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RESUMEN

Ll bacteriofago C1 especifico para la cepa C4540 se ha utilizado para la produccion de una lisozima
asociada al fago (LALD), que tiene la propiedad de lisar estreptococos v otras bacterias. Sin embargo,
poco se conoce de las caracteristicas biomoleculares de este fago, que es capaz de reproducirse en otras
cepas del grupo C de estreptococos, y del grupo A, bacterias capaces de producir enfermedades en
animales y en ¢l hombre, Mediante el intercambio genético entre ¢l fago v los correspondientes estrep-
tococos, podrian ser estudiados los factores genéticos de patogenicidad de estas bacterias, para lo cual
s¢ hace necesario ¢l conocimiento de las caracteristicas del propio bacteriéfago. En el presente trabajo
se estudiaron las caracteristicas morfologicas, lisicoquimicas v biomoleculares de la particula del
fago C1 v sus proteinas, La microscopra clectronica muestra que ¢l fago Cl posee una cabeza hexa-
gonal de la cual surge un pequeiio vistago constituido por 6-8 tilamentos; la densidad de flotacion de
la particula ¢s de 1,462 g/fem® en CsCl: la cdpsula del fago presenta siete polipéptidos electroforética-
mente diferentes. Los datos evidenciaron la ausencia, en la estructura de la capsula, de la potente
lisozima asociada (LATY) al fago C1, lo que contradice los datos de la literatura.

SUMMARY

The bacteriophage Cl, specific for the strain C4540, has been utilized for the production of a lisozime
associated to phage (LAF), which has the property ol lisis of streptococcus and other bacteria. However
little is known about the biomoleculars characteristics of this phage, which is able to reproduce in
other strains of group C and A streptocoecus, bacterias able to produce diseases in man and animals.
Through the genetic interchange between the phage and the correspondent streptococcus the genetic
factors of pathogenicity ol this bacteria could be studicd: it is necessary to know the bacteriophage
characteristics.  The morphologic, physicochemicals and biomoleculars characteristics of the fago's
particle and its protein, have been studied, The electronic microscopy shows that phage C1 have an
hexagonal head from which emerge a little vastage constituted by 6-8 filaments: the rotation density
of the corpuscles 15 1.462 g,"cma in CsClL; the phage capsule presents seven polipeptides electroforetically
different (MW, Kd: 73; 69: 59: 40,5; 35: 27,5 and 13,5). Data evidence lack of the potent lisozyme
assoctated to phage Cl in the capsule structure, it is in disagreement with the literature data.

INTRODUCCION

Los estreptococos del grupo € pueden provocar en el hombre y en los animales enfermedades
tales como la endocarditis causada por los estreptococos de los grupos C. D v H. Los factores
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genéticos de patogenicidad de los estreptococos del grupo C, hasta el momento, no han sido
publicados; estos factores pueden ser estudiados mediante ¢l intercambio genético de los estrep-
tococos con sus correspondientes bacteriofagos por los mecanismos de transfeccion (Higuchi
et al., 1977: Nugent y Cole, 1977; Parsons ¢t al., 1973: Ronda er al., 1978): v de transduccion
(Malke, 1969 a v b, 1972, 1973 a y b, 1974, Malke y Kohler, 1973: Totolian, 1977). para lo
que se hace necesario conocer las caracteristicas biomoleculares de las particulas, sus proteinas
v el ADN del propio bacteriofago. Estas caracteristicas de los fagos de estreptococos solo han
sido reportadas para los del grupo H.

El fago C1 tiene la capacidad de reproducirse no solo en los estreptococos del grupo C, sino
también en los del grupo A (Wannamaker ¢z @l., 1973), estreptococos causantes de enferme-
dades en el hombre.

Evans (1940), descubrio una enzima que se producia en el ciclo litico del fago C1, capaz de
producir la lisis de los estreptococos de los grupos C y A, enzima que nombréd como lisozima
asociada al fago (LAF) C1. Posteriormente se han realizado numerosos trabajos sobre métodos
de obtencion v purificacion de LAF, asi como también sobre su utilizacion para el estudio de
los estreptococos (Fishetti ef af., 1971 Fox, 1963: Fox v Wittner, 1965; Friend v Slade, 1966;
Kantor y Cole, 1960: Krause, 1957, 1958; Markowitz y Dorfman, 1962).

