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DISOCIACION CELULAR DE BACTERIONEMA
MATRUCHOTIL.

AISLAMIENTO DE VARIANTES BACILARES
Y ESTREPTOCOCCICAS ESTABLES
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Las placas y cilculos dentales en desarrollo se caracterizan
por la presencia de varios tipos morfolégicos de microorganis-
mos. Naeslund' considerd a la forma filamentosa como al prin-
tipal componente implicado en los caloulos dentales. Mandel.
Levy v Wasserman® reportaron que la flora de 1a placa de los
caleulos en desarrollo abundaba en formas cocoides v que las
formas filmmentosss prevalecian despuds de la  ealeificacion.
Howell, Rizzo y Paul' demostraron que los estreptococos eran
aumerosos en placas en desarrollo hasta las 4 semanas, De aqui
en adelante, hasta los 3 meses, predominaban las formas fila-
mentosas incluyendo Actinomyces npaestundii, Actinomyees is-
raeli, Leptotrichia buccalis, Bacterionemn matruchotii v algimas
especies no identificadas. Entre los organismos filamentosos gram-
positivos, Bact, matruchotii ha ganado importancia como  habi.
lante de la boca durante la dltima década, a partir de su clasifi-
cacion en la familia Actinomycetacese'. Se¢ ha aislado frecuente-
mente de muestras dentales® * ', Su capecidad para formar hi-
droxiapatia  intracelular® * " I', una especie cristaling promi-
nente en los cilculos dentales, puede indicar que este organismo
estii implicado en la calcificacion de los calculos dentales,

Segin Gilmour, la reproduccidn de Bact, matruchotii tiene
lugar por fragmentacidn de las formas filamentosas para dar
formas bacilares, las cuales germinan para formar nuevos fila-
mentos. En el presente estudio se demuestra que Bact, matri-
chatii también sufre una disociacion celular v forma elementos
movibles como parte de un complejo ciclo de crecimiento. La
movilidad ohesrvada comadié con la presencin de una vasante
bacilar y otras variantes estreplocsecicas aisladas de un cultivo
de Bact. matruchoti.

Los cultivos liquidos originados de un solo filamento, deno-
rinado F. de Bacterionema matruchotii Richardson cepa 13 se
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mantuvieron en crecimiento exponencial. Dos ml del cultivo se
usaron para inocular 50 ml de caldo de infusién de cerebro-co-
razén | brain heart infusién (BHI) broth (Difeo) . Se removieran
muestras a intervalos de 2 a 4 horas desde el tiempo cero hasta
las 40 horas. Cada muestra fue examinada microscopicamente,
en un campo oscuro y lefiida con el Gram. Cada muestra se di-
luyd 10 veces con caldo BHI v 0.1 ml de la dilucidn se distri-
buvo sobre agar BHI com una varilla de vidrmo, Los cultives en
agar se incubaron durante 3 dias a 37°C, después de los cuales
se determing el nimero de unidades formadoras de colonias (co-
lonv-forming units, CFU) por ml, para cada muestra periddica.

Crecimiento del filamento, F;. El ntumero de CFU/ml au-
mentd de 1x10* a 1 x 10" durante las primeras 32 horas de in-
cubacién, disminuyendo luego a 2x 107 después de 40 horas.
En algunas muestras, elementos movibles piriformes fueron evi-
dentes desde las 12 horas, Estas formas aumentaron en numero
entre las 24 v las 40 horas, coincidiendo con la aparicién de
extremns redondeados alargados en algunos de los filamentos.
Las mnestras periddicas cultivadas en agar originaron colonias
caracteristicas durante las primeras 36 horas, Después de 36 ¥
40 huras, se encontraron colonias planas poco usuales con una
frecuencia de 0,03 a 0.9 por ciento, Las colonias tipicas de tres
dias, suspendidas en agua esterilizada filtrada y examinadas con
¢! microscopio electrdnico, contenian elementos piriformes. Es-
1as formas midierom 0,75 micrones de longitod por 0,35 micro-
nes de anche v parecian poseer 3 estructuras como flagelos en
el extremo apical. Las formas activas variaban morfoldgicamente
desde las piriformes hasta un bacilo triflagelado de 2 micrones
de longitud por 0,7 micrones de ancho. El examen de las colo-
nias planas reveld formas difteroides, En estas enlonins, las for-
mas movibles escasearon v resultaron morfoldgicamente simila-
res a las de los cultivos del filamento, El cultive de las colonias
planas en un medio liquido produjo bien un bacilo corto, deno-
minado RF; bien estreplococes con diferentes perfiles fermen-
tativos, denominados S, §; v 5. Se eligieron BF; v S, como re-
presentantes de las variantes v su crecamiento se estudid de un
meodo similar al descrito para I,

