presente en la estirpe

salvaje.

A continuacién abordamos el estudio sistemftico de dos

etapas del proceso infectivo donde bersisten grandes lagunas de
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condcimiento en bacterias Gram-positivas en genzral y en neumoco-
co muy en particular, como son la adsorcibn y la liberacidén de 1la
progenie ffigica al medio de cultivo. Para esta Gltima era impres-
cindib’ > 1la purificacién de la lisina inducida por el fago en neu-
mococo a la cual nos acabamos de referir. En cuanto a la adsorcién
del bacteri6fago Dp-1 a S. pneumoniae presentamos resultados que
esperamos tontribuyan ‘a aportar un mejor conocimiento sobre 1la
naturaleza de los receptores figicos en neumococo y que nos permi-
tan demostrar cbmo los fagos pueden servir como auténticos traza-
dores biolbgicos para seguir el proceso de incorporacidén y distri-

bucidn de los componentes de la pared celular de S. pneumoniae.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1, Bacterias

A 1o largo de los experimentos que se detallan en la pre-

sente Memoria se ha utilizado una estirpe de Streptococcus pneumo-

niae, cepa salvaje R6 derivada de la R36A cedida amablemente por
el Dr. A. Tomasz de la Universidad Rockefeller de Nueva York. Cw-1
es un mutante de la cepa salvaje R36A obtenido por Lacks mediante
tratamientos sucesivos con nitrosoguanidina, deficiente en su prin

cipal autolisina (N-acetilmuramil-L-alanil amidasa) (93).

Las bacterias con %icidos teicoicos conteniendo distintos
residuos aminoalcohblicos (tales como colina, etanolamina (EA), N-
monometil etanolamina (MEA) o N,N-dimetil etanolamina (DEA)) se ob
tuvieron cultivando, durante mis de 20 generaciones, la estirpe
R6 en el medio con el aminoalcohol apropiado, como se ha descri-

to anteriormente (63).

2.2. Bacteridfagos

El bacteridéfago utilizado fue el Dp-1 (106), cuyas carac-

teristicas generales se describieron enel apartado 1.3.1.

2.3. Medios de cultivo

Los medios de cultivo empleados en esta Memoria han sido
ampliamente descritos en la literatura (16, 210, 211). Dado lo com
plejo de la preparacibén de estos medios consideramos oportuno dar

hRY
una clara idea de sus caracteristicas.

En primer lugar hubo de prepararse una serie de soluciones

de trabajo compuestas por:
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- Solucibn Cden' Base

Glicina 380 mg.; L-Alanina 700 mg.; L-Valina 1440 mg.; L-
Isoleucina 1520 mg.; L-Prolina 2320 mg.; L-Serina 1180 mg.; L-Treo
nina 900 mg.; L-Metionina 620 mg.; L-Tript6fano 280 mg.; L-Aspir-
tico 1440 mg.; L-Glutfimico 4400 mg.; L-Cistefna 300 mg.; agua des-

tilada y desionizada c.s.p. 4000 ml. La solucibén se ajusta a pH =7.
Se esteriliza en autoclave a 120°2C durante 20 minutos.

- Solucibén de Aminoicidos

L-Histidina 640 mg.; L-Tirosina 122 mg.; L-Arginina 800 mg.;

agua destilada y desionizada c.s.p. 1000 ml.
Se esteriliza por filtracién en Millipore (0,22 p).

- Solucibn Vitaminas - Colina

Solucibén de Adamsl (Biotina 0.03 mg.; Acido nicotinico
30 mg.; Pirodoxina. C1H 35 mg.; Pantotenato cdlcico 120 mg.; Tia-
mina. C1H 32 mg.; Riboflavina 14 mg.; agua destilada y desionizada
c.s.p. 200 ml) 12,8 ml.; Asparagina ts mg/ml) 32 ml; agua destila-

da y desionizada 36 ml.
Se esteriliza por filtracibn en Millipore (0,22 p).
- Solucién_SAC

Acetato sédico. SHZO 20 gr.; Cloruro sédico 20 mg.; agua

destilada y desionizada c.s.p. 1000 ml.

Se esteriliza en autoclave a 1202C durante 20 minutos.
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- Solucidn de Suplemento

Solucidn de sales (Clzng . 61,0 100 gr.; Cl1,Ca anhidro

2 2
0,5 gr; SOAMn . 4H20 4,5 mg.; agua c.s.n. 1000 ml.) 60 ml.;
Glucosa 20% 120 ml.; Sacarosa 50% 6 ml.; Adenosina (2 mg/ml)

120 ml; Uridina (2 mg/ml) 120 ml.

- Solucidn Pre - C

Acetato sddico . SHZO 2 gr.; Casamino dcidos 5 gr.; L-Trip
t6fano 5 mg.; L-Cisteina. ClH 50 mg.; agua destilada y desioniza-
da c.s.p. 1000 ml. La solucién se ajusta a pH = 7,4-7,6,

Se esteriliza en autoclave a 120°C durante 20 minutos.

- Solucidén Adams III

Solucidén de Adams I 64 ml.; Solucién de Adams 11 (Fe

504.7H20 50 mg.; Cu SO4 . 5H,0 50 mg.; Zn SO 7H20 50 mg.; Mn

2 4

C1 4 H,0 20 mg.; CIH conc. 1 ml.; agua destilada y desioniza-

2
da c.s.p. 100 ml) 16 ml.; Asparagina 800 mg.; Colina 80 mg.;
Ca C1, 1% 0,64 ml.; agua destilada y desionizada 400 ml.

Se esteriliza por filtracidn en Millipore (0,22 u).

- Medio Cden - EA

A partir de las soluciones de trabajo descritas ante-
riormente se prepard el medio Cden- EA afiadiendo por orden los

distintos componentes:

Cden - Base ...t 2500 ml ]
AMinodcidos ......cciveierecnannn 625 ml
Glutamina (Img/ml) .............. 125 ml

Vitaminas - Colina .............. 125 ml
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Piruvato 2% .......c00iivnnnnnnn e . 62,5 ml.
SAC ...... Ceeerienaeaa Cehieeeaae ... 500 ml.
Suplemento ........... ctesesesenennnse .. 162,5 ml.
Tamp6n fosfato ™M pH 8,0 ........... .. 187,5 ml.
L-Leucina (10 mg/ml) .............. c.. 125 ml.
L-Fenilalanina (10 mg/ml) ............. 62,5 ml.
L-Lisina (10 mg/ml) .............. eees 112,5 ml.,
Etanolamina (2 mg/ml) ......... Ceeeaans 100 ml.

Agua destilada y desionizada ......... 325 ml.

En el caso de que se .desee preparar medio Cden - Coli-
na, Sevsustituye la etanolamina por 25 ml. de colina (1mg/ml).

De igual manera, para preparar Cden - DEA o Cden-MEA,
medios utilizados paramultiplicar las cé&lulas DEA o c&lulas MEA
respectivamente, se sustituye la etanolamina por 100 ml de
N,N-dimetiletanolamina (DEA) (2mg/ml) o 100 ml de N-monometile-

tanolamina (MEA) (2mg/ml).

- Medio C 8

H

Este medio se utilizb para cultivar la bacteria R6 (a
menos que se especifique lo contrario), y su composicidn se rea
liza también a partir de las soluciones patr6n anteriormente ci-

tadas, afiadiendo por orden los distintos componentes:

Pre C .....c.vvvene. Seesessssensrrenssae 400 ml.
Suplemento ............... ceeesesscsrnacen 13 ml
Glutamina (Img/ml) .........cciiiiiuiunnnnn. 10 ml

Adams III .. ... .ttt inenneanneanaannas 10 ml



i
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Piruvato 2% ............ G eestaeseectansanas S ml

Tampdén fosfato M, pH 8,0 .............. ... 15 ml
Se esteriliza por filtracidén en Millipore (0,22 u).
- Medio C + Y

Este medio es el utilizado para la multiplicacién de

la bacterja cw-1. Consta bisicamente de C Hé suplementado con

extracto

tampones

P
de levadura estéril:

CpHB .......... cerereereanan cear e 1000 ml

Extracto de levadura 4% ....... e eeaa .- 20 ml

Ademids de estos medios de cultivo se usaron distintos

y soluciones cuya composicién es la siguiente:

- TBT

CING vvvvnnnnn. e e 0,1 M
TEES-CIH v et eteie e eeeanaananens 0,1,pH 7,8
(o) 1 0,01 M

CINB ottt teeeteeeeeranneeennaseeraneennnenns 0,15 M
Tamp6n fosfato potdsico ........cocvvvvneenen 0,05M,pH 8,0
AlbGmina bovina .........ciiiiiiiniennnneanns 0,4 mg/ml
EDTA ittt ittt ereenetasnacsancanonens 0,01M
SBCATOSA vt vevvrenneneeneneoesoncsnsonsanenas 25%(peso/vol)
- PBS .
CINB vttt e et ianee e naeerennaeeniennns 0,15 M
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- Solucibn salina

ClNa ........... et teerecseaeaanans .. 0,15M

Las soluciones empleadas para las electroforesis en

gel de poliacrilamida fueron las siguientes:

- Solucibn para geles (10% acrilamida)

SDS 108 ... ciiiiiititretetancsarennenasess 0,3 ml

A+ B ittt ittt ceeeese 15 ml
Tamp6n de gel ........ Ceeeeaeestenans e 7,5 ml
Agua .......... it seersseseaeasaannes eves 7,05m1
TEMED ........ i R L

Persulfato ambnico (200 mg/ml1)............ 100 pl

- Gel concentrador (5% acrilamida)

SDS 10% ........... et issaeesesa et 0,1 ml
A+B ............ . et ceeaen 2,5 ml
Tampdn de gel ......cviirinnerncannnnnnannn 2,5 ml
Agua ..... ceeaeeeaa ceseasaan tetecenstesnnoan 4,85 ml
TEMED ....... e et 12,5 pl
Persulfato ambnico (200mg/ml) ........... .. 37,5 ml

- Solucién A + B

Acrilamida ..... S r et taecceteseaerneasens 18,94 ¢
N,N-metilénbisacrilamida ................. 1,06 g

ABUA .. tiirinrnrivnnenns . c:s.p.100ml
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- Tampdn de gel

Tris base ........... C et ettt . 2,5 M

El pH se ajusta a 8,9

- Tampb6n de electroforesis

Tris base .......... Se et et s a e 3,02 g
Glicina ......ciiieiinennnns et 14,4 g
SDS ......... et e aeeaea et ettt 1 g

El pH se ajusta a 8,5

- Tampdn de ruptura

Tris 0,5 M, pH 6,8 ...... ... i . 0,125 ml
SDS 108 ...t iiiiirieieeeennonncsnsnnnnons 0,2 ml
2-Mercaptoetanol ..........ciiiieincirinnaas 0,05 ml

- Solucién para la tincibén de geles de poliacrilamida

Azul de Coomassie R-250 .................. 0,5 g
Metanol ..........iiiiieiieneennenennennnns 90 ml
Acido aC8tico . ... ittt ittt i 20 ml
4 - 90 ml

Metanol ... ...ttt ittt 20 ml
Acido aC8tiCO . ...t iveinrereeeanncnenncoons 7 ml
8 T 73 ml

Las soluciones empleadas para preparar los geles de

agarosa fueron las siguientes: -
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- Tamp6n Tris-barbiturato

Acido dietilbarbitGrico ............... ceees 22,4 g
Tris base ......... e eesans cese e nan 44,3 g
Azida sbdica .......cc00iiiiiiaennn ceteeaens 0,65 g
Agua ........c 000000 ot eceaeeneeneeesesn eeesC.5.p.1000m1

Este tamp6n concentrado (pH 8,6) se diluye 1:4 antes
‘de usarlo. -

- Solucidn de agarosa

Agarosa ..... Ceeeane heriseersasee P

Tris-barbiturato ...... cheeeeenas cieesscassas 100 m1

La solucibn se calienta a 902 C en bafio de agua con
agitacibn constante. Después de fundirse, la solucibn se repar

te en tubos que se conservan a 42C durante varios meses.

- Solucibén para la tinci6n de geles de agarosa

Azul de Coomassie R-250 ..........cevvnuueeenn 1g
Etanol ........ et e ee et eeeraasannn ceeaen . 90 ml
Acido actico ..........ciiiiiiiiennnn ceseeaen 20 ml
Agua ....... 0o Ceteceseieaeens e 90 ml

Etanol ........cc0vveeee Ceeeteesse s ecaneanans 90 ml
Acido acético ........... [ e eerraeacaean 20 ml

ABUA v .iiiieninnnnnnannonss e eieeee e 90 ml
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2.4, Multiplicacibn Bacteriana

Las células se mantienen conservadas a -702C; una vez
descongeladas se multiplican a 37°2C, sin agitacién, en su medio

correspondiente.

70 m1 de medio adecuado se inocularon con 7 ml de cé-
lulas para alcanzar una turbidimetrfa inicial de 50 nefelos

(1 nefe16>= 2,5 k'105

ufc/ml), lo cual corresponde aproximadamen
tealo 1,2 x 107 unidades formadoras de colonias por mililitro
(Ufc/ml). Las medidas de turbidimetria se hicieron en un nefelb-

metro Coleman modelo 9.

La curva de multiplicacidn de las c&lulas multiplicadas

con colina o etanolamina aparece en la figura 9.

Con el fin de obtener grandes masas de cultivo, cuando
la curva de crecimiento llegd a 900 nefelos, se inocularon los
70 m1. de medio en 700 ml de medio fresco. Este cultivo se vol-
vié a 1levar hasta casi el finalde la fase exponencial de cre-
cimiento, inoculando por Gltimo estos 700 ml. en 10 1t. de me-

dio fresco (ver curva de crecimiento).

Las bacterias asi multiplicadas, en presencia de etano-
lamina, poseen tiempos de generacidn normales pero, como ya he-
mos sefialado, exhiben varias propiedades an6malas, una de las
cuales es la incapacidad de las células hijas para separarse com
pletamente al término de 1a divisidén celular. Esto origina la
*y

formacién de largas cadenas de cocos en lugar de los diplococos

tipicos, caracteristicos de esta bacteria (figura 9).
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Figura 9.- Células de S. pneumoniae multiplicéindose en medio que
contiene colina { — ) o en medio conteniendo etanolamina (— — — ).
En el recuadro superior derecho se muestra una micrograffia de es-
tas iltimas en las que se aprecia la formaci6én de largas cadenas
que se mantienen durante varias semanas. En el recuadro inferior
izquierdo se puede observar el aspecto microscSpico de las c€lulas
multiplicdndose en colina en la fase exponencial de multiplicacibn,
y en el recuadro de la derecha las mismas células en la fase esta-

cionaria, donde las células se autolisan (212).
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2.5. Purificacién del bacterib6fago Dp-1

Para la obtencién del Dp-1 se sembré la bacteria S. pneu-

moniae R6 en medio CPHS. A una congentracién celular de 1,7 x 107

células/ml se infectd con el fago Dp-1 a una MDI de 1/40. Después
de aproximadamente 3 horas, de incubacidn el cultivo se 1isé to-
talmente, afiadiéndose entonces DNA-asa (100ug/ml) y RNA-asa
(20pg/ml)-y se continué la incubacién a 372C durante 30 minutos.
Al cabo de este tiempo se centrifugd el cultivo a 6000 xg duran
te 15 minutos recogiéndose el sobrenadante. A este sobrenadante
se afiadié Cl1Na (0,5M) y polietilénglicol 6000 (10% peso/volumen)
y se dejd toda la noche a 42C. A continuacién se centrifugd a
6000 xg durante 15 minutos, recogiéndose el precipitado y resus-

pendiéndolo en TBT (aproximadamente un 2% del volumen inicial).

La purificacibn del fago consta bédsicamente de dos ul-

tracentrifugaciones sucesivas en gradiente de cloruro de cesio:

- Primer paso: la muestra resuspendida en TBT se colocd
encima de un gradiente a pasos de C1Cs preparado de la siguien-
te forma: 3 ml de C1Cs de f = 1,7 g/cmS; 10 m1 de Clcs de p=1,5
g/cm3 y 10 ml de CICs de p= 1,3 g/cmS. Se centrifugdé en un ro-
tor Sorvall AH 627 a 26.000 rpm durante 150 minutos. Una banda
azulada que corresponde al fago se extrajo con jeringuilla, sin

quitar las capas superiores de cloruro de cesio.

- Segundo paso: la muestra obtenida del primer paso se
ultracentrifugd en un rotor Sorvall A-841 a 35.000 rpm durante
16 horas. La banda azulada se extrajo nuevamente con jeringuilla

por pinchazo lateral del tubo.

A4
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2.0. Cdlculo de células viables y titulacitén de fagos

l.as técnicas utilizadas en el recucnto de bacterias via
bles y de unidades formadoras de placas de lisis fueron las que

<¢ utilizan normalmente en muchos laboratorios (213, 103).

Para las células viables se siguié el método siguien-
te: 0,1 ml de bacterias a la dilucidén adecuada se ahadidé a 15 ml
de medio CpHS (con tampdén fosfato 0,15M en lugar del normal
0,05M) conteniendo agar al 1%, y se afadidé sobre placas Petri.

Lstas placas se incubaron durante 24 horas a 37°9C.

IEn el caso de la titulacidén de fagos el método fue el
siguiente: como capa basal de las placas Petri se afadieron 15 ml
de medio Cp”8 (con tampén fosfato 0,15M) conteniendo agar al
19 y 0,3 ml de catalasa (10.000 U/ml). A continuacidén se agregd
una segunda capa conteniendo: 1ml de la solucidén de fagos a la
dilucién apropiada, 1 ml de célula huésped (R6), 0,1 ml de ca-
talasa (10.000 U/ml) y 5 ml de medio Cp”8 (con tampdn fosfato
0,15M) contenicndo agar al 0,8%. Las placas se incubaron duran-

te toda la noche a 30°C.
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2.7. Obtencidn de paredes y sus fracciones

La preparacién de paredes de Streptococcus pneumoniae

se hizo basfindonos en el método descrito por Mosser y Tomasz (9).

Para ello se sembrd la estirpe salvaje de S. pneumoniae
R6 en medio CpH8 (ver apartado 2.3). La incubacién se hizo en
bafio a 379C sin agitacién, hasta llegar a una concentracidn ce
lular de }-1,2 x 108 c&1lulas/ml en que se centrifugb a 6000 xg
durante 10 minutos, para a continuacidn resuspender el sedimen-
to en agua destilada y desionizada. La suspensién celular se
calentd a 70°C durante 15 minutos con el fin de inactivar la au-
tolisina; las células se rompieron mediante tratamiento durante
15 minutos con un homogeneizador Omnimixer en presencia de pol-
vo de vidrio (Ballotini N2 13). A continuacién se centrifugb a
2000 x g durante S5 minutos, para eliminar las cé&lulas no rotas
y los Ballotini. El1 sobrenadante se centrifugd a 17.500 x g du-
rante 10 minutos y el sedimento resultante se resuspendid en
acetona incubindose en bafio sin agitaciﬁn a 452C durante 20
minutos. lLa acetona se elimind por centrifugacién y el sedimento
se lavdé varias veces con agua destilada y desionizada y se resus-
pendid en Tris 0,1M, pll 7,8 afiadiéndose tripsina (100ug/ml) y
unas gotas de tolueno y de cloruro cilcico IM. Después de una
incubacifn a 372C durante toda la noche se lavd el precipitado

final varias veces con solucidn salina.

Para la obtencidn de paredes de c&lulas EA se siguid N
el mismo procedimiento, excepto que dichas c&lulas se multipli-

caron en medio Cden - etanolamina.
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Los métodos de obtencibn de fracciones de pared con dis
tintos agentes, a partir de paredes purificadas de la estirpe sal
vaje R6 (ver figura 2), se basan, asimismo, en lo descrito por

Mosser y Tomasz (9).

En resumen,las distintas fracciones de paredes se obtu-

vieron segfin los métodos siguientes:

i) Tratamiento con autolisina: 0,9 ml de paredes purificadas

(30 mg peso seco/ml) se trataron con 0,1 ml de crudo de autolisi
na de R6 (ver apartado 2.12):.. La incubacién a 372C se prolongb

toda la noche. A continuacibn se afiadieron 20 ml de formaldehido
al 40% y 20 ml de albGmina bovina al 4% y se centrifugé a 10.000
x g durante 15 minutos. Se tomb6 el sobrenadante y se purificé el

fragmento conteniendo colina por cromatografia de filtracibn (9).

2) Tratamiento con &cido clorhidrico: 1 ml de paredes purifica-
das (30 mg peso seco/ml) se trataron con icido clorhfdrico 0,1N,
La incubacibn a 37°C se .prolong6 durante 65 horas. A continua-
cién se neutralizdé y se centrifugb .a 10.000 x g durante 15 minu-
tos. Se tomb el sobrenadante y se purificd el fragmento contenien

do colina por cromatografis de filtraci6n (9,214).

3) Tratamiento con hidréxido sbdico: 1 ml de paredes purificadas

(30 mg peso seco/ml) se trataron con hidréxido sédico 0,1N.

La incubacibn a 372C se prolongé durante 40 horas. Lue
go se siguié el mismo procedimiento anterior, purificindose el
fragmento conteniendo colina por cromatografia de filtracién

(9,214).
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4) Tratamiento con formamida: en esta ocasibn el sustrato de 1la
reaccion fue la fraccibn marcada con colina resultante del tra-
tamiento con autolisina (ver anteriormente) de aproximadamente

35 mg de paredes purificadas. 1 ml de esta solucidn acuosa se
tratd con formamida al 100%, a 170°C durante 20 minutos. Al cabo
de este tiempo, se centrifugd a 10.000 x g durante 15 minutos,

se tomd el sobrenadante y se purificé la fraccidén conteniendo co-

lina por cromatografia de filtracibn (9, 215).

5) Tratamiento con fcido nitroso: también aqui el sustrato fue
el mismo del caso anterior. A 1 ml de dicha solucién acuosa se
afiadiéd 1 ml de nitrito sdédico al 5% y 1 ml de 4cido acético 5,8N
(216). La solucidn se incubé a 25°2C durante 30 minutos ajustén-
dose a continuacidn el pH a 5-6 con una solucién de carbonato sd
dico. La fraccidén conteniendo colina se purificd por cromatogra-

fia de filtracibn (9).
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2.8. Obtenci6n de protoplastos y membranas

Para la preparacibn de protoplastos seguimos fundamental-

mente el procedimiento descrito por Seto y colaboradores (217).

En esencia la técnica consiste en cultivar la bacteria R6 en me-
dio Cpﬂg hasta una concentracién celular de 1,4 x 108 células/ml;
en este punto, el cultivo se centrifugbh y se resuspendib6 en un
tamp6n de protoplastos. A continuacibén se afiadié (10% del volu-
men total) un crudo de autolisina (ver apartado 2.12) y se incu-
b6 a 302C. La formacidn de protoplastos, que sesiguifpor observa-
ci6n con un'microscopio de contraste de fases, se completd en
aproximadamente 30 minutos, donde m4s del 95% de las células ad-

quitrfan forma esférica.

La obtencifn de membranas se consigue lavando estos pro-
toplastos por centrifugacién (3 veces) a 8.000 x g durante 10 mi-
nutos, y resuspendiéndolos finalmente en el mismo tamp6n de pro-
toplastos pero sin la sacarosa al 25%. Esta suspensidn se congela

(a -20°C) y se descongela (a 37°C) varias veces.
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2.9. Obtencibén de fcido lipoteicoico

La preparacibn del fcido lipoteicoico de membrana (LTA
o Fag) se hizo seglin el esquema general de Goebel y colaborado-
res (218), modificado posteriormente por Briles y Tomasz (44).
Un cultivo de 2,25 litros de S. pneumoniae R6 se cultivd en me-

8 células/ml.

dio Cp"§ hasta alcanzar una densidad de 1,2 x 10
En este punto, el cultivo se enfribé a 42C se centrifugé a 6.000
x g durante 15 minutos y se resuspendibé el precipitado en 25 ml
de acetato s6dico 0,05M conteniendo 10 gotas de tolueno. Esta
solucidn bacteriana se dej6 autolisarse a 37°C durante 72 horas;
al cabo de este tiempo, se ajustd el pH a 4,5 con dcido acético
y se centrifugd a 8.000 x g durante 10 minutos. E1 precipitado
se lavdé varias veces con tampdn acetato 0,05M, pH 4,5, dializén-
dose 4 horas contra 2 litros de solucidén salina. Después de una
repetida tripsinizacidén durante varios dias (hasta que la solu-
cibn tomd un color de leche diluida), el material se concentrd
frente a polietilénglicol 6.000 (PEG) hasta 22 ml. A continuacidn
se 1levd a cabo una eliminacidn de‘grasas secuencial, traténdolo
sucesivamente con acetona 95%, etanol-éter (3:1) y finalmente
cloroformo-metanol (1:1); el residuo seco se extrajo con 9 ml
de agua destilada. El1 extracto acuoso se incubd con DNAasa
(10 pg/ml1) y RNAasa (50 ug/ml). A continuacidn se afiadieron 4
volimenes de etanol y se dejbé toda la noche a 4°C. El precipitado
resultante se recogid, se dializbd contra agua destilada y se
concentrd hasta 4,5 ml. Finalmente se hizo una reprecipitacidn
con 150 ml de acetona durante toda la noche a 4°2C,y se disolvid

en 5 ml de agua destilada.
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2.10 Marcaje de paredes de S. pneumoniae

Con el fin de obtener paredes de neumococo marcadas con
colina tritiada, que servirin para los ensayos que se describirin
mis adelante, se siguib el procedimiento de obtencibn de paredes
descrito en elapartado 2.7. La diferencia consiste en dfiadir el
marcador radiactivo (3H-colina) en una fase temprana de la multi-
plicacibn celular, para permitir que esta molécula se incorpore
en gran cantidad en la bacteria.

