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C.S. 1. C.
INSTITUTO DE EDAFOLOGIA Y FISIOLOGIA VEGETAL
SECCION DE MICROBIOLOGIA DE MADRID

OBTENCION Y ESTUDIO DE LAS FORMAS FILTRABLES DE
PROTEUS VULGARIS (*)

por
Miguel Rubio Huertos y Rodrigo Moreno San Martin

Primeramente intentaremos aclarar algunos conceptos fundamentales
que constituyen la base de este trabaijo.

PLEOMORFISMO BACTERIANO

En el estudio de los productos bacterionos se observan diferencias de
forma que no pueden considerarse como tipos nuevos o variantes, v que
han sido sefialados desde antiguo. Asi fueron observadas por Almquist
(1911); Lohnis y Smith (1916); Hort (1917) y Mellon (1919), que resumia
Henrici diciendo «que las bacterias en un cultivo puro muestran- amplias
variaciones en el tamafo, 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
contenfan cloruro de litio, encontrando formas monstruosas y granulos pe-
quefios, sin dar entonces una explicacién apropiada.

.Es decir, estas formas de involucién pueden producirse por causas in-
ternas biolégicas o por malas condiciones externas. Se produce, efectiva-
mente, un pleomorfismo en las bacterias degeneradas existentes en me-
dios viejos o sometidos a desinfectantes, etc.,, y otra que se presenta en
cultivos jévenes, de significacién diferente, pues algunas bacterias pasan
frecuentemente por un cambio de fases.

(*) Trabajo presentado en la sesién celebrada por la Sociedad de Microbidlo-
gos Espaficles en Madrid, el dia 8 de mayo de 1952.
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FORMAS L

Estudiando Klieneberger en 1935 cultivos de Streptobacillus
moniliformis constaté la existencia de pequefias colonias junto a las
normales, y aislé un organismo semejante a los de la pleuroneumonia bovi-
na, que difiere en muchos aspectos de las bacterias, creyendo enfoinces
esta autora que constituian una simbiosis de organismos asociados con
Streptobacillus. Dienes vi6 mas tarde (1939) el desarrollo de
colonias semejantes (designadas L, por Klienerberger en el Strepto-
bacillus) en el Flavobacterium y Bacteroides, man-
teniendo éste y ofros investigadores que eran una fase del bacilo, lo que
después ha sido también aceptado por Klieneberger, que cree, no obstan-
te, que las bacterias tipicas 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 pldsticas y
capaces de adoptar cualquier forma, por las estructuras cromatinicas, que
no adoptan la disposicién de cromosomas, sino que se presentan como
grupos gruesos, particulas, micelios o redes y, por Gltimo, que los cuer-
pos L se reproducen por segmentacién y eventualmente se rompen en pe-
quefios granulos, mientras que las bacterias lo hacen por fisién binaria.

La forma L revierte con gran facilidad 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 s y reproduce la propia
especie por produccién de pequefios grénulos que parecen unirse, repro-
duciendo la forma L. De esta manera el ciclo L puede considerarse como
un proceso de regeneroaon equ1va|en're a un proceso sexual de Ios or-
ganismos superiores, segin cree Klineberger recientemente.

Algunas bacterias Gram negativas producen la forma L en condicio-
nes ordinarias; otras lo 'haceh cuando estdn sometidas a condiciones ad-
versas.

Refiriéndonos a la produccién de formas L por el Proteus vul-
garis, tenemos que éstas se producen fécilmente cuando hacemos des-
cender la temperatura ambiente, por ejemplo, a 4° C. En la fase L del
Proteus 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 conexién con los bacilos.
Las cadenas bacilares también producen formas curvas y lazos con gré-
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nulos incluidos. Ofras veces, sometido més prolongadamente al - frio,
forman cuerpos enormes (large bodies), de donde les viene el nombre,
que se segmentan en otros més pequefios.

Si sometemos al Proteus a 0,5° C. durante tres dias y -se incuban
luego durante varias horas a 36° C., entonces los filamentos bacterianos
dejan granulos libres con una débil envoltura citoplasmatica, no siempre
demostrable, que son unidades celulares primarias que forman luego agru-
paciones cromatinicas parecidas a micelios o mallas.

También se pueden producir estas formas transfiriendo los cultivos de
Proteus a agua corriente o liquido ascitico, y principalmente con pe-
nicilina. Poniendo 10 unidades de penicilina por centimetro cibico se in-
hibe el crecimiento de los bacilos, los cuales entonces se hinchan en
grandes cuerpos, que permanecen vivos, pero ho 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
fécil y regularmente en los cultivos L. »

* FORMAS FILTRABLES

En cultivos de bacterias se presentan formas capaces de atravesar fil-
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 inyectadlos
con ellos. ,

Empleando la técnica de filtracion en la fase L del Streptoba-
cillus monoliformis, realizada principalmente para saber el
tamafio de los granuloes, se efectia ésta precediéndola de centrifugaciones
~y al filirar el producto centrifugado o través de membranas de gradocol,
se vi6 que los grénulos que pasaron a través de membranas de 900 a 400
milimicras resultaron viables, pero no pasaron por las de 350, es decir,
que los pequefios granulos reproductores de la forma L tienen el tamafio
aproximado de las particulas del virus de la Psittacosis y de las minimas
unidades reproductoras de la pleuroneumonia bovina.

Formas filtrables han sido sefaladas también en Spirochetas,
bacilos écido-resistentes, bacilos tifoideos, etc.

En trabajos realizados por Hadley sobre Shigella, sembrando
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filtrados sobre - placas lactosa-agar-tornasolado y empleando las placas
en las cuales no se apreciaban colonias en las primeras cuarenta y ocho
horas al ser éstas observadas microscépicamente, lavaba las placas y
el liquido lo transferia luego a nuevas placas durante varias veces, se
producian asi colonias sélo visibles al microscopio, designadas como co-
lonias G. Estas colonias estaban formadas por granulos de varios tania-
fios, formas cocoides,. glébulos 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.

COMPARACION ENTRE LAS FORMAS L Y FORMAS FILTRABLES

Vemos, pues, que existen grandes semejanzas entre la forma L y la
forma filtrable. En primer lugar, los estimulos que llevan a las bacterias
a disociarse son los mismos que los que producen las formas L.

Estas técnicas de disociacién (afiadir al cultivo productos metabdlicos,
cambios de temperatura, variaciones del estado fisico del medio, varia-
cién del pH, sales, etc.) producen también la forma L, y el estado granu-
lar filtrable de Hartley es idéntico a los pequefios granulos de la forma
L. Ademds, la colonia G, como ya se ha dicho, estd en intima relacién
con la colonia L.

Basados en estos hechos, nosotros hemos podido aislar y cultivar for-
mas filirables del Proteus vulgaris y seguir su fransformacién a
bacilos normales, encontrando una fase intermedia que por sus caracte-
risticas se puede identificar con las formas L..

PARTE EXPERIMENTAL -
Materiales y métodos.

Hemos empleado una estirpe del Proteus vulgaris obtenida
en la Facultad de Farmacia de Madrid, Catedra de Microbiologia, y que
presenta las caracteristicas del Proteus vulgaris tipo, descritas en
el «Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology», 6.2 ed., 1948.
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Para provocar la aparicién de formas filtrables abundantes, dejomos
los cultivos en caldo comUn, después de veinticuatro-cuarenta y ocho’ horas

a la estufa a 379, durante un tiempo variable de ocho-doce dias a tem-
peratura ambiente. ,

Al cabo de este periodo de tiempo filtramos los cultivos por filiros
Seizs de amianto, sin presién de vacio (40 c. c. tardan en filtrar unas
siete-diez horas).

Hacemos siembras en caldo comdn, agar caldo inclinado y agar caldo
en placa de Petri, para comprobar si ha pasado por el filiro algin ele-
mento normal o existe alguna contaminacién en el filtrado; se ponen en
la estufa y se ve a las veinticuatro-cuarenta y ocho-setenta y dos horas si- .
aparece alguna colonia, desechando en este caso los filtrados.

Una vez comprobado que el filtrado se halla libre de formas norma-
lestde Proteus o contaminaciones, lo llevamos a la_estufa a 379,
donde lo tenemos en incubacién durante un -periodo de quince-veinte dias,
@ veces solamente ocho dias; después se deja a ’rempéroturo 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 (segin el método de Hauduroy). ’

Las siembras de estos medios las hacemos en los mismos medios, caldo
comin y agar caldo comin.

Tinciones.

Hemos empleado tinciones simples con fuchsina, safranina, azul de
‘metileno, Gram, Giemsa y el método de Wirtz para esporas. )

Ademds de las observaciones con el microscopio corriente, hemos
tenido ocasién de hacer alguna con microscopio de fases, prestado por
el Prof. Socias, Director del Instituto «Jaime Ferran», de Microbiologic, al
-que nos complace darle aqui las gracias.

RESULTADOS

Los filtrados, geu hemos comprobado que no contienen formas nor-
males ni contaminaciones, aparecen completamente transparentes, y no
es hasta pasado el periodo de incubacién a 37° que se observa en ellos
un ligerisimo depésito, sélo visible al agitar bien el tubo.
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De las siembras hechas con el filtrado en tubos inclinados con los .
medios indicados anteriormente, observamos al cabo de dos-tres dias en
estufa a 37° la aparicién de pequefiisimas colonias, dificiles de ver a
simple vista, y sélo distinguibles al hacer incidir lateralmente la luz sobre
la superficie del medio, de forma redonda, lisas, y transparentes.

En los placas de Petri extendidas con los mismos medios no hemos
podido observar crecimiento alguno ni al cabo de cinco meses de perma-
nencia en la estufa a 37°. .

De las colonias obtenidas en los tubos sembrados con el filtrado 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
poéo mayores que confluyen, y al cabo de algin tiempo, veinticuairo-
cuarenta y ocho horas més, adquieren la apariencia de las colonias del
Proteus normal. Haciendo una tercera serie, tercera resiembra, vermos
que aumenta el nimero de tubos donde aparecen las colonias normaies.

Morfologia de los elementos encontrados en los filirados 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 depésito tenue después de la incubacién, y sobre todo en aquellos
que después del periodo de incubacién a 37° los hemos tenido bastante
tiempo o temperatura ambiente (un mes o mds), aparecen formas cocoides
extremadamente pequefias, grénulos, que, a veces, se reunen formando
ligerisimos filamentos.

En los filtrados no aparecen formas normales ni al cabo de cinco
meses. .

Formas encontradas en las’ colonias: En las colenias
que aparecen en la primera siembra en tubo, encontramos toda una serie
de formas que varian en porcentaje, segin sea la edad de la colenia;
asi, junto a bacilos cortos y ofros largos, todos ellos llenos de granulacio-
nes, encontramos formas globosas que, a veces, tienen forma de anillo
y son generalmente grandes, del didmetro de la longitud de un bacilo
normal y de aspecto estromatoso o vacuolado; en los cultivos jovenes
predomina esta forma sobre las demds y en los viejos aparecen ya mayor
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ndmero 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 tefiidas
por los métodos corrientes; sélo en las formas en anillo que fijas y tefidas
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
ofras en las que se observa una prolongacién en forma bacilar, saliendo
de una forma globosa muy parecida a la formacién de esporas terminales.

