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INTRUDUCC 14N

1.- INTRODUCCION HISTORICA.
1.1.- Descubrimiento d~ los bacteriéfagos.

Los bacteriofagos fueron®los ultimos virus descubiertos. Los
virus de plantas se describieron en 1802 por I[vanawski y en 1R97 par
Beijerink. Los virus animales se describen por vez primera, en 1902,
por Loeffler y Froesch.

Mas de una década después surgio la primera descripcion de o
que ahora se conoce coOmd bacteriofagos y una vez mas dos nombres apa-
recieron asociados al descubrimento: Twort Yy d’' Herelle.

Twort, patélogo del Ipstituto Brown de Londres, encontro, tra-
bajando con vacunas virales, contaminaciones por micrococos que, a ve-
ces, Se encontraban aquejados de una enfermedad (Twort, 1949). Cuando

cultivaba estas bacterias en redio sélido aparecian zonas O halos de

transparencia. Observo también que el agente causal era filtrable, que

mataba a las bacterias y que se autorreplicaba. Sin embargo, aunque lo

penso, se abstuvo de concluir que habia encontrado los virus bacteria-

nos. También penso gque podria deberse a una "forma fluida de vida", um

enzima co.. poder de crecimiento (Twort, 1915).

En 1910, un joven bacterisologo, d' Herelle,
ntomas gastrointestinales en una plaga de

trabajando con Uunos

cocobacilos que producian si
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langostas en Néxico, en 1910, observo que tras aislar al agente causal

y sembrarlo en medios solidos producia halos de aclaramiento de 2-3 mm

de diametro (d'Herelle, 1949). AdemAs, este agente era tan pequefio que

podia pasar a través de las bujias de Chamberland. Mas tarde, en Paris
estudié una epidemia de disenteria. Filtré una emulsion de las heces
de los enfermos y afiadié una gota del filtrado a un cultive liquido
del bacilo disentérico aislado el primer dia. Luego sembré una placa
con la mezcla e iacubé la placa y el tubo durante toda la noche. Al
dia siguiente, al abrir la estufa, encontré que cl tubo, que la noche
anterior estaba turbio, aparecia totalmete transparente y en la piaca
de agar no habia crecimiento. Todas las bacterias habian desaparecidao.
De pronto comprendié que las placas de lisis eran producidas por un
"microbio” filtrable y parasito de bacterias. Ademas, al ver que ei
enferno mejoraba, pensé que lo mismo que habia ocurrido en el tubo [u-
dria haber pasado en el intestino de su enfernc (d'Herelle, 1917)

Mas tarde, Bordet, Premio Nobel de Inminologia, decia que el
fenomeno observado por d'Herelle, era una actividad defensiva del or-
ganismo. Para Bordet, era més factible la idea de un enzima litico ca-
paz de autorreproducirse por si mismo (Bordet y Ciuca, 1921).

Asi, como decia d'Herelle, el fago podia estar al estado viru-
lento v era capaz de replicarse y lisar al hospedador. Pero también
puede estar al estado atenuado, integrarse en el hcspedador y formar
parte de su componenete genetico y, en determinadas circunstancias dar
lugar a una progenie virica sin infeccion aparente previa; en este ca-

so podria parecer un producto celular, y asi es cOmo lo veia Bordet.

1 2.- Investigacion basica de los bacteriofagos.

Es dificil determinar con exactitud quien fue el primero en in-

teresarse por las caracteristicas {ndividuales del fago.

Muller, geneético, en 1921, observé que tanto los ge
w eran hereditarios y muta-

y otros

nes como lo

1 . . e
e se coropcia como »cuerpos de d Herell

u
; mente diferencias entre unos

ples y sugirio que no habia real

(Judson, 1979).
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Burnet, en'la débada de los 30 observé que habia muchos tipos

Z:bab:?t:iof:;ioss: aicz:nilénbiospri:i:{mnms e
en el interior de la célula para
después salir en un estallido.

Schlesinger midié las dimensiunes aproximadas de las particulas
de fagos y su masa. También dedujo su composicién quimica, siendo de
aproximadamente un 50% de proteinas y un 50% de ADN, una composicién
similar a la del cromosoma.

Ellis, fue otro de los pioner.s y también estudié la cinética
de la reproduccién del fago, confirmando los resultados de Burnet
(Stent, 1963).

Delbruck, fisico aleman, establecié definitivamente el modelo
de "un paso" (one-step) en el proceso de crecimiento del fago (Judson,
1979). En 1940, viajé a California donde conocié a Luria, un fisico
{taliano, y ambos se interesaron en el estudio de los fagos para poder
comprender la naturaleza de los genes. Ellos, junto a Anderson, crea-
ron el nucleo de lo que se conocié como "grupo de fagos". Tuvieron
gran éxito y en relativamente pocos afios determinaron la composicién
basica de los fagos Yy su estructura, asi como los factores esenciales
de su replicacien. El ciclo de multiplicacién de un paso de Ellis y
Delbruck (1939) demostré que existia un periodo de latencia, uma subi-
da y un estallido repentino. También demostraron que habia una fase de
virus intracelulares que denominaron "fase de eclipse", periodo duran-
te el cual no se pueden detectar fagos infectivos. La base de este pe-
riodo de eclipse fue deducida por los experimentos de Hershey y Chase
(1952). Doermamn (1951) vié que durante el periodo de latencia, en el
cual el numero de unidades formadoras de placas por mililitro (UFP/
ml.) no varia porque no hay multiplicacién Jde la bacteria, hay un
aumento rapido en el numerc de fagos intracelulares.

Durante mAs de media década se pensé que eran las proteinas las
n la informacién genética. Pero las expe-

sustancias que transportaba
hey y Chase (1952) concluyeron que el ADN

riencias realizadas por Hers
era el portador de la informacién genética y el unico componente nece-

sario para la replicacién del fago.




Introduccién

2.- RBPLICACIGN DEL BACTERIGFAGO.

El proceso de multiplicacién del bacteriéfago se puede desglo-
sar en las siguientes fases:

-adsorcién

-separacion del acideo nucléico de la cubierta protéica
-expresion y replicacion del Acido nucléico
-ensamblaje

-liberacién de virus maduros.

2.1.- Adsorcien.

la infeccisn de una bacteria por un bacteriéfago involucra la
interaccién del fago y del hospedador en umna serie de hechos que co-
mienzan con la adsorcion del fago y finalizan con la liberacién de una
progenie infecclosa (Sinha, 1980). Dicha adsorciém ocurre por inte-
raccién con un receptor especifico, que varia enormemente en numero y
tipo, que debe ser accesible al fage y, por tanmto, estar asociado a
las estructuras mas externas de la célula bacteriana (Lindberg, 1973).
La producciéon de fagas puede bloquearse por mutaciones en el
hospedador o en el fago. Existen mutantes resistentes que han perdido
sus receptores y bloquean el proceso de adsorcison (Adams, 1959).

La fase de adsorcién es bastante compleja y en ella pueden dis-

tinguirse tres etapas:

-contacto inicial
-unién reversible

-unién irreversible.

El contacto inicial esta favorecido por el movimiento de las

o en medio liquido, viéndose facilitado por la agi-

bacterias y del fag :
liza el proceso. La unién

tacién del pedio de cultivo en donde se rea

reversible se debe a la asociacién del virus con cualquier estructura

rzas electrostati-

de la célula, unidos de forma no especifica por fue
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cas. Esta unién inespecifica estd seguida por la aparicién de uniones

especificas a la superficie celular que pueden coincidir o no con los
receptores de la unién irreversible.

Se ha observado en fagos que poseen fibras en la cola, como T4
de E. coli, que éstas le sirven de anclaje para la unién a la superfi-
cie celular (Goldberg, 1983).

Bayer (1968a), al obtemer células de 5. coli al estado plasmo-
lizado, revelé que habia areas en las cuales la membrana citoplasmati-
ca estaba intimamente asociada a la membrana externa, mientras que el
protoplasto estaba contraido. Habin entre 200 y 400 de estos lugares
de adhesién por bacteria y este numero coincidia en magnitud con el de
receptores de bacteriéfagos (Bayer, 1968b); se sabia también que cuan-
do los bacteriéfagos Tl a T7 se adsorbian a E. colil, se veian adosados
casi exclusivamente a estas areas. Se sugiriéo un modelo en el que cada
una de las Areas de adhesion podia considerarse como una regién que
contuviera diferentes receptores ordenados y que constituyeran los re-
querimientos de adsorcién de cada fago al cual la célula hospedadora
era susceptible.

En un estudio posterior sobre la morfologia y cinética de la
interacciéon entre E. coli y el fago X174 (Bayer y Starkey, 1972), se
vié que el 74% de las particulas de fago adsorbidas se situaban sobre
sreas de adhesién de las membranas. Estas areas podian ocupar un 5-6%
de la superficie total bacteriamna. Proponian un modelo en el que el
fago se adsorbe a la célula por contacto, pero es capaz de moverse la-
teralmente por un proceso de wcaminar al azar" sobre la superficie ce~
lular hasta alcanzar un lugar de adhesion, donde su material gemético
pueda inyectarse facilmente en el citoplasma de la celula hospedadora.

Cole y Smith (1982), estudiando el fago pH1l activo frente a
Proteus mirabilis, sugerian que habia mencs lugares de adbesion o
ulas invasoras que sobre células no {nvasoras. Se sabe

vos sobre cél

que las células invasoras tienen una actividad metabolica mas baja que

las no invasoras (Armitage, 1981); el nivel metabolico ea células in-

nte no es gsuficiente para poder soportar el creci-
podrian estar en menor

an su actividad. El in-

vasoras posibleme

miento bacteriand ¥ asi los lugares de adhesion

namero con el fin de que las células no perdier

' e in-
cremento de la funcién metabolica queé aparece al fina, de la fas




Introduccién

vasora aumenta de forma casi explosiva el numero de receptores en la
membrana.

2.2.- Separacién del acido nucléico de la cubierta protéica.

Parece ser que la unién irreversible del fago a la bacteria
origina un cambio conformacional en la cubierta del fago que permite
la liberacion del acido nucléico a un lugar donde pueda facilmente en=
trar dentro de la célula. Asi, el ADN de T4 se coloca fuera del cito-
plasma y posteriormente penetra (Anderson y Eigner, 1971).

Algunos componentes de la cubierta proteica, que quedan expues-
tos gracias a la contracciém de la cola y a los cambios conformaciona-
les derivados de la infeccién, causan modificaciones en la membrana
celular que permiten la entrada del Acido nucléico.

Aunque no hay evidencias ni se ha identificado, se especula que
la cubierta de los fagos puede contener ciertas proteinas que alteran
la membrana citaplasmatica. dejando asi entrar el Acido nucléico (Vais
y Goldberg, 1969) .

Las experiencias realizadas con valinomicina en presencia de
elevadas concentraciones de potasio se trzdujeron en una no captacion
del acido nucleico, indicando, pues, que ées la alteraciéon del poten-
cial de membrana y no el gradiente de pH, como se penso en un princi-
pio, lo que favorecia o impedia la entrada del acido nucléico. Esto
apoya la hipotesis de que el voltaje a anmbos lados de la membrana con-
trola la formacién de um poro O canal a través del cual pasaria el ADK
del fago T4 (Goldberg, 1983). Por otro lado, tan pronto como sucede la

infeccién, se sintetiza una nueva proteina que imposibilita la entra-

da de cualquier otro acido nucléico fagico a través de la membrana ce-

lular (Vais y Goldberg, 1969) .

2.3.- Expresién ¥ replicacién del Acido nucléico.

Tras la entrada del acido nucléico al interior de una bacteria

espuestas: la primera de ellas es una respuesta 1li-

ge presentan dos T
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=
ica, que se traduce en la produccién de una progenie del fago y uma

1i:ijc::::zftzzz;aD;C:;lresr:::?aS::ele expresarse en términos de mul-
o) H nt y Calendar, 1978).

En segundo lugar puede darse una respuesta lisogénica, en la
que el fago integra su Acido nucléico en el cromosoma bacteriano y se
replica con &1 sin efecto nocivo sobre la célula (Kornberg, 1980;
Luria y col., 1978).

El proceso de multiplicacién virica es un proceso secuencial
que comprende muchos pasos y al conjunto de ellos se le denomina ciclo
de multiplicacién.

Los procesos bioquimicos que suceden en una célula infectada
ocurren de un modo altamente controlado y ordemado, de forma progresi-
va y similar a lo que sucede con todos los procesos de diferenciacién
celular.

Una vez en el citoplasma bacteriano, parte del ADN fagico se
tranecribe por la ADN polimerasa celular. Comienzan por transcribirse
los genes tempranos inmediatos. Su objetivo principal es tomar pose-
sién de la maquinaria biosintética del hospedador y preparar a la ce-
lula para la produccion de nuevos fagos. El factor “rho" se encarga de
detener dicha tramscripcion (Luria'y col., 1978).

Se observe que el proceso de infeccion de los fagos T inpares
era bastante rapido: varios nminutos después de la infeccién se parali-
za la sintesis de ARN, ADN y proteinas del hospedador. En cambio, los
fagos wfantasmas" de los T impares paraban la biosintesis de macromo-
léculas desde el momento en que se unian a la célula, produciendo la
muerte celular (Duckworth, 1970). En un principiu se intenté comparar
anbos mecanismos de accién. Sin embargo, ahora se sabe que SOB total-
mente diferentes: los fagos vacios O fantasmas matan a la célula de

forma muy rapida y sin sintesis de nuevas proteinas, ¥ los fagos com-

pletos desarrollan un proceso pas lento y requieren la sintesis de

proteinas fagicas.

Siguiendo con el proceso de infecciénm, 108 genes tempranos in-

mediatos haran que sé expresen 108 genes tempranos, lo cual debe oc

rrir antes de que la sintesis de ADN comience. Si el ADN fagico es

: tu-
distinto al del hospedador, ya &ea en su composicién O en su estruc

g de nuevos enzimas. Ademas, incluso en

ra, sera necesaria la sintesl
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el caso de que ambos ADN no sean muy diferentes, serén necesarios nue-

vos enzimas para que la replicacién del ADN del fago sea mas eficien-
te. El fago tiene una gran facilidad para aumentar la capacidad bio-
sintética en la célula, al mismo tiempo que disminuye la cantidad de
ADN necesario. Esto se consigue con el solapamiento de genes y con la
utilizacién de factores del hospedador, ya sean solos 0 en combinacioén

con nuevas proteinas fagicas (Kornberg, 1980).

Los estudios genéticos llevados a cabo con el fago T4 indicaban
que, para la replicacién del ADW, se necesitaban mas de veinte genes.
Unos codificaban los enzimas tempranos y otros codificaban los enzimas
necesarios para la rolimerizacién del ADN. Asi, se aislaron siete pro-
teinas: una pclimerasa; una proteina de unién al ADN de cadena semnci-
lla (mantenia abierta la horquilla de replicacién); dos responsables
de la sintesis del ARN; tres de ellas se combinan con el ADN desenrro-
llado y producen hidrélisis del ATP con aobjeto de liberar energia
(Nossal y Alberts, 1983).

Los genes tempranos sintetizan al factor "sigma", necesario pa-
ra que se inicie la transcripcién de los genes tardios. El producto de
estos genes tardios sintetizaran las proteinas estructurales de la
capsida, ademas de las necesarias para la morfogénesis (Rabussay,
1983). Una de las observaciones mAs recientes realizadas con los fagos
T impares es que la sintesis de proteinas tardias depende totalmente

de la sintesis de ADN virico.

2.4.- Ensamblaje.

Los componentes de los fagos T impares se sintetizan de forma

separada: cabeza, cola y fibras de la cola, y luego se ensamblan, ori-

ginando el fago maduro (Kornberg, 1980). El proceso de autoensanmblado

es dirigido por el producto de ciertos genes viricos 1lamados morfopo-

yéticos. Estos dirigen, por ejemplo,
s de las cadenas poliédricas. La muta-

la colocacién de capsomeros espe-

ciales para formar los vértice

cién de estos genes alteran la asociacién de capsémerocs formando es~

tructuras estrafalarias como policabezas O polivainas.
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2.5.- Liberacién de las particulas de fagos maduros.

Finalmente, con la liberacién de las particulas de fagos madu-

ros se completa el ciclo litico, y requiere normalmente dos tipos de
acontecimientos: la hidrelisis del glicopéptido o mureina y un dafio o
alteracién de la membrana citoplasmAtica. En los fagos T4 se observa
que la lisis estd precedida de una repentina parada de la respiraciém.
El glicopéptido se hidroliza por la lisozima de T4 y una endolisina

hidroliza los puentes cruzados de la mureina (Mathews y col., 1983).

2.6.- Inhibicién de la replicacion del fago.

El conocer cémo interaccionan los fagos entre si y con otros
elementos extracromosomicos es de suma importancia en la comprensién
de la ecologia del bacterisofago.

Tanto los fagos atenuados como los virulentos inhiben la super-
infeccién por fagos homologos o heterélogos, dando lugar a lo que a
menudo se conoce como “exclusién mutua" (Hausnman, 1973).

Tanbién los plasmidos pueden inhibir la replicacién de una am=
plia variedad de fagos.

Los mecanismos para prevenir la infeccién incluyen la induccion
de inmunidad, la alteracién de la superficie celular para producir re-
sistencia (e incapacidad de adsorber), wexclusién® del ADN superinfec-

tante, restriccién endonuclestica del ADN, e infeccién abortiva (Duck-

worth y col., 1961).

2.6.1.- Induccién de ipmunidad.

Los fagos atenuados pueden {nhibir al fago homélogo induciendo

inmunidad en Su hospedador. En las células lisogénicas no se trans-

cribe ninguno de los genes necesarios para la infeccién virulenta pro-

presor produce un producto que se enlaza

ductiva. En cambio, un gen re
a de los

al ADN del profago Y previene la transcripcién de la mayor i

genes virales. Si una célula lisogenizada se infecta por otro fago ho-
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mo
logo, se reprime tndo el ADN y no se puede iniciar un ciclo de desa-

rrollo productivo. Las células lisogenizadas son asi inmunes (Hershey

1971; Kornberg, 1980; Luria y col., 1978). La replicacién de fagos que

no son totalmente hombélogos también puede verse afectada si contienen
una regién homéloga de inmunidad.

2.6.2.- Alteracién de la superficie celular.

El cambio de la superficie celular de un hospedador por lisoge-
nizacién se vié por vez primera en Salmonella anatum que, clasificada
antigénicamente como tipo 0:3,10, al ser lisogenizada por el fago €15,
pasaba al tipo 0:3,15, o Salmonella newington (Uetake y col., 1958).

2.6.3.- BExclusién del ADN superinfectante.

Cuando se infecta E. coli por el fago virulento T5, sus recep-
tores de superficie cambian de modo que no pueden unirse a nuevas TS
(Dun y Duckworth, 1977). Este es un ejemplo de un fago virulento que

inbibe la infeccién por fagos homélogos.

2.6.4.- Restriccion ~ndonuclestica del ADN.

La restriccién es aquel proceso en el cual el ADN "invasor" es
destruido por endcnucleasas celulares (Arber, 1965). El fenomeno se
refiera gemeralmante a casos en los que el ADN, no modificado o no me~

tilado,se hidroliza por endonucleasas de restriccién (Nathans ¥ Smith,

1975,

2.8.85.~- Infeccién abortiva.

Las infecciones abortivas, por otro lado, parecen ser un modo

mediante el cual 108 fagos lisogenizados pueden iphibir especificamen

s
te la replicacién de fagos virulentos. Se han estudiado muchos caso
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de infecciones abartivas por elementos extracromosémicos, plésmidos o
fagos lisogenizados (Duckworth y col., 1981).

Aunque muchos de los mecanismos no estdn claros, una cosa si es

cierta; las interacciones entre fagos virulentns y otros elementos ex-

tracromosémicos son muUy comunes y una importante parte del cicln de

vida de estas entidades subcelulares (Duckworth y col., 1981).

3.- CURVA DE NULTIPLICACION.

Para seguir la cinética de dicho proceso se requiere una alta
cantidad de bacterias y fagos para que la infeccién sea sincrénica.
Debe, ademAs, seleccionarse cuidadosamente una multiplicidad de infec-
cién para que haya una buena proporciéon de células productivas infec-
tadas, identificadas como centros infecciosos, es decir, capaces de

producir un halo de {nhibicién en los ensayos del virus (Adams, 1959).

Curva de multiplicacién de un s6lo paso.
Es la referida a un sélo ciclo de multiplicacién virica. En

ella podemos distinguir los siguientes estadios:

- periodo de latencia: en él, la progenie virica se va acumulando
intracelularmente. Su fipal ocurre en el momento en que se li-
beran fagos "hijos” al medio.
periodo de crecimiento: durante este periodo va acumulandose la
concentracién de fago extracelular hasta hacerse constante. En
el momento en que deja de aumentar, puede decirse que se ha

completado el ciclo de multiplicacién. El numero de unidades

{nfecciosas de virus por célula productiva, presente en ese mo~

mento, es el rendiniento virico o tamafio de la explosion.

*pOOL" GEESTICO.

Los investigadores que iniciaron los estudios sobre 108 bacte-

a finales de 1930, reconocieron que los ensayos en genética

riéfagos,
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debian realizarse sobre los organismos mAs simples, y asi determinar

las bases moleculares de los mAs complejos (Twort, 1949).

Para este proposito, los fagos ofrecen algunas ventajas; apro-
ximadamente la mitad de su masa toial es material gemético, pueden
conseguirse poblaciones mucho mayores que en el caso de bacterias y el
numero de genes es mucho menor que en las células (Ckazaki y col.,
1968) .

En las dos ultimas decadas, el desarrollo de la genética de
bacterié¢fagos ha sido excepcional, contribuyendo a la aparicién de la
genética molecular. Se han conseguido muchos progresos mediante el es-
tudio de mutantes, el uso de la hibridacién del acido nucléico y las
endonucleasas de restricciéon (Epstein y col., 1963; Gussin y Patersom,
1972; Nathans y Smith, 1975).

Al ser los fagos haploides, las mutaciones que afecten a muchos
genes serian letales para el mismo, pues perderia su capacidad de re-
plicarse y propagarse.

En los primeros estudios en genética de bacteriéfagos se utili-
zaron los mutantes que producen halos de morfologia alterada (mutantes
halo), ya que podian detectarse facilmente con sélo inspecciorar las
placas. Sin embargo, el empleo de dichos mutantes no permitia el uso
de técnicas selectivas, dejando parte del mapa sin cartografiar. Por
ello, en la actualidad, se recurre a los mutantes letales condiciona-
les. Estos pueden afectar a un gen cualquiera Y, gracias a ellos se ha
ido comociendo el mapa genético de los bacteriofagos (Gussin y Peter-
son, 1972). Asi, pues, los dos tipos de mutaciones mis interesantes

son las de tipo halo y las letales condicionales.

Los genes de los fagos estan organizados en bloques con funciao-

nes relacionadas. El genoma se representa de forma circular porque

dentro de las células y durante la transcripcién el ADN virico se en-

cuentra de esta forma.

Para un fago determinado, podemos encontrar otros fagos rela-

i ala
cionados con él atendiendo al criterio de homologia de sus ADN O

todos es-
capacidad de producir recombinantes. Los mapas genéticos de to

con genes anAdlogos en posiciones paraci-

imilares,
tos fagos son muy 8 tes, como 0B los

das. Pero ocurre que, entre fagos de especies diferen

12
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fagos P21 y P22 y el fago )\, las regiones de inmunidad son muy simila-

res entre idos dos primercs, mientras que difieren bastante de aquellas
de )\; sia embargo, los genes de la cola de ) y de P21 son homdlogos
entre ellos, aunque diferentes de lcos de P22. Hechos como éstos, lle-
varon a Hershey (1971) a concluir que los diferentes fagos relaciona-
dos con A se originaron por recombinacién entre otras razas de fagos.

Los recombinantes naturales se llegan a producir bajo dos cir-
cunstancias: por infeccién mixta de una unica célula con dos tipos de
fagos, o por superinfeccién con un fago en células que transportan un
profago o un profago defectivc (Campbell, 1981).

En algunos casos, las secuencias de ADN indicaban claramente
que, donde estan entremezclados segmentos homélogos y heterélogos, los
segmentos homélogos podian ser de un origen comin bastante reciente.
Entre estos segmentos se incluian los operones de integracién de los
fagos \ y 434 (Benedik y col. 1983), los gemes ral de \ y 21 (Fran-
klin, 1985) y los genes ninR de X y P22 (Backhaus y Petri, 1984).

Como mencionabamos anteriormente, el fago 21 era muy similar al
fago P22 (y diferente de \) en su represor y genes cro, y muy similar
a » (y distinto de P22) en sus genes de la cola. Esta marcada relacién
indica una recombinacién de origen.

La explicacién mas simple es que muchos de los fagos analogos a
A que se han estudiado estan relaciunados por reconbinacién genética.
Debido a que muchos fagos soR muy similares O {dénticos en algunos
segmentos de sus genomas, tal recombinacién pudiera haber ocurridc muy
recientemente. Ademas, al haber miltiples ejemplos donde se indica &8~

+e hecho, la recombinacién natural entre estos fagos debe tener lugar

con bastante frecuencia (Campbell, 1981).

5.~ LISOGEWIA.

Los fagos en la naturaleza se pueden presentar al estado viru-

' i ’

fagos
lulas al final del ciclo de crecimiento. Por el contrario, los fag

1 feno-
atenuados, ademas de multiplicarse vegetativamente, dan lugar a

meno de la lisogenia.
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La lisogenia ha desempefiado un papel fundamental en el estudio

de los bacteriofagos. Etimolégicamente significa "produccién de lisis®

y es una propiedad hereditaria que poseen algunas cepas bacterianas

gracias a la cual son capaces de producir bacteriéfagos sin la infec-

cién previa con particulas externas. j.as bacterias lisogénicas poseen

y transmiten a su progcuie la capacidad de producir bacteriéfagos.

Dicha capacidad, sin lisis evidente del cultivo, no se aclaré
bien hasta que Lwoff (1953) aislé las células bacterianas en microgo-
tas, demostrando que el fago se produce por una pequefia propercién de
las celulas que, al lisarse, lo liberan de una manera explosiva. Las
otras células del cultivo que no causan una infeccién productiva, son
inmunes al fago liberado.

Asi, algunos investigadores encontraron que los filtrados obte-
nidos de cultivos bacterianos aislados de la naturaleza, a menudo con-
tenian fagos, que lisaban a otras cepas de la misma especie o de espe-
cies estrechamente relacionadas (Adams, 1959).

En el estads lisogenico cada celula puede potencialmente produ-
cir fagos , y tras sucesivos aislamientos o tras exposicién durante un
tiempo prolongado a sueras antifagos, cada bacteria originara cultivos
que contienen bacteriofagos. Al fago en este estado es a lo que se le
denomina fago atenuado.

Una cepa se considera, por tanto, lisogénica si, en aislamien-
tos repetidos, Sus cultivos o sus filtrados forman placas de lisis de
forma regular cuando se siembran sobre la cepa indicadora.

Obviamente, el caracter lisogénico sélo se detectara cuando se
utilice la cepa bacteriana indicadora adecuada. Por otro lado, la ma-
yoria de las cepas lisogénicas poseen tal caracter frente a varios fa-
gos distintos pudiendo incluso, una nmisma cepa bacteriana liberar bhas-

ta cinco tipos diferentes de fagos (Adams, 1959).

La lisogenia parece estar ampliamente extendida en la naturale-

za (Lowrile, 1974; Reyrolle y col., 1682; Sell y col., 1983), hasta el

punto de que no puede decirse que una cepa bacteriana no sea lisogéni-

ca, sino que no sé ha detectado dicha propiedad en la cepa estudiada.
’
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9.1.- El profago.