Para ello, se sembi6S. pneumoniae R6 en medio CpHB'

7 célu-

Cuando se alcanzé una concentracibn celular de 1,5 x 10
las/ml se afiadié colina tritiada (15Ci/mmol), continufndose 1la
incubacién en bafio a 37°C sin agitacién. Los siguientes pasos
fueron los mismos que los descritos en el apartado 2.7. El1 lava-
do final, sin embargo, se hizo varias veces con solucibn salina
hasta que se redujo el nGmero de cuentas libres en el sobrenadan-
te procedentes de fracciones de paredes de bajo peso molecular.

5

La radiactividad final se ajust6 a 6-7 x 10 cpm/ml.

En el caso del marcaje de paredes de células EA segui-
mos el mismo procedimiento anterior, excepto que dichas cé&lulas

se multiplicaron em medio Cden-etanolamina y que el marcador

14C-etanolamina (44 mCi/mmol); en este caso, la

5

radiactivo fue

radiactividad final se ajust6 a 10

cpm/ml.



-104-

2.11. Marcaje de proteinas

La preparacidn de células de neumococo marcadas radiacti-
vamente en sus proteinas, que nos servirin en los ensayos que se
describirin mis adelante, es muy similar a la preparacidn de cé-

lulas marcadas radiactivamente en su pared con colina tritiada,

El método consistid en incubar la bacteria tw-1 en me-

dio Cden—éolina + Y (Qer apartado 2.3).

Una muestra de este cultivo que se incubd a 372C duran-
te 6 horas, se sembré en el mismo medio que contenia una menor

concentracitén de fenil-alanina (10 ug/ml).

A 10 ml de una concentracién celular de 1,5 x 107 célu-
las/ml se afiadieron 5 uCi/ml de 3H-fenil—alanina (17Ci/mmol).
La incubacidén a 37°C se continubé hasta que el cultivo alcanzd
una concentracidén de 6,25 x 107 células/ml. En este punto se
centrifugbd a 8.000 x g durante 10 minutos y el preciéitado se re
suspendib en medio C + Y, que no contenfia 3H—fenil-alanina, a
una concentracién de 2,5 x 107 .células/ml. La incubacidén a 37°C

7 célu-

se prolongd hasta alcanzar una concentracidén de 6,25 x 10
: . -z e -

las/ml. En estas condiciones, las cé&lulas aparecian marcadas ra

diactivamente en sus proteinas y se usaron en los ensayos de in-

feccidén por Dp-1.
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2.12, Obtencibn de extractos crudos de células

El procedimiento que describimos a continuacifn es vili-
do para todos los tipos de bacterias utilizados en esta Memoria,

es decir: R6, cw-1, EA, MEA y DEA.

Para ello se sembraron 400 ml de Streptococcus pneumoniae

en su medio adecuado (ver apartado 2.3.) La incubacibn se hizo

a 3792C sin égitacién,.hasta llegar a una concentracibn celular

de 122 x 108 células/ml. En este momento, el cultivo se enfri6 ri
pidamente a 4°C. A continuacibn se centrifugh a 6.000 x g duran-
te 10 minutos, resuspendiéndose el precipitado en solucibén salina.
Una vez homogeneizada la suspensibn, las células se rompieron

por ultrasonido en un sonicador MSE modelo MKZ en tres tratamien-
tos sucesivos procurando que la suspensifn estuviera siempre en
frio. Finalmente se centrifugb a i0.000 x g durante 10 minutos,
para eliminar los restos de células no rotas. Se tom6 el.sobre-

nadante, descartindose el precipitado.

El crudo de c&lulas R6 asi obtenido tambi&n sedenomina,
en algunos experimentos, crudo de autolisina el cual se empled

en varios experimentos descritos en esta Memoria.
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2.13. Conversidén de l1a amidasa, de su forma E a la forma C, bio-

légicamente activa

La autolisina biolbégicamente inactiva (forma E) obtenida
a partir de las cé&lulas-EA posee un peso molecular de 35000 (95),
sin embargo,la forma C, que es activa, posee un peso molecular

mias elevado.

La conversién "in vitro" de la forma E a la forma C
se consigue incubando esta forma E a 02C durante 5 minutos y en
presencia de paredes que contienen colina pero en ausencia de
cofactores. En el sobrenadante de .esta incubacidn se obtienec una
sustancia de peso molecular mis elevado que posee actividad bio-
l6gica cuando se incuba en presencia de paredes que contienen
colina y que éomparte toda una serie de propiedades (59) comunes
a la a “olisina bioldgicamente activa (forma C) obtenida de
S. pneumoniae multiplicado en presencia de colina.

Los datos que se poseen hasta hoy sugieren que la forma
E se asocia fuertemente con porciones de acido teicoico de alto
peso molecular. Esta asociacibn es capaz de inducir en la protef-
na algfin cambio estructural o conformacional que resulta ser
esencial para llevar a cabo su actividad catalitica. Ademis, el
polimero de Acido teicoico asociado con el enzima puede que con-
tribuya en alguna de sus nuevas propiedades, tales como el tamafio
molecular y la estabilidad.

Tanto la determinacidn de la estructura de la autolisina .
forma C, como el posible papel del dcido teicoico en el mantenimien
to de su estructura requerirdn ulteriores estudios con la autoli-

sina purificada.
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2.14. Determinacibn de la actividad enzimitica

Vamos a describir a continuacifn las condiciones de va-
loracién enzimitica, tanto para la autolisina de Streptococcus

pneumoniae como para la PAL (ver apartado 3.1.).

La N-acetilmuramil-L-alanil amidasa de S. pneumoniae es
un enzima que rompe los enlaces amidicos localizados entre las

moléculas N-acetilmurdmico y L-alanina de la pared celular (9,

219).

La mezcla de reaccibn contiene 10 pl de paredes marca-
das con 3H-colina (0,15 mg de peso seco/106 cpm/ml), cantidades
variables del extracto enzimidtico crudo (ver apartado 3.1.) y
200 p1 de tampébn fosfato sb6dico 0.02M, pH 6,9. La mezcla se in-
cuba 1 hora a 372C y la reaccibn se para afiadiendo 10 pul de for-
maldehido al 40% y 10 pul de albGmina bovina al 4%. Las muestras
se centrifugan en una ﬁicrocentrifuga Hawksley a 10.000 x g duran
te 15 minutos. A continuaci6n se toman 200 ul del sobrenadante
de cada muestra y se afiaden 5 ml.de 1iquido de centelleo (Ready-
Solv, Beckman), contindose en un contador de centelleo liquidé

Intertechnique modelo SL32.

La valoracién enzimitica de la PAL es muy similar a la
descrita parala autolisina de neumococo. La aiferencia fundamen
tal consiste en la presencia o no de un agente reductor (ditio-
treitol, 10 mM) en el tampbén fosfato usado normalmente. Esto de-
termina que el tiempo de incubacibn se prolongue lvhora (con
ditiotreitol) 6 4 horas (sin ditiotreitol). La mezcla de reac-

cibn contiene cantidades variables de crudo con PAL e iguales can
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tidades de paredes marcadas y de tampdn. Al término de la corres-
pondiente incubacidn a 372C, la reaccibn se para del mismo modo
citado anteriormente y se cuentan también 200 pl de cada sobrena-

dante.

2.15. "lectroforesis en gel de poliacrilamida

Las electroforesis analiticas se realizaron en todos
los éasos ;n'condiéioﬁés desnaturalizantes en presencia de dode-
cil sulfato s6dico (SDS). La técnica empleada fue descrita por
Laemmli y Favre (220) utilizando geles de poliacrilamida en placa
(160 x 100 x 2mm) . Las concentraciones finales fueron 10% de
acrilamida y 0,5% de N,N'-metilenbisacrilamida en el gel infe-
rior, mientras que el gel concentrador tenia 5% de acrilamida
y 0,25 de N,N'-metilenbisacrilamida (ver apartado 2.3). Las mues-
tras se trataron con el tampbn de ruptura, se hirvieron 2 minutos
a 100°C y se afiadibé glicerol y azul de bromofenol como marcador.
Laselectroforesis se realizaron a temperatura ambiente, a corrien-

te constante de 40mA, hasta que el marcador 1legd aproximadamen-

te a 1 cm del extremo inferior del gel.

2.16. Valoracidn de prote{nas

La valoracidn de proteinas se hizo siguiendo el método
de Lowry (221).

Las muestras que contenian 2-mercaptoetanol se dializaron'
contra la solucidn salina durante 2 horas. Las muestras controles
también fueron dializadas para que contuvieran la misma cantidad
de reductor que las muesfras problema. La misma dialisis se 1levd

a cabo con las muestras que contenian detergente.

)
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2.17. Microscopia electrbnica

Las muestras de bacterif6fagos se prepararon de 1la siguien

1 yrpy

te manera: una cantidad adecuada de fagos (normalmente 10
ml) se dializ6 contra 1 litro de acetato ambnico 0,1M pH 7,0 du-
rante 3 horas. La solucibn dializada se mezcl6 (1:1) con fosfo-
tungstato potésico al 2% (pH 7,0) y una gota de 1la mezcla se co-
locb cuidadosamente sobre rejillas de cobre recubiertas de carbo-
no, y se mantuvieron asi durante 5 minutos. A continuacibn se

eliminé el exceso de liquido y las rejillas se colocaron en un

desecador antes de procederse a su examen microsc8pico.

Las muestras de células EA, en presencia o ausencia de
colina, en las condiciones experimentales que se describen en
a apartado 3.3.2. se prepararon de manera similar a la descrita
en el pirrafo anterior. Concretamente, las células se tomaron a
diferentes tiempos (ver figuras 44 a 54), se lavaron 3 veces por
centrifugacifn a 12.000 x g durante 10 minutos con acetato amb-
nico 0,1M y se resuspendieron finalmente en acetato ambénico 0,1M,
pH 7,0. A continuacibn estas suspenéiones bacterianas se mezcla-
ron (1:1) con fosfotungstato potésico (ﬁH 7,0), colocindose una
gota de cada suspensibn sobre rejillas de cobre recubiertas de
carbono, y se mantuvieron asf 5 minutos. Luego, se eliminé el
exceso de liquido y las rejillas se colocaron en un desecador.

Todas las muestras se examinaron en un microscopio elec
trénico Phillips EM300 a 80 Kv, a los aumentos adecuados para

cada caso.
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2.18. Preparacibén de antigenos

Se usaron 0,5 ml de solucibn de PAL electroforéticamente
pura (aproximadamente 50 ug de proteina). Esta soluci6n se mezcla
muy enérgicamente, en cuatro fracciones con 1,5 ml de adyuvante

completo de Freund y de nuevo se emulsiona muy enérgicamente.

La solucibn antigénica asi preparada se usd para una
primera inoculacit6n. Para inyecciones posteriores la preparacibn
del antigeno fue similar a la descrita anteriormente excepto que

se usd adyuvante incompleto de Freund en lugar del completo.

2.19. ‘nimales de experimentacibn

Se emplearon conejos blancos de la raza New Zealand de
3 a 3,5 kg de peso, después de mantenerlos unas semanas en obser-

vacibén en el estabulario.

2.20. Pauta de inmunizacibn

El suero anti-PAL se obtuvo inmunizando conejos median-
te cuatro inyecciones distribuidas a intervalos de 15 dias. La
primera inyeccién se hizo por via intramuscular. Las restantes
inyecciones se hicieron por via intramuscular y en las almohadi-

l1las plantares.

Una semana después de la Gltima inyeccidn se obtuvo sue
ro delconejo por puncidn cardiaca. La sangre recogida en tubos
de centrifuga ‘se deja coagular a 372C durante 1 hora y después
de desprender el codgulo de las paredes,se mantiene a 42C duran-
te 12 horas para que se retraiga el coigulo. Seguidamente se cen-

trifuga a 200 x g durante 5 minutos, recogiendo el sobrenadante.

*y
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Los sueros asi obtenidcs se guardan en pequefias alicuotas
a -20°C.

2.21. Otros anticuerpos empleados

El suero control (NRS o "normal rabbit serum'") se obtuvo
por ~puncibén cardiaca de un conejo normal no inmunizado.

El suero anti-E se obtuvo inmunizando conejos mediante in-
yecciones del antfigeno correspondiente (enzima E purificado), distri
bﬁida§ a.iﬂférvaiés de.is dias, tal y como se ha descrito previamen-
te (231).

El suero anti Dp-1 se obtuvo inmunizando conejos mediante
inyecciones del antigeno (bacteribfago Dp-1 purificado tratado con
un tampbn conteniendo Tween-80 tal y como se ha descrito previamen-
te (106)), distribuidas a intervalos de 15 dias. _ »

La proteina de mieloma TEPC-15 conteniendo anticuerpos espe
cificos anti-fosforilcolina (2mg de ﬁroteina/ml) fue cedida amable-
mente por el Profesor Alexander Tomasz de la Universidad Rockefeller
vde Nueva York.

El anticuerpo monoclonal anti-Forssman M1/22.25 fue suminis
trado amablemente por César Milstein.

2.22. Inmuno-precipitacibn en gel de agar

Se siguid la téaiicade Ouchterlony (222). El1 gel soporte
era agarosa al 1% en tampbén Tris-barbiturato.pH8,6 (ver apartado 2.3).
Los portaobjetos (2,5x7 cm) ﬁreviamente desengrasados se
recubren con una pequefia capa de agarosa. Una vez secos, se les afia-
de 3 ml de agar dej4ndolos solidificar. Los pocillos se hicieron con

.sun. cilindro metdlico conectado a una bomba de vacio. Se guardan a

bs exteriores diluciones en PBS (ver apartado 2.3) del suero que

PRCTES
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se desee titular. Se incuba a 37°C durante 24 horas leyéndose los
resultados en luz indirecta frente a un fondo oscuro. El tfitulo del
antisuero es la dilucidn mis baja del antisuero con 1la que se ha
obtenido banda de precipitacién.

Las preparaciones antes de tefiidas se lavan en PBS duran-
te 72 horas con frecuentes cambios y después con agua destilada. Se
secan envolviéndolas en papel de filtro hGmedo (llenando previamen-
te los pocillos con agua para que no queden burbujas que produzcan
resquebrajamientos del agar) a temperatura ambiente.

Una vez secas se tifien con el colorante azul de Coomassie
durante 15 minutos, lavindose a continuacién con solucidn destefii-
dora (ver apartado 2.3). .

2.23. Inmunoelectroforesis en gel de agar

Se siguid la té&cnica descrita por Grabar y Williams (223).
El gel soporte fue agarosa al 1% en tampdn Tris-barbiturato pH8,6
(ver apartado 2.3).

El ensayo se realiz6 en dos etapas:
1) La solucidn de antigenos se colocé en los pocillos, a continuacién
se sometld a una electroforesis a temperatura ambiente, con una ten

sién de 4-5V/cm, utilizdndose azul de bromofenol como marcador.

2) Una vez completada la electroforesis se hizo un pocillo central
en la agarosa, mds largo y paralelo a la direccidn de migracién.
Este pocillo se 1lend con el correspondiente suero y se incubb a
37°C durante 24 horas ley&ndose los resultados en la luz indirec-

ta frente a un fondo oscuro.
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2.24. Materiales y reactivos

Durante el presente trabajo hemos utilizado los siguien-

tes materiales:

- Bomba de presién y vacio Millipore.

- Ultracentrifuga Sorvall modelo OTD 65.

- Centrifuga Beckman modelo J-21B.

- Homogeneizador Omnimixer 17106, Sorvall.

- Microscopio Leitz, Wetzlar, modelo Orthoplan.
-~ Sonicador MSE, modelo Mk2.

- Microcentrifuga Hawksley

- Contador de centelleo liquido Intertechnique, modelo SL32.
- Liofilizador, New Brunswick.

- Refractbmetro PZ0, modelo RL-1,

- Fuente de tensibn LKB, modelo 3371E.

- Microscopio electrénico Phillips. EM300.

- Ballotini, 125-200n (80-120 mallas), Serva.

- Lémpara ultravicleta (UV), Chromatolux 2L.

- Filtros GF/A, Whatman. ‘

- Columnas cromatogréficas Pobel y Pharmacia.

Los reactivos utilizados fueron de grado analitico, de la

casa comercial Merck (Darmstadt, Alemania), excepto los siguientes:

- Casaminoicidos, Difco.

Bacto-agar, Difco.

Etanolamina, Calbiochen.
- Desoxicolato sédico, Difco.

- Dodecilsulfato sbédico, Fluka.
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- Productos radiactivos: (metil-sn)colina, 15Ci/mmol, Amersham

(2-140) etanolamina, 44mCi/mmol, Amersham.

(2,3-3H) fenilalanina, 17Ci/mmol, Amersham.

- Polietilenglicol-6000, Serva.

- Soportes cromatogréficos: Sephadex G-25 (50-150u), Pharmacia
Sephadex G-50 (50-150un), Pharmacia

- . Sephadex G-100(40-120u), Pharmacia

Sephadex G-200(40-120u), Pharmacia
Bio-Gel P-60 (100-200 mallas), BioRad
Agarosa A-5m, (200-400 mallas), BioRad

- Agarosa, BDH

- Acrilamida y N,N-metilen-bisacrilamida, Eastman

- TEMED, Serva

- Desoxirribonucleosa, Worthington

- Ribonucleasas. Sigma

- AlbGmina (fraccién V) (suero bovino), Sigma

- OvoalbGmina, Sigma

- Catalasa, Sigma

- Glicerol, Serva

- Adyuvantes de Freund, Difco

- PPO y POPOP, Sigma

- Ready-Solv, Beckman

hEY
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3.1. Aislamiento y purificacién de una lisina inducida por el

bacteri6fago Dp-1 en un mutante de S.pneumoniae deficiente

en autolisina.

3.1.1. Lisis de la estirpe salvaje de neumococo y de un mutante

deficiente en autolisina por el bacteriéfago Dp-1.

En el proceso infectivo de la estirpe salvaje de S.pneu-
moniae por el bactéridfago Dp-1 juega un papel preponderante la

murein-hidrolasa del huésped, N-acetilmuramil-L-alanil amidasa.

En efecto, se ha demostrado que esta autolisina estd im °*
plicada en la etapa final de 1la infeccién, ésto es en la liberacidn
de la progenie fagica al medio de cultivo y la consiguiente lisis
de las cé&lulas (80). Esta lisis se producia incluso cuando se em-
pleaban bajas multiplicidades de infeccifn. En contraste con este
comportamiento, un mutante de neumococo deficiente en autolisina
(cw-1) solo se lisaba cuando la infeccién por el mismo fago se ha-

cia a altas multiplicidades de infecci6n (Fig. 10).

Este resultado fue bastante sorprendente pues los mutan-
tes cw-1, obtenidos por lLacks mediante tratamiento con nitroso-
guanidina (93), solo contenian niveles residuales de actividad ami
disica (alrededor del 0,1% de 1a que se encuentra en el tipo
salvaje);este hecho a nivel fisiolbégico, se pone de manifiesto
porque ciertos agentes capaces de provocar la autolisis de la es-
tirpe salvaje (detergentes, inhibidores de la sintesis de lapa-
red ceiular, etc) eran completamente ineficaces para lisar a las -

células mutantes.
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Figura 10.- Lisis de S. pneumoniae tipo salvaje y deficiente en
autolisina infectados por Dp-1 a diferentes multiplicidades de in
fecci6ébn (MDPI). Tanto el mutante ( #—e), como el tipo salvaje
(- — —9), se multiplicaron (en el medio C+Y) y la infeccibn se
realiz6 al tiempo indicado por 1la flecha, a las MDI indicadas por
los nfimeros en las curvas. La multiplicacibn y la lisis se siguie
ron por nefelometria.
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La diferencia de comportamiento de las estirpes salvaje
y mutante frente a la lisis inducida por el bacteritfago Dp-1, su
geria que, en las condiciones experimentales expuestas anteriormen
te,el fago lisaba a la estirpe mutante a través de un mecanismo al
ternativo o cbyplementario con respecto al que se ha sugerido para

la estirpe salvaje (80).

3.1.2. Detecci6n de actividad litica en 1los lisados de cw-1

El primer paso para comprobar la existencia de una acti-
vidad 1itica sobre las paredes de S. pneumoniae durante el ciclo
litico del fago Dp-1 consistid en marcar la bacteria huésped,
cw-1, con colina tritiada que se incorpora especificamente en el
dcido teicoicq de bared y en el antigeno de Forssman (4cido lipo-
teicoico de membrana). El cultivo se resuspende en medio sin radiac
tividad y se infecta con Dp-1, a una MDI de 5. En estas condicio-
nes, la lisis de las células va acompafiada de la degradacidn gra-
dual del material de 1la pared celular hasta llegar a un 90% del to-
tal del 4cido teicoico de pared cuando se alcanza la lisis total

(Fig. 11).

Esta alteracidn de las estructuras periféricas se puso
asimis..> de manifiesto a través de un experimento que consistid

. R 3
en marcar radiactivamente las proteinas del mutante cw-1 con

H-fenil
alanina, seglin se describe en la Fig. 12 Una vez eliminado el
isdtopo libre en el medio, se siguid comparativamente la libera-
cidén al medio de cultivo de cuentas totales en cultivos infecta- -

dos y no infectados por Dp-1. Se puede comprobar que las protef-

nas marcadas se liberan tempranamente y en gran cantidad solo en
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Figura 11.- Liberacién al medio de cultivo de matefial marcado ra-
diactivamente con SH-colina de un cultivo de cw-1 infectado con |
Dp-1. El1 mutante cw-1 en medio C+Y se multiplicd durante tres ge-
neraciones en presencia de colina radiactiva (3H~colina, 2uCi y

5 ug/ml). El1 cultivo se centrifugé (8.000x g durante 10 minutos) y
se resuspendib6 en medio C+Y y a una concentracibén de 6,2x107ﬁFC/m1
la mitad del cultivo (A—=a) se infectd con Dp-1 (MDI=5). Después
de 20 minutos, el exceso de fagos se elimind por centrifugacibn y
se resuspendis en medio fresco. La otra mitad del cultivo recibid
el mismo tratamiento excepto que no se infect6 con Dp-1 (e—s).

La multiplicacidén del cultivo se siguié por nefelometrfa (panel su-
perior). A distintos tiempos después de la infeccidn se tomaron
muestras de ambos cultivos, se centrifugaron (8.000xg durante 10
minutos) y se valor§ la radiactividad total liberada (panel central)
y la macromolecular (es decir, precipitable por dcido tricloroacé-
tico frfo: panel inferior) de los cultivos infectados y no infecta-
dos.
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Figura 12.- Liberacifn al medio de cultivo de mateTial marcado ra-
diactivamente con 3H-fenilalanina de un cultivo de cw-1 infectado
con Dp-1. E1 mutante cw-1 se mul+iplicé en medio C+Y. conteniendo
3H-fenilalanina (2-5puCi y 6 pg/ml) durante tres generaciones. El
cultivo se centrifugé (8.000xg durante 10 minutos) y se resuspendid
en medio C+Y fresco; la mitad del cultivo ( &4——a) se infect8 con
Dp-1 (MDI=5). La otra mitad se us§ como control no infectado
(e——e). La multiplicacibn se sigui6 por nefelometrfa (panel supe
rior). A diferentes tiempos después de 1la infeccién (tiempo 0),

se tomaron muestras de ambos cultivos, se centrifugaron (8.000xg,
10 minutos) y se determinaron las cuentas totales liberadas a los
sobrenadantes (panel inferior). El panel central muestra la libera
cién de la progenie figica al medio de cultivo.
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los cultivos infectados.

Como consecuencia de los resultados anteriores, se reco-
gi6 el lisado obtenido de un cultivo de cw-1 infectado con el fago
Dp-1 a una MDI de 5 y se ensay6 frente a paredes de neumococo
marcadas radiactivamente para detectar una posible actividad 1iti

ca.

