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KĴ fc*"'̂  

CONSEJO SUPEfiíOfi DE INVESTIGACIONES CIENTÍFICAS 
MADRID 



O T R A S R E V I S T A S DEL P A T R O N A T O 

«ALONSO DE HERRERA» 

ANALES DE EDAFOLOGÍA Y FISIOLOGÍA VEGETAL—Publicados por el Instituto 

de Edafología y Fisiología Vegetal. 
Continuadores de los «Anales del Instituto Español de Edafología, Eco

logía y Fisiología Vegetal». Abiertos a una amplio colaboración, recogen 
en sus páginas trabajos sobre suelos y fisiología vegetal, tanto del Instituto 
de origen como de otros Centros investigadores españoles y extranjeros y, 
asimismo, estudios de tipo informativo y bibliográfico. 

Mensual. Ejemplar, 20 pesetas. Suscripción, 160 pesetas. 

ANALES DE LA ESTACIÓN EXPERIMENTAL DE «AULA DEI».—Revista dedicada 

o la publicación de trabajos originales sobre investigación agrícola y pro

blemas biológicos relacionados con lo misma. Publicada por la Estación Ex

perimental de «Aula Dei», Zaragoza. 

Cada volumen, excepto Vol. 1, contiene unas 300 páginas, distribuidos 

en cuatro números, que se publican o intervalos irregulares. 

ANALES DEL JARDIN BOTÁNICO DE MADRID.—Publicación del Instituto «An
tonio J. de Covonilles». 

Publica trabajos y notos científicas que abarcan todos los campos de la 
Botánica. 

Precio del tomo anual, 100 pesetas. 

COLLECTANEA BOTÁNICA.—Publicación del Instituto Botánico de Barcelona. 
Dedicado o la Botánico en general, viene o ser un órgano exterior de lo 

actividad del Instituto Botánico de Barcelona, elemento de enlace con los 
demás Centros de investigación. 

Publica trabajos sobre los distintas disciplinas de lo Botánico: Sistemá
tica, Florística, Fitosoclología, Fisiología, Micologío, Brlologío, Algologío, etc. 

Dedica uno porte o reseñas bibliográficas y o lo información. 

Semestral. Ejemplar, 30 pesetas. Suscripción, 45 pesetas. 

FARMACOGNOSIA.—Publicación del Instituto «José Celestino Mutis». 
Esto reviste está dedicado al estudio de los problemas de lo Farma

cognosia, siendo sus finalidades: uno, propiamente científica, que trota de 
Botánico, análisis químico, experimentación fisiológica y clínica, y otra, de 
orden práctico, relativo al cultivo y recolección de materias primos idóneas, 
no sólo poro lo Medicina, sino poro lo Dietética y lo industria. 

Trimestral. Ejemplar, 25 pesetas. Suscripción, 80 pesetas. 

GENÉTICA IBÉRICA.—Publicación del Instituto «José Celestino Mutis». 
Publica trabajos sobre Citología, Citogenético y Genética de los diver

sos materiales que constituyen el temo específico de investigación en los 
distintos Centros colaboradores de lo revista, en España y Portugal, y los 
relacionados con la mejoro de los especies vegetales que interesan a la 
Farmacognosia. 

Trimestral. Ejemplar, 20 pesetas. Suscripción, 70 pesetas. 



DE»INVESTIGAC10 

OMÎCROBIOLOGIAL: 
U<0fESPANOLA>oe« 



S U M A R I O 

CONFERENCIAS Y COMUNICACIONES 

Obtención y estudio de las formas filtrables de P r o t e u s 

v u l g a r i s , por Miguel Rubio Huertos y Rodrigo Mo

reno San Martín 

Algunos datos sobre S t r e p t o m y c e s productores de 

antibióticos, por A. Sónchez-Marroquín 

Introducción de una modificación al método de Wickerham 

para determinación cuantitativa de la fermentación de 

la rafinosa por las levaduras, por Carlos Ramírez 

Una nueva especie de S p o r o t r i c h u m : el S p o r o -

t r i c h u m s a n g u i n e u m , por Carlos Ramírez... 

Contribución a la tinción de ascosporas y clamidosporas de 

levaduras, por Carlos Ramírez , 

Estudio sobre nuevas especies de levaduras aisladas de 

diferentes sustratos, por Carlos Ramírez 

Estudio de una nueva estirpe de B r a s s i c a v i r u s L y 

sus inclusiones intracelulares, por Miguel Rubio Huertos. 

INFORMACIÓN 

Actas de la Sociedad 

BIBLIOGRAFÍA 

índice de artículos de Revistas 

Página 

195 

205 

227 

231 

239 

249 

255 

261 

263 

S E S U P L I C A E L C A M B I O 

O N P R I E L E C H A N G E 

A U S T A U S C H E R B E T E N 

E X C H A N G E D E S I R E D 

TODA LA CORRESPONDENCIA 

D E B E D I R I G I R S E A 

MICROBIOLOGÍA ESPAÑOLA 

SERRANO, 1 1 3 ó 1 5 2 - MADRID - ( E S P A Ñ A ) 

Número suelto: 22 pesetas. Suscripción anual (4 números): 80 pesetas. 



VOLUmN 6 JULJO-SEPTÍEMBRE1953 NUM. 3 

¿7liurvMaCo~gia 
£sfLaJíxy£cL 

AuMicaÂh Jurr 

el ÙndHJtuhr "9aMU ^emuí'ík (JiicruUaùr^ioj 

Aj hu Soiiedad (k cÂicruUéùr^ Ùjfuimào 

CONSEJO SUPEMOñ DE INVESTIGACIONES CIENTÍFICAS 
MADRID 



CONSEJO DE REDACCIÓN 

Prof. Dr. don Arnaldo Socías Amorós, Director 
del Instituto "Jaime Ferrán" de Micro
biología, del C. S. I. C. 

Prof. Dr. don Lorenzo Vilas López, Secretario de 
la Sociedad de Microbiólogos Españo
les. 

Dr. don Ricardo Salaya León, Bibliotecario de la 
Sociedad de Microbiólogos Españoles. 

GRÁFICAS TEJARIO, S. A. Plaza del Biombo. 4. Teléfono 22 i 2 88. MADRID 



c. s. I. c, 
INSTITUTO DE EDAFOLOGÍA Y FISIOLOGÍA VEGETAL 

SECCIÓN DE MICROBIOLOGÍA DE MADRID 

OBTENCIÓN Y ESTUDIO DE LAS FORAAAS FILTRABLES DE 
PROTEUS VULGARIS (*) 

por 

Miguel Rubio Huertos y Rodrigo Moreno San Martín 

Primeramente intentaremos aclarar algunos conceptos fundamentales 

que constituyen la base de este trabajo. 

PLEOMORFISMO BACTERIANO 

En el estudio de los productos bacterianos se observan diferencias de 

forma que no pueden considerarse como tipos nuevos o variantes, y que 

han sido señalados desde antiguo. Así fueron observadas por Almquist 

(1911); Lohnis y Smith (191Ó); Hort (1917) y Mellon (1919), que resumía 

Henrici diciendo «que las bacterias en un cultivo puro muestran amplias 

variaciones en el tamaño, forma y estructura de sus células, pero la natu

raleza y el significado de estas variaciones no son conocidas». Los tra

bajos fueron continuados por Kuhn y Sternberg en 1931 con cultivos que 

contenían cloruro de litio, encontrando formas monstruosas y granulos pe

queños, sin dar entonces una explicación apropiada. 

Es decir, estas formas de involución pueden producirse por causas in

ternas biológicas o por malas condiciones externos. Se prodgce, efectiva

mente, un pleomorfismo en las bacterias degeneradas existentes en me

dios viejos o sometidos a desinfectantes, etc.^ )l ofro que se presenta en 

cultivos jóvenes, de significación diferente, pues algunas bacterias pasan 

frecuentemente por un cambio de fases. 

(*) Trabajo presentado en la sesión celebrada por la Sociedad de Microbiólo
gos Españoles en Madrid, el día 8 de mayo de 1952. 
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FORMAS L 

Estudiando Klieneberger en 1935 cultivos de S t r e p t o b a c i l l u s 

m o n i l i f o r m i s constató la existencia de pequeñas colonias ¡unto a las 

normales, y aisló un organismo semejante a los de la pleuroneumonía bovi

na, que difiere en muchos aspectos de las bacterias, creyendo entonces 

esta autora que constituían una simbiosis de organismos asociados con 

S t r e p t o b a c i l l u s . Dienes vio más tarde (1939) el desarrollo de 

colonias semejantes (designadas U por Klienerberger en el S t r e p t o 

b a c i l l u s ) en el F l a v o b a c t e r i u m y B a c t e r o i d e s , man

teniendo éste y otros investigadores que eran una fase del bacilo, lo que 

después ha sido también aceptado por Klieneberger, que cree, no obstan

te, que las bacterias típicas y la forma L difieren fundamentalmente. Estas 

diferencias se establecen por el diferente grosor de la membrana celular, 

casi inexistente en las formas. L, lo que hace a estas células plásticas y 

capaces de adoptar cualquier forma, por las estructuras cromatínicas, que 

;no adoptan la disposición de cromosomas, sino que se presentan como 

grupos gruesos, partículas, micelios o redes y, por último, que los cuer

pos L se reproducen por segmentación y eventualmente se rompen en pe-

Cjueños granulos, mientras que las bacterias lo hacen por fisión binaria. 

La forma L revierte con gran facil idad a la forma bacilar, pero se pue

den producir razas L y conservarlas de esta manera durante tiempo in

definido. La forma L es, pues, una entidad en sí y reproduce la propia 

«specie por producción de pequeños granulos que parecen unirse, repro

duciendo la forma L. De esta mqnerq el ciclo L puede considerarse como 

un proceso de regeneración equivalente a un proceso sexual de los or

ganismos superiores, según cree Klinéberger recientemente. 

Algunas bacterias Gram negativas producen la forma L en condicio

nes ordinarias; otras lo hacen cuando están sometidas a condiciones ad

versas. 

Refiriéndonos q la producción de formas L por el P r o t e u s v u l 

g a r i s , tenemos que éstas se producen fácilmente cuando hacemos des

cender la temperatura ambiente, por ejemplo, a 4^ C. En la fase L del 

P r o t e u s se producen en los bordes de las colonias (lo que se puede 

'apreciar por diferentes métodos) granulos a partir de cadenas bacilares, 

que luego se fusionan, se quedan libres o en conexión con los bacilos, 

l as cadenas bacilares también producen formas curvas y lazos con grá-
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nulos incluidos. Otras veces, sometido más prolongadamente al fn'o, 

forman cuerpos enormes (large bodies), de donde les viene el nombre, 

que se segmentan en otros más pequeños. 

Si sometemos al P r o t e u s a 0,5^ C. durante tres días y se incuban 

luego durante varias horas a 36^ C , entonces los filamentos bacterianos 

dejan granulos libres con una débil envoltura citoplasmática, no siempre 

demostrable, que son unidades celulares primarias que forman luego agru

paciones cromatínicas parecidas a micelios o mallas. 

También se pueden producir estas formas transfiriendo los cultivos de 

P r o t e u s a agua corriente o líquido ascítico, y principalmente con pe

nicilina. Poniendo 10 unidades de penicilina por centímetro cúbico se in

hibe el crecimiento de los bacilos, los cuales entonces se hinchan en 

grandes cuerpos, que permanecen vivos, pero no tienen un proceso repro

ductivo. Dienes llama a las colonias producidas por penicilina colonias 

3B, y a las producidas por otros medios 3A. El bacilo normal reaparece 

t^ácil y regularmente en los cultivos L. 

* FORMAS FILTRABLES 

En cultivos de bacterias se presentan formas capaces de atravesar f i l 

tros que retienen las formas normales y que resultan viables, es decir, que 

los cultivos que se obtienen con estas formas filtrables crecen en los me

dios apropiados o producen reacciones positivas en animales inyectados 

con ellos. 

Empleando la técnica de filtración en la fase L del S t r e p t o b a -

c i l l u s m o n o l i f o r m i s , realizada principalmente para saber el 

tamaño de los granulos, se efectúa ésta precediéndola de centrifugaciones 

y al filtrar el producto centrifugado a través de membranas de gradocol, 

se vio que los granulos que pasaron a través de membranas de 900 a 400 

milimicras resultaron viables, pero no pasaron por las de 350, es decir, 

que los pequeños granulos reproductores de la forma L tienen el tamaño 

aproximado de las partículas del virus de la Psittacosis y de las mínimas 

unidades reproductoras de la pleuroneumonía bovina. 

Formas filtrables han sido señaladas también en S p i r o c h e t a s , 

bacilos ácido-resistentes, bacilos tifoideos, etc. 

En trabajos realizados por Hadley sobre S h i g e l l a , sembrando 
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filtrados sobre placas lactosa-agar-tornasolado y empleando fas placas 

en las cuales no se apreciaban colonias en las primeras cuarenta y ocho 

horas al ser éstas observadas microscópicamente, lavaba las placas y 

el líquido lo transfería luego a nuevas placas durante varias veces, se 

producían así colonias sólo visibles al microscopio, designadas como co

lonias G. Estas colonias estaban formadas por granulos de varios tañía

nos, formas cocoides,^glóbulos y varillas hinchadas y deformadas. Trans

feridos estos cultivos, frecuentemente revierten en la forma celular. Estas 

colonias G parecen, pues, un estado intermedio entre la colonia bacilar 

y la colonia L. El cultivo G es una fase evolutiva hacia la forma repro

ductivamente madura. 

COMPARACIÓN ENTRE LAS FORMAS L Y FORMAS FILTRABLES 

Vemos, pues, que existen grandes semejanzas entre la forma L y la 

forma fi lfrable. En primer lugar, los estímulos que llevan a las bacterias 

a disociarse son los mismos que los que producen las formas L. 

Estas técnicas de disociación (añadir al cultivo productos metabólicos,^ 

cambios de temperatura, variaciones del estado físico del medio, varia

ción del pH, sales, etc.) producen también la forma L, y el estado granu

lar fi l trable de Hartley es idéntico a los pequeños granulos de la forma 

L. Además, la colonia G, como ya se ha dicho, está en íntima relación 

con la colonia L. 

