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LABORATORIOS LETI Y LABORATORIO MUNICIPAL DE BARCELONA -

LA ACCION DE LOS ANTIBIOTICOS SOBRE LOS FAGUS (*)

por
José Vidal Munné

A partir de los primeros meses del afio 1944 comenzamos a estudiar la
accién de los antibidticos sobre los gérmenes patégenos y, al mismo tiem-
po, sobre los pardsitos de éstos, los fagus, que hasta muy recientemente
llamébamos bacteriéfagos. '

Nuestros primeros ensayos se circunscribieron preferentemente a la
penicilina y a los fagus estafilo y coli.

Nuestra curiosidad fué orientada o dilucidar cémo actuaba el anfi-
biético frente a un fagus (el estafilo), cuyo huésped es sensible a la peni-
cilina, y sobre ofro fagus (el coli), cuyo huésped es insensible al misme
antibiético.

Los méviles de la investigacién, en este caso concreto, no solamente
tienen un significado de pura ciencia especulativa, sino que pueden tener
bn relativo valor préctico, ya que es sumamente interesante, por lo menos
desde el punto de vista teérico, saber si los antibiéticos destruyen a los
gérmenes patdgenos y, al mismo tiempo, a sus pardsitos.

Caso de respetar a los fagus, el valor de los antibiéticos se aumenta
consnderablemen’re ya que para luchar contra los microbios patégenos
dlspondremos de unas substancias inocuas, cual los antibisticos, que pue-
den sumar su funcién esterilizadora a la de los fagus, estableciéndose de
esta forma una manera de sinergia, a todas luces aprovechable en |
lucha contra las enfermedades microbianas.

Este punto de vista ha sido defendido por Steinmann y MacNeal y sus
colq_borodores, apoyado en experimentaciones de laboratorio concluyentes.

N

(*) Trabajo presentado en la Seccién Barcelona de la Sociedad de chroblo
logos Espafioles (1952).
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Por nuestra parte, independientemente de las sugestiones de los cita-
dos investigadores, hemos comprobado claramente que la penicilina no
perturba, de una forma definitiva, la actividad de los fagus, como puede

comprobarse en el cuadro nim. 1, que traduce parte de nuestras pri-
‘meras experiencias.

CUADRO NUM. 1

CON UN GERMEN INSENSIBLE A LA PENICILINA

Tubo nim, Cultivo coli Penicilina Fagus Resultados

1 015 10. U. O. — Cultivo normal.
2 015 20. U. O. — Cultivo normal.
3 015 30. U. O. — Cultivo normal.
4 015 10. U. O. 02 c. c. Lisis.

5 015 20. U. 0. 0,2 c. c. Lisis.

6 015 30. U. O. 0,2 c. c. Lisis.

7 015 — — Cultivo normal.
8 0,05 — — . Cultivo normal.
9 — — 0,2 c. c. Inalterable.
10 —_ 30. U. O 0,2 c. c. Inalterable.

Estos resultados son manifiestamente claros a las seis horas de estufa.

Persisten a las veinticuatro horas y a los tres dias.

Se ha utilizado una cepa de Escherichia coli, muy sensible
al fagus.

La titulacién de éste, realizada por dilucién, demuestra existen més de
1.000 millenes de fagus por c. c.

Es oportuno advertir que en nuestras experiencias las mezclas antibié-
tico-fagus han estado en contacto, por lo menos, veinticuatro horas y a
la temperatura de la estufa.

Con un germen sensible a la penicilina.

'

Un filtrado de bac’reriéfégo estafilo es diluido en caldo a la proporciéon
de 1/200.

A dos tubos de e'sfu“;'arop‘orcién (conteniendo 10 c¢. c.) se ofade
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200 U. O. de penicilina y se colocan a la estufa durante cuarenta y ocho
horas. ‘

Tubos con el mismo volumen de caldo y la misma cantidad de peni-
-cilina se mantienen en la estufa durante las mismas horas para compro-
bar la permanencia del antibiético.

Téngase en cuenta que estas experiencias iniciales se realizaron en
1944, época en la que la estabilidad de la penicilina diluida era muy
débil. ‘

Se verifica la experiencia que se detalla en el cuadro ném. 2.

CUADRO NUM. 2

'

Fagus + -
Cultive  Penicilina Penicilina
estafilo 48 horas 48 horas Penicilina Resul-
Tubos enc.c. estufa Fagus estufa fresca tados
1 0,2 0,1 — — — Lisis. L
2 0,2 0.2 — — e - Lisis.
3 0,2 — 01 — — Lisis. L
4 0,2 — 0,05 — - Lisis.
5 0,2 — — 0,5 — Cultivo.
6 02 — — 1— — Cultivo.
7 0,2 — _— — 0,5 Inhibicién.
8 0.2 — — — CR - Inhibicién.
9 0,05 — — — — Cultivo.
10 01 — — — — Cultivo.

La persistencia de la actividad litica de las fagus después de cuarenta
y ocho horas es perfectamente clara.

Después de estas experiencias, que evidencion la insensibilidad de
los fagus respecto a la penicilina, quisimos comprobar el comportamiento
-de los estafilococos supervivientes a la actividad inhibidora de los fagus.

Se utilizaron los cultivos procedentes de los tubos limites de las-titu-
laciones, en los cuales la germinacién ha sido retardada més alla de las
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cuarenta y ocho horas. En' teoria podemos suponer se trataria de elementos.
que han resistido la accién de los antibidticos.
Asimismo se utilizaron resiembras de estos tubos en hipétesis resis-
tentes. )
En ambas series la lisis se realizé de una manera normal y en tiem-
pos aproximadamente idénticos a los testigos.

Estos resultados, que restaron inéditos, han sido ampliamente compro-
bados por Jones, Himmelweit, Faguet, Edlinger y otros en estos ltimos
tiempos.

Més recientemente hemos seguido nuestras investigaciones con hase
mas amplia y utilizando una gama de cinco antibidticos y cuatro fagus.
Nuestro propésito se aparta sensiblemente de los objetivos perseguidos
por los diversos investigadores que, paralelamente a nosotros, han escu-
drifiado el comportamiento de los fagus frente a los antibiéticos.

Todos los investigadores cuya bibliografia hemos tenido oportunidad
de consultar, se han orientado hacia la posible interferencia de los anti-
biéticos en la actividad litica de los fagus. ‘ '

- Nuestros trabajos, en algunos casos similares, han pretendido aclarar
si los antibidticos puestos en contacto prolongddo con los fagus ejercian
alguna accién nefasta sobre su vitalidod caracterizada por su funcién
litica. ,

Para tener un concepto claro de nuestras investigaciones y de los
resultados obtenidos, creemos indispensable detallar nuestro modus
operandi, para luego dar cuenta esquemdtica de los mismos y discutir
nuestras conclusiones a la vista de los hechos demostrados por los inves-
tigadores que han trabajado en el mismo campo.

METODOS DE TRABAJO

Desde que comenzamos a disponer de antibidticos de mayor pureza
y, en consecuencia, de mayor estabilidad y permanencia de actuacién en
los medios de cultivo y endiluciones diversas, se hizo necesario revisar
nuestras técnicas, ya que los resultados podian cambiar sensiblemente.

Entre-una penicilina del afio 1944, notoriamente impura, y que perdia
en pocas horas su actividad, una vez diluida en -caldo, y las penicilinas
de que disponemos en la actualidad, hay casi un abismo.

s

4



ANTIBIOTICOS Y FAGUS 7

Los fagus utilizados han sido cuatro: anti-eberth, anti-estafilo, anti-
salmonela y anti-coli. Todos ellos han sido aislados por nosotros, hace
aproximadamente més de veinte afios. El fagus salmonela procede del
contenido intestinal de aves afectadas de salmonela sanguina-
rum y se muestrd activa para diversas variedades de salmonelos, entre
-ellos el paratifus B, el paratifus A y el paratifus C.

Los restantes fagus, coli, ebert y estafilo, han sido aislados de diver-
sas aguas del alcantarillado de Barcelona y mantenidas constantemente
por pasos sobre una amplia gama de sus gérmenes sensibles.

La determinacién de la actividad del fagus se ha hecho siempre por
su lisis total, en tiempos que han variado de dieciocho o cuarenta y ocho
horas y en medio liquido.

Nos hemos decidido por este método por ser el que nos ha dado re-
sultados méds constantes y mds uniformes.

Seducidos por las investigaciones que han realizado experimentado-
res diversos, especialmente franceses, trabajondo en placa de agar, qui-
simos ensayar esta 'recnlco en principio més sencilla, y que comporta
una valoracion cuonmahvo mds precisa.

Hemos de confesar que en nuestras manos nos ha dado resul’rc.dos
netamente inferiores a los obtenidos por el procedimiento de las dilu-
-ciones sariodas en medio liquido, -a pesar de los posibles errores de las
diluciones, tratandose de unos corpisculos ultramicroscépicos.

A este respecto, y movidos por el escepticismo que nos despertaba el
‘hecho de encontrar actividades fdgicas por encima de valores supericres
«al 10—, cuando trabajadbamos con la misma pipeta para las diluciones
sucesivas, realizamos pruebas paralelos diversas, empleando una pipeta
distinta para cada tubo de dilucién. Los resultados obfemdos ofrecieron
errores promedios inferiores a dos diluciones.

Por ofra parte, para captar lisis valoradas en tiempo, es preciso dis-
poner de material adecuado, como seria el microbiofotémetro de Faguet,
vy del cual no hemos podido disponer en nuestros numerosos ensayos.

Como muestra de las diferencias de titulacién entre la técnica de la
placa y las diluciones, véanse los resultados obtenidos en uno de los
NUMErosos ensayos realizcaos por nosotros.
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CUADRO NUM. 3

DILUCIONES

10-* 102 10-= 10 10> 105 107 10-8
En placa............... LT LT LP LP 0 0 O 0
Por dilucién............ LT LT LT LT LT LT LT LT

Nota: LT — lisis total. LP = lisis parcial. O = cultivo normal.

Para las diluciones hemos seguido normalmente el siguiente método:

A tubos conteniendo 4,5 c. c. de medios de cultivo se les afiade 0,5 c. c.
de la mezcla a valorar, y' se va pasando de un tubo a otro la misma can-
tidad, quedando en dilucién geométrica de factor 10. Luego se aiiade
0,1 c. c. de cultivo sensible en caldo de veinticuatro horas de siembra.

Todos los ensayos van acompafiados de las correspondientes series de-
testiges, como podrd verse en los cuadros que resumen nuestras moltiples
experiencias. "

Para la comprobacion de la actividad de los diversos antibidticos em-
pleados, comenzamos por estudiar los medios mds convenientes para su
conservacioén.

En estos estudios preliminares nos encontramos con légicas sorpresas.
La penicilina primitiva, notoriamente impura, todos sabiamos que en pocas
horas de estar diluida en los solventes habituales del laboratorio, suero
fisiolégico o caldo ordinario, més allé de las cuarenta y ocho horas, habia
perdido la casi totalidad de su poder inhibidor. Pues bien, las penicilinas
que actualmente se preparan se conservan infinitaomente mejor, hasta
limites por nosotros insospechados.

Véase un ejemplo: ‘

Soluciones de penicilina de 200 U. O. por c. c. en diversos solventes, y
mantenida a la estufa a 36°.

DIAS
5 10 15 20 25 30 35 40
Suero fisiolégico . . . . . 200 160 150 150 150 150 125 125
Caldo ordinario . . . ... 200 160 150 150 150 125 125 100
Agua de carne . . ... .. 50 1 0 0 0
Agua peptonada . . . . . 200 160 150 150 150 125 100 150

6.:' ;
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Establecido el medio mds conveniente, se afiade a cada tubo una can-
tidad de antibiético arbitraria, que ha oscilado siempre en un poder inhi-
bitorio en medio liquido, equivalente del 1/1000 ai 1/10000. Conjunta-
mente con esta técnica hemos empleado el método de la zona en placa
por medio de discos de papel de filtro.

Y asi, a medida que los titulos de inhibicién o actividad del antibidtica
tendian a bajar de la minima del 1/1000, se afadian nuevas cantidades
de antibiético en los tubos que contenian el fagus y en sus testigos respec-
‘tivos, a fin de que durante todo el tiempo de nuestras experiencias las
mezclas fagus y antibiéticos tuvieran de este Ultimo la cantidad que cree-
mos suficiente para nuestras pruebas de resistencia.

PENICILINA Y FAGUS

Las investigaciones de esta segunda etapa se han realizado con penici-
lina Schenley, en muestras corrientes del mercado.

Las diluciones se practican en tubos de caldo ordinario y en filtrados
de los diversos fagus, obtenidos también en cultivos del mismo caldo.

En ambos casos su pH estd = 7,5.

Los cuadros adjuntos resumen los resultados obtenidos.

CUADRO 4

PENICILINA - FAGUS ESTAFIL.

Diluciones

© dfas
Contenido tubos contacto 10— 10-* 10— 10— 10—° 10—° 10— 10— 10—

Penicilina ... ... .. + 4+ 4+ 4+ C C C C C
Penicil. 4+ fagus . 10 + 4+ 4+ + 4+ 4+  + + C
Fagus ... ... ... ..} + 4+ 4+ 4+ + o+ o+ 4+
Penicilina ... ... .. + 4+ 4+ C C C C C C
Penicil. 4 fagus . 20 + 4+ 4+ + 4+ 4+ C c C
Fagus ... ... ... .. + 4+ 4+ + 4+ + 4+ + o+
Penicilina ... ... .. + 4+ 4+ C C C C C C
Penicil. 4 fagus . 30 + 4+ 4+ C C C C C
Fagus ... ... ... .. + 4+ + + 0+ + + 4+ +
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.. CUADRO 5
PENICILINA + FAGUS EBERTH.