Estos eﬁsﬁyoé fueron positivos ya que,como demuestra la
Tabla 2, se detectaba una actividad 1itica frente a paredes de
neumococo. Un ensayo paralelo, empleando los sobrenadantes obteni-
dos por sonicacitén de células cw-1 no infectadas, probé que los
mutantes solo contenfan niveles residuales de actividad 1itica.
Estos resultados sugerfan la presencia de una actividad 1{tica aso

ciada al bacteribfago (PAL).

Sin embargo, la actividad 1itica sobre paredes, obtenida
empleando los lisados de cw-1 infectados bor Dp-1 era notoriamen-
te mids baja que 1la correspondiente a la autolisina obtenida a par )
“tir de la estirpe salvaje R6, siendo necesario, ademis, prolongar

la incubacién a 372C durante 4 horas para ponerla de manifiesto.

3.t.3. Sintesis de actividad 1itica durante la infeccibén ffgica

Una vez demostrada la aﬁaricién de una actividad 1itica
en los lisados de cultivos de cw-1 infectados por Dp-1 a alta
MDI, estudiamos las variaciones de los niveles de dicha actividad
a lo‘largo del ciclo infectivo. Mis concretamente, se intentd
determinar en dué momento se liberaba al medio esa actividad de-
gradativa de paredes de neumococo y qué factores eran los que re-

gulaban dicha actividad.



Tabla 2

EFnsayo de la actividad 1ftica sobre paredes de

neumococo marcadas radiactivamente.con “H-colina

Fxp. Condiciones cpm.liberadas después dJ”
1 hora 4 horas
1 Crudo de autolisina de
neumococo (ver apartado 2.12) 7.400(100%) 7.400
2 Sobrenadante de cultivos de
cw-1 infectados con Dp-t1MDI=5) 920 7.100
+ DTT (10mM) 7.500 7.400
3 Crudo sonicado de cw-1 no
infectado 220 560
+ DTT(10mM) 200 510

*)

l.as condiciones de ensayo para la actividad 1itica fuecron

las siguientes: 10 pl1 de paredes de ncumococo marcadas ra-
diactivamente con 3H-colina (0,15 mg peso seco/ml; 106 cpm/m1),
100 p1 de lisado (experimentos 2 y 3) o 10 ul de crudo de auto
lisina (experimento 1) y 100 ut de tampdén fosfato 0,02M, pli

6,9 se incubaron durante 1 6 4 horas a 37°C. lLa reaccién se
pard aiiadiendo 20 pl de formaldehido al 38% ; 20 ul de albt-
mina bovina al 4%. Las muestras se centrifuparon en una micro
centrifuga a 10.000xg durante 15 minutos. Se tomaron 200 ul

de los sobrenadantes y se contd la radiactividad en un conta-

dor Intertechnique de centelleo 1iquido.
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Figura 13.- Liberaci6n de la actividad litica al medio de cultivo
después de 1a infecci6bn de cw-1 por Dp-1. Un cultivo de cw-1 se in
fect6 a una concentracién celular de 6,2 x 107UFC/m1 con Dp-1
(MDI=5). A diferentes tiempos se tomaron muestras, se centrifugaron
(8.000xg, 10 minutos) y se valor6 la actividad 1ftica de los sobre
nadantes usando como sustrato paredes celulares de neumococos marca
das radiactivamente con SH-colina. La multiplicacién y la lisis

se. siguieron por nefelometria.(e—-9).
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La relaci6n entre la lisis del cultivo de cw-1 por el fa
go Dp-1 y 1la liberacidén de 1a murein-hidrolasa al medio se muestra
en la Fig. 13. Como se puede apreciar, la actividad litica se de-
tecta libre en el medio de cultivo 60 minutos después de la infec-
cion fdgica y antes de que el cultivo comience a lisarse. Este re
sultado contrasta con lo observado por otros autores (206, 224)
para el caso de los estreptococos del grupo C, donde la actividad
litica se detecta en el medio concomitantemente con la lisis del

cultivo.

Por otra parte, la estirpe cw-1 deficiente en autolisina,
es completamente resistente a la lisis por detergentes (p. ejem
desoxicolato). Sin embargo, como se observa en la Fig. 14, los cul
tivos de cw-1 infectados se vuelven sensibles a la lisis por deso-
xicolato sbédico cuando se encuentran en fase exponencial de multi-
plicacidn y noiha empezado ain la 1lisis del cultivo. Como estos
detergentes inducen la lisis de los neumococos tipo salvaje a
través del disparo de la actividad murein-hidrolisica, la obser-
vacién anterior sugiere la aparicidn de una actividad hidroléisica

de paredes en el cultivo cw-1 infectado con Dp-1.

En la Fig. 15 se demuestra que la aparicidn de la acti-
vidiad 1itica en cw:il requiere una sintesis proteica ''de novo".
Para ello, se infecté cw.1 con Dp-1, en las condiciones referi-
das anteriormente, pero afiadiendo a distintos tiempos cantidades
suficientes de un inhibidor de la sintesis de proteinas, como es
la estreptomicina. Los resultados obtenidos demuestran claramente

que tanto la liberacidén de la PAL al medio como la lisis del cul-
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Figura 14.- Sensibilidad a la lisis por desoxicolato s6dico (DOC)
de cultivos de cw-1 infectados por Dp-1. Un cultivo de la bacteria
mutante cw-1 se multiplicé en medio C+Y y se infect6 con Dp-1
(MDI=5) a una concentracién de 6,2x107UFC/ml. La multiplicacibn

se sigui6 por nefelometria (e—e). La sensibilidad a 1la 1lisis
inducida por DOC se determind a diferentes tiempos (o—o0) tal y
como se ha descrito en (63). 100%: lisis completa; 0%: lisis no
observable. En un cultivo control no infectado no se observaba 1i

sis por DOC.
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Figura 15.- Efectd protector de la estreptomicina de la lisis de
un cultivo de cw-1 infectado por Dp-1. El mutante cw-1 se culti-
vd en medio C+Y y a una concentracitn de 6,2x107UFC/m1 se infectd
con Dp-1 (MDI=5) a tiempo 0. A diferentes tiempos (indicado por
las flechas y por los nGmeros de la curva) se tomaron muestras
que tecibieron 100 pg/ml de estreptomicina. Un cultivo control
recibid fago pero no antibibtico. La multiplicacidén y la lisis

se siguieron por nefelometria.
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tivo ﬁodia bloquearse por 1la adicifn de estreptomicina hasta 45 mi
nutos después del momento de la infecci6n. Esto nos permite concluir
que la actividad enzimitica empieza a aparecer poco después del co
mienzo de la infeccibén fdgica pero no alcanza niveles elevados hasta
45 minutos después de la infeccién. E1 hecho de que 1la liberacién
del enzima al medio se empiece a detectar solo cuando han transcurri
do 45 minutos del comienzo de 1la infeccibén (Fig. 15), sugiere que

el proceso 1itico es un problema de cantidad de enzima presente en
la cé&lula infectada.

Por otra parte, cuando el enzima litico se obtenfia a partir
de lisados preparados en presencia de fluorodeoxiuridina (FUdR), una
sustancia que detiene la sintesis de DNA (115) al inhibir irreversi
blemente la timidilato sintetasa (225) y que en nuestro caso produce
una reduccién de mis del 80% de 1la producciﬁn de particulas figicas
activas [figura 16), la cantidad de actividad enzimética producida
en presencia de FUdR era similar a la obtenida en ausencia de este
iahibidor. Este resultado indica que no es necesario la replicacién
del DNA fégico para la sintesis del enzima 1lfitico.

En experimentos previos se habia sugerido un paralelismo
entre el comportamiento de c&lulas cw-1 infectadas con Dp-1 y '"cura
das fenotipicamente" con autolisina de neumococo (80, 226) y el de
cw-1 tratadas con penicilina (88).

El experimento que aparece en la Fig. 17 muestra que inme-
diatamente después de la infeccibn de cw-1 con Dp-1 la sintesis de
pared se detiene bruscamente aunque el crecimiésto  celular en los
cultivos infectados continfia inalterado con respecto a los no infec-
tados. Este hecho unido a otras observaciones, tambi&n puestas de

manifiesto cuando los cultivos de cw-1 fueron tratados con antibié-
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Figura 16.- Eferto de fluorodeoxiuridina (FUdR) sobre la produccibn

del fago Dp-1 y sobre la sintesis de la PAL. Un cultivo de cw-1, a
una concentracién de 6,2x107UFC/ml, se infect6 con Dp-1{MDI=5);
después de 20 minutos, el cultivo se dividié en 2 alicuotas, una
recibi6 20 ug/ml de FUdR (4—a, 2) y el otro se usé como control
(e—=, 1). Después de 1 hora de incubaci6n a 37°C ambos cultivos
recibieron 10mM de mercaptoetanol (2-ME). La multiplicacién y 1la
lisis de los cultivos se siguieron por nefelometria. ! El total
de fagos producidos se determin6 en ambos cultivos después de 1la
lisis completa (indicado por las flechas). E1l panel inferior mues-
tra la cinética de aparicibtn de 1la PAL en los sobrenadantes de
ambos cultivos, valorada seglin 1la técnica descrita en el aparta-
do 2.14,
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Figuré 17.- Biosintesis de la pared celular en cw-1 infectado con
Dp-1. Un cultivo de cw-1 se multiplic6é en medio C+Y hasta una con-
centracidén celular de 6,2x107UFC/m1. El cultivo se dividié en dos
partes: una se infectd con Dp-1 (MDI=S5), se incubé a 37°C durante
20 minutos, se centrifugd para eliminar los fagos libres (8.000xg
10 minutos) y se resuspendid en medio C+Y fresco. La otra mitad del
cultivo se usd como control no infectado. A diferentes tiempos se
tomaron muestras (1 ml) y se afiadid 3H—colina (\pCi/ml, 2,5ug/ml);
se incubaron a 37°C,S5 minutos y luego se precipitaron por la adi-
cidn de 4cido tricloroacético frio al 10%. Después de 30 minutos

a 4°C las muestras se filtraron sobre membranas GFA, se secaron

y se contd la radiactividad de los filtros, que indica principal-
mente la colina incorporada en los &cidos teicoicos de la pared
celular, La multiplicacidn y la lisis de los cultivos se siguieron
por nefelometria. Simbolos: cultivos no infectados (o ,A) e in-
fectados (0 ,4). '
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ticos beta-lactfimicos (p.ejem. secrecién de LTA y de otras macromo
léculas al medio, etc) han sido sugeridas como condiciones necesa-
rias para que en la célula tenga lugar un "acondicionamiento" pre-
vio del sustrato que permita la actuacidén de la autolisina (88). Por
tanto, nuestros experimentos parecen sugerir que se generaria una
situacidén similar para 1a actuaci6n de la PAL.

Un dato experimental adicional que habla en favor de este
"acondicionamiento'" del sustrato viene dada por el experimento de
la Fig.18. En ella se observa otro efecto potencialmente importante
de la infecci6én por Dp-1 de células cw-1: inmediatamente después de
la infeccidén, el material de la pared celular podia liberarse de las
células por un tratamiento combinado de autolisina afiadida exdgena
mente seguida de una extraccién con SDS caliente. Una posible expli
cacién a este fenémeno seria que el esqueleto de mureina de la pa-
red celular estuviera débilmente entrecruzado por los puentes pep-
tidicos como consecuencia de la infeccibn fdgica lo que converti-
ria a la pared en un sustrato particularmente sensible a la accidén
de la autolisina exdgena en el caso del experimento de la Fig.18.
Esta disposicién de la pared ya habia sido sugerida bara explicar
el mecanismo de accidén de los antibibdticos beta-lactémicos (227).

Como se puede deducir de todo lo expuesto hasta el momento,
el mecanismo de la lisis de un cultivo de cw-1 por el bacteribfago
Dp-1 podia deberse a una estabilizacién o activacidén de una acti-
vidad murein-hidroldsica latente en la bacteria o bien esta lisis
era consecuencia de la aparicidén de una nueva lisina asociada al fa-
go (PAL) que se sintetizaba a lo largo del proceso infectivo.Con el
fin de adquirir un mejor conocimiento sobre este mecanismo de lisis
se hacia imprescindible purificar la murein-hidrolasa que aparecia

en los lisados de cultivos cw-1 por el fago Dp-1.
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Figura 18.- Sensibilizacibn de cw-1 infectado con Dp-1 a la autoli-
sina ex6gera. Las paredes celulares de un cultivo del mutante cw-1

se marcaron con M-colina como se ha descrito en el apartado 2.10.

A continuacibn las bacterias se transfirieron a un medio no radiacti
vo y se multiplicaron durante 2 6 3 generaciones. La mitad del cul-
tivo marcado se infect6 con Dp-1 (20 minutos de incubacién a MDI=5).
Los fagos_libres en el sobrenadante se eliminaxron por centrifugacidn
(8.000xg, 10 minutos) y ambos cultivos (infectado y control) se re
suspendieron en medio fresco a 37°C a una concentracién de 5-8x10" .-
UFC/ml., La multiplicacibn se siguib por nefelometria (ﬁanel supe-
rior). A diferentes tiembos se tomaron dos muestras del cultivo in
fectado (0,9 ml), una de las cuales recibid 100 Ml de crudo de auto-
lisina (preparado segfin se ha descrito en el apartado 2.12) (4—a)

y la otra recibid 100 ul de tambdn fosfato sbdico 0,1M (pH 7,0)

( >—). Asimismo se tom§ una muestra del cultivo no infectado

{ é—-+), que se trats con 100 ul del crudo de autolisina. Las -
muestras se incubaron durante 5 minutos a 37°C, se centrifugaron
(10.000xg,‘15 minutos, en una microcentrifuga) y los sedimentos

se resuspendieron en 500 ul de SDS al 2% y se calentaron a 80°C
durante 30 minutos. Después de enfriar las muestras las bacterias
tratadas con SDS se centrifugaron (10.000xg, 15 minutos) en una
microcentrifuga) y los precipitadéé se lavaron y se resuspendieron

en agua, determinindose la fraccidén de radiactividad que quedaba
insoluble en SDS caliente (es decir, la radiactividad asociada

a la murefna). La figura muestra (panel inferior) que con el bre-

ve pretratamiento con autolisina exfgena se extrae una porcibén
sustancial de material asociado a la mureina, en las cé&lulas infec
tadas ( &4—4). La liberacidén de radiactividad asociada a mureina
cuando las células infectadas no fueron tratadas con autolisina .
( 5—n) solo se observé tardiamente (35-40 minutos después del »
comienzo de la incubacidn). En los cultivos no infectados (e—e)
tratados con autolisina y SDS no se observ6 liberacidén de radiac- i
tividad al sobrenadante.
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3.1.4. Estimulacibn de la actividad 1itica por agentes reductores

Nuestros primeros intentos para purificar la actividad 11-
tica que se liberaba al medio de cultivo de cw-1 infectados con Dp-1

tropezaron con serias dificultades. El1 procedimiento que seguimos

fue el que se emplea habitualmente para la purificacién de proteinas:

precipitacién de los lisados con sulfato ambnico y distintas croma-
tografias en columna de adsorci6n y filtracién. Por estos métodos,

éin émbaréo, novﬁe‘loéraba la separacibn entre la actividad 1fitica

y los fagos, ya que estos fltimos se iban arrastrando en las suce-
sivas etapas de purificacién. AGn mis, después de algunos pasos de

purificacién, la actividad i11tica y los bacteribéfagos coeluian de

una columna de agarosa A-5m.

Los procedimientos combinados de tratamiento de los crudos
con sulfato ambnico seguido de ultracentrifugacién tampoco aporta-
ron ninguna ventaja adicional. No obstante, el obstdculo mis impor-
tante para conseguir purificar el enzima era la progresiva pérdida
de actividad enzimdtica a lo largo de los diferentes pasos de puri-
ficacib6n. Estas limitaciones en el'procedimiento de purificacién de
este tipo de actividades 1iticas asociadas a bacteriéfagos ya ha-
bian sido descritas por otros investigadores en los primeros inten
tos de purificacién de las lisinas asociadas a fagos que infectaban
a los estreptococos del grupo A y del grupo C (205,206,224). Tenien
do en cuenta estos precedentes, p}obamos la posibilidad de que 1los
agentes reductores protegieran al enzima de los agentes alquilantes
y formadores de compuestos mercaptidicos. Como se demuestra
en la Tabla 3, la actividad litica sobre paredes radiactivamen-
te marcadas, en ensayos '"in vitro", se estimula claramente en

presencia de agentes reductores.
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Tabla 3

IIfecto de apentes reductores, ENDTA y detergentes sobre

1a actividad 1itica de Ja PAL,.

LLas condiciones de ensayo fucron:

Cnndicionesm)

mis
mas
mas
-
mis
mis
mas
.
nis

2
mas

fosfato pll 7,0

EDTA, SmM

sSns, 0,1%

Sarcosil NL97, 0,1%

noc, 0,14

Triton X-100, 0,1%

Triton X-100, 2%

Urea OM

cloruro de guanidinio
6M

cpm liberadas (%)

& &S NN

& S N

6.

870

.730
.900
.350
.520

.600
.640
.800
. 590

.040

990

960
120

60
170

5.680

5.570

870

60

(15)
(17)
(5m
(75)
(78)

(15)
(80)
(100)
(79)

(18)
(17N
(120)
(2)
(N
(3
(98)
(96)
(15)

(n

10 p1 de paredes de neu-

mococo marcadas radiactivamente con SH-colina (0,15 mp

peso seco/ml; 106 cpm/m1Y, 100 pl de lisado de cw-1 infec-
tado con hp-1 (MDI=5) y 100 ul de tampin fosfato 0,02M

pll 7,0 con las adiciones sciialadas. F1

Jar al descrito cn la tabla 2, exccepto que el

. cubacidon fue 30 minutos.

tratamicento

fue simi-

ticmpo de in-
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Asimismo, se observ6 que el etiléndiaminotetraacetato
(EDTA) estimula la actividad 1itica mis débilmente; algunos de-
tergentes como el dodecil sulfato s6dico (SDS) y el sarcosil des-
truyen la actividad 1itica, mientras que el Triton X-100 no afec-
ta a dicha actividad. Por Gltimo, en la misma tabla 3, se mues-
tra que agentes tfipicos de desnaturalizaci6én de proteinas como 1la

urea o el cloruro de guanidinio inactivan al enzima.

3.17.5 Purificacibn de la actividad litica asociada al fago

Como ya hemos indicado, la principal dificultad con que
se tropez6 durante los pasos iniciales de purificacifn de la ac-
tividad enzimtica fue la progresiva pérdida de actividad a lo

largo de las diferentes etapas de purificacién. No obstante, el
empleo de agentes reductores hizo posible la purificacién a homo-
geneidad del enzima asociado al fago (PAL), lo que sugieré que
tales agentes ademis de un efecto estimulador ejercen un efecto
protector como habia sido previamente sugerido en otros sistemas

(228, 229, 230).

Todas las etapas de burificaci6n que describimos a con-
tinuaci6n se llevaron a cabo a 4°¢ C.

3.1.5.1. Preparacibn del lisado

Se inocularon 2 litros de medio C + Y con un cultivo de
cw-1 a una concentraci6n de 2 x 10’ c&lulas/ml. El cultivo se in-
cubé a 372 C y a una concentracibén de 6,2 x 107.cé1ulas/m1 se afia-
di6 bacteribfago Dp-1 purificado a una MDI de 5; 60 minutos mis

tarde se afiadié 2-mercaptoetanol (2-ME) a una concentracién final
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Figura 19.- Purificacién de 1la PAL. 10 ml de un crudo obtenido jor
precipitacién con PEG de un lisado de un cultivo de cw-1 infectado
por Dp-1 (apartado 3.1.5.2.) se aplicaron sobre un gradiente a ja
sos de ClCs, se centrifugd a 25.000 rpm. durante 150 minutos en las
condiciones descritas en el apartado 3.1.5.3. Se recogieron frac-
ciones de 1,2 ml de la parte inferior del tubo, en las cuales se
valord los fagos viables ( &——e) y la actividad 1litica sobre p:-
redes de neumococo marcadas radiactivamente con 3H—colina (o- —-0).
El indice de refraccién de las fracciones (&—-—-—- A) se determirg

en un refractémetro PZO.
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de 10mM y la incubacibn continu6é hasta la lisis completa del culti

vo, que ocurri6 aproximadamente 90 minutos después de la adicibn de
los fagos. E1 lisado se enfri6 en hielo a 4°C y los restos celula-

res se eliminaron por centrifugacibn a 6000 xg durante 20 minutos a
4°C, se conservé el sobrenadante y se desechd el precipitado resul-
tante.

3.1.5.2. Precipitacibn con polietilenglicol

Al sobrenédaﬂte anterior conteniendo el crudo enzimitico
se afiadi6.C1Na (concentracibén final 0.5M) y polietilenglicol 6000
a una concentracién final del 10% (peso/volumen) dejindolo toda 1la
noche a 4°C. El precipitado se recogié por centrifugacibén a 10.000
xg durante 15 ﬁinutos, resuspendiéndolo en 40 ml de tamp6n TBT con-
teniendo 10mM de 2-ME.

3.1.5.3. Centrifupacién en gradientes de cloruro de cesio

El crudo obtenido en el paso anterior, resuspendido en
TBT y 2-ME, se aplic6 a una gradiente a pasos de ClCs preparado de
1a siguiente forma: 3ml de C1Cs a una densidad de 1,7g/cm3;10m1
de densidad 1,5g/cm3y 10ml de densidad 1,3g/cm3. El cloruro de ce
sio se disolvi6 en tampbn conteniendo TBT y 2-ME.Después de centri-
fugar a 25.000 rpm en un rotor Sorvall AH627 durante 150 minutos se
recogieron fracciones de 1,2ml pinchando los tubos por el fondo.
En estas fracciones se probaron tanto su actividad 1itica como 1la
formacibn de placas infectivas como muestra la Fig.19. Como se pue
de observar, la actividad 1litica se separaba nitidamente de la zo-
na donde se recuperaban mis del 99% de los fagos viables. Con el
fin de descartar la posibilidad de que la PAL fuera un componente
estructural de las particulas figicas maduras, que necesitara ser

solubilizada por algGn tratamiento quimico, como sucede en el caso




Actividad enzimdtica (cpmxI0~3) (o)

Figura 20.- Purificacidén de la PAL. Las fracciones 17 a 23 de 1la
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figura anterior se juntaron y se ajustd su densidad a 1,3 g/cm3
C1Cs, se centrifugaron a 40.000 rpm durante 60 horas, seglin se

describe en el apartado 3.1.5.4. En las diferentes fracciones se
determiné la actividad litica ( &—=e) y el indice de refraccién

(o- -0).

con
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Tabla 4

Ensayo de la actividad 1ftica en partfculas purificadas
de Dp-1.

Exp. Condiciones(a) cpm liberadas(%)

1 crudo de PAL(®) 6.800 (100)
2 pp-1(€) 400 (0)
3 i Dp-1 + DTT(10mM) 600
4 Dp-1 + Tween 80 (0,4%) 540
5 Dp-1 + DOC (1%) 530
6 Dp-1 + TriténX-100 (0,5%) 580
7 . Dp-1 + Cloroformo 450
8 . Dp-1 + Fosfolipasa C (50ug/ml) 470
(a)

(b)

(c)

Las condiciones de ensayo fueron similares a las descritas
en la Tabla 2.

Se usaron 100 mul del concentrado de las fracciones 18 a 22
de la figura 19. .

La concentraci6én final de Dp-1 fue 1011UFP
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del bacterib6fago #6 de Pseudomonas phaseolicola (196), el bacterid-

fago Dp-1 purificado se sometib a una serie de tratamientos que se
resumen en la tabla 4 .Los resultados indican la ausencia de activi
dad 1litica en las particulas maduras de Dp-1 purificado en CI1Cs.

3.1.5.4. Centrifugacidn a equilibrio en ClCs

Las fracciones activas del paso anterior(de la 17 a la 23)
se mezclaron y su densidad se ajustb a 1,3g/cm3 con cloruro de ce
sio disuelto en el mismo tampén citado anteriormente. A continua-
cién se ultracentrifugd a 40.000 rpm en un rotor Sorvall A-841 du-
rante 60 horas a 4°C. Se recogieron fracciones de 0,5ml como er el
paso anterior y se probd su actividad litica frente a paredes ce
neumococo marcadas radiactivamente. Como se aprecia en la fig.:Z0,

3.Las

el pico de actividad se obtenia a una densidad de 1,3g/cm
fracciones activas se juntaron y se dializaron durante 36 horas fren
te a 4 litros de tampdn fosfato sédico 0,01M pH6,9 conteniendo
2-ME a 10mM, con varios cambios de dichos tampdn.

