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INTRODUCCION

Fu la actualidad od muy bivn establecido que las Fubacterias tienen una
enatomia bastante bicn definida le cual ha sido precisada por procedimicntos qui-
PUCOS Y mitcroscdpicos e pleando nemerosay téenicas (1, 2, 3,4, 5.6, 7, 8,9, 10,

112, 19).

El constituyente may oexterno o5 una capa muciaginose que generalments

mide menos de 200 milimicras: sin cmbargo. cuando esta capa crece por adliesiin

de mucve matorial Hega a toner wn sineso muy considerable @ ceces hasta de una

4

O ks wnderas Y crtonces s Lo denomina cdpaula. Iista ostructura externa es sos-

travida v goncrada for olra ostrachoe denominada pared ccludoar que o una capa
griesa, vigida v porosa que o osabe o da que da la forma a s bacterias. Adherida
e st cara inlerna a osta pared cchidar so cncuentra una delgada membrana de una
permeabilidad selectiva que e denomina wembrana citoplasmitica v que constituye
la barrera osmdética de la bacteria, La membrana citoplasmdtica mantiene enserrado
a un siitenta cololdal que vabemaos oo ol citoplavma en el cual estin conlenidos los
distintos com ponentes citales o da cflula tales coma proteinas, amino acidos, vi-

taminas, otios factores de crecimicnte, deidos nucleices v otros componentes.

Diversos awtores an demostrado que la composicién quimica de las cd psii-
las o wemibranas mucilaginosas os cn lo mayoria de las bacterias de naturaleza po-
Ssacarida, wnas son dovtranes, lecanes cle, micnlras que cn olras estdn constituidas
por cadenas mivtas de monosacaridos aminados (como la glucosa aminada) unido
a unidades de dcidos urdnicos. En otras bacterias sobre lodo en ¢l género Bacillus
el constituyente bdsico ov un polipdptide v los polisacdridos estén ausentes en tér-

minos senerales.




Por el contrane lu comdacion quinea de la /m:’r:(i celudar s completanen-
(e distinta de la de e capa macilaginasa. Lo frabajos de Sallon {4y, Mitchell ".
Movie (V0o Cunenny y il UV Newron (100 Park y Stemninger (16), lran de-
[intdo con bastarte lavidad los componenlon s porfantes: vn embargo existe
wna diferencia notable culre los comntitnyontes de ot ctiacura ontie fas bacterias
Gram positivas y Grane s vatizan, La pard ccdular e das b tevias Gram positivas
Lenen coma componinte prinepad a i coscompleos que o un pulimere for-
".‘H::’u ‘/rui .‘.‘Hith[f!: 3 !1': .\'nf‘ ' r‘."/;,_':'u(rl\!‘iYIZiII(I .“' (54'f:‘/u 'I.’le(flf.'z'z'w et !f[(l(l‘() ('fi-()—/”!il-
carboxivtil-clucosamina: wnide ¢ pepiidos formados por D= Alamina, D- Acido glx-
tamico v lsing o su precussar, detdo digmina-pimélico. Los aminodcidos wlfurados,
la histidina. prolina v arzivina citdn awentcs Adowds del maco-complejo {que es el
whstrato pora o iBosivie s Loy haecoviay Groe povitizas conticnen ofvos polimeros
extructurates tales cono il fosfato de vibizol dcices teiroicows que od St phylococeus
aurcus, Laclobaciiins arabivoses 3 Bacitiis subilis conproade frasta o 300 de la
nared celular. Polizcros de josfato de (leevol Pan sido tambidn caractericadas. Fl
contenido de 1ipidos on e paed cclular Ao divesas bactaniay Lrmn ponitivas oscilo

entre 1oy D0 aproximadanicnie.

Las bacterias Gram negalivas toven wna pared celular s delgeda forma-
da por el mismo nco-coniplejo v cubicrto o la parte externa por una capa de
wnas 20 milimicras de arucso de lipoproteing. La parte proteica contiene todos
los aminodeidos comunes incluvendo aminodcidos sulfurados, arginina 'y [)roﬁn_a.
No contiene dcidos teicoicos v ol contenido de lipidos oscila entre un 11y un 2206
Microfotografias clectrinicas obtenidas poy Howeingle (171, muestran que la pared
celular de lay bacterias Grar scoativas osté constituida por dos capas bien defini:
das que quizd corvresponden a la capa de muco-complejo y de lipoproteina.