Diluciones

B . . dias - .
Contenido tubos contacto 10 10* 10° 10* 10° 10° 10° 10° 10°

Penicilina ...-... .| + + + + € € ¢Cc Cc ¢
Penicil. 4 fagus .., 10 + + + + + + + + o+
Fagus Eberth.... \ + 4+ 4+ + 4+ + 4+ +  +
Penicilina ... ... .. + 4+ 4+ + C C C C C
Penicil. 4+ fagus . 20 + 4+ 4+ + 4+ + 4+ + o+
Fagus ... ... 4+ 4+ L+ 4+ 4+ 4+ 4+ +
Penicilina ... . ' + 4+ 4+ o+ C C C C C
Penicil, 4 fagus . 30 + + 4+ 4+ + 4+ + 4+ o+
Fagus ... .. . ) + + + + + + + + c

CUADRO ¢
PENICILINA |- FAGUS SALMONELLA.
Diluciones

) Dias .

Contenido tubos contacto 10— 10— 10— 10—* 10— 10— 10— 10—
Peniciling ... .. —:. 1— + T C C T C
Penicilina + fagus 10 + 4+ 4+ + + 4+ o+ C
Fagus . + 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ + C
Pemcﬂma e e e s . + 4+ 4+ C C C C C
Penicilina + fafruq oy 20 + + 4+ + + + + ¢
Fagus ... ... ... ... .. + 4+ 4+ + 4+ + + 4+
Penicilina ... .. + +  + C C C C C
Penicilina + faguc 30 + 4+ 4+ 4+ + + + C
Fagus ... ... ... + + 4+ + + + + +

Nota.—- — ausencia cultivo. C = cultivo normal.
CUADRO 7

PENICH.INA + FAGUS COLL

Dl]ucloneq

Dias

Contenido tubos contacto 10— 10—* 10— 10—* 10— 10— 10— 10—°
Penicilina ... ... ... ... ) + 4+ 4+ + C C C C
Penicilina 4 fagus e 10 + 4+ 4+ 4+ 4+ + 4+ +
Fagus ... ... oo o .l \ + 4+ + + + + + +
Penicilina ... ... ... ) + 4+ + C C C C C
Penicilina + fagus ... \ 20 + + 4+ 4+ + + 4+ +
Fagus ... ... ... ... ... + + + 4+ 4+ 4+ o+ 4+
Penicilina ... ... ... ‘ + + + c ¢ ¢« ¢ C
Penicilina + fagus ... ;. 30 + 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ o+ C
Favus R + 4+ 4+ 4+ + 4+ 4+ +

i
i
i
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Por los cuadros que insertamos se ve claramente que los fagus no pare-
cen tener la m&s minima sensibilidad para la penicilina. De estos resultados,
y de otros que siguen, parece desprenderse que el fagus estafilo no es tan
resistente como los restantes. Sin embargo, es ésta una cuestion de la cual
mas adelante de este trabajo tendremos ocasién de examinar y, en defi-
nitiva, aclarar.

Visto que los fagus, aparentemente, no sufren alteracién alguna en su
contacto con la penicilina, hemos querido ver su posible interferencia en la
accién litica, con el deseo de comprobar los hechos descritos por Himmel-
weit, Faguet y Nicolle y Mac.Neal y colaboradores.

Preparamos una fuerte dilucién de penicilina, activa hasta el 1/500.000.

Una serie de tubos conteniendo penicilina desde el 1/100 hasta el
1/1.000.000, son inoculados sucesivamente con 0,5 c. c. de cultivo en caldo
de estafilococo de dieciocho horas y con 0,1 de un filtrado de fagus.

Ofra serie igual es inoculada con 0,1 de cultivo de estafilo.

La primera serie, a 0,5 de cultivo, presenta la onda caracteristica de
los cultivos, perfectamente visible sin aparatos de éptica especiales. A las
ocho horas de permanencia en la estufa a 38° la lisis de la primera serie
es total en todos los tubos, en tanto que en la segunda serie aparece cul-
tivo a partir del tubo correspondiente a la disolucién del 1/600.000.

Se han puesto varios fubos testigos de fagus sin antibiético y de caldo
idéntico sembrado también sin antibiético, con resultados normales.

En nuestra experiencia, pues,‘ el antibidtico no ha interferido, a las
ocho horas, la actividad del fagus.

Una experiencia andloga, pero inoculando el antibiético unas ceis
horas antes del fagus, ha perturbado claramente la lisis, constatacién que
coincide, en términos generales, con lo observado por los diversos inves-
tigadores que han trabajado en el mismo sentido.

De todas estas investigaciones se puede deducir légicamente que la
penicilina ejerce su influencia perturbadora sobre la vida o el metabolismo
de los microbios sensibles, especialmente en su fase de crecimiento.

En tanto que el fagus se muestra indiferente a la accién del antibié-
tico.

CLOROFENICINA Y FAGUS

‘

En todos nuestros trabajos hemos utilizado la clorofenicina Llorente,
producto sintético con las mismas caracteristicas de la cloromicetina.
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Las soluciones del antibiético se han realizado en caliente, sin que esta
operacién disminuya su actividad inhibidora sobre los gérmenes sensibles.

Las soluciones se han normalizado a una potencia del 1/10.000 en
medio liquido, y frente a los gérmenes que podemos considerar especificos
‘para este antibiético (Eberth-Coli-Salmonella).

Las mismas diluciones, por lo regular, han presentado una poteicia
inferior al estafilococo, hecho que nos ha parecido’ perfectamente nornal.

Las soluciones, siempre en caldo ordinario, han mantenido su actividad
inicial durante unos quince dias. En los series de experimentacién, con ten-
dencia a bajas de titulo, han sido nuevamente inoculadas de antibidtico
con el fin de restaurar su potencia inicial.

En los cuadros siguientes se puede ver el comportamiento de los fagus.

CUADRO '8
CLOROFENICINA - FAGUS ESTAFIL.

Diluciones

' : Dias . .
Contenido tubos contacto 10— 10— 10—° 10—* 10— 10—" .10— 10—
Clorofenicina ... ... ... [ + + + € C € C ¢
Clorofenicina - fagus ; 10 + 4+ 4+ + + + C C
Fagus ... ... ... ... s 4+ 4+ 4+ + + + 4+ +
Clorofenicina ... ,.. ... + + + C C C C C
Clorofenicina - fagus 15 4+ + 4+ 4+ + C C C
Fagus ... ... ... ... ... ) + 4+ + 4+ 4+ o+ 4+
Clorofenicina ... ... ... 4+ 4+ C C C C C C
Clorofenicina -+ fagus‘ 20 + + -+ + C C C C
Fagus ... ... ... ... .. + 4+ 4+ 4+ 4+ + 4+ +
\ CUADRO 9

CLOROFENICINA -+ FAGUS EBERTH.

Diluciones

Dias

Contenido tubos contacto 10— 10— 10— 10— 10— 10— 10— -10—
Clorofenicina ... ... ... ] + 4+ + C C C C C
Clorofenicina + fagus @ 10 + 4+ 4+ 4+ o+ o+ o+ o+
Fagus ... ... ... ... o + 4+ + + o+ 4+
Clorofenicina ... ... ... l + 4+  + C C cC C C
Clorofenicina + fagus ( 20 + + 4+ o+ o+ 4
Fagus ... ... ... ... ... + + + + + + + +
.Clorofenicina ... ... + 4+ € € € C cC C
Clorofenicina + fagus 35 + 4+ 4+ 4+ + + 4+ C
Fagus ... ... ....... ... + 4+ + 4+ 4+ + + +

10
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~ CUADRO 10
CLOROFENICINA -+ FAGUs CoOLL

Diluciones

Dias .
Contenido tubos contacto 10— 10— 10— 10— 10—° 10—°* 10— 10—

Clorofenicina ... ... ... ' + 4+ 4+ C C C C C
Clorofenicina + fagus 10 + + + + + + + +
Fagus ... ... ... ... ... + '—|- + R + +
Clorofenicina ... ... ... + + + C C C C C
Clorofenicina + fagus 20 + 4+ + 4+ + + 4+ C-
Fagus ... ... ... ... ... + + 4+ o+ o+ 4+ 4+ 4+
Clorofenicina ... ... ... ) + + C cC C cC cC c
Clorofenicina 4 fagus§ 25 + 4+ 4+ 4+ o+ 4+ + C
Fagus ... ... ... ... .. + 4+ + o+ o+ o+ 4+
CUADRO 11

CLOROFENICINA -} FAGUS SALMONELLA.

Diluciones

Dias :
Contenido tubos contacto 10— 10— 10— 10— 10— 10—" 10— 10—

Clorofenicina ... ... ... ) 4+ 4+ 4+ c C C C C
Clorofenicina + fagus 10 4+ 4+ + 4+ 4+ 4+ o+ C
Fagus ... ... ... ... ... + 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ + C
Clorofenicina ... ... ... ] + 4+ + C C C C C
Clorofenicina + fagus 20 + 4+ 4+ 4+ 4+ + 4+ C
Fagus ... .. oo vo .. | + 4+ 4+ 4+ 4+ o+ 4+ o+
Clorofenicina ... ... ... ( + 4+ + cC C C c C
Clorofenicina 4 fagus 25 + 4+ 4+ 4+ 4+ + + C
Fagus .. v ce oo o ) + + + + + + + +

En esta serie de experiencios puede verse con claridad que los fagus.
se muestran insensibles a este antibidtico.

Por cierto que de ellas se desprende una conclusién que no concuerda -
de una manera precisa con el punto de vista insinuado por otros investiga-
dores (Faguet y Adlinger), los cuales sospechan que este antibiético «ac-
tuaria sobre el fagus ya liberado de la célula microbiana». ‘

Es evidente que las condiciones experimentales de los citados investiga-
dores no coinciden con las nuestras. Ellos trabajan en un ndmero de horas-
reducido. Concretamente el tiempo ‘que dura la lisis, mientras que nosotros

11,
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tenemos al fagus en contacto con el antibidtico durante varias semanas,
«con valoraciones intermedias. ‘ '

Pero destaca un hecho claro y sencillo. Nuestros fagus, liberados de
las células microbianas, no parecen sufrir trastorno alguno en su mezcla
permanente con el antibidtico. Es decir, la intima convivencia con la clo-

rofenicina no hace sospechar trastorno aparente para el fagus.

TERRAMICINA Y FAGUS

Hemos utilizado las cdpsulas de terramicina clorhidrato (Pfizer) del
mercado. '

Su indice de solubilidad es amplio, pero se mantiene poco tiempo cc-
tiva, tomando los tubos un color parduzco que aumenta con el fiempo. La
adicién peridédica de antibiético nos ha permitido conservar su actividad
inhibidora.

Para esta substancia hemos realizado valoraciones periddicas de su

potencia inhibidora frente a un estafilococo en placas de agar y por el
método del disco de papel. ,

Hemos procurado que los tubos con fagus contuvieran permanentemente
una cantidad de antibidtico activo capaz de dar un halo de inhibicién con
un minimo de 30 mm. de didmetro. :

Con este antibiético hemos observado ‘que los halos de inhibicién en
placa son superiores a las proporciones que muestran los tubos en caldo,
con relacién a lo que vemos con la penicilina, por ejemplo.

CUADRO 12
TERRAMICINA - FAGUS EBERTH.

Diluciones .

. Dias
Contenido tubos contacto 10— 10—* 10— 10— 10—° 10— 10— 10—

Terramicina ... ... ... + + -+ + C C C C
Terramicina + fagus 10 + 4+ 4 4+ 4+ + o+ 4
Fagus ... ... ... ... ... 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4 +-
Terramicina ... .... ... + 4+ + C C C C C
Terramicina + fagus 20 + + 4+ 4+ 4 S +
Fagus ... ... ... ... ... ) + 4+ + 4+ 4 4 +
Terramicina ... ... ) +  + C C C cC cC C
Terramicina -+ fagus 30 + 4+ 4+ o+ 4+ 4+
Fagus ... ... ... ... ... S + 4+ 4+ 4+ 4+ + 4+ +

12
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CUADRO 13
TLRKAMICINA + FAGUS SALMONELLA.

Diluciones

Dias
Contenido tubos contacto 10— 10— 10— 10—* 10— 10—° 10— 10—

Terramicina ... ... ... (
Terramicina -+ fagus ;
Fagus -... ... ... ... ...

10

++0

Terramicina ... ... ... l
Terramicina + fagus \ 20
)

+++ +++ ++F

Fagus ... ... ... ... ...
Terramicina ... ... ...
Terramicina -4 fagus
Fagus ... ... ... ... ...)

+++ +++ ++t
o bt
+o++o0 ++TF

\
|
|

}++o ++o ++0

++0 440

CUADRO 14
TERRAMICINA -~ FAGUS ESTAFIL.

Diluciones

Dias
~ Contenido tubos contacto 10— 10— 10— 10—* 10— 10—° 10— 10—

|
|
|
|
|
|
|
|

Terramicina ... ... ... ! + 4+ + +. C C cC C
Terramicina — fagus | 8 + + 4+ 4+ + o+ C C
Terramicina ... ... ... + 4+ + ¢ C € € C
Terramicina -+ fagus 15 + 4+ 4+ 4+ + C:. C C
Fagus ... ... ... ... ... + + 4+ -+ ; : +
Terramicina ... ... ( ' +  + C C C C C C
Terramicina -+ fagus | 20 + 4+ + ; @ [V C
Fagus ... ... .. .. ..\ : + + 4+ + 4 4+

CUADRO 15
TERRAMICINA - FAGUS COLL

Diluciones

Dias .
Contenido tubos + contacto 10— 10— 10‘—’l 10—4 10— 10—° 10— 10

Terramicina ' ... . + + 4+ -+ C C C C
Terramicina + fagus ‘ 10 + 4+ 4+ + 4 4 - +
Fagus ... ... + + + + =+ 4+
Terramicina ... ... ... + 4+ 4+ €C € C- C C
‘Terramicina + fagus 20 + 4+ 4+ 4+ 4+ .+ .+ cC
Fagus ... ... .. .. .. + + + + + + o+ A4
Terramxcina + 4+ C C C C C C
Terramicina - fagus % 30 + 4+ F 4+ 4+ 4+ + C
Fagus ... ... ... ... ... + +5 4+ 4+ o+ + o+

ot
@
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'

ESTREPTOMICINA Y FAGUS

Se ha utilizado indistintamente dihidro 'y sulfato de estreptomicina
Schenley. ,

No presenta dificultad alguna su disolucién. Nuestras diluciones se han
limitado al 1/1.000 de actividad frente al Coli, germen que hemos utiliza-
co normalimente para‘la valoracién de su poder inhibitorio. ’

Se ha seguido durante todo el tiempo de la experiencia la permanen-
cia de su accién mediante el método de las diluciones en tubo y la zona de
irhibicién en agar con discos.