En la lisogenia, el fago no infecciosa, al que se denomina pro-

fago, es un virus completo que se encuentra en un estado especial de
gran estabilidad. El mantenimiento del profago requiere la produccién
del represor, el cual se sintetiza por la célula inmediatamente des-
pués de la entrada del fago y, es el que se encarga de bloquear la
transcripcion de dos operones del fago que contienen genes esenciales
para el crecimiento litico (Herskowitz y Hagen, 1980). En determinadas
circunstancias, el represor puede inactivarse y el profago se escinde
del cromosoma, originando una respuesta litica idéntica a la que ori-
ginan los fagos virulentos. El fago atenuvado puede después originmar
anbas respuestas (Hershey, 1371; Kornberg, 1980; Stent y Calendar,
1978).

Los fagos liberados por bacterias lisogénicas son capaces de
establecer nuevos sistemas de lisogenia cuando infectan células sensi-
bles de la cepa indicadora.

Estos fagos atenuados o temperados reestablecen la lisogenia
por un proceso al que se le denomira lisogenizacién. Los clones liso-
genices producidos en el laboratorio no se diferencian de los aislados
en la naturaleza.

El fago liberado por la bacteria lisogenizada permanece idén-
tico al fago usado para la infeccién inicial. La lisogenizacion es,
por ello, especi1fica y, después de la misma cada célula de la progenie
transporta de algin modo la {nformacién genética necesaria para la
biosintesis de un tipo de particula de fago. Sin embargo, el fago no
e mantienme como tal em el interior de la bacteria lisogénica, sino en

forma de unidades 1O infectivas (Stent ¥ Calendar, 1978). Cada indivi-

duo de una poblacién lisogénica posee, al menos, una de esas unidades

a las que se habia denominado profago (Adams, 1959).
En el estado de profago.el hacteriofago se multiplica en la

: e
pacteria lisogénica sin destruirla, distinguiéndose asi del estado ¥

getativo el cual se encamina a la produccién de particulas de fago

maduras y a la lisis de la célula (Adams, 1959).

La lisogenizacién podriamos definirla asi como el proceso {ue

S fago.
convierte el material genético de los fagos en reposo en pro g
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La multiplicacién del fago en bacterias lisogénicas comienza
con la transmision desde el estado de profago al estado vegetativo y
termina con la lisis de la célula.

De este modo, los fagos atenuados pueden encontirarse en tres

formas diferentes: a) Estado de profago, en el cual el fago se multi-

plica como una unidad no infecciosa en perfecta coordinacién con la
divisién de la célula hospedadara. b) Estado vegetativo, en el que el
material genético del fago se multiplica de forma independiente.
c) Estado infeccioso, que se corresponde con el Gltimo estadio, en el
cual la particula virica esta completa y se libera al nmedio extermno
tras la lisis celular.

Una vez adquirido, el caracter lisogénico es generalmente esta-
ble y, aunque se han descrito para algunas cepas pérdida espontanea de
lisogenia, parece ser tamn estable como cualquier otro caracter heredi-
tario (Hershey, 1971). La estabilidad del caracter lisogénico indica
la transmision del profago a ambas células hijas en cada division
bacteriana (Lwoff, 1953).

Los analisis por cruzamiento entre bacterias lisogenicas y no
lisogénicas (Drexler y Christensen, 1979) asi como experiencias de
transduccién (Borchert y Drexler, 1980; Liebeschuetz y Ritchie, 1986),
{ndican que el profago esta localizado en un lugar determinado del
crompsoma bacteriano y constituye la base determinante de lisogenia,
de forma que cos tipos diferentes de profagos tendran distintas loca-
lizaciones y cada uno ocupa un lugar especifico.

De esta forma Se puede definir a la bacteria lisogenica como
aquella que posee el material genético del fago localizado en un lugar

especifico del cromosoma Yy ambas estructuras integradas se replican

como un todo.

5.2.- El proceso de 1isogenizacién.

Ante la infecciom con un fago atenuado, una bacteria sensible

puede responder de dos maneras alternativas: en una cierta fraccion de

infectante penetra, en estado de fago vegetativo.

la poblacién el fago

16
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1
isa a la bacteria y se liberan particulas de fago. Esta es la llamada

respuesta productiva. En la otra fraccién el fago penetra al estado de

profago, la bacteria sobrevive y da lugar a una progenie que contiene

bacterias lisogénicas. Es la 1lamada respuesta lisogénica (Rosner,

1972). La frecuencia relativa con la cual estas dos respuestas ocurren
depende en ambos casor de las condiciones de infeccisn y de la comsti-
tucién genética del fago.

Para un fago atenuado dado la frecuencia de lisogenizacién pue-
de mydificarse drasticamente variando las condiciones de la infeccién
y, dependen, sobretodo, del sistema fago-bacteria que se esté estu-
diando. Asi, en la respuesta de accion de un fago sobre Shigella dy-
senteriae, 90% de las células infectadas dan una respuesta productiva
cuando se incuban a 37°C después de la infeccién, mientras que hay un
80% de respuesta lisogenica si se incuban a 20'C (Bertani y Nice,
1954). En un fago de Salmonella typhimurium, el tipo de respuesta de-
pendia de la multiplicidad de infeccién; cuando era menor de uno, la
mayoria de las bacterias {nfectadas se lisan y producen fago. Si se
aumentaba a diez, aumenta la respuesta lisogénica y alcanza casl un
100% (Adams, 1959). En esce mismo sistema, la frecuencia de lisogeni-
zacion se ve influenciada por tratamientos tales como la falta de nu-
trientes o adicién de antimetabolitos al medio de cultivo (Lwoff,
1953*.

Aunque la variabilidad en la respuesta bacteriana a la infec-
cion con un fago atenuado dado depende de factores ambientales, la ca-
pacidad del fago para lisogenizar esta genéticamente controlada (Adams
y Luria, 1958).

Se han descrito muchas mutaciones que afectan a varias propie-
dades de los tagos atenuados, tales como rango de hospedador, tipo de
placa, tamafio de placa. etc. Entre estas nutaciones, algunas soOn de
particular interés, ya que afectan a la capacidad de lisogenizar. Las
placas de lisis formadas por fagos atenuados son turbias, pues SU cen-

tro esta ocupado par el crecimiento de células lisogeénicas. Por el

contrario, las placas obtenidas por clertos mutantes son claras, pues

tales fagos son incapaces de lisogenizar, €8 decir, han perdido el ca-

racter lisogenico (Scott y col., 1977).
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5.3.- Produccién de fagos por bacterias lisogenicas.

5.3.1.- Produccién espontanea.

Un cultivo denso de bacterias lisogénicas contiene particulas
de fago libres. Durante la fase exponencial de crecimiento el numero
de particulas libres de fago se incrementa proporcionalmente con el

namero de bacterias. Estudiando las bacterias aisladas con un microma-
nipulador Lwoff (1953) democstr{ que los fagos no se segregaban por
bacterias vivas y en multiplicaciém, sino que se liberaban por lisis
de una pequefia fraccion de células bacteriamas. En cada generacién,
una pequefila parte se lisa y libera particulas de fago. Bajo determi-
nadas condiciones, la velocidad de produccién, expresada como la pra-
babilidad por bacteria y por generacién para producir fago, es comns-
tante. Esta velocidad de produccién es muy baja para un fago determi-
nado. Para diferentes cepas bacterianas de la misma especie varia
enormemente, desde 0,01 a 0,00001 de acuerdo con el cipo de profago
transportado. Los factores que determinan la produccien de fago en

cultivos lisogenicos parece seleccionar al azar el pequefio numerc de

celulas que se lisan en cada generacion (Adams, 1859 .
5.3.2.- Induccién.

En algunos sistemas lisogénicos la probabilidad de produccien
de fagos puede incrementarse proximamente a und por la exposicion de
los cultivos a la accion de varios agentes tales como la luz ultravio-
leta (Clark y col. 1986; Huggins y Sandine, 1877), mitomicina C (Clu-

zel y col. 1987; Holmes y col., 1981; Liss, 1981; Maiiel y Karamata,

1984; FNieves y col., 1981) y nitrosoguanidina (Thomson y Woods, 1974),

eic. Una vez expuestos, el crecimiento bacteriano prosigue un tiempo,

te a una o dos divisiones, dando paso a una lisis ma~
r la practica totali-

el correspondien

siva y a la liberacion de una progenie virica po

dad de las células bacterianas. Este fenomeno, llamado induccién, con-

la
duce a comparar la produccién de fagus Ppor bacterias lisogenicas ¥

teris-
de bacterias sensibles infectadas com este mismo fago. La€ caracteri

o del fago en ambns sistemas parecen similares, 10

ticas del desarroll
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qQue indica que tras la induccién y tras la infeccién la multiplicacién

del fago ocurre en un estado comin vegetativo (Lwoff, 1953).

Parece ser un rasgo tipico de los fagos atemuados que, tanto
tras la induccién de células lisogénicas como tras la infeccién de cé-
iulas sensibles, el desarrollo del bacteriéfago no interfiera inme-
diatamente en el metabolismo de su hospedador. Se ha observado un pe-
riodo de latencia en la célula bacteriana en el que todavia es capaz
de sintetizar enzimas propios (Adams, 1959).

Todos los agentes inductores externos afectan a la replicacién
del ADF por la produccién de lesiones en él o por impedir la formaciénm
de la horquilla de replicacién. Los agentes inductores activan a la
proteina Rec A, la cual interacciona con el represor (Clark y col.,
1986). Se pensaba que la proteina Rec A cortaba al represor, pero re-
cientes estudios sugieren que "in vivo®, el represor puede autocodifi-
carse en un Rec A, iniciandose el proceso litico (Little, 19684).

La mitomicina C, agente inductor de lisogenia, es um antibioti-
co antitumoral activo también frente a células bacterianas. En lo que
respecta a su modo de accion se ha demostrado que su efecto bacterici-
da es rapido, debiéndose a la inhibicion selectiva de la sintesis del
ADN, acompafiada, en la mayoria de los casos, de una degradacién masiva
del ADN preexistente, no interfiriendo para nada en la sintesis de ARN
y proteinas, de ahi que la bacteria pudiera sufrir aun una o dos divi-

ciones (Gale y col., 198D)

5.4.- Inmunidad.

Las bacterias lisogenicas poseen la propiedad inherente de ser

resistentes a la infecciém Ppor el fago homologo, es decir, son insen-

sibles al bacteriofago que liberan, si bien pueden adsorberlo. Ante la

exposicién frente a particulas del fago homologo, las bacterias liso-

fago superinfectante no se multiplica (Chesney

énicas saobreviven y el
. {nmunidad. La inmunidad de las

y Scott, 1975). Esta propiedad se llama f
bacteriae lisogenicas implica un mecanismo de resistencia a la infec
cién diferente de la incapacida

material genético de una particu

d de adsorcién. Se ha demostrado que el

la infectante puede inyectarse dentro
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de una bacteria inmune por infecciém con un mutante del fago homélogo
(Scott, 197%).

El material genetico del fago que ha pemetrado en una bacteria

inmune no se multipiica y es expulsado al exterior durante el curso de

la multiplicacién bacteriana. La inmunidad refleja un impedimento en

la multiplicacion de fagos homélogos como consecuencia de la presencia
del profago (Scott, 1975).

Por regla general, las bacterias que se infectan sucesivamente
con dos mutantes atenuados del mismo fago, transportan sélo un tipo de
profago. Excepcionalmente el fago infectante puede afiadirse al profago
original. En este caso se forman bacterias doblemente lisogénicas, ¥y
transportan dos profagos relacionados, observandose la recombinacién
genética entre los dos tipos de profagos (Arber, 1960).

La inmunidad constituye la caracteristica mas importante del
estado lisogenico y se debe a la represion de ciertos genes del fago
(Heilmann y col., 1980). La represion se pone de manifiesto en las
células lisogenicas al demostrar la ausencia de ARN mensajero corres-
pondiente a las regiomes vegetativas. Estos ARN mensajeros se sustitu-
yen por un ARN mensajero de pequefio tamafio, que transcribe parte de la
region reguladora: el operon de la inmunidad. Las células lisogénicas
contienen un represor de inmunidad, pero carecen de proteinas vegeta-
tivas, justamente al contrario de lo que ocurre en las células induci-
das. El represor se corresponde con el gen cl, en la region de inmuni-
dad (Baumstark y Scott, 1080). Las mutaciones que alteran al represor
inpiden la lisogenizacion, pero permiten el crecimiento vegetativo,
preduciendo asi halos transparentes (Scott y col., 1977).

La inmunidad es altamente especifica: incluso fagos estrecha-

mente relacionados forman represores cl de diferentes especificidades,

y cada fago reconoce exclusivamente al suyo propio. Se ha demostrado

puntual en un gen represor no cambia su especificidad

que una mutacion

por la de ul iago diferente, incluso por uno muy relacionado. Los re-

combinantes heteroinmunes, que poseen la payoria de las propiedades

geneticas de un fago, pero la {nmunidad de otro, han sido muy utiles

en la revelacion de los mecanismos de lisogenia (Vandersman y Yarma~

linsky, 1977).
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5.5.- Lisogenia y genética bacteriana.

La lisogenizacién de bacterias sensibles con un fago atenuado

origina la aparicién de dos nuevas propiedades en el hospedador: inmu-

nidad y produccién de fagos, las cuales expresan fenotipicamente la

presencia de un profago (Adams, 1959). En la mayoria de los casos, es-
tas dos propiedades son las unicas diferencias detectables entre deri-
vados lisogénicos y no lisogénicos de la misma cepa, quienes, por otra
parte, exhiben la miema velocidad de crecimiento y las nismas poten-
cialidades bioquimicas (Adams, 1959).

Sin embargo, desde hace muchos afios, se ha visto que la lisoge-
nia puede modificar la potencialidad genética de la bacteria hospeda-
dora. Por una parte, en el proceso de transduccion, algunos fagos pue-
den transportar trozos de material gemético de origen bacteriano de
una bacteria a otra (Okada y Vatanabe, 1968; Tyler y Goldberg, 1976) .
Por otro lado, ocurren alteraciones especificas de las propiedades
bacterianas por lisogenizacién, las cuales parecen estar ligadas al
caracter lisogénico, adscrito a la presencia de un profago. Tales al-
teraciones son fago-especificas y demuestran que, ademas de conferir
capacidad para producir fagos e inmunida.J. un profago puede ilterar la
funcion del hospedador eun ;?: variwdad s formes. Ex el caso de Cory-
nebacterium diphteriae, 1a mavoria de las cepas toxigénicas son liso-
genicas y liberan particulas de .agos que son activos freute a ciertas
cepas no toxigénicas. La lisogenizacion de tales cepas con el fago las
hace toxigénicas, y el caracter tosigénico puede pasar de unas cepas a
otras por lisogenizacion (Freeman y Morse, 1952).

Dentro de la transduccion podemos distinguir eatre transduccion
generalizada. aquella que transfiere cualquier tip~ de genes, y trans-
duccion especializada. aquella que transfiere solo una parte del geno-
ma del hospedador situado cerca del profago.

La transduccion de genes bacterianos de una célula a otra por

fagos se ha usado extensamente para el establecimiento del cromosoma

de la bacteria.

La transduccién generalizada se lleva a cabo a partir de una

preparacién de fagos a titulo elevado obtenida de la cepa donante, Ya
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sea por infeccion litica o bien por induccién de células lisogénicas
(Masters, 1985).

La transduccién especializada, que transfiere un grupo limitado

de genes s6lo se produce en el caso de induccién del profago. Los ge-

nes transducidos se incorporan en el genoma del fago por escisién
ano;'mal del profago (Rosner, 1975).

La relac'.én evolutiva entre bacterias y fagos probablemente es-
ta basada en intercambios entre sus respectivos ADN. Un ejemplo de di-
cha relacién lo muestran los profagos, que una vez insertados en el
cromosoma bacteriano actuan como genes celulares en la replicacién.
AdemAs, algunos profagos contienen genes que afectan a las propiedades
celulares. El fenomeno de la transduccién muestra la relacién inversa,
es decir, la incorporacion del ADN bacterianc en el ADN del fago, don-
de actua como virico en la replicacién y en la regulacién (Masters,
1985). Una vez que los genes viricos y celulares se insertan en el ADN
de un nuevo honspedador, podrian permanecer alli y evolucionar después
hasta que desarrollasen una funcién que fuese util para el hospedador.

Los profagos altamente defectivos podrian ser intermediarios en
la evolucion de los genes viricos a bacterianos; Y, al contrario, los
fagos transductores portadores de genes bacterianos, podrian ser los
intermediarios en la evolucion de bacterias a genes viricos. Por lo
tanto, la herencia de bacterias y fagos es mixta: gran parte del geno-
ma bacteriano puede ser de origen virico; y los fagos pueden ser frag-

mentos de ADN bacteriano que han evolucionado en la direccién de la

autonomia (Zillig y col., 1986).

6.- PSEUDOLISOGENIA.

La pseudolisugenia. también llamada estado transportador, fue

ita por Lwoff (1953) como una mezcia de bacterias y bactericfagos
que el fago se multiplica

1974).

descr
en mayor 0 menor estado de equilibrio, en la

i6n de la poblacioén bacteriana (Barksdale,
sogenia podrian resu-

en una fracc
Los mecanismos que conducen a la pseudoli

mirse en tres (Barksdale, 1974):
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1> Infeccion del fago limitada por los receptores bacterianos. Las

bacterias que poseen pocos receptores por célula limitan la prebabi-

lidad de infeccién. Algunos fagos se multiplican sélo a expensas de
una fraccién de la poblacién bacteriana.

2) Pérdida de receptores debido a la accién de endolisinas. La peérdida
de receptores para fagos llevan a la proteccién de algunas bacterias

y se establece un eventual equilibrio entre crecimiento de la bacteria
y del fago (Keller y Traub, 1974).

3) Pseudolisogenia debida a mutacién del fago. Un cultivo bacteriano
Bac(s), lisogénico para un fago atenuado ¢*, es inmune a la superin-
feccion con particulas de s* presentes en el medio. Sin embargo, el
profago f  puede mutar a s'', que lisa a la poblacién bacteriana. La
replicacion de g*'" trae consigo una infeccién viral persistente 0O

pseudolisogenia en el cultivo bacteriano.

Los cultivos pseudolisogenicos, a diferencia de las verdaderas
cepas lisogenicas, se pueden curar del fago por sucesivos reaislamien-
tos o tras maltiples pasadas por sueros antifagos (Adams, 1959).

Las cepas bacterianas que exhiben el estado pseudolisogénico se
detectan observando la aparicién espontanea de placas de lisis cuando

se cultivan sobre un medio de cultivo apropiado (Grange, 1975).

7.- BACTERIOCINAS.

Las bacteriocinas se definen como un grupo de proteinas que son

producidas par ciertas bacterias y que tienen una accién letal sobre

otras cepas de la misna familia u otras taxonomicamente emparentadas.

Gratia, en 1925, observo que el scbrenadante de un cultivo de una cepa
coli V por su virulencia, podia inbi-
A partir de esta

de E. colil, a la que denominé E.

bir un cultivo de otra cepa de esta misma especile.

ior-
observacion se descubrieron Yy estudiaron las colicinas ¥, posterio

mente, las bacteriocinas en general.
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Las bacteriocinas se han comparsdo, a menudo, con los bacteris-

fagos (Bradley, 1967). Amboe agentes se adsorben a receptores especi-

ficos de la pared celular y matan a la bacteria sensible. En algunos
casos, los receptores son comunes para ciertas bacteriocinas y fagos.
Tanto bacteria lisogénica como bacteria bacteriocinogénica son inmunes
frente a los agentes que ellas producen. La lisogenia y bacteriocino-
genia son ambos caracteres potenciales y la produccién de los agentes
es, a menudo, inducible por algin tipo de tratamiento como irradiaciénm
con luz ultravioleta, etc., y es un proceso letal para cada bacteria.
Sin embargo, hay una diferencia esencial entre bacteriocinas y bacte-
riofagos, ya que el fago es reproducible en la bacteria sensible mien-
tras que las bacteriocinas no. Otra diferencia se puede demostrar por
la formacién de placas de lisis cuando se hacen diluciones a partir de
un stock de fagos y se depositan gotas sobre un tapiz bacteriano. La
dilucién de una preparacion de bacteriocinas da una progresiva pérdida
de actividad litica sobre el tapiz bacteriano, pero nunca formacién de
placas aisladas (Tagg y cal ., 1976) .

[to y Kageyama (1970) estudiaron la relacion existente eatre
piocinas y el bacteriofago PS3 de Pseudomonas aeruginosa. El hecho de
que el antisuero frente a la piocina R o R2 pudiera neutralizar la ac-
tividad del fago en una considerable extension, sugeria que existirian
componentes comunes 0 muy similares en su estructura, y que éstos po-
dian residir probablemente en cualquier parte del fago excepto en la
cubierta, ya que el antisuero frente a la cubierta de la plocina mos-
tre una eficiente neutralizacion para las piocinas pero muy pobre o
practicamente ninguna para el fago. Asi, pues, el fago PS3 recordaba a
las piocinas no solo morfolégica e inmunolégicamente, sino también en
la especificidad de receptor.

Los mecanismos de accien de la mayoria de las bacteriocinas es-
tudiadas con detalle afectan a la sintesis de proteinas, a la estabi-

la
lidad del ADN, a cambios de energia O polaridad en la membrana y a

sintesis de lipidos (Reeves, 1979).
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8.- TAXONONfA DE FAGOS.

La taxonomia de fagos estd fundamentalmente basada en las ca-

racteristicas morfolégicas y en la naturaleza del Acido nucléico (Gri-
mont y Grimont, 1981).

El Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) considera-

ba la forma, tamafio, estructura, peso, gradiente de densidad y compo-

siclién del acido nucléico como las principales criterios de clasifica-
cién.

Los dos mayores obstaculns para la taxonomia de fagos son la
carencia de una definicion operacional de unas especies de fagos y la
falta de una coleccién internacional para la conservacién de fagos
(Grimont y Grimont, 1981).

Las cconsecuencias de estos obstaculos son una multiplicidad de
descripciones para fagos posiblemente sinilares y una engorrosa ¥y, a
menudo frustante, busqueda de fagos supervivientes descritos hace
afios.

Intuitivamente, los clones de fagos derivados de la nisma cepa
de donde procede el fago podrian pertenecer a las mismas especies. Los
miembros de estas especies podrian, entonces, tener genomas homélogos
y caracteristicas antigénicas comunes y otras similitudes moleculares.

Por otra parte, dos fagos morfolég‘canente similares podrian no
pertenecer a las nismas especies si sus acidos nucléicos no estan
relacionados (Grimont y Grimont, 1981).

Las mutaciones pueden afectar a la longitud de la cola, al ran-
go de hospedador ¥, posiblemente, a propiedades serolégicas (seroneu-
tralizacion). Ademas, las mutaciones, ya sean inserciones O delecio-
nes, pueden alterar también las propiedades y longitud del ADN, pero
una gran parte del genoma original permanece intacto para subsistir y
ser identificado por hibridacién del ADK.

Podria definirse una wespecie" de fagos como un grupo de fagos

son genoma "significante” relacionado. El1 termino ngignificante” se

definiria solo cuando se utilicen suficientes datos cumparativos (Gri-
mont y Grimont, 1981).

Upa "especie" de fagos se define, por tanto, como aquel grupo

que presenta alto grado de hibridacién del acido nucléico.
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Un dnico fago puede formar una especie por carencia de un
genoma homélogo con especies conocidas.

Un fago puede agruparse mediante el uso de algunas caracteris-

ticas, como pudieran ser el rango de hospedador, la morfologia de los

viriones, el Acido nucléico, tipo de infeccién que producen, morfogé-

nesis, filogenia, serologia, sensibilidad a agentes fisicos y quimicas
y propiedades dependientes del hospedador y del ambiente.

8.2.- Familias de virus bacterianos

Atendiendo al tipo de acido nucléico que poseen y si llevan o
no envoltura, los virus bacterianos se clasifican en las siguientes

Familias:

1.- ADN bicatenario y desnudos:

Familia Myoviridae.- Cola larga ¥y contractil, con collar,
placa basal, espiculas y fibras largas. Capsidas relativamente gran-

des. Cabeza isométrica o alargada.

Familia Styloviridae.- Cola larga no contractil. Cabeza 1s0-

métrica.

Familia Podoviridae.- Cola corta con fibras cortas y cabeza

isométrica.

Familia Tectiviridae.- Sin cola. Icosaedricos. Espiculas en

los vertices. Capsida doble.

: , -
Familia Corticoviridae.- Icosaedrica. Con espiculas parec

das a cepillos en lo8 vértices. Capsida con varias capas.
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2.~ ADN bicatenario y con envoltura:

Familia Plasmaviridae.- Redondeados y ligeramente pleomerfi-
En secciones se observa un nucleo pequetfio,

cos. tefiido densamente,

dentro de la envoltura.

3.- ADN monocatenario y desnudos:

Familia Inoviridae.- Los viriones son varillas largas o cor-

tas. Las capsidas son helicoidales. No tienen envuelta.
Familia Nicroviridae.- lcosaédricos. Tiemen 12 capsomeros y
espiculas como botones en los vértices.
4.- ARN monocatenario y desnudos:
Familia Leviviridae.- Virioues icosaedriccs y con aproxima-
damente 32 capsomeros.
%.- ARN bicatenario y con envoltura:

Familia Cystoviridae.- Isométricos. Envoltura flexibie y

capsida cubica.
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9.- BCOLOGi{A DE BACTERI6FAGOS.

9.1.- Nétodos empleados en el éatudiu de la ecologia dg¢ los fagos.

Desde el descubrimiento de los bacteriéfagos por Twort (1915) y
d*Yerelle (1917) se han hecho numerosos avances para comprender la re-
plicacion y biologia molecular de los bacteriéfagos. Los fagos se han
usado para el tipado de cepas bacter.anas e incluso se han propuesto
como indicadores de ©olucién de aguas por virus humanos (Goyal, 1983;
Kott y col., 1974; Singh y Gerba, 1983). Adenas, son herramientas uti-
les para examinar los procesos biolégicos fundamentales y los meca-
niemos moleculares de la replicacién del ADN, control de la transcrip-
cién y recombinacién genética. El estudio de la ecologia de fagos, sin
enbargo, no ha recibido gran atencién y todavia esta en sus comienzos.
Una de las razones parece ser la falta de métodos adecuados.

La ecologia de fagos puede c=finirse como la interaccién de los
fagos con el ambiente y con sus células hospedadcras y ios efeclos de
tales interacciones subrella composicion y productividad de habitats
particulares ‘Primcose §y col., 1982). En general, se han detectado
bacteriéofagos en ecosistemas donde existe multiplicacién bacteriana,
por ejemplo en el rumen de bovidos ¥y ‘uvinusl Aguas” naturales, facto-
rias de queso, suelo, heces, sedimeéirios y aguas de aicantarillado
(Ewert y Paynter, 1980). Los fngos pueden de;éﬁpeﬁar un papel impor-
tante en la dinamica genética y demografica de las pooPaciones bacte-
rianas en el medio ambiente. Las intecciones cruzadas con fagos pueden
originar un intercambio genético entre diferentes cepas.

Para estudiar la relacién cuantitativa entre el fago y su hos-
pedador, es necesario estudiar la aistribuciéon (estacional y espa”
cial), destino y supervivencia del fago en el ambiente. Asi, es impor-

: 5n e
tante contar con métodos utiles para el aislamiento, enumeracio

jdentificacién de fagos en alimentos, agua, suelo, aguas residuales ¥
aire.
Ea la mayoria de 108 habitats los fagos se pallan en tan bajo

de las
nupero que hace que 1O gse puedan detectar por ensayo directo de

muestras. Este hecho &é da con especial énfas =
para detectar la presencia de bacter

is D nabitats acuaticos

paco palucionadus. Por tanmto,
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fagos en aguzs o ligeramente o no polucionadas se requiere un enrique-
cimiento previo.