En la actualidad, se ha establecido que la actividad litica de LAF tiene lugar sobre los estrep-
tococos de los grupos A, C, Ey H, incluso a temperaturas tan bajas como de 0 a 2°C (Raina, 1981).

Los autores de estos trabajos no se han limitado solo al estudio de LAF, sino también han
reportado en ellos propiedades del fago C1 v de otros bacteriofagos del grupo C; asi, han
determinado el didmetro de las colonias negativas de estos fagos (0,5-1,0 mm), el periodo
latente de reproduccion de diez minutos y la fertilidad media de 130 unidades formadoras de
colonias (UFC) por UFC bacteriana.

También estos fagos han sido utilizados para la tipificacion de los estreptococos del grupo C
(Vereanu v Mihalcu, 1979). Fishetti v Zabriskie (1968), determinaron la constante de adsorcion
del fago C1 a la pared bacteriana. La morfologia del fago C1 ha sido reportada por Zabriskie
et al (1972), correspondiendo esta al grupo B; de la clasificacion de Ackerman (1973).

En ¢l presente trabajo se estudiaron caracteristicas morfologicas. biomoleculares y fisico-
quimicas de la particula y sus proteinas, del bacteridéfago virulento C1.

MATERIALES Y METODOS

El bacteriofage Cl v la cepa C4540 de estreptococos, fueron recibidas del laboratorio del doctor
A. R. Maxted (C.S.L. London, Lngland). Las cepas de £, coli HB 101 v HB 101 (pBR 322) se obtuvieron del
cepario del Instituto Politécnico Kalinin, de Leningrado.

La cepa 4540 se hizo crecer en medio BHI (Brain Heart Infusion “*Difco™), al que se le afadio extracto de
levadura (0.1 por ciento). l'ue cultivado hasta una DOgsq de 0.4, al que se le anadio el fago C1 para una
relacion de infeccion de 0,1, produciéndose el aclaramiento completo de los cultivos en un periodo de
26 minutos. Todas las incubaciones se hicieron a 37°C. La titulacion del fago se hizo por ¢l método de
Totolian (1960).

La obtencion y purnificacion del bacteriofago se realizd segan el método descrito por Coll (1982).

La microscopia electronica del corpusculo del fago se llevd a cabo por ¢l método de Tijonenko (1977),
en ¢l microscopio electronico EVM-100 LM.

Lu inmunizacion de los conejos se realizé con el fago nativo purificado “010 UFC/ml), invectandose
I mlde este preparado, con ¢l coadyuvante de Freund, en la extremidad trasera de los conejos. Esto se repite
a las dos semanas, pero sin el coadyuvante. Dos semanas mds tarde los conejos fueron desangrados y se separd
¢l sucro, comprobando entonces la actividad del suero contra el fago segln la reaccion de neutralizacion de
Adams (1959).
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La actividad LAF fue determinada por el método de Fishettier al. (1971).
Las electroforesis de las proteinas de la cipsula del fago se hicieron por el método de Laemli (1970).
Las proteinas totales se determinaron por el método de Bradford (1976).

RESULTADOS

Caracteristicas del bacteriofago C1

Morfologia: Los preparados de 10'2 y 10" UFC/ml del fago C1, fueron utilizados en la
‘microscopia electronica y coloreados negativa y positivamente con acetato de uranilo al 1 por
ciento (figura 1).

FIG. 1. Microfotografia electronica del fago C1.

El fago tiene una cabeza hexagonal de la cual sale un corto vdstago constituido por 6-§ fila-
mentos.

Densidad de flotacion

La curva de distribucion del titulo del fago C1 en el gradiente de CsCl se presenta en la
figura 2, donde se observa que los corpusculos biolégicamente activos se concentran en la zona
del gradiente de CsCl de 1,462 g/cm?® (tabla 1, figura 2).