Por ser el-antibidtico con el cual hemos obtenido cifras mds constan-
tes de su conservacién activa, no ha precisado afiadir nuevas dosis de
-antibiético durante el transcurso de las experiencias, pues sensiblemente
se ha mantenido con la misma fuerza.

Asi, al comienzo de las pruebas, su poder inhibidor en medio liquido
-clcanzaba el 1/1.000 y la zona en placa era de 32 mm.

En los valoraciones interpoladas di6 estas cifras, que persistieron, con
escasa diferencia, durante treinta y cinco dias.

Solucién pura ... ... ... .o oo oo 32 mm.
al 110 ... T v e e s s 25
al 1/100 ... ... oo ol e e s 21
al 1/1.000 ... ... ... i el s s e s 14 >

Ademds de nuestros estudios sistemdticos sobre la persistencia de los
fagus en presencia de la estreptomicina, hemos querido ver qué pasaba
con los gérmenes supervivientes. a la accién de los antibiéticos.

Practicando  diluciones interpoladas entre el 1/1.000 y el 1/10.600,
hemos visto que en algunos tubos aparecian sefiales evidentes de germi-
nacién después de dos, tres, cuatro y cinco dias de permanencia en la
estufa.

Estos cultivos, que ya podemos considerar estreptomicina-resistentes, y
-que estudios posteriores nos demostraron la certeza de ‘este criterio al
comprobar que estos gérmenes se cultivaban fécilmente en soluciones de
-estreptomicina, normalmente inhibidoras para los gérmenes corrientes.

Partiendo, pues, de estos cultivos supervivientes y de sus resiembras, se-

“14
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ha hecho actuar al fagus respectivo, y todas las pruebas demostraron que
centinuaban con su sensibilidad liségena.

Estos resultados hemos visto que han sido obtenidos Tamblen por Ed-
linger.

Este investigador, en colaboracién con Faguet, afirman haber obser-
vado un fenémeno curioso en su estudio del mecanismo de la lisis en pre-
sencia de.este antibiético. ’

Comprueban que la adicién de estreptomicina en la fase de lisis ace-
lera ésta. Hacen su observacién por medio del microbiofotémetro. El hecho
de no disponer de este aparato nos ha privado de comprobar tan intere-
sante fenémeno, que se aparta sensiblemente de la opinién que se tiene
de esta actividad fdgica.

Hemos visto también, como hacen observar diversos investigadores,
que la accién de la estreptomicina, actuando con anterioridad al fagus
sobre los gérmenes sensibles, detiene o anula la funcién litica en propor-
cién a la dosis del antibiético empleado.

Resimenes de nuestras experiencias:

CUADRO 16

ESTREPTOMICINA -+ FAGUS ESTAFILO.

Diluciones

' Dias
Contenido tubos contacto 10— 10— 10— 10— 10— 10—° 10— 10—

‘Estreptomicina... ... ... J -+ + + c 0 C C C
Estreptomicina - fagus 10 + + 4+ + 4+ + ¢ C
Fagus ... ... .. ... .. | + 4+ + + 4 o+ + 4+
Estreptomicina... ... ... -+ + 4+ C C C C C
Estreptomicina -[- fagus | 15 + 4+ + + 4+ + C C
Fagus ... ... ... ... .. \ + 4+ 4+ + + + 4+ o+
Estreptomicina... ... ... + 4+  + C C cC C C
Estreptomicina 4 fagus 20 + 4+ + 4+ + C ¢ C
Fagus ... .o. oo .. ... + 4+ + + 4+ + 4+ +

15
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CUADRO 17
EstrEPTOMICINA - FAGUS EBERTH.

Diluciones

Dias .
Contenido tubos contacto  10—' 10— 10— 10— 10— 10— 10— 10—
Estreptomicina... ... ... ) —-l-_ T + C T C -E- “C—
Estreptomicina + fagus | 10 + + 4+ + + -+ o+
Fagus ... .. . .. .. + 4+ + + + o+ + o+
Estreptomicina... ... ... | + 4+  + C C C C C
Estreptomicina + fagus 20 + 4+ 4+ + + + 4+
Fagus ... .. .. .. .. : + + 4+ + + A4+ 4+ o+
Estreptomicina... ... ... i + 4+ 4+ ¢ ¢ ¢ ¢ C
Estreptomicina + fagus \ 25 + 4+ o+ -+ + + 4+
Fagus ... ... .. .. .. + + + + + + F +

CUADRO 18 :
ESTREPTOMICINA -+ FAGUS SALMONELLA.

Diluciones

Dias
Contenido tubos contacto 10— 10— 10— 10—* 10—° 10—° 10— 10—

Estreptomicina... ... ... i + 4+ + C C C C C
Estreptomicina - fagus 10 + 4+ 4+ + 4+ o+ =+
Fagus ... ... ... .. ... + + 4+ 4+ = 4
- Estreptomicina... ... ... ) + 4+ + . C C C C C
Estreptomicina - fagus { 20 + 4+ 4+ + + 4 A+
Fagus ... ... ... ... ... ) + + + 4+ + 4+ A+
Estreptomicina... ... ... ) + 4+ + C C C C C
Estreptomicina + fagus 25 + 4+ + F+ + +  + C
Fagus ... ... ... ... .. ) + + + + v+
CUADRO 19
. ESTREPTOMICINA -+ FAGUS COLL
7 Diluciones
' Dias
Contenido tubos contacto 10— 10— 10— 10— 10— 10—° 10— 10—
Estreptomicina... ... ... + 4+ + C C C C C
Estreptomicina -+ fagus 12 + + 4+ o+ + o+ 4
Fagus ... ... . oo .. + + + + 4+ 4+
Estreptomicina... ... ... + 4+ + C C C C C
Estreptomicina -+ tzgus 20 + 4+ "+ + 4+ 4+~ +  +
Fagus ... ... ... ... .. + 4+ 4+ + + + + +
Estreptomicina... ... ... ) + 4+ + c C ¢ ¢ C
Estreptomicina 4 fagus 36 + 4+ 4+ 4+ + 4+ o+ F
Fagus ... ... . .. ... + + + + + + 4+ +

16
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Jones, que ha realizado los estudios més parecidos a los nuestros, dice
ae la estreptomicina ejerce una actividad antifagus directa.

Como puede verse por los resultados que esquematizamos en los cua-
dros que anteceden, no parece fécil deducir una conclusién demasiado
idénea. Mds adelante insistiremos sobre este punto de positivo interés
para nuestra tesis de trabajo.

AUREOMICINA Y FAGUS

Las dificultades, no siempre superables, de obtener solventes adecua-
dos para la aureomicina en polvo, por ofra parte, practicamente la Unica
asequible en nuestro mercado, no nos permitieron un trabajo regular con
este antibidtico.

Sin embargo, en estos Gltimos tiempos, nos ha sido facil disponer de
un ejemplar de Aureomicina Lederle, soluble para uso intravenoso, junto
con su solvente especial la isoleucina.

De todos formas, la necesidad de disponer: los medios de cultivo a
un pH bajo para mantener la estabilidad del antibiético, no son factores
coadyuvantes a una fdcil investigacién

A pesar de todos estos inconvenientes, hemos podido realizar satisfac-
toriamente la mayor parte de nuestros estudios.

En primer término, hemos podido comprobar que el envejecimiento de
las soluciones hace perder considerablemente su actividad inhibidora.

Asimismo, nos ha sido posible comprobar su alto poder, que si bien no
hemos conseguido las cifras obtenidas por M. Aitoff, llegaron para el es-
tafilococo mds allé de 1/2.000.000.

Como podré verse por los cuadros que siguen, hemos procurado man-
tener durante diez dias una actividad superior al 1/1.000, que a los quince
dias ha descendido al 1/100.

L



20 JOSE VIDAL MUNNE

CUADRO 20
AUREOMICINA + FAGUS ESTAFILO.

Diluciones

Dias
Contenido tubos contacto 10— 10— 10— 10— 10— 10—* 10— 10—

Aureomicina ... ... ... ) + 4+ o+ C C C C C
Aureomicina 4 fagus 5 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ C C C
Fagus ... ... ... ... o + + + + + C C C
Aureomicina ... ... ... + + 4+ Cc C C C C
Aureomicina - fagus 10 + + + + + C C C
Fagus ... ... ... ... ... 4+ 4+ 4+ L 4 C C C
Aureomicina ... ... ... ? - 4+ C C C C C C
Aureomicina -+ fagus" 15 + 4+ 4+ + C c  C C
Fagus ... ... ... ... ... o+ 4+ + + C C C C
CUADRO 21

AUREOMICINA -+ FAGUS SALMONELLA.

Diluciones

Dias

Contenido tubos contacto 10— 10— 10— 10— 10— 10— 10— 10—
Aureomicina ... ... ... ) —: ———_:- T ~C— C C C C
Aureomicina -+ fagus | 5 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ + C
Fagus ... ... ... ... ... + 4+ 4+ 4+ + 4+ + C
Aureomicina ... ... ... + 4+ C C C C C C
Aureomicina -+ fagus 10 + + 4+ 4+ 4+ + C C
Fagus ... ... ... ... ...} + + + 4+ + + + C
Aureomicina ... ... ... ( 4+ 4+ C C C C C C
Aureomicina + fagus { 15 + 4+ 4+ 4+ + C C C
Fagus .. ... ... ==+ + 4+ 4+ 4+ + + C

CUADRO 22
AUREOMICINA - FAGUS COLIL

Diluciones

Dias ’
Contenido tubos ~ contacto 10—' 10— 10— 10— 10— 10— 10— 10—~

|
|
|
|
|
|
|
|
|

:
|
i
i
i

Aureomicina ... ... ... + + 4+ C ) C C C C
Aureomicina -+ fagus 5 + + + 4 4 -4 + -+
Fagus ... ... ... ... ... ) + 4+ + 4+ -+ 4 A e
Aureomicina ... ... ... + + C C C C C C
Aureomicina -+ fagus 10 + + + O 4+
Fagus ... ... ... ... ... 4+ + + + 4 il 4+
Aureomicina ... ... ... { + 4+ C C C C C C
Aureomicina -+ fagus 15 -+ -+ + e S 4+ 4+
Fagus ... .. .. ....) _ 4 + 4 4+ F+ 4 & +

18
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CUADRO 23
AUREOMICINA + FAGUS EBERTH. .

Diluciones

Dias

Contenido tubos contacto  10—' 10— 10-* 10—* 10— 10—° 10— 10—
A—ureomicina ...... ( + 4+  + C C C C C
Aureomicina -+ fagus 5 + 4+ + o+ - 4+ o+
Fagus ... ... ... ... \ T+ 4+ + o+ -+
Aureomicina ... ... l A e R C C C C C
+ Aureomicina - fagus > 10 + 4+ 4+ 4 +
Fagus ... ... ... ... ..\ + 4+ + o+ o+
Aureomicina ... ... / + 4+ C C C C C C
Aureomicina + fagus ; 15 + 4+ 4+ + e S R
Fagus ... ... ... ... .. + + + o+ o+ 4+ 4

Después de realizadas las pruebas conducentes a la demostracién de
nuestra tesis fundamental, hemos dedicado unas experiencias a compro-
har la accién de la aureomicina durante la lisis.

La mezcla de aureomicina a tubos conteniendo fagus - gérmenes sen-
sibles se muestra perturbadora de la lisis a dosis superiores a 3 micro-
gramos, cifra ligeramente superior a la obtenida por Faguet y Edlinger,
gue encuentran detencién de lisis a partir de 2,5 microgramos.

NOTAS SUPLEMENTARIAS

Los cuadros que acabamos de describir ofrecen, indiscutiblemente, ra-
zones: optimistas para creer que los fagus, en general, son insensibles a los
antibiéticos que hemos manejado.

Con todo, una observacién minuciosa de los mismos pone en evidencia
que hay un fagus, el estafilo, que pierde sensiblemente una gran parte
de su actividad. : )

Durante nuestras experiencias procuramos aclarar el fenémeno anor-
mal de este fagus, ya que todos los restantes (excepto el salmonela en
alguna rara ocasién) se han comportado de una manera ciertamente re-
gular.

Admitir los resultados descritos sin discusién supone aceptar que los
fagus salmonela, coli y Eberth son totalmente insensibles a los antibiéticos,
mientras que el estafilococo seria parcialmente atacado por éstos.

19
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Con esta preocupacién, hemos buscado informaciones bibliograficas, y
en un trabajo de Wahl y Blum Emerique vemos una posibilidad de. expli-
carnos el resultado que obtenemos con nuestros fagus estafilo.
~ Estos autores demuestran que la oxidacién destruye fuertemente la
cantidad de fagus presentes en un medio liquido. Como consecuencia de
sus investigaciones aconsejon guardar los lisados en tubos estrechos, muy
llenos y cerrados a la ldmpara, o bien afadirles una cierta' cantidad de
hidrosulfito sédico para situar el potencial de 6xido-reduccién por debaio .
de —300 m. V. Han utilizado dnicamente un fagus Shigella.