Haudoroy (1923) fue el primero en investigar la presencia de

fagos en agua. Desde entonces, diversos investigadores han intentado

evaluar la distribucién y estudiar las implicaciones de los fagos en-

contrados en el ambiente acuatico (Bell, 1976; Dhillon y col., 1970;
Dhillon y col., 1980; Furuse y col., 1981; Primrose y Day, 1977). Hi-
daka (1971) observé que los fagos activos fremte a 2nterobacterias po-
dian aislarse fdcilmente de aguas de estuarios polucionados y de aguas
costeras, pero no de aguas que estaban alejadas de la contaminacién
terrestre. De un modo similar, Brown y col. (1978) fueron capaces de
aislar fagos de Arthrobacter de aguas de rios sélo cuando éstas se
conceniraban previamente.

Se han propugnado varios métodos para el aislamiento de bacte-
riefagos de habitats acuaticos, que consisten en: cultivo directo,
técnicas de emriquecimiento (Seeley y Primrose, 1979), deshidratacién
o precipitacién con polietilenglicol (Padan y Shilo, 1969; Padan y
col., 1967; Yamamoto y col., 1970), adsorcién a hidroxiapatito o poli-
electrolitos PE-60 (Primrose y Day, 1977; Sorber y col., 1971) y cen-
trifugacién diferencial (Metcalf, 1975).

Un método ideal deberia ser rapido, barato, que pudiera usarse
en el campo y que diera como resultado la obtencién de un amplio rango
de bacteriofagos. Ademas, deberia poder adaptarse al uso de grandes
volumenes de agua de diferentes procedencias, por ejemplo, agua dulce,
agua de estuarios y aguas residuales.

En el método directo, la muestra (sip filtrar O filtrada para
eliminar las bacterias) se deposita pediante gotas sabre tapices de

varias bacterias. Si el fago esta presente en la muestra lisara la ce-

pa bacteriana sensible y producira una zona clara (placa de lisis) so-

bre el tapiz bacteriano. La cantidad de muestra ensayada por este pro-

cedimiento, obviamente, sera pequefia. Por tanto, este mécodo es atil

cuando el fago se halla en alto numero, lo cual es mprobable en la

mayoria de las situaciunes. Para la deteccisn, el aislamiento y la

oce-
enumeracién de un numero bajo de fagos, poOr tanto, se requieren Ppr

dimientos que puedan concentrar grandes volumenes de agua.




Los fagos se presentan en los habitats donde se encuentran sus

hospedadores. En ecosistemas naturales los fagos pueden afectar a la

densidad de poblacién y/o a la actividad de su bacteria hospedadora.

Con objeto de estudiar el papel ecolégico de los bacteriéfagos,
Furuse y col. (1983) analizaron el numero de colifagos y de cepas para
los colifagos en las heces de individuos sanos y enfermos. Tras suce-
sivos ensayos, encontraron que los titulos mAs altos de fagos se pre-
sentaban en muestras procedentes de individuos enfermos, mientras que
se observaron titulos mAs bajos en individuos sanos. Ademas, las mues-
tras de los enfermos contenian fagos virulentos mientras que en indi-
viduos normales se encontraron fagos atenuados. Esto se atribuye al
uso de una terapia antibiética en los enfermos, que destruian asi a
las bacterias hospedadoras.

La densidad de hospedador también es importante para determinar
la extensiéon de la replicacion del fago en la naturaleza. Reanney y
Marsh ¢1973) encontraron altos titulos de fagos en suelo sélo cuando
las condiciones eran adecuadas para la proliferacién del hospedador.
De modo analogo, Anderson (1948) encontré que un fago de Salmonella
typhi podia replicarse en la naturaleza solo cuando la concentracién
bacteriana era mayor o igual a 3x10 UFP/ml.

Ep resumen, para estudiar la ecologia de bacteriofagos es eser -
cial conocer la distribucién geografica del fago y la relacién cuanti-
tativa de fago-bacteria hospedadora en ecosistemas naturales. Tambiénm
deberia conocerse el efecto de las variables ambientales sobre l1a dis-
tribucion y fisiologia de fago ¥ bacteria. Esto sélo puede llevarse a

cabo cuando se disponen de métodos adecuados para el estudio y distri-

pucién de fagos.

9.1.1.- Ensayo de fagos y medios. E1 método de la doble capa de

a deteccion de fagos. Havelaar

sola capa de agar que

Adams (1959) ha sido el mas usado para 1

y Hogeboon (1983) describieron un método con una

daba unas producciones mas altas que las obtenidas con el método de la

doble capa. Ambos métodos se basaban en ensa
mero mAs probable con un limite

n este procedimenta se ensaya~

yar cantidades de 1 ml.

fott (1966) ideé un ensayo de nu
de deteccién teorico de 2 UFP/100 ml. E
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ron
muestras de 65 ml. y los resultados se prorratearon para determi-

ndr la cantidad de colifagos en 100 ml. de agua. Grabow y Coubrough

(1986) describieron un método directo de ensayo de una unica capa de
agar para detectar los colifagcs en 100 ml. de agua. En este procedi-
miento, a una muestra de agua de 100 ul se le adicionaba E. coli como
nospedador y se mezclaba con un medio preparado a base de agar y ca-
tiones divalentes, vertiéndose sobre placas Petri de 10-14 cm. de dia-

metro. La deteccién limite minima teérica por este método era de 1

UFP/100 ml.

La adicion de clertos cofactores organicos e inorganicoe en los
medios de aislamiento de fagos es beneficioso para la adsorcién/iaier-
accion del sistema fago-hospedador. Anderson (1948) encontré que el
colifago T4 requeria 2x10"* K de L-triptefano libre para que se produ-
jera un anclaje optimn a las celulas. Puck y col. (1951) encontraran
que la adicion de sulfato magnesicc aceleraba l. adsorcion del fago.
De un modo similar, se encontro que el calcio también incrementaba la
adsorcion a sus hospedadores (Adams, 1959).

Todas las muestras ambientales suelen contener una flora bacte-
riana indigena que puede interferir con el crecimiento de las bacte-
rias hospedadaoras y con el desarrollo y resolucion de las placas de
lisis sobre los tapices de hospedadores bacterianos (Kennedy y col.,
1985). Por tanto, se hace esencial eliminar O inactivar la flora
pacteriana en muestras concentradas. Algunos proceiimientos que se ban
enmpleado en descontaminacién incluyen: a) extraccién con cloroformo,

b) filtracien, c) adiciéen de antibieticos al medio de ensayo, y d) uso

de medios selectivos.

9.1.2.- Enumeracion € identificacién de fagos

para estudiar la relacién parasito-hnspedador en el ambient2 @8

la prese:cia del fago, {dentificarlo y hacer una

En los estudios coll poblaciones

ne. .sario dev 'ctar

estimacion cuantitativa de su nuiero.

de fagos uno Se encuentra con la dificultad de que s6lo se identifican

aquellos que se registran el un ensayo especi fico, siendo dificil es~
adores las mas adecuadas

coger entre las distintas especies de hosped
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para el ensayo. Hay muchos metndos para la enumeracién e identifica-

cion de fagos.

Microscopia electronica. Hidaka (1971) usé el microscopio electré-

nico para clasificar los bacteriéfagos que se aislaron de agua de mar

Torrella y Morita (1979) mostraron la alta aparicién de fagos en aguas

de mar en la bahia Yaquina, en Oregén. Para estos estudios no se em
pleé ninguna técnica de enriquecimiento.

Cuando se utiliza la técnica de microscopia electrénica, los
hospedadores no llegan a conocerse y, ademis, es de un valor limitado
cuando se pretenden examinar morfologias no caracteristicas, como las
de los actinofagos. También cabe afladir que la tincién con acetato de
uranilo causa artefactos que dificulta la identificacién (Ackermamn y
col., 1974>.

Sin embargo, segun Ackermann y Nguyen (1983) el microscopio
electronico es adecuado para investigar la ecologia de fagos ya que e€
un método simple y rapido, y util para estudios de clasificacién y ul-
traestructura de los fagos. Por otro lado, es una técnica cualitativa
y no detecta todos los tipos de fagos presentes. Asi, en la mayoria de
los estudios, se aislaba una unica placa, se propagaba y se exaninaba
al microscopio electronico. Utilizando una técnica de emriquecimiento,
Ackermann y Nguyen (1983) detectarun hasta diez variedades morfologi-
cas de fagos en sedimentos enriquecidos con cultivos bacterianos.

Merece destacar, como desventaja, que es una técnica cualita-
tiva con limites de visualizacién; por ejemplo, si una muestra contie-
ne 10% particulas de fago por ml., no se visualizara al microscopio
electrépico. Por otro lado, la naturaleza y el numerc de cepas indica-
doras empleadas afectaran a los resultados.

Sharp (1960) analizé los métodos para estimar el numero total

de virus en plantas ¥y animales, empleando el microscopio electronico

para la observacion directa e {dentificacién de las particulas de vi-

- ri it.a la sedi-
rus y desarrollé um rotor especial de centrifuga que pern

mentaciéon de los virus sabre peliculas de colodison. Estas peliculas se
montaban sobre rejillas y se examinaba

Ewert y Paynter (1980) describiero

n al microscopio electronico.
n una adaptacién de este pro-

J os en
cedimiento para realizar el recuento del numero total de fag
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sistemas acuosos complejos, por ejemplo, aguas residuales. Este proce-

dimiento permitia la cuantificacién del numero total de fagos indepen-

dientemente de los hospedadores bacterianos. En esta técnica, se cen-
trifugaban 25 ml. ae muestra y se diluia el sobrenadante con glicerol,

dejandolo sedimentar sobre una fina capa de agar. Las particulas de

virus sedimentadas se recogian del agar y se colocaban en peliculas d

colodién. Se teflian con acetato de uranilo y se examinaba al microsco-
plio electronico.

9.1.3.- Rango de hospedador. La mayoria de los fagos se diferen-
ciaban por su rango de hospedador y tipo de placa. La determinacién
del espectro de actividad se realiza mediante la colocacion de gotas a
partir de la muestra sobre un tapiz del cultivo indicador.

La mayoria de los fagos son especificos para una especie; otros
pueden infectar especies relacionadas Yy s6lo, en algunos casos, San
especificos para una sola cepa (Zaiss, 1981). Debido a la especifici-
dad de hospedador, es necesario usar una amplia gama de hospadadores y
que, ademas, estén creciendo activamente en fase exponencial, ya que
la presencia de un gran numero de bacterias muertas pueden permitir la
adscrcion del fago, dando um falso negativo o un bajo recuento de fa-
gos.

Aunque el ensayo de formaciéon de placas es bueno para la cuan-
tificacién, no da informacion concerniente al numeroc total de fagos
presentes en muestras gue contengan miltiples tipos. Es importante,
por tanto, optimizar los factorss ambientales (pH, fuerza ionica, tem-
peratura, nutrientes orgéanicos) para cada sistema fago-hospedador an-
tes de considerar el ensayo de formacién de placas como cuantitativo
(Adams, 19959; Anderson, 1957). Debe tenerse en cuenta, sin embargo,
incluso si todos los hospedadores sensibies son 108 adecuados y &e
uma de los tipos de fagos 1in-

que

usan como oOrganismas indicadores, la S

} ue
dividuales ensayados probablenente 1O representaria el numero q

ia nece-
realmente existe en el sistema, ya que cada hospedador nd seria

iones
carianente especifico de un unico tipo de fagc. Ademas, las mutac

en el hospedador y/o en el fago puede conducir a cambios en las espe-

cificidades del rango hospedador.
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La mayoria de las cepas bacterianas que han sido objeto de pro-

longados cultivos on medios de laboratorio son excelentes indicadores
para los diferentes tipos de fagos presentes en aguas residuales (Dhi-

llon y col., 1970). Sin embargo, esta propiedad convierte a ciertas

cepas bacterianas en inadecuadas para la deteccién de tipos especifi-
coe de fagos.

9.1.4.- Caracterizacion de fagos. Los criterios que han veaido

usandose para la caracterizacién d¢ los fagos se describen a continua-
cion:

1.- Morfologia de placas. Dos fagos diferentes producen distintos
tipos de placas. Los fagos virulentos suelen producir placas
claras en el centro, mientras que los fagos atenuados producen
placas que son turbias en el centro y mAs 0 menos claras en la

periferia.

Caracteristicas .isogénicas. Un profago se clasifica como indu-
ciblie por luz vltravioleta si el cultive irradiado muestra un
titulo mas de 10 veces superior al del control (Dhillon y Dhi-
llon, 1976).

La inmunidad al profago y la inmunidad a la superinfeccion se

pueden usar para la caracterizacion de fagos (Dhillon y col.,

1976)

Morfologia del fago. La estructura de la cabeza, cola y placa

final de un fago puede usarse para la clasificacién de fagos.
a contractil o no. Si es

ntraida. Ademas, puede

La cabeza puede ser hexagonal y la col

contractil, puede aparecer estirada o co

ser larga o corta, delgada, conica 0O ligeramente curvada. lLa

placa basal puede presentar espiculas 0 proyecciones lobuladas

cortas.
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4.-D
eterminacion del espectro de actividad. Para determinar el es-

pectro de actividad de un fago 2islado, se colocan gotas sobre
tapices de varias cepas bacterianas. La formacién de placas de

lisis o inhibicién del crecimiento indica la sensibilidad de

ese hospedador particular al fago.

5.- Otros criterios. Algunas otras propiedades que pueden usarse

para la caracterizacion de un fago son: sensibilidad al clo-
roformo, pH y temperatura; actividad presentada tras un deter-
minado tiempo de almacenamiento; curva de multiplicacién de um
paso; periodo de latencia; tamafio de la progenia virica; pro-
piedades serologicas, y el etecto de variables ambientales, co-

mo salinidad, etc, sobre la distribucion de fagos.

9.2.- Ecologia de los fagos de suelo.

La mayoria de la {nformacien de la que disponemos sobre bacte-
riofagos del ecosistema terrestre es puramente cualitativa y no se sa-
be practicamente nada acerca de su ecologia. Esto se debe fundamental-

mente a las dificultades técnicas que surgen al intentar estudiar los

fagos dentro de este ecosistema.

Lla falta de conocimiento y el hecho de que el suelo sea una
buena fuente para el aislamiento de bacteriofagos con los que luego
podran realizarse estudios geneticos, taxonomicos, etc., hace que las
especulaciones sobre la distribucion y ecologia de los fagos sean muy

numerosas. En este sentido, algunos autores piensan que los bacterio-

fagos podrian constituir los elementaos genéticos pAS numerosos en este

habitat, pero quizas, en la mayoria de los casos integrados en el ADN

de la tacteria hospedadora (Reanney y col.. 19837.

El estudioc .e la ecologia de los tagos de suelo merece una es”

pecial atencion, no soélo por la importancia de =stablecer los concep-

la
tos teéricos de la interaccion huesped-parasito, sino también Ppor
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influencia que pueden tener los tfagos en las transformaciones quimicas

del suelo, ya sea por lisis de los microorganismos involucrados en es-
tos procesos, ya sea como agente o vactor que interviene en los proce-

sos de intercamhio de material genético dentro de la poblacién bacte-
riana (Anderson y May, 1378).

9.2.1.- Deteccion de fagos en suelo.

Para la deteccion de los bacteriofagos en el suelo pueden con-

siderarse dos técnicas baAsicas:

Nétodos de enriquecimiento.
Demuestran la existencia de una o mas particulas de fago en
una muestra. Se basan en la incubacion de caldos de cultivo mis suelo

y un inéculo de elevada densidad de la celula hospedadora.

Recuento directo.
Se basa en determinar el numero aproximado de particulas via-

bles por peso de suelo.

En general, es dificil el aislamiento de fagos a partir de sue-
los no tratados nutricionalmente, lo que debe ser un reflejo del bajo
numero de particulas libres presentes en el suelo. Las causas que pu-
dieran conducir a ello podrian ser una {nactividad de la bacteria hos-
pedadora, la adsorcion de fagos a particulas del suelo, la inactiva-

cion del fago en el suelo O el bajo rendimiento de los procesos de ex-

traccion (Lanning y Williams, 1982).

to
Tanto en los métodos de enriquecimiento como en el de recuen

cteria hos-
directo, la deteccion de tagos se hace por lisis de una bacter

mostracién de la pre-

ndo practicamente ninguna de
pedadora. o existie P s

sencia de fagos por observacion directa (Williams y Lanning,
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9.2.2.- Bstado del bacteriéfago en el suelo.

Los fagos pueden encontrarse en el suelo formando asociaciones

virulentas o lisogénicas con su hospedador.

Aunque no hay claras evidencias de ello, con frecuencia se han

aislado fagos capaces de lisogenizar distintos hospedadores "in

vitro", que originan placas turbias y a partir de las cuales se pueden
aislar clones bacterianos lisogénicos resistentes a dicho fago. Esto
apunta hacia la posibilidad o capacidad del bacteriéfago para formar
asociaciones lisogénicas en el suelo (Dowding y Hopwood, 1973).

Sin embargo, no existen razones para dudar de la presencia de
fagos virulentos libres en el suelo, ya que la mayoria de los aislados
son virulentos "in vitro", mostrando en muchos casos actividad frente
a distintas bacterias de un mismo género, lo que supone una considera-
ble ventaja para los fagos virulentos en su habitat natural. Lo com-
trario ocurre con fagos atenuados, que suelen tener un espectro de ac-

tividad mas reducido (Stuttard y Dwyer, 1981).

9.2.2.1.- Factores que influyen en la estabilidad de las parti-

culas fagicas en el suelo.

Los bacteriofagos deben permanecer durante periodos prolongados
de tiempo coOmoO viriones libres, sometidos a las fluctuaciones de los
factores ambient-les. Se ha observado que los fagos virulentos se

adaptan con mayor facilidad a las condiciaones ambientales que los fa-

gos atenuados.
Entre los factores que pueden influir sobre los bacteriofagos

se han estudiado con mayor O penor profundidad el uso de suelos esté-

riles o no, los coloides presentes en el suelo, el pH y, poc@ se cono-

i
ce sobre la influencia que pudieran ejercer otros factores. Asi a

perdida de estabilidad parece mayor en suelos 10 estériles que en sue-

; -
los estériles, aunque en un estudio realizado con 1agos de Streptomy

elos,
ces, éstos mostraron una estabilidad cimilar en ambos tipos de su

' manas (Man=
sucediendo la {nactivacion total en un periodo de cinco se

chester, 1986) .
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Por otro lado, las experiencias realizadas "in vitro" en el la-

boratorio pueden conllevar algun tipa de error, pues los fagos en el

suelo nc se comportarian exactamente igual, ya que se adsorben con re-
lativa facilidad a particulas colridales en sus habitats naturales
(Reanney y Marsh, 1973). Esta adsorcién puede inducir tanto a la pro-
tecciéon como a la inactivacién del fago. En general, parece ser que
los fagos pierden su actividad durante el proceso de elucién necesario
para la obtenciéon del fago libre una vez adsorbido sobre un sustrato
solido (caolin, montmorillonita, etc.) y sustituidos después o no por
distintos cationes (Sykes y Williams, 1978).

En cuanto al pH, los limites extremos de viabilidad parecen en-
contrarse entre los valores de 4 y 8. Se han observado diferencias de
pH entre la superficie de los coloides y el suelo. Las fagos adsorbi-
dos a coloides encuentran un pH mas bajo que el del suelo (masa 1li-
bre), lo que tiene gran importancia en suelos moderadamente acidos
(Sykes y col., 1981).

La informaciéon sobre el efecto de la temperatura em suelos es
muy limitada. La maycria de los fagos de suelo probablemente se inac-
tivan a altas temperaturas, que rerotamente aparecen en estos ambien-
tes. Asi, Williams y Lanning (1984), estudiando la estabilidad de un
fago de un estreptomiceto, e incubando a temperaturas que iban desde 5
a 40°C, encontro las mayores supervivencias a bajas temperaturas y una
total inactivaciéon a 40°C. Sin embargo, una mayor tolerancia a la tem-
peratura se mostraba para los fagos de bacterias termofilas como Ther-
moactinomyces, Micropolyspora (Kurup y Heinzen, 1978), y Bacillus
stearothermophilus (Saunders y Campbell, 1966).

g.2.2.2.- Factores que influyen en la replicacién.

Para que un fago pueda replicarse en el suelp necesita encon”

. activo.
trarse, adsorberse e infectar a un hospedador metabolicamente

y : nar un
Como consecuencia, la distribucién de nsitios" capaces de origl

: de suma importancia.
to bacteriano activo son
gz e coloidales pueden

trato
yn del fa o-bacteria a Sus
e i . ede, el desarrollo

&suc
favorecer este encuentro fortuito. Cuando ésto
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del fago dependera de la influencia de los factores ambientales en las

distintas fases del ciclo de multiplicacioén.

Entre estos factores podemas citar los siguientes:

1.- Disponibilidad de hospedadores activos.

La mayoria de los suelos presentan propiedades oligotréficas
para microorganismos quimicorganotrofos y cuando se determina la ciné-
tica global de crecimiento aparecen tiempos de generacién muy largos.
Sin embargo, lc que parece suceder es la aparicién de periodos cortos
intermitentes de crecimiento relativamente rapido seguidos de letargo,
mas que periodos prolongados de crecimiento extremadamente lentos (Pa-
rinkina, 1973).

Tanbién, el aporte de energia, en forma de materia organica,
sucede en el suelo de manera discontinua, tantoc en el espacio como en
el tiempo. Por ejemplo, el numero de bacterias por peso seco de suelo
es mucho mas elevado en raices cuyos arboles se encuentran en plena (0
al inicio) caida de la hoja, y no parece que exista en el suelo de
forma continuada una biomasa activa. Este comportamiento de las bacte-
rias en el suelo (si se acepta) tiene una serie de comsecuencias para
los fagos (Williams, 1985).

La distribucién de los hospedadores no es al azar v la oportu-
nidad para la infeccién es esporadica, tanto en el tiempo como en el
espacio. Asi, el fago debera mimetizar al hospedador con una rapida
replicacion en periocdos de tiempo rastringidos y mantener en el medio
anbiente un numero suficiente de viriones potencialmente infectivos.

La concentracién de hospedadores activos en un microbabitat

puede incrementar las posibilidades de encuentro en un tiempo reduci-

do. Desgraciadamente, DO existen datos concluyentes sobre la distribu-

cién de fagos Y microhabitats. Sin embargo, lo que si parece es que
licarse y mantener Su estabilidad durante periados

los fagos pueden rep
e las condiciones

de tiempo significativamente largos bajo la mayoria d

anbientales (McLaren, 1973).
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2.- Coloides.

El efecto de la adsorcién a particulas coloidales sobre la in-

feccién y lisis producida por el fago parece ser contradictoria. Asi

para algunos estreptomicetos, la adsorcién a estos sustratos favorece
la interacciéon fago-bacteria en estos microhabitats (Ruddick y Vi-
lliams, 1972), mientras que en E.coli de sedimentos marinos se observé
que quedaba protegida del ataque del fago cuando se adsorbia a montmo-

rillonita y otrcs materiales coloidales (Roper y Marshall, 1974).

3.~ pil.

El efecto del pH se deja notar tanto en el fago como en la
bacteria. Ademas de influir sobre la estabilidad, lo hace también so-
bre la adsorcién, penetracién y replicacién. La etapa mAs sensible a
la acidez es la infeccién o replicacién temprana, mientras que las ul-

timas fases de la replicacién sélo son sensibles a pH extremos (Sykes
y col., 198D1).

4 .- Temperatura.

Aunque solio las temperaturas extremas son las que influyen en
la estabilidad d? los fagos libres, los ciclos de replicacion son mas
sensibles, ya que dependen de la actividad zetabélica del hospedador.

La mayoria de las bacterias del suelo son mesofilas, es decir,
crecen a temperaturas comprendidas entre 25 y 30°C, aunque la tempera-
tura de muchos suelos nO alcancen estos valores.

En colifagos se han descrito tres grupos fisiolégicos segun la
temperatura éptima de replicacioén (Seeley y Primrose, 1980). Sin em-
bargo, ésto no ha podido determinarse en suelos.

En general, la temperatura del suelo es mucho mas baja que la

del 6ptimo para la replicacién, y S€ concluye que la cantidad de fago

esta restringida por las temperaturas predominantes en el habitat.

9.2.3.- Modelo de interacciones fago-bacteria.

Poblacién dinamica.

Intrinsecanente, la abundancia de una especie queda deterninada

por los recursos disponibles para gu crecimiento poblacional. Para el
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fago, el primer recurso es la presencia de un hospedador susceptible.

Por tanto, a priori, las poblaciones bacterianas y sus fagos deben co-
existir a modo de acoplamiento dinamico en el cual las poblaciones
bacterianas estaAn de alguna manera reguladas por la abundancia de fa-
gos, mientras el numero de fagos est4 en funcién de la disponibilidad
del hospedador.

La dinAmica de esta interaccién es un ejemplo claro de la rela-
cién "presa-predador" y deben comentarse cuatro caracteristicas acerca
de esta relacion.

En primer lugar, las poblaciones de fagos deben contener *anto
fagos virulentos como atenuados (Campbell, 1961) y, en ausencia de re-
p duccién permaneceran a modo de "banco" de viriomes con una menor
respuesta al efecto ejercido par los tactores ambientales propios del
ecosistema terrestre,

En segundo lugar, puede que la sensibilidad del hospedador no
sea uniforme; por ejemplo, el grado de adsorcién difiere entre las es-
pecies. En otros casos, como en los actinomicetos, la sensibilidad del
hospedador va a depender de la fase de su ciclo de vida.

En tercer lugar, las poblaciones del hospedador estan reguladas
por la competicion de los recursos abiéticos. La influencia y su sig-
nificado va a depender de la distribucion de estos recursaos en el es-
pacio y en el tiempo. Cuardo hay una renovacién constante de este
recurso, las poblaciones crecerad hasta que se lo permita la cantidad
de dichos recursos. Asi, podran predominar las fases vegetativas o las
fases de resistencia.

En cuarto y Gltimo lugar, el tiempo de generaciéon en bacterias
es muy corto y la respuesta a ul posible aumento de los recursos es

muy rapida. Sin embargo, el tiempo de desarrollo de las formas fila-

mentosas es considerablemente largo, de ahi la duracién de las res-~

puestas a 108 cambios de nutrientes.

Desde el punto de vista ecolégico, la principal cuestion de in-

tabi-
teres es la que determina la abundancia de fagos ¥ el grado de es

lidad en la asociacion fago-bacteria.

a
En el suelo, la distribucién de los recursos es desigual y par

ovacion
un microhabitat determinado €6 ciclica en el tiempo, par la ren
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y agotamiento de recursos o nutrientes.

Asi, la poblacién bacteriana
es heterogenea: a falta de nutrientes se induce la esporulacién. Pero

también existen formas vegetativas recién germinadas y formas filamen-
tosas. Estas dos ultimas permiten la adsorcién del fago y su replica-
cion, lo que dara origen a una liberacién de fagos libres, tras la 1i-
sis, que incrementara el "banco" de viriones. Estos viriones tendran

una probabilidad determinada de encontrar una unidad adsorbible (Nan-
chester, 1986).

Parece ser que el polimorfismo de los fagos estabiliza su abun-
dancia en habitats o ambientes con recursos limitados. Se ha hipoteti-
zado que los fagos atenua..s tienen ventajas sobre los virulentos, ya
que las colonias lisogenicas suponen un ahorro de nutrientes en am-
bientes pobres; ademas, la lisogenia supone una adaptacion para mante-

ner poblaciones a niveles aptos para el mantenimiento del fago (Ste-
wart y Levin, 1984).

9.3.- BEcologia de fagos en aguas dulces.