Crocimiento de lo vartante bacilar, RF;. El ntimero de
CFU/ml aumentsé de 30 en el tiempo cero hasta 6x 10" des-
pués de 24 horas de incubacién, pasando por un periodo de cre-
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cimiento acelerado. A las 40 horas el nimero de CFU/ml habia
disminnido a 1.5 x 100, Durante laz 24 horas iniciales se observa-
ron bacilos individuales v en racimos, Despuds de las 28 y 40
horas la formacién de racimos coincidié con ol aumento de ma-
terial capsular y la disminucidn del mimero de CFU/ml Du-
rante todo el periodo de crecimiento de 40 horas se observaron
farmas movibles semejantes o las de los cultives F; v S, Las
muestras pericdicas cultivadas en agar BHI produjeron colomias
uniformemente viscosas de color marrdn claro, las cuales conte-
nian bacilos o racimos de hacilos. Por examen en un campo
oscure. se detectaron consistentemente elementos movibles piri-
formes, Con el microscopio electrénico se observaron estas for-
mas: tenian (048 a 0,55 micrones de Jongitd por (K30 a 0.31
micrones de ancho v parecian poseer 3 flagelos,

Crecimiento de la variante estreptocdecica, S., El crecimien-
to de §; aumentd de 8 x {(F hasta un méaximo de 5 x 10'° CFU/ml,
durante las primeras 16 horas de incubacidn, De agui en ade-
lamte, el nimero de CFU/m! disminuyd a 1 x 10° a las 32 horas.
volviendo a aumentar a 1.5 x 10'® después de 40 horas. El exa-
men en campo oscuro de muestras periddicas mostrd formas meo-
vibles ocasionales durante el ciclo de crecimiento, las cuales se
semejaban ‘a los elementos piriformes vistos en los cultives F;
v BFy. Entre las 12 v 40 horas, las ¢élulas se presentaron como
cocos individuales, diplococos v racimos de estreptococos, Las
muestras periddicas de las primeras 12 horas enltivadas en agar
produjeron una mezcla de coloniss planas v convexas despudés
de 3 dins de incubacidn. Las eolonias planas formaban colonias-
hijas y se hacian convexas después de 5 o mds dias de mncuba-
cibn. Entre las 12 v 36 horas, las colonias predominantes se ele-
varon y produjeron una zona de crecimiento secundario, de la
cual también se desarrollaron colonias-hijas, En placas incubadas
durante el periodo usual de 3 dias, el fendmeno de la coloma-
hija fue més pronunciado entre las 12 v 36 horas del periodo de
muestreo. Cuando las placas del periodo completo de 40 horas
se imcubaren durante 3 a 7 dias mas. todas las colonias se diso-
ciaron y formaron colonias-hijns, mcluvendo aquellas colonias
que poseian esta capacidad latente, El centro de los colonias con
colonias-hijas contenia principalmente formas filamentosas, junto
con formas cocoides grandes, cocos v bacilos. La colonia-hija
contenia principalmente formas coco-bacilares v la pona de cre.
cimiento secundario estaba formada por estreptococos. Con el



examen en campo oscura de las colonias diferenciadas se nhser-
varon formas movibles similares a las producidas en cultives
liquidos. Observada al microscopio electrdnico, esta estructura
era de forma similar, pero mas pequefia que las derivadas de F,
y RF,. midiendo 0.24 por 0,1 micrones. Con subcultivos repe-
tidos, las formas movibles desaparecieron y S, perdid su capa-
cidad de producir colonias disociadas,