Esta observacién, en principio, aclararia los hechos que motivan nues-
tras dudas, ya que el control de la actividad de los fagus en comparacién
a la que presentan estos mismos sometidos a los antibidticos, se ha reali-
zado siempre a partir de filtrados que guardamos habitualmente en inyec-
tables de 2 c c. cerrados, naturalmente, a lo llama. Por tanto, las
condiciones de ambos factores no son las mismas.

Efectivamente, unas experiencias dedicadas o comprobar este fené-
meno, han sido concluyentes.

Se han utilizado el fagus estafilo, que claramente se inactiva, y el =al-
monella, que también en alguna ocasién ha mostrado cierta irregularidad.

Tubos conteniendo los fagus puros, >]un'ro con otros ‘a los que se les
afade antibiético, son colocados a la estufa y valarados periédicamente.
Los tubos son de 10 mm. de didmetro, y el volumen total, 10 c. c.

Por el cuadro adjunto puede verse el resultado obtenido:

CUADRO 24

Diluciones

Dias
Contenido tubos contacto 10~ 10—* 10—* 10—* 10—° 10—°* 10— 10—
F. estafilo inicial ... ... L L L L L L L L
F. salmonela inicial .... L L L L L L L L
F estafilo 4 aureomic.] 5 L L L L L L C C
F. estafilo ... ... ... ...\ L L L L L L C C
F. salmonela -4 penic. | 5 ’
F. salmonela... ... ... ...} L L L L L L L C
F. estafilo -+ aureom.] 10 L L L L C ¢ ¢ C
F. estafilo ... ... ... ...\ L L L L C C C C
F. -salmonela + penic. 10 L L L L L L L C
F. salmonela ... ... ... L L L L L L L C
L = lisis. C = cultivo.

a0
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- Es evidente que con esta prueba queda demostrado que la pérdida-de
potencia del fagus estafilo no es'causada precisamente por el antibiético,
ya que el tubo sin él se comporta igual. El fagus salmonela no ha sufrido
modificaciones importantes.

En consecuencia, no es aventurado admitir que tampoco el fagus esta-
filo sufre trastornos apreciables en su convivencia con el antibiético.

La experiencia descrita en el cuadro anterior no ha sido Unica. Reali-
zada con los antibiéticos a nuestra disposicién nos ha proporcionado re-
sultados muy parecidos.

Ahora bien, icon esta prueba podemos darnos por completamente
satisfechos sobre la influencia de los factores de éxido-reduccién?

Es posible que el hecho sea absolutamente cierto, pero no cabe la
menor duda que no todos los fagus presentan la misma sensibilidad a las
perturbaciones de la oxidacién. El resto de los fagus que hemos manejado
no han mostrado sefiales evidentes de pérdida de actividad, con todo y
estar sometidos a idénticas condiciones que el fagus estafilo, motivo de esta
disgresién. _

Es obvio recordar que existen muchas variedades de fagus con carac-
teristicas diferentes, especialmente en cuanto a su sensibilidad frente o
los factores adversos de orden fisico o quimico. '

Se deduce de todo esto que nuestras experiencias, para tener un valor
definitivo, debieran realizarse con un nimero mayor de razas o especies
de fagus, para cerciorarse de si los resultados obtenidos por nosotros son
pura casualidad inherente a las cepas que poseemos o bien es justo gene-
ralizarlos a todos o la gran mayoria de fagus hasta hoy conocidos.

Otro aspecto del problema que nos importa aclarar es el relaciorado
con las posibles modificaciones que hayan podido sufrir los fagus que han
vivido méds de un mes en contacto con los antibidticos.

Desde el primer momento de anotar los resultados que obteniamos, nos
asalté la idea de que acaso la lisis, que aparentemente parece normal, no
lo era en realidad.

Para convencernos hemos obtenido filtrados de una manera sistema-
tica de todos los fagus que han actuado en presencia de antibidticos.y que
han estado en su contacto prolongado, y se han sometido a diversos estu-
dios de especificidad, virulencia y gama de su accién sobre las cepas mi-

. crobianas de que dispone nuestro archivo.
En estas investigaciones suplementarias nos hemos podido convencer
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scbradamente que no han perdido ninguna de sus cualidades primitivas.

Es mds, concretamente con el fagus Eberth hemos observado que su
gama de actividad se ha extendido sobre cepas que anteriorment: se
habian mostrado fagus-resistente.

No hemos insistido en este camino porque ya nos parecia suficiente
para la demostracion de nuestra tesis de trabajo. Con todo es una cuestion
planteada por algin investigador (Nicolle-Faguet), que desde el purnto
de vista de la biologia de los fagus y de su utilizacién terapéutica encie-
rra un interés no desdefiable. Esta posible potencializacién podria tener
una indudable importancia teérico-préctica.

ANALISIS CRITICO

Para nosotros, ateniéndonos a los resultados obtenidos, los antibiéticos
ro ejercen la menor influencia perturbadora scbre la vida y actividades
posteriores de -los fagus. Es decir, les respetan integramente.

Mas no estamos del todo satisfechos. Quisiéramos ver confirmados
integramente nuestros resultados para tener la absoluta seguridad de que
pisamos terreno firme.

Y la poca bibliografia que conocemos no coinccide del todo con los
resultados que hemos visto.

Asi, Jones, de una manera un poco ambigua, dice en su trabajo: «La
estreptomicina parece inactivar las células microbianas, por cuyo motivo
parece que el fagus puede ser inhibido por llegar o ser absorbido sobre
células inactivas, o ser inactivado por productos de lisis de las célulos,
multiplicdndose las particulas residuales en proporcién al efecto producido
por la estreptomicina.»

Esta opinién estd fundamentada por experiencias que no son exacta-
.men’re' las nuestras. ‘ '

Este investigador mezcla antibidtico, fagus y gérmenes y los guarda en
lo estufa durante una noche y luego valora la cantidad de fagus en con-
diciones de lisis que queda en el liquido centrifugado.

En primer término creemos necesario advertir que Jones hizo sus in-
vestigaciones en 1945, y nosotros hemos realizado las nuestras, con estrep-
tomicina, en 1951. Sospechamos que la técnica de obtencién de la estrep-
tomicina en este lapso de tiempo ha mejorado considerablemente y, por
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:

tanto, no es aventurado suponer que hoy disponemos de un antibidtico
mds puro, desprovisto de posibles substancias que pudieran atacar al
fagus. El caso de las penicilinas es aleccionador.

Pero supongamos que este razonamiento esté desprovisto de base. El
hecho de poner juntos los tres elementos en juego supone que la estrep-
tomicina puede haber matado a gran ndmero de gérmenes, en cuyo caso
los fagus pueden ser adsorbidos por cadéveres microbianos y, fijos en él,
faltar en el liquido por razones que no pueden achacarse directamente al
antibidtico. La fijacién de los fagus por gérmenes muertos estd demostrada
por varios investigadores. '

Por ofra parte, esta sospecha se hace més evidente si analizamos log
resultados del autor. Cuando la dosis de estrepto es grande, apenas recu-
pera fagus, mientras que cuando es pequefia, obtiene al dia siguiente el
86 por 100.

A mayor nimero de cadéveres, mayor pérdida.

Edlmger y Faguet, trabajando con cloromicetina y fagus estafilo, obt'e-
ner’ resultados que nosotros hemos reproducndo y que sé ajustan exac-
tomente.

Hacemos nuestra la primera parte de sus conclusiones, que dicen asi:
«Las observaciones al microbiofotémetro y las titulaciones del fagus en cul-
tivos de estafilococos, a los cuales se agrega distintas dosis de cloromice-
tina, antes o después de la introduccién del fagus de Twort, muestran que
la intervencién del fagus al ‘comienzo de lo lisis, detiene a ésta; las dosis
débiles y medianas de cloromicetina permiten la lisis, sin son introducidas du-
rante la lisis, mientras que una fuerte dosis puede detener la lisis bacte-
riana.

Hasta aqui nada tenemos que objetar. Pero a continuacién dicen: «Sin
poseer una accién anti-fagus directa, sobre un lisado fégico, la cloromice-
tina disminuye siempre el titulo fégico de un cultivo bacteriano infectado
con fagus. Se emite la hipétesis de una accién del antibiético contra el
fagus en multiplicacién, sobre o dentro de la célula bacteriana». Y en el
texto de su comunicacién explanan su opinién de que la cloromicetina
actta sobre el fagus ya libre de la célula microbiana.

En el texto son mds categéricos, y en ‘las conclusiones ya distinguen y
condicionan. De todas formas admiten que la cloromicetina puede dafiar
directamente al fagus. :

En esta apreciaciéon no podemos seguir a los autores que-comentamos.
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Nuestras experiencias son claramente demostrativas de la inocuidad “de
los antibidticos en su contacto directo.

Estas son las discrepancias que conocemos de los resultados obtenidos
por nosotros. N .

Desde luego no son absolutamente antitéticas. Mds bien son matices
que se derivan de los distintos métodos seguidos en el trabajo experimen-
tal, y que posteriores investigaciones acaso pongan de acuerdo.

Y ya que estamos en plan de discusién, no podemos rehuir el deseo de
formular nuestro criterio en un aspecto casi docirinal de la pretendida in-
terferencia de los antibiéticos en el fendmeno de la lisis bacteriofdgica.

Todos los investigadores que han experimentado en este campo coin-
ciden en admitir que las grandes dosis de antibiéticos interfieren la iisis.

También parece cierto que la presencia anterior del antibiético, ac-
tuando sobre los gérmenes, disminuye considerablemente las posibilidades
de lisis. Nuestros ensayos en este sentido, que no insertamos por su escasa
criginalidad, nos llevan también a parecidas conclusiones.

Ahora bien, este fenémeno ha sido interpretado por algunos aufores
de una manera que se nos antoja excesivamente heterodoxa, aplicado o
lo que ocurre con las sulfamidas.

Pero antes hagamos una sintesis del fendémeno. Si ponemos en contac-
to un antibiético o un bacteriostdtico (sulfamidas) con gérmenes y su fagus
especifico vemos que, segin los tiempos y dosis de esta mezcla, las cosas
transcurren de diversas maneras:

a) Si el antibidtico o la sulfamida actban antes sobre el germen, la
lisis es interferida.

b) Si el antibiético o la sulfamida actban al mismo tiempo que el
fagus, pero en dosis discreta, la lisis es solamente retardada.

c) Si el antibiético o la sulfamida actéan al mismo tiempo, pero en
dosis grande, la lisis se interfiere.

d) Si el antibidtico o la sulfamida actbéan cuando la lisis comenzo,
ésta sigue su curso normal.

Con estos hechos, pensamos que no es aventurado suponer que lo que
ocurre es lo siguiente:

El fagus, para realizar su funcién lisica, requiere unos gérmenes sanos,
con su metabolismo sin alteracién importante. Cuando los antibiéticos o
los bacteriostéticos han conseguido su caracteristica-actividad (més o me-
rios hipotética), es decir, que han modificado el metabolismo microbiano, .
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el fagus actla con retraso o deja totalmente de funcionar en razén dirscta
del trastorno sufrido por los gérmenes. v

Por tanto el fagus, ente vivo, requiere, para ejercitar su parasmsmo
unos gérmenes normales. De otra forma queda prisionero de unos hués-
pedes enfermos que no supo identificar o rehuye toda actividad.

Si la realidad es tal como nosotros la imaginamos, a base de los datos
que hoy conocemos, hemos de convenir que la accién nefasta de los
antibiéticos y bacteriostdticos sobre los fagus no es directa, sino indirecta,
alterando a los microbios alimento de ellos. Nuestras investigaciones pre-
tenden ser, por otra parte, una prueba demostrativa de esta interpretacion.

Pero hay més, Wahl, Nitti y Faguet, por una parte, y Faguet y Nicoile,
por ofra, han observado que gérmenes tocados por la sulfamida y por la
penicilina, y en consecuencia inaptos para ser presa de los fagu;, se hacen
sensibles a la accién lisica de éstos, tratdndoles con para-amino-benzoico
o con penicinilasa, es decir, con substancias que restablecen el metabo-
lismo normal de los microbios al neutralizar los efectos conseguidos con la
sulfamida y la penicilina.

Todo esto, a nuestro entender, es claro y explicable, y por ello nos
sorprende la declaracién de los tres primeros investigadores al afirmar:
«Nuestros resultados parecen mds favorables a una diastasa de reproduc-
cién autocatalitica que a la hipétesis de un pardsito del microbio».

«Por lo mismo estaria de acuerdo con la concepcién de Wollmann
(autolisis heredo-contagiosa), segun la cual el fagus actuaria a manera
de gene, reproduciéndose en funcién de la divisién celular».

Después de tantos afios de discusiones sobre la realidad del fagus, y
ahora que el microscopio electrénico parecia haber acabado las disputas
dando la razén a D’Hérelle, surge esta nueva duda.

Para nosotros, el fenémeno es dificil de atribuirlo a la actividad del
gene, porque seria preciso admitir que este teérico elemento del cromo-
soma se puede obtener aislado, cosa que sospechamos Todovuo no se ha
logrado.

Ademds, creemos que la interpretacion ‘que hemos esquematizado es
"més logica y concuerda completamente con los hechos y con las demos—
traciones infinitas que poseemos sobre la .vida del fagus.

Sin asustarnos de las ideas revolucionarias, estimamos mds acertado
acogernos a los criterios racionales y légicos, cuando merced a ellos nos
es doble dar explicacién convincente a los fenémenos que tenemos que
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irterpretar, dispuestos, naturalmente, a admitir una posible rectificacién,
siempre que nuevos hechos nos demuestren con claridad el error de
nuestro criterio actual. -

CONCLUSIONES

—A base de los elementos de nuestras investigaciones, y a juzgar
por los resultados obtenidos, los antibiéticos no ejercen accién directa sobre
los fagus que permita suponer que sus actividades han sufrido trastornos
oparentes.

ll—Los antibiéticos modifican el desarrollo de los fagus, cuando han
tenido tiempo de actuar sobre los gérmenes sensibles, modificando su me-
tabolisme.