Debido a que los fagos pueden potencialmente influir en el nu-
mero de bacterias presentes en un ambiente de aéua dulce determinado,
sus interacciones con el hospedador son de interés para entender 1a

ecologia microbiana.

La mayoria de los trabajos realizados sobre ecologia de bacte-
riefagos en aguas dulces estan dirigidos hacia el estudio durante el
tratamiento de aguas de CORSUNd (Havelaa- y Hogeboom, 1983; Shields y

col., 1986). Los estudios realizados para determinar el numero de bac-

teriofagos en aguas residuales y en aguas para consumo se ban 1levado

a cabo mediante el uso del microscopio electronico (Ackermann ¥ Ngu-

yen, 1983). También, se han realizado estudios para determinar <l nu~
mero de bacteriéfagos especificos comad serian aquellos que Se usan co-
ias patégenas que estan presentes en aguas de

das (Grabow y col., 1984; Stetler, 1084) .

mo indicadores de bacter

consumo tratadas Yy nG trata

trientes y la concentraciéon de bac-

mente mas altos qué los encon-

Debido a que el nivel de nu

terias en aguas residuvales soOR general
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trados en aguas duvlces, los niveles de bacterisfagos son también, ge-
L]

neralmente, mas altos. Por tanto, el uso del microscopio electrénico
aplicado para el estudio directo de bacteriéfagos en aguas residuales

no resulta ser practico para la mayoria de los ambientes de agua dulce

(Ackermann y Nguyen, 1983). Algunos de los procedimientos desarrolla-

dos para la obtencién de enterovirus humanos a partir de aguas y de
otras fuentes ambientales no son utiles para la deteccién de fagos en
aguas dulces, ya que los pH extremos que se alcanzan en estos procedi-
mientos tienden a inactivar a los bacteriéfagos y reducir de un modo
considerable la eficiencia de deteccién (Logan y col., 1980; Primrose
y col., 1982; Sabitino y Maier, 1980).

Los procedimientos de adsorcion-elucion que usan filtros carga-
dos positivamente demostraron ser de una gran utilidad para la abten-
cion de una gran variedad de fagos. Estos filtros son capaces de ad-
sorber virus a un pH igual al del ambiente o tras uma ligera ac.difi-
cacion. Los virus adsorbidos se eluyen de los filtros con soluciones
que contengan sales O detergentes (Goyal y col., 1980). En muchos ca-
sos, es suficiente un paso dentro del procedimiento de concentracion

para detectar a los fagos.

la mayoria de los procedimientos para detectar fagos usan la
+¢-cnica de la doble capa, la cual permite la deteccién de fagos via-
bles por su capacidad para formar placas sobre un hospedador suscepti-
ble (Adams, 1959). Havelaar y Hogeboom (1984) encontraron que la con-
centracion de iones calcic y magnesio <1 los medios de cultivo in-
fluian en la sensibilidad del emnsayo en placa. Primrose ¥y col. (1982,

1983) describieron varios procedimientos para hacer los ensayos el

placa especificos para tipos de fagos particulares. Usando indicadores

lago
mixtos fueron capaces de enumerar los fagos presentes en un B

eutrofico.

aa
Las busterias indigenas presentes en un muestra concentrad

la
partir de una muestra de agua dulce pueden desarrollarse mas que

os de fagos. Se podria usar
hospedadora Y dificulta los ernsay
e . ue estos fagos nO

el cloroformo para matar a las pacterias, siempre @
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contuvieran lipidos.

Sin embargo, Kemnedy y col. (1985) encontracon

que senbrando lzs muestras sobre medios selectivos se reducian los

probiemas de contaminacién cuando se usaba E. coli como hospedador.

9.3.1.~ Distribucién de fagos en ambientes de agua dulce.

En la mayoria de los estudios sobre la distribucién de fagos en
anbientes de agua dulce se ha usado a E. coli como bacteria hospedado-
ra. Se han aislado col: ‘agos de numercsos ambientes: lagos, rios y
otros tipos de ambientes de agua dulce varias partes del mundo, en-
contrandose cifras de hasta 10® narticulas por litro.

Para comprender el papel de los bacteriéfagos en la ecologia de
los ambientes de agua du.-e se requerira, como minimo, el conocimiento
del numero de bacterias in¢ ‘iduales y sus fagos. Logan y col. (1980,
Primrose y Day < 1977) y Seeley y col. (1979) obtuvieron fagos activos
frente a Aeromonas hydrophila en varias muestras de agua de rio, a una
concentracion de 10° UFP/L. No se determino la cantidad del hospeda-
dor, pero puede servir como indicador del nivel trofico de estos am-
bientes. Primrose y Day (1977) tambieén obtuvieron fagos activos frente
a Pseudomonac aeruginosa. Este microurganismo es capuz de metabolizar
una auplia variedad de compuestos organicos y est4 ampliamente distri-
tuida en ambientes naturales. Las variaciones en el numero de bacte-
rias y sus fagos durante cambios de los niveles nutricionales de las
: .5 dulces por la polucion humana o cambios naiurales en los niveles
de nutrientes pueden ser también un modelo util para estudiar la rela-

cion fagn-hospedador bajo condiciones paturales.

9.3.1.1.- Factores que influyen en la supervivencia y multipli-

cacién de fagos en aguas dulces.

La supervivencia de los bacteriofagos en aguas dulces sé ha ess

. cubada
tudiado usando agua de manantial sembrada com bacteriofagos e in

9 : ervi-
bajo condiciones de laboratorio "in situ" usando camaras dc¢ Sup

)
vencia (Scheuerman ¥ col., 1967; Yates ¥ col., 1985
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Fiemi (1976) estudié¢ la supervivencia del fago T7 en diferentes

tipos de aguas incluyendo rio, pantano y lago, y concluyc que la tem-

peratura de incubacion y el tipo de agua influia en la supervivencia
del fago.

Yates y col. (1985) encontraron que la supervivencia de los vi-

rus no estaba correlacionada con el pH, concentracién de nitratos,

turbidez, etc. de las muestras de agua de manatiales obtenidas. Estos
autores encontraron que ia temperatura de incubacion era la 4nica va-
riable correlacionada con la supervivercia del fago MS2.

Scheuerman y col. (1987) observaron que la velocidad de ;nacti-

vacion del fago MS2 era mas baja que la de su bacteria indicadora.

Basado en estos y otros estudios se ba demostrado que son va-
rios los factocres que influyen sobre el numero y actividades de los
bacteriofagos en agua dulce. .a densidad, tanto de la bacteria hospe-
dadora como de sus fagos, la asociacion de fagos y bacterias con s6li-
dos, la presencia de materia organica, especizlmente de materia orga-
nica que influye en la actividad metabolica de la tacteria hospedado-
ra, luz ultravioleta y luz invisible, temperatura, pH, la comncentra-
cién y tipo de iones y las actividades metabolicas de otros microor-
ganismnos presentes ademas de la bacteria hospedadora, son algunos
ejemplcs. Los efectos de aigunas de estas variables sobre la supervi-
vencia de los fagos Se han estudiado con mayor profundidad bajo condi-

ciones de laboratorio que bajo condiciones naturales.

Poco se conace sobre el efecto ce la luz sobre los fagos en

agua dulce. Se ha vistc que la luz visible puede causar fotooxidacién

(Wellis y Melnick, 1965). Al igual que la luz ultraviocle-
rcana afectan a la union del bacteriofago T7 s0-
e la luz visible,

de los virus
ta, la ultravioleta ce

bre su hospedador (Hartman ¥y Eisenstark, 1981). Aunqu

la ultravioleta ¥y la ultravioleta cercana tienen la capacidad de inac-

tivar o alterar la unién de los 1agoS a las bacterias, no S€ ba deter-

minado el papel que desempefian en ambientes de agua dulce.
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Los acidos humico y fulvico se presentan de un modo natural en

ambientes acuaticos. El acido hamico influye sobre la unién de los en-

terovirus a los microporos de los filtros (Sobsey y Hickey, 1985). El

acido fulvico acompleja a los virus y disminuye su capacidad de adsor-

cien a suelos (Bixby y O°'Brien, 1979). Puesto que los ambientes de

aguas dulces contienen aguas coloreadas con relativamente altas comn-
centraciones de estos dos acidos, podria esperarse que estos compues-
toe influyeran en la unién de los bacteriofagos a los sedimentos y
otros solidos y, posiblemente, a sus bacterias hospedadoras. La pre-
sencia de materia organica puede también influir en el numerv de fagos

variando la velocidad metabolica de las bacterias hospedadoras.

Anderson (1957) encontré que el titulo de fagos producido por
Salmonella typhi en aguas residuales era similar al titule obtenido
cvando se sembraba en medios de laboratorio. la presencia de ciertos
iones metalicos, sobretodo calcic y magnesio, influian en la produc-
ciéon de fagos bajo las condiciones de laboratorio (Havelaar y Hoge-
boom, 1983). La concentracion y naturaleza de los iones también in-
fluia sobre la adsorcién a los microporos de los filtros. Basandose en
los estudios de laboratorio, podria esperarse que los iones influyeran

en la adsorcion de los fagos a solidos y en la replicacién.

Ademas de la materia organica y de los iones inorganicos, el pH
también influye en la adsorciéon de los bacteriéfagos (Gerba, 1984),

aunque no se han realizado estudios sobre la influencia del pH en la

distribucion de bacteriofagos.

Las concentraciones de bacteriofago. y de pacterias hospedado-

ras won factores importantes en la ecologia de 1agos en ambientes de

aguas dulces. A bajos niveles de pacterias hospedadoras, la probabili-

dad de un fago para encontrar a su hospedador es reducida y puede que

eccién productiva. Anderson (1957) concluyé que la
racién de la bacte-

no ocurra una inf

i ent
replicacion del fago no podia gcurrir si la comnc

ria hospedadora (Salmonella typhi) era inferior a 3x10¢ particulas por
no se podia datec~

mililitro. A concentraciones mAs bajas de bacteria,

tar la multiplicecion del fago.
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Los estudios realizados sobre el efecto de la temperatura en la

adsorcién y en la replicacién del bacteriéfago conducen a resultados

interesantes. Anderson (1957) encontré que los titulos mis altos de

bacterisfagos se producian cuando se incubabs Salmonella typhi a

38,5°C, mientras que no se producian fagos si se incubaba a temperatu-
ra ambiente, 18-20°C.

Seeley y Primrose ¢(i¥82) indicaron que los hacteriéfagos podian
clasificarse por el efecto de la temperatura sobre la eficiencia de la
siembra en placa. Estos autores encontraron tres tipos de colifagos:
colifagos LT, cuyo optimo de temperaturqﬁstnba por debajo de 30°C, co-
lifagos MT, con un rango cumprendido eﬂtre 15 y 42°C y, colifagos HT,
en el rangn de 25-42° o 30-45°. Las heces humanas contenian mayorita-
riamente HT y MT, pero no LT. Las aguas residuales contenian tipos MT
y LT. Por el :ontrario, las aguas del rio Swift en Inglaterra conte-
nian pocos fagos del tipo KT y un gran porcentaje de fagos LT. Cuando
se uso Aercmonas hydrophila como bacteria hospedadora, solo se aisla-
ron fagos LT. Estos resultados sugerian que los bacteriéfagos indige-
nas en ambientes de aguas dulces eran capaces de replicarse a tenpera-
turas proximas a las del agua. Por el contrario, los fagos introduci-
dos con la polucién fec;l no podian replicarse 2 ias hajas temperatu-

ras encontradas en algunos ambientes.

Cuando se autoclavaba agua de lago o un agua residual y se afia-
dia c<on posterioridad un bacteriéfago, se observaba poca 0 ninguna
inactivacion del fago adicionado tras un periodo de 30 dias (Viggins ¥
Alexander, 19895). En cambio, el titulo del fago en las mismas muestras

no esterilizadas, descendia a menos de un 0,1% de los valores inicia-

les en un periodo de tiempo analogo. Estos resultados sugieren gue la

actividad de los microorganismos indigenas era la responsable de la

inactivacion observada en lag muestras no esterilizadas.
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9.4.- Ecologia de bacteriéfagos marinos.

9.4.1.- Introduccién histérica.

Poco después de la deteccién de los bacteriéfagos por d'Herelle

(1917), numerosos autores, usando bacterias entéricas como hospadado-

ras, aislaron fagos a partir de aguas cercanas a la costa (ZoBell,

1946). Utilizando estas bacterias no podian detectarse en zonas mas

alejadas a la costa, por lo que los autores concluyeron explicando que

los fagos que se obtuvieron en aguas costeras no eran indigenas del am-
biente marino, sino que se transportaban al agua de mar mediante rios o
aguae residuales.

Sin especificar la bacteria hospedadora, ZoBell (1946) detectd,
con dificultad, la presencia de bacteriofagos en aguas a lo largo de la
costa californiana. La baja frecuemcia con la que se aislaban y el bajo
numero obtenido en los aislamientos que pudieron realizarse, indicavan
que los bacteriofagos estaban en bajas concentraciones y aparecian sdlo
esporadicamente. Ademas, en ningun caso detecté fagos en aguas alejadas
de la costa. De los resultados obtenidos, ZoBell concluyé que, ya que
los bacteriofagos se encuentran generalmente asociados a un numero ele-
vado de bacterias en multiplicacien, y puesto que en el ambiente ocea-
nico las bacterias se encuentran muy esparcidas, los fagos no pueden
encontrar a su hospedador y, coma consecuencia, no se podré detectar su
actividad.

Kriss y Rukina (1947) estudiaron la formacién de placas sobre
bacterias aisladas de aguas y sedimentos del Mar Negro. Sus hallazgos,
sin embargo, no se aceptaron como una demostracion de bacteriofagos ma-
ijeron ningun inteato de aislar el principiu cau-

rinos, ya que no hic

sante de la lisis (Spencer, 1060; Wiebe y Listonm, 1968). Con posterio-

ridad, ~.riss, en 1963, detecto la presencia de fagos, aunque la bac-

teris aospedadora usada no era tipicamente marina.

En 1954 se describié um nuevo sistema fago-hospedador marino cu-

ptracien de un 3% de ClNa para el cre-

o hospedador precisaba una conce ’
y {slé de ciénago en la Bahia de San

cimiento éptimo. Este sistema &€ 2

Francisco, um ambiente estuarino (Smith y Krueger, 1954 ).
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La existencia de bacteriofagos marinos indigenas se demostré fi-

nalmente de la mano de Spencer(1955), quien estudié el aislamiento de

un fago litico pera una bacteria luminosa marina a partir de una mues-
tra de agua de mar tomada a diez millas de la costa escocesa en el MNar

del Norte. Este bacteriéfago podia lisar a su hospedador en un medio

qQue contenia 0,5% de ClNa, aunque pudia hacerlo también a concentra-

ciones de 2-3% de la misma sal. Asimismo, la lisis tenia lugar cuando
se empleaba un medio a base de agua de mar y se incubaba a 0°C.

No obstante, el hallazgo de un bacteriéfago marino no generé um
apreciable interés y, la siguiente publicacién acerca de este tépico no
aparecio hasta 1960, precisamente por el mismo Spencer. Aunque el nune-
ro de publicaciones basadas er estudios sobrz fagos marinos ha aumenta-

do considerablemente. se trata aun de un ambiente poco explorado.

9.4.2.- Definicién de bacteriéfagos marinos.

Atendiendo a la naturaleza parasita de los virus, no se puede
dar upa definicion de bacteriéfagos marinos sin tener en cuenta a la
bacteria hospedadora, y asi se hablara siempre de sistemas fago-hospe-
dador. Ambas partes de dicho sistema dependeran de los factores tipicos
de ambientes marincs, afectandolos con distintos grados de intensidad.
rales factoras no van a afectar al fago solo en su adsorcién, infeccion
y replicacion, sino que afectaran también a su estabilidad en el estado
libre.

Basandose en lo que generalmente se acepta como bacteria marina,
apartada de las especies terrestres, Spencer (1955) definié a los bac-
terisfagos marinos como aquellos cuya capacidad de reproduccién y esta-
bilidad dependian de la salinidad y de la temperatura queé generalmente
ce encontraban en estos habitats. Ademas, la tolerancia al calor debia
ser mAs baja que la obsservada en bacteriofagos terrestres, los cuales

no suelen estar expuestos a 60°C o mas durante cortos pericdos de tiem

po (10-30 min.).

El primer fago aislado por Spencer (195%),
rfectamente en esta definicién. Sin embargo,

encontré que loe de origen

que se inactivaba en

15 min. a 45°C, encajata pe

con otros fagoe aislados con posterioridad.
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marino diferian enormemente en cuanto a su tolerancia al calor (Spen-

cer, 19 ;
, 1963). Uno de estos fagos no se inactivaba totalmente durante 60

min.

a 65°C. También observo que la semsibilidad a disolventes organi-

cos era un medio para distinguir los fagos marinos de los terrestres.
De mayor importancia, tanto fisiolégica como ecolégica, fueron sus ha-
llazgos concernientes al impacto del ambiente iénico sobre la estabili-

dad e infectividad de los fagns ensayados (Spencer, 1963).

9.4.3.- Aparicién de bacteriéfagos marinos.

A partir de la informacion disponible puede concluirse que los
bacteri¢fagos marinos estan presentes en aguas marinas y en sedimentos
que soportan la vida bacteriana. Como, ein embargo, los fagos narinos
parecen estar a muy bajas concentraciones, Su deteccién depende de mé-
todos que, aunque disponibles, pudieran ejercer un injustificado es-
fuerzo. La i ita de metodos apropiados para el aislaniento de sistemas
fago-hospe 1aur marinos de ambientes poco habitados por poblaciones
bacterianas es una razon que explica, en parte, la falta de conocimien-

to dentro de este area.

9.4.3.1,- Cifras de bacteriéfagos marinas.

Casi no existe informacién sobre el numero de particulas de fa-
gos en agua de mar, y apenas nada en lo que respecta a sedimentos ma-
rinos. Tal iunformacion se obtiene mediante la siembra directa de uma
muestra o aplicando el método del numero mas probable. Algunos investi-

gadores han intentado, aunque {nsatisfactoriamente, aiglar fagos Ppor

metodos directos, Y otros, que si lograron aislarlos, no publicaron sue

resultados.
Spencer (1960) encontre cuatro tipos diferentes ce
formadoras de placas por

fagos en cOD~

centraciones Aque ipan desde 1 a 100 unidades
a del Mar del Norte colectada a diez millas de la
ca de Helgoland, en el

10 mililitros de agu

costa escccesa. En muestras de agua de mar cer

Mar del Norte también, Moebus observe entre 1 ¥
s de bacterias aisladas,

3 UFP por ml. activos

o identifica~
sobre cinco tipos diferente pero n

Contrastanda a estos resultados, Ahrens

das (datos nO publicados).
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(1971), en el Mar Baltico, encontré alrededor de 25.000 y 36.000 UFP
por ml. con dos cepas hospedadoras de Agrobacterium stellatum.

9.4.3.2.- Distribucién de los bacterisfagos marinos.

La mayor parte de la informacién sobre la presencia de bacteris-

fagos en ambientes marinos estd basada en el aislamiento via emnriqueci-

miento de los cultivos. Las muestras se tratan de algun modo para redu-
cir el numero de bacterias que colonizan este habitat de forma natural,
para posteriormente inocularlas con una alta cifra de presuntivas bac-
terias hospedadoras. Las bacterias hospedadoras preferentemente se ais-
lan de la misma muestra y deben almacenarse durante algun tiempo a baja
temperatura.

Hidaka (1977) desarrcllé un método, modificado después por Moe-
bus (1980), en el que empleaba basicamente muestras enriquecidas solo
con nutrient=s y se incubaban inmediatamente tras su recogida. Las bac-
terias usadas para detectar a lus fagos se aislaban por otro lado a
partir de la misma muestra y antes de su enriquecimiento nutricionmal.
Este ultimo método se emplea aun hoy, pero sélo con nuestras de aguas

oceanicas.

9.4.3.2.1.- Alslamiento a partir de aguas marinas.

Ademas de los estudios realizados por Spencer (1955, 1960) y Ah-
rens (1971) encontramos otros casos descritos de sistemas fago-hospeda-
dor de cuestionable naturaleza marina. Carlucci y Pramer (1960) halla-
ron fagos en una muestra tomada a 200 metros de la costa de FNew Jersey,
usando Serratia marinorubra como hospedador. Como la actividad litica
del tago no dependia de la presencia de agua de mar en loe medios de
cultivo, probablemente por ello no los aceptarcn cOmo fagos marinos.

Stevenson y Albright (1972) aislaron un sistemx fago-haspedadur

L] m-
cuyos hospedadores crecian bien entre 5 y 30°C y pecesitaban sales

rinas pcr encima de 0,25%, lo cual es una baja concentracion salipna. Mo

especificaron los requerimientos respectivos de los fagos.

to-
Espejo ¥ Capelo (1968a) aislaron un fago a partir de un agua

i ado de
mada a una milla de la costa chilena en una bahia con un alto gT

ago, que
polucidn. Los requerimientos para el crecimiento de dicho fago, 9

bien el hos~
conteniz lipidos en 8U estructura, no se determinarcn, si
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pedador precisaba temperzturas por debajo de 30°C y una concentracién
de ClNa similar a la del agua de mar (1968b).

Kakimoto y Nagatomi (1972) describieron seis sistemas fago-hos-
pedador de la Bahia Kinko, en Japon. Atendeniendo a los requerimientos

salinos de los hospedadores, cuatro cepas se clasificaron como marinas
0 baléfilas. Todas ellas eran mAs censibles a la temperatura qLa2 sus
fagos, los cuales sobrevivian a 60°C durante un tiempo que no especiii-
caron.

Hidaka (1971, 1973) describié 20 sistemas fago-hospedador aisla-
dos de muestras tomadas en la Bahia Kagoshima o en el sur de Kyushu, a
50 metros de profundidad. La mayoria de los fagos sobrevivian bien a
50°C durante 30 minutos, y solo cuatro de ellos se inactivaban comple-
tamente con este tratamiento (Hidaka, 1972). Tres de estas ultimas ce-
pas eran sensibles al cloroformo. Para la obtencién de todos los fagcs
se aislaron unas 200 cepas bacterianas, con las que se hicieron un
"screening" de sensibilidad a los fagos.

Aproximadamente 630 bacterias se aislaron de agua de mar y de
sedimentos en el Nar de Arabia por Chaina (1965), de las cuales 10 eran
sensibles a los fagos presentes en las muestras. No quedé especificada
la fuente natural de la cual se obtuvieron los sistemsas fago-hospeda-
dor de aguas o sedimentos. Los fagos permanecian viables durante 30

pin. a 50°C pero perdian su actividad a 60°C durante 2-5 min.

Hidaka y col. (1979) tomaron muestras de agua en 14 estaciones a
varias profundidades alrededor de las islas Ryukyu y determinaron el
rumera de bacterias heterotroficas por mililitro y de aquellas que mas-~
traron sensibilidad a los fagos presentes en la nisma muestra. En aguas
tomadas a 50 metros de profundidad, entre un 10 y un 50% de las bacte-

rias eran sensibles a los fagos. Aunque el numera de microorganismos

heterotrofos era mas O Dmenos cimilar en las muestras tomadas a 50 y a

100 metros, el numero de bacterias sensibles en aguae a 100 metros de

profundidad era mAs bajo. Las muestras a 300 metros producian numeras

mas bajos de heterctrofos, y solo se observaron muy Ppocos sistemas

o 8
fago—hospedadar. El numero de fagos diferentes obtenidos en 250 ml. de

toma-
agua de mar iban de 1 a 16, de 1 a7, yde 1 a 3 en las muestras

das a 50, 100 y 300 metros de profundidad respectivamente.
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Finalmente, aparecen dos estudios que detallan el aislamiento de
sistemas fago-hospadador de ambientes oceanicos abiertos. Hidaka (1977)

tomé agua a cinco profundidades diferentes entre 1 y 300 metros en 13
2staciones en el suroeste del Pacifico.

De las 576 bacterias alsladas
72 eran susceptibles a los fagos. Se encontraron sistemas fago-hospeda-

dor en todas las estaciones hasta 50 metros. A 50 m. encontraron mayor
diversidad de sistemas que en las muestras tomadas a 1 6 3 m. por deba-
jo e la superficie. En siete muestras tomadas a 200 m. sélo encontra-
ren un sistema fago-hospedador, y ninguno en las tomas de agua a 300 m.

Moebus (1980) cclecté agua a 6 m. de profundidad en 48 estacio-
nes entie los bancos de arena del continente europeo y el Mar de los
Sargazos. En 42 de las muestras se encontraron sistemas fago-hospedador
y 258 fagos fueron activos frente a 213 cepas de las 931 ais.adas. Los
detzllados estudios que se hicieron sobre modelos de sensibilidad de
las hacterias frente a los fagos, revelaron que 326 de las 733 cepas
probadas eran sensibles a unc 0 a varios fagos. De las 326 bacterias
sensibles, 250 diferian unas de otras por sus distintos modelos de sen-
sibilidad , mientras que 241 de los 258 fagos se diferenciaban por sus
rangos de hospedador. Casi todas las bacterias se clasificaron como ma-

rinas (Moebus y Nattkemper, 1983).

9.4.3.2.2.- Aislamiento a partir de sedimentos marinos.

Hidaka (1973) aislo un sitema fago-hospedador de lodos de la Ba-
hia de Kagoshima a 230 m. de profundidad, que pmas tarde se describié
con detalle por Hidaka y Shirahama <1974). Viebe Yy Liston (1968) des-
cribieron un sitema fago-hospedador aislado de sedimentus del Pacifico
Norte a 825 m. de profundidad. Johnson (1968) aislé un fago a partir de
sedimentos del Oceano Indico tomados a MAS de 3000 m. de profundidad.

Zachary (1974 examiné muestras de lodos de marismas saladas,

tomadas en la zona entre mareas en varios lugares a lo largo de la cos”

ta este y sur de los Estados Unides, con objeto de detectar fagos acti-

(Bepeckea) natriegens. Aparecian fagos con diversa
nidad excedia de un 8L.

vos frente a Vibrio
morfologia en casi todas las muestras cuya sall

os con detalle y Se observe que diferian conside-

hary 1976, 1978).

ce estudiaron dos fag

rablemete en la sensibilidad a la temperatura (Zac
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Finalmente, debemos mencionar el sistema fago-hospedador aislado

por Keynan y col. (1974), aunque la fuente del fago no se conoce. La

actividad del fago dacrecia un 50% tras la exposicién a 62°C durante 18
minutaos.

9.4.3.2.3.- Infarmacién adicional sobre bacteriofagos marinas.

Recientemente las particulas fagicas y andlogas se han observado
al microscopio electrénico. Johnson y Sieburth (1978) obtuvieron parti-
culae de fagos a partir de estuarios, bancos de arena y de aguas de
oceano abierto, cuya cifra mAs alta se presentaba en aguas de estua-
rios. Torrella y Morita (1979), de sus observaciones hechas en la Bahia
Yaquina, en Oregon, estimaron que podria encontrarse un numero de fagos
del orden de 10° a mas de 10* por ml. dependiendo del lugar de donde se
tomara la muestra. Las observaciones de esta clase no proporcionan in-
formacion de la naturaleza de los fagos.

Delisle y Levin (1969a, 1969b, 1972a, 1972b) estudiaron el ais-
lamiento de fagos activos frente a pseudomonas psicrofilas y las carac-
teristicas de varios sistemas fago-hospedador. Aunque no &e necesitaban
medios de cultivo hechos a base de agua de mar para la propagacién de
la bacteria hospedadora y del fago, habia diferencias entre las pobla-
ciones de fagos dependiendo de su procedencia. En un estudio de Pseudo~
mopnas putrefaciens que incluia a cuatro cepas terrestres y 23 marinas,
40 fagos diferentes lisaban a 14 de las cepas marinas aisladas. Sélo
una de las cepas marinas era susceptible a un fago aislado de aguas re-
siduales.