Estudios inmunoldgicos. Con 0,1, 0,1 ¥ (L5 ml. respectiva-
mente, de células de Fs, RF; v S, suspendidas en solucién salina
normal (1 x 10" CFU/ml) se inmunizaron conejos por inyec-
cidn intramuscular los dias 1, 18 v 25, Los dias 77 y 87 se hi-
cieron inyecciones adicionales de homogeneizados de células (0.2
a 0,3 por ciento de proteinas) en las venas marginales de la oreja.
De sangre reunida a los 100 dias después de la inyeccidn inicial
se obtuve el antisuero para cada microorganismo, Las inmuno-
globulinas se separan del antisuero por el método de Sinha y
Reddy' v se concentraron por tratamiento con Aguacide N* 2
(Calbiochem), Las globulinas-anticuerpo, asi concentradas, se
conjugaron con isotincianate de fluoresceina (Difco) segin el
método de Coons'®, modificado por Spendlove'™, empleando el
método directo de tincion, Una gran proporcidn de las células
de colomias de F.. RF; v §, no presentaron fluorescencia al ser
expuestas a los conjugados de anticuerpos fluorescentes (FA)
homdlogos. Tos cuerpos de forma de cocos v los piriformes fue-
ron componentes fluorescentes comunes en los 3 organismos.
Ocasionalmente, se observd alguna forma bacilar que fluorescia
en las preparaciones de F, v RF,. Al examinarlos en campo os-
curo v al microscopio elecirénico, las estructuras fluorescentes
correspondieron estrechamente con las formas movibles previa-
mente descritas, La tincién FA heterdlogn de F, produjo una
respuesta similar a la de las correspondientes reacciones homd-
logas. La fluorescencia entre IF; ¥ RF; fue uniformemente inten-
ga, Cuando los células de F; o de BF; se hicleron reaccionar con
el conjugado S, - FA, F, fluorescié débilmente y RF; reacciond
con una intensidad inferior a la respuesta hombloga. La reac-
cién de los conjugados individuales con preparaciones de colonins
planas revelaron (nicamente algunas formas cocoides fluores
cemtes,

La inmunodifusion se realizé en una unidad NIL-Saravis
con membranas de Celotate (Millipore), con buffer de fosfato
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0.1 M., pH 7.0. Ltk pozos centrales ce lénaron cm 25 o 50 mi-
crolitros de glebuling (5 por ciento de proteina) y los [ozOs pe-
riféricos con un volumen similar de antigeno (0.2 a 0,3 par
ciento de proteina), La difusiém se hizo a la temperatura am-
biente durante 5 dias. Las membranas se lavaron durante | g 2
horas con cambios miltiples de solucidn salina normal. e life-
ron con Poncean £ y <o contratifieron con nigrosing. Los resul-
tados de la mmunodifusién apoyan las interaccicnes FA de los
3 organismos v establecieron una relacién antigénica, El anticuer-
po de F; produjo 7 bandas de precipiting (PB) hamdlogns, de las
cuales 2 interreaccionaron con HF, (débilmente visibles). El an-
ticuerpo de RF, mostré 0 PB homélogas, de las cunles 1 inter-
reacciond v | mostrd identidad con F, v un solo determinanie
unilateral de reactividad con S. Por contraste. al anticuerpo
de 5, produjo 4 PB homélogas, pero no veaceiond F;, ni RF,.

Ensayos de fermentacién. Se inocularen medios Liguidos
que contenian 25 g. de infusion de corazén, 3 g de extracto
de levadura (Difco) y 1 por ciento de carbohidratos. con 1 gota
de cultivo en fise de crecimiente exponencial. Los carbohidratos
ensavados fueran: sacarosn, glucmsa, munosa, fructoss, maltoss,
salicina, xilosa, rafinosa, sorbitol, lactosa, manitol e inulina, Para
detectar la produccién de gas se wsaron tubos Durkam. La produc-
cién de dcidos se midié con un pH-metro Beckman Zeromatic 11
en cultivos no-centrifugados. despuds de incubarlos 8 dias o 37+C.
Los perfiles fermentativos de F, v RF; fueron similares. Los
gérmenes S difivieron de ¥, vy RF, en que fueron capaces
de fermentar lactosa (5,), lnctosa, rafinosa e inulina (§,), ¥
lactosa, rafinesa pero no inubina (8:). Ninguno de los gérmenes
produjo gas.

Este reporte describe la disociacion celular de la forma fila-
mentosa de Bact, matruchotii en variantes bacilarss y estrepto.
céecicas estables, Las variantes. que han permanerido estahles
durante 2 afios, se formaron a partir de colonias planas no-usua-
les obtenidas de cultivos liquidos que contenian formas movibles,
El descubrimientn de formas movibles en Bact. matruchotii indi-
cb la posibilidad de que este organismo puede reproducirss tanto
“vegetativamente” como “esporogénicamente”. La reproduceidn
vegetativa tuvo lugar en cultivos liquides durante las primeras
12 horas, cuando el crecimiento consistié exclusivamente de for-
mas bacilares v filamentosas nomovibles, La divisidn celalar
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durante esta fase de crecimiento fue similar a la reportada por
Gilmour'®. pasando a través de un proceso de septacion del fila-
mento, fragmentacion en subumidades, produccién de cuerpos
de forma bacilar ¥ emergencia de nuevos filamentos. Despues
de 12 horas, la movilidad de Bect, matruchotii se reflejé en un
estado indefinide de esporogenia, nparentemente necesaro para
la produccién de colonias planas, Las formas movibles fueron
mas numeresas en los cultivos liquidos después de una incuba-
cibn prolongada v en colonias que cambiaron de una textura
suave a una arrugada. El aislamiento de colonias planas fue so-
lo posible cuando las formas activas fueron numerosas. Mellon'’
ha descrito para un organismo ramificads  filamentoso,  co-
lonias planas que crecen como un difteroide ¥ son esta-
bles hasta por 5 anes. las cuales son similares a las
de Bact. matruchotii, Amngque no se habia reportade anterior-
mente en Bact. motruchotii, In movilidad es comin a varios geé-
neros de Actynomicetes, en particular Dermatopfulus”, Actino-
planes, Ampullaria y Spirilospora”. Las formas movibles tam-
bién se encueniran en otros organismos ramificados filamento-
06 v s describen como esporas flageladas en Actynonicetes
no-clasificados’’.