Basados en estos hechos, nosotros hemos podido aislar y cultivar for

mas filtrables del P r o t e u s v u l g a r i s y seguir su transformación a 

bacilos normales, encontrando una fase intermedia que por sus caracte

rísticas se puede Identificar con las formas L. 

PARTE EXPERIMENTAL 

Materiales y métodos. 

Hemos empleado una estirpe del P r o t e u s v u I g a r i s obtenida 

en la Facultad de Farmacia de Madrid, Cátedra de Microbiología, y que 

presenta las características del P r o t e u s v u l g a r i s t ipo, descritas en 

él «Bergey's Manual of Determinative Bacteriology», 6.^ éd., 1948. 
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Para provocar la aparición de formas filtrables abundantes, dejamos 

Jos cultivos en caldo común, después de veinticuatro-cuarenta y ocho horas 

a la estufa a 37^, durante un tiempo variable de ocho-doce días a tem

peratura ambiente. 

Al cabo de este período de tiempo filtramos los cultivos por filtros 

Seizs de amianto, sin presión de vacío (40 c. c. tardan en filtrar unas 

5iete-diez horas). 

Hacemos siembras en caldo común, agar caldo inclinado y agar caldo 

•en placa de Petri, para comprobar si ha pasado por el filtro algún ele

mento normal o existe alguna contaminación en el f i l trado; se ponen en 

la estufa y se v« a las veinticuatro-cuarenta y ocho-setenta y dos horas si -

oparece alguna colonia, desechando en este caso los filtrados. 

Una vez comprobado que el f i l trado se halla libre de forYnas norma

les^ de P r o t e u s o contaminaciones, lo llevamos a la estufa a 37^, 

•donde lo tenemos en incubación durante un período de quince-veinte días, 

a veces solamente ocho días; después se deja a temperatura ambiente. 

De los filtrados ya incubados hicimos siembras en tubos y placas 

Petri de caldo agar, caldo agar lactosado tornasol y agua agar lacto-

sado tornasol (según el método de Hauduroy). 

Las siembras de estos medios las hacemos en los mismos medios, caldo 

común y agar caldo común. 

Tinciones. 

Hemos empleado tinciones simples con fuchsina, safranina, azul de 

metileno. Gram, Giemsa y el método de Wirtz para esporas. 

Además de las observaciones con el microscopio corriente, hemos 

tenido ocasión de hacer alguna con microscopio de fases, prestado por 

el Prof. Socios, Director del Instituto «Jaime Ferrón», de Microbiología, a! 

que nos complace darle aquí las gracias. 

RESULTADOS 

Los filtrados, qeu hemos comprobado que no contienen formas nor-

Tnales ni contaminaciones, aparecen completamente transparentes, y no 

es hasta pasado el período de incubación a 37^ que se observa en ellos 

vn ligerísimo depósito, sólo visible ai agitar bien el tubo. 
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De las siembras hechas con el f i l trado en tubos inclinados con los . 

medias indicados anteriormente, observamos al cabo de dos-tres días en 

estufa a 37^ la aparición de pequeñísimas colonias, difíciles de ver a 

simple vista, y sólo distinguibles al hacer incidir lateralmente la luz sobre 

la superficie del medio, de forma redonda, lisas, y transparentes. 

En las placas de Petri extendidas con los mismos medios no hemos 

podido observar crecimiento alguno ni al cabo de cinco meses de perma

nencia en Iq estufa a 37^. 

De las colonias obtenidas en los tubos sembrados con el f i l trado ha

cemos resiembras en los mismos medios y en tubos, encontrando que 

después de veinticuatro-cuarenta y ocho horas a 37^ aparecen en algu

nos de los tubos colonias iguales a las anteriores, y en otros, colonias un 

poco mayores que confluyen, y al cabo de algún tiempo, veinticuairo-

cuarenta y ocho horas más, adquieren la apariencia de las colonias deí 

P r o t e u s normal. Haciendo una tercera serie, tercera resiembra, vemos 

que aumenta el número de tubos donde aparecen las colonias normales. 

Morfología de los elementos encontrados en los filtrados y colonias. 

Hacemos tinciones de filtrados recientemente obtenidos y en ellas no 

se puede apreciar elemento alguno; seguimos haciendo preparaciones 

de los filtrados a intervalos de tiempo y vemos que en filtrados que pre

sentan depósito tenue después de la incubación, y sobre todo en aquellos 

que después del período de incubación a 37^ los hemos tenido bastante 

tiempo a temperatura ambiente {un mes o más), aparecen formas cocoides 

extremadamente pequeñas, granulos, que, a veces, se reúnen formando 

ligerísimos filamentos. 

En los filtrados no aporecen formas normales ni al cabo de cinco 

meses. 

F o r m a s e n c o n t r a d a s e n l a s ' c o lo n i a s : En las colonias 

que aparecen en la primera siembra en tubo, encontramos toda una serie 

de formas que varían en porcentaje, según sea la edad de la coichia; 

así, ¡unto a bacilos cortos y otros largos, todos ellos llenos de granulacio

nes, encontramos formas globosas que, a veces, tienen forma de anillo 

y son generalmente grandes, del diámetro de la longitud de un baciJo 

normal y de aspecto estromatoso o vacuolado; en los cultivos jóvenes 

predomina esto forma sobre las demás y en los viejos aparecen ya mayor 
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número de formas bacilares. Hemos podido observar en el microscopio 

de fases algunas de estas formas globoides y en anillos, y responden 

bien a la imagen que describimos en las preparaciones fijadas y teñidas 

por los métodos corrientes; sólo en las formas en anillo que fijas y teñidas 

con azul de metileno son anillos perfectos, encontramos que en realidad 

tienen forma de disco, con el centro deprimido por ambas caras. 

Hemos podido ver también formas que parecen intermedias entre las 

bacilares y globosas, como son las de forma de herradura y cayado, y 

otras en las que se observa una prolongación en forma bacilar, saliendo 

de una forma globosa muy parecida a la formación de esporas terminales. 

t>=Oí 
Fk. 1 

Como decimos antes, algunos de los cultivos en las 2.^, 3.^ y suce

sivas resiembras empiezan con el t ipo de colonia de formas filtrables, 

que rápidamente pasan a convertirse en colonias normales, y examinando 

éstas encontramos en ellas bacilos de morfología normal y ninguna de 

las formas anormales antes descritas. 

DISCUSIÓN 

Primero hemos de hacer un resumen de los hechos hallados experi-

mentalmente para ver, con ayuda de comparaciones con las formas L, 

si podemos encontrar alguna significación a las formas anormales obser

vadas. Los hechos son: 

1P De un fi l trado sin elementos normales resembrado en medios 

apropiados, la aparición de colonias diferentes de las normales, con ca

racterísticas muy parecidas a las aisladas de forma L, y que, como ellas, 

pueden ser resembradas sin variación, o bien pueden dar lugar a "colo

nias corrientes. , ; 
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2P La aparición en ei i i l t rado, tras un período de incubación, de 

formas granulares, y, a veces, formando tenues filamentos. 

3.^ La aparición en las colonias pequeñas, obtenidas sembrando el 

f i l trado, de elementos anormales diversos, que van desde formas en 

anil lo a formas globulares, en herradura y de aspecto de espora terminal. 

4.^ El paso de estas colonras y formas anormales a formas normales, 

o bien a nuevas formas filtrables. 

Como vemos por los resultados que hemos obtenido, las formas L y 

las filtrables tienen algunos puntos en común. 1.^ El producirse por las 

mismas causas (frío, vejez, etc.); 2.^ la formación de colonias de aspecto 

y propiedades parecidas; 3.^ aparición de formas muy pequeñas cocoi-

des, que dice Dienes se producen dentro de los «L. bodies», o por su frag

mentación y con las formas G, obtenido en S h i g e l l a por Hudley 

fi ltrando, y las formas globoides, grandes, semejantes a los «L. bodies». 

AI comprobar una casi identidad con las formas L y con los resulta

dos obtenidos por Hadley sobre S h i g e l l a (formas G), se podría aplicar 

a nuestros resultados las consideraciones teóricas expuestas en la intro

ducción para aquellas formas. 

Nosotros preferimos atenernos simplemente a los hechos expuestos, 

aunque sí creemos firmemente que las formas filtrables no son más que 

una fase de la bacteria y que posiblemente estas formas filtrables se 

unan en un proceso sexual para formar los cuerpos globoides de los 

que puedan salir bacilos o bien de nuevo pequeñas formas granulares. 

De todas las maneras creemos que las experiencias con una sola es

pecie bacteriana, o bien dos, si contamos con los experimentos de Hartley, 

son pocos para generalizar, y esperamos en un futuro trabajo con otras 

especies, de bacterias conseguir un poco más de claridad en un terreno 

tan interesante y lleno de posibilidades. 

RESUMEN 

Se exponen las condiciones y método empleado para obtener formas 

filtrables de P r o t e u s v u l g a r i s ; su cultivo formando microcolo-

nias y un estudio del pleomorfismo de los elementos filtrables en distin

tos períodos de incubación y resiembra en diferentes medios. Se hace 

resaltar la aparición de formas en anillo que parecen ser unas de las 
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de paso intermedio entre la forma fi itrable granular y la bacilar normal, 

y que se pueden identificar con las formas L o «Large bodies» de Klîener-

iberger. 

BIBLIOGRAFÍA 

BERGEY'S.—1948. Manual of determinative Bacteriology, 6.^ éd., Bal

timore. 

DIENES (L.).—1952. The significance of the large bodies and the 

development of L type of colonies in bacterial cultives. J. Bact. 44: 37-74. 

1946. Complex reproductive processes in bacteria. Cold. 

Spring Harbor Sympos Quant. Biol. 11: 51-59. 

— y WIENBERGER (H. S.).—1951. The L forms of bôcteria. Bact. 

Rev. 15: 245. 

HAUDUROY (P.).—1929. Les ultravirus et les formes filtrantes des Mi

crobes. Paris. Masson. 

KLIENERBERGER (N. E.).—1949. Origin, development and significance 

of L form in bacterial cultures. Jour. S. Gen. Microbiol. 3: 334. 

1951. Filtrable forms of bacteria. Bact. Rev. 15: 17. 

STEMPEN (H.) y HUTCHIMSON (W. G.).—1951. The formation ond 

development of large bodies in P r o t e u s v u l g a r i s OX-19. 1. Bright 

phase contrast of living bacteria. J. Bact. 61 : 321. 

y HUTCHINSON (W. G.).—1951, Comparative citology of bacilli 

and large bodies. J. Bact. 61: 337. 



LABORATORIO DE MICROBIOLOGÍA EXPERIMENTAL 
ESC. NAL. DE C. BIOLÓGICAS (I. N. P.). MEXICO, D. F. 

ALGUNOS DATOS SOBRE STREPTOMYCES PRODUCTORES 
DE ANTIBIÓTICOS (*) 

por 

A. Sónchez-Marroquín. 

Desde 1947 iniciamos el estudio de diversos microorganismos del suelo 

como posible fuente de agentes antibióticos, y habiéndonos ocupado ya 

del género B a c i l l u s (5), presentamos ahora un breve resumen de los 

estudios realizados hasta la fecha respecto a representantes diversos del 

género S t r e p t o m y c e s (4). 

Es nuestro propósito referirnos exclusivamente a los procedimientos que 

actualmente seguimos para la selección de antagonistas y las principales 

observaciones derivadas del estudio de un número ya considerable de 

cepas, sin pretender describir en forma completa y definitiva la natura

leza de los agentes obtenidos ni los métodos seguidos para su aislamiento. 

PARTE EXPERIMENTAL Y RESULTADOS 

Para el aislamiento de S t r e p t o m y c e s se estudiaron diversas 

muestras de suelos procedentes de diferentes sitios del Distrito Federe! y 

de los Estados de Sinaloa, Veracruz, México, San Luis, Potosí, Chiapas,. 

Morelos, Oaxaca y Tamaulipas, así como varias muestras procedentes de 

Recife, del Estado de Pernambuco, Brasil. 

El procedimiento general seguido para su estudio, expuesto en forma 

abreviada, fué el siguiente: 

A) La muestra, diluida convenientemente, se sembró en placas de 

(*) Trabajo presentado en la sesión celebrada por la Sociedad de Microbió}ogo& 
Españoles en Madrid, el día 10 de noviembre de 1952, 



TABLA I 

INCIDENCIA DE 3 6 5 CEPAS DE ACTINOMICETOS ANTAGONISTAS CONTRA SEIS ESPECIES BACTERIANAS 

Mm. de 
inhibición. 

Menos de 10 

10 a 30 

Más de 30 

Total ... 

K. pneumoniae. 

No. % 

65 17,B 

42 11,5 

0 0 

107 29.2 

B. 

No. 

145 

89 

12 

246 

subtilis. 

% 

39,7 

24,3 

3,2 

67,3 

Staph. 

No. 

39 

225 

101 

365 

aureus. 

% 

10,6 

61,6 

27,6 

100 

S. 

No. 

128 

99 

9 

236 

lútea. 

% 

35,0 . 

27,1 

2,4 

64,6 

E. 

No. 

94 

42 

12 

148 

cali. 

% 

25,7 

1L5 

3,2 

40,5 

B. 

No. 

8 

2 

0 

10 

C. G. 1 

% 

2,0 

0.5 

0 

27,3 
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(os medios adecuados y se aislaron por los métodos más usuales las co

lonias con desarrollo típico de S t r e p t o m y c e s , que luego se pasa

ron a tubos con el medio de conservación. El total de cepas aisladas fué 

de 3.284. 

B) Todas estas cepas se probaron por medio de la estría en placas 

de agar respecto a su actividad antagónica contra las siguientes bacte

rias, para una primera selección.- S t d p h . a u r e u s , S . l ú t e a , B . 

s u b t i l i s , E. c o l i , K. p n e u m o n i a e , P. v u l g a r i s y B . C. G. 

(esta última en el medio de Dubos-Davis). Posteriormente se seleccionaron 

las cepas que resultaron más activas, por lo menos contra dos de los gér

menes probados. Incluyendo a algún Gram negativo, y obtuvimos así 

365 cepas activas (tabla I), o sea, el 11,1 por 100, que se sometieron a 

una segunda selección. 