11 contenido de Lipidos bacteriavos o5 tues uno de los atributos diferencia-
les mds importantes. Fstos pucden v definidos asta atiora dlo por el método
de extraccion wsado. Ion los Gram negatizos s e portan cifras hasta de 8% de “lifi-
aos extractables por éter”. Sila preparacion de pared celudar se somcte a una hi-
drolisis deida cndrgica (THCEHON /2 hWA00CH o total de ipidos extractables sube
haste wn 2200 aproximadamentc. mientras que en los Gram positivos la cantidad

de “lipidos extractables con éer” co casi negligible, ol total de lipidos previa®hi-




drélisic Hega a un promedio de 250 . No hay informacion suficiente al respecto de

la naturaleza quimica de estos lipido,,

Lxta bicn cstablcctdo que lo pared colular oo una estructura bastante rigide
porosa que wo soba ntiene da omembrana cclular del frotoplasto contra firesiones
Fasta de 50 alueosfeias sina que dambidn acliec como unad “criba” con cspacios
abicrtos luista deuna nilonicra di didmetvo que precione a soluios de P,
de 10,000 o mdy {didmectro de 25 milimicras de dejar ol beatoplaste o llegar a él

a tracés v o parea cclular,

La mombrana citoplasmdtica cdd un poco nicnos de finida quimicamente
que la pared colular fero s sabe que o5 de naturaleza frundamentalmente lipopro-
tetea y los csbwdros de Vennes s Gevliardt {1850 wsando técnicas inmunolégicas fian
demostrado la disparidiad de conpmcites gquimioos. Cuando las bacterias son me-
cdnicanionic dodntegradas por Cilbiacion wWdivasconica osta mnenbrana se dosoigan-

Laen fragt

aites frequelion constiluyendo un A0 for pese de profeinas y un 22.3%
a lipidos sumaide aprasinadanmentc un 1070 del fieco total seco de la hacteria. Se
ha cncontrado que un gran mincro de sGtomas encimdtices reshic cerca de la
membrana cito plasiditea (1005192000 y que inechas de las particulas con activi-
dad enzimiitica obtcnibles por desivtegracion mecdnica de las bacterias no son mi-
crosomas microplasmdiicos sino fragmenios de la membrana citoplasmdtica con en-
simas. La [isiologia de esta menbrana y su enornie importancia cn la permeabili-
dad bacteriana constituven cn la actualidad un capitilo de cxtraordinaria imfior-
lancia que Da atraido ol interds de monerosos incestigadores y cuya discusién es
i posible realizar cn cste capitalo itroductorio. Iin cuanto e los constituyentes cito-
Masmadticos se reficre, no difieren éstos mucho de los constituyentes de otras células
vegetales y avimales con la cxcepeidn de lu ausencia de estrucluras definides o iden-

tificables como mitocondrias.

Ll concepto del nieleo bacteriane ha sido de gran controversia en el campo
de la Bacteriologia y se debe fundamentalmente a la confusion y definir ¢l nicles

dentro de sus conce ptos morfolégico, quimico v genético.

No e puede hablar en las bacterias de un nitcleo morfoldgico en la forma

en que se refiere al hablar de células de vegetales superiores o de células animales;

3.
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vin embargo, desde Tace aloan tienipo se conoce la cxisiencta de un nicleo nmr[b-
togicaniente definible o n alvwnas faves de crecimiento de las bacterias empleando
coloraciones espectales Lo trabajos de Rabinowe (217, Kuaysi (12), De Lamater
CA20230 2% v ehros Den sontribuldo worablomente a aclarer este conceplo, sin dejer
de haber desde dncan grandes controzeriasy cn cuanto a los detalles [isiolégicos de
ety ovlracturas crogndticay taloy oo ta viewncia de cromosomas bien definidos
yla existencia de niosts gque defionde fa cvucla de De Lamater y negada por otros

autores.