La observacidn al microscopio electrdnico de estas frac
ciones activas mostrd (Fig.21) que la actividad enzimdtica se rtecu
peraba junto con particulas que mérfolﬁgicamente eran similares al

bacteridfago Dp-1. Esta observacidn serd discutida mis adelante.

3.1.5.5. Cromatografia de filtracibén

El material dializado del paso anterior se tratd con
Tritén X-100 al 0,1%, disuelto en el tampdn fosfato anteriormen-
te citado conteniendo 2-ME, durante 60 minutos a 4°C. A conti-
nuacién se aplicé a una columna (Pharmacia, 4,2 x 85 cm) de Bio-
Gel P-60 (Bio-Rad, 100-120 mallas) equilibrada con tampbn fos-
fato sédico 0,02M pH 6,9 conteniendo 2-ME a 10mM y Triton X-100

al 0,05%. Se eluyd con el mismo tampdén con un flujo aproximado
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Figura 21.- Micrografia electrfnica de particulas fédgicas vacias
y colas. La preparacibn se hizo a partir de una muestra de la frac
ci6n 17 del gradiente mostrado en la figura 20, segln la té&cnica
descrita en el apartado 2.17. (aumentos x 60.400).
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Figura 22.- Purificacibén de la PAL. Cromatografia de filtracibn
sobre Bio-Gel P-60. Este paso de purificacibn se describe en el
apartado 3.1.5.5. La actividadlitica de las fracciones se deter-
miné usando 100 ul de cada fraccibn, como se describe en el
apartado 2.14. La flecha indica la posicidn del volumen de ex-
clusidén (Vo).
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de 15 ml/hora; se recogieron fracciones de 8,7 ml y la actividad

enzimitica se determin6 en 100 ul de cada fraccién (Figura 22).

Las fracciones activas 25 ml de los dos picos activos, I y II) se
concentraron mediante uné membrana Diaflo (Amicon, filtro PM10)

hasta un volumen final de 3 ml.

En 1a tabla 5 se resumen los resultados obtenidos en las
diferentes etapas de purificacibén del enzima 1itico que acabamos

de describir.

El concentrado del pico Il obtenido después del filtimo

paso de purificacifn fue analizado por electroforesis en gel de

poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato s6dico de acuerdo con

el método de Laemmli y Favre (220). Después-:de tefiir el gel con
azul de Coomasie R-250 se observ6 una sola banda de proteina (fi-

gura 23).

3.1.6. Papel de las particulas figicas vacias en la actividad

1itica

El estudio de las lisinas -asociadas a fago ha recibido
especial atencibn por parte de muchos investigadores,'como ya vi-
mos en la Introduccién de esta Memoria. En la literatura se han
descrito varios tipos de lisinas con un mecanismo de accibn pe-
culiar para cada una de ellas. Concretamente en el caso de los
estreptococos del grupo C, la lisina asociada al fago es una pro-
teina unida a 1a particula fagica (130, 231) en contraste con lo

que sucede en los estreptococos del grupo A donde la actividad

1ftica inducida por el bacterif6fago A-25 que infecta a Streptococcus

pyogenes no estd unida al fago (206).
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Figura 23.- Electroforesis en gel de poliacrilamida en placa en
presencia de dodecilsulfato s6dico. En los canales 1 y 2 se apli-
caron 10 u1 y 5 ul respectivamente de un concentrado obtenido por
liofilizaci6én de las fracciones 36 a 42, de 1la figura 22. En los
canales 4 y 5 se aplicaron 10 pul y 5 ul (10 pg y 5 ug de proteina
respectivamente) de un concentrado obtenido de las fracciones 52 a
56 de l1a figura 22. En el canal 3 se aplicaron 10 ug de cada una
de las siguientes proteinas patrones: alblimina bovina, ovoalbimina
y DNA-asa.Se usd el método de Laemmli y Favre (220).
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En nuestro caso encontramos que durante el proceso de pu
rificaci6n, descrito anteriormente, la actividad parecia ir aso-
ciada a particulas que, observadas al microscopio electrénico, re
cordaban mucho al bacteri6fago Dp-1 (apartado 3.1.5.4.). Sin em-
bargo, la baja densidad de estas particulas y el hecho de que siem
pre aparezcan como particulas vacias junto con la constatacifn ex
perimental-de que las particulas maduras intactas nunca mostraran
actividad 1itica requirié una investigacidn mis deféllada acerca
de una posible relacidén entre la particula intacta, de baja den-
sidad y 1la actividad 1litica. El anflisis por electroforesis en
gel de poliacrilamida, en presencia de SDS, (figura 24) de las
particulas obtenidas por centrifugacibén a equilibrio en C1Cs
(ver apartado 3.1.5.4.) reveld que estas particulas contenian las
principales proteinas estructurales presentes en las particulas
maduras del Dp-1 (106). Ademis, la proteina identificada (figu-
ra 24) como la responsable de la actividad 1itica estaba también

presente en estas particulas junto con las otras proteinas.

Por otra parte, para aclarér la relacibn existente entre
la actividad enzimidtica y estas particulas, investigamos la natu-
raleza quimica de su posible unién, Para ello llevamos a cabo la
purificacién hasta el paso del equilibrio en ClCs, en ausencia
o en presencia de 2-mercaptoetanol. Las fracciones activas se con
centraron por separado y se analizaron en una columna (Pharmacia
0,5 x 15 cm) de Bio-Gel A-5m (Bio-Rad, 200-400 mallas). Como se
muestra en la figura 25, en el perfil de elucidén aparece un solo
pico de actividad (en el volumen de exclusidén) cuando ; lo largo

del proceso de purificacidén no estaba presente el 2-ME, mientras
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Figura 24.- Electroforesis en gel de poliacrilamida en placa en
presencia de dodecilsulfato sédico. Las muestras aplicadas fueron:
canal 1 3 pug de PAL purificada (675 Unidades); canal 2: 100 pe de
bacteri6fago Dp-1 purificado; canal 3: 10 ug de cada proteina
patrbn (albfimina bovina, ovoalbimina y DNA-asa); canal 4: 1,5 pre
de PAL purificada (338 Unidades); canal 5: 20 mg de crudo proce-
dente de 1a figura 20;canal 6: 50 ug de bacteri6fago Dp-1 purifi-
cado.
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Figura 25.- Cromatografia de filtracibén sobre Bio-Gel A-5m, en
ausencia o en presencia de agentes reductores, de un crudo de
PAL parcialmente purificado. Las fracciones activas del segundo
gradiente en C1Cs (figura 20), obtenidas en presencia ( &—9) o
en ausencia (0 — — —o0) de agentes reductores se aplicaron a una
columna de Bio-Gel A-5m (15x0,5 cm). La columna se eluyd con tam
p6én fosfato 0,02M, pH 6,9 en presencia (®——6) o en ausencia de
10mM de ME. Se recogieron fracciones de 0,3 ml. Vo: volumen de

exclusion; Vt: volumen total.
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que aparecen 2 picos, uno inclufido en la columna, cuando la acti-
vidad se obtiene en presencia de 2-ME. Estos resultados sugieren
la preseﬁcia de un enlace covalente entre el enzima 1itico (PAL)
y las partficulas vacfas, aunque en este momento no podamos deter-
minar con exactitud la relacifn entre tales particulas y los fa-

gos maduros que no contienen PAL.

3.1.7. Caracterizacibn parcial de la actividad 1itica purificada

Una vez obtenido el enzima electroforéticamente puro va-

mos a estudiar algunas de sus propiedades quimicas:

3.1.7.1. Peso molecular

El peso molecular del enzima 1itico (PAL) se determind
por electrofofesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS,
usando varias proteinas de pesos moleculares apropiados y conoci-
dos como patrones. Cuando las movilidades electroforéticas de es-
tas protefnas se representangrificamente frente al logaritmo de
su peso molecular (figura 26), se obtuvo un peso molecular de

31.000 para la proteina 1lfitica que'éstudiamos.

3.1.7.2. Efectos del pH y de 1a molaridad del tampén

Para estudiar la influencia que sobre la PAL tenfan los
distintos pH y molaridades del tamp6n del medio de reaccibén se
operb6 de la siguiente forma: se ensay6 a distintos pH y molari-
dades una mezcla conteniendo 5 pul de enzima purificado (265U) en
tampbébn fosfato s6dico, ditiotreitol a 10mM y 10 pl de paredes
marcadas radiactivamente. La incubacién se realiz6 a 37°C duran-

te 60 minutos.
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Figura 26.- Determinacibn del peso molecular de la PAL purificada.
Las movilidades relativas se obtuvieron a partir de la electrofo-
resis en gel de poliacrilamida en placa en presencia de SDS como
aparece en la figura 23. Las proteinas patrones (® ) fueron: 1,
albGmina bovina de suero; 2, ovoalbGmina; 3, DNA-asa; 4, lisozima.
La movilidad de la PAL purificada se representa por Xx.
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Figura 27.- Actividad enzimitica de la PAL en funcién del pH. Mues
tras de 5 ul de PAL purificada (265 Unidades) se probaron a va-
rios pH en presencia de 10 mM de ditiotreitol.
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Los resultados de estos ensayos aparecen en la figura 27,
Como se ve, la actividad enzimdtica se mantiene estable dentro e

valores de pH entre 6,0 y 9,0.

En cuanto a la molaridad del medio hay una mayor estabi-
lidad pues la actividad enzimitica es mixima dentro de un rango

bastante amplio (figura 28).

De estos datos podemos concluir que las exigencias para
obtener una actividad 6ptima de 1a -PAL no son muy estrictas ,
en contraste con la estricta dependencia del pH encontrado para

el caso de la amidasa de Streptococcus pneumoniae (95).

3.1.7.3. Efecto de las sales y de varios enzimas

Se han probado la influencia de distintos aniones y ca-
tiones asi como de una serie de tratamientos enzimdticos sobre la
actividad de la PAL. Como control (100%) se usaron las mismas con

diciones que en el caso anterior.

Como se puede deducir de la tabla 6 no se ha encontra-
do efecto estimulador alguno, sin émbargo, hay una inhibicién
dristica de la actividad por parte de los iones de los metales pe
sados: Fe++, Cu++, Zn++, Hg++. Asimismo se hace tambi&n patente
el efecto inhibidor de los cationes divalentes Mg++y Ca++, sien-
do mucho mis acusado el ejercido por el ca™’t que puede llegar a

2

suprimir la actividad enzimitica a concentraciones de 10 “M.

El tratamiento con distintos enzimas nos confirma 1a na-

turaleza exclusivamente proteica de la PAL.
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Figura ?78.- Actividad enzimitica de 1la PAL en funcibn de 1la molari-
dad. Muestras de 5 pl de PAL purificada (265 Unidades) se ensaya-
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niendo 10 mM de ditiotreitol.
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Tabla 6

Efecto de sales y de tratamientos enzimiticos sobre la acti-
vidad enzimdtica de la PAL.

Concentracibn Actividad enzimitica

M (% del control)
Sales
Tampdn fosfato sédico (control) 107! 100
; ' 5x10° 2 100
1072 68
C1Li 1072 90
ClNa 1072 88
CIK 1072 75
C1,Mg 10'2 51
ClZCa : 10 7
1073 57
S0 ,Fe 10:; 4,1
SOdCu 10‘2 3,2
CIZZn 10 6,4
Cl,Hg 1073 64
Enzimas
Tripsina (a) : 17
Pronasa E 13
Proteinasa K 8
Fosfolipasa C 105
Glucosidasa 98 -
RNA-asa 95
DNA-asa 107
(a)

El método de ensayo fue similar al descrito en la tabla 2
excepto que la PAL se preincubé a 37°C durante 30 minutos
con los distintos enzimas, a una concentracién de So‘pg/mh
antes de afiadir las paredes marcadas radiactivamente con
3H-colina.
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3.1.7.4, Cinética

En primer lugar estudiamos la dependencia de 1la concentra
cién de enzima sobre la actividad enzimitica; para ello utilizamos
distintas concentraciones de PAL purificada frente a una cantidad
fija de sustrato, bajo las condiciones éptimas de ensayo citadas
con anterioridad. Como se aprecia en la figura 29 la tasa de reac-
cifn era proporcional ‘a la concentracibn enzimitica hasta 240 ul

de proteina/ml.

Por otro lado en 1la figura 30 se muestra la cinética de
la reaccitn 1itica de paredes de la PAL en ausencia o en presen-
cia de agentes reductores, poniéndose de manifiesto el efecto es-

timulador que ejercen dichos agentes sobre 1a actividad enzimitica.

3.1.7.5. Efecto de la temperatura sobre la estabilidad de 1a PAL

Asimismo estudiamos el efecto que tiene la temperatura
sobre la actividad enzimitica. En 1la figura 31 se resumen estos
experimentos, conéluyéndose que el enzima es muy dependiente de
la temperatura para mantener su actividad enzimitica. En efecto,
la incubacidén durante 5 minutos a temperaturas inferiores a 40°C
‘no afectaba  la estabilidad enzimitica, pero por encima de esa tem
peratura habia un pérdida dristica de actividad. Esto- justifica
las precauciones que deben tomarse para la purificacidén y manipu-

lacibn del enzima si se quiere evitar cualquier tipo de inacti-

vacibn.

3.1.7.6. Inhibicidén de 1a actividad de la PAL

Previamente se ha descrito que el fcido lipoteicoico

(LTA) es un potente y especifico inhibidor de 1la autolisina de neu
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Figura 29.- Actividad enzimitica de la PAL en funcidn de la con-
centracidn de enzima. La reaccibn se llevd a cabo usando varias
concentraciones de PAL purificada y una cantidad fija de paredes
celulares marcadas radiactivamente con - colina. Las mezclas
se incubaron a 37°C durante 60 minutos en las condiciones descri
tas en el apartado 2.14.
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Figura 30.-Estimulacién de 1la actividad enzimitica de 1la PAL en
presencia de agentes reductores. Paredes de neumococo marcadas
radiactivamente con 3H-colina se incubaron a 37°C con 5 ul de PAL
purificado en presencia (#&—) o en ausencia (0 — — —0) de

10 mM de ditiotreitol. A diferentes tiempos se tomaron muestras,

se centrifugaron (10.000xg, 15 minutos) y se analiz6 la radiactivi-
dad liberada en los sobrenadantes.
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mococo (48). Este hecho nos 1llevé a estudiar el efecto que el LTA
ejercia sobre la lisina asociada al fago Dp-1 (PAL) purificada.

Los resultados (figura 32) demostraron que el LTA ejercia un efec
to inhibidor similar s?bre los dos enzimas. Sin embargo, en claro
contraste con este resultado la cardiolipina mostrd un efecto in-

hibidor sobre la PAL mientras que este fosfolipido no tenia apenas

efecto sobre la autolisina de neumococo (figura 33).

Otra prueba adicional en favor de que los dos enzimas 1i-
ticos (autolisina y PAL) son distintos viene dada por su 'diferen-
te comportamiento frente al antisuero preparado contra la autoli-
sina (anti-E) (232), én experimentos "in vitro'.Como se muestra
en la figura 34, el antisuero anti-E no mostraba ninglin efecto so
bre la actividad litica de paredes de la PAL, mientras que inhi-
bia completamente la actividad de la autolisina purificada. En
la misma figura se comprueba que tanto un suero control (NRS) como
un suero contra el Dp-1 (anti-Dpl) tampoco afectan a la actividad

de 1la PAL.

3.1.8. Productos de degradacidn enzimitica

Todos los datos expuestos anteriormente apuntaban hacia
el hecho de que 1a lisina inducida en cw-1 por el fago Dp-1 y 1la
autolisina de neumococo eran dos enzimas distintos. Una prueba
adicional para sosteneresta afirmacién consistié en comparar los
productos de degradaci6én de ambos enzimas. Esto constituye una
caracterizacidn quimica imprescindible en cualquier enzima y en
nuestro caso particular, los ensayos se llevaron a cabo utilizan-
do el mismo sustrato: paredes de neumococo marcadas radiactivamen

te con colina tritiada (ver apartado 2.10).
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Figura 31.- Estabilidad de la actividad enzimdtica de la PAL en fun
cién de la temperatura. Muestras de PAL purificada (5 pl) se incu-
baron durante 5 minutos a las temperaturas indicadas. las muestras
se enfr iron y la actividad litica sobre paredes se midid por el
método habitual de ensayo a 37°C. E1 100% de actividad se conside
ra el obtenido con una muestra de PAL que se incubd dircctamente

a 37°C sobre paredes.
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Figura 32.- Inhibici6én de la actividad enzimdtica de la PAL por

el antigeno de Forssman. El1 antigeno de Forssman seafiadi6 en las
cantidades indicadas en la grifica a mezclas de reaccibn contenien
do 5 ul de PAL (e——e) o 5 ul de amidasa ( &4~——A). Las activida-
des enczimiticas se midieron bajo las condiciones habituales de en-.

sayo.
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Figura 33.- Inhibicibn de 1a actividad enzimitica de la PAL por
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ciones de cardiolipina y las actividades enzimiticas se midieron "

bajo las condiciones habituales de ensayo.
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Las reacciones enzimiticas se realizaron en las condicio-
nes de incubacidén 6ptimas para ambos enzimas y después del periodo
de incubacidén a 37°C (17 horas) las muestras se centrifugaron a
10.000 x g durante 15 minutos en una microcentrifuga recogiéndose
ambos sobrenadantes con pipeta Pasteur. A continuacidn las dos
muestras fueron cromatografiadas, por separado, a través de una
columna Pobel (2,5 x 40 cm) de Sephadex G-200 y eluidas con C1Na
0,15M. Se recogieron fracciones de 3,4 ml y se contaron 200 ul
para medir la radiactividad de las fracciones.

El resultado, como se observa en la figura 35 demuestra
que los dos enzimas producen fragmentos de pared de distinto peso
molecular, 1o que con toda probabilidad indica que ambos enzimas
son distintos y cortan por puntos distintos de la pared celular.
El enzima C de neumococo (N-acetilmuramil-L-alanil amidasa) mues-
tra el perfil esperado, que corresponde a los fragmentos de pared
que han sido descritos previamente en la literatura (9). En mar-
cado contraste, la PAL no da lugar al pico de exclusidén mayoritario
que produce la degradacidn de las paredes con la amidasa; por el
contrario, produce unos fragmentos de menor tamafio molecular que
se incluyen en la columna. En la actualidad desconocemos la natu
raleza y el punto de corte del enzima, por lo que serin necesarios

experimentos adicionales para responder a estas preguntas.

3.1.9. Requerimiento de colina para la actividad de la PAL

Como ya hemos sefialado anteriormente, la.autolisina de
neumococo es absolutamente dependiente de la presencia de colina
en la pared bacteriana para su actividad enzimdtica (33, 63). El

enzima aislado por nosotros (PAL) parece requerir, asimismo,
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Figura 34.- Efecto de diferentes antisueros frente a la PAL y a la
autolisina de neumococo. 10 pul de PAL purificada se incubaren con
anti-E (0——0), o anti-Dp-1 (A — — —A) o suero normal de conejo
(0- — —p) durante 5 minutos a 0°C; a continuacibn, se afiadieron
paredes marcadas radiactivamente con 3H-colina y las mezclas se
incubaron a 37°C durante 30 minutos a las condiciones habituales

de ensayo. Como control, la amidasa de neumococo purificada se incu
b6 a 0°C durante 5 minutos con diferentes cantidades de anti-E y

su actividad se ensay6 por el método habitual (e—-9).
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Figura 35.- Cromatografia de filtracién sobre Sephadex G-200 de
los fragmentos de pared celular marcados son 3H-colina producidos
por tratamiento de paredes purificadas con: A, 10 pl de amidasa
de neumococo purificada; B, 100 ul de extracto crudo del mutan-
te deficiente en autolisina, cw-1; C, 10 ul de PAL purificada.
Las columnas se eluyeron con solucibén salina, recogiéndose frac-
ciones de 2 ml. ¥ : volumen de exclusidn; U : volumen total.
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colina en el sustrato de reaccibn ya que no es capaz de degradar
paredes preparadas a partir de células EA (con etanolamina en lugar
de colina). No obstante, quisimos demostrar de forma mis directa

la importancia de los residuos de colina para lo cualse trataron
las paredes de neumococo purificadas con un anticuerpo obtenido

de mieloma (TEPC-15) que reconoce espec{ficamente la fosforilcolina;
es decir, 1levamos.a cabo "in vitro" un recubrimiento de los resi-
duos de fosforilcolina .Como demuestra la tabla %, esta proteina in
hibe fuertemente la actividad de la PAL, de manera anfiloga a como
lo hace con la autolisina de la estirpe salvaje.R6. La especifi-
cidad del efecto inhibidor de 1a proteina de mieloma se puso de
manifiesto por el hecho de que tal inhibicién puede revertirse

por la adicién de fosforil-colina al medio de incubacién. Esta
reversifn, como se ve en la misma tabla 7 es mucho mis eficaz

para la autolisina C que ﬁara la PAL.
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Tabla 7

Inhibicidn de la reaccidén enzimidtica de l1la PAL por 1la
proteina de mieloma anti-fosforilcolina especifica (TEPC-15)

Adiciones a 1la PAL % radiactividad liberada
o a la amidasa (R6) PAL amidasa
Ninguna (solo PAL) 100 -
Ninguna (solo amidasa) _— 100

Proteina de mieloma

5 pl 20,2 70,8
10 ul 8,3 —_—
25 ul 7,2 43,1
50 mul _ 22,7
10 p1+20 pg de fosforilcolina 53,8 —_—
50 u1+20 ug de fosforilcolina —— v 103

El método de ensayo fue el siguiente: 250 ul de tampdn fosfato
0.02M, pH 7,0 conteniendo DTT a 10mM, 5 ml de PAL purificada

(0,5 pg), 10 1l de paredes de neumococo marcadas radiactivamente
con “H-colina (0,15mg peso seco/ml y 7x10° cpm/ml) mds las cantida-
des de proteina de mieloma (2 mg de proteina/ml) indicadas arriba.
El enzima se afiadié en Gltimo lugar. Las muestras se incubaron a
37°C, 30 minutos. La reaccidén se pard afladiendo 10 ml de formalde-
hido al 38% y 10 pl de albGmina bovina al 4%; las muestras se cen-
trifugaron (10.000xg, 15 minutos) y se determind la radiactividad
liberada en 200 pl de los sobrenadantes.

Cuando se ensayd 1la PAL purificada (10 ml), como se describe en
esta tabla, empleando como sustrato . paredes de neumococo puri-
ficadas marcadas radiactivamente con 14C-etanolamina (0,15 mg peso
seco y 105 cpm/ml), el ntmero de cuentas liberadas al sobrenadante
fue solo un 2% del total de radiactividad contenida en las paredes.
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3.2. Obtencibén de un antisuero frente a la PAL

De cuanto llevamos dicho hasta el momento se puede dedu-
cir que en el proceso de infeccibn de la bacteria mutante de neumo
coco cw-1 por el bacteriffago Dp-1 se sintetiza un nuevo enzima que
interviene, de alguna manera, en la liberacifén de la progenie f4-
gica al medio. Anteriormente (80) se habia sugerido que durante
la infeccibn de la estirpe salvaje de neumococo (R6) por Dp-1 a
alta multiplicidad de infeccibn intervenia, al menos para la sali-

da de los fagos, la autolisina del huésped.

De los datos expuestos a lo largo de este capitulo se
puede concluir, por tanto, que en el caso de la infeccibn del mu-
tante cw-1 existe un mecanismo diferente al postula?o en la estir-
pe salvaje para que se produzca 1la lisis del cultivo y 1la libera-

cibn consiguiente de fagos al medio.

Con el fin de encontrar aboyos experimentales adiciona-
les a esta conclusibn preﬁaramos un suero anti-PAL. El uso combi-
nado del anti-PAL con el anti-E (un antisuero preparado por noso-
tros contra la autolisina del huésped (232, 74)), nos bermitiria
ademis comparar inmunolégicamente ambos enzimas con el fin de
poner de manifiesto la existencia o no de comunidad antigénica en

tre l1os dos enzimas liticos.

- A partir de la PAL purificada obtuvimos un antisuero an
ti-PAL siguiendo el procedimiento exberimental descrito en el apar
tado 2.20. Este antisuero se titul6, de acuerdo con 1la técnica
descrita por Ouchterlony (222), obteniendose un titulo de 1:32.

Por otra parte, se 1llevd a cabo un andlisis inmunoelectroforético

para confirmar que se obtenia una sola banda de precipitacibn en-
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Figura 36.- Inmunoelectroforesis en placa de agarosa de la FAL
frente a su antisuero. E1l pocillo superior contiene PAL purifica-
da (3 ug, 675 Unidades). El pocillo central contiene antisuero
anti-PAL. El pocillo inferior contiene extracto crudo de células
EA. Se siguid la técnica de Grabar y Williams (223), seglin se ex
plica en el apartado 2.23.
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tre la PAL y su antisuero. Cémo se ve en la figura 36, aparece una
sola banda con dos ondas lo cual sugiere la existencia en las pre

paraciones de PAL de un cierto grado de agregacién molecular a cau
sa de la presencia del detergente seglin se ha descrito previamente

en la literatura ( 222 ).