C) Esta segunda selección consistió en probar las 365 cepas contra 

tres estirpes de E s c h e r i c h i a c o l i : E. c o l i , cepa Crookes 

No. 8,739, E . c o l i estreptomicin-sensible y E. c o l i estreptomicin-

resistente, con el objeto de separar, en primer lugar, las que actuaran 

más intensamente contra esta especie, y, en segundo, descartar las que no 

actuaran sobre las cepas etreptomicin-resistentes. De esta manera se 

obtuvieron 178, de las cuales se seleccionaron 23 por haber presentado 

una inhibición por lo menos de 100 mm. contra dicha bacteria estrepto-

micín-resistente, es decir, seleccionamos las más activas desde este punto 

de vista. 

D) Con estas 23 cepas se obtuvieron cinco subcepas de cada una 

por selección al azar entre las colonias desarrolladas en placas de Czapeck 

al sembrar la cepa original en estría- de aislamiento, con el objeto de in

vestigar si diferían en actividad respecto a sus propiedades antagonistas 

y seleccionar las más activas. 

E) Las mismas 23 cepas (tomando solamente la subcepa más activa) 

se estudiaVon luego en diferentes medios líquidos y se las determinó su 

espectro antimicrobiano sobre los 72 microorganismos que más adelante 

se indican, para constituir esto una tercera y rigurosa selección. Mediante 

este procedimiento se obtuvieron 16 cepas muy interesantes por su amplio 

espectro, por su actividad y por difundir fácilmente su principio activo en 

los medios líquidos en las condiciones estudiadas. 

F) Por último, se sometieron estas 16 cepas a un estudio grosero de 

su toxicidad (4.^ selección), inoculando intraperitonealmente ratones de 



TABLA II 

ESPECTRO ANTIBACTERIANO CUANTITATIVO DE LOS CINCO ANTIBIÓTICOS SEMIPURIFICADOS. (CANT, MÍNIMA EN MICROGR. POR ML. QUE INHIBE A LAS 

BACTERIAS DE PRUEBA.) 

Antibiótico. 

X-1 

97-x 

M-5 

88-a-4 

S-3 

S. aureus. 

6,0 

13,0 

5,0 

3-10 

10-12 

E. coli. 

1,5 

2,0 

15,0 

5,0 

B. subtilis. 

0,4 

1,5 

2,0 

3,0 

0,5 

S. typhosa. 

8,0 

6,0 

0 

20,0 

50,0 

Sh. para-
dysenteriae. 

11,0 

9,0 

6,0 

0 

S. schottmii-
llerii. 

5,0 

5,0. 

9,0 

^ 6,0 • 

30,0 

Ps. aerugisa. 

6,0 

3,0 

3,0 

8,0 

20 

— : no inhibición con dos miligramos de substancia, 
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20 g. con 2 ml. del cultivo líquido debidamente esterilizado a través de 

fi ltro Seitz de jeringa. Las cepas que desarrollaron algún signo de intole

rancia en los ratones (escalofrío, pirexia, anorexia, etc.) se descartaron 

por el momento, resultando así solamente cinco cepas cuyo principio activo 

no era aparentemente tóxico según este criterio. 

G) Una vez seleccionadas estas cinco cepas, se pasó al estudio de 

la producción del antibiótico en siete medios líquidos diferentes y de la es-

porulación de las cepas en cuatro medios sólidos. Asimismo se estudiaron 

las características morfológicas, bioquímicas y de cultivo, así como, nue

vamente, el espectro antimicrobiano. 

H) En cuanto se hubo estudiado el medio de elección, se procedió 

a! ensayo de métodos de aislamiento, concentración y purificación del 

principio antibiótico, y luego se investigaron algunas de las propiedades 

químicas y físicas de las substancias obtenidas, así como, una vez más, 

su espectro antimicrobiano en forma cuantitativa, comparándolo con el 

de otros antibióticos de características semejantes. (Tablas II y III.) 

I) Finalmente, los cinco antibióticos, más o menos purificados, se 

probaron desde el punto de vista de su toxicidad a los ratones y de su 

actividad i n v i v o , contra el neumococo tipo III. 

Los 72 diversos microorganismos sobre los cuales se probaron las 

23 cepas seleccionadas son los que se anotan a continuación: 

1. S t o p , a u r e u s , cepa Heatley ATCC 9.144 ( M i c r o c . 

p y o g e n e s var. a u r e u s ) . 

2. S . l ú t e a ATCC 9.341. 

3. B . s u b t i I i s ATCC 6.633. 

4. K. p n e u m o n i a e ATCC 9.997. 

5. M . t u b e r c u l o s i s var. h o m i n i s ATCC 9.360 H37-RV. 

ó. M . t u b e r c u l o s i s var. h o m i n i s H37-RVR estreptomicin-

resistente. Rutgers Univ. S. A. Waksman. 

7. M . t u b e r c u l o s i s var. h o m i n ¡ s estreptomicin-sensible. 

Rugers Univ. S. A. Waksman. 

8. M . p h í e i ATCC 10.142. 

9. M . s m e g m a t i s ATCC 10.143. 

10. B. C. G. Inst. Salub. y Enf. Trop. (México). 

11. E . c o I ¡ ATCC 9.637. 

12. E. CO I i R. Rutgers Univ. S. A. Waksman. 

13. E. c o l i S. Rutgers Univ. S. A. Waksman. 



TABLA III 

PROPIEDADES PRINCIPALES DE LOS CINCO ANTIBIÓTICOS SEMIPURIFICADOS 

Antibiótico. 

X-1 

|97-x-l 

M-5 

|88-a-4 

S-3 

Color. 

Amarillento. 

Incoloro. 

Incoloro. 

Blanquecino. 

Amarillo - gra
soso a rojizo. 

Solubilidad. 

Agua, etanol. 

Agua, metanol 
c a l i e n t e , 
HCl diluido. 

Agua, metanol 
y H C l di
luido. 

Agua (ligte), 
cloroformo, 
acetona, éter 
(ligte), ben
ceno. 

Éter, acetona, 
benceno me
tanol, cloro
formo. 

Actividad. 
A ph 1.0 y 

pH 10.0. 

No los resiste. 

No los resiste. 

R e s i s t e pH 
1,0. Se in
a c t i v a a 
pH 10,0. 

No los resiste. 

Resiste ambos. 

Actividad a 
115^ C. 

Estable. 

Estable. 

Estable. 

Se inactiva. 

Estable. 

Insoluble en : 

Éter, clorofor-
m o , aceto
na. 

Éter, clorofor-
m 0 , aceto
na. 

Éter, clorofor
mo y é t e r 
de petróleo. 

HCl dil.; éter 
de petróleo. 
Soluc i o n e s 
ale. dil. 

Aguto (ligte) y 
éter de pe
tróleo. 

O b t e n c i ó n y 
purificación. 

Acido pícrico. 

Acido pícrico ; 
anaranj ado 
de metilo. 

A c e t a t o de 
a mi 10 ; Pi
er ato ; Cro-
matogr af í a. 

A c e t a t o de 
amilo; Éter. 

A c e t a t o de 
amilo ; Cro
mato grafía. 

Comparación 
con otros anti
bióticos ( c a -
ract. y espec

tro. 

Semejante a 
1 a estrepto
micina. 

Semejante a l 
grupo de la 
estreptotri-

cina. 

Grupo de la 
es trep totri -
ciña. 

Proactinomi-
cina. 

Actinomicina. 

Naturaleza 

. Básica. 

Básica. 

Básica. 

Básica. 

Base débil. 
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14. P r o t e u s v u l g a r i s ATCC 9.484, cepa X-19. 

15. B r . m e I ¡ t e n s i s ATCC 8.360, cepa Huddleson 2.461. 

a b o r t u s ATCC 4.315, cepa Huddleson (humana), 

s u i s ATCC 4.312, cepa Huddleson 2.012 (porcina). 

t y p h o s a . Inst. Salub. y Enf. Trop. (México). J. Ciarte, 

p a r a t y p h i A . Inst. Salub. y Enf. Trop. (México). G. 

B r . 

B r . 

S 

S 

s c h o t t m u e l l e r i i . Inst. Salub. y Enf. Trop. (México). 

16. 

17. 

18. 

19. 

Várela. 

20. S . 

G. Várela. 

21 . S h . p a r a d y s e n t e r i a e . Inst. Salub. y Enf. Trop. (Méxi

co). J. Olarte. 

22. P a s t , a v i e i d a ( P a s t , m u l t o c i d a ATCC 10.544). 

23. P a s t , s u i s e p t i c a ( P a s t , m u l t o c i d a ATCC 7.773). 

24. P a s t , b o v i s e p t i c a ( P a s t , m u l t o c i d a ATCC 6.587.) 

25. C o r y n e b . d i p h t e r i a e ATCC 9456, cepa Coffey. 

26. C o r y n e b . e q u i ATCC 10.146, cepa Mauer. 

27. C o r y n e b . p y o g e n e s ATCC 10.138, cepa Mauer, equina. 

28. H e m . p e r t u s s i s ATCC 9.340, cepa Kendrick 17.921. 

29. C l . t e t a n i ATCC 9.155. 

30. C l . c h a u v e i ATCC 10.092. 

31 . C l . w e l c h i i ATCC 10.250. 

32: C I . n o V y i ATCC 9.076. 

33. C I . h e m o l y t i c u m ATCC 9.652. 

34. C I . h i s t o I y t i c u m ATCC 8.034. 

35. E r w . p h y t o p h t o r a (Cornell University). E. C. Burkholder. 

36. E r w . c a r o t o v o r a (Cornell University). E. C. Burkholder. 

37. E r w . a r o i d e a e (Cornell University). E. C. Burkholder. 

38. E r w . a m y l o v o r a (Cornell University). E. C. Burkholder. 

39. E r w i n i a E. C. I. (Cornell University). E. C. Burkholder. 

40. E r w i n i a E. N. I. (Cornell University). E. C. Burkholder. 

4 1 . E r w i n i a sp. R. 24. E. N. C. B. (México). A. Sánchez-Marroquín. 

42. E r w i n i a sp. R-S-4. E. N. C. B. (México). A. Sánchez-Marroquín. 

43. A l t e r n a r l a s o I a n i , ATCC 6.662. 

44. F u s a r i u m a v e n a c e u m ATCC 8.150, cepa Robbins. 

45. F u s a r i u m sp. F-1 S. Agr. y Gan. (México), Ma. A. Meléndez. 

46. F u s a r i u m sp. F-11 S. Agr. y Gan. (México), Ma. A. Meléndez. 

47. D i p t o d i a z e a e ATCC 10.235. 
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48. D i p l o d ¡a sp. M-1 Seer. Agr. y Gan. (México), Ma. A. Me-

léndez. 

49. D i p I o d i a sp. M-43 Seer. Agr. y Gan. (México), Ma. A. Me-

léndez. 

50. H e l m i n t o s p o r i u m g r a m i n e u m ATCC 10.381. 

51 . C l a v i c e p s p u r p u r e a ATCC 9.605. 

52. B l a s t o m y c e s d e r m a t i t i d i s . Duke Univ. N. F. Conant. 

53. C a n d i d a a l b i c a n s . Duke Univ. N. F. Conant. 

54. C r y p t o c o c c u s n e o f o r m a n s . Duke Univ. N. F. Conant. 

55. H y s t o p l a s m a c a p s u l a t u m . Duke Univ. N. F. Conant. 

56. C o c c i d i o i d e s i m m i t i s . Duke Univ. N. F. Conant. 

57. T r i c h o p h y t o n t o n s u r a n s . Duke Univ. N. F. Conant. 

58. T r i c h o p h y t o n m e n t a g r o p h y t e s . Duke Univ. N. F. 

Conant. 

59. T r i c h o p h y t o n s h o e n l e i n i i . Duke Univ. N. F. Conant. 

60. T r i c h o p h y t o n r u b r u m . Duke Univ. N. F. Conant. 

61 . E p i d e r m o p h y t o n f l o c c o s u m . Duke Univ. N. F. 

Conant. 

62. M i c r o s p o r u m a u d o u i n i . Duke Univ. N. F. Conant. 

63. M i c r o s p o r u m c a n i s . Duke Univ. N. F. Conant. 

64. S p o r o t r i c h u m s h o e n c k i i . E. N. C. B. (México). A. Són-

chez-Marroquín. 

65. N o c a r d i a a s t e r o i d e s . 18 Inst. S. y Enf. Trop. (Méxi

co). A. González Ochoa. 

66. N o c a r d i a a s t e r o i d e s 653. Inst. S. y Enf. Trop. (Méxi

co). A. González Ochoa. 

67. N o c a r d i a p e l l e t i e r i 293. Inst. S. y Enf. Trop. (México). 

A . González Ochoa. 

68. N o c a r d i a p e l l e t i e r i 1.185. Inst. S. y Enf. Trop. (Méxi

co). A. González Ochoa. 

69. N o c a r d i a m a d u r a e 412. Inst. S. y Enf. Trop. (México). 

A . González Ochoa. 

70. N o c a r d i a m a d u r a e 420. Inst. S. y Enf. Trop. (México). 

A. González Ochoa. 

71 . N o c a r d i a m e x i c a n a 452. Inst. S. y Enf. Trop. (Méxiro). 

A. González Ochoa. 

8 
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72. N o c a r d i a m e x i c a n a 407. Inst. S. y Enf. Trop. (México). 

A. González Ochoa. 

Métodos y medios.—Los métodos para llevar a cabo el estudio de la 

actividad en estas pruebas de selección fueron los siguientes (3): 

1.° Método de la estría cruzada o anaxograma de Garre. 

2P Método de las diluciones en tubo, empleando el f i l trado estéril 

de cultivos de los Actinomicetos en medios de Waksman (8, 9) o Bottcher-

Conn (1). 

3.° Método de los discos de papel , real izado con los mismos filtrados 

estériles. 

Para practicar dichos métodos es necesario que en el medio en que 

se desarrollen los Actinomicetos crezcan también las bacterias. 

Para tal objeto se emplearon los siguientes medios, adicionados o no 

de agar, según el caso: a) para B r u c e l l a , S a l m o n e l l a , P r o 

t e u s y S h i g e l l a , el medio con extracto de levaduras y triptoso; 

b) para todas las especies de M y c o b a c t e r i u m , incluyendo e! B. 