Puede verse de lo anteriormente deserilo que mucho se ha avanzado en el
conocimtento anatomico y [Lioldvico de las bacteras, quedando como ¢s de supo-
ver {todavia muchos facteies y Jenimenos Lasta la fecha desconocidos o imperfec-

.

tamente ixfplicados

Comiderando que wno de los caracteres distintizos mds importantes cntre las
bacteviay Gram postticas y Gram wevativas ov e distinto condenido de lipidos en
la pared celulay bacteriana [udé avanzada la hipétesis siouiente: si una bacteria
Gram negativa con an alto contenido de lipidos en s pared celular era puesta cn
contaero con soliovies orginicos apropiados que extrajesen los cilados componen-
Los lipidos cra de suponerse wie desoraanitaciéon de la arquilectura de tal pared ce-
tular con ol concomitan v cambio cn o porosidad y en su funcidn protectora, sobre
la membrana citoplasmiitica que habric de tradacirse en un aumento de la presié
hidrostatica sobve ol pootoplata ademid de incrementar ol infereambio osmdtico
al nicel de la membrana citoplasnudtica ocasonando la ruplura de esta membrana
v la mucrte bacteriana cn un chogque osindtico. Por el contrario las bacterias Gram
positivas por tener menor cantidad de lijpidas en su pared celular la extraccion ds
cstor no ocastonaria un cambio en sw arquitectura y por lo tanto la porosidad de la
pared celular sevia poco afectada continuando entonces el papel protecior que ésta
tirne sobre ol protoplasto v por lo tanto no deberia afectar muy seriamente la in-
teoridad e la membrana citoplasmdtica que se traduciria on una sobrevivencia

mucho mds prolongada que las bacteriay Gram negativas.

Loy experimenios que a eontinuacion se deseriben fueron disefiados tnica-

mente para fprobar diferencios viabilidad de estes dos grupos de bacterias al ser

tratados con alcoholes de diferenies pesos noleculares y distintos solventes de li-

pidos.
.4 -




MATERIAL Y METODO

Se seleccionaron para este estudio tres cepas de cocos Gram positivos: una
de Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Streplococcus faecalis. De los
Gram negativos una de Escherichia coli. dos de Pscudomonas aeruginosa v dos de

de Proteus mirabilis. Todas fucron mantenidas en Agar tripticasa.

Determinacion de la curva de crecimiento de cada una de las bacterias
usadas: Se seleccionaron tubos de trece por cien milimetros, sin labio v se llenaron
con una solucion muy diluida de azul de metileno leyéndose al fotocolerimetro Klett
con un filtro de una transmision maxima de 660 milimicrones. Se escogieron que
dieran lecturas muy semejantes v ose laviron muy cuidadosamente. Estos mismos tu-
hos se Henaron con 7 il de caldo de tripticasa y sova (B-B-1.). Se cubricron con

tapon de algodén v fueron esterilizados a la autoclave.

Se inoculd un tubo de estos con cada una de las bacterias a que se les iba
a determinar su curva de crecimiento. El indeulo consistié en 0.1 ml de un cultivo
en caldo de tripticasa v sova de 18 horas: al terminar de inocular el tubo se cam-
bid ¢l tapon de algodén por uno de hule estéril. Acto seguido se homogeneizé in-
virtiendo ¢l tube v se levd en el fotocolorimetro de Klett a 660 milimicrones. LQS
tubns fucron eatonees incubados a 37".C vy fué leida su turbider a las 0, 3, 6, 9, 12,

15,y 24 horas de incubacion.

Se observd que el miximo crecimiento pricticamente en todas las bacterias

ensavadas se obtenia a las 18 horas aproximadamente.