La atencion se ha centrado, en las ultimas tres décaiis, ed una
bacteria patogena de pescado de consumo humano, Vibrio parabaemolytl-
cus, que aparece abundantemente en aguas proximas a la costa, ricas en
nutrientes, y en los animales que habitan en ellas. Como mostraban PRa-
ross y Liston (1970), Vibrio parahaemolyticus depende de la preseacia

de ClNa en los medios de cultivo pero crece bien tanto a 37 como a 40°C

y por tanto no se incluye como una pacteria indigena marina. Los bacte-

nte a ella se aislaron preferentemente de aguas de

riofagos activaos ire
ntos (Sklarow Y col., 1973). Su tolerancia a la

estuarios y de sedime

6 i
temperatura presentaba una gran diversidad. El fago VO de Nakanishi Yy
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col. «
1966), aislada de una cepa lisogénica de V. parahaemolyticus
L]

permanecia inalterado incluso después de 80 min. a 60°C

9.4.4.- Observaciones ecolégicas sobre los sistemas marinos fago-
hospedador.

Existe un gran interes sobre el papel ecolégico de los bacterio-

fagos relacionado con su impacto en poblaciones bacterianas, bien por

la reducciéon, debida a la lisis, del numero de células sensibles, o
bien por transferencia del material genético de unas células a otras.
No hay informacién en este aspecto en cuanto a fagos marinos. La falta
de conocimiento en este campo es facilmente comprensible: debido a la
baja concentracién en los ambientes marinos de fagos que atacam a bac-
terias especificas parece imposible trazar el desarrollo de los siste-
mas fago-hcspedador en sus habitats naturales, incluso bajo condiciones
favorables. Asi, Ahrens (1971) determiné las fluctuaciones estacionales
en el numeru de agrobacterias y sus fagos en una caleta en Kiel. Mien-
tras que durante el primer medio afio s« encontrarcn relativamente bajas
cifras de unidades formadoras de colonias (UFC) y unidades formadoras
de placas (UFP) por mililitro, se observé un sustancial incremento en
UFC por ml. en el mes de Agosto, seguido de fluctuaciones pronunciadas
desde Septiembre a Noviembre. Al mismo tiempo, aparecio un brusco
aumentc en el numera de UFP, que permanecian durante varias semanas en
Agosto Yy Septiembre. En la segunda mitad de Septiembre se observo un
considerable aumento tanto en el numero de UFC como en UFP. La comclu-
sion definitiva que se obtuvo a raiz de estos resultados era que el in-

cremento en la concentracién de bacterias sensibles era una precondi-

cion para el crecimiento de ' Tnblacion del fago. Para establecer este

razonamiento, Ahrens (1971) se baso en el hecho de gque siempre encontrd

numeros mAs bajos de fagos que de bacterias sensibles.

El hecho conocido de que la infeccién de bacterias sensibles con

fagos virulentos resulta en la eliminacion de las células infectadas ¥y

debe también aplicarse a los am-

en la produccion de progenies viricas,
la cuestion sobre

bientes marinos. Sin embargo, lras esta generalidad,
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1
a ecologia de sistemas marinos fago-hospedador permanece aun incontes-

tada, llevandonos a hacernos las siguientes cuestiones: durante cuanto

tiempo pueden estar las particulas de fagos libres bajo condiciones na-
turales, en qué fase de su metabolismo debe encontrarse una célula hos-
pedadora para que pueda ser infectada y producir nuevos viriones, que
cantidad de viriones se producen de modo natural y cémo pueden aplicar-
se los resultados obtenidos en laboratorio a lo que realmente ocurre en

la naturaleza.

Comp mostramos a continuacién, el conocimiento recopilado hasta

el momento sobre estas cuestiones es bastante escaso.

9.4.4.1.- El ambiente ismnico.

Por definicién, vimos que los fagos marinos dependian de las ca-
racteristicas de salinidad de su habitat natural. En la mayoria de las
investigaciones realizadas con sistemas marinos fago-hospedador, los
requerimientos iénicos se determinaban mediante el uso de mediocs de
cultivo preparados con agua de mar natural o artificial. En algunos ca=
sos, las sales de mar se reemplazaban por Cl¥a (Smith y Krueger, 1954;

Spencer, 1955).

9.4.4.1.1.- El ambiente ionico y la actividad litica de los bac-
teriofagos.

Trabajando con dos fagos diferentes, Spencer (1963) encontro que
la capacidad de lisar a sué hospedadores dependia de la concentracién
de Mg?*, ademas de la de Na*. Para un fago, la proporcion entre ambos
iones era critica, mientras que en el otro, ne. Con el sistema fago~

hospedador aislado por WViebe ¥ List .~ (1968), la lisis tenia lugar en

un caldo con agua de mar a 10 v 32°C, ¥ s6lo a 10°C en un medio que

contuviera 0,05 N de Mg?* adicionado a 0,085 M de Na*, siendo ésta ul-

tima la minima concentracion a la cual el hospedador era capaz de cre-

1
Poca lisis se detectaba si el Mg* se reemplazaba por 0,01 de Ca*".
n en qué paso (adsorcion,

cer.

Sin embargo, estos experinmentos no demuestra

ln_
infeccién © replicacion) ds los que conducen a la 1isis bacterian2

fluyen las condiciones ionicas del medio.




9.4.4.1.2.- El ambiente ionico y la adsorcién del fago sobre sus
celulas "hospedadoras.

Varios investigadores han estudiado la velocidad de adsorcién de

los fagos (Hidaka y Ichida, 1976; Johnson, 1968; Kakimoto y Nagatomi,
1972), pero la influencia de los iones sobre la adsorcién sélo se ha

investigado en dos ocasiones. El fago aislado por Keynan y col. (1974)

se adsorbia casi igual (090%) en 10 min. €~ agua de mar, agua destila-

da, en un 3% de ClNa, y en un 3% de ClNa mie 15 nM de Mg* + Ca*. Za-
chary (1976) ensayé dos fagos en un medio nutritivo con cuatro sales en
el que variaba la concentracién de Cl¥a entre un 0,06 a 0,41 X. El fago
nt-6 se adsorbia menos de un 30% durante 20 min. a las . acentraciones
ensayadas, mientras que el fago nt-1 mostraba una fuerte dependencia de
la concentracion de ClFa. Sélo un 8% del fago se adsorbia a una concen-
tracion 0,06 N en contraste con mhs de un 80% de adsorcién observada a
0,16 y a 0,25 ¥ de ClNa. Con este 41timo fago también se observe que la
adicion de ClK al medio compensaba la falta de ClNa, debido a la osmo-
laridad.

g.4.4.1.3.- El ambiente iénico y la replicacion del bacteriofago.

Zachary (1976) también investigé .a influencia de la concentra-
cién de ClNa sovre la produccion de fagos, empleando el medio nutritivo
con cuatro sales en experiencias de multiplicecién de un s6lo paso. Con
el fago nt-1 se observe un incremento del numero de fagos producidos
por celula infectada desde 12 hasta mas de 500 cuando la concentracion
de ClNa se incrementaba desde 0,06 hasta 0,25 ¥ 0,41 N. El periodo de
latencia decrecia desde 90 min. a 0,06 M de ClNa hasta 45 min. a 0,25 M

de ClNa y sudia nuevamente hasta 50 a concentraciones mas altas. Con el

fago nt-6, la maxima produccion de fagos a partir de cada celula infec-
y 0,16 X, mientras

tada era de 600 a concentraciones de ClNa de 0,13

que las bajas eran de 300 y 311 con 0,06 X y con 0,41 M respectivamen=

te. El periodo de latencia de este fago decrecia desde 90 min. a 0,06 N

be en-
hasta 60 min. a las concentraciones mhe bajas. Con amuas fagos se
tanto en la

'K podia compensar parcialnmente al Clka,

cantro que el
comp en el periodo de latencia.

cantidad de fagos producidos
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9.4.4.1.4.- El ambiente ionico y la supervivencia de los bacte-
riofagos marinos.

El fago descrito por Keynan y col. (1974) era estable en agua de

mar natural y artificial durante al menos 24 horas a 4°C. En solucisa

de 3, 2, y 1% de CiNa se inactivaba alrededor de um 70, .J) y 90% res-
pectivamente.

La adiciéen de 15 mM de Mg?* mAs Ca?* a las soluciones de

ClNa resultaba en un descenso de la inactivacién a 35, 35, y 86% res-

pectivamente. En agua destilada y en soluciones que contenian 1 o 15 n¥
de Mg* + Ca?*, sin embargo, menoe de un 1% del fago sobrevivia después
de dos horas a 4'C. La funcién protectora del Mg?** y del Ca?**, por tam-
to, dependia de una concentracion suficientemente alta de Na‘.

Las observaciones realizadas por Spencer (1963) eran . .ante
diferentes, aunque sus experiencias se realizaron a 40°C. El fago P/14
permanecia estable a esta temperatura durante al menos 10 min. cuando
se suspendia en agua de mar, pero se inactivaba hasta menos de un 1%
tras este tiempo de expnsicion en agua destilada y en soluciones de
ClNa entre 0,5 y 2,75%. En soluciones con un 3% de ClNa aparecia una
{nactivacion de aproximadamente 0,1% en 2 min. En una solucién que con~
tenia 0,435% de Cl:Mg y 2,75% de Cl¥a, mas de un 10% del 1ago sobrevi-
via despues de 10 min., 7 en presencia de 0,495% o 0,99% de Cl:Mg sola-
mente, )a inactivacion era mucho mas baja que en solucicnes de ClNa.

Hidaka (1972) estudié cinco fagos para comprobar su .afec ividad
tras 24 horas a 5°C en agua destilada, en soluciones de Cl¥a al 0,5y
3%, en medio con cantidades variables de agua de mar artificial y medio
con agua de mar natural. La supervivencia de los cinco fagos era de un
100% en los dos ultimos medios. Uno de los fagos rw Se afectaba pur
ninguno de los otros medios y tres fagos presentaban pérdida de su ac-
tividad, con efecto mas pronunciado en soluciones con 10 0,5% de ClHa.

Sélo un fago se {nactivaba tctalmente en agua destilada y en las solu-

ciones con ClNa.

Zachary (1979 realizo experiencias de supervivencia durante

periodos de tiempo mas prolr gados, 120 dias, y estudio dos fagos en

agua de estuario no tratada, autoclavada ¥ filtrada-esterilizada’ agua

de pantano, agua destilada y dos versiones de su medio que coatiene
]

n 0,06 ¥y 0,16% de ClNa. El1 fago nt-1 sobrevivia a 20°C

cuatro sales CO

a de estuario no

jurante 120 dias en todos estos medios, excepto en agu
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tr
atada (14% de supervivencia después de 10 dias). El fago nt-6 también

se 1

nactivaba rapidamente en agua de estuario no tratada pero, en con-
t 7 L]

raste con el nt-1, se afectaba seriamente en agua destilada (5% de su-

pervivencia después de 30 dias) y en agua de pantano (45% de superiven-
cia despues de 120 dias).

En resumen, los efectos de las condiclones iénicas sobre dife-

rentes fagos varia considerablemente. El MNg?* o el Mg** + Ca?" general-
mente ejercen una influencia positiva sobre la supervivencia y activi-
dad litica de los fagos, mientras que el Na' varia considerablemente.
En el rango de concentraciones ensayadas, el efecta del Na* en la ad-
sorciéen y supervivencia en algunos casos era débil o no afectaba, pero
en otros era muy diferente. Como estas observaciones se hicieron con un
pequefio numero de fagos y una gran variedad de métodos, no puede exten-
derse a lo que ocurriria realmente con los fagos marinos. Deberia estu-

diarse con mas profundidad, incluso simuiando condiciones naturales.

9.4.4.2. - Temperatura.

Los experimzentos sobre la influencia de la temperatura en fagos
marinos se han realizado principalmente a elevadas temperaturas (40°C o
mas) en el intento de establecer las diferencias en cuanto a la sensi-
bilidad al calor entre fagos marinos y fagos no marinos. Al hablar de
los fagos marinos, Vvimos que la mayoria de ellos eran resistentes a
50°C dvrante 30 min., y gran parte estables incluso a temperaturas mas
altas.

El sistema descrito por Jjohnson (1968) es unico en cuanto a la
formacion de placas, las cuales aparecian a 6 y 25°C, pero no 2 30°C,

dependiendo en alto grado de la temperatura a la que habia crecido pre-

viamente el hospedador. Las condiciones optimas seé obtuvie-on cuando el

hospedador crecia a 30°C y se incubaban las placas a 18°C para la for-

macisn de las placas de lisis.
Zachary (1978) estudio dos fagos, determinando que la
odo de latencia estaban fuertemente

cantidad

de fagos en cada progenie Yy el peri
Con el fago nt-1, la cantidad de UFP

{nfluenciados por la temperatura.
a a 115 a 17°C, mientras que

por célula era de 520 a 27°C, y se reduci
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el periodo de latencia se incrementaba de 45 min. a 27'C a 170 min. a

17°6: & q =
C. Con el fago nt-6, la progenie cbtenida por célula de 500 a 27°C

se reducia a 27 a 17°C, pero el periodo de latencia de 55 min. a 27°C
solo aumentaba a 120 a 17°'C. A 10°C el periodo de latencia de ambos fa-

gos era mAs largo de 10 horas.

Moebus (1983) observo marcadas diferencias entre las eficiencias

de la siembra en placa de 39 sistemas marinos incubados a 5, 15 y 25°C

respectivamente. Estos sistemas, aislados del Atlantico Norte en Febre-

ra, producian un mayor numero de placas a 15°C.

4.3.- Presion hidrostatica.

Sélo el sistema aislado por Wiebe y Liston (1968) se estudio ba-
jo la influencia que podian ejercer las variaciones en la presion hi-
drostatica. Sus hallazgos demostraban que la bacteria hospedadora era
capaz de crecer, aunque solo levemente, y propagar al fago a presiones
hidrostaticas incluso mas altas de las que este sistema tenia que SO~

portar en sus condiciones naturales, la cual era de 82,5 atmosferas.

, 4.4.- Anaerobiosis.

El efecto de la anaerobiosis fue estudiado por Zachary (1978
sobre sistemas aislados de sedimentos en marismas saladas, que, excepto
para los pocos centimetros superiiciales, eran anaerobicos. La bacteria
hospedadora, Vibrio natriegens, es una anaerobia facultativa y pndia
propagar a los fagos nt-1l Yy nt-6 anaerobicamente. También se observe

que la produccion de tago era similar bajo ambos tipos de condiciones.

Los estudios mas recientes de pacteriofagos en el ambiente mari-

los realizados coo Desulfovibrio salexigens, una bacteria
1989).

no son
sul fato-reductora con requerimientos salinos (Kamikura ¥ Araki,

El bacteriofago aislado frente a esta bacteria es un mienbro tipico de

la familia Styloviridae (Matthews, 1982).

Como sefialan estos autores, al estar presentes tanto fago como

i eco~
bacteria hospedadora éen aguas de mar, S€ podria estudiar el efecto

; o
logico del bacteriotago sobre la dinamica de la poblacion de las bacte

ue el
rias sulfato-reductoras, teniendo siempre presente el hecho de q
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tiempo que pueden permanecer viables las particulas de fagos en el am-

biente acuatico no esta pertectamente definido (Rodgers y col., 1981)

9.5.~- Bcologia de bacteriéfagos en ambientes extremos.

En el curso de la investigacién de los flagelos de Halobacterium
salinarium al microscopio electrénica, Torsvik y Dundas (1974) observa-
ron particulas de fagos. Las preparaciones que contenian fagos no po-
dian formar placas de lisis al sembrarlas sobre células que se ballaban
en fase exponencial. Los intentos de inducir los cultivos de la bacte-
ria con luz ultravioleta resultaron en curvas normales de muerte sin
una concomitante produccion de fagos.

Fueron nuevamente estos mismos investigadores quienes, estudian-
do cultivos de Halobacterium salinarium cepa 1, encontraron que fre-
cuentemente se infectaban con un fago virulento, el fago Hsl, y apunta-
ban que esta infeccion siempre habia ccurrido desde que fue aisalada la
bacteria (Torsvik y Dundas, 1978).

Los cultivos persistentemente infectados de H. salinarium cepa 1
muestran dcs caracteristicas priicipales: la lisis esporadica de la ma-
yoria de las bacterias, acompafiada por una liberacion masiva de las
particulas del fago, y la capacidad de las bacterias hospedadoras de
formar colonias. Por otrc lado, no se detectaron clones lisogénicos es-
tables (Torsvik y Dundas, 1974, 1978).

La formacion de colonias infectadas con fagos sugerian la exis-
tencia de un estado transportador, en el cual la bacteria infectada po-
dria continuar multiplicandose durante un periodo limitado de tiempo
lisis. La adsorcion de Hsl dependia fuertemente de la con~

antes de la

centracién de ClNa en el medio, disminuyendo conforme aumentaba la con~

centracion. Fago ¥ bacteria precisaban diferentes concentraciones de

ClNa para su éptimo de generacién. El periodo de latencia del fago a

1
elevadas concentraciones calinas era de 2 a 5 veces mas largo que e
tiempo de generacion bacteriana.

La destruccién de las células infectadas estaba fuertemente 1in-

¢ apida-
fluenciada por las concentraciones de ClNa del medio. La lisis rap
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mente aparecia tras la infeccién por el fago en aqu

25 células que se
hallaban en un medio con menos de 4,3 M de ClNa, pero se establecia una

infeccion persistente a concentraciones de ClNa mayores. Este modelo
maximiza la probabilidad de supervivencia de fagos en anbientes donde
varia la concentracion salina, como son aquellos en donde se encuentran
las halobacterias en la naturaleza (Torsvik y Dundas, 1980).

El cambio sufrido desde una infeccién litica en su origem, a
una infeccion persistente, es de gran importancia ecolégica, tanto para
la bacteria como para el fago. Durante el proceso de produccién de sal
en una salina, encontramos, en un principio, umas concentraciones de
sal bajas, las minimas para el crecimiento bacteriano, pero son, en
cambio, las ideales para la supervivencia del fago. Conforme aumenta la
concentracion salina, la bacteria va obteniendo sus condiciones optimas
para el crecimiento, mientras que el fago se ve asi perjudicado. Estas
diferentes condiciones han dado lugar al estabiecimiento del estado
transportador, que protege simultineamente a la bacteria de la lisis

por bacteriofagos y proporciona la perpetuacion del fago.

Vais y col. (1975) describieron al fago Jal activo frente a va-
rias cepas de Halobacterium halobium y Halobacterium cutirubrum y ob-
servaron que el fago precisaba soluciones de alta fuerza iénica para su
supervivencia. En este caso particular, el tiempo de generacion bacte-
riana coincidia con el periodo de latencia del fago. Los requerimientos
salinos eran diferentes para el fago y para el hospedador, y el fago no

precisaba un ambiente tan extremo para Su replicacién.

Pauling (1982) aislé dos halofagos, Hhl y Hh3 procedentes de

salsa de pescado fermentada, activos frente a unas cepas de laboratorio

nor efica-
de ¥. halobium y también frente a H.cutirubrum, aunque con me

cia de multiplicacién (e.0.p.). No consiguié aislar bacterias haléfilas

; opnes que
extremas en las conservas. Ambos fagos eran estables en soluci q

re-
sus hospedadores no podian tolerar. El fago Hhl era extremadamente

§ : la que
sistente a las variaciones de la fuerza iénica de la solucién en q
dia de
ge hallaban suspendidos. La adsorcién para ambos fagos no dependi
diferencia de lo que ocurria con el fago

la concentracion salina, a :
que la influencia de la concentracién de

Hsl. Estos resultados sugerian
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ClNa en la velocidad de adsorcion no podia hacerse extensible al resto
de los halofagos extremos.

Schnabel (1982) describiéo el halofago extremo ¢H, el cuai apare-
cio espontaneamente en un cultivo de H. halobium cepa Rl. gl recordaba

en tamafio y morfologia a los otros dos fagos de Halobacterium Lis cur-

vas de multiplicacién de un solo paso mostraban un eclipse de 5,5 h.,

un periodo de latencia de 7 h. y una progenie virica de 170 particulas
por célula infectada.

Vais y Daniels (1985) realizaron un estudio sobre la flora y fa-
gos de ua estanque de salmuera en distintos periodos en los que habia
fluctuaciones de salinidad. Asi, tomé una muestra A un dia antes de que
cayera un fuerte aguacero, determinando una concentracién de ClHa de
5 M. La muestra B se tomo cuatro dias después del aguacero, cuando ape-
nas se veian trazas de flora bacteriana y la concentracién de cloruros
se habia reducido a 1,3 M. la muestra C se tomé 24 dias mAs tarde,
cuando se habia alcanzado una saturacioén y aparecia una flora halobac-
teriana similar a la primera. Observaron que hahia un sustancial incre-
mento en el numero de fagos tras la destruccién de la primera flora ha-
lobacteriana (muestra B). Mas tarde, después de que el estanque hubiera
reducido su volumen y hubiera vuelto a la saturacien (muestra C), los
fagos presentes tras la destruccién de la primera flora bacteriana ya
no se pudieron aislar. Se observaba una relacion inversa entre densidad

bacteriana y presencia de fagos.

Con posterioridad, Vogelsang-Venke y Oesterhelt (1988) descri-
bieron al fago ¢N, que también aparecia espontaneamente sobre su cepa
hospedadora, H. halobium NRL/JV. La diferencia entre este fago y el an-
terior descrito por Schnabel se encontraba en la endonucleasa de res-

el acido nucléico del fago §N no se podia digerir ni por la
La razén de

triccion:
mayoria de las endonucleasas de restriccion ni por RNAssa.
tré en la metilacién de todas las citosinas en

esta propiedad se encon
ce que tiemne el

el ADN. Por tanto, este es el primer fago que se cono

genoma modificado dentro de las arqueobacterias.
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E
ste halotago extremo retiene infectividad en soluciones de baja

fuerza ionica,incluso en
agua destilada, aun tras un
v au prolongado
de incubacién. : g

El fago ¢ N es el halofago extremo mAs estable descrito hasta

ahora. Su infectividad, tras prolongada exposicién en agua destilada,

indica una integridad fisica o una estabilidad de la estructura del fa-
go por si misma. Puede haber adquirido esta propiedad para asentar su

supervivencia en un ambiente donde hay cambios en las concentraciones
salinas.

Una ventaja especifica de la metilacién del ADN para § N podria
serle atribuida a la siguiente condicién fisiolégica: si se exponian
durante un tiempo prolongado al agua, las particulas de fago podian 1i-
carse eventualmente y el ADN quedaba libre en el ambiente natural. La
posterior digestion con una nucleasa especifica podia prevenirse satis-
factoriamente por la metilacion del genoma, si se comparara con molécu-
las de ADN no modificadas.

10.- Deleya halophila: CARACTER{STICAS.

En zonas proximas a las salinas existe un tipo de habitat de
gran interes ecolégico y raramente estudiado con anterioridad: son los
suelos de elevada salinidad. A lo largo de las investigaciones realiza-
das, se planteo la importancia que tendria el estudio bacteriolégico de
los suelos hipersalinas que acompafian a este tipo de salinas.

Asi, Quesada y col. (1082) realizaron un wscreening® inicial de
la flora total de unas suelos salinos constituidos por los estanques de

una antigua salina, actualmente desecada. El grupo mas abundante y ho-

mogeneo de este habitat fue el de bacilos Gram negativos balefilos mo~

derados. Posteriormente, con este grupo se hizo un estudio taxonémico,

segun el cual, las cepas quedaron asignadas a 1o0s géneros Alcaligenes,

Aclnetobacter, Pseudomonas Y Flavobacterium (Quesada y col., 1983).

El ¢ltimo resultado de esas investigaciones fue la descripcion

organismo haléfilo moderado: Deleya halo-

de una especie nueva de micro
cepas asignadas

phila (Quesada y col., 1084), que incluye parte de las

inicialmente al genero Alcaligenes.
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10.1.- :
1.- Descripcion de Deleya halophila (Quesada y col., 1984).

Las bacterias halofilas moderadas se definen como aquellas que

pueden crecer en un amplio rango de conceatraciones salinas (0,4- 4 X,
que coincide en parte con el mAximo para bacterias no haléfilas (0,6 M

y el minimo para microorganismos haléfilos extremos (1,5 N)
1980; Kushner, 1985).

(Kogut,

Se sabe que estas bacterias tienen requerimientos especificos
para el ion Na®, que no puede ser reemplazado por otras cationes o so-
lutos no ionizables, y también que estos microorganismos e lisan en
soluciones hipotonicas (Kushner, = .). Ademas, el éptimo de la concen-
tracion salina para el crecimientc . ita influenciado por la temperatura
de incubacién y por la composicioe. e nutrientes del medio de cultivo

(Chang y Leung, 1979; Vreeland y Mar.in, 1980).

Deleya halophila, bacteria halefila ioderada y aislada de suelos
hipersalinos (Quesada y col., 1984) es un bacilo Gram negativo ro espo-
rulado, movil por 1-8 flagelos peritricos, aerobio estricto, catalasa y
oxidasa positivo. Se determino que el optimo para el crecimiento de la
cepa tipo (Deleya halophila CCM 3662), a diferentes concentraciones de
sales en un medio complejo era de 7,5% (p/v) de sales marinas totales
(Rodriguez-Valera y col., 1981), incubada a 32°C. Sin embargo, debido a
su fuerte caracter euribalino, era capaz de crecer a concentraciones
salinas entre 2,5% y 25% (p/v), tanto en un medio complejo como en un

medio definido (Ferrer y col., 1987).

Deleya halophila presento un requerimiento especifico ¥y unico

para el iom Na*, que no podia reemplazarse por otros cationes 0O glucosa

(Quesada y col., 1987) .

La muerte de la cepa CCM 3662 a baja concentracién salina estaba

relacionada coOn la temperatura de incubaciéen, y era mayor coniorme

aumentaba la temperatura.
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11.- OBJETIVOS DEL TRABAJO.

Deleya halophila es una nueva especie de bacteria haléfila mode-
rada aislada de sueios hipersalinos de ia provincia de Alicantz. De la

descripcion de la especie por Quesada y col. (1984),

debemos destacar
su fuerte caracter euribalino, que le permite crecer en un margen de

concentracicnes salinas comprendidos entre el 2,5 y el 25% (p/v).

o

Hace un afio observamos que algunas cepas de JDeleya balophila
eran capaces de liberar, %ras induccién con mitomicina C, varticulas de

fagos, e iniciamos el estudio sobre la propiedad de lisogenia de esta

nueva especie.

Junerosos investigadores han estudiadn las caracteristicas de
los fagos activos frente a bacterias halotolerantes, marinas y haléfi-
las extremas, asi como la influencia de los factores ambientales en los
sistemas fago-bacteria. Sin embargo, los estudios realizados scbre fa-
gos activos frente a bacterias halofiles moderadas son practicamente
inexistentes, a excepcion de la descripcion del fagn gF9-11 de Deleya

halophila (Calvo y col., 19€8).

Estableciendo un paralelismo con la definicion de fagos marinos
y fagos halefilos extremos, para poder clasificar a um bacteriofago <0~
mo haisfilo moderado, hemas de considerar el sistema fago-tacteria como

una unidad y definirla como haléefila moderada.

Los fagos aislados de cepas lisogenicas de Deleya halophila cum~

plen el primer requisito, su hospedador es uca pacteria halefila mode-

rada. Por esta razonm, el objetivo que nos planteamos, ¥ siguiendo las

indicaciones de Spencer (1960) para los fagos parinos, fue el determi-

par la influencia de la concentracién gsalina en la replicacién ¥ esta-

i mbios de pH
bilidad de los fagos aislados, asi como el efecto de los ca p

abilidad de los pismos, cifiiéndonos preferente-

mente a valores proximos 2 los imperantes eD el habitat del cual se

para poder asi clasifi

y temperatura en la vi

estos fagos
aielo la bacteria haspedadora. car a g

como halefilos moderados.