C. G., el medio de Dubos-Davis modificado; c) para las diversas cepas de 

E. c o l i , K. p n e u m o n i a e , B. s u b t i l i s , S . l ú t e a y las 

diferentes especies de E r w i n i a se utilizó gelosa simple; d) para las 

especies de P a s t e u r e l l a y C o r y n e b a c t e r i u m , el de agar-

triptoso; para H e m o p h i l u s p e r t u s s i s , el de Bordet-Gengou, mo

dificado por Kendrick; f) para los diversos hongos de importancia fito-

patológica o médica se usaron los medios de Sabouraud y Czapeck, y, por 

último, g) para los anaerobios, el medio de Brewer con tioglicolato. 

Características generales de los cinco cepas estudiadas.-

Nos referiremos a los coxQoXexes morfológicos, datos bioquímicos, otras 

características y extracción del principio antibiótico de cada una de esas 

cepas. En el curso de la extracción, las diferentes fracciones se probaron 

contra S t a p h , a u r e u s H , expresando la actividad en mm. de 

inhibición. 

S t r e p t o m y c e s sp X-1 , 

a) Característicos morfológicas. Micelio vegetativo no tabicado al 

principio y con ramificaciones monopódicas y septos después de cuatro 

días de cultivo; micelio reproductivo blanco iniciolmente y gris claro des

pués de los cuatro días en los medios de Bottcher-Conn y Sabouraud glu-

cosado, y amarillento en gelatina, papa, osparogina y Czapeck. Algunas 
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Sübcepas no produjeron pigmento alguno en los medios indicados. Las 

hifas esporógenas son simples o ramificadas, y llevan conidios más o 

menos ovales y en cadenas rectas y largas (fig. 1), derivando varias de 

un mismo punto. 

b) Características bioquímicas. La cepa da negativas las pruebas 

IMViC. Fermenta la sacarosa. No fermenta glucosa, levulosa, xilosa, lac

tosa, maltosa, manitol, dulcitol y celulosa. Produce un pequeño halo de 

hidrólisis en agar-almidón. Alcaliniza la leche tornasolada. Reduce los ni

tratos. Licúa la gelatina, desarrollando colonias blanco-grisáceas con pig

mento amarillento que se difunde en el medio. En gelosa-sangre forma co

lonias blancas con zonas de hemolisis. 

c) Otras características. No actúa sobre cepas estreptomicino-resisten-

tes. Fué la única entre estas cinco que produjo inhibición fuerte del cre

cimiento de M . t u b e r c u l o s i s var. h o m i n i s , M . p h l e i y 

M . s m e g m a t is en el medio de Dubos-Davis, por el método de la 

estría y en medios líquidos. 

Sobre otros gérmenes Gram -|- y Gram — dio halos regulares de anti

biosis en los medios de Waksman y melazas y pequeños en los de Bott-

cher-Conn. Esporuló bien en papa, Bottcher y Czapeck, pero en algunas 

subcepas la esporulación abundante apareció solamente después de diez 

días de incubación a 28^ C. La mayor actividad se obtuvo a los nueve 

días en el medio de Waksman, dando, sin agitación, un halo de 20 milí

metros sobre B. s u b t i l i s , que correspondió a 0,1 ó g. de estrepto

micina por litro de medio. 

d) Extracción. Se procedió de manera semejante a la técnica de ex

tracción de la estreptomicina, según Kuehl (3). Para la purificación se d i 

solvió en agua destilada el concentrado activo y se trató con una solución 

de ácido pícrico al 4 por 100, calentando ligeramente. Se dejó en repo

so durante varias horas a 5° C , apareciendo entonces en la parte infe

rior del tubo unos cristales de color amarillo, los cuales se separaron por 

decantación y se disolvieron en metanol caliente, que contenía un exceso 

de HCI 2.5 N. Esta solución se vertió en 10 volúmenes de éter, precipi

tando un polvo blanco cristalino muy higroscópico correspondiente al clo

ruro del antibiótico X-1 , el cual se disolvió en metanol y precipitó con éter. 

Luego se secó al vacío y se pesó. El rendimiento fué de 45 por 100. La 

substancia presentó características de estreptomicina (tablas 2 y 3), Inacti-

vándose con cisteína y reactivándose con yodo. 

10 
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S t r e p t O m y c e S sp. 97 x-1 . 

a) Características morfoíógicas. Micelio aéreo muy ramificado, blan

co al principio y después color violeta, con hifas finas. Micelio sumergido 

con pigmento difusible de color mostaza o amarillo limón, en medios con 

papa o almidón. Hifas esporógenas rectas o flexuosas, formando a veces 

•ganchos o espirales leves con conidios elipsoidales u ovales (fig. 2). 

b) Características bioquímicas. Dio negativas las pruebas IMViC. Fer

menta sacarosa y levuloso; alcaliniza la leche tornasolada; no licúa la ge

latina o muy tardíamente; reduce los nitratos; en la gelatina desarrolla 

colonias grisáceas con pigmento café difusible en el medio. En los medios 

de Sabouraud, Bottcher-Conn, asparagína y papa, el pigmento es ligera

mente amarillento. En el medio de Czapeck no produce pigmento alguno. 

Las colonias son blanquecinas, excepto en los medios de Bottcher-Conn y 

papa, en donde presenta coloración rosacea y aun violeta intensa. En 

gelosa-sangre forma colonias blancas con hemolisis. No fermenta glucosa, 

xilosa, lactosa, maltosa, manitol, dulcitol y celulosa. Hidroliza muy ligera

mente el almidón. 

c) Otras características. Actúa sobre cepas estreptomicino-resistentes. 

No actúa sobre los hongos fitopatógenos estudiados. Esporula bien en 

medio de papa desde los cuatro días y en el medio de Bottcher-Conn. 

La mayor actividad se logró en el medio de Waksman a los diez días, 

en cultivos estáticos, dando una inhibición de 28 mm. sobre S . a u r e u s 

y de 22 mm. sobre B. s u b t i l i s , lo que correspondió a 0,16 grs. de 

estreptomicina por litro de medio. Posteriormente se logró mayor actividad. 

d) Extracción. Se procedió de igual manera que para la cepa ante

rior. La purificación se logró en un principio por el método del helian-

tato, disolviendo previamente el precipitado acetónico en metanol calien

te. La recristalización se efectuó por disolución del heliantato en metanol 

acuoso al 33 por 100 y estandarización a 10^ C. Se centrifugó nueva

mente y se lavó, secándose al vacío con acetona y éter. El heliantato se 

convirtió después al cloruro correspondiente, se secó y pesó, dando un 

rendimiento de 37 por 100. En otros ensayos se logró también ía purifi

cación mediante el método del ácido pícrico, para lo cual la primera por

ción adsorbida con Norita se eluyó con alcohol metílico adicionado de 

1,4 por 100 de HCI concentrado. El líquido resultante se neutralizó con 

bicarbonato sódico, y, una vez fi l trado, se evaporó al vacío a 25^ C. 

Precipitóse luego con abundante acetona, recogiéndose el precipitado 
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en poca agua. Las pruebas de inhibición para S . a u r e u s resultaron 

positivas. 

En estas condiciones se probó la fracción respecto a su precipitación 

con el anaranjado de metilo y con el ácido pícrico, lográndose un buen 

precipitado en ambos casos. Sin embargo, el halo obtenido con el picra-

to fué de mayor diámetro que el del heliantato. Seguimos el método del 

pícrico, consiguiendo finalmente precipitar cloruros, que mostraron activi

dad aun después de conservar en el refrigerador durante varios días. 

Después de una purificación más completa, la substancia presentó carac

terísticas de estreptotricina por su actividad contra hongos, espectro cuan

titativo contra algunas bacterias ftabla 2) y su escasa actividad sobre 

B . m y c o i d e s (1.030 unidades de dilución por mg. de substancia ac

tiva) y S . m a r c e s c e n s (950 unidades). Además se obtuvo buena ac

tividad contra las cepas'estreptomicino-resistentes y la substancia práctica

mente no se inhibió con cisteína. 

S t r e p t o m y c e s sp. M-5. 

a) Características morfológicas. Micelio aéreo muy ramificado, blan

co, de hifas finas. Micelio sumergido con pigmento color uva, en medio 

de papa. Conidióforos como cadenas largas, flexuosas, no espiraladas, 

con esporas ovaladas o elipsoidales bien definidas (fig. 3). 

b) Propiedades bioquímicas. Las características IMViC resultaron ne

gativas. Fermenta sacarosa; alcaliniza la leche tornasolada; licúa la ge

latina; no reduce los nitratos; no produce pigmentos en gelatina, papa, 

asparagina, Bottcher-Conn, Sabouraud y Czapeck. En gelosa-sangre des

arrolla colonias blancas con hemolisis. No fermenta glucosa, levulosa, xi-

!osa, lactosa, maltosa, manitol, dulcitol, almidón y celulosa. En los medios 

de papa presenta esporulación, y en Sabouraud las colonias son, al prin

cipio, blancas y después, generalmente, grises o pardas. Algunas veces 

produjo pigmento color uva o violáceo, y aun café, en el medio de papa 

para esporulación y en Bottcher-Conn. 

c) Otras características. Actúa sobre cepas estreptomicino-resistentes. 

Da buenos rendimientos de substancia antibiótico en los medios con me

lazas, peptona y glucosa, así como en Woksman y Bottcher-Conn. La ma

yor actividad se logra a los seis-siete días en cultivos estáticos. Los fill-ra-

dos de medios líquidos conservan su acción después de someterse a 120^ 

a presión durante dos horas y a pH 1 después del mismo período de tiem-
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po. Se inactîvan a pH de 10, después de dos horas. La agitación brusca 

no produjo aumento apreciable en el rendimiento. La cepa esporula bien 

en los medios de papa y Bottcher-Conn a los cuatro días. 

d) Extracción. El medio de cultivo se filtró por succión, usándose 

<^Super-cell», y en seguida se acidificó con ácido fosfórico al 20 por 100, 

hasta un pH de 1.8 (timol azul). El líquido ácido fué agotado por extrac

ción con acetato de amiío que quedó coloreado, y luego se trató con un 

pequeño volumen de agua que se alcalinizó gradualmente con agua de 

barita hasta pH 7.6, siempre en agitación. La solución acuosa salina no 

presentó actividad. 

El líquido de cultivo original, ácido y agotado, se trató con bicarbo

nato sódico.en polvo hasta pH de 7.2, y luego con NaOH al 20 por 100 

hasta un pH de 8.2 a la fenoiftaleína. El líquido alcalino se extrajo con 

acetato de amilo, presentándose este último bastante coloreado. 

En seguida se trató con un pequeño volumen de agua y con ácido 

fosfórico al 10 por 100 hasta un pH de 2.0. Esta solución fué neutralizada 

con bicarbonato sódico hasta un pH de ó.8, observándose la formación 

de un precipitado pardo oscuro que aumentó al conservarlo en el refri

gerador. El líquido centrifugado presentó bastante actividad, al igual que 

el polvo lavado. Tanto la solución límpida como la suspensión del preci

pitado presentaron coloración café con tinte violeta. En Ids pruebas de 

inhibición en placas con discos de papel se observó, además de que en 

los sitios donde se concentraba el tinte oscuro la zona de inhibición era 

más grande, también la difusión de un color violeta. 

El líquido activo, límpido, de carácter acuoso, fué agitado nueva

mente con acetato de amiío, al pH de la prueba microbiológica, obte

niéndose una capa oscura en el solvente. Se añadieron entonces dos 

gotas de ácido fosfórico al 10 por 100 y se volvió a agitar. La fase acuo

sa fué separado y neutralizada, y se observó que no presentaba activi

dad. El líquido, constituido por acetato de amilo resultante de la extrac

ción anterior, fué adicionado de agua y alcalinizado mediante dos gotas 

de hidróxido potásico al 10 por 100. La capa acuosa viró a violeta por 

agitación, y al %ex neutralizada reveló gran actividad. 

Tratando las fracciones activas con alcohol metílico hasta disolución, 

y en seguida con éter (después de acidificar con ácido clorhídrico), no 

se obtuvo «precipitado. Purificando lo substancia mediante pases por éter 
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y transformando en fosfato, se extrajeron 13,2 miligramos de antibiótico. 

Posteriormente se obtuvieron mayores cantidades. 

S t r e p t o m y c e s sp. 88-a-4. 

a) Características morfológicas. Micelio aéreo de hifas finas, muy ra

mificados, blanco, que cambia luego a grisáceo o negruzco. Micelio su

mergido con pigmento difusible de color café en papa y a veces gris 

oscuro en Czapeck. Conidios en cadenas largas y abundantes espirales, 

cortas y compactas. Esporas ovaladas o elipsoidales (fig. 4). 

b) Características bioquímicas. Dio negativas las pruebas IMViC. Fer

menta sacarosa; no produce cambios en la leche tornasolada; licúa la 

gelatina sin producir pigmento; reduce los nitratos. En gelosa-sangre des-

orrolla colonias blancas, con hemolisis. No ' fermenta glucosa, levulosa, 

xilosa, lactosa, maltosa, manitol, dulcitol, almidón y celulosa. Las colonias 

son de color gris oscuro en los medios de Czapeck, Sabou'raud, Bottcher-

Conn, asparagina y papa. El pigmento del micelio.vegetativo es gris en 

los dos últimos y en Sabouraud, y negruzco en Bottcher-Conn. En el medio 

de Czapeck no aparece ningún pigmento. 

c) Otas características. Actúa sobre cepas estreptomicino-resistentes. 

Da buen rendimiento en los medios de melazas y Waksman, a los diez 

días, en cultivos estáticos. Esporula bien en el medio de papa y en 

Bottcher-Conn desde los cuatro días. Algunas subcepas no produjeron el 

pigmento gris oscuro, y esto coincidió siempre con la pérdida completa 

de actividad. Otras dieron un pigmento más o menos café en algunos 

medios. 

d) Extracción. Se repitió el método del acetato de amilo seguido 

para la cepa M-5 y se logró localizar la substancia activa en la misma 

fracción alcalina. Además, se observó que se trata de una fracción abso

lutamente incolora. 