Recuento bacteriano viable.---Una vez seleecionado el tdempo de incubacién

necesario para un uaximoe de creciiiento se toméd una porcién de cada uno de es-

- 5-




tos cultivos v s¢ hicieron diluciones en tubes con solucién salina estéril (NaCGl al
0.85%) que variaba de 1070 hasta 1% De cada una de estas diluciones se inoculd
superficialinente 001 ml a placas de Agar nntritivo de tripticasa y soya exendién-
dose el indculo con una varilly doblada: <e incubaron a 37°CC por 24 horas y se

hizo ¢] recuento de colonias,

Se obrervo que la ditueidn 107% daba en todus las bacterias un recuento
que oscilaba entre 50 v 500 colanias v tud escogida como la dilucidén Gnica que se
pracvicaria antes de incluir el solvente v que serviria como recuento control.

Se escogio arbitrariamente la proporcidon de -+ milo de culivo de 18 horas, y
i ml de solvente o la concentracion que lo proporcionaba el fabricante. Se cubrio
el tubo con tapén de hule estéril v se agitd continnamente tomando muestras a in-
tervalos de 1, 203,10 50 100 150 50 minutes inoculindose 0. 1 ml en placas de Agar

tipticasa v sova previamente secadas a 3700 extendiéndose el indeulo ca toda 1
superficie con uu varilla de vidrio doblada estéril. Antes de agregar el solvente
se toms 0.1 ml del eultivo v se diluyd a 10% ¥ se inoculo 0.1 ml en una placa en
I miisa forma gue das anteriores, Seincabaron por 18 horas a 37°CL, y se contaron

tas colonias desarrolladis antes v después de agregar el solvente orginico.

Las cifras obtenidas fueron tabuladas y despuds transferidas a grificas de

sobrevivencia logaritmica.

Antes de haterse hecho fa decision de usar 4 ml de cultivo bacteriano de 18
horas. se ensavaron cultivos de 24 horas y bacterias lavadas repetidamente con so-
lucién salina normal despuds de haber sido cultivadas durante 16 horas estatica-
mente resuspendidas o su volumen original con solucién salina. A estos sistemas se
les agregd 1 oml de algunos de Jos reactivos usados y que en estudios preliminares
se habian comportado satisfactoriamente, v se estudio su viabilidad a los mismos
intervalos va mencionados encontrdndose que no habia diferencia importante en

arviahilidad ante estos reactivos v a las concentraciones usadas en cultivos de 16

0 24 horas o en ealulas lavadas previamente antes de expornerlos al agente quimico.
Fo vista de esto se deeidio usar un cultive bacteriano ordinario sin ningun trata-

Hiento previo,

.(i.




RESULTADOS

Empezando por estudiar el efecto del aleohol metilico sobre bacterias Gram
positivas y negativas vemos que la mds seriamente afectada es Pseudomonas aeru-
ginosa que baja unas HU. Jogaritmicas de su recuento viable original; fucra de
tso todas las demids permanecen sin ningian efecto sobre su o viabilidad,

B kyogrifica N, 2 se muestra ¢l efecto del aleohol ctilico. La viabilidad
de los Gram positivos es preservada asi como la ¥ Coli; mientras que Proteus y
Pscudomonas sucimben en 9 2 15 nminutos,

ool erifies Nane 3 vemos el cfecto del isopropilico. Obsérvese que los
Gram  pegativos mueren en un minuto o wenos:  en el yuismo tiempo los
Graan  positivos muestran poca reduccidn  en su viabilidad,  después  de los
4 0 5 minutos, los mds afectados son Strept. faccalis y Strept. pyogenes, mientras
que Stiph. aureus no tanto. Este es uno de los mejores solventes que encontramos.

Las grificas 4, 5, 6 y 7 muestran ¢l cfecto que de los alcoholes butilico, inso-
butilico, amilico ¢ isoamilico ticnen sobrd bacterias Gram positivas y negativas. En
los cuatro casos todas ellas se vuelven no viables en menos de un minuto.

En fa godfica, Ntun. 8 se observa ¢l efecto del hexilico, con excepeién de
Staph. aureus que resiste su accién por buen tiempo, finalmente aungue muere to-
da la poblacion a los 30 minutos, las demds bacterias sucumben en el término de
un minuto.