A continuacibn vamos a resumir una serie de experimentos
de inmunodifusibn, llevados a cabo seglin 1a técnica de Ouchterlony
(222), en los que empleamos los dos antisueros citados anterior-

mente, anti-PAL y anti-E, y los siguientes extractos enzimiticos:

a) enzima E purificado, obtenido segfin se describib6 en nuestra Me-
moria de Tesina (232).

b) enzima PAL purificado, segfin el método expuesto en el apartado
3.1.5. '

c) enzima E convertido en C (forma activa de la amidasa de neumo-
coco), segln se describe en el aﬁartado 2.13;

d) crudo de células de neumococo tipo salvaje R36A

e) crudo de células del mutante cw-1

f) crudo de c&lulas EA

N

Estos tres iltimos crudos se obtienen segn el método

descrito en el apartado 2.12.

Combinando estas preparaciones de antigenos y anticuer-
pos seglin se describe en las figuras 37 a 40 obtuvimos los siguien

tes resultados:

1) E1 anti-PAL no da banda de precipitaciGn frente al enzima E
.purificado (figura 37); asimismo el anti-E tampoco da banda frente

a la PAL pura (figura 37). Esto demuestra que la PAL no tiene
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Figura 37.- Placa de inmunodifusi6én en agarosa siguiendo la técni-
ca de Ouchterlony (222). Pocillo 1: anti-E; pocillos 2 y 5: anti-
PAL; pocillo 3: PAL purificada (3 ug, 675 Unidades); pocillo 4:
enzima E purificado; pocillo 6: enzima E convertido en C (ver apar
tado 2.13).
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Figura 38.- Placa de inmunodifusi6n en agarosa siguiendo la téc-
nica de Ouchterlony (222). Pocillo central A: anti-E; pocillo
central B: anti-PAL; pocillos 1 y 4: extractos crudos de células
EA; pocillo 2: extracto crudo de células cw-1; pocillo 3: paredes
purificadas de c&lulas R6; pocillo 5: tampdn PBS; pocillo 6: ex-
tracto .-udo de células R6.

SRS
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comunidad antigénica con el enzima E, que es la forma inactiva de

la autolisina de 1la bacteria huésped.

2) El1 anti-PAL si da lugar, sin embargo a una banda de precipita-
cidon frente al enzima E convertido en la forma C (figura 37). Este
resultado nos indica que el anti-PAL reconoce alglGn determinante
antigénico de la autolisina del huésped en su forma activa (enzi-
ma C). Es posible que el determinante reconocido esté enmascara-
do en 1la forma E y se ponga al descubierto en el.proceso de activa-
cién que, como ya hemos dicho, en el apartado 2.13 implica la
unién de un fragmento de ﬁared celular, con el consiguiente aumen-
to de su peso molecular (95). Para excluir la posibilidad de que
las paredes purificadas den lugar a alg(n artefacto, se comprobd
(figura 38) que dichas baredes no formaban banda de brecipitaciﬁn

frente al anti-PAL.

3) E1 anti-PAL da una sola banda de precipitacién frente a los
extractos crudos obtenidos a partir de cé&lulas R6 o cw-1 y 2 ban-
das frente a las células FA (figura 38). Estas bandas forman entre
si una banda continua de precipitacidén lo cual indica la presencia
en las tres estirpes bacterianas de una sustancia con comunidad
antigénica. Por su parte el suero anti-E, como se muestra en la
misma figura 38, reconoce el enzima E presente en las tres estir-

pes.

4) Las bandas de precipitacitén obtenidas entre la estirpe R6 (o
cw-1 6 EA) frente al anti-E se cruzan con las bandas de precipita-
cidn obtenidas entre R6 (o cw-1 o EA) frente al anti-PAL (figuras
39 y 40). Ademids la banda obtenida con el anti-E frente al enzima E

convertido (es decir frente al enzima C) se cruza con la banda que
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Figura 39.- Placa de inmunodifusién en agarosa siguiendo la técni-
ca de Ouchterlony (222). Pocillos 1 y 5: extracto crudo de célu-
las R6; pocillo 2: anti-PAL; pocillo 3: anti-E; pocilloé 4y 7:
extracto crudo de células EA; pocillo 6: enzima E convertido en C
(ver apartado 2.13).

]
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Figura 40.- Placa de inmunodifusi6én en agarosa siguiendo la técni
ca de Ouchterlony (222). Pocillos 1, 4 y 8: anti-PAL; pocillos

3, 7 y 10: anti-E; pocillos 5 y 9: extracto crudo de células EA;
pocillos 2 y 6: extracto crudo de células R6.
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reconoce el anti-PAL frente a ese mismo enzima E convertido (fi-

gura 39). Estos resultados tomados en su conjunto muestran que el
enzima C es reconocido por ambos antisueros (anti-PAL y anti-E), i

aunque las bandas de precipitacién no son idénticas.

Por otra parte, hemos empleado suero anti-PAL en expe-
rimentos de bloqueo enzimitico '"in vitro" frente a los enzimas C
y PAL. En 1a figurd 41 se puede observar que el anti-PAL es capaz
de bloquear '"in vitro" 1la degradaéiﬁn de paredes de neumococo ca-
talizada tanto por el enzima C de la bacteria como por la lisina

asociada al fago Dp-1 (PAL).
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Figura 41.- Efecto del antisuero anti-PAL sobre la actividad enzi-
mitica de la amidasa de neumococo y sobre la PAL. 10 ul de PAL
purificada (225 Unidades) (o—o0) y 10 pl de enzima E convertido
en C (ver apartado 2.13) (160 Unidades) (®e—») se incubaron

con anti-E o con suero normal de conejo ( A-— — -A) durante §
minutos a 0°C; a continuacidn se afiadieron paredes marcadas ra-
diactivamente con 3H-colina bajo las condiciones habituales de
ensayo, se incubaron a 37°C durante 30 minutos, se centrifugaron
(10.000xg durante 15 minutos) y se analizd la radiactividad libe

rada a los sobrenadantes.
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3.3. Influencia de 1a colina en la adsorcibén del bacteribfago

Dp-1 a S. pneumoniae

En este apartado vamos a comenzar el estudio detallado del
proceso de adsorci6n del bacteribfago Dp-1 a S. pneumoniae, ha-
ciendo especial €énfasis en el papel fundamental que juega la coli-

na en esta primera etapa de la infeccién.

3.3.1, Efecto del aminoalcohol de 1la pared en la adsorcibn fégica

Como ya hemos sefialado en repetidas ocasiones, los neu-
mococos tienen un requerimiento nutricional bor ciertos aminoal-
coholes- (42, 63) los cuales se utilizan selectivémente para su
incorporaci6bn en el fcido teicoico de ﬁared (210) y en el 4acido
lipoteicoico de membrana (antigeno de Forssman) (44). La obtencién
de neumococos conteniendo distintos aminoalcoholes en los Acidos
teicoicos se puede conseguir multiplicando las bacterias en un
medio quimicamente definido que contenga el componeﬁte aminoal-
coh6lico apropiado. (ver apartado 2.3.). De esta manera, probamos
el efecto de la composicibn del Gcido teicoico en la susceptibili-
dad bacteriana a la infeccidn por Db-l. Anteriormente ya se habia
demostrado 1a resistencia de los neumococos cultivados en presen-
cia de etanoclamina (c&lulas EA) a la infeccibn por Dp-1 (33).

Como se aprecia en la figura 42, los neumococos cultivados en pre-
sengia de etanolamina o N-monometil-etanolamina (c€lulas EA o MEA
respectivamente) mostraban una reducida cépacidad para adsorber
fagos incluso cuando se emplearon altas concentraciones de Dp-1 y
una prol mgada incubacidn a 37°C. Cuando la colina de la pared

se sustitufa por la N,N-dimetil-etanolamina (DEA) se conseguia una

neutralizacién de los fagos hasta un 70%, aunque esta inactivacibm
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Figura 42.- Efecto del aminoalcohol del &cido teicoico de pared
sobre la adsorcidén del bacteridfago Dp-1. Cultivos de S. pneumo-
niae en fase exponencial de crecimiento (Sx107UFC/m1) conteniendo
distintos aminoalcoholes en los &dcidos teicoicos [etanolamina (m),
N-monometiletanolamina (A ) y N-N-dimetiletanolamina (O ) o coli-
na (e )) se incubaron con bacteriéfago Dp-1 purificado (MDI=2).

A diferentes tiempos se tomaron muestras de los cultivos, se cen*
trifugaron (10.000xg, durante 10 minutos) y se contaron los fagos

libres en los sobrenadantes.
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Figura 43.-Adsorcibén del bacteri6fago Dp-1 a c&lulas EA pulsadas
con diferentes cantidades de colina. Muestras de un cultivo de c§
lulas EA recibieron diferentes concentraciones de colina, se incu
baron a 37°C durante 10 minutos y a continuacibn se enfriaron a
0°C; bacterib6fago Dp-1 purificado se afiadi6 a todas las muestras
(MDI=2). Después de 15 minutos de incubacidn a 0°C, las muestras
se centrifugaron a 10.000xg durante 10 minutos, determinindose en
los sobrenadantes el titulo de los fagos no adsorbidos.
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era muy lenta (se prolongaba hasta 90 minutos). Este experimento
ilustra claramente la importancia del componente aminoalcoh6lico

del 4cido teicoico en la adsorcidn fégica.

En un experimento paralelo se demostrd claramente que
la capacidad de adsorcidén del fago Dp-1 por las células EA, que
como hemos visto era pricticamente nula, se restablecia rdpidamen-
te cuando se afiadian al cultivo diferentes concentraciones de coli

na (figura 43).

3.3.2. Localizacidén topografica de los sitios de adsorcidn fédgica

por microscopia electrdnica

Después de poner de manifiest6 la importancia de la co-
lina en la adsorcidén fiagica, centramos nuestra atencidén en la po-
sible visualizacidn de los sitios de unidén del bacteridfago Dp-1
a S. pneumoniae aprovechando para ello el requerimiento absoluto
que poseen los fagos por este aminoalcohol para que ténga lugar
tal adsorcidn. Para ello nos basamos en un modelo experimental,
propuesto anteriormente por Tomasz y colaboradores (63,210), sobre
el mecanismo de incorporacién y distribucidn de las moléculas de
dcido teicoico de pared de neosintesis conteniendo colina a cé&lu-

las que se habian cultivado previamente en medios con etanolamina.

Un cultivo de cé&lulas EA (multiplicadas en presencia de
etanolamina) recibid una pequefia cantidad (0.08.pg/m1) de colina
("minipulso"). Se ha descrito anteriormente (210), que S. pneumo-

niae cultivado eﬁ presencia de diferentes aminoalcoholes utiliza

la colina con preferencia a cualquier otro aminoalcohol.
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Figura 44.- Localizacibn por microscopia electrfnica de los sitios
de adsorci6n figica en la superficie de neumococos. Un cultivo de

neumococos multiplicfindose a 37°C en medio conteniendo etanolamina
(40 pg de EA/ml), recibib un "minipulso" (0,08 upg/ml) de colina al
tiempo 0 del experimento, y se continubé 1la incubacibn durante 5 mi
nutos. Una muestra (1 ml) se incub6 con bacteriéfago Dp-1 purifi-

cacdo (MDI=100) a 0°C durante 45 minutos. A continuacitn, la muestra
se centrifugbd y se lavé 3 veces (10.000xg, 10 minutos) con acetato

aménico 0,1M, pH 7,0 para su examen al microscopio electrbnico, se ®

ghn se describe en el apartado 2.17. Este procedimiento de prepara
cién de muestras para su observacibén al microscopio electrbnico
fue el mismo que se siguib en las figuras 45 a 54 (aumentos x18.000).
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Figura 45.- Localizacidn por microscopia electrbnica de los si-
tios de adsorcién figica en la superficie de neumococos. Las con
diciones de preparacidn de la muestra se describen en la figura 44.
Se puede observar que las partficulas fagicas se localizan exclusi-
vamente en la regibén ecuatorial de las células (aumentos x47.300).
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Como consecuencia de esta mayor afinidad por la colina,

las células incorporan. rfpidamente este aminoalcohol y, una vez i
agotada la pequefia cantidad de colina afiadida al medio de culti- ;
vo, comienzan a incorporar de nuevo etanolamina en sus f4cidos tei- |
coicos, segin se ha demostrado anteriormente (63, 210). En nues-

tras condiciones experimentales, a diferentes tiempos después

de 1la adicién de este-minipulso de colina, se tomaron muestras

del cultivo y se afiadi6 fago Dp-1 a alta multiplicidad de infec-

ci6n (MDY = 100). La mezcla se incub6 a 0°C durante 45 minutos,

se centrifugé a 10.000 x g durante 15 minutos, se lavbé tres ve-

ces y se preparb, como se describe en el apartado 2.17 para su

observaci6tn al microscopio electrénico.

. Como se puede apreciar en las figuras 44 y 45, cuando
el Dp-31 se afiadi6 5 minutos después de que las cé&lulas EA reci-
bieran el minipulso de colina, las ﬁarticulas fdgicas se locali-
zan exclusivamente en la zona ecuatorial de las cé&lulas o en sus
proximidades. En las muestras tomadas 45 minutos después de la
adicibn de colina (lo cual equivalé, aproximadamente al tiempo
de duplicacibn de la poblacibn bacteriana), solo una de cada
dos células de la cadena de c&lulas EA mostraba fagos adsorbidos; i
en estas bacterias los fagos se adsorbfan en una regifn locali-
zada entre la zona ecuatorial y los polos de las células (Figu-

ras 46, 47 y.48).

Cuando el Dp-1 se afiadia 90 minutos después de que las »

células EA se hubieran minipulsado con colina (lo que equivale
aproximademente a dos tiempos de generacibén), los fagos solo se

visualizan en las regiones polares de las cadenas célulares (Fi-
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Figura 46.- Localizacidn por microscopia electrbnica de los sitios
de adsorcidén fdgica en la superficie de neumococos. El procedimien
to ‘usado fue similar al descrito en la figura 44, excepto que
después del "minipulso" con colina las células se incubaron a

37°C durante 45 minutos, antes de la adsorcidon del bacteribfago
Dp-1. (aumentos x8.500).
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Figura 47.- Localizacifn por microscopia electrbnica de los sitios
de adsorcibn ffgica en 1a superficie de neumococos. Las condicio-

nes de preparacién de la muestra se describen en la figura 46.

Se puede apreciar que los fagos se localizan cada dos cé&lulas con

tiguas de neumococo, mientras que las dos c&lulas vecinas no mues

tran adsorcibn de fagos (aumentos x29.000).
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Figura 48.- Localizacién por microscopia electrb6nica de los sitios
de adsorcién fagica en la superficie de neumococos. Las condicio-
nes de preparacién de la muestra se describen en la figura 6.

Se puede observar en detalle que la zona de adsorcibén de los bac-
teri6fagos Dp-1 estd comprendida entre la zona de divisién y el
polo de 1la célula (aumentos x87.000).
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guras 49 y 50). Este Gltimo resultado concuerda perfectamente con
la hipbtesis previa (210) de que la rotura de la cadena de célu-
las EA parece ocurrir al cabo de 1,5 a 2 tiempos de duplicacibn
después de l1a adicibn de colina, lo que sugiere que la separacibn
de las células hijas tendria lugar solo en aquellas bacterias que
contuvieran colina en sus extremos. A su vez, este resultado esti
de acuerdo con 1a hip6tesis de que una de las funciones fisiolé-
gicas de la autolisina de neumococo serfa la de actuar al final
del ciclo celular en el proceso de separaciﬁn de las c€lulas hijas
siempre y cuando la colina estuviera presente en las regiones

polares de la c&lula.

Finalmente, las figuras 51 a 54 presentan el contraste
esperado entre dos cultivos controles: en uno de ellos un cultivo
de células EA recibib colina a alta concentracibn (S'pg/ml) du-
rante 30 minutos (figuras 51 y 52) y en otros las cé&lulas EA no
recibieron colina en ningGn momento (figuras 53 y 54). El primer
control muestra la totalidad de la‘suberficie celular cubierta
de fagos mientras que el segundo presenta una superficie précti-

camente libre de fagos.

En 1a figura 55 se representa de forma esquemﬁfica una
interpretaci6bn de los resultados presentados anteriormente; en
ella destaca la especificidad de la colina, presente en el &ci-
do teicoico , para la adsorcién del fago Dp-1. Ademis, los resul-
tados demuestran,que la colina se incorpora en la zona ecuato-
rial de las células y se desplaza hacia los polos de la céltula

como ya habia sido sugerido previamente en neumococo (63, 210).
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Figura 49.- Localizacibn por microscopia electrénica de los sitios
de adsorcib6n féigica en la superficie de neumococos. El procedimien
to usado fue similar al descrito en la figura 44, excepto que des
pués del "minipulso' con colina las cé&lulas se incubaron a 37°C
durante 90 minutos, antes de la adsorcidén del bacteriéfago Dp-1
(aumentos x30.300).
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Figura 50.- Localizacibn por microscopia electrbnica de los sitios
de adsorcién fédgica en la superficie de neumococos. El procedimien
to .usado para la preparacidn de la muestra se describe en la figu-
ra 49. Se puede observar que, en este caso, los fagos se adsorben

exclusivamente en uno de los polos de la cadena de cé&lulas (aumen-
tos x30.300). '
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Figura 51.- Localizacién por microscopia electrdnica de los sitios
de adsorcién fagica en la superficie de neumococos. Un cultivo de
neumococos multiplicdndose a 37°C en medio conteniendo etanolamina
(40 pmg de EA/ml1), recibid colina (5 mg/ml) en el medio de cultivo.
Después de 30 minutos de incubacibn a 37°C, se tomdé una muestra

(1 ml) y se afiadid bacteribdfago Dp-1 purificado (MDI=100), incu-
bindose a 4°C durante 45 minutos. Después de centrifugar y lavar
las muestras (10.000 xg, durante 10 minutos) con acetato ambnico
0,IM, pH 7,0 se prepararon para su examen al microscopio electré-
nico, seglin se describe en el apartado 2.17. (aumentos x11.000).
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Figura 52.- Localizaci6n por microscopia electr6nica de los sitios
de adsorcibn fédgica en la superficie de neumococos. Las condicio-
nes de preparaci6n de la muestra se describen en la figura 571.

Se aprecia claramente que los fagos se adsorben a lo largo de to-
da la superficie celular.(aumentos x55.000).
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Aunque '"a priori" no podemos excluir la posibilidad de
que otros componentes de la pared o de membrana puedan estar im-
plicados en la etapa de adsorcibn, estos resultados sugieren que
la colina presente en el complejo &dcido teicoico-peptidoglicano
juega un papel bidsico en el reconocimiento del receptor presente

en las estructuras externas de neumococo por parte del fago Dp-1.



-192-

Figura 53.- Localizacibén por microscopia electrbnica de los sitios
de adsorcibtn figica en la superficie de neumococos. Un cultivo de
neumococos multiplicindose a 37°C en medio conteniendo etanolamina
(40 pg de EA/ml) se incub6 con bacterib6fago Dp-1 purificado (MDI=100)
durante 15 minutos a 4°C. A continuacibn, las muestras se trataron
como en la figura 44 para su observacibén al microscopio electrbnico
(aumentos x11.000).
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Figura 54.- Localizacién por microscopia electrénico de los sitios
de adsorcidn fidgica en la superficie de neumococos. Las condicio-

nes de preparacidén de la muestra se describen en la figura 53. Se

puede apreciar la casi total ausencia de fagos adsorbidos a 1la su-
perficie de la cadena de células EA (aumentos x58.000).
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Figura 55.- Representacibn esquemitica de la localizacibn y segre
gacib6n de los sitios de adsorcibén fédgica {conteniendo colina) du
rante el crecimiento de neumococos. El esquema representa una

interpretaci6n de los experimentos descritos en las figuras 44 a 54.

Se puede apreciar el desplazamiento de los receptores del fago
Dp-1 a 1o largo de las cadenas de células EA. Las zonas rayadas in
dican los segmentos de pared conteniendo colina; las 1ineas discon
tinuas A y B representan los puntos por donde se pueden romper las
células EA cuando dichos segmentos de colina alcanzan los polos de
las células,
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3.4. Caracterizacién de los receptores de S. pneumoniae implicados

en la adsorcidén del bacteri6fago Dp-1.

Los experimentos descritos en el apartado anterior demues-
tran claramente que los fagos se adsorben a estructuras celulares
que contienen colina. El siguiente objetivo experimental de nues-
tro trabajo lo constituyd la caracterizacib6n de los receptores

de neumococo responsables de la unibn primaria del Dp-1.

3.4.1, Capacidad de adsorcién figica de distintas fracciones

subcelulares de S. pneumoniae

El primer paso para identificar los receptores fégicos
lo constituye el fraccionamiento de la bacteria en varios de
sus compuestos subcelulares con el fin de probar la capacidad
de adsorcidn fdgica de estas subfracciones y comprobar la influen
cia que ejerce la composicibn del 4cido teicoico sobre dicha ad-

sorcioén.

La tabla 8 muestra que las paredes celulares purificadas
eran capaces de adsorber el Dp-1 con 1la misma eficiencia que los
neumococos vivos cultivados en presencia de colina. Asimismo las
bacterias muertas bor irradiacién ultravioleta o por calor re-
tenian la misma capacidad de adsorcibén que las :cé&lulas vivas.

Por el contrario, las bacterias multiplicadas en presencia de eta
nolamina o las paredes purificadas a partir de estas c&lulas EA
eran incapaces de adsorber fagos. Asimismo, los protoplastos pre-
parados a partir de células R6 con colina no eran capaces de inac-
tivar al bacteriﬁfago Dp-1. Sin embargo, las membranas obtenidas

a partir de estos protoplastos eran capaces de inactivar al Dp-1.
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Esta aparente contradiccidn puede ser explicada por el hecho de que,
segln se muestra en la tabla % la sacarosa interfiere claramente en
el proceso de adsorcidn fédgica incluso cuando se emplearon células
vivas.

3.4.2. Adsorcidén fagica a paredes aisladas

Una vez puesta de manifiesto la capacidad de adsorcién
figica de las paredes aisladas de neumococos que habian sido cul-
tivados'eﬁkpresencia &e colina, pasamos a estudiar en detalle al-
gunas caracteristicas de este proceso de adsorcidn.

La figura 56 demuestra que la adsorcibén fégica a paredes
celulares a 0°C seguia una cinética de primer orden, de manera
aniloga a la encontrada utilizando células intactas multiplicadas
en presencia de colina (figura 42). En ambos casos se ponia de
manifiesto que la unidn se completaba después de 30 minutos de
incubacidn a 0°C.

Por otra parte, examinamos la capacidad mixima de adsor-
cidén de fagos de las paredes celulares purificadas. Para ello se
incubd una cantidad fija de paredes con distintas concentraciones
de bacteriéfago. Como se muestra en la figura 57, cuando las pa-
redes se incubaban con un exceso de fagos a 0°C, un picogramo
de paredes celulares era capaz de adsorber 2.100 particulas f4-

gicas, lo que corresponde aproximadamente a 380 fagos por célula.

En estos cdlculos se han tenido en cuenta las siguientes
consideraciones: se acepta que en bacterias Gram-positivas el pe-
so seco de la pared celular representa el 20% del peso seco total

de la cé&lula (138, 139, 233). En las condiciones experimentales
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FAGOS NO ADSORBIDOS (UFP/mi)

108 1 ] - 1 '
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Figura 56.-''Cinética de adsorcién del bdcteriffago Dp-1 a paredes

de neumococo purificada. Paredes de S. gneumoniae (2,4 pg/ml) se
incubaron con bacteri6fago Dp-1 (6,5x10°UFP/ml) a 0°C. A diferen-

tes tiempos se tomaron muestras del cultivo, se centrifugaron en

frio (20.000xg durante 10 minutos) y en los sobrenadantes se titu *
laron los fagos no adsorbidos.
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Figura 57.- Capacidad de las paredes purificadas de S. pneumoniae
para adsorber Dp-1. Cantidades fijas de paredes celulares (4,76ug/ml)
se incubaron con diferentes cantidades del _bacteridfago Dp-1 a

0°C durante 60 minutos. A continuacién,las mezclas se centrifugaron
a 20.000xg durante 10 minutos en frio y se valor6 en los sobrena-
dantes los fagos no adsorbidos, 1 ug de paredes celulares corres-
ponde a 5,5x106 equivalentes celulares.
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utilizadas en nuestro trabajo se comprob6 que:

A 1010 células de S. pneumoniae corresponde un peso seco de 9,1 mg.