Il.—Esta modificacién se refiere solamente en la interferencia que
- ejercen al inhibir la reproduccién microbiana y consecuentemente la re-
produccién del fagus.

IV.—Sin tener pruebas abundantes y claramente demostrativas, cos-
pechamos que, en determinadas circunstancias, los antibidticos pueden
potencializar la accién de los fagus.
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LANDBOUWPROEFSTATION EN BODEMKUNDIG INSTITUUT. GRONINGEN:
.MICROBIOLOGIE AFDELING

PLANTAS, MICROBIOS Y MATERIA ORGANICA
I. LA RIZOSFERA

por
F. C. Gerretsen.

El conocimiento de las relaciones més intimas entre plantas y micro-
bios y de sus mutuas influencias, es indispensable para comprender la
asimilacién de los diferentes nutrientes del suelo por las plantas.

Es un hecho real que en este intimo contacto juega un papel muy im-
portante la materia orgdnica, ya sea excretada por las plantas o por los
microbios; también nosotros podemos influir en la situacién afiadiendo
materia orgdnica al suelo.

Lo interaccién de plantas y microbios tiene lugar primeramente en las
inmediaciones de la raiz, en la llamada rizosfera.

En lo literaturo de los Oltimos diez a veinte afios (Katznelson c. s.
1948) se encuentra un gran némero de investigaciones sobre la rizosfera,
habiéndose probado que tienen lugar en dicha zona importantes proce-
sos que influyen de algin modo sobre la vida de la planta.

Muy relacionado con este asunto estd el problema del antago-
nismo, la influencia perjudicial que pueden ejercer entre si diferentes
microbios del suelo, bacterias, hongos y actinomicetos, y cuya aplicacién
practica se ha traducido en una lucha muy eficaz contra diferentes en-
fermedades de las plantas que se originan en el suelo. En bastantes casos
ha sido posible reducir el dafio causado por ciertos pardsitos de las
plentas y, o veces, hasta anularlo practicamente, por el simple procedi-
miento de aplicar estiércol o abonos verdes, lo que provoca el crecimiento
de microorganismos antagonistas del hongo parésito. Este asunto serd
pbiefo de una préxima publicacién, '
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Nos ocuparemos primeramente de la rizosfera. La rizosfera abar-
ca una estrecha zona alrededor de la raiz, influyendo de tal modo sobre
le microflora, que el nimero total de microorganismos aumenta extraordi-
nariamente, al mismo tiempo que, en general, se produce un cambio en
los diversos grupos que. originalmente se encontraban en el suelo.

En la literatura reciente existe la tendencia a establecer una distincion
entre la rizosfera propiamente dicha y la parte externa de la raiz con
sus particulas adherentes, a la que se Hlama rizoplano (Clark 1949);
esto parece légico, porque precisamente alrededor de la raiz la actividad
de las bacterias es de 10 a 100 veces mayor que la de las que se en-
cuentran en el suelo mds alejodo. Starkey, en América, fué el primero
que hizo investigaciones extensas sobre el nimero de los diversos micro-
bios de la rizosfera, habiendo contribuido grandemente sus trabajos a
nuestro actual conocimiento sobre la materia. Este investigador Starkey
(1938) y Linford (1942) han publicado una serie de fotografias excelentes
de colonias de bacterias en el rizoplano de diferentes plantas.
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Fig. 1.

La influencia que ejerce la rizosfera sobre los microorganismos estd
muy relacionada con la especie de la planta de que se trata; el ndmero
de microorganismos en la rizosfera de las raices de la Brassica
rapa se encontré que era mucho mayor que en el caso de la patata.

Parece que existe un maximo en el periodo de crecimiento éptimo de
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los' plantas, y las plantas bienales ejercen una influencia més pronunciada
sobre la microflora que las plantas anuales.

La causa del estimulo de crecimiento de los microorganismos es la
excrecién de substancias orgdnicas y la segregacién de las células de la
caperuza y pelos radiculares. ,

A lo largo del camino recorrido por las raices en el suelo se encuentran
los residuos crgdnicos de la.vida de la planta. La excrecién de glucosa
por la raices del maiz ha sido observada por Mazé ya en el aio 1911,
y desde entonces muy diversos compuestos se han descubierto en andlogas
condiciones. Virtanen (1939) encontré asparragina y betalanina en la
excrecion radicular de las plantas leguminosas y observé  que cuande las
plantas leguminosas crecfan junto con las no leguminosas, parte del nitré-
geno quitado por las arterias nodulares o radiculares era excretado por
las leguminosas y utilizado por las no leguminosas. El mismo Virtanen-nota
que dos plantas de guisantes son capaces de alimentar o una de avena.

En relacién con la siembra mezclada de hierbas y trébol en los prados,
este problema es muy interesante, pues hay que preguntarse si las plantas
no leguminosas se aprovecharén de la presencia de las leguminosas.

' Gran ndmero de autores en diferentes paises han intentado  repetir
los experimentos de Virtanen, pero pocos han obtenido los mismos resul-
tados. T

Especialmente Wilson (1940), de la Estacién Experimental de Wiscon-
sin, ha investigado el problema intensamente. No obtuvo aumente de
peso de las no leguminosas en presencia de las leguminosas. Como Vir:
tanen es un investigador solvente, de reputacién mundial, decidié Wilson
ir a Helsinki, en. Finlandia, y repetir las experiencias bajo la supervisién
directa de Virtanen. /

Esta vez el resultado fué positivo. y Wilson se llevé semilla y arena de
Finlandia a América para repetir de nuevo los experimentos. El resultado
fué negativo. La Unica diferencia residia en el clima, especialments en
las horas de intensa luz solar, las que eran més frecuentes en Madison que
en Helsinki. '

Finalmente, Wilson pudo probar que la excrecién de substancias nitro-
genadas por las leguminosas dependia grandemente de la sintesis de
carbohidratos por la planta. Cuando la planta contiene abundantes car-
bohidratos, todo el nitrégeno fijado por los nédulos radiculares se trans-
forma en proteina. Cuando existe escasez de carbohidratos se presenta
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un sobrante de nitrégeno, siendo excretado por las raices, y la luz solar,
escasa en Helsinki y abundante, en cambio, en Madison, puede ser la
causa principal de la discrepancia de los resultados. Wilson logré repro-
ducir los experimentos de Virtanen cultivando las plantas en la sombra,
reduciendo por este medio la asimilacién de anhidrido carbénico.

 El estudio de la excrecién de compuestos. orgdnicos por las raices
sélo es posible en la realidad cuando las plantas se mantienen estériles.
‘Ademds, no es posible afirmar la existencia de algin efecto de los micro-
organismos de la rizosfera sobre la planta, a menos que puedan com-
pararse los resultados obtenidos en un suelo normal infectado con los del
suelo estéril.

Muy pocos investigadores han intentado hacer esto, lo que es lamen-
table, porque es el Unico camino para obtener resultados vélidos. El
autor (1935) ha desarrollado un método que no es muy dificil de aplicar
y que explico a continuacién:

Fig. 2.

La arena del cultivo tiene una capa superior de arena blanca de cuarzo,
cuyos granos estdn cubiertos individualmente con una delgada capa de
parafina, lo que rompe el contacto capilar con la arena himeda inferior,
impidiendo que ascienda la humedad (fig. 2).
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La arena parafinada se prepara por el método siguiente: a un kilo-
gramo de arena de cuarzo blanco se afiade 100 c. c. de una solucién de
1 por 100 de parafina. Es posible esterilizar esta arena parafinado; cuan-
do los granos se adhieren un poco, se los puede desligar con una capa de
serrin de corcho, la que se mezcla con una pequefia cantidad de plata
precipitada y de cobre precipitado. Estos metales, o causa de su octi-
vidad, llamada oligodindmica, impiden el desarrollo de las bacterias y
de los hongos o través de estas capas protectoras (fig. 3).

Por ofro lado, a causa de la estructura granular de este material, la
planta crece muy bien a través de él. Para comprimir el material se cubre
con un poco de grava. El riego de los cultivos estériles se hace por medio
de un dispositivo automdtico, que reduce la infeccién a un minimo.

Se compone de un tubo de vidrio, lleno con arena hasta su mitad, y
la otra mitad, con agua y aire.

A causa del contacto capilar entre la arena de la maceta y la del tubo,
el agua del tubo pasa a la maceta, reemplazando el agua empleadd para
la planta.

Como el espacio con aire sobre el nivel del agua estd cerrado, se
produce un pequefio vacio y pasa agua del depésito superior, rellenande
la parte inferior del tubo. '

La gran ventajo de este método reside en la facilidad para conservar
la esterilidad del cultivo, asegurando igualmente la constancia del con-
tenido de agua de la arena, aunque sea durante algunos meses.

Los resultados de algunos experimentos que el autor hizo con ayuda
de estos cultivos estériles muestran el efecto de los microorganismos de la
rizosfera sobre la disponibilidad para las plantas de los fosfatos insolubles.
(Gerretsen 1948). Se conoce muy poco acerca del modo cémo son absor-
bidos por la planta los fosfatos, dificilmente solubles.

Se supone que el agente principal es el CO, excretado por las raices;
por otro lado, suponen algunos autores que las raices excretan dcidos
orgdnicos.

Para comprobar cudl es la influencia de las bacterias y de los hongos
de la rizosfera sobre la asimilacién de fosfatos hice una serie de experien-
cias, en las que las plantas crecieron en condiciones estériles, con diversos
compuestos inorgdnicos como fuente de fésforo y una serie andloga con
medio infectado, ya fuera con 1 por 100 de suelo de huerta o con cultivos
de bacterios. Las plantas fueron avena, mostaza y girasol. El modo de
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disponer la experiencia es el que puede verse en las fotografias (figu-
ras 4, 5y 6).

Es evidente que las plantas de las macetas infectadas crecieron mucho
mejor que las de las estériles.

Que el efecto sobre los fosfatos de Argelia es mucho menos importante
que sobre los fasfotos de calcio ya era de esperar pensando en la natu-
raleza de estos fosfatos.

No sélo la avena, sino también la mostaza y el girasol aumentaron su
peso en las macetas infectadas, aumentando el peso seco en 108 y 122
por 100, mientras la cantidad de fésforo absorbida por la planta en
exceso, respecto a las condiciones estériles, subié a 94 y 82 por 100.

Estos resultados indican que los microorganismos son capaces de poner
a dispdsicién de las plantas los fosfatos que antes no podian aprovechar.

Para demostrar la accién solubilizante de los microorganismos de la
rizosfera se hizo el experimento siguiente: una placa de vidrio oval estéril
se cubrié con. una capa de agar al 2 por 100, en la cual se precipitd
fosfato de cal. Estas placas se acomodaron junias en recipientes cilindricos
de cultivo de tres litros de capacidad. Los recipientes se llenaron con arena
de cuarzo estéril mezclada con nutrientes, fueron sembrados con semillas
estériles y cubiertos con arena parafinada y serrin de corcho, como en
fa forma que antes describi (fig. 7).

Las plantas elegidas fueron Avena y Brassica rapa. Después
de seis semanas las placas estaban cubiertas con una capa de raices y
se podia ver que, por debajo de muchas raices, se habian formado unas
zonas claras de solubilizacién, pequefias, pero bien distintas. Estas expe-
riencias se hicieron en la primavera, cuando la temperatura es mds bien
fria en Holanda. Cuando hice estas experiencias en el verano, casi todos
los fosfatos en los cultivos infectados fueron disueltos, mientras que en los
estériles permanecieron precipitados y blancos (fig. 8). _

De estos experimentos puede deducirse que los microorganismos de
la rizosfera pueden desempefiar un importante papel en la tarea de poner
a disposicién de las plantas los fosfatos dificilmente solubles. Sin embargo,
las cosas no son siempre tan sencillas como hasta aqui.

En nuestros cultivos y en las placas de agar se puede observar algunas
veces que los fosfatos se precipitan a causa de que algunas bacterias ela-
boran productos alcalinos, amoniaco de las proteinas o de los amino- ‘
dcidos.
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Mas complicada es la disponibilidad del hierro; en una de nuestras
series con mostaza (Sinapis alba) que habian recibido fosfato tri-
-cdlcico, fosfato dicdlcico, harina de huesos, etc., se produjo una clorosis
importante en la maceta con fosfato dicdlcico, que fué infectada. Las plan-
‘tas quedaron pequefias, mientras que las cultivadas en las macetas estériles
se desarrollaron mejor y sin clorosis.

La adicién de citrato férrico mejoré la situacién, aunque al final de
Ja experiencia la cosecha de la maceta con fosfato dicdlcico e infectada
fué 65 por 100 menor que lo de la maceta estéril, mientras que habia
‘tomado el 61 por 100 menos de fosfato.

En ofro experimento se dieron cantidades crecientes, pero bajas de
hierro y de fosfato tricélcico. En esta experiencia se observé que en las
-macetas infectadas, que tenian poco hierro, las plantas eran menores
que en las macetas estériles, pero que en las macetas que fenfan bastaate
hierro las plantas infectadas eran mayores. )

Es posible que estas notables diferencias estén relacionadas con el
-equilibrio hierro-fosfatos en los cultivos en arena.

En las macetas infectadas el fosfato es disuelto por los microorganisinos
-de la rizosfera.

Cuando sélo existen pequefias cantidades de hierro en presencia, la
mayor parte del mismo se precipita en la rizosfera en forma de fosfato
férrico insoluble, que es una pobre fuente de hierro para la planta. En
-el cultivo estéril, con la misma cantidad de hierro no hay solubilizaciéon
microbiolégica del fosfato y, por consiguiente, no hay precipitacién de
hierro en la rizosfera.

Cuando afiadimos més hierro a los cultivos que contienen un com-
puesto de fésforo dificilmente soluble, la situacién se invierte. El hierro
se combina con los pocos iones de fosfato formando fosfato férrico muy
insoluble, y en los cultivos estériles las plantas padecen deficiencia de
fosfato.