En la grafica Nim. 9 vemos que of alcohol caprilico en el término de 1 a 2
minntos di cuenta de Proteus y E. coli pero Pseudomonas es muy poco afectada.
Los Gram positivos son poco afectados, el mds fue Strept. facealis. Este es también

uno de los buenos reactivos separadores encontrados,

-7




En la grifica Ndm. 10 con isooctilico, Proteus y Escherichia pierden su via-
bilidad ent un minwto pere aqoi al gl que el caprilico (alcohol también de 8
carbones) Pseudomonuas no ex afectado seriamente. Staphylococcus no es afectado,

Strept, facealls v Strept. pyogenes Daja 6 U., logaritmicas.

Ahora veremos ol efecto de otros reactivos orginicos varios, muchos de los.
cuales son buenos disolventes de lipidos.

La Acetona en b oridfica Nim. 11 muestra muy poco efecto sobre Gram
positivos. Proteus v Pscudomonas bajan mucho en viabilidad ndmeros escasos de
elies permanceen viables por 20 o mds minutos mientras E. coli es afectada en

arado moderido.

En la grifica N 12 se puede ver con claridad el efecto letal ripido, en

cuestion de un minato de cloroforino.

El eter etilico que estudiames en e grifica Nim. 13 mata rdpidamente los
Gram negativos v aunque baja el ndmero de sobr wvivientes mucho, es capaz de se-

pararlos sobre todo en los primeros minatos.,

En la grafica Nim. 11 vemos el efecto del éter de pewdleo; aunque sabe-
mos que es un excelente disolvente de lipidos tiene un efecto muy pobre como bac-
tericida y no afecta seriamente ni a Gram positives ni a Gram negativos.

En la altima grafica, la Nam. 15 observamos que el tetracloruro de carbo-
no inactiva rdpidamente a los Gram negativos y afecta mucho menos a los Gram
positivos, permiticndo separarlos aunque a ambos Streplococos los afecta en forma

moderada.
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DISCUSION

Se puede agrapar el electe de Las substancias utilzadas en tres grandes
srupos: EL primeros agquellos reactivos que solvicron no viables a bacterias Gram
nositivas v Grion necativis en poco dempe. Bl segundo, aquellos reactivos que no
nvieron efeeto o este fuf vy bage sobre fa viabilidad de tas bacterias v el tercero
aquellos reactivos que inaenvinen tapidarmenie a bacterias Gram negativas y res-

petaron b viabilidod de das Grara posttivas,

'

Lov representantes tpicos del primer goupo serian dos dos alecholes butilicos
vos amilicos, dos cunldes volvieron o viabies o grandes poblaciones Gram positi-
sy negativas en el anino de nnomineto o i concentracion usada. El cfecto del
fornfonne fud uracticarenie dentico al de Jos adeoheles ya citados. Un efecto bas-
tnte parecido hud el del bevaned aongue e inactivie sin rapidamente a Staphy
aurcis sin embiroo, boviabilidad de cste va siendo mienor a medida que pasa
el tiempo to gquedande sobrevivientes en ol término de 30 minutos. Vemos
ues que fos alcoholes de cuatro. ¢inco v oseis carthones afectaron la viabilidad bac-
teriana sin diseriminacion alguna de b difevencia de contenido lipoidal en las ba.c»
terias wsadas v probablemente su efecto letal tan polente no tenga que ver con su
capacidad para disolver lipidos: ex suninnente interesante citar que Mitchell 'y
Moidie (24 han usado nehntanol para desintegrar la membrana citoplasmitica de
Staphylococens sin afectar aparentemente la pared celular, probablemente los ami-
fieos v o] Dexilico actden de B misns manera desorganizando la integridad de la
membrana ciophisnites. B cloroformo gne es Fien sabido que es un CXCCIClltC

.
olvente de lipides snnque fambién un buen auente desnaturalizador do proteinas
Y que ]’U(ll'i,x PSPeTIESe L et 2\‘_‘4‘”1(! aecion discrimin:.xtr':l'i:l S(\bx~c g(’%rmcncs Gram

STIY RN . . . .
Posttivos v €, negativos, afecta por lgu;\l a ambos.