El 20% del peso seco de estas 1010

c€élulas corresponde a la pared
bacteriana, es decir 1,82 x 103 pg; por tanto, 1 ug de paredés
equivale a:

1010
6 s - .
— = 5,5 x 10° equivalentes celulares
1,82x10 ’
Dado que en el experimento descrito en la figura 57,

se usaron 4,76 ug de paredes, ésto corresponderi a 2,62 x 107

equivalentes célulares. Estos equivalentes célulares adsorben

10

un miximo de 10 UFP O sea:

10
.10
~ 380 particulas fégicas/equi-
2,62x107 .
valente célular

y asimismo la relacién :

1010

ser§ = — - 2100 par
4,76x10 -

fagos adsorbidos

picogramo de: pared

ticulas figicas/pg de pared

como se habia sefialado anteriormente.

Las figuras 58 y 59 muestran microgrifias. electrénicas
en las que se pueden observar las particulas figicas adsorbidas
a las paredes aisladas y purificadas de S. pneumoniae cultivades

en presencia de colina.
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Figura 58.- Adsorcibn de fago Dp-1 a paredes purificadas de S. pneu-
moniae. Paredes purificadas de neumococo cultivadas en presencia de
colina, se incubaron con bacteritfago Dp-1 (MDI=100) a O°C durante
30 minutos. Se centrifugaron (12.000xg, 15 minutos) y los precipi-
tados se resuspendieron en acetato -aménico 0,1M, pH 7,0 y se prepa-
raron para su observacidn al microscopio electrbénico (aumentos;
x68.500).
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Figura 59.- Adsorci6fn de fago Dp-1 a paredes purificadas de S. pneu-
moniae. Las muestras se prepararon como se describe en la figura 58.
Se puede observar un detalle de las colas de fagos Dp-1 adsorbidas
a las paredes de neumococo (aumentos x220.000).
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3.4.3. Adsorcidn fhgica a membranas aisladas

Las membranas plasmiticas de neumococo se prepararon a
partir de protoplastos de la estirpe salvaje R6 segln la técnica
descrita en el apartado 2.8. Como se demuestra en la figura 60,
las membranas asi preparadas eran capaces de adsorber fagos,aunque
con menor eficacia que las paredes celulares aisladas, cuando se
emplearon concentraciones comparables de equivalentés celulares.
Este resultado sugiere que en la membrana plasmfitica de neumococo
pueden existir estructuras que actfian como receptores mis débiles,
o de tipo secundario, de los fagos. En este sentido conviene recor
dar que el 15% de la colina que incorpora la bacteria esti presen-

te en el 4cido lipoteicoico de membrana (LTA).

3.4.4. Ensayos de combeticién entre paredes intactas y diferentes

fracciones subcelulares de S. pneumoniae para la adsorcién

de Dp-1.

En vista de que en los experimentos "in vitro'" 1llevados
a cabo cuando se emplearon tanto paredes como membranas aisla-
das de neumococo se obtuvieron resultados positivos en lo que se
refiere a su capacidad de adsorber fagos, el siguiente objetivo
experimental se centrd en buscar la subfraccidén celular o la en-
tidad molecular mis pequefia que fuera capaz, asimismo, de adsorber
Dp-1. Para ello realizamos pruebas en las cuales se usaron en un
mismo ensayo paredes intactas y diferentes subfracciones de pa-
red (o membrana) y se ensayaron sus capacidades para competir con
los receptores presentes en paredes intactas, seglin se detalla

en la tabla 9.
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Figura 60.- Adsorci6n de Dp-1 a membranas purificadas de neumococo.
Las membranas se prepararon a partir deprotoplastos de la estirpe
salvaje R6, segln se describe en el apartado 2.8. Diferentes can-
tidades de membranas celulares se incubaron con fago Dp-1 a 0°C
durante 30 minutos. Las mezclas se centrifugaron en frio a 22.000
xg durante 15 minutos y se titularon los fagos libres de los so-

brenadantes.
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Tabla 9

Ensayos de competicibfn entre paredes celulares de neumococo
y varias fracciones solubles de pared celular para la adsor
cién del bacteribfago Dp-1.

Material competidor

(concentracidn en equivalentes Fagos no adsorbidos(a)
celulares/ml) (%)

Ninguno(b) ' . 26
Complejo glicano-dcido teicoico (Sx108) 75
Complejo glicano-acido teicoico (109) 82
Antigeno de Forssman (Sx108) 80

Fracciones de pared celular

Acido nitroso (109) 23
Acido nitroso (2x109) 22
NaoH (10%) 27
CI1H (109) , 24
Formamida (120°C) (8x10°) 27

(a) 20 p1 de preparaciones de pared celular (2,4 mg/ml que co-

10 equivalentes celulares/ml) se incubaron

rresponde a 1,3x10
con fago Dp-1 (6x106UFP/m1) solo o con fago y las diferentes
fracciones indicadas en un volumen total de 1 ml, a 0°C duran-
te 30 minutos. Las mezclas se centrifugaron a 20.000xg duran-
te 10 minutos, titulidndose los fagos libres en los sobrenadan-
tes.

(b) Las paredes de neumococo y las fracciones solubles se prepa-
raron a partir de bacterias R6 multiplicadas en presencia de
colina, por los métodos descritos en los apartados 2.7 y

2.9.
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Tanto las paredes purificadas como las diferentes subfrac !

ciones de las mismas y el LTA de membrana fueron preparadas a partit

de bacterias cultivadas en presencia de colina, siguiendo las téc- é

nicas descritas en los apartados 2.7 y 2.9. |
Como se ve en la tabla O, los ensayos de competicibn en-

tre las paredes intactas y las distintas fracciones solubles demos-

traron que solo los complejos &cido teicoico-cadena glicénica de al

to peso molecular y el antigeno de Forssman (LTA) se comportaban

como fuertes inhibidores de la adsorcibn fégica a las paredes celu-

lares. Por el contrario, los fragmentos de pared conteniendo colina -

obtenidos mediante tratamiendo con &cido, #lcali, &cido nitroso o

formamida caliente no inhib{an précticamente la adsorcibn fégica.

La posibilidad de que exista alguna interferencia o artefacto en

los ensayés de la tabla 9 como consecuencia de la presencia de res

tos de los reactivos usados en la obtencién de las fracciones solu

bles debe descartarse pues los resultados presentadoS en la ta-

bla 10 demuestran que se pueden recuperar fagos viables a partir

de todos los ensayos en los cuales se emplearon subfracciones de

pared obtenidas por tratamiento con diferentes agentes quimicos.

Sin embargo, cuando el bacteriéfago Dp-1 se incubb a 37°C en presen

cia de paredes purificadas de neumococo se podia recuperar la ma-

yor parte de las particulas figicas afiadidas a la mezcla de reaccibn

mientras que el nfimero de particulas viables disminufa si se susti

tuia las paredes por membranas purificadas de neumococo a pesar

de 1a menor afinidad que &stas poseian para adsorber a los fagos, L

seglin se sefiald en el apartado 3.4.3. En efecto, cuando se incuba-

baron los fagos en presencia de paredes y membranas, el nGmero de fa

gos viables recuperados era similar al nGmero que se obtenia con
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Tabla 10

Inactivacién de Dp-1 adsorbido a diferentes fracciones

subcelulares

Fraccibn pared Recuperacibn ‘agos
(equivalentes celulares/ml) viables(a) (%)
Paredes celulares 66
Paredes celulares + fraccibn 4cido nitroso (109) 68
Paredes celulares + fraccibn 4cido nitroso Gk109) 77
Paredes celulares + fraccitn C1H (109) 75
Paredes celulares + fraccitén NaOH (109) 73
Paredes celulares + fraccién formamida (8x109) 75

(a)
20 pl de preparaciones de pared celular (2,4mg/ml que corres-

ponde a 1,3 x 10'0

equivalentes celulares/ml) se incubaron con
fago Dp-1 (6 x 106UFP/m1) solo o con fago y las difereates frac
ciones indicadas en un volumen total de 1 ml, a 0°C durante

30 minutos. Las mezclas se centrifugaroh a 20.000 x g duran-

te 10 minutos, descartandose el sobrenadante y los precipita
dos fueron resuspendidos en medio CpHB,titulﬁndose los fagos

viables.
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Tabla 11

Inactivacién de Dp-1 adsorbido a fracciones subcelulares

de S. pneumoniae a 37°C.

Fraccibn celular ~ Fagos viables(?) (%)
‘Paredes ’ 85
Membranas 45
Paredes + membranas 78

(a)

2 x 109 equivalentes celulares de paredes o de membranas o de
ambas se incubaron a 37°C durante 30 minutos con fago Dp-1
(6 x 106 UFP) en medio CpH8 (volumen final 1 ml). A continua
cibén las muestras se pipetearon enérgicamente y se titularon
los fégos viables. )

»
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paredes solas. (Tabla 11).

3.4.5. Ensayos de competicidn para la adsorcidén de Dp-1 entre pare-

des intactas de S. pneumoniae y diferentes moléculas que pue-

den formar parte de los receptores fapgicos.

En otros ensayos de competicién similares a los descritos
en el apartado anterior, encontramos (figura 61) que la fosforil-
colina er; capaz dé iﬁhibir fuertemente la adsorcién del Dp-1
a las paredes purificadas de S. pneumoniae, a concentraciones si-
milares a los niveles presentes de fosforilcolina en dichas pare-
des (19). Por el contrario, otros derivados aminoalcoh6licos (p.

ejem. fosforiletanolamina) e incluso la propia colina se mostra-

ron ineficaces como competidores en la adsorcidn figica.

Una confirmacibén adicional del importante papel que juega

el grupo fosforilcolina en la adsorcidén del bacteribfago Dp-1 a

S. pneumoniae viene dada a través de los experimentos de inhibi-
cidén de la adsorcidn, "in vivo', cuando se emplearon anticuerpos
especificos anti-fosforilcolina y anti-Forssman que aparecen en

la figura 62. En estos experimentos se demuestra claramente que
los anticuerpos anti-fosforilcolina inhiben eficazmente la unibén
del fago a la superficie celular de neumococo, mientras que el

anticuerpo anti-Forssman no ejerce una inhibicidn importante.
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Figura 61.- Inhibici6n de la adsorcibn féigica a paredes celulares
por varios competidores potenciales. 40 ul de paredes celulares

de neumococo (2,4 mg/ml) se incubaron con fago Dp-1 (8x106UFP/m1)
con las cantidades indicadas de competidor a 4°C durante 30 minutos;
a continuacifn, las muestras se centrifugaron a 20.000xg durante

20 minutos y se titularon los fagos libres en los sobrenadantes.

De acuerdo con Mosser y Tomasz (9), la concentracidén de colina en
las paredes celulares es el 5% del peso. Este valor corresponde

a una concentracifn de colina de 0,05mM en la cantidad de paredes
celulares usadas en este experimento. Los competidores usados fuerong
fosforilcolina (@ ); fosforiletanolamina (0 ); CDP-colina (4);
CDP-etanolamina (A); colina (@) etanolamina (D). E1 volumen
final fue 1 ml.



-211-

100}
__| 8O
¢
g\t \
b4 o
o}
©| eo}® —
Ke)
|
O
2] ®
© !
O 40}
[72]
o
o
O
W 20} .
° @
\
1 |
o) 15 30

Anticuerpo (pl) | ..

Figura 62.- Inhibicidén de la adsorci6bn del Dp-1 a células R6 por 1la
proteina de mieloma anti-fosforilcolina (TEPC-15) (e——e) o por el
anticuerpo monoclonal anti-antigeno de Forssman (M1/22.25) (o0—o0).
Muestras de células R6 (2,5x 107UFC/m1) se incubaron con diferentes
cantidades de la proteina de mieloma (2 mg de proteina/ml) o con

el anticuerpo monoclonal anti-antigeno de Forssman (0,8 a 1,2 mg de
anticuerpo activo/ml). Las muestras se incubaron a 4°C durante

30 minutos y se centrifugaron a 10.000xg durante 15 minutos. A con-
tinuacidn se afiadié Dp-1 (105UFP) y las muestras se reincubaron a
4°C durante 30 minutos; al cabo de este tiempo, se centrifugaron

a 10.000xg durante 15 minutos, titulfindose los fagos libres en los
sobrenadantes. Una muestra control con células R6 que no recibid
antisuero, dejé en el sobrenadante aproximadamente el 20% de los
fagos totales afiadidos. Dos controles adicionales conteniendo medio
CéHB, fago Dp-1 y TEPC-15 o M1/22.25 (pero no células R6) dejaron
en los sobrenadantes cerca del 100% de los fagos totales afiadidos.
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3.5. Estudios fisiolfgicos sobre la liberacién de la progenie

fdgica en S. pneumoniae infectado por el bacteri6fago Dp-1.

La Gltima etapa del proceso infectivo es, como ya se ha
dicho (apartado 1.4.) la liberacib6tn de la progenie fdgica al me-
dio de cultivo 1la cual va precedida de la rotura, al menos par-
cial, de la pared de la célula bacteriana. Ronda y colaboradores
sugirieron (80) que en la estirpe salvaje de S. pneumoniae, el
fago Dp-1 utilizaba 1a autolisina del huésped para la liberacibn
de su progenie. E1l aislamiento y purificacién de un nuevo enzima
con actividad litica sobre las paredes de neumococo (PAL), detec-
tado en el mutante cw-1, deficiente en autolisina, cuando se in-
fectaba con Dp-1 y que hemos descrito en detalle en el apartado
3.1., planteé'el interrogante de cual seria su papel "in vivo",
en la célula infectada. Los resultados que exponemos a continua-

cién contribuyen a aclarar esta cuestifn.

3.5.1. Papel de 1la PAL en la liberacién del Dp-1

Como ya hemos sefialado en el apartado 3.1.3., la PAL
se sintetiza cuando se infecta un cultivo de cw-1 con el bacterib-
fago Dp-1. La actividad de este enzima 1litico se estimulaba en
présencia de agentes reductores en experimentos '"in vitro'", como
vimos en el apartado 3.1.4. En experimentos "in vivo'" como el:que
se describe en 1la figura 63 se muestra coémo un cultivo de cw-1
infectado a baja multiplicidad de infeccibn, que normalmente no
se lisaba, sufria un claro proceso de lisis por la simple adicién

de ditiotreitol (IOmH) al medio de cultivo. Estos resultados su-

gieren que la estimulacifén de la PAL también tenia lugar "in vivo".
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Figura 63.- Lisis inducida por fago Dp-1 a baja MDI de un cultivo
de cw-1 en presencia de ditiotreitol (DTT). Un cultivo de cw-1 se
multiplicé en medio C+Y hasta una concentracién celular de
6,2x107UFC/m1. Una parte del cultivo (20 ml) se infectd con Dp-1

a baja multiplicidad de infeccién (MDI=1/15) y se dividi6 en dos
alicuotas, una (®———®) recibi6 10mM de DTT (concentracién final)
y la otra no recibid nada (0—™D). Un cultivo control recibib solo
10mM de DIT pero no se afiadié fago (0—o0).
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Figura 64.- Lisis inducida por fago Dp-1 a la baja MDI en cé&lulas
mutantes cw-1 tratadas con PAL. Un cultivo de cw-1 se multiplic6 en
medio C+Y hasta una concentraci6n celular de 6,2x107UFC/m1. Una
fracci6n del cultivo se trat6 con PAL purificada (8 ul, 180 Unida-
des) y a continuacién se infect6 con Dp-1 a baja MDI (1/50) y se
subdividié en tres partes: una recibi6 cardiolipina (100ug/mi;

tubo 3); otra no recibi6 nada (tubo 4) y la tercera recibib6 10mM
de DTT (tubo 5). Otra fracci6n del cultivo no se trat6 con PAL pero
se infecto con Dp-1 (MDI=1/50) y se subdivididé en dos: una no reci
bi6 nada (tubo 1) y a otra se le afiadid 10 mM de DTT (tubo 2). Los
cinco cultivos se incubaron a 37°C, siguiéndose la multiplicacién

y la lisis por nefelometria.
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Una clara demostraci6tn de la participacidén de 1la PAL en el
proceso de lisis de cw-1 infectada con Dp-1 se puede deducir del ex
perimento esquematizado en la figura 64. En ella se puede apreciar
que cuando la bacteria mutante fue fenotipicamente ''curada' con
el enzima PAL siguiendo un método similar al descrito previamente
para la "curacidn fenotipica" de cw-1 con la autolisina de neumo-
coco (94}, un cultivo ‘infectado a baja MDI se lisaba, a diferen-
cia de lo que sucedia con un cultivo similar que no habfia sido pre
viamente ''curado'. Ademds esta lisis podia inhibirse gradualmen-
te por la adicidon al medio decultivo de diferentes concentraciones
de cardiolipina que, como vimos en el apartado 3.1.7.6. es, en
condiciones "in vitro", un poderoso inhibidor de la actividad de

la PAL.

AGin mids, la PAL no es sdlo capaz deprovocar la lisis de
un cultivo de cw-1 infectado a baja multiplicidad de infeccidn,
sino que puede, asimiémo, ejercer su actividad 1{tica en ausencia
de fago. Asi,ccuando el mutante cw-1 no infectado, fue fenotipi-
camente "curado'" con la PAL estas células sufrieron un proceso
de lisis en 1la fase estacionaria de cultivo, similar al de la es-
tirpe salvaje R6 y en claro contraste con lo que sucede en las
células cw-1 que no habfan sido tratadas con la PAL, como se ve

en el experimento descrito en la figura 65.

Otra prueba adicional sobre la participacién de la PAL
en el mecanismo de lisis viene dada por el uso en experimentos . -
"in vivo" del antisuero preparado frente a la PAL (ver apartado

2.20). Como se muestra en la figura 66 el suero anti-PAL es capaz
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Figura 65.- Lisis en la fase estacionaria de un:cultivo de cw-1 tra
tado con PAL. Un cultivo de cw-1 (2,5x107UFC/m1) se trat6 con PAL
(50 pl1 de enzima purificado, 1.125 Unidades) (0—o0) y se incubb

a 37°C. Un cultivo control (&——e) no recibié PAL. La multiplica-
cib6n y la lisis se siguieron por nefelometria.
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Figura 66.- Efecto protector de la lisis de un cultivo de c¥-1 in-
fectado con Dp-1 por el antisuero anti-PAL. Un cultivo de cv-1 se
infectd con Dp-1 (MDI=5) a una concentraci6n de 6,2x107UFC/n1 y se
continué la incubacién a 37°C durante 25 minutos. E1l cultivc se
centrifugd (8.000xg, 10 minutos), seresugpendid en medio C+Y y se
distribuyd en varjos tubos: 1, no recibhid ningGn suero; 2, 10 }xl/ml
de anti-PAL; 3, 30 pui/ml de anti-PAL; 4, 50 pl/ml de anti-P/L; 5,
30 p1/ml de anti-E. Un cultivo control no recibié Dp-1 ni artisuero.
La multiplicacidén y la lisis se siguieron por nefelometria.
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de inhibir la 1lisis de un cultivo de cw-1 infectado con Dp-1 a
alta multiplicidad de infeccibn, mientras que el antisuero anti-E
no ejercia proteccién alguna. En un experimento anilogo al ante- !
rior pero llevado a cabo sobre la estirpe salvaje R6 infectada con

el mismo bacteri6fago a alta MDI, se comprobé (figura 67) que el

anti-PAL no era capaz de bloquear totalmente la lisis por el fa-

go, aunque era notoria la inhibicifn parcial en la lisis de dicho
cultivo. Este resultado sugiere que en la infeccién de R6 por

Dp-1 funcionarfan dos enzimas 1iticos: la propia autolisina del

huésped y la PAL inducida en el momento de la infeccibn féagica.

El anti-PAL afiadido al cultifo bloquearia especificamente este

Gltimo enzima litico, pero afectaria sélo parcialmente a la au-

tolisina del huésped (Figura 67) con lo que el resultado final

seria la inhibici6n parcial de la lisis observada experimental-

mente.

3.5.2. Papel de la pared conteniendo colina en 1la liberacién del

Dp-1
La importancia de los residuos de colina del &4cido tei-
coico para que se lleve a término un ciclo infectivo en cultivos
de neumococo infectado con el bacteri6fago Dp-1 ha sido sugerida
previamente (103). Como hemos visto en los apartados 3.3.y 3.4
la presencia de colina en la pared celular de neumococo es con- ,
dicibn imprescindible para que el bacteridfago Dp-1 se pueda ad ‘

sorber a su correspondiente receptor. L4

Los experimentos que vamos a describir a continuacibn

indican claramente que la presencia de residuos de colina en 1la
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Figura 67.- Efecto protector de la lisis de un cultivo de R6 infec
tado con Dp-1 por el zntisuero anti-PAL. Un cultivo de R6 se infec

t6 con Dp-1 (MDI=5) a una concentracibn de 6,2x107

UFC/ml y se con-
tinudé la incubacién a 37°C durante 25 minutos. El cultivo se centri
fugd (8.000xg, 10 minutos), se resuspendid en medio CpH8 y se dis-
tribuybd en varios tubos al tiempo 0: no recibid ningtin suero (0— — —0);
50 u1/ml de anti-PAL (B—. —W); 30 ul de suero normal de conejo

(b— — -A). Un cultivo control no recibid Dp-1 ni antisuero. La mul

tiplicacién y la lisis se siguieron por nefelometria.
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pared celular de neumococo constituye, asimismo, un requerimiento
esencial para que tenga lugar la liberacifn de la progenie ffigica

en S. pneumoniae infectado con Dp-1.

El disefio experimental bésico consistid en afiadir a un
cultivo de células EA que se encontraba en la mitad de la fase ex-
ponencial de multiplicacibén en medio Cden-etanolamina, un "mini-
pulso" dg;colina (0,08 mg/ml) junto con fago Dp-1 a una alta mul-
tiplicidéd de infecci6étn (MDI = 5). Tales cultivos, como demostra-
mos en el apartado 3.3.2. comienzan inmediatamente a utilizar la
colina para la biosintesis de sus .acidos teicoicos, y estos poli-
meros conteniendo colina aparecen también inmediatamente en la zo-
na ecuatorial de crecimiento de las cé&lulas, permitiendo asi la ad-
sorcién figica. Después de 20 minutos de incubacién a 37°C el cul-
tivo se enfri6 a 4°C y se afiadi6 antisuero anti-Dp-1 durante 10
minutos. A continuacién el cultivo se dividi6é en dos, se centri-
fugé (8000 x g, 10 minutos) y se resuspendié en medio conteniendo
etanolamina (Cden—EA) o colina(CpHS). La incubacib6n se continub
durante 3 horas a 37°C y se tomaron muestras a diferentes tiem-
pos en las que se titul6 el fago liberado al sobrenadante. Asimis
mo, se siguié la multiplicacib6n o la lisis del cultivo por nefelo-
metria. Como muestra la figura 68, tales cultivos infectados y
resuspendidos en Cden—EA liberaban fagos con una cin&tica aparen-
temente normal aunque con una baja productividad aun cuando no se i

ponia de manifiesto la lisis del cultivo.

Estos resultados indican que los fagos se han multipli-

cado en el interior de la cadena de cé&lulas EA pero solo han si-



P T
- ~-m
/7
/
(l
1000 - ; ——
800 - ! io®

[}

600 - i
|

]

[]
400 - H
7
(]

T 7
! o
!
\ 1
2001 ° T‘—‘.
1 1 1 1 1 1 1 1 1 ] i - 1 '05
] 2 3 a 5 6 I 2 3 4 5 6

TIEMPO (horas)

Figura 68.-Respuesta litica de células EA infectadas con Dp-1 en
presencia de diferentes cantidades de colina en el medio de culti

vo. Un cultivo de células EA en fase exponencial de crecimiento
(40 ug de etanolamina por ml) recibid un "minipulso'" de colina
(0,08 ug/m1); 5 minutos mis tarde se afiadidé Dp-1 purificado
(MDI=5). La incubacidén se continud a 37°C durante 20 minutos. En
este momento el cultivo se enfrid rdpidamente a 4°C afiadiéndose an
ti-Dp-1 durante 10 minutos. La muestra se dividié en dos porciones,
se centrifugd y se lavé (10.000xg, 10 minutos) a 4°C, resuspendién
dose en medio conteniendo etanolamina (e ), o en el mismo medio
conteniendo 5 ug/ml de colina (0). Asimismo, se muestran cultivos
controles no infectados,multiplicados en medio con etanolamina y
resuspendidos en presencia (A ) o en ausencia (4 ) de colina. La
multiplicacidn y la lisis se siguieron por nefelometria (panel A).
El panel B muestra la siguiente fase del experimento. A distintos
tiempos se tomaron muestras de los cultivos infectados que habian
sido resuspendidos en medio conteniendo etanolamina (e del panel

A y B). Muestras de este cultivo se centrifugaron (10.000xg durante
10 minutos) a diferentes tiempos después del "minipulso'" de colina
y en los sobrenadantes se titularon los fagos liberados (B ).
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do capaces de liberarse al medio de cultivo en aqucllas células
que poscen, al menos parcialmente, residuos de colina en los &ci-
dos teicoicos de su pared celular. En efecto, en un experimento
relacionado con el anterior, un cultivo de neumococo de la estir-
pe salvaje R6 se marcd radiactivamente con 3H-c01ina de manera
similar a la descrita en el apartado 2.10. La bacteria se diluyd
200 veces en medio fresco conteniendo etanolamina (Cden-EA) en
vez de colina y se dejé multiplicar el cultivo durante 5 genera-
ciones. La adicidén de desoxicolato a este cultivo no produjo un
descenso apreciable de turbidimetria, al contrario de lo que su-
cedia cuando el detergente se afiadié inmediatamente después de

la adicidén de colina (tabla12). Sin embargo, toda la radiactivi-
dad se solubilizd cuando el cultivo se tratd con el detergente
(un total de 2.500 cpm por mililitro de cultivo). El1 marcaje ‘ra-
diactivo procedia, presumiblemente, de la pequefia fraccién de
poblacidén bacteriana (aproximadamente 1-2% del total) que ha-
bja heredado los segmentos de superficie que contenian colina de

la bacteria parental.