MATERIAL Y M&TODOS

1.- CEPAS.

Se han utilizado 35 cepas de Deleya halophila pertenecientes a
1a coleccion de nuestro Departamento, aisladas de unas salinas abando-
nadas preximas a la localidad de Santa Pola (Alicante) (Quesada y col.,
19684) .

2.- MEDIOS DE CULTIVO.

2.1.- Solucién de sales inorganicas totales de Rodriguez-Valera

y col. (1981) al 30% (p/v).

Composicion:

FeCl,. 6H20
Agua destilada ¢.S.P

spluciéon se utilizo un agitador magnético.

pPara facilitar la di
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2.2.- Kedios de cultivo liquidos.

‘om0 medio base para el cultivo de¢ los microorganismos se ha

utilizado el medio MH descrito por Quesacda v col. (1984) cuya composi-
cion base es la siguiente: Extracto de levadura (Difco) 1%, Proteosa-
peptona n°'3 (Difca’ 0,5%, Glucosa 0,1%. Este medio se preparo a las
concentraciones de 0, 2,5, 5, 7,5, 1¢, 15, 20 y 25% de sales inorgani-

cas totales a partir del stock de sales del apartado anterior.

2.3.- Medios de cultivo semisélidos.

Este medio de cultivo se obtuvo afiadiendo agar ((Difco) 2l medio

MH liquido anterior, a una concentracion final del OL.

2.4.- Medios de cultivo solidos.

Al igual que en el apartado anterior, los medios sélidos se 0b-
tuvieron a partir del medio MH liquido mas la adicién de agar, a una

concentracion final del 20%.

3,- ESTUDIO DE LISOGENIA.

3.1, Induccion.

e sales totales se inocularon

o ml de medio MH liquido al 5% d
dio liquido al 5% de la cepa

n cultivo de 18 horas en e

cubaron a 32°C durante 18 horas.
Louis,Mo.’) a upa concen~

,1 ml de u ‘
" A continuacion se

a estudiar y se in

(Sigma Chemical Co. St.

afiadie Mitomicina C : st
tracién finmal de 2.5 wg/m y S8 {ncubaron a 32 C durante 7 ho
r '
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Transcurr
1do este tiempo, se centrifugaron a 4.000 r.p.m durante 30

minu P
tos vy se tiltraron a traves de una membrana Millipore de 0,22 um de
tamafioc de poro.

3.2.- Bstudio de la actividad de los filtrados.

El estudio de la actividad litica se realizé por el método de la
gota (Adams, 19%9).

Sobre una placa de medio MH solido al 5% (p/v) de sales totales,
previapente sembrada, con espatula de vidrio, con un cultivo de 18 ho-
ras en medio liquido de cada una de las cepas reveladoras, se deposita-
ron, con pipeta Pasteur, gotas de los filtrados obtenidos. Se dejarom a
temperatura ambiente durante 30 minutos para que las gotas se secaran y

posteriormente se incubaron a 32°C durante 24 horas.

3.3.- Aislamiento de los bacteriéfagos.

Para llevarlo a cabo, se siguio la técnica de la doble capa
(Adams, 1959).

A 3,5 ml de medio cemisolido ai 5% (p/v) de sales totales se
afiadieron 0,2 ml del filtrado a estudiar y 0,1 ml de un cultivo de 18

horas de la cepa reveladora (a partir de ahora utilizada como cepa pro-

pagadora). Tras agitar la suspensién, se vertié sobre una placa de me-

dio solido al 5% (p/V) de sales totales y se llevé a incubar a 32°C du-

rante 24 horas. En los casos en los que se obtuvo una lisis confluente

se hicieron diluciones con el fin de obtener placas de lisis aisladase.

para aislar el bacterisfago se tomé, com ayuda de una pipeta

pPasteur, una placa de lisis aislada y se introdujo en 1 ml de medio li-

quido al 5% (p/V), manteniéndolo a temperatura ambiente durante 20 mi-

putos. A 3,5 ml de medio semiselido al 5% (p/v) se afiadieron 0,2 ml de

una dilucion adecuada de esta suspeneion, a fin de obtener placas de
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lisis ais {
ladas, mas VU,< ml de un cultivo de 1 horas en medo liquido de

la ¢ :
epa propagadora, y se vertin sobre una placa de medio solido, incu-

banioc a J32°'C durante 18 horas. Para asegurar un buen aislamiento, y si-

guiendo la metodologia de Adams (1959), se repitic la operacion tres

veces consecutivas,

3.4.- Obtenciéon de las suspensiones ‘e fagos de alto titulio.

3.4.1.- Nétodo de la doble capa.

Se selecciono la dilucién adecuada de las suspensiones de fagos
con el fin de obtener una lisis semiconfluente.

A 2,5 ml de medio semisélido al 5% (p/v) de sales totales se
afiadieron 0,2 ml de un cultivo de 18 horas en medio li yuido de la cepa
propagadora, mas 0,1 ml de la suspension de fago. Tras agitarlo, se
vertic sobre una placa de medio solido.

Tras 18 horas de incubacion, se afiadieron a cada placa 10 nl de
medio liquido, manteniéndolo 30 minutos a temperatura ambiante. Con

ayuda de umn2 espatula de vidrio se recuperé la capa de agar semisélido,

que llevaba incorporados el fago ¥ la bacteria. Se centrifugo a 4.000

r.p.m. durante 30 minutos. El sobrenadante se filtro a través de un

fil1tro Millipore de 0,22 pm. de tamafio de poro.

3.4.2.- Propagacién en medio liquido.

A 10 ml de medio 1iquido ai 5% en cales se le adicionaron 0,2 ml

de un cultivo de 18 horas en medio liquido ¥ 0,1 ml de una suspension

del bacteriofago y Se llevé a incubar 18 horas a 32°C.

0
Transcurrido este tie n. durante 3

mpo Sse centrifuge a 4.000 r.p.

minutos. El sobrenadante se £i1trée a través de una membrana Millipore

de 0,22 pm de tamatio de poro.
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3.9.- Titulacion de las suspensicnes de fagos

El titulo de las suspensiones de 1agos se expreso en unidades

tormadoras de placas por mililitro (UFP/ml). Para su determinacién se
hicieron diluciones decimales y se depositaron 0,05 ml de cada una de
las diluciones sobre una placa de medio solido, previamente sembradas

con la cepa reveladora y se incubéo a 32°C durante 18 horas.

4.- CARACTERIZACIGE DE LOS BACTERIOFAGOS.
4.1.- Bspectro de actividad de los bacteriéfagos.

El espectro de actividai se determino por tests cualitativos de-
positando gotas sobre placas sembradas con las cepas de Deleya halophi-
la asi como a otras ~species haléfilas moderadas y marinas, usando
stocks de fagos que cu:tenian aproximadamente 10® UFP/ml.

Para ello, sobre una placa de MH solido al 5% (p/v), previamente
cembrada con un cultivo de 18 horas en MH liquido de la cepa a estu-
diar, se lepositaron 0,05 nl de cada uno de los filtrados. Las placas

ce llevarcn a incubar a 32°C durante 24 horas.

4.2.- Eficacia de multiplicaciéon frente a las cepas de Deleya
halophila.

Para su estudio se empleo MH solido al 5% (p/v) y se determiné

por el método de la gata.
Sobre placas sembradas con cada una de las cepas que en el estu-

dio anterior se mostraron censibles a cada uno de los fagos, sé deposi-

taron 0,05 ml. de diluciones decimales realizadas a partir de las sus-

pensiones stocks de fagos, dejando secar las gotas antes de llevar las

placas a incubar a 32°C durante 18 horas.

Tras el periodo de {ncubacién se determind el numero de UFP/ml.

sobre cada una de las cepas selec:ionadas.
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4.3. Influencia de la concenmtracion salina del sedio en ia ad-

sorcion.

La influencia de la concentracion de sales se estudic en NH li-

quido. Para ello se seleccionaron 8 concentraciones de sal:. totales

(p/vd: 0, 2,5, 8, 7.5, 10, 15, 20 y 298,

Se siguio la técnica del recuento del numero de fagos no adsor-
bidos descrita por Adams (1959).

A 10 ml de medio liquido de la concentracion a estudiar se a”a-
dieron 0,1 mi de una suspension del fago de alto titulo y se hicieron
diluciones para determinar el numero de fagos en el tubo de adsorciem.
A continuacien se afiadieron 0,1 ml de una suspension bacteriana de 18
horas a una multiplicidad de infeccien de 1, incubandose a 32°C.

Tras 10 minutos de incubacién se afiadieron 0,1 ml de clorofor-
mo,se ag.téo y se dejo reposar hasta que se formaran dos capas. A partir
de la capa acuosa se titulo la suspensién para determinar el numcro de
fagoe no adsorbidos. Los resultados se expresaron en porcentaje de fago

adsorbido.

4.4.- Influencia de ios electrolitos en la adsorcionm.

Para determinar la influencia de los electrolitos se utilizaron

soluciones de sales sin adicion de nutrientes. Se seleccionaron los si-

guientes catiomnes: §a*, K, Ca®*, Mg*, adicionados al medio en forma de

lucion de sales totales, todos ellos a 7 concentra-
es (% p/v): 2,5, 5, 7,9, 10, 15, 20 y 25%.

cloruros, y una so

ciones salinas diferent

La metodologia seguida fue eimilar a la del apartado anterior.

4.5.- Influencia de la concentracién salina en la multiplicacién

de los bacteriéfagos: curvas de multiplicacién de un sélo paso.

El proredimiento para dicha experiencia es similar al descrito

por Kelln y warren (1971).
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Para dicho estudio se uso el medio MH liquido a las siguientes
concentraciones salinas (% p/v): 2,5, 5, 7,5, 10, 15, 20 y 25. Los tu-

bos se mantuvieron a 32°C con el fin de no alterar el metabolismo bac-

teriano debido a las variaciones de temperatura.

A 0,1 ml de una suspension del fago que contenia 10* UFP/ml se
adicionaron 0,9 ml de un cultivo bacteriano de 18 horas, quedando fi-
nalmente a una multiplicidad de infeccién de 0,1, y se incubé a 32°C
durante 5 minutos. Pasado este tiempo, se tomaron 0,1 ml y se adiciona-
ron a un tubo con 10 ml de medio liquido a la concentracién salinma
adecuada, con el fin de detener la adsorciém, y se filtré a través de
una membrana Millipore de 0,22 pum de tamafio de poro para eliminar el
fago no adsorbido.

El filtro se resuspendié en el mismo volumen (10 ml) de la misma
concentracion y a partir de ahi se hicieron las diluciones 1/100 y
1/10.000, obteniéndose asi el primer y segundo tubo de crecimiento res-
pectivamente.

Se tomaron, a intervalos de tiempo determinados, alicuotas de
0,1 ml para hacer los recuentos de UFP/ml.

Una vez preparado el primer tubo de crecimiento, se tomaron 0,5
ml y se pusieron en un tubo al que se adicionaron 0,1 ml de cloroformo,

obteniéndose asi el numero de fagos libres que quedaron adheridos al

filtro.

4.6.- Influencia del pH en la viabilidad de los bacteriéfagos.

Hemos realizado dicho estudio utilizanda MH liquido al 5% (p/V)
de sales totales a 7 valores diferentes de pH: 4, 5, 6, 7, 8 0% 10.

A 5 ml de medio de un determinado valor de pH se adicionaron 0,1

am-
ml de la suspension del bacteriofago y €€ mantuvieron a temperatura

; titu-
biente durante 1 hora. Transcurrido este tiempo &€ procedié a su

lacion para cbtener el numero de particulas viables.
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4.7.-
7.- Efecto de la temperatura en la viabilidad de los bacterié-

fagos.

El efecto de la temperatura se determiné en MH liquido al 5%
(p/v) de sales totales.

Se prepararon varios tubos conteniendo S ml de MH liquido a los
que se afiadieron 0,1 ml de una suspensién del bacteriofago y se incuba-
ron a las temperaturas seleccionadas: ( 4, =5, 32, 37, 50 y 60°C).

A intervalos de tiempa (0 horas, 10 min., 30 min., 1 hora, 3 ho-

ras, 7 horas y 24 horas) se procedié a la titulacién de las suspensio-
nes.

4.8.- Influencia de la concentracién salina en la viabilidad de
los bacteriofagos.

A 5 ml de medio liquido a diferentes concentraciones salinas se
afladieron 0,1 ml de una suspension del bacteriéfago y se mantuvieron a
10°C.

4 intervalos de tiempo (0, 1, 7, 15, 30 y 45 dias) se titularon
las suspensiones para determinar el numero de particulas viables, ex-

presandose los resultados en porcentaje de adsorcién.

Todos los ensayos en placa realizados en cada uno de los aparta-

dos se hicieron par triplicado.

4.9.- Estudio morfolégico.

Los estudios morfolégicos &e realizaron por microscopia electro-

nica.

Se ultracentrifugé umna suspension de fagos a 30,000 r.p.m. du-
ando el sobrenadante y resuspendiendo el "pellet”
fij6 en una reji-

rante 90 minutos, tir

en 1 ml de agua destilada. La suspension del fago se
lla y se realizé tincién npegativa con acetato de uranmilo al 1% (p/v),
a resolucién EN

observandose en un microscopio electrénico de alt

10C/CR.




RESULTADOS

1.- ESTUDIO DE LISOGENIA.

La actividad de cada uno de los filtrados obtenidos tras la im-
duccién con mitomicina C se determino fremte a las 35 cepas de Deleya
halophila, cuyos resultados quedan reflejados en la tabla M

27 de los filtrados imhibian el crecimiento de una o mAs cepas.
Los filtrados procedentes de las cepas F5-4, F6-8, F9-11 y F12-9 eran
activos frente a gran numero de cepas, si bien , no todas presentaban
el mismo tipo de sensibilidad a los bacteriofagos. En cambio, los fil-
trados procedentes de las cepas F6-5, F9-10, F9-12, F10-7, F12-6, G-2,
G-25 y G-26 no presentaron actividad frente a ninguna de las cepas en-
sayadas.

Atendiendo a la gensibilidad a los bacteriofagos, la mayoria de
las cepas eran sensibles a uno o a varios de los filtrados. Las cepas
F5-9, Fe8-8, F12-9, G-2, G-3 y G-5 mostraron sensibilidad a un gran na-
mero de filtrados. Por el contrario, las cepas F1-10, F6-8, F6-10 ¥

F10-8 no mostraron sensibilidad a ningund de ellos.

Los filtrados obtenidos a partir de las cepas F5-9 ¥ F6-6 pre-

sentaron inhibicion frente a esas mismas cepas.

cie Deleya halophila, se~
as F5-4, F9-11 Y F12-9

1ras el estudio de lisogenia en la espe

leccionamos los £i1trados procedentes de las cep

para realizar el aislamiento y la posterior caracterizacion parcial de
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los bacteriofagos responsables de la actividad litica de dichos filtra-
dos.

Dicha seleccién atendia a dos hechos fundamentales;

el primero
de ellos era la gran actividad que presentaban frente a un gran numero

de cepas de la misma especie; el segundo, y mAs importante, su facil
manejabilidad, dado que las placas de lisis que formaban eran observa-
bles a simple vista y sus capacidades y actividades de propagacién eran
estables y reproductibles, lo que no sucedia con lcs filtrados de otras

cepas que también presentaron actividad litica.

Como cepas propagadoras se seleccionaron: la cepa F5-7 para el
filtrado procedente de la cepa F5-4; la G-2 para el filtrado de la ce-pa
F9-11 y la F6-5 para el filtrado procedente de la cepa F12-9. Estas
mismas cepas e usaron como reveladoras y propagadoras para todo el
estudio posterior.

La nomenclatura seguida para ios fagos aislados se corresponde
con el nombre de la cepa precedido de la letra griega §. Asi, al fago
aislado del filtrado procedente de la cepa F5-4 lo hemas denominado
gF5-4. Los tres 1agos aislados en nuestro estudio adoptam, por tanto,
las denominaciones $F5-4, gFo9-11 y sF12-9.

Aunque Deleya halophila tieme Su optimo de crecimiento a una
concentracien del 7,5% (p/v) de sales totales, hemos seleccionado la
concentracion del 5% (p/v) para preparar los medios de cultivo emplea-
dos para el crecimiento de las celulas hospedadoras y para el revelado
de las experiencias. Esta seleccion se debe al hecho de que a la con”
centracion indicada, las placas de lisis eran mAs aparentes Yy facilmen-

te detectables, si bien habia diferencias entre los tipos de placa que

presenta cada uno de los fagos.

Todos producian placas de lisis redondas ¥ turbias, con bordes

paco definidos ¥y generalmente tenian un diametro de 0,5 a 0,8 mm. Ep

y ' X ivas
las placas de cultivo mantenidas durante 2-3 dias a 4'C, las ca

llegaban a ser muy iturbilas ¥ presentaban un halo alrededor de la placa

to.
de lisis, que crecia conforme aumentaba el tiempo de almacenamien

ue
Las placas formadas por gF5-4 eran memnos turbias y de mayor tamafio q

-11, mas
las de los otros dos tagos. En cambio, las producidas Por §F9-1

pequefias, eran extremadamente turbias.
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Por otro lado, se observaba que el estado de humedad de las pla-

cas de medio de cultivo influia sobre el tamafio de las calvas.

Asi,
las placas de lisis eran mas grandes y menos turbias si se usaban me-

dios de cultivo vertidos el dia anterior o si se almacenaban en bolsas
de plastico y a 4°C,

Para facilitar la observacion y recuento de las placas de lisis
hemos usado un cuentacolonias de tondo oscuro.

En la Tabla I los numeros asignados a los filtrados correspon-

den con los de las cepas reveladoras.

lisis confluente con presencia de cultivo secunda-
ria.
lisis confluente
1-50 placas de lisis
. 50-100 placas de lisis
++4: mas de 100 placas de lisis

- : no actividad
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TABLA I.- Actividad de los filtrados obtenidos a par-
tir de las cepas de Deleya halophila.

Filtrados
Cepas re-

veladoras
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Resultados

TABLA I.- (Continuacién). Actividad de los filtrados

obtenidos a partir de las cepas de Deleya
halophila.

Filtrados

Cepas re-
veladoras 17 18
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Resultados

TABLA I.- (Continuacién). Actividad de los

obtenidos a partir de las cepas
balophila.

filtrados
de JDeleya

Filtrados

Cepas re-
veladoras 25 29 30
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2.— CARACTERIZACION DE LOS BACTERIGFAGOS.

2.1.- Espectro de actividad de los fagos frente a las cepas de De’eya

balophila y otras cepas haléfilas monderadas y marinas.
Los resultados obtenidos quedan expresados en la tabla II.

Una vez obtenidas las suspensiones de fagos a titulo elevado, se
determiné la actividad de los mismos sobre diferentes cepas haléfilas
moderadas y marinas, observandose actividad sélo frente a algunas de
las cepas de Deleya halophila, mostrandose el resto de las cepas de es-
pecies relacionadas resistentes a los bacteriofagos.

Ocho cepas se mostraron sensibles a la actividad litica de los
bacteriofagos. §F9-11 era activo frente a estas ocho cepas. ¢F12-9 dio
actividad frente a siete y ¢F5-4 frente a cinco cepas.

Por otra parte, las cepas F5-7, F6-3, F6-5, F8-13 y G-2 presen-

taban sensibilidad a los tres fagos.

En la Tabla II los signos expresan:

actividad de los filtrados

no actividad




TABLA II.- Espectro de actividad de los fagos frente a las cepas

de Deleya halophila y otras cepas haléfilas moderadas

y marinas.

§F5-4 §FO-11 §F12-9
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TABLA II.- <(Continuacioén).

Espectro de actividad de los fagoe
frente a las cepas de Deleya halophila
halefilas moderadas y marinas.

y otras cepas

#F5-4 §F9-11 §F12-9

F12-9

G-2

G-3

G-5

G-22

G-25

G-26

Flavobacterium marinotyplcum
Flavobacterium okeanokoites (NCHB 561)
Flavobacterium halmephilum

Benackea natriegens

Pseudomonas nautica (DSM 504183)
Pssudomonas halvsacharolytica (CCH 2651)
Acinetobacter aguamarinum
Chromobacterium marismortus (ATCC 17056)
Narinococcus halophilus (NRCC 14033)
Nicrococcus halobius (CCN 2571)
Paracoccus halodenitriticans (CCM 286)
vibrio costicola (NCMB 701)

Deleya venusta (NCWB 1979)

Deleya cupida (NCMB 1978)

Deleya pacifica (NCHB 1977)

Deleya marina (ATCC 25374)

Deleya aesta (NCMB 1980)




2.2.- Bficacia de la multiplicacién de los bacteriéfagos frente a las
cepas de Deleya halophila.

Dichos resultados quedan expuestos en la tabla III.

Se ha dado el valor 1 a la actividad del fago sobre aquella cepa
utilizada como propagadora desde su aislamiento.

¢F9-11, propagado sobre la cepa G-2, dié una eficacia de multi-

plicacion sobre F6-3 doble a la obtenida con su cepa propagadora. La

eficacia sobre el resto de las cepas era menor a 1. Sobre la cepa F8-13

no se lograron obtener placas de lisis aisladas.

La mayor eficacia de multiplicacién de §F12-9 se obtuvo sobre su
cepa propagadora. Tampoco se lograron obtener placas de lisis aisladas
cuando se enfrenté a la F8-13 y G-2.

Finalmente, §F5-4 dié una mayor eficacia de multiplicacién sobre
su cepa propagadora y en tres de las cepas sensibles, F6-3, F8-13 y

G-2, no se obtuvieron placas de lisis aisladas.

En la tabla III hemos expresado con CL (lisis confluente) los
casos en los que no se lograron tbtener placas de lisis aisladas, y en-
tre paréntesis se indica la concentracién minima a la que se obtenia

inhibicién del crecimiento.




TABLA III.- Eficacia de multiplicacison de los fagos fremte a las
cepas de Deleya halophila.

0

0 0

1 0.9
CL¢10"®) 2 1.0%x10"*

0.8 2.0x10? 1

0 4.0x10"2 0.9

CL<10-") CLA0™Y CLc1o-m

-1
CL(10®) 1 CL(10™")




2.3.- Influencia de ia concentracion de sales en la adsorcién en me-
dio MH liquido.

Los resultados obtenidos quedan reflejados en la tabla IV.

Se observa que, en general, los fagos presentan un mayor porcen-

taje de adsorcién a concentraciones comprendidas entre 2,5 y 7,.5%

(p/v). En medios sin sales ningun fago presentaba adsorcién. ¢F5-4 pre-
senta un mAximo de adsorcién de un 54% a una concentracién de 5y 7,5%
(p/v). #F9-11 y yF12-9 muestran su maximo de adsorcién, de 45 y 50%
respectivamente, a 2,5 y 5% (p/v). A una concentracién de 5% (p/v) se

observa un minimo de adsorcién de 2% para §F12-9 y sbélo para este fago.

Tabla 1V.- Adsorcién a los 10 min. en medio MH liquido

a diferentes concentraciones.

Concentraciéon (% p/v) de % Adsorcién

sales totales en medio MH ‘ §F9-11 §F12-9




2.4.- Influencia de los electrolitos en la adsorcién.

En las tablas V, VI, VII,

VIII y IX se recogen los result
obtenidos. : -

En solucion de sales totales los tres bacteriéfagos

estudiados
presentaron ur maAximo de adsorcién al 5% (p/v), dando unos

35, 65 y 49% para sF5-4, §F9-11 v ¢F12-9, respectivamente.

valores de

Se observa
que la concentracién de sales totales no afecta de un modo considerable

a la adsorcién de §F5-4, presentando pocos cambios de unas concentra-
ciones a otras. En cambio, si se observan grandes variaciones en el

porcentaje de adsorcién de los fagos gF9-11 y ¢F12-9.

En lo que respecta a la influencia de la concentracién de Na*,
pudo observarse diferencias en cuanto a las concentraciones optimas pa-
ra los diferentes fagoe. Asi, para los fagos §F5-4 y gF12-9, el éptimo
se situo entre el 5 y el 7,5% (p/v), mientras que para el fago §F9-11,

el margen de concentraciones fue was amplio (5 y 15% p/v).

La concentracion de K* influye igualmente en el porcentaje de
adsorcion de los tres fagos. El maximo se nbserve a un 7,5% (p/v), con
un descenso progresivo de adsorcion segun aumentaba o disminuia la con-

centracioén.

5] efecto que ejerce el Ca®* en la adsorcion es variable
dependiendo de la concentracion. De este modo, gF12-9 presenta una ad-
sorcion muy elevada (82-90%) a concentraciones comprendidas entre 2,5 ¥
10% (p/v). #F9-11 se adsorbe entre un 60y 70% a las mismas concentra-

ciones y #F5-4 presenta unas adsorciones mucho mas bajas(32-37%) a con~

centraciones entre 2,5y 7,5% (p/v). Por otro lado, se observé inacti-

vacion total © parcial de los fagos #F9-11 Y ¢4F12-9 a concentraciones

superiores al 15% (p/v) y a partir del 10% para el fago pF5-4.

Finalmente, estudiando la adsorcién en presencia de Mg?*, se ab-

v nes
servaron altos porcentajes de adsorcién en un rango de concentracio

comprendidas entre 2,5 y 15% (p/v).




Resul tados

Tahla V.- Adsorcién a los 10 min. en solucién de sales totales.

Concentracioen (% p/v) de % Adsorcioén

sales totales §F9-11 §F12-9




Resultados

Tabla VI.- Adsorcién a los 10 min. en solucién de Na* a diferen-

tes concentraciones.

Concentracién (% p/v) de % Adsaorcion
Na* pFO-11 gF12-9




Resultados

Tabla VII.- Adsorcién a los 10 min. en solucién de K* & diferen-

tes concentraciones.

Concentracion (% p/v) de % Adsorcién
K* §F5-4 sFO-11 sF12-9




Tabla VIII.- Adsorcién a los 10 min. en solucién de Ca?* a dife-

rentes concentraciones.

Concentracién (% p/v) de % Adsorcion
Ca* #F5-4 §Fo-11 sF12-9




Tabla IX.- Adsorcién a los 10 min. en solucién de Mg?* a dife-

rentes concentraciones.

Concentracion (% p/v) de % Adsorcién
Mg2* gFo-11 $F12-9




Resultados

2.5.- Influencia de la concentracién salina en la multiplicacién de
los bacteriéfagos: curvas de multiplicacién de un sblo pasa.

Las figuras 1, 2 y 3 reflejan la influencia de la concentracién
salina en la multiplicacion de los bacteriofagos.

En las tablas X, XI y XII se han expresado el periodo de latem-
cia, la produccién media de particulas de fagos por célula infectada o

tamafio de la explosién y el periodo de ascenso, todos ellos en funcién
de la concentracion salina.

El fago #F5-4 presenté un ciclo de multiplicacién mas rapido a
una concentracion de 5 y 7,5% (p/v) de sales totales. La mayor produc-
cion se observaba al 7,5% (p/v).

El fago ¢F9-11, mostro su ciclo de multiplicacién mis rapido a
concentraciones bajas, 2,5 y 5% (p/v) y, al contrario, sus mayores pro-
ducciones a concentraciones mas elevadas, de 10 y 15% (p/v).

Finalmente, el fago §F12-9 se multiplicaba mas rapidamente a una
concentracion de 5% (p/v) de sales totales y su produccion era mayor al

7,5% (pIV).




TABLA X.- Estudio de las curvas de multiplicacién de un paso del
fago #F5-4 en medio MH liquido a diferentes concentra-

ciones de sales tatales.