LY -




Por oo fudo hubo reactivos que poco efecta tavieron sobre la viabilidad

Biteteniaie Los mids representativos de et segundo grupo fueron el aleohel meti-

TThEo v el Sy de paetrAles, B bien

Es bien conocido el efecto conguiante Je protéinas que
nenen Jos aleoholes de bigo peso moleenlar, sin embireo a la concentracién usa-
da que es aprosimadamente de un 2047 este agente no afecta en forma seria la
viabilidad bacteviana en el wéimino de aeinta minutos de eontacto excepto en el

caso de Pseudomonas cuya viabilidad deseendia unas cuatro unidades logaritmicas.

El éter de pewrdleo que es unn de los mejores liposolventes utilizados, no
afeetd casi la viabilidad bacteriana. Es muy interesante ¢l efecto de este par de
reactivos vie que mientras que el aleehol metilico es un pobre solvente lipoideo, el
“rer de penrdlen por el contrario es une de o mejores agentes solventey de lipi-
dox gie se tenen o wano. sin eribagygo, suoaecién <obre la viabilidad bacteriana
es casi nulas Fstos hallazeos e oponen foertemente o la idea originalmente plan-
teada de que L extraccion de lipidos de pared celular por disolventes adecuados
afectaria I viabilidad de una nanera proporcional al contenido de lipidos de
aquella. Los resultados obtenidos con el grupo de aleoholes de cuatro, cinco y
seis carbones v el cloroformo con gran poder letal no descriminatorio son también

evidencia positiva en contra de Ja hipdtesis original,

En el grupo tercero o sea aquellas substancias que si ejercieron efecto diseri-
minatorio respetando Ta viabilidad de los Gram positivos por tiempo mds o menos
prolongado v matande rapidamente @ las bacterias Gram negativas podriase di-
vidir en dos subgrupos. - El primero aquelios reactivos que inactivaron riapidamen-
te a todas fas cepas de las especies Gram negativas usadas v tuvieron poco efecto
sabre las especies Gram positivas utilizadas, en este subgrupo considerariamos al al-
cohol isopropilico.  ¢rer etilico v tetracloruro de carbono. En segundo subgrupo
s colocarian aquellos reactivos que respetando i vida de todas las bacterias Gram
positivas per perfodos prolongados, inactivaron rapidamente a algunas de las vs-
pecies Grani negativas pero ne fueron letales para alguna de ellas. Entre éstas
cabria mencionar o los alcoholes caprilico ¢ isooctilico, al alcohol etilico y a la

acetona.

- 10 .




Considerando al

primer subgrupo gee contiene aquellos reactivos Qe lo-

graron una mejor seaccion deseriiinatoria vemos que el miejor de todos fue evi-

e ob adeohial isopropitico sicuicndole vn netvidad el éter etilico v el
tetraclorire de carbono, estas substancias aunqgoe bajan alzo el recuento de las
Grany peositisas durante los pritueros cinco  mintos de contacto no se compara
al fuhminante electo Jetal apae tienen sobre las Greaon nevativas, Aqui de nuevo
sncontramos eran evidencin en conrn de ja hipdtesis original, en el caso del al-
cohot nepronilico que siendo nn pobre liposolvente en Do logra inactiva en un
witsto o peblaciones bacterianas Gram nesatvas tan altas como | x 10 por mid-
litro. o gue demuoestra tue ol mecanisino de aceion letal seleetiva posiblemente
sea distinta al Gigivainente supuestos For oire Liado, los cases del éter etilico v
et totire e Gubono gue siende Buenos agenees lipmolventes podria vinenlar-
seosuexeclente accion el selectiva con In concentracion diferente de lipidos en
fa pared celular de hacterias Gram positivas v Gram negativas. pero la evidencia
acatnadada con los distintos aleohotes voadeunes de los oros veactivos liposefventes