En el campo puede suceder lo mismo que aqui hemos mencionado,
cuando el hierro y el fosfato se combinan bajo la influencia de la activi-
dad microbiana. Esto sucede cuando un suelo que contiene materia orgd-
nica descomponible, se inunda durante el invierno o la primavera.

Los éxidos de hierro son reducidos y, finalmente, el hierro se solu-
biliza en forma de hidrocarbonato ferroso. Este reacciona con los fosfatos
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solubles, formando fosfato ferroso, que todavia es disponible por la
planta.

Cuando el nivel del agua en el suelo desciende, el oxigeno oxida al
fosfato ferroso pasdndolo a férrico, que es mucho menos asimilable por la
planta, observandose que las hierbas y otras plantas padecen deficiencias
de fosfatos.

Hemos visto que en la rizosfera los fosfatos insolubles son solubiliza-
dos por los microorgdnismos. Esto ha ido posible aun empleando cultivos
puros de bacterias para aumentar el peso de la planta en un 30 por 100
en comparacién con las plantas estériles.

Podemos pensar si seria ventajoso inocular las plantas en el campo
cuando se emplean como fertilizantes fosfatos dificilmente solubles.

En la literatura se encuentra repetidamente la cita de que la inocu-
lacién de’las plantas no leguminosas con bacterias y especialmente con
Azotobacter, produce un aumento en la cosecha (Allison 1,
1947). Sin embargo, opinamos que las bacterias y los mohos que producen
onhidrido carbénico o dcidos orgdnicos a partir del material excretado
por las raices de las plantas estdn presentes en tal cantidad en todos los
suelos cultivados que no seria préctico su inoculacién.

Una excepcién a esta regla podria ser la de los suelos todavia no
cultivados, que tienen una microflora primitiva. En estos casos los fosfatos
dificilmente solubles son menos asimilables por la planta y puede ser acon-
sejoble estimular la vida bactericna ofiadiendo estiércol u otro material
orgdnico al suelo. ,

En la literatura se lee repetidamente que la inoculacién de las plantas
no leguminosas produce un aumento en las cosechps. iEs este fenémeno
posible?

Ya en 1895 el investigador alemdn Caron obtuvo un aumento en la
cosecha de diferentes plantas no leguminosas inoculdndolas con bacte-
rias del suelo. Hasta 1934 Caron perseverd en la opinién que de esta
manera era posible aumentar la cosecha. Aunque Gerlach y Vogel (1902)
obtuvieron con mostaza un aumento del 42 por 100 inaculdndolos con
Azotobacter, los resultados negativos con otras plantas les obli-
garon a concluir que la inoculacién con Azotobacter no resuliaba
nunca influencia favorable sobre el crecimiento de las plantas. En la
literatura de los Oltimos decenios se encuentran algunos ofros investiga-
dores que han obtenido resultados positivos y otros que no lo han logra-
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do (Allison, 1947). Especialmente en Rusia se han apreciado aumentos
censiderables en la cosecha a consecuencia de la inoculaciéon con Azo -
tobacter; por ejemplo, del 24 por 100 para el tabaco, mostaza y
maiz (Sheloumova, 1929-1941), del 37 por 100 para la cebada, del 10-
82 por 100 para remolacha azucarera, patatas y maiz.

Demidenco (Allison I, 1947) obtuvo con remolacha azucarera un 43 por
100 de mayor cosecha y 130 por 100 més nitrégeno en las raices por
inoculacion con Azotobacter. )

También en la India, Karunakor y Rajogopolon (1936) obtuvieron nota-
bles resultados inoculando el sorgo con Azotobacter. Sumergieron
la semilla durante una hora con una suspensién de Azotobacter y
lograron un aumento en la cosecha, de semilla, de 28 al 34 por 100, y en
lo paja del 36 al 74 por 100.

Experimentos de campo repetidos cinco veces dieron aumentos del
22,7 por 100 en la cosecha y del 10,6 por 100 en la paja. Las experien-
cias se hicieron con mucho cuidado y los resultados se calcularon esta-
disticamente.

En América, Greavers y Jones (1942) observaron que en el invernadero,
el suelo que habia sido almacenado y conservado himedo durante dieci-
rueve afios, habia fijado cada afio de 30 a 42 kilogramos de nitrégeno
por hectdrea.

También en Holanda, Maschaupt ha hecho experiencias muy exoctas
con lisimetros, llegando a la conclusién de que en el campo deben fijarse
hasta 60 kilogramos de nitrégeno cada afio.

Cuando calculamos cudnta materia orgénica necesita el Azoto-
bacter para fijor tales cantidades de nitrégeno, llegamos a las siguien-
tes cifras: por cada gramo de materia hidrocarbonada se fijan cerca de
diez miligramos de nitrégeno. Asi, para 30 a 40 kilogramos de nitrégeno
se necesitardn cie 3.000 a 4.200 kilogramos de carbohidratos. La cantidad
total de raices producidas por diferentes cultivos en una estacién llega a
un méximo de 2.000 kilos calculados en materia seca.

No debe esperarse que todo este material sea atacado exclusivamen-
ie por el Azotobacter. Por el contrario, otros numerosos microbios
del suelo le atacardn, y no puede esperanse que de este modo el Azo -
tobacter file mas de unos pocos kilogramos de nitrégeno por hecta-
rea cada afo.

Lo mismo es verdad para la rizosfera cuando suponemos que el 10
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por 100 de la raiz es excretada como materia orgdnica que puede ser
usada por el Azotobacter; por consiguiente, en la rizosfera no
pueden fijorse mds que pocos kilogramos de nitrégeno del aire.

Por esto nos parece que las fantasticas cantidades de nitrégeno de-
30 o 60 kilos por hectdrea en un afio son absolutamente imposibles.
Allison (c. s. 1947, 11}, en América, ha repetido las experiencias de los
rusos con seis cultivos diferentes sobre dos suelos distintos. No encontré
resultados positivo, y concluyd que sus experimentos se oponen fuertemen-
te a las teorias de los investigadores rusos, que el Azotobacter. vi-
viendo en la rizosfera de las plantas, fija cantidades considerables de
nitrégeno, que son utilizados para estas plantas.

Esto hubiera relegado todo el problema, pero, al principio de este
afio, un investigador alemdn, Bukastch (1952), atacé el problema desde
ofro punto de vista.

En primer lugar pudo probar que en la rizosfera de diferentes plantas.
cultivadas en el suelo el Azotobacter se halla en mayor nimero
que en el suelo circundante. En segundo lugar encontré que estas estirpes
de Azotobacter se hallan muy adaptadas a la planta huésped.
Esto significa que las secreciones radiculares estimulan el crecimiento de:
diferentes estirpes de Azotobacter en la rizosfera. Hemos repetido
estas investigaciones en nuestro laboratorio y hemos hallado un nimero de
diferentes estirpes de Azotobacter. Bukatsch dice que, por ejem-
plo, el Azotobacter aislado del trébol fija cuatro veces tanto nitré-
geno en diez dias como un Azotobacter aislado de las raices de
girasol.

El investigador -de Pakistdn, Hussain Aleem, trabajando "en nuestro:
laboratorio obtuvo las cantidades siguientes de nitrégeno fijado por dis-
tintas estirpes de Azotobacter, aislado de las raices de diferentes.
plantas.
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Mg. N fijade en ocho dias
por gramo de glucosa en
cultivo liquido aireado.

Crigen de la estirpe de
Azotobacter.

Trébol encarnado 14,0
Beta vulgaris : 5,6
Zea mais | 33,2
» > 11,4
» » 32,5
Helianto | 18,0
>l 26,9
Trigo 8,4

Las estirpes aisladas de la rizosfera de estas plantas no sélo se distin-
guen por su capacidades diferentes de fijor nitrégeno, sino también por
sus caracteristicas morfolégicas y_fisiolégicos.

Un tercer punto, el cual fué investigado por Bukatsch, se refiere a la
cuestion de si existen también ofros factores que estimulen el cultivo de
las plantas cuando son inoculadas con Azotobacter.

La investigadora rusa Srta. Isacova, quien originalmente fué partida-
ria de la teoria de la fijacién de nitrégeno, ha cambiado también y cree
que el efecto favorable de la inoculacién con "‘Azotobacter era
causado por substancias promotoras del crecimiento, las cuales serian
sintetizadas por el Azotobacter. Bukatsch mostré que filtrados de
cultivos de Azotobacter, libres de bacterias, retardaban el creci-
miento de las raices del maiz, guisantes y centeno y que los mismos, en una
dilucién de 1/500, aumentaban la inhibicién del 20 al 30 por 100 del
normal. Por otro lado, el crecimiento de coleoptilos de centeno fué aumen-
tado en un 100 por 100. Esta accién es andloga completamente a aquella
de la bien conocida hormona del crecimiento écido indol acético.

Ofra obseryacién muy interesante fué que cuando la semilla de gui-
sante fué empapada con una suspensién de Azotobacter aislado
de guisante, el rendimiento de los guisantes se incrementé en un 26 por
100, conteniendo ademds 32 por 100 mds nitrégeno, mientras cuando se
empled un cultivo de Azotobacter aislado del maiz, el incremento
fué sélo del 21 por 100.

Parece que la cuestion es mds complicada que como nosotros pensd-
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bamos habia de ser. Uno tiene la impresion de que el método empleado
por la investigadora rusa, empapando las semillas en suspensiones de
Azotobacter o usando cultivos de Azotobacter para inocu-
lacién, tiene algunos aspectos desconocidos, los cuales deben ser inves-
tigados.

Sin embargo, el hecho de que este método haya dado resultados
solamente en Rusia e India, con una agricultura muy extensa y un empleo
muy limitado de fertilizantes, le hace a uno sentirse algo escéptico con
respecto. a posibles resultados prdcticos en otros paises con un mayor
nivel técnico de agricultura. . i

Cuando volvemos a la rizosfera vemos que el investigador canadiense
Timonin ha mostrado que en el caso de plantas susceptibles de diferentes
enfermedades propagadas por el suelo, las variedades resistentes tienen
menos microorganismos en su rizosfera que las susceptibles. Asi, en el
.caso del lino susceptible ol Fusarium lini encontré seis veces mds
bacterias én la rizosfera de esta planta que en aquella de la variedad
resistente. En el caso de tabaco encontré dos veces més bacterias.

Ahora surge la cuestién de si esto es debido a alguna substancia
orgdnica excretada por las raices o por alguna otra causa. '

Timonin (1940) pudo mostrar que en el caso de las variedades resisten-
tes del lino el medio liquido de cultivo, en el cual esta variedad habia
crecido, contenia una substancia que interferia con el crecimiento del
hongo.

Todavia existe otra posibilidad, la cual podemos mostrar en el caso
de una deficiencia en manganeso (Gerretsen, 1949).

Las plantas deficientes en manganeso tenian cuatro o cinco veces mds
bacterias en sus raices que plantas que tenian suficiente manganeso. En
este caso la cdusa real probé ser la reducida fotosintesis en las plantas
pobres en manganeso, lo cual resultd en una resistencia reducida de las
raices hacia los microorganismos saprofiticos invasores.

Quiero agradecer al Prof. L. Vilas la ayuda prestada en la tfraduciéon
de este trabajo.
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INSTITUTO “JAIME FERRAN”, DE MICROBIOLOGIA

LA NATURALEZA DE LOS SIMBIOTES INTRACELULARES
DE BLATTELLA GERMANICA (*)

por‘ .
Julio Pérez Silva.

Entre las células del cuerpo graso de la mayoria de los insecfos se
encuentran, distribuidos més o menos orcenadamente, otros elementos.
celulares cuyo protoplasma contiene abundantes corpUsculos de variada
morfologia. Estos corpUsculos fueron, en un principio, considerados por
muchos autores como concreciones de uratos y de dcido Urico; relacio-
nando, por este hecho, el cuerpo graso con los tubos de Malpigio, es decir,
ctribuyéndole una funcién excretora.

Fué Blochmann, en 1887, quien, ’rroboidndo con Periplaneta
orientalis, vié en estas células especiales de su cuerpo graso unos.
corpusculos alargados, de extremos redondos, que consideré como bac-
terias, basandose en la morfologia; quiso probarlo por medio del cultivo
en medios artificiales, pero fracasd en su intento.

Este descubrimiento de Blochmann hoce cambiar completamente la
idea que del cuerpo graso se tenia: el cuerpo graso pasa a ser un érgano
o sistema que alberga microorganismos. No obstante, como suele ocurrir
en estos casos, surgen dos corrientes: los clésicos, inertes a todo cambio,
que consideran los corpUsculos todo lo més como mitocondrias, y los mil-
tiples autores, posteriores a Blochmann, que no sélo encuentran bacterias,
sino que, ademds, describen levaduras y rickettsios en determinados in-
sectos. )

Actualmente, la hipétesis de la naturaleza mitocondrial de estos cor-
pUsculos no es admitida, pues existen claras diferencias tintoriales entre
mitocondrias y bacterias.

(*) Trabajo presentado en la sesién celebrada en Madrid por la Sociedad de
Microbiélogos Espafioles el dia 19 de octubre de 1953.
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A medida que se va consolidando la idea de que el cuerpo graso es
un drgano o sistema albergador de simbiotes, va surgiendo, entre otros,
el problema de la naturaleza de éstos.

Son muchos los autores que se han dedicado a la resolucién de este
problema; sin embargo, hasta el presente no hemos encontrado en la
literatura una solucién satisfactoria.

Muchos de. los autores shan creido resolver ‘el problema baséndose
tan sélo en la morfologia que los simbiotes presentan en los micetocitos
(células que contienen los simbiotes). Otros han conseguido cultivar micro-
organismos a partir de los micetomas o del cuerpo graso y luego los han
clasificado.