El halo de inhibición en la prueba de los discos presentaba cierta 

irregularidad, con aparición de pequeñas colonias resistentes, próximas 

al círculo de inhibición. El halo de la fracción alcalina también se mostró 

bastante irregular, siendo, sin embargo, amplio. Se ensayaron las prue-

• bas anteriores a un pH más cercano a la neutralidad, obteniéndose re

sultados positivos. 
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Fig. 4.—Streptomyces sp. 88-A-4. 

y;' " \ 

Fig. 5.—Streptomyces sp. S-3 
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S t r e p t o m y c e s sp. S-3. 

a) Características morfológicas. Micelio aéreo, muy ramificado, blan

co, de hifas finas. Micelio sumergido con pigmento café en medio de 

papa. Conidios en cadenas más o menos flexuosas, elipsoidales u ovala

dos (fig. 5). 

b) Características bioquímicas. Dio negativas las pruebas IMViC. 

Fermenta sacarosa; alcaliniza la leche tornasolada; licúa la gelatina; re

duce los nitratos; produce pigmento café en papa y gelatina, y amarillen

to en los medios de Czapeck, Sabouraud y Bottcher-Conn, difundiéndolo 

en el medio. En gelosa-sangre desarrolla colonias blancas con hemolisis. 

No fermenta glucosa, levulosa, xilosa, lactosa, mciltosa, manitol, dulcitol, 

almidón y celulosa. 

c) Otras características. Actúa sobre cepas estreptomicino-resistentes. 

Da buenos rendimientos de substancia antibiótico en los medios con me

lazas. En medio de Waksman da rendimientos satisfactorios a los siete-

nueve días en cultivo estático. Conserva su acción después de someterse 

a ]2(P C . a presión durante dos horas. Resiste pH 1.0 dos horas 

y pH 10.0 el mismo tiempo. La agitación brusca no aumentó el rendi

miento. "La cepa esporula bien en medio de papa, a los cuatro días, así 

como en Bottcher-Conn y Czapeck. Se disocia fácilmente en dos varie

dades: una con pigmento café intenso, que designamos S-3-P, y otra que 

no desarrolla pignnento alguno y denominamos S-3-N. La primera fué la 

que mostró mayor actividad. 

d) Extracción. En resumen, el método empleado para la extracción 

del antibiótico S-3 fué el siguiente-, extracción con pcetato de amilo; cro

matografía del acetato en columna chica con mezcla de supercell y 

óxido de aluminio, pasando benceno y recogiendo por percolación la 

banda amarilla desarrollada; evaporación al vacío a 50^ C. y tratamiento 

del residuo con metanol. Por último, pasar nuevamente lo parte soluble 

por la columna embebida en benceno, desarrollando con metanol. El 

percolado, o sea, la parte soluble en éste, se evapora y es la substancia 

•activa. 

Posteriormente se obtuvo el antibiótico mediante una técnica diferen

te, que describimos en otro trabajo ya publicado en esta misma Revista (*). 

(*) Vol. 6, num. 2. 
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DISCUSIÓN 

AI comparar los distintos métodos empleados para el aislamiento de 

las 3.284 cepas de Actinomicetos, estudiadas desde el punto de vista 

de su acción antimjcrobiana, encontramos que el más satisfactorio es 

el de las diluciones de suelo en medio de Czapeck, por la sencillez de 

su ejecución y por la constancia de resultados positivos que mostró en 

todos los casos. Al mismo tiempo se observó que el procedimiento de se

lección de cepas aquí empleado condujo a resultados también alentado

res, a pesar de que, por ejemplo, el criterio seguido para la selección, 

segúni la toxicidad, no sea muy estricto o riguroso, pues algunos de los 

antibióticos que parecían inocuos según este criterio, resultaron a Iq pos

tre tóxicos, cuando se les probó en estado semipuro. 

Por otra parte, el empleo de cepas resistentes en la selección de 

antagonistas y diferenciación de antibióticos es de gran uti l idad, y a este 

respecto Eisman (2) y Stansly (7) se han referido ampliamente al asunto 

recomendando métodos especiales, y Waksman y colaboradores (9) se 

han ocupado en particular de la resistencia de las bacterias a la estrep

tomicina y su aplicación en casos como el nuestro. 

En nuestra opinión, el presente trabajo hubiera sido más efectivo si, 

además de las cepas estreptomicino-resistentes, hubiésemos djspuesto de 

otras resistentes a diversos antibióticos. No obstante, esa simple selección 

nos permitió eliminar un gran número de cepas que, indudablemente, 

hubiesen sido del grupo productor de estreptomicina, como lo comprobó 

el hecho de que la únfca cepa seleccionada que no actuó sobre E . c o I i 

estreptomicln-resistente, aló precisamente un antibiótico del «complejo es

treptomicina» (antibiótico X-1). 

Al efectuar las primeras pruebas de selección contra un grupo repre

sentativo de bacterias, pudimos comprobar que la especie más sensible 

fué S . a u r e u s , siguiéndole luego en sensibilidad B . s u b t i 1 i s y 

S . l ú t e a . Las menos sensibles de todas, en cambio, fueron el B. C. G. 

y K. p n e u m o n i a e , quedando E . c o I i en la categoría interme

dia. De esta manera, ese grupo de bacterias permitió una selección bas

tante adecuada, ya que teníamos en prueba bacterias diferentes entre sí 

en cuanto a sensibilidad, reacción al Gram, patogenicidad y otros carac

teres importantes. 

18 



"STREPTOMYCES" PRODUCTORES DE ANTIBIÓTICOS 22S 

Por último, el criterio de selección, según que el principio activo se 

difundiera o no en medios líquidos de cultivo, es también importante, 

puesto que industrialmente sólo interesa ese tipo de substancias. Por la 

misma razón, los medios utilizados para el estudio de la producción del 

antibiótico procuraron ajustarse a los requisitos y condiciones industriales, 

respecto a su sencillez, costo, facil idad de adquisición, etc. 

La selección, entonces, se efectuó de manera rigurosa, pues hasta la 

actividad de las cepas según la intensidad de la inhibición causada sobre 

los microorganismos de prueba, se tomó en consideración. No se siguió 

un solo criterio, sino un conjunto de condiciones que garantizaran una 

selección estricta. Esto nos permitió apreciar, en primer lugar, la gran 

dificultad que existe para el aislamiento de cepas prometedoras desde 

el punto de vista de su acción antagonista, ya que entre más de 3.000 

sólo 24 llegaron a interesarnos, y de éstas, solamente cinco llevamos ha^a 

las pruebas finales, encontrando que sus principios activos correspondían 

en realidad a antibióticos ya descritos (tabla III). En segundo lugar pudi

mos comprobar que las cepas productoras de estreptomicina son frecuen

tes en los suelos, por lo que resulta de ^ ran util idad el empleo de cepas 

resistentes a esa droga para reducir el trabajo de selección. 

Por lo que respecta a la actividad misma de las cepas antagonistas 

seleccionadas, es necesario insistir en la extrema variación presentada 

y en la facil idad con que ocurre, hechos que ya han sido discutidos por 

diversos investigadores. En nuestro caso pudimos observar que ciertas 

cepas, como la S-3 y la 88-a-4, mostraron variaciones en las que apare

cía ligada la pigmentación con la actividad, en tanto que otras, sin ca.m-

bio aparente en su aspecto y características generales, perdían repenl-ina-

mente la actividad, como sucedió con muchas subcepas de la «M», por 

ejemplo, que fué la más difícil en ese sentido. Muchos lotes sembrados 

con cepas que habían dado actividad intensa por el método de la estría, 

mostraban, no»obstante, una pérdida absoluta de actividad antimicrobia

na, en tanto que al pasar por segunda o tercera vez estas mismas cepas 

inactivas a los mismos medios y en igualdad de condiciones, recuperaban 

sus propiedades inhibidoras. Otras veces sólo las recobraban al resem

brarse en suelo estéril. 

Por último, se pudo apreciar que los espectros antimicrobianos de las 

cinco cepas seleccionadas fueron diferentes entre sí, al igual que sus ca

racterísticas morfológicas, bioquímicas y de cultivo. 
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Al comparar las características morfológicas y bioquímicas de 1 os 

S t r e p t o m y c e s seleccionados, se llegó a la conclusión de que per

tenecen a especies diferentes entre sí, pero al seguir la clave de Waksman 

y Henrici en el «Manual Bergey» sólo fué posible clasificar, de manera 

más o menos definitiva, dos de las cepas: a) Cepa X - 1 , perteneciente 

al grupo S . g r i s e u s ; y b) Cepa 9 7 - x - 1 , que pertenece al grupo 

de S . l a v e n d u l a e , del que sólo difiere por no formar espirales 

apretadas y no licuar la gelatina. 

Conforme a los datos contenidos en la referida clave, resulta extre

madamente difícil la clasificación de las especies de S t r e p t o m y c e s . 

Por esta razón, indudablemente, la mayoría de los investigadores de an

tibióticos no intentan siquiera la identificación de las cepas por ellos es

tudiadas. Es, pues, urgente, ahora que el grupo de los Actinomicetos ha 

adquirido tanta importancia, intentar nuevas clasificaciones o modificar 

las que existen en la actualidad. 

Las cinco cepas de S t r e p t o m y c e s seleccionadas resultaron de 

una actividad bastante aceptable, pues la presentaron a diluciones más 

o menos altas para algunas bacterias importantes y dieron en medios 

líquidos inhibición satisfactoria cuando expresada en unidades de dilución. 

Respecto a la actividad i n v i v o , contra el neumococo tipo III, los 

antibióticos x-1 y 97-x-l se comportaron como la estreptomicina y la 

estreptotrícina, respectivamente; el S-3 no protegió al ratón contra 

1.000 D. M. M. de dicho germen. Los otros dos antibióticos (M-5 y 88-074) 

no se estudiaron desde ese punto de vista. Es de advertir que el último 

resultó extremadamente tóxico. 

En resumen, los cinco antibióticos aislados correspondieron a los si

guientes, ya conocidos: estreptomicina, estreptotrícina (dos veces), pro-

actinomicina y actinomicina. Las especies productoras fueron: S . g r i 

s o u s ; una variedad de S . l a v e n d u l a e y tres especies no iden

tificadas de S t r e p t o m y c e s . 

Agradecemos al señor Dr. Oswaido Conçoives Lima, de la Universi

dad de Recife, Brasil, su valioso ayuda técnica para la obtención de !os 

antibióticos M-5 y S-3, en su calidad de investigador huésped del Insti

tuto Politécnico Nacional. 

20 



'STREPTOMYCES" PRODUCTORES DE ANTIBIÓTICOS 225 

REFERENCIAS 

(1) BOTTCHER, E, J. y CONN, J. 1942. A medium for the rapid cul

tivation of soil Actinomycetes. Jour. Bact., 44 (1): 137. 

(2) EISMAN, P. C , MARCK, W. S. y MAYER, R. L Différenciation of 

antibiotics by resistant strains. Science, 103: 673-674. 

(3) FLOREY, H. W. et. al. 1949. Antibiotics. Oxford Univ. Press. 

(4) SANCHEZ-MARROQUIN, A. 1951. Antagonismo microbiológico 

de algunas especies de S t r e p t o m y c e s aisladas del suelo. Esc. de 

Graduados. Universidad Nacional de México. 

(5) SALGADO, F y OVIEDO, G. 1947. Observaciones sobre 

algunos B a c i l l u s antagonistas. Ciencia (México), 8 (3): 60-66. 

(6) SCHATZ, A., BUGIE, E. y WAKSMAN, S. A. 1944. Streptomicyn, 

a substance exhibiting antibiotic against Gram positive and Gram negative 

bacteria. Proc. Soc. Expt. Biol. Nied,, 55: 66-69. 

(7) STANSLY, P. G. 1948. The identification of antibiotics by means 

of resistant strains of bacteria. Jour. Bact., 55 (5): 721-726. 

(8) WAKSMAN, S. A. 1950. The Actinomycetes. Chron. Bot. Co., 

Waltham Mass. 

(9) REILLY, C. H. y SCHATZ, A. 1945. Strain specificity and 

production of antibiotic substances. V.—Strain resistance of bacteria to 

antibiotic substances especially to streptomycin. Proc. Nat. Acad. Sci. 

U. S., 31 : 157-164. 

21 



c. s. I. c. 
INSTITUTO ''JAIME FERRAN'\ DE MICROBIOLOGÍA 

INTRODUCCIÓN DE UNA MODIFICACIÓN AL MÉTODO DE 
WICKERHAM PARA LA DETERMINACIÓN CUANTITATIVA 

DE LA FERMENTACIÓN DE LA RAFINOSA POR 
LAS LEVADURAS (̂ ) 

por 

Carlos Ramírez. 

El método de Wickerham para determinar el poder fermentativo de 

la rafinosa por las levaduras utiliza la propiedad que posee el S a c -

c h a r o m y c e s c a r i s b e r g e n s i s de fermentar la melibiosa. 

La composición de la molécula de rafinosa es la siguiente: 

i Fructosa. 

Rafinosa ' 

Melibiosa 
Glucosa. 

Galactosa. 

Como la molécula de melibiosa consta de una molécula de glucosa 

y otra de galactosa, únicamente las levaduras que posean melibiosa po

drán desdoblar los azúcares componentes de la molécula de melibiosa, 

pudiendo fermentarla parcial o «completamente, según puedan fermentar 

la glucosa sólo o también la galactosa, respectivamente. 

El método de Wickerham arriba mencionado consiste en sembrar la 

levadura problema en un medio de agua de levadura con 2 por 100 de 

rafinosa. 

Cuando la fermentación ha terminado, se siembra en el mismo tubo 

una suspensión de S a c c h a r o m y c e s c a r i s b e r g e n s i s de cua

renta y ocho horas de edad. Puede ocurrir: 

(*) Trabajo presentado en la sesión celebrada por la Sociedad de Microbiólo
gos Españoles en Madrid, el día 23 de marzo de 1953. 
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1) No se produce nueva fermentación. 

2) Se produce nueva fermentación. 

En el primer caso es indicio de que la molécula de rafinosa había sida 

totalmente fermentada, y en el segundo, sólo parcialmente. 

Fig. 1. 
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Hasta aquí llega el método de Wickerham, pero, como se puede juz

gar, este método no aprecia cuál de los tres azúcares de la molécula de 

rafirtosa es fermentado. 