Como decimos antes, algunos de los cultivos en las 2.2, 3.2 y suce-
sivas resiembras empiezan con el tipo de colonia de formas filtrables,”
que rdpidamente pasan a convertirse en colonias normales, y examinando
éstas encontramos en ellas bacilos de morfologia normal y ninguna de
las formas anormales antes descrims..

‘

DISCUSION

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 significacién a las formas anormales obser-
vadas. Los hechos son: '

1.2 De un filtrado sin elementos normales resembrado en medios

" apropiados, la aparicién de colonias diferentes de las normales, con ca-
racteristicas muy parecidas a las aisladas de forma L, y que, como ellas,
pueden ser resembradas sin variacién, o bien pueden dar lugar a 'C@}lo—

nias corrientes. ‘ Ly
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2.° La aparicién en el filtrado, tras un periodo de incubacién, de
formas granulares, y, a veces, formando tenues filamentos.

3.° La aparicién en las colonias pequefias, obtenidas sembrandc el
filtrado, de elementos anormales diversos, que van desde formas en
anillo a formas globulares, en herradura y de aspecto de espora terminal.

4.9 El paso de estas colonias 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 comin. 1.2 El producirse por las
mismas causas (frio, vejez, etc.); 2.° la formacién de colonias de aspecto
y propiedades parecidas; 3.2 apdriciéon de formas muy pequefias cocoi-
des, que dice Dienes se producen dentro de los «L. bodies», o por su frag-
mentacién y con las formas G, obtenido en Shigella por Hudley
filtrando, y las formas globoides, grandes, semejantes a los «L. bodies».

Al comprobar una casi_identidad con las formas L y con los resulta-
dos obtenidos por Hadley sobre Shigella (formas G), se podria aplicar
a nuestros resultados las consideraciones teéricas expuestas en la intro-
duccién para aquellas formas.

Nosotros preferimos atenernos simplemente a los hechos expuestos,
aunque si creemos firmemente que las formas filtrables no son mas 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 pequefias formas granulares.

De todas las maneras creemos que las expenencnos con una sola es-
pecie bacteriana, o bien dos, si confamos con los experlmenfos de Hartley,
son pocos para generalizar, y esperamos en un futuro trabajo con otras
especies. de bacterias conseguir un poco mas de claridad en un terreno
tan interesante y lleno de posibilidades.

RESUMEN

Se exponen las condiciones y método empleado para obtener formas
filtrables de Proteus vulgaris; su cultivo formando microcolo-
nias y un estudio del pleomorfismo de los elementos filtrables en distin-
tos periodos de incubacién y resiembra en diferentes ‘medios. Se hace
resaltar la aparicién de formas en anillo que parecen ser unas de las
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de paso intermedio entre la forma filtrable granular y la bacilar normal,
y que se pueden identificar con las formas L o «Large bodies» de Kliener-
berger.
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LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA EXPERIMENTAL
ESC. NAL. DE C. BIOLOGICAS (1. N. P.). MEXICO, D. F.

ALGUNOS DATOS SOBRE STREPTOMYCES PRODUCTORES
DE ANTIBIOTICOS (*)

por

A. Sénchez-Marroquin.

Desde 1947 iniciamos el estudio de diversos microorganismos del suelo
como posible fuente de ‘agentes antibiéticos, y habiéndonos ocupado ya
del género Bacillus (5), presentamos ahora un breve resumen de los
estudios realizados hasta la fecha respecto a representantes diversos del
género Streptomyces (4). ' '

Es nuestro propésito referirnos exclusivamente a los procedimientos que
actualmente seguimos para la seleccién de antagonistas y las principoles
observaciones derivadas del estudio de un nlmero 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- Streptomyces se estudiaron diversas
muestras de suelos ‘procedentes de diferentes sitios del Distrito Federcl y
de los Estados de Sinaloa, Veracruz, México, San Luis, Potosi, Chiagas,
Morelos, Oaxaca y Tamaulipas, asi 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 sembré en placas de

(*) Trabajo presentado en la sesién celebrada por la Sociedad de Microbidlogos
Espafioles en Madrid, el dia 10 de noviembre de 1952.



TABLA 1

INCIDENCIA DE 365 CEPAS DE ACTINOMICETOS ANTAGONISTAS CONTRA SEIS ESPECIES BACTERIANAS

K. pneumonice. B. subtilis. Staph. aureus.’ S. lutea. E. coli. B. C. G.
Mm. de
inhibicidn,
No. Go No. % No. %o No. % No. ) No. Yo
Menos de 10... ... 65 17,8 145 39,7 39 10,6 128 35,0 . 94 25,7 8 2,0
10 a 30 ... ... ... 42 11,5 89 24,3 225 61,6 99 27,1 42 11,5 2 0,5
Miés de 30 ... ... 0 0 12 3,2 101 27,6 9 2,4 12 3,2 0 0
Total ... ... ... ... 107 29.2 246 67,3 365 100 236 148 40,5 10 27,3

64,6
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los medios adecuados y se aislaron por los métodos mas usuales las co-
lonias con desarrollo tipico de Streptomyc es, que luego se pasa-
ron a tubos con el medio de conservacion. El total de cepas aisladas fué
de 3.284.

B) Todas estas cepas se probaron por medio de la estria en placas
de agar respecto a su actividad antagénica contra las siguientes bacte-
rias, para una primera seleccién: Staph. aureus, S. lutea, B.
subtilis, E. coli, K. pneumoniae, P. vulgarisyB.C. G.
(esta Gltima en el medio de Dubos-Davis). Posteriormente se seleccionaron
las cepas que resultaron mas activas, por lo menos contra dos de los gér-
menes probados, incluyendo a algdn Gram negativo, y obtuvimos asi
365 cepas activas (tabla 1), o sea, el 11,1 por 100, que se sometieron a
una segunda seleccién.

C) Esta segunda seleccion consistié en probar las 365 cepas conira
tres estirpes de Escherichia coli: E. coli, cepa Crookes
No. 8,739, E. coli estreptomicin-sensible y E. coli estreptomicin-
resistente, con el objeto de separar, en primer lugar, las que actuaran
mds infensamente 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 pbr haber presentado
una inhibicién por lo menos de 100 mm. contra dicha bacteria estrepto-
micin-resistente, es decir, seleccionamos las mds activas desde este punto
de vista. '

D) Con estas 23 cepas se obtuvieron cinco subcepas de cada una
por seleccién al azar entre las colonias desarrolladas en placas de Czapeck
al sembrar la cepa original en estria- de aislamiento, con el objeto de in-
vestigar si diferian en actividod respecto a sus propiedades antagonistas
v seleccionar las més activas.

E) Los mismas 23 cepas (tomando solamente la subcepa més activa)
se estudidron luego en diferentes medios liquidos y se las determiné su
espectro antimicrebiono sobre los 72 microorganismos aue més adelante
se indican, para constituir esto ura tercera y rlgu'oso selecaor1 Mediante
este procedimiento se obtuvieron 16 cepos muy ifiteresantes por su amplio
espectro, por su actividad y por difundir facilmente su principio activo en
los medios liquidos en las condiciones estudiadas. »

F) Por Gltimo, se sometieron estas 16 cepas a un estudio grosero de
su toxicidad (4.2 seleccién), inoculando intraperitonealmente ratones de



TABLA 1I

‘ESPECTRO ANTIBACTERIANO CUANTITATIVO DE LOS CINCO ANTIBIOTICOS SEMIPURIFICADOS. (CANT. MINIMA EN MICROGR., POR ML. QUE INHIBE A LAS
) BACTLRIAS DE PRUEBA.) ‘ ’

Antibiético. S. aureus. E. coli. B. subtilis. S. typhosa. df.i:nlt)gl%e. . S;Zﬁ?:ltmu Ps. aerugisa.
X1 ..o 6,0 15 0,4 8,0 11,0 5,0 6,0
97-x ... ... ... 13,0 2,0 1,5 6,0 9,0 5,0. 3,0
M5 oo 5,0 15,0 2,0 0 6,0 9,0 3.0
88-a-4... ... ... 3.10 5.0 3,0 20,0 0 6,0 & 8,0
S-3 10-12 — 0,5 50,0 — 30,0 20

— : no inhibicién con dos miligramos de

substancia,
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20 g. con 2 ml. del cultivo liquido debidamente esterilizado a través de
filtro Seitz de jeringa. Las cepas que desarrollaron algin signo de intole-
rancia en los ratones (escalofrio, pirexia, anorexia, etc.) se descartaron
‘por el momento, resultando asi solamente cinco cepas cuyo principio activo
no era aparentemente toéxico segin este criterio.

" G) Una vez seleccionadas estas cinco cepas, se pasé al estudio de
la produccién del antibiético en siete medios liquidos diferentes y de la es-
porulacién de las cepas en cuatro medios sélidos. Asimismo se estudiaron
las caracteristicas morfolégicas, bioquimicas y de cultivo, asi como, nue-
vamente, el espectro antimicrobiano.

H) En cuanfo se hubo estudiado el medio de eleccién, se procedio
al ensayo de métodos de aislamiento, concentracién y purificacién del
principio antibiético, y luego se investigaron algunas de las propiedades
quimicas y fisicas de las substancias obtenidas, asi como, una vez mds,
su espectro antimicrobiano en forma cuantitativa, comporéndolo con el
de ofros antibidticos de caracteristicas semejantes. (Tablas Il y 1)

I) Finalmente, los cinco antibiéticos, mds o menos purificados, se
probaron desde el punto de vista de su toxicidad a los ratones y de su
actividad in vivo, contra el neumococo tipo Il

Los 72 diversos microorganismos “sobre los cuales se probaron las
23 cepas seleccionadas son los que se anotan a continuacién:

1. Stap. aureus, cepa Heatley ATCC 9.144 (Microc.
pyogenes var. aureus). :

2. S. lutea ATCC 9.341.

3. B. subtilis ATCC 6.633.

4. K. pneumoniae ATCC 9.997.

5. M. tuberculosis var. hominis ATCC 9.360 H37-RV.

6. M. tuberculosis var. hominis H37-RVR estreptomicin-
resistente. Rutger$ Univ. S. A. Waksman. ,

7. M. tuberculosis var. hominis estreptomicin-sensible.
" Rugers Univ. S. A. Waksman. :
8. M. phlei ATCC 10.142.
9. M. smegmatis ATCC 10.143.
10. B. C. G. Inst. Salub. y Enf. Trop. (México).
11. E. coli ATCC 9.637.
12. E. coli R. Rutgers Univ. S. A. Waksman.
13. E. coli S. Rutgers Univ. S. A. Waksman.



TABLA III

PROPIEDADES PRINCIPALES DE LOS CINCO ANTIBIOTICOS SEMIPURIFICADOS

Comparacién
Actividad. .. ., con otros anti-
Antibiético. Color. Solubilidad. |A ph 10 y Act1v1((’lad & | Insoluble en: Obt'.”.lc”.’,n Y bisticos (ca-| Naturaleza
: : 115° C. purificacién.
pH 10.0. ract. y espec-
tro.
X-1 ... ... ...| Amarillento. Agua, etanol. | No los resiste. Estable. Eter, clorofor- | Acido picrico.|Semejante a Bisica.
mo, aceto- la estrepto-
na. micina.

97-x-1... ... ... | Incoloro. Agua, metanol | No los resiste. Estable. Eter, clorofor- | Acido picrico; |Semejante al Biésica.
caliente, mo, aceto- anaranjado| grupo de la
HCI diluido. na. de metilo. estreptotr i-

cina.