Nosotros podemos establecer a priori que no es posible resclver cien-
tificamente esta cuestién hasta que no se hayan cultivado los simbiotes
intracelulares en medios artificiales; y adn mds, una vez conseguido el
cultivo, este problema.sigue siendo de dificil solucién, pues en los casos
en que nosotros hemos logrado el cultivo en medios artificiales, hemos
-observado que presenta un extraordinario pleomorfismo, tan acusado a
veces que dificulta en gran manera la clasificacién.

Limitdndonos ahora a los simbiotes de los Blattidos, vamos a exponer
las hipétesis sobre su naturaleza que hemos encontrado en la literatura;
podemos adelantar que, debido a la forma bacilar que estos organismos
prensentan en su habitat notural, han sido considerados como bactsrias
por la mayoria de los autores; sin embargo, como pronto veremos, no
faltan quienes, como lwoff, los consideran como levaduraos.

Ya hemos dicho que Blochmann, aunque no consiguié cultivarlos, los
consideré como bacterias. Compartieron la idea de Blochmann toda una
serie de seguidores suyos que tampoco obtuvieron resultados positivos
en sus experiencias de aislamiento; entre éstos estén Krassiltschik (1889)
y Forbes (1892), quienes también trabajaron con Periplaneta
orientalis.

En 1906, Mercier manifiesta haber cultivado un bacilo esporulado al
que da el nombre de Bacillus cuenoti; sin embargo, en 1914,
Javelly repite las experiencias de Mercier y no obtiene ningln resultado
positivo, a pesar de haber empleado diversos medios de cultivo; por
esto termina su trabajo afirmando que el bacilo cultivado por Mercier no
tiene ninguna relacién con los corpUsculos intracelulares del cuerpo graso
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de la cucaracha, llegando incluso a dudar de la naturaleza microbiana
de estos corpusculos.

Glaser, en 1920, comunica que en sus trabajos de aislamiento de mi-
crobios intracelulares en Parcoblatta virginica y en Peri-
planeta americana ha cultivado un espirilo de cada una de
estas especies. Nueve afios mds tarde, este mismo autor des‘mieme sUS
anteriores resultados; pero ya, antes de que Glaser reconociera su error,
Marshal Hertig, en- 1921, trabajondo con Blattella germdénica,
Blatta orientalis y Periplaneta americana, no pudo
confirmar los resultados de aquél y sacé la conclusién de que los espirilos.
que Glaser habia cultivado no . representaban la forma cultural de los
bacteroides. 9

Curt -Gropengiesser, en 1925, comunica que ha aislado de Peri-
planeta orientalis y de Blatta germdnica una isva-
dura, un bacilo y una Sarcing; a esta Oltima la considera como conta-
minacién, mientras que o los otros dos microorganismos los considerc
como las formas culturales de los bacteroides de los Blattidos que estudié.

"En 1929 aparece un nuevo frabajo dé Glaser en el que dicho autor
comunica haber aislado del cuerpo graso de Periplaneta ame-
ricana tres variedades de un difteroide para el que propone el nombre
de Corynebacterium periplanetae. Este mismo autor, en
1930, publica otro trabajo en el que dice que, trabajando con Blat-
tella germdnica, ha aislado ofro difteroide (C. blatiellae)
que, segin sus descripciones, difiere del C. periplanetae. .

Estos resultados de Glaser han sido comentados en 1946 por Gier,-
quien, repitiendo las técnicas de aquél y modificandolas en el sentido de
obtener una esterilizacién més perfecta y trabajando en condiciones mds.
seguras de asepsia, no logré confirmar sus resultados; antes al contrario,
dice que los difteroides cultivados por Glaser son debidos a contamingcién.

A la vista de esta ligera exposicién de la literatura, nos afirmamos
mds en nuestra idea de la dificultad de clasificacién que presentan fos
simbiotes intracelulares de los Bléattidos; pues, aunque la mayoria de los
autores los consideran como Eubacteriales, basdndose en el estudio de
las diferentes especies de microorganismos que se han aislado, no obstan-
te; Lwoff, fundéndose en las caracteristicas que presentan en su habitat
natural, establece la duda diciendo que morfolégicamente pueden ser
considerados como bacterias, pero que por la manera de reproducirse se
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parecen a las levaduras, aunque no se ha podido observar el nicleo.
Afade que en el caso de que sean bacterias han de estar incluidas en
el género Bacillus, y si son levaduras pertenecen a los Schizo-
saccharomyces, por los tabiques transversales que presentan.

Nosotros, baséndonos en los hechos que a continvacién expondremos,
adoptamos las ideas neopleomorfistas y consideramos a los simbiotes intra-
celulares de los Bléttidos comé un estado intermedio entre levadura vy
bacteria.

Si hacemos una extensién de cuerpo graso de Blattella ger-
mdanica, la tefiimos por el método de Gram (mod. de Hucker), pode-
mos observar al microscopio sus simbiotes intracelulares, los cuales pre-
sentan una morfologia claramente microbiana; se presentan formas aiar-
gadas (de 1 a 2 micras de ancho por 4 a 6 de largo), Gram-positivas,
generalmente un poco curvadas y de extremos redondeados. Se producen,
segln se desprende de nuestras preparaciones (fig. 1), por una especie
de divisién desigual, que més bien parece una gemacién, pues no es raro
encontrar células alargadas como las que acabamos de describir, en cuyo
extremo hay una «célula hija» que es perfectamente esférica.

También en los frotis de cuerpo graso podemos encontrar restos de
micetocitos en los que se puede apreciar el nicleo rodeado por estos
simbiotes. . _

Estos caracteres morfolégicos que acabamos de exponer los presentan
los simbiotes ‘intracelulares de todos los Bléttidos y, segin Koch, los de
un termes australiono, Mastotermes darwiniensis. Este autor,
baséndose en la analogia existente enfre los simbiotes, relaciona filoge-
néticamente los Blattidos con los Isdpteros.

Nosotros, modificando en algunos puntos las técnicas de diseccién y
siembra del Glaser, hemos cultivado los simbiotes intracelulares de Blat-
tella germdanica en el medio de Lédwenstein sin colorante, el cual fué
empleado por Socias (comunicacién personal) en sus estudios de transforma-
cién bacteriana, especialmente para el aislamiento del posible agente
etiolégico del tracoma. (Hemos de decir aqui que este. medio de cultivo
tiene el inconveniente de que se contamina con extraordinaria facilidad;
por tanto, es imprescindible someterlo a un riguroso control y manipularlo
con sumo cuidado.) Este medio de L&wenstein sin colorante es el dnico
.donde hemos conseguido el cultivo, aunque no en todos los casos, pues
ro hemos logrado cultivar los simbiotes de los individuos machos ni tam-
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poco los de las hembras j6venes o adultas no fecundadas. Solamente
hemos obtenido resultados positivos trabajando con hembras fecundadas
y muy préximas a verificar la puesta. Hemos obtenido dos tipos de re-
sultados: '

Si la siembra la hacemos cuando va a comenzar la puesta (la ooteca
comienza a formarse) obtendremos, a las cuarenta y ocho horas de incu-
bacién a 27° C, unas colonias pequefias (0,5 mm. de didmetro) transpa-
rentes, formadas por un microorganismo Gram-positivo, pleomérfico, cuya
forma mds frecuente son unos bacilos largos (1 micra X 8 a 20 micras)
que se pueden presentar aislados o formando cadenas de 3 a 5 elemen-
tos (fig. 2); también existen formas bacilares: cortas, pero fuertemente
curvadas, que se asemejan a una espira de' Vibrion. No faltan en las
extensiones de estas colonias formas mds o menos esféricas.

Si verificamos la siembra cuondo los ovarios contienen huevos com-
pletamente desarrollados, pero sin que se observen indicios de que se
vaya a formar la ooteca, nos aparecen, a las veinticuairo a cuarenia y
ccho horas de incubacién a 27° C, unas colonias de unos 3 mm. de did-
metro, brillantes, de color amarillo, compuestas por un organismo leva-
duriforme con verdadero micelio. Estas formas son fuertemente Gram-
positivas. Crecen bien en agarmalta, dando, a las veinticuatro horas de
incubacién a la temperatura de 27° C, unas colonias blancas, brillantes
y de consistencia viscosa. En frotis de estas colonias podemos observar
un microorganismo Gram-positivo, claramente levaduriforme, que presen-
ta la particularidad (fig. 3) de formar grupos de 3 6 4 células, que se
disponen alrededor de un punto. En este mismo cultivo, a los cinco dias
de incubacién, las células son més alargadas, adoptando la forma que
presentan en el cuerpo graso (compdrense las figuras 1 y 4), doto de
mucha importancia para que podamos relacionar directamente e iden-
tificar el cultivo con los simbiotes y que nos confirma que no se trata de
un organismo contaminante. : .

DISCUSION

Aunque, segin se desprende de nuestras experiencias, no existe dife-
rencia morfolégica entre los simbiotes intracelulares de insectos de dis-
tinto sexo y diferente estado de desarrollo, sin embargo, los simbictes
de Blattella germdénica no son aislables en todos los casos,

5
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sino que hemos de sorprender al insecto en la época propicia para el
aislamiento de sus simbiotes. AlGn en esta época podemos obtener dos
resultados diferentes segin el momento en que hagamos la siembra.

Podemos explicar estos hechos si se admite nuestra hipdtesis de ira-
hajo. Se ha demostrado (Glaser, Gier, Buchner, Mahdihasan, Pieranieni,
Ries, efc.) que los simbiotes intracelulares de los insectos se transmiten
de generacién en generacién, y que el mecanismo de propagacién es la
invasién del huevo cuando este se encuentra en vias de desarrollo. Tam-
bién es un hecho probado (Buchner, Aschner, Ries, etc.) que los simbiotes
son imprescindibles para la nutricién y desarrollo de su huésped. Sin em-
bargo, aquellos no se multiplican libremente, sino que, segin nuestra
opinién, estén estrechamente controlados por el metabolismo del insecto,
esto es, en ciertas épocas la multiplicacién de los simbiotes estd obstacu-
lizada, evitdndose asi una superabundancia de éstos, que redundaria en
perjuicio del huésped (esta inhibicién ocurriria en las hembras no fecun-
dadas y en los machos); pero cuando, en las hembras fecundadas, los
simbiotes han de invadir a cada uno de los huevos, habrd un estimulo
que provocard la multiplicacién de éstos, no sélo en el interior de los
micetocitos, sino "rambién si lo sembramos en medios artificales que, como
el de Ldwenstein sin colorante, sea lo suficientemente complejo.

Creemos que fanfo la «bacteria» como la «levadura» que hemos cis-
lado corresponden a un mismo microorganismo (en los micetocitos se ob-
serva un solo tipo de microbios) que, al ser sembrado en diferentes fases
de su ciclo evolutivo en un medio artificial, se desarrolla en dos direc-
ciones distintas, dando lugar a dos microorganismos que tanto morfolé-
gica como fisiolégicamente son diferentes.

RESUMEN

Los simbiotes intracelulares de los Blattidos han sido considerados por
la mayoria de los autores como Eubacteriales.

Nosotros hemos hecho cultivos de los simbiotes intracelulares de Blat -
tella germdénica 9 y hemos conseguido cultivar un organismo
bacteriforme y otro levaduriforme.

Creemos que estos dos microorganismo, aunque en medios artificia-
les son completamente diferentes, proceden de un solo tipo de simbiote,
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el cual puede, en medios artificiales, evolucionar en dos sentidos: hacia
levadura o hacia bacteria.

Consideremos a los simbiotes intracelulares de Blatella germa-
nica como formas intermedias entre levaduras y bacterias.
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Fig. 1.—Frotis de cuerpo graso de Blattella germanica. n, niicleo de un micetocito;
s, simbiotes.

Fig. 2—Microorganismo pleomérfico aislado del cuerpo graso de B. germanica o
cuando se estd formando lo ooteca.



Fig. 3—Microorganismo levaduriforme aislado de B germanica ) poco antes de
iniciarse la formacién de la ooteca. Cultivo de cuarenta y ocho horas en agar-malta.

Fig. 4—El mismo cultivo de la figura anterior; a los seis dias de incubacion.



INFORMACION

EL VI CONGRESO INTERNACIONAL
DE MICROBIOLOGIA

Treinta y tres afios han transcurrido desde que por primera vez los
Microbidlogos se reunfan en un Congreso Internacional, y esto ocurria en
1930, en Paris. Durante este lapso de tiempo hubo cinco Congresos, y el
VI ha tenido lugar en Roma, en el mes de septiembre de 1953.

Es alentador pensar que en aquel primer Congreso citado, los espa-
‘fioles estuvimos presentes, mas el nimero de trabajos que en él presenta-
mos fué bien escaso. En este Gltimo Congreso de Roma —en cambio— el
nimero de trabajos ha superado a los treinta. Quiere esto decir que Es-
pafia ha estado presente en la actualidad, no tan sélo fisicamente, sino
ademés cientificamente, ya que podemos afiadir que la mayoria de estos
trabajos han sido de la misma categoria que podian ser los de otras na-
ciones alli presentes.

No podemos por menos de felicitarnos, y para que quede una constan-
-cia de estos hechos, aqui presentamos la lista de los trabajos y de los
-autores_que se presentaron en Roma.

BERMUDEZ PAREJA, M.—«OQObtencién y empleo del toxoide diftérico».

BUSTINZA LACHIONDO, F.—«Actividad antimicrobiana de extractos cru-
dos de Lichina pigmaean».

«Actividad antibiética del Penicillium funiculosum

Thomstrain C-20 A.»