Los componentes esporégenes respomsables de las colonias
planas en Bact, matruchotii edaban aparentemente enmaseara.-
dos por el crecimiento filamentoso en cultivos en reposo, Bien
las formas subfilamentosas degeneraban y eran eventualmente
absorbidas al continuar el crecimiento como ocurre con algunas
especies de Nocardia™ *, bien las condiciones ambientales pro-
movian el estado filamentoso ¥ prevenian la expresion de las
variantes. La supresian de la ocurrencia espontinea de R, ¥
S, durante el crecimiento filamentoso se confirmd parcialmente
al comparar sus velocidades de crecimiento, Las velocidades de
crecimiento de las variantes fueron unas 2 veces mayor que la
del filamento, De no haberse restringido su crecimiento, las va-
riantes hubieran superado ripidamente al caltivo Alamentoso.

La persistencia de la movilidad en RE, después de repetidos
subcultivos se considerd como una caracteristica inherente trans-
mitida por el filamento, la cual favorecia la disociaciin ulterior,
Por contraste, la ausencia de movilidad de 8, después de conti-
nuos subcultivos coincidié con una incapacidad para disociarse
v formar colonias-hijas, La transicién de filamento a S, fue com-
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pleta como lo indica la morfologia uniforme v una estabilidad
que podris reflejar un tipo morfoldgico definitive,

La falta de un efecto de dilucitn en la recuperacién de co-
lonias planas de F, indicé que las variantes se originaron de ra-
timos de esporas liberados de esporangia rotas en el proceso de
siembra en agar, Ademis. la actvidad esporogénica en colonias
tipicas y planas de F; estuvo relacionada serolégicamente a las
variantes. Los conjugades de anticuerpos fluorescentes para RF,
¥ 8 reaccionaron con los elementos piriformes v cocoides v las
colonias planas de F, Las variantes estaban, por consiguiente,
ligadas directamente a los componentes esporogénicos  del
lilamento,

Las caracteristicas [lisiolégicas e inmunolégicas de los aisla-
mienios indicaron que RF, estaba mis estrechamente relaciona-
do a F; que a §,. RF, y F; presentaron perfiles de fermentacion
similares y diferentes de los aislamientos estreptochecicos, tanto
como grupes como individualmente, Las reacciones de inmune-
precipitinas mostraron que RF, formd un puente inmunoldgicn
entre F; v §;; las dos formas que no interresccionaron, Las re-
acciones FA también mostraron que RF, interreacciond con B,
¥ Si. Sin embargo, cuando Tas reacciones de FA e mmunoprec-
pitina se correlacionaron, la fluorescencia vista en las células F,
expuestas al confugado S FA no dieron una correspondiente re-
accibm de precipitinas. Esta fluorescencia formé un nexo directo
entre F; y 5, que de ofro modo no fue detectable,

En base a las diferencias morfolégicas. inmunoldgicas y
hisiologicas, las variantes de Baet. matruchotii podrian conside-
rarse especies filogencticas distintas que comparien algunas ca-
racteristicas comunes. El bacilo, RF,, tiene caracteristicas simi-
lares a Actinomyces viscosus v el estreptococo S, caracteristicas
similares a Streptococeus sanguis (datos no publicados), Puesto
que las variantes de Bact. matruchotii tascienden los limites
marfolégicos de la clasificacion bacteriana, la forma filamentosa
podria considerarse como un individuwm® como las variantes
representando un rango de formas disociadas sucesivas que des-
criben separadamente las caracteristicas bioldgicas inherentes del
filumento.

La presente demostraciin de que Bact. matruchoti se diso-
b y produjo formas no-filamentosas sugiere que algunas de sus
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variantes pueden pasar desapercibidas en muestras dentales y
pueden confundirse con especies distintas.

Traduccion al castellano:
e, Eovalde Hernandez.
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