M5 ... ... ... | Incoloro. Agua, metanol | Resiste pH| Estable. Eter, clorofor- [ Acetato de Grupo de la Biésica.
y HC1 di- 1,0. Se in- mo y éter amilo; Pi-| estreptotri- .
luido. activa a de petréleo. crato; Cro-| cina.

pH 10,0. matografia.

88-a-4... ... ... Blanquecino. Aéua (ligte), | No los reeiste.1 Se inactiva. | HC] dil.; éter | Acetato de|Proactinomi- Bésica.
cloroformo, | - de petréleo. amilo; Eter.| cina.
acetona, éter Soluciones
(ligte), ben- ale. dil.
ceno. [

S-3 ‘Amarillo - gra- | Eter, acetona, | Resiste ambos. Estable. Ague (ligte) y| Acetato de|Actinomicina. | Base débil.

S0S0 a rojizo. benceno me- éter de pe- amilo; Cro-
tanol, cloro- tréleo. mato grafia. |

formo.

\




14. Proteus vulgaris ATCC 9.484, cepa X-19.
15, Br. melitensis ATCC 8.360, cepa Huddleson 2.461.
16. Br. abortus ATCC 4.315, cepa Huddleson (humana).
17. Br. suis ATCC 4.312, cepa Huddleson 2.012 (porcina}.-
18. S. typhosa. Inst. Salub. y Enf. Trop. (México). J. Olarte.
19. S. paratyphi A. Inst. Salub. y Enf. Trop. (México). G.
Varela.
20. S. schottmuellerii. Inst. Salub. y Enf. Trop. (México).
G. Varela. o
21. Sh. paradysenteriae. Inst. Salub. y Enf. Trop. (Méxi-
co). J. Olarte.
"22. Past. avicida (Past. multocida ATCC 10.544).
23. Past. suiseptica (Past. multocida ATCC 7.773).
24. Past. boviseptica (Past. multocida ATCC 6.587.)
25. Coryneb. diphteriae ATCC 9456, cepa Coffey.
"26. Coryneb. equi ATCC 10.146, cepa Mauer.
27. Coryneb. pyogenes ATCC 10.138, cepa Maver, equina.
28. Hem. pertussis ATCC 9.340, cepa Kendrick 17.921.
29. CIl. tetani ATCC 9.155.
30. Cl. chauvei ATCC 10.092.
31. Cl. welchii ATCC 10.250.
32. Cl. novyi ATCC 9.076.
33. Cl. hemolyticum ATCC 9.652.
34. CIl. histolyticum ATCC 8.034.
35. Erw. phytophtora (Cornell University). E. C. Burkholder.
36. Erw. carotovora (Cornell University). E. C. Burkholder.
37. Erw. aroideae (Cornell University). E. C. Burkholder.
38. Erw. amylovora (Cornell University). E. C. Burkholder.
39. Erwinia E. C. I (Cornell University). E. C. Burkholder.
40. Erwinia E. N. L (Cornell University). E. C. Burkholder.
41. Erwinia sp.R. 24. E. N. C. B. (México). A. Sdnchez-Marroquin. -
42. Erwinia sp. R-S-4. E. N. C. B. (México). A. Sanchez-Marroquin.
43. Alternaria solani, ATCC 6.662.
44. Fusarium avenaceum ATCC 8.150, cepa Robbins.
45. Fusarium sp. F-1 S. Agr. y Gan. (México), Ma. A. Meléndez.
46. Fusarium sp.F11 S. Agr. y Gan. (México), Ma. A. Meléndez.
47. Diplodia zeae ATCC 10.235.

“STREPTOMYCES” PRODUCTORES DE ANTIBIOTICOS 211



212 A. SANCHEZ-MARROQUIN

48. Diplodia sp. M-1 Secr. Agr. y Gan. (México), Ma. A. Me-
. 1éndez.

49. Diplodia sp. M-43 Secr. Agr. y Gan. (México), Ma. A. Me-
léndez. )

50. Helmintosporium gramineum ATCC 10.381.

51. Claviceps purpurea ATCC 9.605.

52. Blastomyces dermatitidis. Duke Univ. N. F. Conant.

53. Candida albicans. Duke Univ. N. F. Conant.

54. Cryptococcus neoformans. Duke Univ. N. F. Conant.

55. Hystoplasma capsulatum. Duke Univ. N. F. Conant.

56. Coccidioides immitis. Duke Univ. N. F. Conant.

57. Trichophyton tonsurans. Duke Univ. N. F. Conant.

58. Trichophyton mentagrophytes. Duke Univ. N. F.
Conant. :

59. Trichophyton shoenleinii. Duke Univ. N. F. Conant.

60. Trichophyton rubrum. Duke Univ. N. F. Conant.

61. Epidermophyton floccosum. Duke Univ. N. F.
Conant.

62. Microsporum audouini. Duke Univ. N. F. Conant.

63. Microsporum canis. Duke Univ. N. F. Conant.

64. Sporotrichum shoenckii. E. N. C. B. (México). A. San-
_chez-Marroquin.

65. Nocardia asteroides. 18 Inst. S. y Enf. Trop. (Méxi-
<o). A. Gonzdlez Ochoa. :

66. Nocardia asteroides 653. Inst. S. y Enf. Trop. (Méxi-
€o). A. Gonzéalez Ochoa. ’

67. Nocardia pelletieri 293. Inst. S. y Enf. Trop. (México).
A. Gonzélez Ochoa.

68. Nocardia pelletieri 1.185. Inst. S. y Enf. Trop. (Méxi-
co). A. Gonzdlez Ochoa.

69. Nocardia madurae 412 Inst. S. y Enf. Trop. (México).
A. Gonzdlez Ochoa.

70. Nocardia madurae 420. Inst. S. y Enf. Trop. (México).
A. Gonzdlez Ochoa. ‘

71. Nocardia mexicana 452. Inst. S. y Enf. Trop. (Méxizso).
A. Gonzélez Ochoa. :
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72. Nocardia mexicana 407. Inst. S. y Enf. Trop. (México).
A. Gonzdlez Ochoa. o

Métodos y medios.—Los métodos para llevar a cabo el estudio de la
actividad en estas pruebas de seleccién fueron los siguientes (3):

1.2 Meétodo de la estria cruzada o anaxograma de Garré.

2.0 Método de las diluciones en tubo, empleando el filtrado estéril
de cultivos de los Actinomicetos en medios de Waksman (8, 9) o Bottcher-
Conn (1).

3.9 Método de los discos de papel,‘realizado 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, segln el caso: a) para Brucella, Salmonella, Pro-
teus y Shigella, el medio con exiracto de levaduras y triptosa;
b) para todas las especies de Mycobacterium, incluyendo el B.
C. G., el medio de Dubos-Davis modificado; ¢) para las diversas cepas de
E. coli, K. pneumoniae, B. subtilis, S. lutea y las
diferentes especies de Erwinia se utilizd gelosa simple; d) para las
especies de Pasteurella y Corynebacterium, el de agar-
triptosa; para Hemophilus pertussis, el de Bordet-Gengou, mo-
dificado por Kendrick; f) para los diversos hongos de importancia fito-
potolégica o médica se usaron los medios de Sabouraud y Czapeck, y, por
¢ltimo, g) para los anaerobios, el medio de Brewer con tioglicolato.

Caracteristicas generales de lds cinco cepas estudiadas.

Nos referiremos a los caracteres morfolégicos, datos bioquimicos, otras
caracterfsticas y extraccién del principio antibiético de cada una de esas
cepas. En el curso de la extraccién, las diferentes fracciones se probaron
contra Staph. aureus H, exprésando la actividad en mm. de
inhibicién. '

Streptomyces sp X-1.

a) Caracteristicas morfolégicas. Micelio vegetativo no tabicado al
~ principio y con ramificaciones monopédicas y septas después de cuatro
dias de cultivo; micelio reproductivo blanco inicialmente y gris claro des-
pués de los cuatro dias en los medios de Bottcher-Conn y Sabouraud glu-
cosado, y amarillento en gelatina, papa, asparagina y Czapeck. Algunas
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suibcepas no produjeron pigmento aiguno en los medios indicados. Las
~ hifas esporégenas son simples o ramificadas, y llevan conidios més o
menos ovales y en cadenas rectas y largas (fig. 1), derivando varias de
un mismo punto.

b) Caracteristicas bioquimicas. La cepa da negativas las pruebas
IMViC. Fermenta la sacarosa. No fermenta glucosa, levulosa, xilosa, lac-
“tosa, maltosa, manitol, dulcitol y celulosa. Produce un pequefio halo de
hidrélisis en agar-almidén. Alcaliniza la leche tornasolada. Reduce los ni-
tratos. Licta la gelatina, desarrollando colonias blanco-grisdceas con pig-
mento amarillento que se difunde en el medio. En gelosa-sangre forma co-
lonias blancas con zonas de hemélisis.

c) Ofras caracteristicas. No actia sobre cepds estreptomicino-resisten-
tes. Fué la dnica enfre estas cinco que produjo inhibicién fuerte del cre-
cimiento de M. tuberculosis var. hominis, M. phlei vy
M. smegmatis en el medio de Dubos-Davis, por el método de la
estria y en medios liquidos.

Sobre otros gérmenes Gram -+ y Gram — dié halos regulares de anti-
biosis en los medios de Waksman y melazas y pequefios en los de Bott-
cher-Conn. Esporulé bien en papa, Bottcher y Czapeck, pero en algunas
subcepas la esporulacién abundante aparecié solamente después de diez
dias de incubaciéon a 28° C. La mayor actividad se obtuvo a los nueve
dias en el medio de Waksman, dando, sin agitacién, un halo de 20 mili-
metros sobre B. subtilis, que correspondié a 0,16 g. de estrepto-
micina por litro de medio.

d) Extraccién. Se procedié de manera semejante a la técnica de ex-
traccién de la estreptomicina, segin Kuehl (3). Para la purificacién se di-
solvié en agua destilada el concentrado activo y se traté con una solucion
de 4cido picrico al 4 por 100, calentando ligeramente. Se dejé 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
decantacién y se disolvieron en metanol caliente, que contenia un exceso
de HCI 2.5 N. Esta solucién se vertié en 10 volimenes de éter, precipi-
tando un polvo blanco cristalino muy higroscopico correspondiente al clo-
ruro del antibidtico X-1, el cual se disolvié en metanol y precipité con éter.
Luego se secé al vacio y se peséd. El rendimiento fué de 45 por 100. La
substancia presenté caracteristicas de estreptomicina (tablas 2 y 3), inacti-
véndose con cisteina y reactivdndose con yodo.