Concentracibn Periodo latencia Tamafio explosion Periodo de subida

(% p/v) tmin,) (UFP/ml,) (min,)




TABLA Xi.- Estudio de las curvas de multiplicacién de un paso

del fago sF9-11 en medio MH liquido a diferemtes con-

centraciones de sales totales.

Concentracion Periodo latencia Tamafio explosién Periodo de subida
(% p/v) (nin,) (UFP/ml,) (nin,)




Resultados

TABLA XII.- Estudio de las curvas de multiplicacién de un paso

del fago ¢F12-9 en medio MH liquido a diferentes con-

centraciones de sales totales.

Concentracidn
(% piv)

Periodo latencia Tamafio explosién Periodo de subida
(min,) (UFP/ml,) (min,)




Resultados

Fig. 1.- Curvas de multiplicacion de un solo paso del fago

§F5-4 en medio MH a diferentes concentraciones.

Fig. 2.- Curvas de multiplicacién de un solo paso del fago

gF9-11 en medio MH a diferentes concentraciones.

Fig. 3.- Curvas de muitiplicacién de um solo paso del fago

¢F12-9 en medio MH a diferentes cancentraciones.

: 2,5% (p/v)

: 5% (p/w)
7,5% (p/V)
10% (p/v)
15% (p/v)
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Resultados

2.6.- Influencia del pH en la viabilidad de los bacterisfagos.

Los resultados obtenidos quedan reflejados en las tablas XIII,
XIV y XV,

A valores de pH comprendidos entre 5 y 10, el titulo de los bac-
teriofagos permanece practicamente invariable. A pH 4, =1 comportamien-
to varia de un fago a otro. Asi, se observa que el porcentaje de super-
vivencia de §F5-4, tras una hora de incubacién, es de 5,2% Un bajo
porcentaje muestra el tago ¢F12-9 y se observa una gran inactivacioén
para ¢F9-11, cuyo porcentaje de supervivencia es inapreciatie.

Para los tagos §F5-4 y gF12-9 el pH optimo era de 7; para el fa-
go #F9-11, el pH optimo era de 6.

TABLA XIII.- Efecto del pH en la supervivencia de §F5-4 tras 1
hora de incubacién en KH liquido al 5% (p/Vv) de sa-

les totales a 32°'C.

UFP/ml % supervivencia

4.4x10°%
3.6x10¢€
3.8x10%
8.4x10%
5.6x10¢
6.0x108
6,2x10°




Resultados

TABLA o=
X1V.- Efecto del pH en la supervivencia de ¢F9-11 tras 1

hora de incubacién en MH liquido al 5% (p/v) de sa-
les totales a 32°C.

% supervivencia

TABLA XV.- Efecto del pH en la supervivencia de §F12-9 tras 1
hora de incubacion en MH liquido al 5% (p/v) de cales

totales a 32°C.

UFP/ml % supervivencia

,0x104 0.13
,0x10¢ 37.5
. 0x10¢ 50
,0x10° 100
. 0x10® 50
,8x10° 47.5
,0x10¢€ 50




Resultados

2.7.- Influencia de la temperatura en la viabilidad de los bacteris-
fagos.

Los resultados se expresan en las tablas XVI, XVII y XVIII.

Los titulos de los bacteriofagos permanecen invariables a tempe-
raturas comprendidas entre 4 y 37°C.

A 50 y a 60°C aparecen curvas de inactivacién de tipo exponen-
cial para los tres fagos, si biem, la velocidad de inactivacion es mu-
cho mayor a 60 que a 50°C.

Cabe resaltar la mayor resistencia mostrada por §F5-4 a tempera-
turas de 50 y 60°C si se compara a la de los otros dos fagos.

Tras 7 horas de incubacién a 50°C, ¢F5-4 permanece con un altc
grado de viabilidad. A 60°C, es capaz de mantenerse viable durante una
hora.

El comportamiento de §F9-11 y gF12-9 es practicamente analogo a
50 y 60°C. A 50°C, se mantienen viables durante 1 hora, ¥ hay una inac-
tivacion total de ambos fagos a las tres horas de incubacion.

A 60°C, muestran actividad tras un periodo de 10 minutos y se

inactivan totalmente a los 30 minutos.




Resultados

TABLA XVI.- Porcentaje de supervivencia de §F5-4 en MH liquido

al 5% (p/v) a diferentes temperaturas y tiempos de
incubacion.

Temperatura ('C)
32 37

100
15 8, 3110°2
12 2,110
8.1110°* 4,8110°°
3,9110°% 0
8,11107® 0

0 0




Resultados

XVII.- Parcentaje de supervivencia de sF9-11 en MH liquido
al 5% (p/v) a diferentes temperaturas y tiempos de

incubacién.

Temperatura (*C)
32 37




Resultados

TABLA XVIII.- Porcentaje de supervivencia de sF12-9 en MH liqui-

do al 5% (p/v) a diferentes temperaturas y tiempos

de incubacion.

Temperatura (°C)
32 37

86

4
2,7110°*
0

0




R~sultados

2.8.- Influencia de ia concentraciéon salina en la viabilidad de los

bacteriofagos.

Los resultados obtenidos quedan reflejados en las tablas XIX, XX
y XXI.

La maxima estabilidad para los fagos aparece en medio MH liquido
a una concentracion de 10% (p/v) en sales totales, si bien, se observan
apreciables diferencias. De este modo, §F12-9 no sufre apenas modifica-
cién en su titulo a los 45 dias, mientras que #F5-4 muestra un 80% de
viabilidad y §F9-11 solo un 42%.

A la concentracion de 7.5% se observa unos porcentajes de viabi-

lidad paralelos a los obtenidos al 10%, aunque ligeramente intferiores.

Frente al resto de las concentraciones cada fago presenta un
comportamiento diferente.

§F5-4 se mantiene estable en soluciones a concentraciones com™
prendidas entre 7.5 y 15%. Al 2,5% y en agua destilada, la viabilidad

desciende considerablemente.

§F9-11 muestra unos porcentajes muy bajos a todas las concentra-
ciones ensayadas. La maxima estabilidad la presentan a 7,5 y 10%, con
unos porcentajes de 35 y 41, respectivamente, a los 45 dias de almace-

namiento. En el resto de las concentraciones se observa péerdida casi

absoluta de su estabilidad.

Finalmente, estudiando la supervivencia de §F12-9 se observa en-

tre un 60 y un 70% de viabilidad a concentraciones de 2,5, 5y 15% A

y a
elevadas concerntraciones, 20 y 25%, myestra porcentajes inferiores

30% y en agua destilada, muestra inactivacion total a los 45 dias de

almacenamiento.




Resultados

TABLA XIX.- Porcentaje de supervivencia de ¢F5-4 en medio MH
liquido a diferentes concentraciones salinas y tiem

po de incubacién,

Concentracién Tiempo (dias)

(%p/v) 7

Agua destilada
2.8

5




Resul tados

TABLA XX.- Porcentaje de supervivencia de §F9-11 en mnedio MNH

liquido a diferentes concentraciones salinas y tienpo

de incubacién.

Concentracién
(%p/v)

Tiempo (dias)
7

Agua destilada
2.5

5




Resul tados

TABLA XXI.- Porcentaje de supervivencia de §F12-9 en medio MH
liquido a diferentes concentraciones salinas y

tiempo de incubacién.

Concentracién Tienpo (dias)

(%p/v) l

Agua destilada
1.5

§




Resul tados

2.9.- Estudio morfolégico al Nicroscopio Electrénico.

Los tres fagos muestran una morfologia similar, como puede aob-

servarse en la figura 4. La cabeza es icosaédrica, sin collar y com co-
la flexible, larga, no contractil y estriada

ni espiculas al final de la cola.

. §o se observan fibrillas

Fig. 4.a : Fago sF5-4.
Fig. 4.b : Fago gF9-11.
Fig. 4.c y 4.d : Fago gF12-9.




-
-l T
’}“-,‘4. g o8 s‘.?'m?# oy
‘ ot A :







DISCUSION

El estudio de pacterias halofilas moderadas en suelos hipersali-
nos constituye una linea de investigacion que vienc desarrollandose eL
nuestro Departamento ‘esde 1976 (Quesada y col., 1983, 1984, 1985,
1986, 1987)

Por otra parte, en las tres altimas décadas, se ha intemsificado
el estudio de bacteriofagos obtenidos a partir de muy diversos habi-
tats. Sin embargo, y en hase a la bibliografia consultada, se ha podido
constatar que no ¢ xistel referencias acerca del aislaniento o estudio
de bacteriofagos activos frente 2 microorganismrs haléfilos moderados,
2 excepc.vn del realizado por Calvo ¥y col. (1988).

Por este motivo, el presente estudio supone una importante apor-
tacion al campo del halofilismo moderado y, mas concretanente, a la re-

percusion ecalégica que los bacteriofagos pjueden ejercer sobre dichas

poblaciones.

Una cepa se considero lisogenica si producia fagos, bien espon-

taneamente o bien tras induccién, siendo capaz de form.r placas de 1i-
Asimismo, se verifico la inmunidad de la

sis sobre una cepa indicadora.

cepa lisogenica bacia su propio fago.

En estudios preliminares seé pudo observar que las cepas de Dele-

ya halophila no eran capaces de producir bacterisfagos de un ~do es~

pontaneo, hecho que condujo a la utilizacién de un agente i{nductor ex-

terno.




Discusién

Se seleccione la Hitomicina C basandonos en estudios realizados

por numerosos autores (Yokokura y col., 1974; Liss, 1981; Stevens y

col., 1982; Timme y Brennan, 1984) y tras el fracaso obtenido con otras

sustancias que, en principio, ofrecian menor riesgo en cuanto a manipu-

lacion o eran de tenencia habitual en el laboratorio. como pudiera ser

el agua oxigenada. Yokokura y col. (1974) encontraron que la induccisn

con Nitowmicina C dependia de la concentracién a la que se adicionaba,
de la temperatura de incubacion y de la edad del cultivo. Se seleccioné
la concentracion de 2,5 pg/ml como optima para la induccién de cultives
en fase exponencial de crecimiento, ya que a dicha concentracién se ob-
tuvieron resultados satistactorios.

Las experiencias realizadas por Clark y col. (1986), demostraban
que el ambiente donde se desarrollaban los bacterisfagos desempefia un
papel muy importante en la produccién de ragos por bacterias lisogéni-
cas. Asi, cuando una cepa sensible se infecta con un hacteriofago obte-
nido de una bacteria 1l‘c-genica, hay dos factores aamblentales impor-
tantes que influyen en la decision lisis-1iscgenia: la multiplicidad de
infeccion y la composicion del medio (Kourilsky, 1973). A mayor multi-
plicidad de infecclon O cuando el hospedador crece en un medio pobre en
nutrientes, se fa orece el cicla lisogenico sobre el litico.

En nuestro estudio de lisogenia se emplearon variocs medios de
cultivo a diferentes comncentraciones de nutrientes y sales con objeto
de tavorecer la lisis. Los resultados optimos se obtuvieron con medio
MH al 5% (p/v) de sales totales.

La frecuencia de lisogenia se ha determinado entre una nuecstra
representativa de cepas y del estudio realizado se desprende que el
porcentaje de cepas con actividad litica es bastante elevado 77%) .

Sin embargo, este porcentaje puede ser incluso mas alto, tenien-

do en cuenta que los lisados obtenidos tras la induccién, al liberarlos

i , bien
de las celuias por tiltracien, pueden perder su posible actividad, bie

queden retenidos en el filtro o bien porque
Betz y Anderson (1964) encontraron queé,
1 crecimiento de

pori.e los factores activis
se inactiven. De este mecdo,

mientras 9 cepas de Clostridium sporogenes inhibian e

as eran
tras cepas de la misma especie, SuS filtrados libres de celul
o




Discusién

tir de varias especies de Clostridium con Mitomicina C, de los lisados

libres de celulas, s6lo uno retenia actividad después de la filtracieén.

No obstante, estudios preliminares demostraron que los lisados
obtenidos tras induccién no presentaban actividad litica cuando se en-
sayaban directamente o tras la adicion de cloroformo. Estos resultados
noe indujeron a utilizar la filtracién a través de membranas Millipore
(0,22 pm de diametro) como tratamiento previo y a ensayar la actividad

litica de los filtrados.

Por otro lado, debe considerarse que alguno de los fagos se li-
beraban, a veces, en tan bajo numero que no podian ser detectados.

La actividad litica de los filtrados podia deberse a la accién
de un bacteriofago, o bien, a la acciéon de una sustancia tipo bacterio-
cina, ambos obtenidos tras la induccién. La ausencia, en algunos casos,
de placas de lisis aisladas, condicion imprescindible para invalucrar a
un bacteriéfago en cualquier actividad litica (Tagg y col., 1976) con-
dujo a la anterior afirmacion.

Ademas, no se podia descartar el hecho de que algunas de las ce-
pas, cuyos filtrados dieron actividad litica, pudieran producir ambos
tipos de agentes al mismo tiempo (Traub y col., 1974).

Los tiltrados procedentes de las cepas F5-4, F6-8, F8-13, FO-11
y F12-9 eran activos frente a gran numero de cepas, mientras que los
filtrados procedentes de las cepas F6-5, F9-10, F9-12, F10-7, F12-6,
G-2, G-25 y G-26 no produjeron ningun tipo de actividad, lo que nos
permite atirmar que, én el 23% de las cepas de Deleya balophila estu-

diadas no se ha detectado, hasta el momento, la propiedad de lisogenia.

En cuanto a la sensibilidad de las cepas a los distintos filtra-
dos, algunas, cOmo F5-9, F8-8, F12-9, G-2, G-3 y G-25 eran sensibles a
gran numero de ellos, mientras que otras, F1-10, F6-8, F6-10 y F10-8,

tfueron resistentes a todos ellos.

3 = -6 no
En los filtrados obtenidos a partir de las cepas F5-9 y F6-o n

j g atenuado tipico, ya que las
se pudo demostrar la presencla de un 1ago P

f s, no
mismas cepas inducidas eran sensibles a SuS filtrados y, ademas,

placas aisladas de lisis. Keogh y Sbimmin (1969)

conseguimos obtener

[ ravioleta
indujeron la lisis de Streptococuus cremoris por radiacion ult
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y encontraron que el filtrado obtenido era activo frente a la cepa de

la que se obtuvo. El examen al microscopio electrénico demostré que el

filtrado contenia particulas analogas a fagos, la mayoria de ellas, ca-

bezas vacias. Atribuian la capacidad antibacteriana del filtrado a la

presencia de un bacteriofago defectivo o a un componente letal de él.
En una cepa de Bacillus stearothermophilus, tratada con Mitomicina C,
se liberaba el fago sn-4, que podia detectarse por la formacién de pla-
cas sobre la cepa de 'a cual se indujo (Holmes y col., 1981). Timme y
Brennan (1984), tras inducir varias cepas de micobacterias, encontraron
que los tiltrados eran activos frente a sus cepas de origen

Nosotros hemos atribuido este hecho al establecimiento del esta-
do transportador, también llamado pseudolisogenia, en el que hay un
equilibrio entre bacterias y fago, y el profago coexiste con el hospe-
dador, pero sin establecer una unién hereditaria estable de sus respec-
tivos geromae. Hay una liberacion espontanea de particulas de fago y la

segregacion de bacterias sensibles al fago.

Tras el estudio de lisogenia se procedio al aislamiento de los
bacteriofagos. Un problema coneiderable, solo soslayado en parte, era
la dificultad que ofrecia la visualizacion de las placas de lisis , ya
que éstas eran muy pequefias y turbias, debido este ultimo hecho, pro-
bzblemente, a la aparicion de clones bacterianos resistentes que son
lisogenizados por el fago (Adams, 1959) y que enmascaran la zona de in-

hibicion.

Ademas, se requeria una concentracién optima de celulas hospeda-
doras para que las placas del 1ago pudieran verse sobre el tapiz de su
hospedador. Si se afiadian demasiadas celulas a la capa de agar, las cé-

lulas hospedadoras alcanzaban un maximo de turbidez y paraban de crecer

antes de que se formaran placas visibles. Si se afiadian nocas células,

los tapices no llegaban a ser suticientemente turbios y nd se podian

observar placas.

Estas dificultades explican las diferencias existentes entre las

tenidos
actividades de filtrados procedentes de la misma cepa, Ppero ob

i a de
en distintas experiencias, como es el caso del filtrado de la cePp

obre
Deleya balophila F12-9, que en una primera experiencia fue activo &

ar di¢
la cepa G-26 (Calvo y col., 1988 y que en estudios postariores no dié
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actividad . Incluso el fago aislado de este filtrado, ¢F12-9,

inactivo irente a Deleya halophila G-26.
ademas,

fue
Esta discrepancia parece,

indicar que la cepa F12-9 es capaz de liberar, o bien, otro

bacteriofago, o bien, una sustancia con actividad litica, tipo bacte-

riocina.

Son muchos los factores que influyen en la formacién,

tanmafio,

turbidez, etc. de las placas de lisis. Gliesche y col. (1988) encontra-

ron que cuando los bacteriofagos se propagaban sobre cepas hospedadoras

con tiempos de generacién largos, el tamafio de placa se incrementaba.

Hemos demostrado que la mayor parte de las cepas de Deleya halo-
phila liberaban particulas de bacteriofagos tras exponerlos a la accién
de agentes inductores, como en este caso, la Mitomicina C. Sin embargo,
la viabilidad (como medida de la capacidad de formar placas de lisis)
de las particulas liberadas solo ha podido demostrarse en el 11% de los
casos en que se obtuvo actividad. Ello nos conducia a hacernos la pre-
gunta de si alguna de las particulas inducidas eran defectivas, se tra-
taba de un sustancia tipo bacteriocina o si las condiciones para deter-
minar la viabilidad eran las adecuadas. Terzaghi y Terzaghi (1978),
trabajando con estreptococos lacticos, ya se emncontraron con problemas
de este tipo. Ellos demostraron que la formaciéon de placas, imcluso
utilizando los hospedadores optimos, estaba fuertemente influenciada

por el pH y par la edad del cultivo.

En nuestro intento de mejorar la visualizacién de las placas de
lisis, ensayamos medios je cultivo a varias concentraciones de sales,

seleccionando tinalmente el medio MH al 5% (p/v) de sales totales y con

un alto grado de humedad.

Por otra parte, algumo de los bacteriofagos aisladus en princi-

pio, como los fagos F6-8 ¥ F8-13, que mostraron actividad frente a gran

i r
numero de cepas, eran inestables en el tiempo y dificiles de propaga

bajo las condiciones de ensayo. ;
s tagos #F5-4, gFo-11y gF12-9, como ya indicé

ltados, se debid principalmente a su facil

La eleccion de 10
bamos en el capitulo de resu

manejabilidad ¥y reproduccion.




Discusién

Las placas de lisis que formaban estos fagos presentaban un halo
alrededor, que crecia conforme aumentaba el tiempo de almacenamiento
Se piensa que este halo puede ser debido a que el fago induce la pro-

duccion de un enzima por parte de la bacteria.

Brown y col. (1978)
atribuian este hecho a la induccién y liberacién de una despolimerasa

del polisacarido en las celulas infectadas. Otras investigaciones rea-

lizadas a este respecto demostraban que los bacteriéfagos que infectan
bacterias capsuladas, como lo es Deleya halophila, a menudo us:sa la ca-
pa de polisacarido capsular como un receptor de superficie celular pri-
mario. La penetracién del bacteriéfago a través de la capsula para al-
canzar la propia superficie celular es mediada por la accionm de un en-
zima, la glicanasa, que queda asociada al fago. WVhitfield y Lam (1986)
euacontraron, trabajando con un bacterisfago activo frente a Escherichia
coli K30, que durante la replicacion del bactericfago se producia un
exceso de glicanasa, apareciendo grandes halos alrededor de las placas
de lisis.

El tiltrado de la cepa F12-9 de Deleya balophila producia dos
tipos de placas de lisis, que solo se diferenciaban en el tamafio. Ello
sugeria que mas de un tipo de fagos podia estar presente en la prepara~
cion. Tras realizar suceslvos aislamieitos, tal y como describe Adams
(1959), tanto a partir de las placas de lisis grandes como pequetias,
volvian a aparecer en ambaos casos una mezcla de los dos tipos de pla-
cas. Resultados analogos obtenian Robakis y col. (1985) trabajando com
fagos de Gluconobacter, y tras observarlos al microscopio electrénico,
detectaron una unica morfologia. En las observaciones realizadas por
nosotros, encontramos igualmente, un s6lo tipo de fago, por lo que con-

cluimos seflalando que los dos tipos de placas forpmadas eran simplemente

variaciones originadas por un onico tipo de fago.

Al estudiar el espectro de actividad de los tres tagos encontra-~

mos que solo eran activos frente a cepas de Deleya halophila y no mas=

traron ningun tipo de actividad frente al resto de las cepas haléefiias

moderadas y marinas. Esto esta de acuerdo con la naturaleza lisogénica

de los fagos.

t
El espectro de actividad de los tres fagos esta estrechamente

; as
relacionado. Ocho cepas mpstraraon sensibilidad a los fagoe; las Cep
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F1-10, F5-4 y F6-7 eran sensibles a los fagos ¢F9-11 y §F12-9; las

otras cinco cepas, F5-7, F6-3, F6-5, F8-13 y G-2 eran sensibles a los
tres fagos. De este modo, §F5-4 puede distinguirse de los otros dos fa-
gos atendiendo a su espectro de actividad.

Se sabe que las ceélulas bacterianas son inmunes a la superinfec-
cion cor el fago homologo, pero capaces de soportar al heterélogo, como
lo demuestra la cepa F5-4, que transporta al fago #F5-4 y puede ser in-

fectada por los fagos ¢F9-11 y ¢F12-9. En este caso, se producen recom-

binantes naturales (Campbell, 1981). Los fagos, realmente pueden bene-

ficiar a su poblacion hospedadora por actuar como agentes de intercam-
bio genetico (Campbell, 1981).

Los fagos poseen una alta especificidad para un numero limitado
de cepas hospedadoras. Estas propiedades en cuanto al espectro de acti-
vidad pueden usarse para diferenciar taxonomicamente dichas cepas (lm-
besi y Manning, 1982). Hasta el momento, hemos aislado un “set" formado
uanicamente por tres fagos; sin embargo, ampliando dicho numero, podria-=
mos llegar a diferenciar distintos fagotipos dentro de la especie

Da2leya halophila.

Al estudiar la etficacia de multiplicacién, pudimos observar que
el fago #FS5-4 era incapaz de originar placas de lisis aisladas sobre
las cepas F6-3, F8-13 ¥y G-2; jgual sucedia con el fago ¢F9-11 sobre
la cepa F8-13 y con el fago sF12-9 sobre F8-13 y G-2. Debido a que las
placas de lisis tormadas por los tres 1agos sobre sus hospedadores mas
susceptibles eran muy pequefias, pudiera ocurrir, en los casos anterior-
mente citados, que se tormasen placas liticas microscopicas no detecta-

bles. COtra explicacion posible podria ser aquella en la que, una vez el

3 " -
fago adsorbido, no aumentara su produccten, debido al fenomeno de “li

' sor-
cis desde afuera", donde la lisis celular surge solo por la mera ad

' e
cion de gran numero de fagos y donde la replicacion del fago no tiem

mero
lugar. Asi, las diluciones de las suspensiones stocks con bajo nu

16n inferior a la necesa-
de particulas viricas, tendrian una concentraclen

vieron
ia para originar la lisis bacteriana. Resultados analogos obtu
r

f ara va-
Souza y col. (1972) cuando trabajaban con un 1ago polivalente P

ra capaz de
rias especies de enterobacterias. Demostraron que el fago e P
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adsorberse sobre alguna de las cepas pero no de multiplicarse intrace-
lularmente.

En los estudios realizados sobre la adsorcisn de bactericfagos

marinos y halofagos extremos a sus células hospedadoras en funcion de

la concentracion salina, los investigadores centraron su atencion sobre

el efecto que el ClNa, como unica sal presente en los medios empleados,
pudiera ejercer en ia etapa citada (Torsvik y Dundas, 1978; Torsvik y
Dundas, 1980). Tan solo, Zachary (1976) observaba las diferencias de
adsorcion que los fagos nt presentaban cuando variaba las concentracio-
nes de ClNa, por un lado, y cuando afiadia Cl1K a los medios de ensayo
con concentraciones variables de Cl¥a.

Fosotros hemos realizado la adsorcion en MH liquido, a diferen-
tes concentraciones de sales totales, observando que los mayores por-
centajes de adsorcion aparecian a concentraciones comprendidas entre
2,5 y 7,5% (p/v). No se detecto adsorcién en medio MH sin sales, de lo
que se deduce que los fagos de Deleya halophila no son capaces de ad-
sorberse y, por tanto, de multiplicarse, en ausencia de sales.

Tanbiéen observamos que el cloroformo no reducia la eficacia de
multiplicacion de ninguno de los tagos; de ello concluimos gque en su
estructura no habia presencia de lipidos.

Las diferencias de adsorcion presentadas por 108 fagos cuando se
variaba la concentracion salina del medio podria deberse a una altera-
cion de la conformacion molecular o una alteracién de cargas a las di-

ferentes concentraciones (Keogh ¥y Pettingill, 1963).

Al utilizar soluciones de sales totales a diferentes concentra-

ciones y comparar 1os resultados obtenidos con las adsorciones encon~

tradas en el medio MH liquido, pudimos constatar que la adsorcion se-

guia siendo eficaz en ausencia de nutrientes, si bien podian observarse

A i, el fago #F9-11
ligeras diferencias dependiendo del fago estudiado. Asi, e g

dio MH ligquido, pmientras que los fagos gF5-4 y §F12-9 se adsorbian

el medio complejo que en la solucion de sales. Por otra parte,

or en !
J -9 requerian para si éptimo de

ce observo gue 108 tagos #F9-11 Y gFl2




adsorcion mayor concentracion salina en soluciéon de sales que en medio
MH.

Deleya halophila tiene su optimo de crecimiento a una concentra-

clon de 7,5% (p/v) de sales totales. El Na* le es imprescindible para

8u crecimiento y no puede ser sustituido por ningun otro catién. La

combinaciéon de Na* con Ng?* favorece el crecimiento. El Ca®* no es

indispensable para el crecimiento (Quesada y col., 1987).

Muchos bacteriéfagos han mostrado requerir nayor concentracién

de cationes divalentes, como calcio y magnesio, en alguna etapa de su

ciclo de desarrollo, que la requerida para el crecimiento de sus bacte-
rias hospedadoras (Watanabe y Takesue, 1972). Sin embargo, la naturale-
za de estos requerimientos varia dependiendo del bacteriéfago estudia-
do. Por ejemplo, Rountree (1955) describié algunos fagos de estreptoco-
cos que requerian iones calcio para su multiplicaciéon. El fago p465 de
Brevibacterium lactofermentum (Oki y Ozaki, 1967) requeria iomes calcio
o magnesio para su adsorcién. Por otro ladc, el colifago TS5 (Adams,
1949; McCorquodale y Lanni, 1964) y el fago Pl de Microbacterium ammo-
niaphilum (Seto y col., 1964) requerian iones calcio o magnesio para la
penetracion. Los ragos activos frente a especies psicrofilas de Pseudo-
mopas necesitaban iones Ca* para su crecimiento (Olsen y col., 1968).
El fago ml3, activo trente a Streptococcus lactis KL3, no se adsorbia
en ausencia de cationes mono o divalentes y requeria cationes divalen-
tes para la multiplicacion, perc no para la adsorcién (Oran y Reiter,
1968). Chater y Carter (1979) encontraron que el fago R4, activo sobre
especies de Streptomyces, presentaba unos requerimientos extraordina-
riamente altos de catiomes divalentes para una adsorcion optima.
Mencion aparte debemos bacer de los fagos de bacterias lacticas
que, debido al medio en que &e desarrollan, es légico pensar que pre-

senten mayores requerimientos de cationes divalentes, especialmente, de

calcia. Con el fago PL-1, activo frente a Lactobacillus casel ATCC

27092, los iones calcic no se requerian para la adsorcien del 1ago,

aunque si para la penetracion (Watanabe y Takesue, 1972). Por el con-

S t
trario, Kalso y col. (1086) encontraron que el fago XSY1, activo frente

i ; encla
a estreptococos lActicos, se adsorbia emn mayor proporcion en pres

iones
de iones calcio. Ademas, los incrementos en concentraciones de




calcio y magnesio favorecian, como se esperaba, la adsarcion de KSY1 a
su hospedador.