En la figura 69 se muestra un claro ejemplo de "rescate"
de fagos intracelulares a partir de células multiplicadas en pre-
sencia de etanolamina. El disefio experimental fue muy similar
al de la figura 68, siguiéndose la multiplicacidén celular o la
lisis del cultivo por nefelometria y tituldndose los fagos libe-
rados al medio de cultivo. Se puede observar en la citada figu-
ra 69 que el nGmero de particulas fagicas detectables en clsobre-
nadante de cultivos de células EA minipulsadas con colina podia

aumentarse a casi el doble si se afiadia un segundo minipulso de
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Figura 69.- Rescate de fagos intracelulares a partir de cé&lulas EA
infectadas con Dp-1. Un cultivo de cé&lulas EA en fase exponencial
de crecimiento fue '"minipulsado' con colina (0,0B.pg/ml); S5 minutos
mis tarde se afiadid bacteriéfago Dp-1 a una MDI de 5. La incubacién
sé continudé a 37°C durante 20 minutos. A continuacidén, el cultivo
se enfrid rdpidamente, se centrifugd (10.000xg durante 10 minutos)
y se resuspendid en medio fresco conteniendo etanolamina. Este cul
tivo se incubd a 37°C durante 2 horas mds (aproximadamente 2 tiem
pos de duplicacidn). El cultivo se enfrid a 4°C, se centrifugd,

se lavd 2 veces (10.000xg durante 10 minutos) y se resuspendid

en medio precalentado conteniendo etanolamina. El1 nGmero de fagos
libres en el sobrenadante bajo. estas condiciones (tiempo 0), fue
2,7x107UFP/m1. El cultivo se dividid en tres partes: (1) no re-
cibid nada (e ); (2) recibib un segundo "minipulso" (0,08ug/ml)

(4 ) de colina y (3) recibidé 5 pg/ml de colina (0 ). La multi-
plicacidén y la lisis se siguieron por nefelometria (panel A). E1l
panel B muestra los titulos de los fagos extracelulares ensaya-

dos en las tres muestras después de 2,5 horas de incubacién a 37°C
(ver flecha en panel A). El1 100% corresponde a 2,2x109UFP/m1.
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colina a tales cultivos hacia el final del periodo de incubacidn
(ver curva 2, barra 2). Afin en estas circunstancias no era posi-
ble sin embargo poner de manifiesto una apreciable 1lisis del cul-
tivo. No obstante, la adicidén de una mayor cantidad de colina

(5 pg/ml) al cultivo doblemente pulsado provocd un claro "resca-
te" de fagos intracelulares como se aprecia por la liberacidn

de 105 ismos al sobrenadante que iba acompafiada de la lisis total

del cultivo bacteriano infectado.

Estos resultados aparecen claramente relacionados con
los descritos en la tabla 7 (apartado 3.1.9.). Los experimentos
se llevaron a cabo "in vitro" empleando el enzima PAL electrofo-
réticamente pura y como sustrato paredes purificadas a partir de

células R6 o EA de S. pneumoniae.

De los resultados mostrados en la tabla 7, se puede con-
cluir que la actividad del enzima PAL "in vitro" depende claramen
te de la presencia de residuos de colina libre en las paredes
de neumococo ya que: i) cuando el sustrato contenia 14C-etano]a-
mina en lugar de colina o ii) cuando las paredes contenian colina
en su acido teicoico pero habjian sido previamente tratadas con
anticuerpos anti-fosforilcolina, que bloquean especificamente
estos residuos, las paredes no eran degradadas por el enzima. Un
comportamiento similar ha sido descrito anteriormente (33), y se

muestra asimismo en la tabla 7, para la autolisina de S.pneumoniae.

F1 paralelismo entre estos resultados "in vitro" y los
descritos anteriormente en este mismo apartado serid comentado en

la Discusidn de esta Memoria.
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Como hemos sefialado anteriormente, los objetivos funda-
mentales de nuestro trabajo se centraban en el estudio del papel
que jugaban las murein-hidrolasas de neumococo en una serie de
importantes fen6menos biolbgicos, en particular en lo que sé Te-
fiere al proceso.de liberaci6n figica, asi como en esclarecer la

naturaleza quimica de los receptores fdgicos de S. pneumoniae.

Siguiendo este planteamiento- inicial, en este apartado
vamos a considerar secuencialmente las dos etapas del proceso
de infeccibn fdgica de las cuales nos hemos ocupado en nuestro

trabajo.

4.1. Adsorcién del bacterib6fago Dp-1 a S. pneumoniae

PreQiamente se ha demostrado que la presencia de fcido
teicoico conteniendo colina es esencial para que tenga lugar un
ciclo 1litico en neumococos infectados con el bacteridofago Dp-1,
ya que la sustitucidn biosintética de los residuos de colina por
el anfilogo estructural etanolamina convierte a la bacteria en
resistente a 1a infeccién fégica (103). Hasta ese momento, sin
embargo, no aparecig claro si tal requerimiento por 1la colina es-
taba relacionado exclusivamente con los receptores del fago o
tenia que ver con algGn fenbémeno mis complejo tal como la posible
necesidad de un sistema autolitico activo del huésped para la en-
trada del fago, pues los residuos de colina en el dcido teicoico
se sabe que desempefian miltiples funciones reguladoras en el con

trol del sistema autolitico de neumococo (33).

Por otra parte, de los experimentos descritos por

McDonnell y colaboradores (103) no se podia concluir si la resis
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tencia del neumococo a la infecci6n por Dp-1 se debfa a una ca-

rencia de adsorcién figica o simplemente a un bloqueo intracelu-
lar de 1la progenie del fago originado por una incapacidad del en-
zima o enzimas 1iticos implicados en el proceso de liberacién f&-
gica para degradar las paredes que contenian residuos de etanola-
mina. De este aspecto, en particular, nos ocuparemos en la segun-

da parte de este apartado.

Limitdndonos de momento al proceso de adsorcifn hemos
de sefialar que las observaciones descritas a lo largo de esta
Memoria apoyan la primera de las opciones sefialadas mids arriba
para explicar la resistencia de los neumococos a la infeccidn
figica, es decir que los residuos de colina en el 4dcido teicoico
de neumococo son componentes esenciales de los receptores del bac-

teridfago Dp-1.

Esta conclusidén se basa en una serie de observaciones
entre las que podemos destacar las siguientes: los experimentos
de adsorcién "in vivo'" demostraron (figura 42) que el fago Dp-1
se adsorbia eficazmente a las células que contenian colina en
su pared, mientras que la sustitucién de este aminoalcohol de 1la
pared por otros anilogos estructurales iba disminuyendo progre-
sivamente su capacidad de adsorcién fidgica. Ademids, cuando se em-
plearon neumococos cultivados en presencia de etanolamina no se
detectaba adsorcidén del fago Dp-1 como se demuestra por la obser
vacidén directa de tales células al microscopio electrdnico (fi-
guras 53 y 54) ni por experimentos "in vitro" (tabla 8) empleando

células intactas o paredes celulares purificadas de células EA.
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Por el contrario, los neumococos vivos multiplicados en medios que
contienen colina, asf como estas células muertas por calor o por
radiacibn ultravioleta o las paredes purificadas de tales bacte-
rias eran capaces de adsorber Dp-1 (Tabla 8). Ademis, los comple-
jos solubles glicano-&cido teicoico de pared preparados por hidré-
lisis enzimitica a partir de paredes celulares de bacterias mul-
tiplicadas en presencia de colina, podian competir eficazmente

con paredes celulares por la adsorci6n del Dp-1 (Tabla 9). Asimis
mo, células cultivadas en medios que contienen etanolamina, a las
cuales se les afiade colina (5 ug/ml), incubadas durante un corto
periodo de tiempo, eran capaces de adsorber claramente grandes
cantidades del bacteri6fago Dp-1 como se demuestra por las obser-

vaciones al microscopio electrbnico (figuras 51 y 52).

En un intento de profundizar afin ms en la estructura
del receptor figico, se realizaron ensayos de competicibn entre
distintas moléculas. Nuestros resultados muestran que la fosforil
colina era un eficaz inhibidor de la adsorcién del Dp-1 a las
paredes purificadas de neumococo conteniendo colina (Tabla 7).
Por el contrario, otros competidodes potenciales tales:como co-
lina, etanolamina, fosforiletanolamina, CDP-colina, CDP- etanolami
na se mostraron ineficaces para comﬁetir con tales paredes (fi-

gura 61).

El hecho experimental de que una molécula tan simple
como la fosforilcolina sea capaz de competir en ensayos de adsorxr
cidn del fago Dp-1 guaida un estrecho paralelismo con resultados

muy recientes obtenidos por otros autores (233) en el sistema del
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bacteriéfago T5 de E. coli, donde una molécula de trimanésido com
petia eficazmente en ensayos de adsorcidén fégica similares a los
descritos en la figura 61. Asi, para la mayoria de fagos especi-
ficos de lipopelisacidrido, el receptor consiste en una corta se-
cuencia de azficares (122). Un constituyente esencial delreceptor
para el fago T4 en el lipopolisacirido de E. coli B es un residuo
terminal de glucosa (234). La uni6n del fago a tales receptores
es asimismo inhibida claramente por ciertos mono y disaciridos

(235). Asimismo en Pseudomonas aeruginosa se ha sugerido que 1la

presencia de residuos de galactosamina es fundamental para que el
bacteridfigo- @PLS27 interacte con su correspondiente receptor
bacteriano (236). Por otra parte, también existen ejemplos en
bacterias Gram-positivas donde mutantes gta de B. subtilis, inca-
paces de glucosilar el 4cido teicoico de su pared celular, se vuel

ven resistentes a la adsorcidén con el fago @29 (163).

Sin embargo, experimentos en los cuales Heller y Braun
(233) trataron de hidrolizar el trimanésido por &cido y probar
la posible unidén del dimanésido no.obtuvicron resultados positi-
vos. Estos autores sugieren que esta carencia de competicién por
parte de tales moléculas se debia a un cambio conformacional que
destruia su capacidad para actuar como receptor fédgico, ya que
incluso el simple calentamiento de trimandsido sin hidrélisis
detectable destruia completamente su capacidad para adsorber las
particulas fiagicas. Esta sugerencia de la alteraci6n’de una molécu-
la por un cambio conformacional puede explicar los datos obteni-

dos por _-nosotros en los cuales no se demostrd actividad inhibi-
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dora de la adsorcibn fidgica en los ensayos de competicién lleva-
dos a cabo entre paredes de neumococo conteniendo colina y diver
sas fracciones de pared preparadas por tratamiento con C1H, NaOH

o formamida caliente (Tabla 9).

Los estudios bioquimicos comparativos realizados con los

neumococos multiplicados en presencia de colina o de etanolamina

han demostrado que las paredes celulares de estas bacterias poseian

unas estructuras primarias muy similares, si no idénticas, entre
si excepto por el hecho de que se diferencian en el componente
aminoalcohblico del 4cido teicoico (33). Por consiguiente, la
dréstica diferencia observada entre los neumococos multiplicados
~en presencia de colina o etanolamina en lo que se refiere a su
capacidad de adsorcibén del fago Dp-1 indica el papel fundamental
que los residuos de colina de la superficie de neumococo juegan

en la interaccién entre el fago Dp-1 y su célula huésped.

Como ha quedado demostrado anteriormente, los neumococos
multiplicados en presencia de etanolamina (células EA) son inca-
paces de adsorber fago Dp-1; sin eﬁbargo, la capécidad de adsor-
cibén se restaura ripidamente por la simple exposicién de las bac-
terias a una pequefia cantidad ("minipulso") de colina afiadida al
medio de cultivo. La observacidn al microscopioelectrénico reve-
16 que las particulas fédgicas se unian a tales bacterias exclusi-
vamente en la zona ecuatorial, es decir precisamente en el sitio
donde, empleando un disefio experimental similar al descrito en
nuestros experimentos, se ha demostrado que los &cidos teicoicos

de nueva sintesis (conteniendo colina) se incorporan en la su-
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perficie celular de neumococo (63).

En los experimentos descritos en el apartado 3.5.2. (fi-
guras 68 y 69) se demuestra claramente que en las células EA mi-
nipulsadas con colina reaparecen los sitios de adsorcibn. Mis
adelante se discutirid como tales receptores son funcionales, en
el sentido de que el fago Dp-1 se incorpora y se replica normal-

mente en la célula.

En estos experimentos se pone claramente de manifiesto
que inmediatamente después del minipulso de colina, los bacterib-
fagos se adsorben exclusivamente en la regidén ecuatorial-de las
largas cadenas de las células EA. En una incubacidén posterior de
las bacterias minipulsadas con colina y multiplicadas en medio
conteniendo etanolamina, los sitios de adsorcidén se "desplazan" a
lo largo de las cadenas de bacterias de idéntica manera al modo
conservativo de segregacidén de la pared celular postulado para
esta bacteria (210, 63), tal y como se esquematiza en la figura
55. Estos resultados, tomados en su conjunto, demuestran nuevamen
te que los residuos de colina de 165 4cidos teicoicos de 1la pared
celular son componentes esenciales de los receptores del bacterib-
fago Dp-1. Esta afirmacién viene apoyada por experimentos realiza-
dos "in vivo" con un anticuerpo (TEPC-15) _.especifico frente a
los residuos de fosforilcolina (Figura 62). El1 hecho de que el
bloqueo de los residuos de fosforilcolina con este anticuerpo de
com res.ultado una completa inhibicién de la adsorcidén del Dp-1
a células intactas de neumococo cultivadas en presencia de colina,
confirma nuestra suposicidn de que dichos residuos forman parte

fundamental del receptor del bacteri6fago.
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Por otra parte, como se ha sefialado anteriormente, 1la
membrana de neumococo contiéne alrededor del 15-20% de 1la colina

presente en las estructuras de esta bacteria que se ha sugerido

que posee una estructura primaria similar a la del 4cido teicoico

de la pared (44). La posibilidad de que el fcido lipoteicoico de
membrana (antigeno de Forssman) pueda jugar también un papel en
la adsorcibn figica se desprende de los resultados que aparecen
en la figura 60 y en la tabla 9 . En efecto, se puede observar
que el antigeno de Forssman es un poderoso inhibidor de 1la ad-
sorcién del Dp-1 a las paredes celulares de neumococo (Tabla 9).
Asimismo, 1a capacidad de las membranas plasmiticas de neumococo
cultivado en presencia de colina para adsorber Dp-1 (Figura 60)
podria deberse, con toda ﬁrobabilidad, a la presencia del antige
no de Fotssman en tales preparaciones. Cuando se utiliz6 un an-
ticuerpo anti-antigeno de Forssman en experimentos de adsorcién
de Dp-1 (Figura 62), se pudo observar que tal anticuerpo. no ejer-
cibé ningln efecto inhibidor sobre 1la misma, pues dicho anticuerpo
no bloquea los residuos de fosforilcolina. Estos resultados de-
jan abierta la posibilidad de que en los receptores figicos de
membrana, la fosforilcolina sea nuevamente el componente fundamen

tal de los mismos.

Teniendo en cuenta los resultados discutidos anterior-
mente junto con los modelos descritos en otros sistemas bacteria-
nos, se puede sugerir que los receptores localizados en la pared
celular podrian ser considerados como "receptores primarios" del

bacteribfago Dp-1, responsables de 1a adsorcién reversible, es de-

| 1
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cir del lugar donde se produce la interaccién inicial entre el
fago y 1a bacteria, sin que 1llepuea producirse la inyeccibn del
DNA de Dp-1. Esta afirmacidén viene apoyada asimismo por el hecho
de que, en experimentos de adsorcién "in vitro" empleando pare-
des purificadas de neumococo, los fagos podian ser recuperados

en su forma activa (Tabla 10). Por el contrario, los experimen-
tos que aparecen en la Tabla 11 muestran que cuando el fago Dp-1
se incuba a 372C con membranas se produce una inactivaci6n irre-
versible del mismo.Estos resultados sugieren que eﬁ una segunda
etapa del proceso de adsorcidén existiria un segundo receptor lo-
calizado en membrana. Este '"receptor secundario'" seria el res-
ponsable de 1a adsorcidén irreversible del fago con la consiguien-
te inactivaci6én e inyeccidn del DNA dentro de la cé&lula. En cual-
quier caso, la condicidn "sine qua non' para que se produzcan am-
bos procesos es que el dcido teicoico de pared contenga fosforil-
colina. Este modelo de adsorcidn no posee aun los suficientes apo-
yos experimentales que permitan afirmar que el bacteridfago Dp-1
sigue el mecanismo de infeccién qué hemos postulado. Una alterna-
tiva a este modelo seria la sugerencia de que existiera solo un
Gnico receptor localizado en pared, pero que, sin embargo, el fa-
go Dp-1 necesitaria de algfin componente de membrana (quizis el

dcido lipoteicoico) para su adsorcidn irreversible.

Asi, en el caso de bacteri6fago TS5 de E. coli se ha su-
gerido recientemente (233) una unidén reversible a la polimanosa
durante 1la cual.sl fago podria desplazarse a 1o largo de la super-

ficie celular, mientras que cuando varias fibras de la cola del
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fago se unen simylténeamente a un antfigeno o del lipopolisaciri-

do se producirfa una adsorcibn irreversible.

De cuanto hemos sefialado, cabrfa esperar que las prepa-
raciones de protoplastos de neumococo fuesen capaces de adsorber
Dp-1, al igual que las preparaciones de paredes y de membranas pu-
rificadas. Los resultados de 1la tabla 8 muestran, no obstante, una
fuerte disminucién en la capacidad de adsorcién de tales prepara-
ciones deprotoplastos. La explicacién mis plausible a este compo-
tamiento estaria en la posible interferencia con la adsorcibn
del bacteri6fago de la sacarosa presente en el medio hiperténico.
Esta conclusién viene apoyada por el hecho de que la simple adi-

cibn de sacarosa a células no tratadas con autolisina disminuye

dristicamente la capacidad de adsorcién de tales células (Tabla 8).

Los resultados mostrados en el apartado 3.3. y 3.4 no
solo nos han permitido establecer 1la importancia fundamental de
los residuos de colina, tanto para la adsorcidén reversible como
irreversible del fago Dp-1 a neumococo, sino que asimismo nos han
servido como disefio experimental para confirmar el modelo de incor
poracibn y distribucién de moléculas de Acido teicoico de neosin-
tesis a las estructuras periféricas previamente postuladas por

Tomasz y colaboradores (210, 63).

Previamente, los elegantes estudios de Archibald y cola-
bor;dores sobre los receptores del fago SP50 de B. subtilis (138,
139) habfian establecido no solo la importancia de los &cidos tei-
coicos de pared como componentes de tales receptores sino asimis-
mo habian sugerido un mecanismo de incorﬁoracién de los polimeros
de 1a pared celular de nueva sintesis en la superficie bacteriana.

Estos autores postulaban que en este sistema, el material de re-

»
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ciente sintesis se intercalaba en un gran nGmero de puntos alo
largo de la superficie interna de la pared celular alcanzando 1la
superficie exterior de forma gradual y como consecuencia del re-
cambio de la pared celular. Recientemente, estos autores han
sugerido que la incorporacidn de nuevas moléculas de 4&dcido tei-
coico en la superficie interna de la pared, bajo condiciones de
cultivo de limitacidn. de fosfato, que hacen que los receptores
fidgicos aparezcan s6lo y exclusivamente en la superficie interna,
llevaria implicito el que las moléculas de &dcido teicoico recién
incorporado adoptasen una disposicifn no radial en la estructura

preexistente (237).

Los datos discutidos anteriormente demuestran el papel
de los dcidos teicoicos que contienen colina como receptores fa-
gicos de neumococo. Los resultados que aparecen en las figuras
44 a 54 demuestran que los receptores de neosintesis, a diferen-
cia de 1o que sucede en B. subtilis (138), aparecen en la super-
ficie de neumococo de forma accesible al Dp-1 sin que exista un
apreciable periodo de latencia (vef figura 43); asimismo, los
receptores de sintesis reciente se localizaban en la zona de cre-
cimiento de la pared celular (es decir, en la zona ecuatorial) y
se segregarian a las c&lulas hijas de forma conservativa, de acuer
do con el modelo de segregacién de los dcidos teicoicos de pared
de neumococo previamente sugerido a través de estudios autorradio-
grificos (210) y con el empleo de un modelo experimental andlogo
al descrito en nuestro trabajo (63). La conservacidén de los re-
ceptores fagicoses también consistente con la carencia de recam-

bio de pared en neumococo (63).
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4.2, Purificacibn y caracterizacibn de una PAL asociada al bacte-

ri6fago Dp-1 y su papel en la liberacibn de la progenie f&-

gica.

Como ya hemos sefialado repetidamente, otro objetivo de
nuestro trabajo era estudiar, dentro del proceso de infeccién de
S. pneumoniae por el bacteriffago Dp-1, el mecanismo a través del
cual-este-fago lisa a-la célula huésped y se libera al medio de
cultivo. Mis especificamente,_nuestra investigaci6n tenfia como
punto de partida la observacibn de dos hechos experimentales,inex

plicables a primera vista:

a) la aparente incapacidad del fago Dp-1 para infectar, a bajas
multiplicidades de infeccién, a un mutante de neumococo (cw-1)
deficiente en autolisina y b) la lisis completa de los mismos cul-
tivos mutantes cuando se infectaban a una mayor multiplicidad de

infeccibn.

El comportamiento del mutante cw-1 contrastaba con el de
la estirpe salvaje R6 que se lisaba tanto a alta como a baja mul-

tiplicidad de infeccién.

Como demostramos en el apartado 3.1.2., en los lisados
de cw-1 producidos por el fago Dp-1 aparecia una actividad 1itica
de paredes de neumococo, que no se detectaba ni en los extractos
de c&lulas no infectadas ni en el fago purificado (Tabla 2 ). Es-
te hecho apuntaba claramente hacia la intervencib6n de una murein-
hidrolasa en el proceso dé lisis del mutante cw-1 por el bacteri6-

fago Dp-1. Los intentos llevados a cabo para purificar a homoge-
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neidad esta actividad enzimitica dieron resultados positivos, ais-
lindose una proteina que denominamos PAL (ver abreviaturas y apar

tado 3.1.5.).

Esta nueva actividad 1itica asociada al fago Dp-1 (PAL)
comparte con la autolisina de la estirpe salvaje R6 (N-acetilmura
mil-L-alanil amidasa) una serie de propiedades entre las que des-

tacaremos -las siguientes:

1) Ambos enzimas son dependientes de la presencia de colina en la
pared (sustrato) para ejercer su actividad litica (ver apartado

3.1.9.).

2) Como complemento de la afirmacién anterior se observdé que las
paredes celulares preparadas a partir de neumococos multiplicados
en presencia de etanolamina eran completamente resistentes a la
accibén de 1la PAL (tabla 7 ), de manera similar a lo que se ha

descrito anteriormente para la amidasa de neumococo (33).

3) La actividad de la PAL era inhibida fuertemente por el antigeno
de Forssman (figura 32), cosa que también ocurria con la amidasa
(95).

4) Ambos enzimas eran sensibles a los enzimas proteolfticos (Ta-

bla 6 ).

Por el contrario, los dos enzimas diferfan claramente en
otra serie de propiedades, entre las que se pueden destacar las

siguientes:

a) El antisuero preparado frente a la amidasa de neumococo (anti-E)

no inhibia la accién enzimitica de 1la PAlL (figura 34).
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b) La cardiolipina, un fosfolipido que no afectaba la actividad
de la amidasa, ejercia una inhibicibn parcial sobre 1a PAL (figu-

ra 33).