10
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Streptomyces sp. 97 x-1.

a) Caracteristicas morfolégicas. 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 limén, en medios con
papa o almidén. Hifas esporégenas rectas o flexuosas, formando a veces
ganchos o espirales leves con conidios elipsoidales u ovales (fig. 2).

b) Caracteristicas bioquimicas. Di6 negativas las pruebas IMViC. Fer-
menta sacarosa y levulosa; alcaliniza la leche tornasolada; no licta la ge-
lotina o muy tardiomente; reduce los nitratos; en la gelatina desarrolla
colonias grisGceas con pigmento café difusible en el medio. En los medios
de Sabouraud, Bottcher-Conn, asparagina y papa, el pigmento es ligera-
mente amarillento. En el medio de Czapeck no produce pigmento alguro.
Las colonias son blanquecinas, excepto en los medios de Bottcher-Conn y
papa, en donde presenta colgracién rosdcea y aun violeta intensa. En
gelosa-sangre forma colonias blancas con hemélisis. No fermenta glucosa,
xilosa, lactosa, maltosa, manitol, dulcitol y celulosa. Hidroliza muy ligera-
mente el almidén.

c) Oftras caracteristicas. Actla sobre cepas estrepfomicino-resistentes.
No actba sobre los hongos fitopatégenos estudiados. Esporula bien en
medio de papa desde los cuatro dias y en el medio de Bottcher-Conn.
La mayor actividad se logré en el medio de Waksman a los diez dias,
-en cultivos estdticos, dando una inhibiciéon de 28 mm. sobre S. auraus
y de 22 mm. sobre B. subtilis, lo que correspondié a 0,16 grs. de
-estreptomicina por litro de medio. Posteriormente se logré mayor actividad.

d) Extraccién. Se procedié de igual manera que para la cepa ante-
rior. La purificacion se logré en un principio por el método del helion-
tato, disolviendo previamente el precipitado acetdnico en metanol calien-
te. La recristalizacion se efectué por disolucién del heliantato en metanol
«acuoso al 33 por 100 y estandarizacién a 10° C. Se centrifugd nueva-
mente y se lavé, secandose al vacio con acetona y éter. El heliantato se
convirtié después al cloruro correspondiente, se secé y pesd, dando un
rendimiento de 37 por 100. En ofrcs ensayos se logré también la purifi-
cacién mediante el método del dcido picrico, para lo cual la primera por-
<i6n adsorbida con Norita se eluyé con alcohol metilico adicionado de
1,4 por 100 de HCI concentrado. El liguido resultante se neutralizé con
bicarbonato sédico, y, una vez filtrado, se evaporé al vacio a 25° C.
Precipitése luego con abundante -acetona, recogiéndose el precipitado

11
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en poca agua. Las pruebas de inhibicién para S. aureus resultaron
positivas.

En estas condiciones se probé la fraccién respecto a su precipitacion
con el anaranjado de metilo y con el 4acido picrico, lograndose un buen
precipitado en ambos casos. Sin embargo, el halo obtenido con el picra-
to fué de mayor didmetro que el del heliantato. Seguimos el método del
picrico, consiguiendo finalmente precipitar cloruros, que mostraron activi-
dad aun después de conservar en el refrigerador durante varios dias.
Después de una purificacién mds completa, la substancia presenté carac-
‘teristicas de estreptotricina por su actividad contra hongos, espectro cuan-
titativo contra algunas bacterias (tabla 2) y su escasa actividad sobre
B. mycoides (1.030 unidades de dilucién por mg. de substancia ac-
tiva)y S. marcescens (950 unidades). Ademds se obtuvo buena ac-
tividad contra las cepas estreptomicino-resistentes y la substancia préctica-
mente no se inhibié con cisteina.

Streptomyces sp. M-5.

a) Caracteristicas morfolégicas. Micelio aéreo muy ramificado, blan-
co, de hifas finas. Micelio sumergido con pigmento color uva, en medio
de papa. Conidiéforos como cadenas largas, flexuosas, no espiraladas,
con esporas ovaladas o elipsoidales bien definidas (fig. 3).

b) Propiedades bioquimicas. Las caracteristicas IMViC resultaron ne-
gativas. Feérmenta sacarosg; alcaliniza la leche tornasolada; licta la ge-
lating; no reduce los nitratos; no produce pigmentos en gelatina, papa,
asparagina, Bottcher-Conn, Sabouraud y Czapeck. En gelosa-sangre des-
arrolla colonias blancas con hemélisis. No fermenta glucosa, levulosa, xi-
losa, lactosa, maltosa, manitol, dulcitol, almidén y celulosa. En los medios
de papa presenta esporulacién, y en Sabouraud las colonias son, al prin-
cipio, blancas y después, generalmente, grises o pardas. Algunas veces
produjo pigmento color uva o violdceo, y aun café, en el medio de pupa
para esporulacién y en Bottcher-Conn.

c) Ofras caracteristicas. Actia sobre cepas estreptomicino-resistentes.
Da buenos rendimientos de substancia antibiética en los medios con me-
lazas, peptona y glucosa, asi como en Waksman y Bottcher-Conn. La ma-
yor actividad se logra a los seis-siete dias en cultivos estéticos. Los filtra-
dos de medios liquidos conservan su accién después de someterse a 120°
a presién durante dos horas y a pH 1 después del mismo periodo de tiem-

12
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po. Se inactivan a pH de 10, después de dos horas. La agitacién brusca
no produjo aumento apreciable en el rendimiento. La cepa esporula bien
en los medios de papa y Boticher-Conn a los cuatro dias.

d) Extraccién. El medio de cultivo se filtré por suc‘cién, usdndose
«Super-cell», y en seguida se acidificé con dcido fosférico al 20 por 100,
hosta un pH de 1.8 (timol azul). El liquido écido fué agotado por extrac-
cién con acetato de amilo que quedé coloreado, y luego se traté con un
pequefio volumen de agua que se alcalinizé gradualmente con agua de
barita hasta pH 7.6, siempre en agitacién. La solucién acuosa salina no
presentd actividad. .

El liquido de cultivo original, é4cido y agotado, se traté con bicarbo-
nato sédico.en polvo hasta pH de 7.2, y luego con NaOH al 20 por 100
hasta un pH de 8.2 a la fenolftaleina. El liquido alcalino se extrajo con
ocetato de amilo, presentdndose este Gltimo bastante coloreado.

En seguida se traté con un pequefio volumen de agua y con dcido
fosférico al 10 por 100 hasta un pH de 2.0. Esta solucién fué neutralizada
con bicarbonato sédico hasta un pH de 6.8, observéndose la formacién
de un precipitado pardo oscuro que aumenté al conservarlo en el refri-
gerador. El liquidc centrifugado presenté bastante actividad, al igual que
el polvo lavado. Tanto la: solucién limpida como la suspensién del preci-
pitado presentaron coloracién café con tinte violeta. En las pruebas de
inhibicién en placas con discos de papel se observd, ademds de que en
los sitios donde se concentraba el tinte oscuro la zona de inhibicién era
mds grande, también la difusién de un color violeta.

El liquido activo, limpido, de cardcter acuoso, fué agitado nueva-
mente con acetato de amilo, al pH de la prueba microbiolégica, obte-
niéndose una capa oscura en el solvente. Se afiadieron entonces dos
gotas de dcido fosférico al 10 por 100 y se volvié a agitar. La fase acuo-
sa fué separada y neutralizada, y se observé que no presentaba activi-
dad. El liquido, constituido por acetato de amilo resultante de la extrac-
. cién anterior, fué adicionado de agua y alcalinizado mediante dos gotas
de hidréxido potdsico al 10 por 100. La capa acuosa viré a violeta por
agitacién, y al ser neutralizada revelé gran actividad.

Tratando las fracciones activas con alcohol metilico hasta disolucién,
y en seguida con éter (después de acidificar con acido clorhidrico), no
se obtuvo precipitado. Purificando la substancia mediante pases por éter

13
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y transformando en fosfato, se extrajeron 13,2 miligramos de antibiético.
Posteriormente se obtuvieron mayores cantidades.

S’rreptomy‘ces sp. 88-a-4.

a) Caracteristicas morfolégicas. Micelio aéreo de hifas finas, muy ra-
mificados, blanco, que cambia luego a grisGceo o negruzco. Micelio su-
mergido con pigmento difusible de color café en papa y o veces gris
oscuro en Czapeck. Conidios en cadenas largas y abundantes espirales,
cortas y compactas. Esporas ovaladas o elipsoidales (fig. 4).

b) Caracteristicas bioquimicas. Dié negativas las pruebas IMVIC. Fer-
menta sacarosa; no produce cambios en la leche tornasolada; licta 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, almidén y celulosa. Las colonias
son de color gris oscuro en los medios de Czapeck, Saboutaud, Bottcher-
Conn, asparagina y papa. El pigmento del micelio.vegetativo es gris en
los dos Ultimos y en Sabouraud, y negruzco en Béttcher-Conn. En el medio
de Czapeck no aparece ningin pigmento.

c) Otas caracteristicas. Actia sobre cepas estreptomicino-resistentes.
Da buen rendimiento en los medios de melazas y Waksman, a los diez
dias, en cultivos estéticos. Esporula bien en el medio de papa y en
Bottcher-Conn desde los cuatro dias. Algunas subcepas no produjeron el
pigmento gris oscuro, y esto coincidié siempre con ‘la pérdida complsta
de actividad. Otras dieron un pigmento mds o menos -café en algunos
medios. '

d) Extraccién. Se repiti6 el método del. acetato de amilo seguido
para la cepa M-5 y se logré localizar la substancia activa en la misma
fraccién alcalina. Ademds, se observéd que se trata de una fraccién abso-
lutamente incolora. .

El halo de inhibicién en la prueba de los discos presentaba cierta
irregularidad, con aparicién de pequefias colonias resistentes, préximas
al circulo de inhibicién. El halo de la fraccién alcalina también se mostré
bastante irregular, siendo, sin embargo, amplio. Se ensayaron las prue-
“bas anteriores a un pH més cercano a la neutralidad, obteniéndose re-
sultados positivos. o
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Streptomyces sp. S-3.

a) Caracteristicas morfolégicas. Micelio aéreo, muy ramificado, blan-
co, de hifas finas. Micelio sumergido con pigmento café en medio de
papa. Conidios en cadenas més o menos flexuosas, elipsoidales u ovala-
dos (fig. 5).

b) Caracteristicas bioquimicas. Di6 negativas las pruebas IMViC.
Fermenta sacarosa; alcaliniza la leche tornasolada; licta 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, difundiéndclo
en el medio. En gelosa-sangre desarrolla colonias blancas con hemdlisis.
No fermenta glucosa, levulosa, xilosa, lactosa, maltosa, manitol, dulcitol,
almidén y celulosa.

c) Ofras caracteristicas. Actia sobre cepas estreptomicino-resistentes.
Da buenos rendimientos de substancia antibiética en los medios con me-
lazas. En medio de Waksman da rendimientos satisfactorios a los siste-
nueve dias en cultivo estético. Conserva su accién después de someterse
a 120° C. a presion durante dos horas. Resiste pH 1.0 dos horas
y pH 10.0 el mismo tiempo. La agitacién brusca no aumenté el rendi-
miento. La cepa esporula bien en medio de papa, a los cuatro dias, asf
como en Bottcher-Conn y Czapeck. Se disocia fécilmente en dos varie-
dades: una con pigmento café intenso, que designamos S-3-P, y ofra que
no desarrolla pigmento alguno y denominamos S-3-N. La primera fué la
que mostré mayor actividad.

d) Extraccién. En resumen, el método empleado para la extraccion
del antibiético S-3 fué el siguiente: extraccién con acetato de amilo; cro-
matografia del acetato en columna chica con mezcla de supercell y
éxido de aluminio, pasando benceno y recogiendo por percolacién la
banda amarilla desarrollada; evaporacién al vacio a 50° C. y tratamiento
del residuo con metanol. Por Gltimo, pasar nuevamente la parte soluble
por la columna embebida en benceno, desorrollando con metanol. El
percolado, o seq, la parte soluble en éste, se evapora y es la substancia
cctiva. '

Posteriormente se obtuvo el antibiético mediante una técnica diferen-
te, que describimos en otro trabajo ya publicado en esta misma Revista (¥).