Al estudiar el efecto de los cationes monovalentes en la adsor-

ciéon, los mayores porcentajes se encontraron, generalmente, a concen-

traciones intermedias. El1 K* favorecia la adsorcién del fago ¢FS-4,

mientras que en el caso de los fagos ¢F9-11 y ¢F12-9 la adsorcién era

mas eficaz en presencia de Na® que de K°*. Por otra parte, el fago

#F12-9 mostréo porcentajes de adsorciéon elevados al 5 y 7,5% (p/v) en
presc..ia de ambos cationes, superiores a los que dieron los otros dos
fagos.

En el estudio del efecto de los cationes divalentes en el proce-
so de adsorcién, observamos que el fago gF5-4 presentaba, una vez mis,
un comportamiento distinto del de los tagos §F9-11 y #F12-9. De este
moao, el Ca?* inhibia, en cierta medida, la adsorcion de este fago,
mientras que el ion Mg?* parecia favorecerla, observandose porcentajes
de adsorcién similares a los ubicnidos en presencia de K*. Por el com-
traric, para los fagous ¢F9-11 y ¢F12-9 la adsorcién en presencia de
Ca?* era inusualmente alta a concentraciones comprendidas entre el 2,5
y 10% (p/v). Ademas, y de forma general, a concentraciones elevadas (a
partir de 10-15%), laos tres tagos se inactivaban o perdian completamen-
te su viabilidad.

Zachary (1976) estudiando los fagos nt de Beneckea natriegens,
encontrée que la adsorcion del fago nt-1 era dependiente de la concen-
traclon de catir. 28 monovalentes en el medio, que requeria la presencia
de ClNa para la adsorcion y que la adicion de ClK como psmotico ionice,
tavorecia la adsorcion. El fago nt-6 se adsorbia en mAs baja propor-
cién, pero a todos los niveles de ClNa ensayados, siendo, POr tanto,
independiente de la concentracioen de ClNa. Torsvik y Dundas ¢1980) de-

mostraron que la adsorcion del fago Hs-1 de Halobacterium salinariul

‘ G . Sir
dependia considerablemente de la concentracion de ClNa del medio. SiT

den-
embargo, Pauling (1982), demostro con pasterioridad que esta depen

g e
ia hacerse extensible a todos los halofagos extremos, ya qu
s diferencias de adsorcion

cia no pod
los tagos, Hb-1'Yy Hh-3, no mostraban grande

en medios de concentraciones variables de ClNa.
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De los resultados obtenidos podemos deducir que, a excepcién del

f *
etecto inhibidor que el Ca?" parece ejercer sobre la adsorcién del fago

#F5-4, en general, los cationes divalentes permiten un porcentaje de

adsorcién optimo en unos mArgenes de concentraciones salinas mas am-
plios que los cationes monovalentes,
medio de cultivo MH.

la solucién de sales totales o el

Las curvas de multiplicacion de un paso realizadas a distintas
concentraciones salinas proporciona el modo de cuantificar los efectos
de las variaciones de los niveles ionicos sobre la replicaciéon del bac-
teriofago.

Un factor importante en la realizacién de las curvas de multi-
plicacién de un paso es la edad del cultivo en el momento de iniciar la
experiercia. Hemos utilizado cultivos de Deleya halophila en fase loga-
ritmica de crecimiento ya que, en ensayos previos, encontramos mayor
produccion de fagos a dicha edad. En este sentido, Kropinski y Varren
(1970) encontraron que, los fagos activos sobre Pseudomonas acidovo-
rans, presentaban un tamafio de la explosién de 30 cuando se utilizaban
células en fase estacionaria, y de 600 cuando las células bacterianas

estaban al final de la fase logaritmica.

La mayoria de los estudios realizados sobre las curvas de multi-
plicacion de un paso se hicieron a la concentraciér optima para el cre-
cimiento de la celula hospedadora. En general, los fagos activos frente
a microorganismos procedentes de habitats salinos (halotolerantes, na-
rinos y halefilos extremos) presentan periodos de la‘encia largos y ta-
mafic de explosion variables. Thomson y Woods (1974) estudiaron fagos
activos frente a una bacteria halotolerante, Achromobacter, y observa-
ron que las curvas de multiplicacion de un paso revelaban periodos de
latencia largos tde 85 a 100 min.) y tamatios de las explosiones grandes

(de 230 a 380 particulas liberadas por celula infectada).

do. en el estudio de las curvas de multipiicacion de

Chen y col. (1966) detecto largos periodos de

Por otro la
un paso de fagos marinos,

: 29.
latencia, de 150y 180 min., y bajos tamafio de la explosion, 28 ¥
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Los fagos de bacterias haléfilas extremas eran aun mas lentos en

su replicacioén. Asi, el halofago Ja-1, aislado por Wais y col. (197%)
presentaba un periodo de latencia de varias horas y aproximadamente

igual al tiempo de generacién de su bacteria hospedadora, Halobacterium
cutirubrum, y un tamafic de la explosién de 140. El fago Hs-1 activo
frente a Halobacterium salinarium y estudiado por Torsvik y Dundas
(1980), presentaba un periodo de latencia que, a elevadas concentracio-
nes salinas podia ser inclusao, 2-5 veces mayor que el tiempo de gemera-
cién de su hospedador. El tamafio de la explosién era de S00. Por otro
lado, para el halofago Hh-3 encontraron un periodo de latencia de 8 ho-
ras. El tamafio de la explosion fue de 425 fagos por célula infectada
(Pauling, 1982). El periodo de latencia para el fago ¢N de Halobac-
terium halobium era de 14 horas tras la infeccién. El tamafio de la ex-
plosion fue de 400 a 450 fagos por celula infectada (Vogelsang-Venke y
Oesterhelt, 1988).

Al 7,5% (p/v) de sales totales, concentracion optima para el
crecimiento de Deleya halophila, los fagos ¢F5-4, gF9-11 y ¢F12-9 pre-
sentaron periodos de latencia relativamente largos (entre 115 y 130
min.) y distintos tamatios de explosion (emtre 57 y 262). Comparando
nuestros resultados con los de los diversos autores, podemos observar
que la multiplicacién de los tres fagos aislados recuerda a la de los
fagos marinos y a la de los fagos de bacterias halotolerantes, mas que
a la de los halotagos. Este hecho guarda tambien relacion con las dife-
rencias existentes entre la cinética de crecimiento de las bacterias

marinas, halotolerantes y halofilas moderadas respecto de las halefilas

extremnas.

En el estudio realizado sobre ia i{nfluencia de la variacion de

la concentracién de cales totales en la multiplicacion, hemos observado

que los tres tagos [ ---ntaron los periodos de latencia mas bajos al 5%
(p/v). Un aumento o disminucion de la concentracion salina incrementaba
1 tiempo de dicho periodo. Sin embargo, las mayores pro-

paralelamente e
ciéon de 7,5% (p/v), ex-

ducciones de fagos &€ obtuvieron a una concentra
FG-11 que, al contrario, mostraba una minima produc-

1 10 y 15% (p/V). Za-

nt-1 era mxim a la

ceptuando el fago ¢

cién a esta concentracién y presentaba el optimo a

chary (1976) encontro que la produccion del fago
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oncentracion optima para el crecimiento bacteriano, mientras que la

Tro ‘ -
produccien para nt-6 era mayor a un valor de concentracién inferior al
optimo para el crecimiento de la célula hospedadora.

Es interesante seflalar las bajas producciones obtenidas con el

fago #F12-9 a todas las concentraciones salinas y, especialmente, a

elevadas concentraciones, afladiendo a ello un periodo de latencia ex-

tremadanente largo.

Al obserar periodos de latencia largos y bajas producciones in-
tracelulares de fagos, podriamos pensar que la frecuencia de lisogeni-
zacion por estos fagos es bastante elevada. Por otro lado, cabe pensar
que los aumentos de los periodos de latencia a concentraciones salinas

suboptimas, podria ser debido a la reducida actividad netabélica del
hospedador.

Como hemos sefialado, el tamatio de la explosién para el fago
gF12-9 era muy bajo a todas las concentraciones salinas (entre 5 y 57
particulas infectivas por celula). Ademas, cuando se propagaba dicho
fago, obteniamos titulos de 107-10° UFP/ml. Ackermann y col. (i978) en-
contraron que el fago cubicc Bam35, activo scbre Bacillus megaterium
cepa Tiberius, presentaba un bajo tamafio de explosion, de 39 particulas
por celula, y alcanzaba un titulo de hasta solo 107 UFP/ml, sugiriendo
que la cepa utilizada no debiera ser el mejor hospedador. Al realizar
el espectro de actividad del fago y obtener las eficacias de multipli-
cacion sobre las cepas sensibles, encontramos que la mayor eficacia de
multiplicacion se obtenia sobre su cepa hospedz .ora. De este mcdo, pen-
samos que pudiera existir otra cepa de Deleya halophila, que RO ha sido
aislada, y que pudiera ser el mejor hospedador para el fago gF12-9. Por
otra parte, Taylor y col. (1980), trabajando con un fago de Pseudomonas,

el Psp23la, hallaban un tanafio de la explosion inucsalmente bajo, de

aproximadamente 20 particulas por célula infectada, cuando en otras ce-

pas de la misma especie, las producciones eran muy superiores. Observa-

ciones realizadas al microscopio electronico mostraban un elevado nume~

ro de particulas incompletas en los lisados obtenidos. Cuando nosotros

realizamos la pbservacion al nmicroscopio electrénico de 1os filtrados,

n cantidad de cabezas vacias Y colas sueltas, algunas de

hallamos gra
: lus elevados porceutajes de

ellas de gran tamafio. Este hecho, junto cod

126




Discusién

5 .
dsorcion presentados en las experiencias anteriormente citadas, pare-

cen indicar una deficiencia en la multiplicacién intracelular del fago
§F12-9.

A concentraciones de 2C y 25% (p/v) no hemos observado multipli-
cacion de los bacterioiagos, por lo que pensamos que a concentraciones
elevadas, los fagos pierden su capacidad para multiplicarse. Torsvik y
Dundas (1980) describieron al fago Hs-1; la lisis de su bacteria hospe-

dadora, Halobacterium salinarium, una >z infectada por el fago, estaba

fuertemente influenciada por la concentracién de ClNa del medio de cul-
tivo. La lisis aparecia rapidamente cuando la concentracién en el medio
era de 4,3 N de ClFa, pero se establecia uma infeccién persistente em
medios con altas concentraciones. Al observar adsorciér y no multipli-
cacion al 20% para los tres fagos (23, 12 y 24% de adsorcién para
gF5-4, gFs-11 y §F12-9, respectivamente), pensamos que a esta concen-
tracién, el material genetico del fago puede penetrar al interior de la
bacteria y, una vez dentro, pudiera tener dos destinos diferentes: por
un lado, podria perder su capacidad de replicacién y ser posteriormente
destruido por enzimas bacterianas Y, por otro lado, pudiera ser que el
material genetico del fago se integrara en el cromosoma bacteriano por

un procesa de lisogenizacion.

Hemos realizado el estudio de la influencia que el pH ejercia
sobre la viabilidad de los fagos ¥ pudimos observar que los fagos eran
activos a valores de pH comprendidos entre 5 y 10. El maximo de estabi-
lidad era 7, excepto para el fago s§F9-11 que presentaba su maxima esta-
bilidad a pH 6. A un valor de pH 4 el fago gF5-4 mantenia um 5,2% de

viabilidad, el fago gF12-9 sufria una fuerte inactivacieén, dando un

0,13% de supervivencia Y, finalmente, el fago gF9-11 se inactive casi

totalmente. LOS estudios reaii.idos sobre la influencia del pH en la

viabilidad de los bacteriofagos han revelado que, en general, mantienen

su viabilidaa a pH comprendidos entre 5 y 11 para los fagos aislados de

& (Hnlmes y col., 1981; Olsen y ccl ., 1968; Thomson ¥
1971), y entre 5 Y 9 para los aislados

habitats acuatico

vonds, 1974; VWhitman y Marshall,
Una excepcién parecen constituirla los

1n (Sykes col., 1981).
S - > Mar de la India, los

fagos ai_lados por Chaina del Mar del Norte y del
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Curles solo permanecian viables a pH comprendidos entre 7,3 y 7.9

(Chaina, 1965). Como podemos observar, los fagos de Deleya balophila

siguen el modelo general, manteniéndose viables a pH elevados e inacti-
vandose a pH Acidos.

En cuanto a la rapida transicién hacia la inestabil.dad en el

pequefio rango de unidades observado (1 unidad) e. caracteristico de la

desnaturalizacion acida de las proteinas (Sykes y ~ol., 1981).

En los estudios de supervivencia a diferentes temperaturas y
tiempos de incubacion, encontramos que la cinetica de inactivacion era
de tipo exponencial. Los fagos ¢F9-11 y y §F12-9 perdian viabilidad
tras 3 horas de incubacion a 50°C y a los 10 min. a ©60°C. Por el
contrario, el fago #F5-4 fue mas resistente a la inactivaClon térmica,
observandose una inactivacion total a las 7 horas de incubacion a 50°C
y tras 1 hora a 60°C.

Son nurercscs los estudios realizados sobre la influencia de la
temperatura en la viabilidad de los bacteri¢ofagos, saobretodo en lo que
se refiere a fagos de bacterias marinas.

En un principio, se babia sugerido que los fagos marinos eran
mas susceptibles a la ipactivacion por elevadas temperaturas que los
tagos de origen no marino (Spencer, 1965).

Por otro lado, dentro del ambiente marino. lcs fayos aisladcs
por Spencer (191) del Mar del Norte, fueron mas sensible - al calor que
aqj@llos aislados de aguas tropicales. Los fagos marinos exaninados por
Spencer (1963) se inactivsHan en 1 hora a 55°C. Los fagos aislados por
Chaina (1965) a partir de aguas de mar de la India y del Mar del Norte,
eran mas estables al calor que Sus hospedadores, Y podian tolerar 50°C
durante 30 min. Todos loS bacteriofagos se inactivaban a 60°C durante
15 min., pero eran viables a 60°C durante 2-5 min. Los fagose activos

frente a la bacteria halotolerante Achromobacter, aislados por Thomson

35
bl

y Voods (1974), presentaban curvas de inactivacion a 60°C que eran

(1976), estudiande el sistema narino formado por Be-
a >stable a

fasicas. Zachary

f = r
neckea natriegens Yy eus fagos, encontro que el tago nt 1 e
temperaturas de 37°'C, mostrando un

50°C (50% de descenso despues de 20 dias), ’
susceptible a la inactivaclem

descenso lento en el titulo cuando

y se inactivaba
incubaba a

rapidamente a 60°C. E1 fago nt-6 era mas
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termi
ca, mostrando un descenso del titulo a 37°C y una inactivacién

rapida 50°C
P a 50 y 60°C. Koga y col. (1982) estudiaron fagos activos sobre

Vibrio parahaemolyticus aislados de aguas residiales y encontraron que

alguno de los fagos se inactivaban totalmente cuando se exponian a 55°C

durante 30 min. Otros, mAs sensibles, perdian su actividad litica a

45°C. Habia otro grupo de fagos que eran maAs resistentes al calor, y se

inactivaban a 60°C durante 30 min. Nakanishi y col. (1966) encontraron

que un fago filamentoso de Vibrio parahaemolyticus era completamente
resistente a un calentamiento de 60°C durante 80 min. El fago rp-1 de
Vibrio fisheri MJ-1 era estable a temperaturas inferiores a 35°C, pero
se inactivaba rapidamente a temperaturas de 45°C o superiores (Levisohn
y col., 1987).

Las investigaciones realizadas con fagos de bacterias halofilas
extremas no abarcaron este aspecto, por lo que no tenemos criterios de
comparacion.

Por otro lado, la informacion existente sobre el efecto de la
temperatura en la inactivacion de bactericfagos de suelos, es bastante
escasa. En general, la mayoria de los fagos de origen telurico se inac-
tivan a elevadas temperaturas. Villiams y Lanning (1984), estudiando la
estabilidad de los fagos de estreptomicetos, observaron mayores porcen-
tajes de supervivencia a bajas temperaturas y una inactivaciom total a
40°C. Comparando con los datos anteriormente expuestos, podenos
considerar que los tagos de Deleya halophila son bastante resistentes a
la inactivacion térmica con un comportamiento similar a la mayoria de

los tagos aislados del ambiente marino.

En las experilencias realizadas sobre la influencia de la fuerza

jonica en la estabilidad de los bacteriofagos encontramos que los por-

centajes de supervivencia del fago gF9-11 sufrian un fuerte descenso en

el momento de suspenderlos en soluciones de bajas O elevadas concentra-

ciones. Este brusco descenso al comienzo de realizar las experiencias,

junt- con la estabilizacion que se observaba después podria deberse al

choque osmotico que se producia cuando los fagos pasaban bruscamente de

suspensione al 5% (p/v) a otras de mas baja o mas alta fuerza iénica.

(1953), trabajando con los colifagos T2, T4 y

Anderson y col.
arlos en medios con una concentra-

T6, encontraron que, después de incub
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Diecusién

{ s
cion 4 M de ClN¥a y mezclarlos de un modo rapido sobre agua destilada,

desaparecia la capacidad de formar placas de lisis de dichos fagos. Es-

to no ocurria cuando la mezcla se hacia de un modo progresivo. En el
estudio del choque usmotico, Whitman y Marshall (1971) encontraron que
los fagos psicrotilos de Pseudomonas estudiados por ellos se inactiva-
ban en un 99% cuando se diluian 1/100 en agua destilada partiendo de
una concentracién 4 M de ClRa.

Henos comprobado que los fagos de Deleya balophila son mAs re-
sistentes al choque osmotico que aquellos de Anderson y col. (1953) y
los de Vhitman y Marshall (1971).

Continuando con el estudio de supervivencis, los tres fagos mos-
traron sus mayores porcentajes de supervivencia al 10% (p/v) de sales
totales. Tras 45 dias de incubaciéon, el fago §F12-9 conservaba un alto
grado de viabilidad en un amplio margen de concentraciones (entre 61 y
08% de viabilidad a concentraciones entre 2,5 y 15%); #F5-4 tenia una
supervivencia relativa menor y en un rango de conceatraciones mis es-
trecho (entre un 67 y 81% de viabilida a concentraciones de 7,5 y
15%); por ultimo, #F9-11 se inactivaba aproximadamente un 95% en todas
las concentraciones ensayadas, excepto al 7,5 y 10%, mostrando porcen-
tajes de supervivencia de 35 y 42%, respectivamente.

El efecto que ejerce la fuerza i6nica en la supervivencia de los
bacteriofagos ha sido estudiado por numerosos autores. Los fagos aisla-
dos por Chaina (1965) a partir de aguas de mar de la India y del Mar
del Norte, podian tolerar una concentracion salina de hasta un 17%
(p/v), pero no especiticaron el tiempo de incubaci‘n. Dos fagos marinos
aislados por Chen y col. (1066) presentaron sus mAs altos porcentajes
de supervivencia en nmedios conm una concentracién aproximada de Cl¥a del
4% (p/v), requiriendo, ademas, Mg?* para mantener, al menos, una par-
cial viabilidad. Umo de estos fagos permanecia viable en agua destilada
(75% de viabilidad tras 4 dias de inepkasisn & 4°C) 7 €1 BRFO S AR
tivaba totalmente bajo las mismas condiciones. En un principio el cri-

eri-
terio usado para caracterizar a los fagos marinos era por sus requ

cos (Spencer, 1965). Sin embargo, el fago rp-1,
a luminosa marina vibrio fisheri MI-1, aisla-

fico para un hospedador marino, difiere
dad 1éni-

mientos ionicos especifi
activo frente a la bacteri
do del ambiente marino y especi

bili
marcadamente de Otros fagos marinos col respecto a su esta
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Incluso en agua destilada, donde otros Tfagos marinos se lisaban en

minutos (Keynan y co)., 1974), el fago rp-1 era estable durante 24 ho-
ras. Aunque la inactivacién no ocurria con cambios en la fuerza iénica,
si se veia afectada la adsorcion del fago, mAxima al 3% (p/v) de Cl¥a
(cerca de la total salinidad del agua de mar), y decrecia rapidamente
en concentraciones o mas altas o mAs bajas (Levisohn y col., 1987).

Los fagos activos frente a especies de Pseudomonas psicréfilas
sufrian altas inactivaciones cuando se exponian a 4 M de ClNa (Olsen y
col., 1968).

En los estudios de la supervivencia de fagos haléfilos extremos
en medios de variable fuerza iénica encontramos, en primer lugar, que
el halofago Ja-1 descrito por Wais y col. (1975) requeria soluciones de
alta fuerza ionica para su supervivencia, pero sobrevivia en margenes
de concentraciones salinas mas amplio que su bacteria hospedadora. Los
fagos descritos por Pauling (1982), Hh-1 y Hh-? diferiam marcadamente
en sus capacidades de supervivencia en soluciones de variable fuerza
i6nica. Hh-1 no dependia especialmente de la concentracion de ClNa para
su estabilidad; parecia estar estabilizado por el Mg?**, y sobrevivia
sin perdida de viabilidad durante periodos de tiempo considerabies en
scluciones ce diferente fuerza ionica y composicion. Hh-3, por otro la-
do, tenia un requerimiento especifico de ClRa para mantener su estabi-
iidad y también se estabilizaba por el Mg*. El halofago Hh-1 de Pau-
ling, siendo mas resistente a ambientes de mas baja fuerza lonica, man~
tenia selo un 0,63% de viabilidad tras exponerlo en agua destilada du-
rante 5 min. En contraste, el fago #N (Vogelsang-Wenke y Oesterhelt,
1988) es el primer halofago que conserva infectividad incluso después
de incubacion prolongada en agua destilada. Tras 48 horas de exposicion
en un medio con reducida fuerza iomica (25% de aquel usado para el cul-

tiva), el 100% de los tagos sobrevivian y tras incubarlo en agua desti-

lada durante el mismo tiempo, mas del 50% de los fagos eran todavia in-

fecciosos. l
los halofagos extremos son menos sensibles a la

pero todos ellos

Generalmente,

reduccién de la fuerza ionica que Sus hospedadores,

3 reci-
requieren altos niveles de ClNa o SO.Mg para la supervivencia y ¢

miento (Pauling, 1982 .




Discusién

Los fagos de Deleya halophila han mostrado una tolerancia de ex-

pasicion en soluciones de alta y baja fuerza iénica que excede,

con
Creces, de aquella de su bacteria hospedadora.

Al 1igual que la bacteria hospedadora, los fagos se encuentran en
la naturaleza en salinas y se sabe que estos hAbitats de alta salinidad
estan expuestos a inundaciones con agua de lluvia. La posibilidad de
sobrevivir expuestos a aguas de baja fuerza iénica confiere a estos fa-
gos la capacidad de poder soportar un influjo de agua de lluvia que pu-
diera ser letal para su hospedador y, por tanto, ofrece una ventaja se-
lectiva para los fagos. De este modo, los fagos servirian para preser-
var alginos genes del hospedador una vez que hublera desaparecido la
ilora, para posteriormente donarlos a células similares en una subse-
cuente aparicion de organismos hospedadores.

Estos tagos son transportados por las bacterias bajo una condi-
cidn lisogenica. El estado lisogenico supone una ventaja para los fagos
que habitan en ambientes extremos, como son las salinas. Bajo determi-
nadas condiciones puede darse una produccién de fagos suficiente sin la
necesidad de una infeccion previa de las bacterias sensibles cuando és-
tas se hallen bajo condiciones optimas que favorezcan su crecimiento.
Al mismo tiempo, permite que los tagos sobrevivan a cambios en el am
biente local que puedan resultar en la eliminacion temporal de la po-
blacion bacteriana. De este modo, el establecimiento de un estado liso-
genico, en el caso de Deleya halophila, jumto con la tolerancia de los
fagos a soluciones de baja fuerza ionica, sugiere que estos fagos estan

bien adaptados a un ambiente que sufre amplias variaciones de salini-

dad.

E] estudio morfolégico de los fagos al microscopio electréonico

revela particulas con cabeza de forma hexagonal y cola 19 contractil,

caracteristicas que los encuadra en la Familia Styloviridae (Matthews,

1982). En los tres fagos se observaron estriaciones emn la cola por lo

& intuir que dihas colas pudieran estar formadas, bien por
o bien por uma estructura dispuesta helicoidal-

dando una ligera flexibilidad,

que podemo
una serie de anillos,
pente a lo largo del eje de la cola,

como puede observarse en las fotografias.




Los estudios realizados sobre bacteriofagos marinos ponian de
manifiesto que estos fagos tenian caracteristicas fisicas, tales como

morfologia, requerimientos ionicos para la estabilidad e inactivacien

termica que son similares a fagos de origen no marino (Chaina, 1965;

Hidaka, 1972; Kakimoto y Nagatomi, 1972; Keynan y col., 1974; Zachary,

1976). Estas mismas observaciones se han realizado cor los fagos de
Deleya halophila. La similitud en las caracteristicas fisicas de fagos
de diferentes ambientes refleja la naturaleza resistente y la reducida

susceptibilidad de estos organismos a la seleccién por factores ambien-
tales.

Hasta ahora, dentro del estudio de fagos activos sobre microor-
ganismos que habitan en zonas salinas, se daban unicamente las defini-
ciones de bacteriofagos marinos y de halofagos, refiriéndose éstos ul-
timos a los fagos activos trente a bacterias halefilas extremas.

El aislamiento de fagos de bacterias halofilas moderzdas con ca-
racteristicas y requerimientos salinos distintos, tanto de los bacte-
ricfagos marinos como de los halofagos, induce, a nuestro modo de ver,
a la diferenciacion de los mismos en tres grupos: fagos marinos, fagos

halofilos moderados y fagos halefilos extremos.

Este es el primer trabajo realizado sobre fagos activos frente a
Deleya halophila Yy, también, el primero sobre fagos activos frente a
bacterias balofilas moderadas en general. Queda asi abierta una gran
puerta que conduce a investigar sobre qué efecto ecolégico pudieran
ejercer los fagos halof1.ids moderados en las poblaciones que habitan

los ambientes extremos que hoy dia son objeto de numerosas investiga-

ciones.




CONCLUSIONES

Los tagos de lisogenia de Deleya halophila §F5-4, gF9-11y
§F12-9 deben considerarse como fagos haléfilos moderados aten-
diendo a su origem y a la influencia de la concentracién salina

sobre la adsorcion y replicacién de los mismos.

A excepcion del efecto inhibidor del Ca?** sobre la adsorcion del
fago #F5-4, los cationes divalentes permiten, en general, um
porcentaje ae adsorcion optimo en unos margenes de concentracio-
nes salinas mas amplios que los cationes monovalentes, la solu-

cion de sales totales 0 el medio MH.

El amplio margen de concentraciones salinas a los cuales estos
tagos se multiplican y mantienen su viabilidad demuestra el ca-

racter euribalino de los mismos, en consonancia con el de su

bacteria hospedadora.

La estabilidad térmica, la viabilidad en soluciones de distinta

fuerza ionica y la resistencia a los cambios de pH indican la

adaptacién de 1os fagos #F5-4, 4FO-11 y gF12-9 a su habitat.
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