indicic que o hablemente este no s ol mecaniso de accion,

Del sequndo subgrapo s podela ver Lo baena aceion selectiva de el al-

vohol etilico exeepto s imposibilidad o inactivar a Escherichia eoli en I concen-
trcion vsodias Les dos aleoboles de ocho carbones, caprilico v su isémero o1 iso-
octilico a pesar e inactivar facilmente a Proteus v Escherichia coli sin afetar a
los Gram positavas no son capaces se redocir considerablemente a Pseudomonas
acruginesa. Obsérvese ol efecto en el caso de {os aleoholes de cuatro, cinco v ccho
cirhones es iy similar entre isdmeros. Solo queda por considerar el efecte de la
acetoni cuya aceion diseriminatoria es muy disereta pues si bien respeta la viabi-
lidad de fas Gram positivas su efecto sobre las Gram negativas es realmente po-
bre requiriendo hasta 30 minutos para inactivie a aleunas de ellas v en el caso
de Escherichin coli todavia en este tiempe permanecen viables hasta cuatro uni-

aades logaritmicas por mililitro.

Estudiando por separado la serie de aloholes ensavados se puede observar
gue el aleohol metilico tiene poco efecto sobre Ja Viabilidad de bacterias Gram

positivas v Gram negativay ol pasar al aleobol etilico se observa que mientras que

- 11 .




o8 Gram posttivos penanecen pricticamente con la misma viabilidad gue con

¢l aleohol wetilico. Jos Gram negativos descienden ripidamente en ndmero excepto
en el caso de Boocoli. Al pasar al aleohol isopropilico confirmamos un cfecto mis
decisivo sobre los Grian negativos quie se voelven no viables en el término de un
minuto, simultdnemente e ve gue aqud ya los Gram positives son mas afectados
que tu los otros dos aleoholes anteriores descendiendo s numero de dos a ctaco
unidades fogaritmicas duarante los 5 primeros minutos, ‘Tan pronto se pasa a los
aleoholes de b v 3 conbones se ohserva ol nisme efecto fulminante sobre los Grain
negativos. se puede observar que el efecto sobre los Gram positivos es también
fuertemente letad en el mismo tiempo comparada con su relativa letalidad en el
caso del isopropilico v de su negligible ofecto cn ef caso del metilico v etilico. El
efecto continta muy semicjante on el hexanel excepto para Staph. aureus el cual
resiste su accion aungue deseendiendo ripidamente en ndmero hasta los 30 minu-
tos. Al pasar a los aleohioles de ocho carbones vemos que mientras el efecto letal
v idG sobre Proteus v B coli persiste Pseudomonas e muy poco afectada mien-
tras que el efecto letal sobre los Gram positivos es de nuevo muy bajo. Desafortu-
nadiumente no se ensayaron aleoholes de 7 carbones v no serfa extranio al ensayar-
jos, que el comportamicnto de viabilidad fuera muy semejante al que se obtiene
con el alecohol sopropilico es decir un profundo efecto letal sobre los Gram negati-
vos v la recuperacion de la viabilidad de los Gram positivos que aunque seria-
mente afectados permanceen viables en reguiares niimeros durante todo el tiempo

del experimento.

La comparacién de efectos en el grupo de solventes orginicos usados es im-
posible debido a que no hav ninguna relacién quimica o de otro tipo cuando fue-

ron escogidos para este estudio,

Los datos presentados hasta este momento hacen que la hipdtesis antes de
empezar ¢l estudio se haga insostenible ya que se ha demostrado claramente que
substancias que son buenos liposolventes como el éter de petréleo no afectan la via-
bilidad bacteriana ni de Gram positivos ni de Gram negativos o por el contrario
Ja anulan sin descriminacion del contenido lipoidal como en el caso del clorofor-

mo; mientras que otros reactivos de los cuales se sabe som solventes de lipidos

- 12 .




niy pobres cu o tales comn los aleolioles elilico e isopropilico ingctivan {acil-
mente poblaciomes Grann negativas « espetan I viabilidad de las Graom positivas,