(*) Vol. 6, ndm. 2.
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DISCUSION

Al comparar los distintos métodos empleados para el aislamiento de
las 3.284 cepas de Actinomicetos, estudiadas desde el punto de vista
de su accién antimicrobiana, encontramos que el mas satisfactorio es
el de las diluciones de suelo en medio de Czapeck, por la sencillez de
su ejecuciéon y por la constancia de resultados positivos que mosird en
todos los casos. Al mismo tiempo se observé que el procedimiento de se-
leccién de cepas aqui empleado condujo o resultados también alentado-
res, a pesar de que, por ejemplo, el criterio seguido para la seleccién,
segln, la toxicidad, no sea muy estricto o riguroso, pues algunos de los
antibiéticos que parecian inocuos segin este criterio, resultaron a la pos-
tre toxicos, cuando se les probd en estado semipuro.

Por otra parte, el empleo de cepas resistentes en la seleccion de
antagonistas y diferenciacién de antibiéticos es de gran utilidad, 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 aplicacién en casos como el nuestro.

En nuestra opinién, el presente trabajo hubiera sido mas efectivo si,
ademds de las cepas estreptomicino-resistentes, hubiésemos dispuesto de
otras resistentes a diversos antibiéticos. No obstante, esa simple seleccién
nos permitié eliminar un gran nimero de cepas que, indudablemente,
hubiesen sido del grupo productor de estreptomicina, como lo comprcbé
el hecho de que la Unica cepa seleccionada que no actué sobre E. coli
estreptomicin-resistente, dié precisamente un antibiético del «complejo es-
treptomicina» (antibiético X-1).

Al efectuar las primeras pruebas de seleccién contra un grupo repre-
sentativo de bacterias, pudimos comprobar que la especie mds sensible
fué S. aureus, siguiéndole luego en sensibilidad B. subtilis y
S. lutea. Las menos sensibles de todas, en cambio, fueron el B. C. G.
y K. pneumoniae, quedando E. coli en la categoria interme-
dia. De esta manera, ese grupo de bacterias permitid una seleccién bas-
tante adecuada, ya que tenfamos en prueba ‘bacterias diferentes entre s
en cuanto a sensibilidad, reaccién al Gram, patogenicidad y otros carac-
teres importantes. '
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Por Oltimo, el criterio de seleccion, segin que el principio activo se
difundiera o no en medios liquidos de cultivo, es también importante,
puesto que industrialmente s6lo interesa ese tipo de substancias. Por la
misma razén, los medios utilizados para el estudio de la produccién del
antibiético procuraron ajustarse a los requisitos y condiciones’ industriales,
respecto a su sencillez, costo, facilidad de adquisicién, etc.

La seleccién, entonces, se efectué de manera rigurosa, pues hasta la
actividad de las cepas segin la intensidad de la inhibicién causada sobre
los microorganismos de prueba, se tomé en consideracién. No se sigui6
un solo criterio, sino un conjunto de condiciones que garantizaran una
seleccién estricta. Esto nos permitid apreciar, en primer lugar, la gran
dificultad que existe para el aislamiento de cepas prometedoras desde
el punto de vista de su accién antagonista, ya que entre més de 3.000
sélo 24 llegaron a interesarnos, y de éstas, solamente cinco llevamos hasta
las pruebas finales, encontrando que sus principios activos correspondian
en realidad o antibidticos ya descritos (tabla Il). En segundo lugar pudi-
mos comprobar que las cepas productoras de estreptomicina son frecuen-
tes en los suelos, por lo que resulta de gran utilidad el empleo de cepas
resistentes a esa droga para reducir el trabajo de seleccion.

Por lo que respecta a la actividad misma de las cepas antagonistas
seleccionadas, es necesario insistir en la extrema variacién presentada
y en la facilidad 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-
cia ligada la pigmentacién con la actividad, en tanto que ofras, sin cam-
bio aparente en su aspecto y caracteristicas generales, perdian repentina-
mente la actividad, como.sucedié con muchas subcepas de la «M», por
ejemplo, que fué la mas dificil en ese sentido. Muchos lotes sembrados
con cepas que habian dado actividad intensa por el método de la estria,
mostraban, no-obstante, una pérdida absoluta de actividad antimicrobia-
na, en tanto que al pasar por segunda o fercera vez estas mismas cepas
inactivas a los mismos medios y en igualdad de condiciones, recuperaban
sus propiedades inhibidoras. Otras veces sélo las recobraban al resem-
brarse en suelo estéril.

Por Ultimo, se pudo apreciar que los espectros antimicrobianos de las
cinco cepas seleccionadas fueron diferentes entre si, al igual que sus ca-
racteristicas morfolégicas, bioquimicas y de cultivo.
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Al comparar las caracteristicas morfolégicas y bioquimicas de | os
Streptomyces seleccionados, se llegd a la conclusién de que per-
tenecen a especies diferentes entre si, pero al seguir la clave de Waksman
y Henrici en el «Manual Bergey» solo fué posible clasificar, de manera
mdés o menos definitiva, dos de los cepas: a) Cepa X -1, perteneciente
al grupo S. griseus; y b) Cepa 97-x-1, que pertenece al grupo
de S. lavendulae, del que sélo difiere por no formar espirales
apretadas y no licuar la- gelatina.

Conforme a los datos contenidos en la referida clave, resulta extre-
madamente dificil la clasificacién de las especies de Streptomyces.
Por esta razén, indudablemente, la mayoria de los investigadores de an-
tibidticos no intentan siquiera la identificacién de las cepas por ellos es-

-tudiadas. Es, pues, urgente, ahora que el grupo de los Actinomicetos ha
- adquirido tanta importancia, intentar nuevas closificaciones o modificar
las que existen en la actualidad.

Las cinco cepas de Streptomyces: seleccionadas resultaron de
una actividad bastante aceptable, pues la presentaron o diluciones més
o menos altas para algunas bacterias importantes y dieron en medios
liquidos inhibicién satisfactoria cuando expresada en unidades de dilucién.

Respecto a la actividad in vivo, contra el neumococo tipo I, los
antibiéticos x-1 y 97-x-1 se comportaron como la estreptomicina y la
estreptotricina, respectivamente; el S-3 no protegié al ratén contra
1.000 D. M. M. de dicho germen. Los otros dos antibiéticos (M-5 y 88-a-4)
no se estudiaron desde esz punto de vista. Es de advertir que el 0'timo
resulté extremadamente téxico. .

En resumen, los cinco antibiéticos aislados correspondieron a los si-
guientes, ya conocidos: estreptomicina, estreptotricina (dos veces), pro-
actinomicina y actinomicina. Las especies productoras fueron: S. gri-
seus; una variedad de S. lavendulae y tres especies no iden-
tificadas de Streptomyces. '

Agradecemos al sefior Dr. Oswaldo Gongalves Lima, de la Universi-
dad de Recife, Brasil, su valiosa ayuda técnica para la obtencién de los
antibiéticos M-5 y S-3, en su calidad de investigador huésped del Insti-
tuto Politécnico Nacional. |
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INSTITUTO “JAIME FERRAN”, DE MICROBIOLOGIA

INTRODUCCION DE UNA MODIFICACION AL METODO DE
WICKERHAM PARA LA DETERMINACION CUANTITATIVA
DE LA FERMENTACION DE LA RAFINOSA POR
LAS LEVADURAS (*)

por

Carlos Ramirez.

El método de Wickerham para determinar el poder fermentativo de
la rafinosa por las levaduras utiliza la propiedad que posee el Sac-
charomyces carlsbergensis de fermentar la melibiosa.

La composicién de la molécula de rafinosa es la siguiente:

S Fructosa.
Rafinosa . . . ..
4 Melibiosa . . . ..

~—

Glucosa.
% Galactosa.

Como la molécula de melibiosa consta de una molécula de glucosa
y otra de galactosa, Gnicamente las levaduras que posean melibiosa po-
drén desdoblar los azicares componentes de la molécula de melibiosa,
pudiendo fermentarla parcial oscompletamente, segin puedan fermentar
la glucosa sélo 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 fermentacién ha terminado, se siembra en el mismo tubo
una suspensién de Saccharomyces carlsbergensis de cua-
renta y ocho horas de edad. Puede ocurrir:

(*) Trabajo presentado en la sesién celebrada por la Sociedad de Microbiélo-
gos Espafioles en Madrid, el dia 23 de marzo de 1953.
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1) No se produce nueva fermentacion.

2) Se produce nueva fermentacion.

En el primer caso es indicio de que la molécula de rafinosa habia
totalmente fermentada, y en’ el segundo, sélo parcialmente.
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Hasta aqui llega el método de Wickerham, pero, como se puede juz-
gar, este método no aprecia cudl de los tres azicares de la molécula de
rafinosa es fermentado. :

Con el fin de salvar este inconveniente y evitar el tener que emplear
el aparato de Van lerson Kluyver, de manejo bastante engorroso, he
introducido algunas modificaciones al método de Wickerham.

El aparato de Van lterson Kluyver viene a ser un manémetro, que
mide el volumen de CO, desprendido en la fermentacién (figura 1). Bre-
vemente describiré su empleo.

Se esteriliza el aparato, asi 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 suspensién de la levadura problema en agua
de levadura con 4 por 100 de rafinosa, estéril por filtracién. Se abre la
llave D para que salga el mercurio, hasta que el liquido con la suspen-
sién llegue a enrasar con el cero de la escala graduada, por debajo de
lo llave C. Se cierra la llave C y la D. Se incuba a 25° C.

Después de tres semanas se hace la observacién. Se empieza por
echar mercurio por A, hasta enrasar los dos niveles, y se lee la columna
de CO,. Se hacen las correcciones de presién y temperatura, y por el
volumen de CO, se calcula la cantidad de rafinosa fermentada.

Las modificaciones introducidas al método de Wickerham son las si-
guientes:

a) Se siembra lo levadura problema en tubos de Durham de fer-
mentacion.

Puede ocurrir:

1) Que no se produzca fermentacién.
2) Que se produzca fermentacién. ‘
En el primer caso se anota (—) para la fermentacién de la rafinosa.

En el segundo coso, se pasa a la operaciéon siguiente.

b) Terminada la fermentacién de la levadura problema, se siembr
en el mismo tubo una suspensién de Saccharomyces cerevi-
siae de veinticuatro-cuarenta y-ocho horas de| édad. Este tiene la pro-
piedad de fermentar sélo la fructosa de la molécula de rafinosa, por
tanto, 1/3 de ella.

Puede ocurrir:
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1) Que se produzca nueva fermentacion.

2) Que no se produzca nueva fermentacién. A

En el primer caso es sefial de que la fructosa no habia sido totalmente
termentada por la levadura problema. Se anota entonces (menor de 1/3).

En el segundo caso, se prosigue el ensayo siguiendo dos caminos di-
ferentes, segin que la levadura problema fermente o no la galaciosa.

Primer caso.—Lla galactosa es fermentada. Se siembra en el
mismo tubo una -suspension de Saccharomyces carlsber-
gensis.