Con el fin de salvar este inconveniente y evitar el tener que emplear 

el aparato de Van Iterson Kluyver, de manejo bastante engorroso, he 

introducido algunas modificaciones al método de Wickerham. 

El aparato de Van Iterson Kluyver viene a ser un manómetro, que 

mide el volumen de CO2 desprendido en la fermentación (figura 1). Bre

vemente describiré su empleo. 

Se esteriliza el aparato, así como el mercurio que se ha de emplear. 

Para las llaves se emplea una grasa especial, que puede esterilizarse. 

Una vez estéril el aparato, se cierra la llave D y se abre la C. Después, 

se echa el mercurio por A, hasta que el nivel pase por encima de la 

llave C. Por B se echa una suspensión de la levadura problema en agua 

de levadura con 4 por 100 de rafinosa, estéril por fi ltración. Se abre la 

llave D para que salga el mercurio, hasta que el líquido con la suspen

sión llegue a enrasar con el cero de la escala graduada, por debajo de 

la llave C. Se cierra la llave C y !a D. Se incuba a 25^ C. 

Después de tres semanas se hace la observación. Sé empieza por 

echar mercurio por A, hasta enrasar los dos niveles, y se lee la columna 

de CO2. Se hacen las correcciones de presión y temperatura, y por e l 

volumen de CO2 se calcula la cantidad de rafinosa fermentada. 

Las modificaciones introducidas al método de Wickerham son las si

guientes: 

a) Se siembra la levadura problema en tubos de Durham de fer

mentación. 

Puede ocurrir: 

1) Que no se produzca fermentación. 

2) Que se produzca fermentación. 

En el primer caso se anota {—) para la fermentación de la rafinosa. 

En el segundo caso, se pasa a la operación siguiente. 

b) Terminada la fermentación de la levadura problema, se siembra 

en el mismo tubo 'una suspensión de S a c c h a r o m y c e s c e r e v i -

s i a e de veinticuatro-cuarenta y ochó horas de edad. Este tiene la pro

piedad de fermentar sólo là fructosa de la molécula de rafinosa, por 

tanto, 1/3 de ella. 

Puede ocurrir: 



2 3 0 CARLOS RAMÍREZ 

1) Que se produzca nueva fermentación. 

2) Que no se produzca nueva fermentación. 

En el primer caso es señal de que la fructosa no había sido totalmente 

fermentada por la levadura problema. Se anota entonces (menor de 1/3). 

En el segundo caso, se prosigue el ensayo siguiendo dos caminos di

ferentes, según que la levadura problema fermente o no la galacl-osa. 

P r i m e r c a s o .—La galactosa es fermentada. Se siembra en el 

mismo tubo una suspensión de S a c c h a r o m y c e s c a r l s b e r -

g e n s i s . 

Puede ocurrir: 

a) Que sa produzca fermentación. 

b) Que no se produzca fermentación. 

En el primer caso indica que la rafinosa había sido fermentada en 

1/3 solamente. 

En el segundo caso la rafinosa había sido totalmente fermentada por 

la levadura problema. 

S e g u n d o c a s o . —^̂ La galactosa no es fermentada. Se siembra 

cantonees en el mismo tubo una suspensión de S a c h a r o m y c e s p a s -

t o r i o n u s , que tiene la propiedad de fermentar sólo 2 /3 de la mo

lécula de rafinosa. 

Puede ocurrir: 

a) Que se produzca fermentación. 

b) Que no se produzca fermentación. 

En el primer caso indica que la levadura problema había fermentado 

1/3 de la molécula de la rafinosa, o sea, la fructosa. 

En el segundo caso la levadura problema había fermentado 2 /3 de 

la molécula rafinosa, o sea, la fructosa y glucosa. 

Este estudio ha sido efectuado en el «Laboratorium voor Microbiology» 

de Delft (Holanda), bajo la dirección del Profesor J. A. Kluyver (año 1952). 
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INSTITUTO ''JAIME FERRAN'\ DE MICROBIOLOGÍA 

UNA NUEVA ESPECIE DE SPOROTRICHUM: EL SPOROTRICHUM 
SANGUINEUM (*) 

por 

Carlos Ramírez. 

Durante los trabajos efectuados en el «Laboratorium voor Microbio

logy» de Delft, bajo la dirección del Profe-sor J. A. Kluyver, recibí diez 

cepas de levaduras aisladas por J. Boidin, de la Universidad de Lyon, 

de líquidos empleados para curtición de cueros, a base de corteza de 

encina y castaña, principalmente. 

Los cueros son sumergidos sucesivamente en baños cada vez más ricos 

en toninos, y cada vez más ácidos, para obtener una buena penetración 

de los cuerpos. Generalmente se emplean cuatro a seis baños de concen

tración creciente, cuyo contenido en tonino se expresa en grados Baumé. 

Los baños más viejos se enriquecen notablemente en materias protei

cas procedentes de los cueros que han pasado por ellos. 

Entre las levaduras aisladas de estos líquidos por J. Boidin había una 

cepa macroscópicamente semejante a un cultivo de levadura, pero cuyos 

caracteres microscópicos diferían notablemente de este grupo de hongos. 

La presente noto tiene por objeto describir, bajo el punto de vista mi-

cológico, el hongo aislado por J. Boidin de líquido curtiente de 7^ Baumé, 

^n lo Escuela de Curtidores de Francia, de Lyon, el 5 de mayo de 1947. 

Por sus caracteres macroscópicos y microscópicos se podría situar este 

hongo en el género S p o r o t r i c h u m Link, considerándolo, por sus 

caracteres, como una nueva especie, poro la que propondría el nom

bre de S p o r o t r i c h u m s a n g u i n e u m . 

(*) Trabajo presentado en la sesión celebrada por la Sociedad de Microbiólo-
-gos Españoles en Madrid, el día 23 de marzo de 1953. 
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ASPECTO MACROSCÓPICO DE LAS COLONIAS 

Las colonias sobre agar-malta tienen un aspecto absolutamente di fe

rente del de los mohos, "pues no son aterciopeladas ni lanosas. Se pre

sentan como plaquitas redondas, de color blanco de porcelana a rosa 

salmón, lisas y húmedas, semejantes a colonias de levaduras. Con lo 

edad, se arrugan, volviéndose de color naranja e incluso rojo sangre 

(Klincksieck, núms. 33-35). El pigmento producido por el hongo se difunde 

por todo el medio, coloreándolo de un hermoso color rojo sangre oscuro. 

Dicho pigmento se produce únicamente en presencia de glucosa. 

En malta forma anillo fino y a weces un velo tardío y abundante de

pósito. 

ASPECTO MICROSCÓPICO 

La fase miceliar está formada por verdadero micelio tabicado, ras

trero, de unas tres mieras de diámetro por término medio, hialino y ra

mificado. 

Los conidios, ovalados, esféricos, elípticos o piriformes, nacen sin orden 

a lo largo del micelio, sea aisladamente, sea en glomérulos o en racimo. 

En el punto de inserción con el micelio se observa siempre un dentículo 

bien manifiesto (carácter típico del género S p o r o t r i c h u m ) . 

Las medidas de los conidios son las siguientes: 

Conidios elípticos (7-9) . (2-4) mieras 

Conidios ovalados (4-6) . (3-3,5) » 

Conidios esféricos (7-9) » 

Algunos conidios pueden producir yemas y dar lugar a uno o varios 

conidios. Incluso en las colonias con micelio abundante, los conidios t ien

den a producir yemas en gran número, lo que explica la consistencio 

cremosa de las colonias, lo que les da el. aspecto de levadura. 

Además de los conidios, se observa lo producción de clamidosporas 

en cadena, terminales o intercalares, en forma de limón, fáciles de reco

nocer gracias o su doble pared. Sus medidas son (6-10) . (4-5) mieras. 

Al germinar estas clamidosporas, pueden producir directamente cade

nas de clamidosporas en cuyo extremo puede producirse micelio. En otros 

casos, lo clamidospora emite uno o más tubos miceliares, de los que pue

den producirse^uevas clamidosporas. 
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Fig. 1 

Núms. i , 2, 3, 4, 5, 6, y 8. Distintas clases de conidios.—Núms. 2, 7 y 9. 
Clamidosporas germinadas y en germinación.—Núm. 10. Células de levadura 

en extracto de malta. 

CARACTERES FISIOLÓGICOS 

. F e r m e n t a c i ó n de a z ú c a r e s : Glucosa 

Galactosa -

Sacarosa -

Maltosa 

Lactosa 

Rafinosa -

A s i m i l a c i ó n d e a z ú c a r e s : Glucosa -|-

Galactosa + 
Sacarosa + 

Maltosa + 

Lactosa 
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A s i m i l a c i ó n d e f u e n t e s d e n i t r ó g e n o : 

SO, ( N H j r + 

N03K + 

Urea + 

Peptona - j -

Asparagina -)-

H i d r ó l i s i s d e l a a r b u t i n o : Positiva. 

DIAGNOSIS LATINA 

Mycelium hyalinum, septatum, repens (3-4), diam. Sporae ovoideae 

(4-Ó) . (3-3,5), globosae (7-9), ellipticae (7-9) .(2-4), vel pyriformis, sin-

gulae vel glomeratae, vel racemosae, in denticulo insertae. Chlamydos-

porae catenulatae, limoniformjs. 

In medio cum glucoso pigmentum rubrum sanguineum producetur. 

Fermentatio nulla. 

In medio mînerali cum plucoso, galactoso, saccharo, majtosp crescit.. 

Nitras kalicus assîmilatur. 

Arbutinum finditur. 

In agaro maltato cultura (post unum mensem, 17^ C.) rubra sanguinis 

rugosa, glabra. 

El método seguido para el estudio de estos caracteres fisiológicos es 

el empleado en el «Centraalbureau voor Schimmelcultures, Yeasfs Divi

sion», de Delft (Holanda). 
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Fig. 2. 

Micelio y glomérulos de conidios esféricos. En un conidio aislado 
en el micelio se observa claramente el dentículo característico 

que lo une al micelio. (1.000 X.) 

Fig. 3. 

Conidios ovalados y esféricos, sueltos y en glomérulos. (1.000 X-) 



Fig. 4. 

Conidios elípticos, insertos aislados o en grupos en el micelio 
por medio de un dentículo. (1.000 X.) 
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INSTITUTO VAIME FERRAN'\ DE MICROBIOLOGÍA 

CONTRIBUCIÓN A LA TINCIÓN DE ASCOSPORAS 

Y CLAMIDOSPORAS DE LEVADURAS (*) 

por 

Carlos Ramírez. 

CONTRIBUCIÓN A LA TINCIÓN DE LEVADURAS 

Hasta ahora, la mayoría de los métodos empleados en la tinción de 

levaduras y ascosporas de las mismas servían sólo para poner de mani

fiesto dichas ascosporas, sin permitir su estudio morfológico, pues queda

ban más o menos deformadas por las manipulaciones de que eran objeto. 

Interesado en hallar una solución a esto y en buscar un método que, 

al mismo tiempo, permitiera revelar la presencia de ascosporas, tiñéndolas 

sin deformarlas, emprendí* una serie de investigaciones, tendiendo siem

pre a verificar las pruebas sobre material fresco, sin fijar. Estas investi

gaciones me han conducido a los resultados que expondré seguidamente. 

Como técnica de cultivo para las levaduras estudiadas que producen 

seudomicelio, he empleado la de Rivalier y Seydel (1932), que tiene por 

objeto obtener cultivos muy delgados sobre portaobjetos, bañados en una 

delgada capa de agar patata, siendo directamente observables al mi

croscopio y pudiéndolos teñir como si fueran preparaciones histológicas. 

Esta técnica es la siguiente: 

Preparación de los portas con agar-medlo nutritivo. 

Los portas destinados a los cultivos han de estar muy limpios, ser nue

vos, flameados y estar fríos antes del empleo. Se prepara de antemano 

(*) Trabajo presentado en la sesión celebrada por la Sociedad de Microbiólo
gos Españoles en Madrid, el día 23 de marzo de 1953. 
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cierto número de portas estériles, que se guardarán en un recipiente 

estéril y cerrado. 

I. Por otra parte, se preparan una serie de cajas de Petri estériles, 

conteniendo cada una una varilla en U, para servir de soporte a los 

portas. 

II. Se prepara un medio débilmente agarizado (0,75 por 100 de 

agar), cuya composición variará según los fines a que se destine. 

III. Se funde el medio estéril en un tubo de Borrel y se mantiene 

fundido a 60^ al bañomaría. Con ayuda de unas pinzas flameadas se 

sumergen los portas, uno a uno, en el medio y se colocan de dos en dos 

sobre los soportes en U de las placas de PetrF; la cara superior estará 

cubierta de una fina capa de medio. 

Con una pipeta estéril se echa agua estéril en el fondo de las placas 

para conservar la humedad. A continuación se siembra la levadura en 

estría, cubriendo parte de ella con un cubre estéril. 

Se incuba a 25^ el tiempo necesario. 

Una vez alcanzado el desarrollo necesario, se procede a la tinción. 

Como los colorantes básicos empleados usualmente hasta ahora tiñen 

el agar, volviéndolo opaco, tuve que desistir de su empleo. 

En cambio, los colorantes ácidos reúnen las ventajas siguientes: Las 

coloraciones se hacen con faci l idad, en frío, sin fijación previa por el 

calor; el agar permanece transparente y el exceso de colorante que lo 

impregna puede ser eliminado por lavado con agua corriente, sin tener 

que emplear ácidos minerales. La coloración obtenida es transparente y 

no se modifica ni el aspecto ni el volumen de los organismos. 

De los colorantes ácidos ensayados, los que mejores resultados han 

dado son el V e r d e l u z y e ! R o s a B e n g a l a . 

Para la preparación de dichos colorantes he empleado las fórmulas 

de Maneval (1941). 

Preparación de colorantes. 

S o l u c i ó n A d e M a n e v a l . 

Solución acuosa de ácido fénico al 5 por 100 30 c. c. 

Solución acuosa de ácido acético al 20 por 100 10 » 

Percloruro de hierro al 30 por 100 4 » 
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V e r d e I u z . 

Solución acuosa de ácido fénico al 5 por 100 30 c. c. 