CALLAO FABREGAT, V.—«Bacteriologia del enriado del esparto».
COVALEDA ORTEGA, J., y CARTANA, P.—«Estudio biolégico de ciento
veinticinco cepas de My. tuberculosis aisladas de liquido cefa-

lorraquideo- de meningitis tuberculosa». \
-COVALEDA, J., y PUMAROLA, A.—c«Leptospirosis por L. ballum en

los trabajadores de arrozal de la regién de Camarlés (Delta del Ebra)».
«Aglutinacién de Leptospiras (L. pomona’, L. mitis, L.
icterohaemorrhagiae) por los sueros de cerdos sanoss.
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COVALEDA, ], y SOLER DURALL, C.—«Sobre la vitalidad y resistencia
del Toxoplasma gondii».

FOZ, A.—«Accién del calor sobre la funcién anticuerpo de los inmuno-
sueros».

GALLARDO, E.—-«linfas antivariélicas embrionarias».

HIDALGO, L, GARRIDO, J., y REUS, A.—«Aplicacién de la prehidrélisis.
dcida de productos ligno-celulésicos a la obtencién de levaduras ali-
mento». -

GONZALEZ VAZQUEZ, C.—«Estudio de los bacilos que resultan del ciclo-
vital moho-bacteria y levadura-bacteria». '

IZQUIERDO TAMAYO, A., y GONZALEZ, F.—«Microbiologia de la fermen-
tacién de tabacos espafioles».

JORDAN DE URRIES, M.—-«Efecto de las condiciones del medio ambiente en
las reacciones de las Yariedades diferenciales de P. rubigo-vera
tritici, inoculadas con algunos aislamientos de las razas de esta
roya mads frecuente en Espafia».

MINGUEZ PEREIRO, M.—<«Contribucién al estudio de la flora dermatsfi-
tica de Galicia (Espafia). Estudio micoldgico de ‘las cepas aisladas».

MORENO LOPEZ, M.—«El género Bordetella».

PEREZ SILVA, J.—«Cultivo «in vitro» de simbiotes intracelulares de in-
sectos».

PIQUERAS, V.—«Efecto bactericida de la radiofrecuencia en la leche de
vacar. )

PUMAROLA, A.—«Gérmenes del grupo Salmonella en los ganglios
mesentéricos de cerdos aparentemente sanos».

RAMIREZ GOMEZ, C.—«Introduccién de una modificacién al método de
Wickerham para la determinacién del poder fermentativo de la rafi-
nosa por las levaduras».

«Dos nuevas especies de levaduras aisladas de distintos sustratos.

Saccharomyces sociasi nov, sp.».
SOCIAS AMOROS; A.—«Ciclo vital moho-bacteria (Bacillus)» (I).
«Ciclo vital moho-bacteria» (lll).
SOCIAS, A., y GONZALEZ; C.—«Ciclo vital levadura-bacteria».
«Ciclo vital moho-bacteria» (lll).
VALLS CONFORTO, A.—«Un bacilo productor de antibiéticos».
«Factores fisicos en floculacién de anatoxinas».
«Un medio de cultivo para bacilos de la leche».
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VALLS CONFORTO, A.—«Dispositivo para conservacién y envio de cultivos».
«Tincién de é4cido resistentes en productos patoldgicos».
«Fenémenos de fase con antisépticos».

———— «Un germen fermentador de lo goma de algarrobas.

XANDRI TAGUENA, J. M2, e HIDALGO, L.~—«Aportacién al estudio de la

fermentacién citrica por Aspergillus niger».

El Congreso de Roma empezé el 6 de septiembre y durd, como acon-
tece generalmente en estos casos, toda una semana, semana que fué ver-
daderamente infensa en cuanto a reuniones, relaciones, visitas, efc., pro=
pias de un Congreso.

La representacién espafola, presidida por el Dr. Ruiz Falcs, que de
hecho ha sido el maestro de casi todos los microbislogos espafioles actua-
les, tuvo un papel bien destacado en aquel medio ambiente.

No siempre es posible en-estas reuniones —y mds en los tiempos actua-
les— el poder asistir fodos los que desearan y que tienen trabajos que
presentar de verdadero interés, pero los espafoles que en este Congreso
estuvieron presentes no fueron ni mucho menos escasos. Asf pues, alli hi-
cieron acto de presencia el Dr. BermiUdez Pareja, de la Escuela de Sani-
dad Nacional de Madrid; Prof. Bustinza, de Fisiologia Vegetal de la Uni-
versidad de Madrid; el Prof. Covaleda, de Higiene y Sanidad de la Uni-
versidad de Barcelona; el Dr. Foz, del Hospital Municipal de Infecciosos de
Barcelona; el Prof. Ovejero, de Microbiologia Veterinaria de Leédn; el
Dr. Martinez Piqueras, de la Facultad de Farmacia de Madrid; el Prof. So-
cias, de Bacteriologia de la Universidad de Madrid; el Dr. Valls Conforto,
del Laboratorio Municipal de Barcelona; el Prof. Vilas, de Microbiologia,
de la Universidad de Madrid; el R. P. Puiggros, de la Seccién de Fermen-
taciones del Instituto «Jaime Ferran» de Microbiologia de Barcelona; el
Prof. Zapatero, de Higiene y Sanidad, de la Universidad de Vallado-
lid, etc.

Entre los trabajos que se presentaron los habia procedentes, ademds,
de Sevilla, Santiago de Compostela, etc.

Merece ser destacada en este Congreso la excelente organizaciéon que
hubo en el transcurso de la semana cientifica. Las reuniones tuvieron lugar
en la Ciudad Universitaria de Roma, excelente marco que, dentro de su
sobriedad, estd de acuerdo con aquella elegancia y modo de ser tan
propio de los edificios que representan, podemos decir que como en nin-
gUn lugar, todas las épocas de la civilizacién en la Ciudad Eterna. Ciydad
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Universitaria moderna, pero que no desdice nada en su medio ambiente.
Da la coincidencia a la vez de que, aunque no dentro del recinto pero
sélo atravesando una calle, se encuentra también el «lstituto Superiore
di Sanita» de Romg, el cual fué igualmente sede de las reuniones del Con-
greso, especialmente para los symposiums que tuvieron lugar.

Un grupo de congresistas espafioles durante la excursién a Tivoli.

No podemos por menos que referirnos a este. Instituto modelo, que —-sin
exageraciones— es uno de los mejores del mundo, por la extensién de
materias que abarca y la profundidad de trabajos que alli se realizan;
es conocido mundialmente y después de este Congreso va a serlo aun
mds, y mds meritoriamente, ya que es digno de todo elogio su organiza-
cién, la competencia de su personal, y de admirar la potencialidad eco-
némica que a través de todas sus secciones y servicios, como un firme
sustratum, se nota continuamente.

Al frente de este Institucién hay un hombre excepcional como genio
organizador y Director, que es el Profesor Domenico Marotta. En el mismo,
como Jefe de Seccién de Bacteriologia, estd el Profesor Giusepe Penso,
que es un buen amigo de Espafia, y al que recordamos de las varias
visitas que ha realizado o nuestra Patria y de las conferencias que ha
dado en esta Sociedad de Microbidlogos.
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La Presidencia del Comité organizador, a cargo del Profesor Puntoni,
que rige la Cdatedra de Higiene de la Universidad de Roma y que fiene
una larga y gloriosa historia de investigador en el terreno de la Micro-
kiologia, fué un acierto. '

Aparte de las figuras obligadas en todo Congreso de Microbiologia
(nos referimos o les Premios Nébel, Fleming y Waksman), de las persona-
lidades destacadas en el mundo cientifico de las materias correspondientes
a este Congreso, asistieron, tal vez en mayor ndmero que en ningin otro;
lo que se explica, pues no en vano el Congreso se realizaba en la Roma

terna.

En él, los espafioles saludamos como conocidos por relaciones anterio-
res, al Prof. Hauduroy, de Laussane; Prof. de Barbieri, de Milano; Profesor
Ciferri, de Pavia; Prof. Ramén, de Paris; Christion Sten, de Copenhague;
Prof. Olimpio Da Fonseca, del Brasil, etc.

La apertura oficial del Congreso tuvo lugar en el Aula magna de la
Universidad de Roma, con asistencia de las personalidades més destacadas
de la politica y las ciencias de nuestra nacién hermana.

Merece destacarse igualmente (dentro del cimulo de exquisitas aten-
ciones con que en todo momento fuimos tratados los congresistas, lo que
fué, sin duda, la nota gentil relevante del Congreso), la recepcién que fuvo
lugar en el Campidoglio, donde, después de admirar el Museo que encisrra
aquel recinto prefiado de tradiciones tan nuestras, como latinos que somos,
fuimos luego obsequiados por el Municipio de la ciudad romana.

En el banquete oficial nos reunimos la mayoria de Congresistas para
cerrar con broche de oro las relaciones iniciadas durante la semana, y
que constituyen unoc de los motivos més importantes de todo Congreso, ha-
ciendo 'votos de sincera hermandad cientifica para el futuro, en bien de
la humanidad.

Por Gltimo, no podemos cerrar esta breve nota sobre el VI Congreso
Internacional de Microbiologia sin recordar la emobionc_da visita que hici-
mos casi todos los asistentes a Castelgandolfo, a rendir pleitesia y homanaje
a Su Santidad el Papa, quien nos dirigié una emocionada plética en
oquel medio ambiente romano y en aquellos palacios llenos de Historia,
donde su figura venerada destacaba y realzaba con esa su vigorosa
personalidad, mezcla de sabio y de santo, que deja en todos cuantos le
visitan el grato aroma del verdadero amor paternal.



ACTAS DE LA SOCIEDAD

MADRID
Acta de la sesién celebrada el dia 25 de mayo de 1953.

Bajo la presidencia de don Antonio Ruiz Falcd se abre la sesién a
las 20,10 horas en el aula del edificio central del Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas, Serrario, 117. '

Se aprueba el acta de la sesién anterior. Don Carlos Ramirez da
cuenta de un trabajo hecho en colaboracién con don Jacques Boidin,
titulado «Nuevas especies de levaduras aisladas de liquidos curtientes».

A continuacién, don Gregorio Fraile lee una comunicacién propia:
«Algunas consideraciones sobre nédulo-bacterias».

Y no habiendo més asuntos que tratar se levanta la sesién a las
20,50 horas.

Acta de la sesién celebrada el dia 19 de octubre de 1953.

Bajo la presidencia de don Antonio Ruiz Falcé y actuando como Se-
cretario don Lorenzo Vilas, se abre.la sesién a las veinte horas en el aula
del edificio central del Consejo Superior de Investigacicnes Cientificas,
Serrano, 117. ‘

Se aprueba el acta de la sesion anterior. El sefior Presidente expone
la aportacién espafiola al Congreso Internacional de Microbiologia cele-
btado en Roma el pasado mes. A continuacién lee una carta del Profesor
Hauduroy, en la que se propone la organizacién provisional de una Agru-
pacion de las Sociedades Microbiolégicas europeas, acordéndose aceptar
dicha propuesta en principio y elevar este acuerdo al Consejo Superior
de Investigaciones Cientificas para obtener la autorizacién correspondien-
te, antes de comunicar la aceptacién al Profesor Hauduroy.

El sefior Rubio expone su trabajo «Nuevo método de extraccion y ais-
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lamiento de las inclusiones cristalinas producidas por el virus «Mosaico del
tabaco». El sefior Pérez Silva da cuenta de otro acerca de «La naturaleza
de los simbiotes intracelulares de Blatella germanica».

El sefior Ramirez lee fres trabajos: «Raza de Torulopsis holmii,
productora de dcido lactico», de los sefiores Socias y Ramirez; «Una nueva
especie de Endomycopsis: E. balearica, aislada de taninos
de encina», de los sefiores Socias, Ramirez y Genestar, y «Una nueva es-
pecie de Debarymoyces: El D. toletanus», de los sefiores.
Socias, Ramirez y Peléez.

Por Gltimo, el sefior Moreno, en nombre propio y en el del sefior Paz,
presenta un «Primer caso de tfos convulsiva A. parapertusis,
bacteriolégicamente comprobado en Espafia».

Y no habiendo mds asuntos que tratar se levanta la sesién a las
21,10 horas.



BIBLIOGRAFIA

INDICE DE ARTICULOS DE REVISTAS

Bajo este epigrafe se efectia la publicacion sistemdtica, por ordem
cronolégico, de los titulos de los trabajos que han aparecido en los 0lti-
mos afios en las principales revistas microbiolégicas. En este nimero se
f_ecogen los titulos correspondientes al tomo 59 (1950) de «Journal of
Bacteriology» (Biblioteca del Instituto de Edaofologia y Fisiologia Vege-
tal.—I. E.). '

Mediante convenio con el Servicio de Microfilm del Consejo Superior
de Investigaciones Cientificas, Microbiologia Espafola puede facilitar a.
los suscriptores reproducciones de los articulos que deseen, para lo cual
bastard escribir a la Redaccién de la Revista, Serrano; 113 6 152, Madrid,
precisando el nomero, en negrita, que encabeza el articulo cuya copia
se solicita.

Los precios y condiciones se detallan al final de esta Seccién.
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Fotocopias en microfilm.

Microfilm negativo: cada fotograma (24 X 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 pese-
tas en negativo y 10 pestas en positivo.

A portir de 1.000 fotogramas, precios especiales por convenir.

Opciones que se presentan: en negativo o en positivo; en rollo con-
tinuo. o en fil.mofichas; con carpeta «Filmoteca» o filmofichas sueltas; me-
tiendo en cada fotograma dos péginas o sélo una.

Salvo aviso en contrario se servirdn los encargos en microfilm negati-
vo, en filmofichas y en carpetas, y el meter una o dos pdginas por foto-
grama se supondrd se deja al discernimiento del Servicio, segin sea el
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La modalidad «filmoficha», por la gran facilidad de ordenacién, loca-
lizacién répida 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 ofros sistemas seis), en que caben diez pdginas
de libro ordinario (libro abierto, o sea dos pdginas cada foto). El medio
fotograma que se afiade (uno entero en otros sistemas) se destina a «refe-
rencia», es decir, autor, tftulo y signatura en‘la filmoteca y-en el centrg
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Fotocopias en papel.
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