Puede ocurrir:

a) Que se produzca fermentacién.

b) Que no se produzca fermentacién.

En el primer caso indica que la rafinosa habia sido fermentada en
1/3 solamente. '

En el segundo caso la rafinosa habia sido totalmente fermentada por
la levadura problema.

Segundo caso.—La galactosa no es fermentada. Se siembra
enfonces en el mismo tubo una suspensién de Sacharomyces pas-
torianus, que tiene la propiedad de fermentar sélo 2/3 de la mo-
lécula de rafinosa.

Puede ocurrir:

a) Que se produzca fermentacién.

b) Que no se produzca fermentacin. ‘

En el primer caso indica que la levadura problema habia fermentado
1,/3 de la molécula de la rafinosa, o sea, la fructosa. N

En el segundo caso la levadura problema. habia 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 direccidn del Profesor J. A. Kluyver (afio 1952).
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“

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

por

Carlos Ramirez.

Durante los trabajos efectuados en el «Laboratorium voor Microbio-
logy» de Delft, bajo Iq direccién del Profesor J. A. Kluyver, recibi diez
cepas de levaduras aislodos por J. Boidin, de la Universidad de Lyon,
de liquidos empleados para curticion de cueros, a base de corteza de
encina y castafia, principalmente.

Los cueros son sumergidos sucesivamente en bafios cada vez més ricos
en taninos, y cada vez mds dcidos, para obtener una buena penetracién
de los cuerpos. Generalmente se emplean cuatro a seis bafos de concen-
tracién creciente, cuyo contenido en tanino se expresa en grados Baumé. .

Los bafios mds viejos se enriquecen notablemente en materias protei-
cas procedentes de los cueros que han pasado por ellos.

Entre las levaduras aisladas de estos liquidos por J. Boidin habia una
cepa macroscopicamente semejante a un cultivo de levadura, pero cuyos
caracteres microscépicos diferian notablemente de este grupo de hongos.

La presente nota tiene por objeto describir, bajo el punto de vista mi-
colégico, el hongo aislado por J. Boidin de liquido curtiente de 7° Baumé,
en la Escuela de Curtidores de Francia, de Lyon, el 5 de mayo de 1947.

Por sus caracteres macroscdpicos y microscopicos se podria situar este
hengo en el género Sporotrichum Link, considerandolo, por sus
caracteres, como una nueva especie, para la que propondria el nom-
bre de Sporotrichum sanguineum. '

——

(*) Trabajo presentado en la sesién celebrada por la Sociedad de Microbiélo-
gos Espafioles en Madrid, el dia 23 de marzo de 1953.
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ASPECTO MACROSCOPICO DE LAS COLONIAS

Las colonias sobre agar-malta tienen un aspecto absolutamente dife-
rente del de los mohos, pues no son aterciopeladas ni lanosas. Se pre-
sentan como plaquitas redondas, de color blanco de porcelana a resa
salmén, lisas y himedas, semejantes a colonias de levaduras. Con la
edad, se arrugan, volviéndose de color naranja e incluso rojo sangre
(Klincksieck, noms. 33-35). El pigmento producido por el hongo se difunde
por todo el medio, coloredndolo de un hermoso color rojo sangre oescuro.
Dicho pigmento se produce Gnicamente en presencia de glucosa.

En malta forma anillo fino y a veces un velo tardio y abundante de-
posito.

ASPECTO MICROSCOPICO

La fase miceliar estd formada por verdadero micelio tabicado, ras-
trero, de unas tres micras de didmetro por término medio, hialino y ra-
mificado.

Los conidios, ovalados, esféricos, elipticos o piriformes, nacen sin orden
a lo largo del micelio, sea aisladamente, sea en glomérulos o en racimo.
En el punto de insercién con el micelio se observa siempre un denticulo
bien manifiesto (carécter tipico del género Sporotrichum).

Las medidas de los conidios son las siguientes:

Conidios elfpticos ... .. o v . (7-9) . (2-4) micras
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 micclio abundante, los conidios tien-
den a producir yemas en gran nimero, lo que explica la consistencia
cremosa de las colonias, lo que les da el aspecto de levadura.

Ademds de los conidios, se observa la produccién de clamidosporas
en cadena, terminales o intercalares, en forma de limén, féciles de reco-
nocer gracias a su doble pared. Sus medidas son (6-10) . (4-5) micras.

Al germinar estas clamidosporas, pueden producir directamente cade-
nas de clamidosporas en cuyo extremo puede producirse micelio. En otros
casos, la clamidospora emite uno o més tubos miceliares, de los que pue-
den producirse#nuevas clamidosporas.
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Fig. 1

Nims. 1, 2, 3, 4, 5, 6, vy 8. Distintas clases de conidios—Nums. 2, 7 y 9.
Clamidosporas germinadas y en germinacion.—Num. 10. Células de levadura
en extracto de malta.

CARACTERES FISIOLOGICOS

Fermentacién de azlcares: Glucosa™ —
: Galactosa —
Sacarosa  —
Maltosa —
Lactosa  —
Rafinosa —
Asimilacién de azlcares: Glucosa 4
' Galactosa -+
Sacarosa - :
Maltosa - - 4 .
Lactosa  — :
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Asimilaciéon de fuentes de nitrégeno:

SO, (NH,)., —+
NO3K +
Urea +
Peptona +

Asparagina 4

Hidrolisis de la arbutina: Positiva.

DIAGNOSIS LATINA

Mycelium hyalinum, septatum, repens (3-4), diam. Sporae ovoideae
(4-6) . (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, limoniformis. ‘

In medio cum glucoso pigmentum rubrum sanguineum producetur.

Fermentatio nulla.

In medio minerali cum plucoso, galactoso, saccharo, maltoso crescit.

Nitras kalicus assimilatur.

Arbutinum finditur.

In agaro maltato cultura (post unum mensem, 17° C.) rubra sanguinis.
rugosa, glabra. '

El método seguido para el estudio de estos caracteres fisiolégicos es.
el empleado en el «Centraalbureau voor Schimmelcultures, Yeasts 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 denticulo caracteristico
que lo une al micelio. (1.000 X.)

Fig. 3.

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



Fig. 4.

Conidios elipticos, insertos aislados o en grupos en el micelio
por medio de un denticula. (1.000 X.)
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INSTITUTO “JAIME FERRAN”, DE MICROBIOLOGIA

- CONTRIBUCION A LA TINCION DE ASCOSPORAS
Y CLAMIDQSPORAS-DE LEVADURAS (*)

por

Carlos Ramirez.

CONTRIBUCION A LA TINCION DE LEVADURAS

Hasta ahora, la mayoria de los métodos empleados en la tincién de
levaduras y ascosporas de las mismas. servian sélo para poner de mani-
fiesto dichas ascosporas, sin permitir su estudio morfolégico, pues queda-
ban més o menos deformadas por las manipulaciones de que eran objeto.

Interesado en hallar una solucién a esto y en buscar un método que,
al mismo tiempo, permitiera revelar la presencia de ascosporas, tifiéndolas
sin deformarlas, emprendi 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, bafiados en una
delgada capa de agar patata, siendo directamente observables al mi-
croscopio y pudiéndolos tefiir como si fueran preparaciones histolégicas.
Esta técnica es la siguiente:

Preparacién de los portas con agar-medio nutritivo.

Los portas destinados a los cultivos han de estar muy limpios, ser nue-
vos, flameados y estar frios antes del empleo. Se prepara de antemano

(*) Trabajo presentado en la sesién celebrada por la Sociedad de _Microhié]o-
gos Espafioles en Madrid, el dia 23 de marzo de 1953.
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cierto numero de portas estériles, que se guardarén en un recipiente
estéril y cerrado.

I. Por ofra parte, se preparan una serie de cajas de Petri estériles,
conteniendo cada una una varilla en U, para servir de soporte a los
portas. ’

ll. Se prepara un medio débilmente agarizado (0,75 por 100 de
agar), cuya composicién variard segin los fines a que se destine.

lll. Se funde el medio estéril en un tubo de Borrel y se mantiene
fundido a 60° al bafiomaria. 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 Petri; la cara superior estard
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 continuacién se siembra la levadura en
estria, 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 ftincién.

Como los colorantes bdsicos empleados usualmente hasta ahora tifien
el agar, volviéndolo opaco, tuve que desistir de su empleo. '

En combio, los colorantes dcidos retnén las ventajas siguientes: Las
-coloraciones se hacen con facilidad, en frio, sin fijacién 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 &cidos minerales. La coloracién obtenida es transparente y
no se modifica ni el aspecto ni el volumen de los organismos.

De los colorantes écidos ensayados, los que mejores resultados han
dado son el Verde luz y el Rosa Bengala.

Para ia preparacion de dichos colorantes he empleado las férmulas
de Maneval (1941).

Preparacién de colorantes.

Solucién A de Maneval.

Solucién acuosa de écido fénico al 5 por 100 ... ... ... 30 c. c.
Solucion acuosa de dcido acético al 20 por 100 ... ... 10 »
Percloruro de hierro al 30 por 100 ... ... ... ... ... ... 4 >
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Verde luz.

Solucién acuosa de acido fénico al 5 por 100 ... ... ... 30 c. <.
Solucién acuosa de dcido acético al 20 por 100 ... ... 10 »
Percloruro de hierro al 30 por 100 ... ... ... ... .o oo 4 >
Solucién acuosa de Verde luz al 1 por 100 ... ... ... ... 8 »

Rosa Bengala.

Acido féNiCo ... ... oo o e e 5 g
Rosa Bengala ... ... ... .. oo e e
Agua destilada ... ... ... ... %o 100

(Se echan después, gota a gota, seis a ocho gotas de dcido acético
al 20 por 100, hasta aparicién de una nube; luego se anaden 20-50 c. c.
de alcohol de 95°. Si la nube no desaparece, se afiade una traza de
amonfaco con. una aguja de vidrio.)

Lista dﬁe otros colorantes dcidos ensayados.

Azul soluble (China Blue).—The British Drug House; Graham strest 1,
London. h )

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

Eosina.—Bacto-eosin Y (DE-5); Difco Laboratories, Detrait (Mich).

Verde sélido.—Gesellschaft fiir chemische Industrie in Basel.

La eosina y la eritrosina se preparan como el Rosa Bengala; el azul
soluble y el verde solido, como el Verde luz.

Método seguido en la tincién.

I. Los cultivos frescos, sin fijar, son bafados en lg solucion A arriba
indicada durante quince minutos, escurridos.

Il Se deja actuar el Verde luz durante treinta-cuarenta minutes.

‘Il Se lavan los cultivos en agua corriente hasta eliminor el exceso
de colorante que impregna el agar, hasta que éste quede casi incoloro.