Solución acuosa de ácido acético al 20 por 100 10 » 

Percloruro de hierro al 30 por 100 4 » 

Solución acuosa de Verde luz al 1 por 100 8 » 

R o s a B e n g a l a . 

Acido fénico ... 5 gr. 

Rosa Bengala ... 1 » 

Agua destilada " 100 c. c. 

(Se echan después, gota a gota, seis a ocho gotas de ácido acético 

al 20 por 100, hasta aparición de una nube; luego se añaden 20-50 c. c. 

de alcohol de 95'^. Si la nube no desaparece, se añade una traza de 

amoníaco con. una aguja de vidrio.) 

L i s t a d e o t r o s c o l o r a n t e s á c i d o s e n s a y a d o s . 

Azul soluble (China Blue).—^The British Drug House; Graham street 1, 

London. 

Eritrosina.—Dr. Fraenkel y Dr. Landau;. Berlin, Oberschoneweide. 

Eosina.—BactO-eoSin Y (DE 5); Difco Laboratories, Detroit (Mich). 

Verde sólido.—Gesellschaft fur chemische Industrie in Basel. 

La eosina y la eritrosina se preparan como el Rosa Bengala; el azul 

soluble y el verde sólido, como el Verde luz. 

Método seguido en la tinción. 

I. Los cultivos frescos, sin fi jar, son bañados en Iq solución A arriba 

indicada durante quince minutos, escurridos. 

II. Se deja actuar el Verde luz durante treinta-cuqrer^ta minutos. 

III. Se lavan los cultivos en dgud corriente hasta elinninar el exceso 

de colorante que impregna el agcir, hasta que éste quede casi incoloro. 

IV. Se deja actuar el Rosa Bengala treihta-cuarenta y cinco segiundos. 

V. Se lava de nuevo, pudiendo observarse seguidarnente ql micros

copio. Las ascosporas se tiñen de verde y las células vegetativas de rojo. 

En los casos en que la levadura no produce seudomicelio, se procede 

del modo siguiente: 

Con un asa de platino se toma una porción de Ievqf::|ura de los tubos 
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donde haya esporulado y se hace una suspensión en agar líquido. A con

tinuación se vierte el agar con la suspensión de levadura sobre un 

porta muy limpio y f lameado, extendiéndolo en capa fino. Una vez 

solidificado, se procede a la tinción como en el caso anterior. 

Si después de observadas en fresco se desea conservar las prepara

ciones, se sigue la técnica de Rivalier y Seydel, que es la siguiente-. 

I. D e s e c a c i ó n . ^ S e delimita el cuadrado de agar que lleva 

el cultivo y se quita el resto. Entonces se deja la preparación durante 

veinticuatro horas en estufa a 37^ C , con la cara hacia abajo, en un 

soporte, lo que asegura una desecación completa, sin depósito de polvo. 

Al cabo de ese tiempo se quitará con una aguja enmangada la parte 

central del cultivo, si sobresale demasiado, y se procede al colodionado. 

II. C o l o d i o n a d o . — Se sumerge un momento el porta en un 

frasco conteniendo colodión diluido: 

Colodión oficinal 1 parte 

Alcohol absoluto ... 2 » 

Éter sulfúrico 2 » 

El colodión oficinal se prepara del modo siguiente: 

Celulosa octonítrica ... 5 gr. 

Etanol de 95^ ... 20 » 

Éter rectificado comercial 75 y> 

Se escurre el porta y se deja secar, con la cara hacia arriba, sobre 

un soporte horizontal. Con esta operación, la preparación queda pega

da al porta. -

Como es natural, la tinción que se ha hecho en fresco puede hacerse 

también después de desecación y colodionado del cultivo. 

Una vez colodionadas y secas las preparasiones, pueden ser monía-

clas en Bálsamo del Canadá, siguiendo la marcha siguiente: 

a) Lavar con alcohol de 70°, que elimina el exceso de colorante, 

si lo hay. 

b) Deshidratar durante algunos minutos (uno-dos) en alcohol de 95°. 

c) Acabar de deshidratar con acetona anhidra. 

d) Sumergir en una mezcla de acetona y xilol en partes iguales. 

e) Xilol puro. La preparación ha de quedar transparente, sin nigún 

enturbiamiento. 

f) Montar en Bálsamo. 
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Con el S a c c h a r o m y c o d e s l u d w i g i i y el S a c c h a r o -

m y c e s c e r e v i s i a e he empleado también, con buen resultado, la 

tinción siguiente: 

1) Rosa Bengala: treinta minutos. 

2) Lavar con agua corriente. 

3) Azul soluble: cinco minutos. 

Lavar con agua corriente. 

Las esporas quedan teñidas de rojp y las células vegetativas en azul. 

INVESTIGACIÓN DE LA ACIDORRESISTENCIA DE LAS ASCOSPORAS DE 

LAS LEVADURAS Y TÉCNICA EMPLEADA 

En los casos en que tuve que ensayar la acidorresistencia de las as-

cosporas maduras, como el colorante básico (fucsina fenicada) no podía 

ser empleado sobre agar, introduje la técnica siguiente: 

He empleado el método de Moeller, algo modificado: 

1. Las coloraciones las he verificado en un embudo con llave y 'a 

través de un papel de filtro que retiene la levadura y deja pasar los 

líquidos empleados en la tinción. El embudo está en comunicación con 

una trompa de vacío para acelerar la filtración. 

Método. 

1. Fijar durante diez minutos la suspensión de levadura del embudo 

con el siguiente fi jador: 

Alcohol de 70^ 1 parte 

Acido acético 1 » 

Formol al 5 por 100 ... 1 » 

se mezclan los tres en el. momento de emplearse. 

2. Lavar con alcohol de 70°. 

3. Alcohol de 95°: dos minutos. 

4. Alcohol absoluto: dos minutos. 

5. Cloroformo: dos minutos. 

6. Lavar con alcohol absoluto. 

7. Alcohol de 70°. 
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8. Acido crómico al 5 por 100: dos minutos. 

9. Lavar con agua. 

10. Fucsina de Ziehl-Neelsen; diez minutos. 

11. Lavar con aguq. 

12. Decolorar con SO,K al 1 por 100. 

13. Lavar en agua. 

14. Contrastar con jugol diluido. 

Las ascosporas acidorresistentes quedarán teñidas de rojo. 

La técnica seguida para la coloración en fresco de las ascosporas de 

(as levaduros ha sido también ensayada con las clamidosporas de C a n 

d i d a a l b i c a n s , habiendo conseguido muy buen resultado. 

Con el Verde luz-Rosa Bengala, las clamidosporas quedan teñidas en 

verde bril lante, y las blastosporas y seudomicelio en diversos tonos de rojo. 

ALGUNOS MÉTODOS ANTIGUOS DE COLORACIÓN DE ASCOSPORAS 

M é t o d o d e K u f f e r a t h ( 1 9 2 9 ) : 

a) Fijación por el calor, a la temperatura de ebullición. 

b) Coloración en caliente por la fucsina fenicada de Ziehl. 

c) Diferenciación por alcohol clorhídrico al 1 por 100. 

d) Coloración de contraste con clorhidrato de azul de Nilo al 

1 por 100. 

e) Lavar con agua y extender sobre la preparación seca una copa 

uniforme de tinta china diluida, que precisa el contorno de las aseas. 

Las ascosporas aparecen en rojo. 

M é t o d o d e P. H . G r a y ( 1 9 4 í ) : 

Verde Malaquita 0,5 gr. 

Fucsina básica 0,5 » 

Agua destilada 100 c e . 

Las células vegetativas se tiñen de violeta; las qscosporas de azul verdoso. 

M é t o d o d e M a c C l u n g ( 1 9 4 3 ) : 

Emplea por separado dos colorantes básicos: 

A.—Verde Malaquita 1 gr. 

Agua fenicada al 1 por 100 ... TOO c. c. 
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B.—Safranina 0,5 gr. 

Agua destilada 100 c. c. 

F i j a r por el calor. 

T e ñ i r con la solución A dos minutos, calentando hasta producción 

de vapores. 

Lavar un minuto con agua. 

Teñir con la solución B treinta segundos, lavar y secar. 

Las ascosporas se tiñen en verde sobre fondo rojo. 

Como se puede ver, por estos métodos más antiguos las manipulacio

nes y la fijación de las levaduras por el calor dañaban a la morfología 

de las mismas. 

El principio en que se basa el empleo de los colorantes ácidos para 

la coloración de las ascosporas es el siguiente-

Un colorante ácido, actuando sobre otro durante cierto tiempo, acaba 

por desalojarlo y sustituirlo. 

Las ascosporas tienen la propiedad de teñirse con dificultad y de 

soltar los colorantes difícilmente una vez teñidas. 

Teniendo en cuenta estas dos propiedades, se hace actuar uno de 

los colorantes ácidos mucho más tiempo que el otro, para que llegue a 

penetrar en las ascosporas. 

Una vez penetrado se le desaloja de las células vegetativas con 

más rapidez que de las ascosporas, al actuar el segundo colorante. 

Este trabajo ha sido efectuado en el «Laboratorium voor Microbiology» 

de Delft, Holanda, bajo la dirección del Profesor J. A. Kluyver (año 1952). 
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Clamidosporas de Candida albicans fJOO X i íeriiífas con 
Verde luz-Rosa Bengala. 

Fig. 2. 
Las mismas, aumentadas 600 X-

'0:S(:'^:'---:^i-,fy^i-; 

Clamidosporas ¿e'Candida albicans (1.000 X), en las que se puede 
observar la gruesa membrana de las mjsmas, tenida en verde, contras

tando con el seudomicelio, teñido en rosa. 



• ^ v -

Ascosporas de Pichia farinosa teñidas en azul, con Verde luz-
Rosa Bengala. Se encuentran en grupos de dos en cada asea, 
generalmente. El hecho de teñirse en azul es un caso excep
cional de esta especie, no habiendo encontrado, por ahora, otro 

caso. (1.000 X.) 

£ . •. • ^:m%% ^ * - \% 

F/g. 5. 

Ascosporas de Píchia membranaefaciens, íe/iif/as en, í;erf/e, 
e/ mismo método. (1 000 X.) 



c. s. /. c. 
INSTITUTO ''JAIME FERRAN'\ DE MICROBIOLOGÍA 

ESTUDIO SOBRE NUEVAS ESPECIES DE LEVADURAS 
AISLADAS DE DIFERENTES SUSTRATOS (̂ ) 

por 

Carlos Ramírez. 

SACCHAROMYCES SOCIASI N. SP. 

Esta levadura me fué enviada a Delft por el Prof. Socios, aislada de 

heces humanas, para su determinación, resultando ser una nueva espe

cie de S a c c h a r o m y c e s , con la propiedad de fermentar la lac

tosa y de asimilarla, propiedad que, hasta ahora, sólo poseían el S a c 

c h a r o m y c e s f r a g i l i s y el S a c c h a r o m y c e s l a c t i s . 

Las diferencias de esta nueva especie con el S a c c h a r o m y c e s 

l a c t i s es que no asimila la maltosa, no hidroliza la arbutina, no tiene 

seudomicelio y no asimila el alcohol. 

Las diferencias con S a c c h a r o m y c e s f r a g i l i s son las de 

no poseer sendomicelio, tener esporas redondas y no arriñonadas, y no 

asimilar la inulina. 

Descripción. 

En malta, después de tres días a 25° C , las células son redondas o 

ovales (4-Ó) . (4-7) mieras. Sólo forman depósito en el fondo del frasco. 

Después de un mes forma abundante depósito y grueso anillo. 

La e s t r í a en agar-malta, después de un mes, es de color crema, 

lisa, brillante, de borde ligeramente lobulado. 

C u l t i v o s o b r e p o r t a : No se observa seudomicelio. 

E s p o r u l a c i ó n : Esporula muy bien sobre medio V 8 y de 

Adams, previa conjugación de aseas, generalmente isogámica, aunque 

(*) Trabajo presentado en la sesión celebrada por la Sociedad de Microbiólo
gos Españoles en Madrid, el día 23 de marzo de 1953. 
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puede presentarse alguna vez heterogámica. Esporas en número de 1-3, 

redondas u ovales. 

Fig. 1.—Saccharomyces sociasi n. sp. 

Núm. I. Ascosporas a los siete días en medio de Starkey.—Núm. 2. Células en 
extracto de malta a los tres días a 25^ C. 

F e r m e n t a c i ó n : Glucosa -f-

Galactosa -f-

Sacarosa -|~ 

Maltosa •— 

Lactosa + 

Rafinosa + 1/3 

A s i m i l a c i ó n d e a z ú c a r e s : Glucosa' + 

Galactosa -|-

Sacarosa -\-

Maltosa 

Lactosa -|-

Inulina — 

A s i m i l a c i ó n d e f u e n t e s d e n i t r ó g e n o : 

Nitrato potós'co — 

Peptona 4~ 

H i d r ó l i s i s d e l a a r b u t i n o : Negativa. 

A s i m i l a c i ó n d e a l c o h o l : Negativa. 
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Diagnosis latina. 

In musto maltato cellulae rotundae aut subovoideae, (4-6) . (4-7), sin-

gulae aut binae. Sedimentum anulusque formantur. 

In agaro maltato cellulae rotundae aut subovoideae, singulae cut 

binae (3.5-5.5) . (3.5-6.5). Cultura (post unum mensem, 17^ C.) f lavalbida, 

glabra, margine undulato. 

Pseudumycelium nullum. 

Copulatio cellularum acquarum conformationi asci plerumque precedit, 

ascosporae satis môgnae, rotundae aut ovoideae; 1-3 in asco. 

Fermentatio: 

Glucosi, galactosi, sacchari, lactosi et rafinosi pro tertia parte. 

In medio minerali cum glucoso, galactoso, saccharo, lactoso crescit. 

Nitros kalicus non assimilatur. 

In medio minerali cum alcohole aethylico non crescit. 

Arbutinum non finditur. 

CANDIDA BOIDINI N. SP. 

Esta cepa fué aislada por J. Boidin, del laboratorio de Botánica de la 

Universidad de Lyon, de un baño curtiente a base de corteza de Quebra

cho, de Castaño y de Mirobolano, de 4P Baumé. La especie más próxima 

a ella es la C a n d i d a k r u s e i , de la que se diferencia por sus cé

lulas mucho menores, por el seudomicelio y por asimilar la galactosa. 