Alcohoies de L5 v b carbones que se sunone tenen mds afinidad lipoidal, destru-

ven e visbilidad bacteriaiia sin mingunn diseringnacion, Teda vsiru uf\'i(lr(‘nr('rizl p;\ﬁ-
rece indicar que los lipidos de 1o pared eeludan no jucean an papel preponderante
et B sobrevivenan descruninatorie que e obtuve con alennos de los reactivos,
tales como o adeoholes soprapiiion caprilico « isoactilico ast coma con ol der
ctilico v el enraclonee de cmbionos N Bien deba buscarse snoaceion sobre 1o
membrana cioplaaidtica ocaal como e sabidos estd formada por quivd 2 a0 b
nono-capas de dipoproteina e el caal of rontenido de lipidos es de un 200 a0 30¢;
dependiendo del mieroorganiano un 3o 607, de proteina. En vista de la labili
dad de eqtamembrana, de ose Daailidad o diferentes substancias, alterando nota-
plemente su penneabilidad v cansaado Tesiones en s estractara lo cual permiti-
riac el eseape de sabstancies bonportantes del citoplisma st como el ingreso o ¢
de substincis no selectivinnente permeables que condueiria o un profundo inter-
cambio Bguido v oo una gran alteracion del cquilibrio coloidal citoplasniitice. no

esoextrano que e bactenia muariera durante esta explosion osmatica.

Fas substaneins usidkis son de saficiente escaso vohmnen molecular como
para poder penetrar a tracds de dos poros de la paved celular vy Hegar faciimente
o L altara de Inomembrana citoplsniitiea, sin embargo por qué unas substancias
no tenen efecto sobre Ta viabilidad v ouas s o tenen, es un enigma. Una intere-
sante correlacion ha sido encontrada en el caso de los aleoholes, pero es dificil
maginar en el caso de Jos solventes, El estudio del poder desnaturalizador de pro-
teinas de estas substancias, el efecto sobre la permeabilidad de la membrana -
plasmdatica por estos reactivos condicionando la fuga de metabolitos importan-
tes, fextraceidn cuantitativa de Jipidos de bacterias integras v ode protoplastos do
Ias mismas, probablemente den alguna Tuz que permita conocer s a fondo el
mecanismo deaccion de estas substancias sobre o viabilidad bacteriana.

A pesine de oo tener una imagen ol del mecanismo de aceidn diserimina.
toria de la viabilidad bacreriana de estos reactivos v o pesar de que la hipétesis
prapuesta originahnente gque se suponia podrin ecurrir no se pudo demostrar. que-

dé en pid ¢l fendmeno mistno: es deeir, se logrd encontrar reactivos que respetando

by




fa vinbilidad de las bacterias G positivis por un tetmpo suficientemente largo,
mientras e inactivan en cuestion de seoundos o grandes poblaciones bacteria-

nas Gramy nesatives, Lo evidencin encontrada yosu evaluacion  demostraron que

s

cote Tendmeno fio ocutie por el mecanisine hipotétcamente propucste sino-que-ta -
Lecion diseriinatonig estd docalizada e otras estructuras oy tr letalidad se debe

Azt A Otros INeCHIsInes

Qe cnal Geere Las umplicaciones de o anteriormente propuesto el electo
discriiminatorio de estos salsentes pertite deouna manera ficil separar bacterias
Gram positivas do treoechin con Grnn newativas inactivando a estas Gltimas. Las

posibilidades de estos renctivos comn agentes separatorios de sistemas bacterianos

puede ser iy srande con nuchas aplicaciones en - la sacteriologin Mdédica, ve-

terinaria. en e Bacterioloain deosuelos voen 14 Microbiologia aplicada a la indutria

¢oen thnines generales en cunlquicy coso gque se desee separar bacterias Graim

posttivas demesclis con Gram ncuativas, Bz fmperioso entoncees, que se realice un

frabajo de vestigacion cnenminado 4 denostrar experimentalmente que algunos

de los reactives encontrados como diseriminorios para la viabilidad bacteriana

en este estudio sean aplicados para resolver mesclas de hacterias Gram positivas:

v Grinn pegativas on distintas proporeiones v osobre todo en proporcibnes desfa-

vorables para ¢l componente Gram positivo con el objeto de tener cvidencia de

laboratorio de que es posible gue estos reactivos pucdan separar tales mezclas.
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