IV.  Se deja actuar el Rosa Bengala treinta-cuarenta y cinco segundos.

V. Se lava de nuevo, pudiendo observarse seguidamente al micros-
copio. Las ascosporas se tifien 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 porcién de levadura de los tubos
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donde haya esporulado y se hace una suspension en agar liquido. A con-
tinuacién se vierte el agar con la suspensién de levadura sobre un
porta muy limpio y flameado, extendiéndolo en capa fina. Una vez
solidificado, se procede a la tincién 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:

.. Desecacién.—Se delimita el cuadrado de agar que lleva
el cultivo y se quita el resto. Entonces se deja la preparacién durante
veinticuatro horas en estufa a 37° C., con la cara hacia abajo, en un
soporte, lo que asegura una desecacién completa, sin depésito de polvo.
Al cabo de ese tiempo se quitard con una aguja enmangada la parte
central del cultivo, si sobresale demasiado, y se procede al colodionado.

ll. Colodionado.—Se sumerge un momento el porta en un
frasco conteniendo colodién diluido:

Colodién oficinal ... ... ... ... ... ... ... ... ... | parte
Alcohol absoluto ... ... ... ..o Lo 2
Eter sulfOrico ... ... ... o coi i e s s 2

El colodién oficinal se prepara del modo siguiente:

Celulosa octonitrica ... ... ... oo cov ver oer oo oo 5 g
Etanol de 95° ... ... ... ool il e s e e e s 20 >
Eter rectificado comercial ... ... ... ... ... .0 75 >

Se escurre el porta y se deja secar, con la cara hacia arriba, sobre
un soporte horizontal. Con esta operacién, la preparacién queda pega-
da al porta. ) : - "

Como es natural, la tincién que se ha hecho en fresco puede hacerse
también después de desecacién y colodionado del cultivo.

Una vez colodionadas y secas las preparaziones, pueden ser monta-
cas en Balsamo del Canadd, siguiendo la marcha siguiente:

a) Lavar con alcohol de 700; que elimina el exceso de colorante,
si lo hay.

b) Deshidratar durante algunos minutos (uno-dos) en alcohol de 95°.
) Acabar de deshidratar con acetona anhidra. '

) Sumergir en una mezcla de acetona y xilol en partes iguales.
e) Xilol puro. La preparacién ha de quedar transparente, sin nigin

o 0

enturbiamiento.
f) Montar en Bélsamo.
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Con el Saccharomycodes ludwigii y el Saccharo-
myces cerevisiae he empleado también, con buen resultado, la
tincidn siguiente:

1) Rosa Bengala: treinta minutos.
2) Lavar con agua corriente.

3) Azul soluble: cinco minutos.
Lavar con agua corriente.

Las esporas quedan tefiidas de rojo y las células vegetativas en azul.

INVESTIGACION DE LA ACIDORRESISTENCIA DE LAS ASCOSPORAS DE
LAS LEVADURAS Y TECNICA EMPLEADA

En los casos en que tuve que ensayar la acidorresistencia de las as-
cosporas maduras, como el colorante bésico (fucsina fenicada) no podia
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 vy a
través de un papel de filtro que retiene la levadura y dejo pasar los
liquidos empleados en la tincién. El embudo estd en comunicacién con
una trompa de vacio para acelerar la filtracién.

Método.

1. Fijar durante diez minutos la suspensién de levadura del embudo

con el siguiente fijador:

Alcohol de 70° ... ... ... ... ... 1 parte

Acido acético ... ... ... ... .. .o 1 >
Formol al 5 por 100 ... ... ... ... 1 »

se mezclan los tres en el momento de emplearse.
2. Lavar con alcohol de 70°.

Alcohol de 95°: dos minutos.

Alcohol absoluto: dos minutos.

Cloroformo: dos minutos.

Lavar con alcohol absoluto.

Alcohol de 70°.

NOo O w
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8. Acido crémico al 5 por 100: dos minutos.
9. Lavar con agua.
10. Fucsina de Ziehl-Neelsen: diez minutos.
11. Lavar con agua.
12.  Decolorar con SO,H, al 1 por 100.
13. Lavar en agua.
-14. - Contrastar con |ugol dilvido.
Las ascosporas acidorresistentes quedardn tefiidas de rojo.

La técnica seguida para la coloracién en fresco de las ascosporas de
los levaduras ha sido también ehsctycdo con las clamidosporas de Can -
dida albicans, habiendo conseguide muy buen resultado.

Con el Verde luz-Rosa Bengala, las clamidosporas quedan tefidas en
verde brillante, y las blastosporas y seudomicelio en diversos tonos de roio.

ALGUNOS METODOS ANTIGUOS DE COLORACION DE ASCOSPORAS

Método de Kufferath (1929):
. a) Fijacién por el calor, a la temperatura de ebullicién. -
b) Coloracién en caliente por la fucsina fenicada de Ziehl.
c) Diferenciacién por alcohol clorhidrico al 1 por 100.
d) Coloracién de contraste con clorhidrato de azul de Nilo al
1 por 100. ,
e) Lavar con agua y extender sobre la preparacién seca una capa
uniforme de tinta china diluida, que precisa el contorno de las ascas.

Las ascosporas aparecen en rojo.

Método de P. H. Gray (1941):

Verde Malaquita ... ... ... ... 0,5 gr.
Fucsina bésica ... ... ... ... ... 0,5 »
Agua destilada ... ... ... ... ... 100 c c

Las células vegetativas se tifien de violeta; las ascosporas de azul verdoso.

Método de Mac Clung (1943):

Emplea por separado dos colorantes bdésicos:
A—Verde Malaquita ... ... ... ... 1 gr
Agua fenicada al 1 por 100 ... 100 ¢ c
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B.—Safranina ... ... ... ... ... ... 0,5 gr.

Agua destilada ... ... ... ... ... 100 «c. c
Fijar por el calor. . .
Tedir con la solucion A’ dos minutos, calentando hasta produccién

de vapores.

Lavar uh minuto con agua.
Tefiir con la solucién B treinta segundos, lavar y secar.
Las ascosporas se tifien en verde sobre fondo rojo.

Como se puede ver, por estos métodos mds antiguos las manipulacio-
nes y la fijacién de las levaduras por el calor dofiaban a la morfologia
de las mismas.

El principio en que se basa el empleo de los colorantes dcidos para
la coloracién de las ascosporas es el siguiente:

Un colorante écido, actuando sobre otro durante cierto tiempo, acaba
por desalojarlo y sustituirlo.

Las ascosporas tienen la propiedad de tefdirse con dificultad. y de
soltar los colorantes dificilmente una vez tefiidas. )

Teniendo en cuenta estas dos propiedades, se hace actuar uno de
los colorantes acidos mucho mds tiempo que el otro, para que llegue @
penetrar en las ascosporas. '

Una vez penetrado se le desaloja de las células vegetativas con
més 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 direccién del Profesor J. A. Kluyver (afio 1952).
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Fig. 1
Clamidosporas de Candida albicans (100 %) tenidas con Fig. 2.
Verde luz-Rosa Bengala. Las mismas, aumentadas 600 X.

Fig. 3.
Clamidosporas de Candida albicans (1.000 %), en las que se puede
observar la gruesa membrana de las mismas, tefiida en verde, contras-
: tando con el seudomicelio, teniido en rosa.



Fig. 4.

Ascosporas de Pichia farinosa tefiidas en azul, con Verde luz-
Rosa Bengala. Se encuentran en grupos de dos en cada asca,
generalmente. El hecho de tefiirse en azul es un caso excep-

cional de esta especie, no habiendo encontrado, por ahora, otro
caso. (1.000 x.)

Fig. 5.

Ascosporas de Pichia membranaefaciens, tenidas en verde, con
el mismo método. (1000 X.)
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AISLADAS DE DIFERENTES SUSTRATOS (*)

por

Carlos Ramirez.

SACCHAROMYCES SOCIASI N. SP.

Esta levadura me fué enviada a Delft por el Prof. Socias, aislada de
heces humanas, para su determinacién, resultando ser una nueva espe-
cie de Saccharomyces, con la propiedad de fermentar la lac-
tosa y de asimilarla, propiedad que, hasta ahora, sélo poseion el Sac-
charomyces fragilis yel Saccharomyces lactis.

Las diferencias de esta nueva especie con el Saccharomyces
lactis es que no asimila la maltosa, no hidroliza la arbuting, no tiene -
seudomicelio y no asimila el alcohol.

Los diferencios con Saccharomyces fragilis son las de

no poseer sendomicelio, tener esporas redondas y no arrifionadas, y no
osimilar la inulina.

D\escripcién.

En malta, después de tres dias a 25° C., las células son redondas a
ovales (4-6) . (4-7) micras. Sélo forman depésito en el fondo del frasco.
Después de un mes forma abundante depésito y grueso anillo. -

La estria en agar-malta, después de un mes, es de color crema,
lisa, brillante, de borde ligeramente lobulado.
Cultivo sobre porta: No se observa seudomicelio.

Esporulacién: Esporula muy bien sobre medio V 8 y de
Adams, previa conjugacién de ascas, generalmente isogdmica, aunque

(*) Trabajo presentado en la sesién celebrada por la Sociedad de Microbiélo-
gos Espafioles en Madrid, el dia 23 de marzo de 1953.
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puede presentarse alguna vez heterogdmica. Esporas en nimero de 1-3,
redondas u ovales.

Fig. 1.—Saccharomyces sociasi n. sp.

Niam. 1. Ascosporas a los siete dias en medio de Starkey.—Num. 2. Células en
extracto de malta a los tres dias a 25° C.

Fermentacién: Clucosa
Galactosa
Sacarosa
Maltosa  —
Lactosa
Rafinosa + 1/3
Asimilacién de azlGcares: Glucosa
Calactosa +
Sacarosa -+
Maltosa  —
Lactosa -+
Inulina —
Asimilaciéon de fuentes de nitrégeno:
Nitrato potdsico —
Peptona —+

Hidroélisis de la arbutina: Negativa.
Asimilaciéon de alcohol: Negativa.

]
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Diagnosis latina.

In musto maltato cellulae rotundae aut subovoideae, (4-6) . (4-7), cin-
gulae aut binae. Sedimentum anulusque formantur.

In agaro maltato cellulae rotundae aut subovoidece, singulae cut
binae (3.5-5.5) . (3.5-6.5). Cultura (post unum mensem, 17° C.) flavalbida,
glabra, margine undulato.

Pseudumycelium nullum.

Copulatio cellularum acquarum conformationi asci plerumque precedit,
ascosporae satis magnae, 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.

Nitras 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 Botdnica de la
Universidad de Lyon, de un bafio curtiente a base de corteza de Quebra-
cho, de Caostafio y de Mirobolano, de 4.° Baumé. La especie mds préxima
agellaesla Candida krusei, de la que se diferencia por sus cé-
lulas mucho menores, por el seudomicelio y por asimilar la galactosa.

Descripcion.

A los tres dias, en malta a 25° C., células elipticas (2-3) . (5-10)u, wis-
ladas o de dos en dos. Forma velo fing, delicadomente rugoso, ascenden-
te por las paredes del frasco.

La estria, en agar malta, después de un mes a 17° C., es de color
crema parduzca, lisa, con franja de seudomicelio en el borde.

Cultivo sobre porta.—Forma seudomicelio del tipo «My-
cotorula», con grupos de blastosporas en cada verticilio.

Fermentaciédn: Glucosa 4 Maltosa —
Calactosa — Lactosa —
Sacarosa  — Rafinosa —-
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1 Fig. 2.—Candida boidini n. sp. 2

Nim. 1. Células de levadura a las cuarenta y ocho horas en malta a 25° C.—Ni-
mero 2. Seudomicelio sobre agar patata (1.000 X).—Nim. 3. Seudomicelio sobre
agar patata (450 X).

Asimilacién de azlcares:

Glucosa  + Maltosa —
Galactosa + (débil) Lactosa —
Sacarosa  —

Asimilacién de etanol: Ligeramente positiva.
Asimilacién de fuentes de nitrégeno: Peptona +
NOK —

Hidrélisis de la arbutina: Negativa.