Descripción. 

A los tres días, en malta a 25° C , células elípticas (2-3) . (5-10)^, ais

ladas o de dos en dos. Forma velo fino, delicadamente rugoso, ascenden

te por las paredes del frasco. 

La estría, en agar malta, después de un mes a 17° C , es de color 

crema parduzca, lisa, con franja de seudomicelio en el borde. 

C u l t i v o s o b r e p o r t a . —Forma seudomicelio del tipo «.My-

cotorula», con grupos de blastosporas en cada verticilio. 

F e r m e n t a c i ó n : Glucosa + Maltosa — 

Galactosa — Lactosa — 

Sacarosa — Rafinosa — 
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CD 

1 ¥ig. 2.—Candida boidini n. sp. 2 

Nám. 1. Células de levadura a las cuarenta y ocho horas en malta a 25P C.—Nú
mero 2. Seudomicelio sobre agar patata (l.OÚO X)-—Núm. 3. Seudomicelio sobre 

agar patata (450 X) . 

A s i m i l a c i ó n d e a z ú c a r e s : 

Glucosa 4 " Maltosa — 

Galactosa + (débil) Lactosa — 

Sacarosa — 

A s i m i l a c i ó n d e e t a n o l : Ligeramente positiva. 

A s i m i l a c i ó n d e f u e n t e s d e n i t r ó g e n o : Peptona + 

NO3K — 

H i d r ó l i s i s d e l a a r b u t i n o : Negativa. 

Diagnosis latina. 

In musto maltato cellulae ovoideae (2-3) . (5-10) M-, singulae aut bi-

nae. Post dies 3 pellicula tenuis, f lavida, non-nitida, crispulata, sursum re-

pens formatur. Sedimentum. 
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Cultura in agaro maltato (post unum mensem, 17^ C.) f lavalblda aut 

fusca, glabra, cum pseudomycelio in margine. 

Pseudomycelium cum blastosporis. abundat, tipo «Mycotorula». 

Fermentatio glucosi. 

In medio minerali cum glucoso, galactoso crescit. 

Nitros kalicus non ossimilatur. 

In medio minerali cum alcohole aethylico non crescit. 

Arbutinum non finditur. 
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INSTITUTO DE EDAFOLOGÍA Y FISIOLOGÍA VEGETAL 

SECCIÓN DE MICROBIOLOGÍA DE MADRID 

ESTUDIO DE UNA NUEVA ESTIRPE DE BRASSICA VIRUS L, 

Y SUS INCLUSIONES INTRACELULARES (*) 

por 

Miguel Rubio Huertos 

INTRODUCCIÓN 

A finales de octubre de 1951 encontramos en un huerto particular, 

cercano a la Facultad de Farmacia de la Ciudad Universitaria (Madrid), 

una serle de coles ( B r a s s i c a o l e r á c e a L . ) infectadas, al pa

recer, con virus, y por los síntomas que presentaban se podía suponer 

que la mayor parte lo estaban con el mosaico de la coliflor ( C a u l i 

f l o w e r m o s a i c , B r a s s i c a virus 3), y algunas, que presentaban 

necrosis en forma de anillos en el envés de las hojas, parecían infectadas 

con el Anillo negro de la col (Cabbage black ring, B r a s s i c a virus L.). 

interesados en el estudio de este último virus, no descrito hasta ahora en 

Espaíra, y viendo que una de las plantas presentaba unas necrosis mu

cho más fuertes que las demás y al mismo tiempo achaparramiento y 

amarillez en las hojas, tomamos algunas de éstas para su estudio. 

PARTE EXPERIMENTAL 

Con las hojas antes citadas y con ayuda de carborundum inoculamos 

las siguientes plantas: 

(*) Trabajo presentado en la sesión celebrada por la Sociedad d€ Microbiólo
gos Españoles en Madrid, -el día 23 de marzo de 1953. 
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Cuatro B r a s s i c a r a p a ('"'). 

Cuatro B r a s s i c a c h i n e n s i s C'j. 

Tres N i c o t i d n a t a b a c u m C'^). 

Tres N i c o t i a n a g l u t i n o s a (*^). 

A los siete días aparecen pequeñas lesione§ necróticas en el envés 

de las hojas de tres B r a s s i c a r a p a y dos B r a s s i c a c h i n e n - , 

s i s , y solamente una de las tres de N . t a b a c u m muestra 2-8 pe

queñas lesiones necróticas en cada hoja inoculada; estas lesiones son más 

pequeñas que las típicas producidas por el virus tipo. 

En B r a s s i c a r a p a , además de las lesiones necróticas que se 

muestran en las hojas más viejas (a los seis-ocho días), aparece un fuerte 

mosaico en las hojas jóvenes, que es seguido por una necrosis de las venas 

y la muerte de estas hojas jóvenes en pocos días, lo que lleva a la muerte 

de la planta. 

En B r a s s i c a c h i n e n s i s no aparece dicho mosaico, sino una 

necrosis de las venas, que a veces sólo ataca una de las hojas jóvenes 

o medianas, produciendo su deformación. 

Hemos repetido estas inoculaciones varias veces a series de plantas 

iguales a las anteriores: B r a s s i c a r a p a y c h i n e n s i s , y N . 

t a b a c u m y g l u t i n o s a , obteniendo siempre resultados análogos, 

que resumimos a continuación: 

B r a s s i c a r a p a : lesiones necróticas, intervenales, rojas a veces, 

mosaico, necrosis generalizada. 

B r a s s i c a c h i n e n s i s : lesiones necróticas, necrosis de las venas. 

N i c o t i a n a t a b a c u m : algunas pequeñas lesiones atípleos en 

las hojas inoculadas. . 

N i c o t i a n a g l u t i n o s a : no aparece síntoma alguno de infec

ción ni al cabo de dos meses de la inoculación. 

Transmisión por insectos. 

Empleamos el M i z u s p e r s i c a e Suitz y otro áfido no clasificado, 

hacemos inoculaciones a una serie de plantas de las mismas especies uti

lizados pora las inoculaciones con savia. Los resultados son- los siguien

tes: obtenemos infección en los cosos de los dos especies de B r a s s i c a 

y en N . t a b a c u m algunas lesiones, pocas, pero algo mayores que 

(*) Estirpes obtenidas en Inglaterra ("Rothamsted Exp. Station"). 

2 
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las obtenidas al inocular con savia. En N . g l u t i n o s a no obtenemos 

infección alguna. 

Histopatología. 

Hacemos algunos arrancamientos de las hojas que presentan necrosis 

de diferentes tipos y encontramos que en las células no necrosadas apa

recen inclusiones intracitoplásmicas que se corresponden exactamente con 

ios encontradas por nosotros estudiando el virus tipo. Anillo negro de la 

col (Rubio, 1950), o sea, inclusiones de tipo granular y que pasan a f i 

broso, viéndose que algunas de estas fibras tienen aspecto cristalino (cris

tales aciculares). 

Es de notar la mayor abundancia de estos cristales aciculares en estas 

inclusiones ahora estudiadas, comparadas con las producidas por el virus 

t ipo. 

El tamaño de estas inclusiones llega a ser, a veces, como de ó-8 veces 

•e! tamaño del núcleo y, generalmente, rodean a éste hasta taparle com

pletamente. En las inclusiones del virus tipo que pudimos estudiar ai mi

croscopio electrónico encontramos que las fibras estaban formadas por 

partículas de virus, agregadas unas a otras en formación compacta (1950). 

En este caso no hemos podido comprobarlo por no disponer del aparato de 

sombreado (Shadow-casting). 

Las tinciones las hemos hecho con material fresco, sin fijar y tiñendo 

Fig. L 
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durante cinco minutos con floxina al 0,5 por 100. Hemos hecho tinciones 

¡guales con planta sana, no encontrando en ella ningún elemento que se 

pueda relacionar con las inclusiones observadas en las células de las plan

tas enfermas (fig. 1). 

DISCUSIÓN 

Vistas las características sintomatológicas del virus en estudio en estas 

cuatro especies de plantas empleadas, y comparándolas con la descrip

ción del virus tipo (Tompkins, 1938) y Kenneth Smith en su libro «A tex-

book of plant virus diseases. London», así como algunos de los ocho virus 

descritos en Portugal por D'Oliveira y V. Borges, 1945 (1 y 2). Es de notar 

en este virus en estudio, primero: su incapacidad de infectar N . g l u t i 

n o s a , y segundo, los síntomas de una necrosis extremadamente fuente 

en B r . r a p a y B r . c h i n e n s i s , así como las muy poco numerosas 

lesiones-necróticas atípleos en N . t a b a c u m , lo que nos haría pensar 

hasta en la presencia de un virus diferente del Anillo negro de la col, 

pero la producción de los típicos anillos necróticos en B r a s s i c o o l e 

r á c e a L. y sobre todo la formación de inclusiones intracitoplásmicas tí

picas de dichos virus, que son perfectamente diferenciables de las jnclu-

siones producidas por otros virus de cruciferas en las células de sus hués

pedes (Rubio Huertos, 1950), así como la abundancia de estirpes diferen

tes de un mismo virus que se presenta en la naturaleza tratándose de virus 

de vegetales; nos lleva a la conclusión de que se trata de una esti-pe 

hasta ahora no descrita del virus del Anillo negro de la col («Cabbage 

Black ring», B r a s s i c a v i r u s l ) . 

Es de resaltar la importancia y la sencillez para la clasificación gené

rica (en el caso de virus de cruciferas) del estudio de las inclusiones intra-

celulares, dato hasta ahora no tenido en cuenta por ningún autor y que 

ceemos del mayor interés. 

RESUMEN 

Se estudia un virus aislado de B r a s s, i c o o l e r á c e a L. que por 

su sintomatología sobre cinco especies de plantas y el estudio de su his

tología podemos clasificar como una nueva estirpe del virus Anillo negra 

de la col. 
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Se señala la importancia y significación de las inclusiones intracelu-

lares para su reconocimiento. 
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I N F O R M A C I Ó N 

ACTAS DE LA SOCIEDAD 

MADRID 

Acta de la sesión celebrada el día 23 de marzo de 1953. 

Bajo la presidencia de don Antonio Ruiz Falcó, se abre la sesión a las 

veinte horas, en un salón de los locales del Consejo Superior de Investi

gaciones Científicas, sitos en Duque de Medinaceli, 4. 

Se aprueba el acta de la sesión anterior. Son admitidos como nuevos 

socios don Carlos Ramírez Gómez, Doctor en Ciencias Naturales, de Ma

drid, presentado por don Amoldo Socios y don Jaime del Campo, y don 

Faustino Valcórcel Sánchez, Doctor en Veterinaria, de Buenos Aires, pre

sentado por don Jacinto Megíos y don José García Bengoa. 

Don Manuel Moreno presenta uno comunicación con el título «Sobre 

la aparición del género B o r d e t e l l a en el «Bergey's Manual». ' 

Don Carlos Ramírez do lectura o las siguientes comunicaciones: 

«Introducción de una modificación al método de Wickerhom pora la 

determinación cuantitativa de lo fermentación de la rafinosa por las leva

duras». 

«Uno nueva especie de S p o r o t r i c h u m : el S p o r o t r i c h u m 

s a n g u í n e u m » . 

«Contribución a la tinción de astosporas y clamidosporos de leva

duras». 

«Estudios sobre nuevas especies de levaduras aisladas de diferentes 

sustratos». 

Don Miguel Rubio lee su trabajo «Estudio de una nuevo estirpe de 

B r a s s i c o v i r u s L. y sus inclusiones introcelulores». 
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Por último, el señor Presidente se dirige a la reunión invitando a los 

-socios a enviar a la Secretaría de la Sociedad, y con la mayor rapidez, 

los trabajos que deseen presentar al próximo Congreso Internacional de 

Microbiología. 

Y no habiendo más asuntos que tratar, se levanta la sesión a las vein

tiuna horas. 
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Fotocopias en microfilm. 

Microfilm negativo: cada fotograma (24 X 3ó mm.), 1 peseta. 

Microfilm positivo (indicado cuando hay fotograbados): cada fotogra

ma, 2 pesetas. 

Carpeta «Filmoteca» para diez filmofichas: 2 pesetas. 

Mínimo pagable en todo encargo: el valor de una filmoficha, 5 pe

setas en negativo y 10 pesetas en positivo. 

A partir de 1.000 fotogramas, precios especiales por convenir. 

Opciones que se presentan: en negativo o en positivo; en rollo conti

nuo o en fiimofichas; con carpeta «Filmoteca» o filmofichas sueltas; me

tiendo en cada fotograma dos páginas o sólo una. 
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Salvo aviso en contrario, se servirán los encargos en microfilm nega

tivo, en filmofichas y en carpetas, y el meter una o dos páginas por foto

grama se supondrá se deja al discernimiento del Servicio, según sea el 

original. 

La modalidad «filmoficha», por la gran facil idad de ordenación^, ar-

chivación, localización rápida de las cintas y manejo de lectura, supera 

con mucho a la modalidad en rollo. Se llama «filmoficha» una tiro de 

película de cinco fotogramas y medio (en otros sistemas, seis), en que ca

ben diez páginas de libro ordinario (libro abierto, o sea, dos páginas 

cada foto). El medio fotograma que se añade (uno entero en otros sis

temas) se destina q «referencia», es decir, autor, título y signatura en la 

filmoteca y en e! centro de origen. Las filmofichas, para ofrecer tales ven

tajas, van alojadas en unas carpetas «Filmoteca», especíafmente dispues

tas para contener diez de ellas (cien páginas o cincuenta folios) en lóculos 

perfectamente adaptados, con sus referencias numéricas y espacio pre

ciso para títulos, páginas y toda clase de indicaciones útiles. 

Fotocopias en papel. 

formato: 9 X 12 cm.: en mate, 3 pts.; con bril lo, 3,75 pts. 

» 13 X IS cm.: en mate, 4 pts.; con bril lo, 5,25 pts. 

» 1 8 X 24 cm.: en mate, 6 pts.; con bril lo, 8,25 pts. 

» 21 X 30 cm.: en mate, 6,25 pts. 

» 3 0 X 4 2 cm.: en mate, 9,25 pts. 

N. B. Estos precios están sujetos a cierta variación, según vengan 

facturadas las partidas de papel. 