Tabla 1
CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS DEL CORPUSCULO DEL FAGO C1 Y SU ADN

Propiedades del corpusculo

Densidad de flotacion en gradiente de CsCl 1,462 gfcm3

Niamero de polipéptidos que contiene la capsula del fago 7

Pesos moleculares de los polipéptidos de la capsula (kD) 73.69.59.40.5:35:27.5: 18,5
Peso total de los polipéptidos (kD) 3225
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FIG, 2. Distribucion de la actividad Hitica del Fago Cl oen ¢l gradiente de densidad de CsCl,

Esta densidad de flotacion fue confirmada por la distribucion de radiactividad (*H-timina)
de los corpusculos del fago C1 en el mismo gradiente.

Los polipéptidos del corpusculo C1 se separaron por eclectroforesis de poliacrilamida en
presencia de SDS.

En la figura 3 se muestra el densitograma del gel, se observa que en la composicion del
corpusculo participan siete polipéptidos, de los cuales, los correspondientes a los picos 2 y 3 son
los méds abundantes. En la tabla 1 se presentan los pesos moleculares de los polipéptidos, cuya
suma es de 322.5 kD. Partiendo de este peso se calculd la magnitud de nucledtidos que deter-
minan los polipéptidos del corpisculo del fago que es igual a 7,9 kb.
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FIG. 3. Densitograma de los polipéptidos de la particula del fago C1, separados clectroforéticamente en gel
de 10 por ciento PAA.
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Investigacion de la actividad LAF en los preparados del fago C1 purificado. La densidad
optica a 650 nm de la suspension del cultivo de estreptococos SM60 no disminuyo en presencia
del fago purificado (10') ni en sus diluciones. Fue obtenido antisuero para el fago purificado,
el cual inhibia a este totalmente, y sin embargo, este antisuero no fue capaz de disminuir la
actividad de LAF usada como control en el cultivo SM60, a diferencia del antisuero contra LAF
que si fue capaz de inhibir la enzima v no al fago purificado.

DISCUSION

Sobre el bacteriofago C1 solo se reporta en la literatura la descripcion de su morfologia y
de LAF.

La estructura del fago C1, observada por nosotros, se diferencia en la forma de la cabeza de
la reportada por Zabriskie er al. (1972).

La densidad de flotacién del fago C1 muestra un solo pico en la concentracion de CsCl de
1,462 g/cm?, lo que indica que es homogéneo. Esta densidad es menor que la que podia espe-
rarse para un fago sin larga cola y esto posiblemente se deba al pequefic genoma de este fago
(16,9 kb) lo que hace menor la relacion ADN/proteina: 1,375 (Coll, 1982).

Electroforéticamente se observaron diez polipéptidos diferentes, pero debe considerarse que
el método empleado con SDS presupone la separacion completa de todos los monémeros, por
lo que cabe la posibilidad de que sea menor ¢l nimero de fracciones si es que alguno de los
picos electroforéticos estd constituido por polipéptidos complejos (dimeros, tetrameros); por
otra parte, el nimero de fracciones podria ser mayor si polipéptidos diferentes tienen igual
corrida electroforética.

Segiun Fox y Wittner (1965), LAF en el fagolisado presenta dos formas: una enlazada a la
particula del fago y otra libre, Datos andlogos fueron dados por Fishetti et ¢/ (1971). EIl
descubrimiento de LAF en la estructura del fago permitio a los autores suponer que LAF estd
determinado por la estructura del fago. Nuestros resultados no coinciden con los publicados,
ya que el antisuero al fago purificado no contenia anticuerpos contra LAF, ni tampoco esta
enzima se inactivo a diferencia del antisuero contra LAF, que si la inactivd. Por otra parte, los
pesos moleculares de los polipéptidos que forman la estructura de la cdpsula del fago C1 hallado
por nosotros (tabla 1), no se corresponden con los 98 kD que caracterizan a LAF.
ponden con los 98 kD que caracterizan a LAF.
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