Diagnosis latina.

In musto maltato cellulae ovoideae (2-3) . (5-10) u, singuloe aut bi-
nae. Post dies 3 pellicula tenuis, flavida, non-nitida, crispulata, sursum re-

pens formatur. Sedimentum.
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Cultura in agaro maltato (post unum mensem, 17° C.) flavalbida aut
fusca, glabra, cum pseudomycelio in margine.

Pseu_domycelium cum blastosporis. abundat, tipo «Mycotorula».

Fermentatio glucosi. ’

In medio minerali cum glucoso, galactoso crescit.

Nitras kalicus non assimilatur.

In medio minerali cum alcohole aethylico non crescit.

Arbutinum non finditur.
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ESTUDIO DE UNA NUEVA ESTIRPE DE BRASSICA VIRUS L.
Y SUS INCLUSIONES INTRACELULARES (*)

por

Miguel Rubio Huertos

INTRODUCCION

A finales de octubre de 1951 encontramos en un huerto particular,
cercano a la Facultdd de Farmacia de la Ciudad Universitaria (Madrid),
una serie de coles (Brassica oleracea L.) infectadas, al pa-
recer, con virus, y por los sintomas que presentaban se podia suponer
que la mayor parte lo estaban con el mosaico de la coliflor (Caulti-
flower mosaic, Brassica virus 3), y algunas, que presentaban
necrosis-en forma- de anillos en el envés de las hojas, parecian infectadas
con el Anillo negro de la col (Cabbage black ring, Brassica virus L)),
interesados en el estudio de este Oltimo virus, no descrito hasta ahora en
Espafia, 'y viendo que una de los plantas presentaba unas necrosis mu-
cho més fuertes que las demds y al mismo tiempo achaparramiento y
“cemarillez en los hojos, tomomos algunas de éstas para su estudio.

 PARTE EXPER'MENTAL

Con los hojas antes citadas y con ayuda de carborundum inoculamos
los siguientes plontas: '

(*) Trabajo presentado en la sesién celebrada por la Sociedad de Microbiglo-
gos Espafioles en Madrid, -el dia 23 de marzo de 1953.
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Cuatro Brassica rapa (¥).

Cuatro Brassica chinensis (¥).

Tres Nicotidna tabacum (¥).

Tres Nicotiana glutinosa (*).

A los siete dios aparecen pequefas lesiones necréticas en el envés
de las hojas de tres Brassica rapa y dos Brassica chinen-.
sis, y solamente una de las tres de N. tabacum muestra 2-8 pe-
quefas lesiones necréticas en cada hoja inoculada; estas lesiones son mds
pequefias que las tipicas producidas por el virus tipo. )

En Brassica rapa, ademds de las lesiones necréticas que se
muestran en las hojas mds viejas (a los seis-ocho dias), aparece un fuerte
mosaico en las hojas jévenes, que es seguido por una necrosis de los venas
y la muerte de estas hojas jévenes en pocos dias, lo que lleva a lo muerte
de la planta.

En Brassica chinensis no aparece dicho mosaico, sino una
necrosis de las venas, que a veces sélo ataca una de los hojas jévenes
o medianas, produciendo su deformacién.

Hemos repetido estas inoculaciones varias veces o series de plantas
iguales o las anteriores: Brassica rapa y chinensis, y N.
tabacum y glutinosa, obteniendo siempre resultados andlogos,
que resumimos o continuacion: .

Brassica rapa: lesiones necréticas, intervenales, roids a veces,
mosaico, necrosis generalizada.

Brassica chinensis: lesiones necréticas, necrosis de las venas.

Nicotiana tabacum: algunas pequefias lesiones atipicas en
las hojas inoculadas. .

Nicotiana glutinosa: no aparece sintoma alguno de infec-
cién ni al cabo de dos meses de la inoculacion.

Transmisidén por insectos.

Empleamos el Mizus persicae Sultz y otro éfido no-clasificado,
hacemos inoculaciones a una serie de plantas de las mismas especies uti-
lizadas para las inoculaciones con savia. Los resultados son- los” siguien-
tes: obtenemos infeccién en los casos de las dos especies de Brassica
y en N. tabacum algunas lesiones, pocas, pero algo mayores que

(*) Estirpes obtenidas en Inglaterra (“Rothamsted Exp. Station”).
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las obtenidas al inocular con savia. En N. glutinosa no obtenemos
infeccién alguna.
Histopatologia.

Hacemos algunos arrancamientos de las hojas que presentan necrosis
ce diferentes tipos y encontramos que en las célulos no necrosadas apa-
recen inclusiones intracitopldsmicas que se corresponden exactamente con
las encontradas por nosotros estudiando el virus tipo, Anillo negro de la
col (Rubio, 1950), o seq, inclusiones de tipo granular y que pasan a fi-
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
tipo. '

El tamafio de estas inclusiones llega a ser, a veces, como de 6-8 veces
€! tamafio del nicleo y, generalmente, rodean a éste hasta taparle ccm-
pletamente. En las inclusiones del virus tipo que pudimos estudiar al mi-
croscopio electrénico encontramos que las fibras estaban formadas por
particulas de virus, agregadas unas a ofras en formacién 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 tifiendo

% Fzg. 1.
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durante cinco minutos con floxina al 0,5 por 100. Hemos hecho tincicries
iguales con planta sana, no encontrando en ella ningun elemento que se
pueda relacionar con las inclusiones observadas en las células de las plan-
tas enfermos (fig. 1).

DISCUSION

Vistas las caracteristicas sinfomatolégicas del virus en estudio en estas
cuatro especies de plantas empleadas, y comparéndolas con la descrip-
cién del virus tipo (Tompkins, 1938) y Kenneth Smith en su libro «A tex-
book of plant virus diseases. London», asi 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. gluti-
nosa, y segundo, los sinfomas de una necrosis extfremadamente fuerte
en Br. rapa y Br. chinensis, asi como las muy poco numerosas
lesiones -necréticas atipicas en N. tabacum, lo que nos haria pensar
hasta en la presencia de un virus diferente del Anillo negro de la col,
pero la produccién de los tipicos anillos necréticos en Brassica oie-
rdcea L. y sobre todo la formacién de inclusiones intracitoplasmicas ti-
picas de dichos virus, que son perfectamente diferenciables de las inclu-
siones producidas por otros virus de cruciferas en las células de sus hués-
pedes (Rubio Huertos, 1950), asf como la abundancia de estirpes diferen-
tes de un mismo virus que se presenta en la naturaleza tratdndose de virus
de vegetales; nos lleva a la conclusién de que se trata de una esticpe
hasta ahora no descrita del virus del Anillo negro de la col («Cabbage
Black ring», Brassica virus 1).

Es de resaltar la importancia y la sencillez para la clasificacién gené-
rica (en el caso de virus de cruciferas) del estudio de las inclusiones intra-
celulares, dato hasta ahora no tenido en cuenta por ningln autor y que
creemos del mayor interés.

RESUMEN

Se estudio un: virus aislado de Brassica olerdcea L. que por
su sinfomatologia sobre cinco especies de plantas y el estudio de su his-
tologia podemos.clasificar como una nueva estirpe del virus Anillo negro

1

de la col.
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Se sefiala la importancia y significacién de las inclusiones intracelu-
lares para su reconocimiento.
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INFORMACION

ACTAS DE LA SOCIEDAD
MADRID

Acta de la sesién celebrada el dia 23 de marzo de 1953.

Bajo la presidencia de don Antonio Ruiz Falco, se abre la sesién a las
veinte horas, en un salén de los locales del Consejo Superior de Investi-
gaciones Cientificas, sitos en Duque de Medinaceli, 4.

Se aprueba el acta de la sesién anterior. Son admitidos como nuevos
socios don Carlos Ramirez Gémez, Doctor en Ciencias Naturales, de Ma-
drid, presentado por don Arnaldo Socias y don Jaime del Campo, y don
Faustino Valcarcel Sanchez, Doctor en Veterinaria, de Buenos Aires, pre;
sentado por don Jacinto Megias y don José Garcia Bengoa.

Don Manuel Moreno presenta una comunicacién con el titulo «Sokre
la aparicién del género Bordetella en el «Bergey’s Manual».

Don Carlos Ramirez da lectura a los siguientes comunicaciones:

«Introduccién de una modificacién al método de Wickerham para la
determinacién cuantitativa de la fermentacién de la rafinosa por las leva-
duras».

«Una nueva especie de Sporofrichum: el Sporotrichum
sanguineumn». )

«Contribucion a la tincién de ascosporas y clamidosporas de leva-
duras».

«Estudios sobre nuevas especies de levaduras aisladas de diferentes
sustratos».

Don Miguel Rubio lee su trabajo «Estudio de una nueva estirpe de
Brassica virus L.y sus inclusiones intracelulares».
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Por Oltimo, el sefior Presidente se dirige a la reunién invitando a los
socios a enviar a la Secretaria de la Sociedad, y con la mayor rapidez,
los trabajos que deseen presentar al préximo Congreso Internacional de

Microbiologia.
Y no habiendo mas asuntos que tratar, se levanta la sesion a los vein-

tiuna horas.
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Fotocopias en microfilm.

Microfilm negativo: cada fofogrc\md (24 ¢ 36 mm.), 1 peseta.

Microfilm positivo (indicado cuando hay fotograbados): cada fotogra-
ma, 2 pesetas. .

Carpeta «Filmoteca» para diez filmofichas: 2 pesetas.

Minimo 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 filmofichas; con carpeta «Filmoteca» o filmofichas sueltas; me-
tiendo en cada fotograma dos pdaginas o sélo una.
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Salvo aviso en contrario, se servirdn los encargos en microfilm naga-
tivo, en filmofichas y en carpetas, y el meter una o dos paginas por foto-
grama se supondrd se deja al discernimiento del Servicio, segin sea el
original.

La modalidad «filmoficha», por la gran facilidad de ordenacién, ar-
<hivacién, localizacién rapida de las cintas y manejo de lectura, supera
con mucho a la modalidad en rollo. Se llama «filmoficha» una tira de
pelicula de cinco fotogramas y medio (en otros sistemas, seis), en que co-
ben diez pdginas de libro ordinario (libro abierto, o sea, dos pdginas
cada foto). El medio fotograma que se afiade (uno entero en otros sis-
temas) se destina a «referencia», es decir, autor, titulo y signatura en la
filmoteca y en el centro de origen. Las filmofichas, para ofrecer tales ven-
tajas, van alojadas en unas carpetas «Filmoteca», especialmente dispues-
tas para contener diez de ellas (cien paginas o cincuenta folios) en léculos
perfectamente adaptados, con sus referencias numéricas y espacio pre-
ciso para titulos, pdginas y toda clase de indicaciones dtiles.

Fotocopias en papel.

Formato: 9 X 12 cm.: en mate, 3 pts.; con brillo, 3,75 pts.
» 13 % 18 cm.: en mate, 4 pts.; con brillo, 5,25 pts.
» 18 X 24 cm.: en mate, 6  pts.; con brillo, 8,25 pts.
» 21 x 30 cm.: en mate, 6,25 pts.
» 30 X 42 cm.: en mate, 9,25 pts.

N. B. Estos precios estdn sujetos a cierta variacién, segln vengan
facturados las partidas de papel.