¢) La actividad enzimitica de 1la PAL se estimulaba fuertemente en
presencia de agentes reductores, mientras la amidasa, ni en su for
ma purificada ni en extractos crudos presentaba tal efecto estimu-

lador (Figura 30).-

d) El peso molecular de la amidasa (forma E) es de 35.000 (95),
mientras que el de la PAL es algo mis bajo, 31.000 (figura 26).

e) La actividad enzimitica de la amidasa muestra una fuerte depen-
dencia del pH del medio (95), una propiedad que no-seda en la
PAL pues presenta un rango de pH 6ptimo bastante amplio (figura

27).

£f) La forma purificada de 1la amidasa (forma E) necesita ser incu-
bada en presencia de paredes conteniendo colina (sustrato) a 0°C
antes de que se convierta en 1a forma activa (forma C) de la en-
zima (59, 95). Este proceso de activacibn, via sustrato, ain no

bien definido, no es necesario en el caso de la PAL.

g) Los productos de degradaci6n de ambos enzimas son completamen-
te diferentes: utilizando como sustrato paredes de neumococo
marcadas radiactivamente con colina tritiada, los fragmentos de
pared producidos por la accibn de la amidasa se excluyen en una
columna de Sephadex G-200, mientras que los fragmentos origina-
dos por 1a accibn de 1a PAL quedan incluidos en el mismo tipo de
columna. Por otra parte, hemos seguido un esquema expetrimental si-

milar al anteriormente descrito, pero utilizando paredes de neumo-
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coco marcadas radiactivamente en la cadena peptidica del peptido-
glicano (con lisina tritiada). Los resultados que hasta ahora po-
seemos (todavia preliminares) parecen indicar, asimismo, que los
productos de degradacibén de estas paredes marcadas con lisina
tritiada son diferentes para ambos enzimas. Este problema seri
motivo de trabajos posteriores que posiblemente aclararin el pun
to de corte de la PAL ‘sobre la pared de neumococo. Estos estudios
son muy interesantes por la incidencia que tienen sobre la biosin-
tesis y degradacidén del dcido murimico de la pared celular de
neumococo, 1o que constituye un buen modelo de estudio en bacte-

rias Gram-positivas.

Antes de analizar el papel bioldgico de la PAL, quizis
convenga sefialar que el comportamiento de la bacteria mutante
cw-1, al ser infectada por el fago Dp-1 a baja MDI, puede rela-
cionarse de una forma directa con la deficiencia en la actividad
autolitica que presentan dichas bacterias. Asi, el '"recubrimiento"
de las células antes de la infeccidén, denominado también ''cu-
racibén fenotipica', tanto con autoiisina de 1la bacteria tipo sal-
vaje (94) como con la PAL podia permitir un ciclo fagico produc-
tivo (y 1a lisis eventual del cultivo) a baja MDI (figura 64).
Por otra parte, una prueba adicional de la intervencién de la PAL
en el mecanismo de lisis bacteriana por el fago Dp-1 viene dada
por el hecho de que era posible inducir la lisis del cultivo de
cw-1 infectado -a. baja multiplicidad de infeccifn por la simple
adicién al medio de cultivo de un agente reductor como el ditio- '

treitol (DIT) (figura 63) que estimulaba fuertemente la :actividad
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enzimitica de la PAL "in vitro'" (Tabla 3).

La actividad de este nuevo enzima litico (PAL) se detec-
ta incluso en células cw-1 infectadas por Dp-t bajo condiciones
que suprimen en gran medida (mis del 80%) la formacién de las par-
tfculas fagicas maduras, como es el uso de la fluorodeoxiuridina
(FUdR) (Figura 16). La adicifn al medio de cultivo de un inhibi-
dor de 1a sintesis de protefnas, como es la estreptomicina, poco
tiempo despuésde la infeccibng podia .también evitar lazlisis del
cultivo (Figura 15). Esto parece indicar que la PAL es una pro-
tefna inducida por el fago Dp-1 que se sintetiza en un estadio
temprano del ciclo infectivo. Alternativamente, la supresibn de
la 1lisis del cultivo bajo las condicioﬁes citadas anteriormente pue
de estar relacionada con el fenbmeno ampliamente observado, pero
no del todo bien conocido, de la supresién de los sistemas autoli-
ticos bacterianos en células tratadas con inhibidores de la bio-

sintesis de proteinas (88, 226).

Otro aspecto particularmente interesante de este sistema
se ilustra con los experimerntos en los que la PAL parece reempla
zar o imitar alguna de las funciones de la autolisina de la estir-
pe salvaje de neumococo. Asi por ejemplo, las células mutantes cw-1
al ser infectadas por el Dp-1 recuperan rfpidamente la sensibili-
dad a 1la lisis inducida por detergentes (Figura 14), propiedad,
ésta ﬁitima, muy caracteristica de los neumococos tipo salvaje;
ademds cuando se afiade la PAL a un cultivo de cw-1 se lisa en su
fase estacionaria (figura 65), en claro paralelismo con el compor

tamiento de la estirpe salvaje R6 que tiene unos niveles normales
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de autolisina (Figura 9).

Las figuras 17 y 18 proporcionan nuevas lineas de eviden-
cia que sugieren que el mecanismo de accién de la PAL requiere con
diciones fisiolfgicas similares a las que se han demostrado previa
mente para la amidasa de neumococo ( 92 ). Asi, la infeccibén fiagi-
ca trae consigo una ripida inhibicién de la biosintesis de la pa-
red celular inmediatamente después de la entrada del fago (figu-
ra 17), lo que puede conducir a que los inhibidores potenciales
de la actividad de la PAL, actividad que comienza a detectarse
inmediatamente después de la infeccibn, sean liberados al medio de
cultivo siguiendo un modelo similar al descrito recientemente en
la literatura (80) para explicar el mecanismo de accibén de la ami-

dasa de neumococo en cultivos tratados con penicilina.

En este mismo sentido hay que sefialar que, de forma simi-
lar a la situacidén que se genera en cultivos de neumococo tratados
con penicilina (TOmasz A. comunicacibén personal), 1la infeccibn
por Dp-1 conducia a una rfipida sensibilizacidén de la bacteria a
la autolisina exdgena del huésped,Acomo se demuestra por la con-
versidn de una porcibén de material de pared celular en una forma

extractable por tratamiento con SDS caliente (Figura 18).

Las similitudes existentes entre la PAL y la amidasa de
neumococo no solo se limitan a sus propiedades quimicas, como he-
mos sefialado anteriormente, sino que, asimismo, se dan situaciones
fisioldgicas muy similares en la c&lula huésped durante, o inmedia-
tamente antes de que actuen la PAL o la amidasa sobre la pared de

neumococo, como acabamos de sefialar.
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Por otra parte, el empleo de la PAL purificada nos per-
mitié poner de manifiesto de forma directa la intervencibn de este
enzima en el proceso de liberacién de la progenie fagica en el mu-
tante cw-1 en el cual no se ha detectado, en las condiciones ex
perimentales descritas en nuestro trabajo, la presencia de 1la ami-
dasa de la estirpe salvaje de neumococo en su forma activa. Los
hechos experimentales que apoyan esta afirmacidén se podrian resu

mir de esta forma:

a) Los cultivos de cw-1 resistentes a la infeccidn por el fago
Dp-1 cuando se infectaban a baja MDI, exhibian una clara lisis
si al medio de cultivo se afiadia la PAL purificada ('curacibdn

fenotipica™) (Figura 64), como ya hemos sefialado.

b) Asimismo, como ya se ha dicho, cultivos de cw-1 infectados a
baja MDI, se lisaban completamente si poco después de la adicidn
del bacteridfago Dp-1 se afiadia al medio DTT a una concentracitn
final de 17mM (figura 63). Este resultado sugiere que la activi-
dad de la PAL "in vivo" es claramente estimulada por los agentes
reductores como sucede en los experimentos "in vitro" realizados

con este enzima (Tabla 3).

c) La presencia de un antisuero especifico obtenido frente a la
PAL inhibié la lisis de los cultivos de cw-1 infectados a alta
MD1 y tratados en las condiciones experimentales descritas en los

apartados anteriores (Figura 66).

d) De igual forma, la lisis de los cultivos de cw-1 infectados

a baja MDI y '"curados fenotipicamente'" con PAL purificada pudo
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ser inhibida con cardiolipina, un fosfolipido que inhibia, en gran
medida, la actividad de la PAL en experimentos "in vitro'" sobre

paredes purificadas de neumococo (figura 64).

Los resultados discutidos anteriormente y aquellos otros
previamente descritos en la literatura (80) en los que se postula-
ba una intervencidn de la murein-hidrolasa en la liberaci6én de
la progenie de Dp-1 que infectaba a S. pneumoniae de tipo salvaje,
nos permiten suponer que una u otra, o ambas hidrolasas son las
responsables directas de la liberacidén al medio de cultivo de 1la

progenie fiagica en las distintas estirpes de S. pneumoniae.

De la primera parte de esta Discusitén se deduce claramen
te la importancia fundamental que poseen los residuos de colina
del 4cido teitoico durante el proceso de adsorcidn fégica. Apro-
vechando el disefio experimental descrito en las figuras 44 a 54,
nos propusimos estudiar la posible importancia que estos residuos
de colina del &4cido teicoico podrian ejercer en el proceso de

liberacidn del bacteridéfago Dp-1 al medio de cultivo.

En los experimentos que aparecen en las figuras 68 y
69 se demuestra que en ausencia de una lisis detectable del cultivo
sb6lo se produce una liberacién parcial de la progenie féagica de
neumococos multiplicados en presencia de etanolamina. La inter-
pretaci6bn de estos experimentos seria la siguiente: el minipulso
inicial de colina hace posible que la mayoria de las bacterias,

si no todas, sean infectadas por el fago Dp-1 afiadido a alta MDI

debido a la disponibilidad de los 4cidos teicoicos de pared con-
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teniendo colina en la regifn ecuatorial de las células (figuras
44 y 45) que como hemos discutido en el apartado anterior es un
componente esencial de los receptores del fago Dp-1. Sin embargo,
después de la entrada de los fagos en la célula huésped, las bac-
terias vuelven a utilizar la etanolamina presente en elmedio de
cultivo y, consecuentemente, sintetizan material de pared que co-
mo se sabe es resistenté a la accibén hidrolitica tanto de la au-
tolisina del huésped (33) como de 1la PAL (Tabla 7). Al final de
la incubacién en este medio conteniendo etanolamina, las células
que llevan los segmentos dematerial de pared conteniendo la coli-
na del minipulso (y por tanto sensibles a la lisis) deben repre-
sentar una minoria del total de la poblacibén bacteriana (63), se
gGn se esquematiza en la figura 55 teniendo en cuenta los resul-
tados de nuestros experimentos de adsorcibén (figuras 44 a 54) y
los descritos anteriormente por Tobmasz y colaboradores (210, 63).
Lo que probablemente ocurre es que los fagos detectados en los
sobrénadantes de estos cultivos se liberan de esta minorf{a de
células que llevan los segmentos de colina, mientras que el res-
to de los fagos intracelulares quedarian 'bloqueados’ en las
bacterias que contienen exclusivamente etanolamina en sus &4cidos

teicoicos y que por tanto no se lisarian.

Esta interpretacidn esti apoyada por un experimento de
disefio similar al anterior (Tabla 12) en el cual se march ra-
diactivamente un cultivo de S. pneumoniae con colina tritiada y
una vez eliminada la colina se cultivaron las c&lulas en medio
conteniendo etanolamina durante mis de 20 generaciones. Cuando

muestras de este cultivo se trataron con desoxicolato la colina
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tritiada se recuperaba, pricticamente en su totalidad, en forma
soluble en el sobrenadante sin:quepor ello se alterase significa-
tivamente la turbidez de tales cultivos, ya que las cé&lulas con-
teniendo colina solo representarian una porcidén residual de las
largas cadenas de células EA. Probablemente, estas mismas células
serian aquellas capaces de liberar la progenie figica al medio

de cultivo.

En efecto, la aplicacién a las células infectadas,en ex-
perimentos como los descritos en la figura 68,de un segundo "mi -
nipulso® de colina provocaria la introduccién de material de pared
sensible a la lisis en la mayoria de las bacterias infectadas
con fago , que no se habian lisado, lo que daria lugar posterior-
mente a la liberacidn de la progenie fdgica y a la lisis del cul-
tivo, como se demuestra en los experimentos que aparecen en la

figura 69.

Estos experimentos representan un auténtico "rescate"
de los fagos que permanecian bloqueados en el interior de las
células. Asimismo:, sugieren que el requerimiento de la colina
para la infeccidn del Dp-1 a los neumococos es debido a una fun-
cidén doble de estos residuos aminoalcohélicos: en primer lugar
como parte integrante de los receptores del fago Dp-1 y en segun-
do lugar como ligando o grupo esencial que proporciona una super-
ficie de pared celular sensible a la actividad de las murein-
hidrolasas que son aparentemente esenciales para la liberacidn

de las particulas fdgicas de las bacterias huésped.

En este sentido, cabe destacar que los ensayos realiza-

dos "in vitro'" con la PAL (Tabla 7) demuestran claramente el re-
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querimiento absoluto que posee este enzima por los residuos de
colina del Acido teicoico para ejercer su funcién hidrolitica ya
que en presencia del antisuero TEPC-15 que bloquea especificamen-
te los residuos de colina, las paredes celulares de neumococo que-
dan totalmente protegidas de la degradacibn enzimatica. , protec-
cibén que desaparece en gran medida al afiadir al medio de incuba-
cibn fosforilcolina. Este comportamiento de la PAL, una vez mais,
es similar al ya descrito para la murein-hidrolasa de neumococo

(33, 63) como se observa en la misma Tabla 7.

Finalmente, los experimentos de inmunodifusibn en agaro-
sa siguiendo la técnica de Owchterlony (222) demostraron que el
antisuero anti-E no reconocia ningfin determinante antigénico de
la PAL (figura 37); por su parte el anti-PAL tampoco reconocia
al enziﬁa E, perv si daba banda de precipitacidén (figura 37) con

el enzima E convertido a su forma activa (forma C).

Por otro lado, la banda de precipitacién que se obtiene
empleando el antisuero anti-E frente al enzima E convertido (es
decir, la forma C) se cruza con la Sanda que da este mismo enzi-
ma frente al anti-PAL (figura 39). Ademis,el antisuero anti-PAL
daba banda de precipitacibn frente a extractos obtenidos a par-
tir de células R6, cw-1 o EA no infectadas con Dp-1 donde exis-
tian bien 1la amidasa de neumococo (células R6) o su brecursor

(células EA) (figura 38).

Con respecto a estos Gltimos resultados, parece poco
probable que el precursor de la amidasa activa (forma E) sea el

responsable de la banda de precipitaci6n frente al anti-PAL ya
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que el enzima E purificado no forma banda frente a este antisuero

(figura 37).

Es concebible, sin embargo, la existencia de una protei-
na en la célula huésped, precursora de la PAL, presente en todas
las estirpes estudiadas de neumococo que seria modificada por
alglin proceso dependiente de fago (p. ejem. una proteolisis o adi-
cién-de una nueva proteina), convirtiendo a este hipotético pre-
cursor en la forma PAL activa frente a paredes de neumococo. De
todas maneras, se requerirfin estudios posteriores para aclarar es-

te problema.

En cualquier caso, de estos ensayos inmunoldgicos se pue-
de concluir que los dos enzimas liticos de paredes de neumococos,

C y PAL, son inmunolégicamente diferenciables.

Por Giltimo, los numerosos experimentos llevados a ca-
bo con preparaciones purificadas del bacteridfago Dp-1 demostra-
ron-gque no aparecia actividad murein-hidroldsica detectable, en
ensayos de liberacidn de radiactividad a partir de preparaciones
de paredes marcadas con 3H-colina (Tabla 4). Por consiguiente, la
actividad 1itica (PAL) no parece ser un éomponente de las parti-
culas de fago maduras, como se ha descrito en el caso del:enzi-
ma C de estreptococos (199, 224) o en el del fago @6 de Pseudomo-

nas phaseolicola (196). A esta conclusidén también se 1lega a tra-

vés del anfilisis comparativo en electroforesis desnaturalizante
en presencia de SDS de la PAL purificada y del fago Dp-1 (figu-

ra 24), ya que no parece que este enzima {orme parte estructural
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de la particula fédgica madura como sucede en el caso citado del

fago @6.

En este caso, la PAL de S. pneumoniae es similar a la
murein-hidrolasa asociada a fago, que se ha descrito en los es-
treptococos del grupo A infectados con fago A25 (206). Asimismo,
una fraccibn de la lisina asociada al fago C de estreptococos

también aparece en los cultivos en forma soluble (205).

Los resultados descritos hasta aqui parecen apuntar
hacia el hecho de que el proceso de lisis de 1la bacteria mutante
cw-1 por el fago Dp-1 se lleva a cabo a través de la intervencibn
de una nueva murein-hidrolasa inducida por el fago. Sin emba}go,
la posibilidad alternativa de que la actividad autolitica residual
del huésped séa estabilizada o activada por algfin producto del
fago no se puede excluir completamente en este momento. El1 hecho
experimental mis fuerte en contra de esta Gltima interpretacidn
lo constituye el empleo del antisuero preparado frente a la ami-
dasa de neumococo purificada (anti-E) ya que. este antiguero no
fue capaz de inhibir la actividad enzimftica de la PAL (figura

34).

Por otra parte, el empleo combinado de los antisueros
anti-E y anti-PAL en experimentos "in vivo'" 1llevado a cabo con
las bacterias R6 (estirpe salvaje) y cw-1 (estirpe mutante defi-
cieﬁte en autolisina) ha revelado aspectos importantes del meca-
nismo de lisis mediada por el bacteri6fago Dp-1. De la figura 66

parece deducirse que en 1la bacteria mutante cw-1 el enzima 1litico

fundamental, si no el Gnico, responsable de la lisis parece ser
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la PAL que se produce cuando el fago infecta a la bacteria, ya
que la lisis en este mutante podia ser inhibida eficazmente me-
diante el uso del anti-PAL. En el caso de la bacteria salvajec

R6 la situacidn requiere una interpretacidén complementaria ya

que estas células poseen cantidades normales de autolisina acti-
va que permiten, entre otras cosas, que en la infeccidén por Dp-1
a baja MDI se produzca la lisis completa del cultivo. No obstan-
te, también en este caso parece 16gico suponer que la PAL se sin-
tetiza en el momento de la infeccibén; presumiblemente este enzima
colaboraria con la autolisina del huésped degradando la pared ce-
Jular, ayudando asi a la salida de la progenie fagica. En efecto,
esta syposicidén se ve confirmada por el hecho de que al afiadir
anti-PAL a un cultivo de R6 infectado por Dp-1 a alta MDI, 1la

lisis del cultivo era parcialmente inhibida (figura 67).



5. CONCLUSIONES
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Al revisar algunos antecedentes que se refieren a la pro
blemdtica relacionada con el mecanismo de la infeccibn fégica en
neumococo que presentamos en la primera parte de esta Memoria de
Tesis y tomando como apoyo algunos resultados previos obtenidos
en nuestro laboratorio sobre aislamiento, purificacidn y propie-
dades biolbégicas de los bacteri&fagos de S. pneumoniae pudimos
comprobar 1a existencia de varios interrogantes cuya resolucién
era imprescindible para un conocimiento intimo de algunas etapas
del proceso de infeccidn fdgica; en particular, en aquello que
se refiere a los procesos de adsorcién y liberacidén de la proge-

nie fiagica del bacteridéfago Dp-1.

Todo ello nos 1llev6é al planteamiento experimental dque
se desarrolla a lo largo de este trabajo, y de cuyos resultados

podemos deducir las siguientes conclusiones:

1.- En un mutante de S. pneumoniae, cw-1, infectado con el bac-
teridfago Dp-1, se ha aislado y purificado un nuevo enzima 1iti-

co, PAL.

2.- SegOn hemos demostrado experimentalmente, este enzima PAL es
capaz de reconocer y degradar "in vitro" paredes de neumococo que

contienen colina.

3.- En los dcidos teicoices de estas paredes bacterianas, la sus-
titucidén de la colina por alguno de sus anilogos estructurales,
tales como la etanolamina, las convierte en resistentes a la accidn

de la PAL.
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4.- El1 papel fundamental de los residuos de colina, para la activi-
dad litica de la PAL, queda confirmado de una forma directa median-

te el empleo de un antisuero especifico anti-fosforilcolina.

5.- Se han estudiado algunas propiedades de 1a PAL y se ha compro-
bado su similitud con las de la amidasa de la célula huésped uti-

lizando los siguientes criterios:

a) las paredes celulares preparadas a partir de células cultiva-

das en presencia de etanolamina son resistentes a ambos enzimas.

b) las actividades liticas de ambos enzimas, amidasa y PAL, resul-

taron inhibidas por el antigeno de Forssman extraido de neumococo.

6.5 Asimismo se ha determinado 1la posibilidad de diferenciacién
entre la PAL y la amidasa de neumococo, utilizando los siguientes

criterios:

a) un antisuero preparado frente a la amidasa purificada (anti-E)
no es capaz de inhibir la actividad "in vitro" de la PAL, mien-

tras que si puede inhibir la accibn de 1a amidasa.

b) la PAL se activa en presencia de agentes reductores mientras
que &stos no afectan a la actividad enzimitica especifica de la

amidasa.

c) los productos de degradacién enzimitica obtenidos, tratando pa-
redes de neumococo con amidasa o con PAL, se diferencian claramen-

te a través de anilisis cromatogrificos de filtracibn.

d) 1a actividad de la PAL resulté ser marcadamente inhibida por

" la cardiolipina; fosfolipido. que, por otra parte, no fue capaz de

afectar a 1a actividad de 1la amidasa.
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e) la PAL, para su activacidn, no requiere una incubacibén a 0°C

con paredes de neumococo purificadas, mientras que esto es impres-
cindible en el caso de activaci6én de la amidasa.

f) 1la PAL no presenta una dependencia del pH tan estricta como la
sefialada para el caso de la amidasa.

g) el peso molecular de ambos enzimas difiere ligeramente: amidasa=
35.000 D; PAL= 31.0004D.

7.- Se ha comprobado que el enzima PAL no es un componente estruc-
tural de la particula fiagica madura.

8.- La infeccidén de neumococos con el bacteriéfago Dp-1 da lugar

a alteraciones fisioldgicas en la célula huésped, similares a las
originadas por tratamiento de esfas células con penicilina, como
son la detencidén inmediata de la sintesis de pared y la subsiguiente
sensibilizacidén de estas paredes a la accidén de la autolisina.

9.- Después de un detallado examen de la bibliografia relacionada
con el tema, podemos afirmar que el enzima PAL descrito en este tra
bajo es la primera murein-hidrolasa asociada a un bacteriéfago

de S. pneumoniae.

10.- Nuestros resultados demuestran que la PAL es el finico enzima
responsable de la liberacidn de la progenie fidgica al medio de cul
tivo en aquellas células mutantes de neumococo que carecen de ami-
dasa activa.

11.- En estirpes salvajes de neumococo la liberacién de la progenie
figica seria consecuencia tanto de la intervencidn de la amidasa

del huésped como de 1la PAL.
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12.- La actividad de la PAL y de 1a amidasa "in vivo" para que
se produzca la liberacifn de la progenie ffigica al medio-de culti-
vo requieren, al igual que en los ensayos "in vitro', la presencia

de residuos de colina en la pared de 1la c&lula huésped.

13.- Se ha demostrado que los residuos de colina del &dcido teicoi-
co son esenciales para que tenga lugar la adsorcién del bacterid-
fago Dp-1 "a neumococo.

14.- La comprobacién de que la fosforilcolina inhibe la unibn de
Dp-1 a las paredes purificadas de.neumococo, sugiere, junto con
los otros resultados obtenidos, que la fosforilcolina es el sitio

especifico de adsorcibén primaria del Dp-1.

15.- Las membranas purificadas de neumococo, que contienen colina
como componente del antigeno de Forssman, también son capaces

de adsorber Dp-1.

16.- Nuestros resultados apuntan hacia el interesante hecho de

que en las paredes de neumococo se encuentran los receptores

responsables de una adsorcidn reversible, mientras que las mem-
branas por si solas (o junto con las paredes) serfan los lugares

en que se llevase a cabo una adsorcidn irreversible del fago.

17.- Los experimentos de adsorcién de fagos a cé&lulas EA, visua-
lizados mediante pulsos de colina, nos han servido para la locali-
zacién topogrifica de acidos teicoicos conteniendo colina en la pa-

red celular.



-256-

18.- Las moléculas de fcido teicoico sintetizadas 'de novo" y que
contienen colina, aparecen en la superficie externa de la bacteria
casi inmediatamente después de que el aminoalcohol sea afiadido al
medio de cultivo.

19.- Nuestros resultados confirman que el mecanismo de segregacidn

de 1la pared celular de neumococo, durante el crecimiento y la divi-

sién celular, es de indole conservativa.
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