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FACULTAD DE VETERINARIA DE LEON
CATEDRA DE MICROBIOLOGIA

CONTRIBUCION AL ESTUDIO DE LAS PROPIEDADES
BIOQUIMICAS Y SENSIBILIDAD A LOS ANTIBIOTICOS
DEL «DIPLO-ESTREPTOCOCCUS SUIS» (¥)

por

Santos Ovejero, Miguel Diez y R. Pascual.

MORFOLOGIA

La presentacién mds frecuente de este germen, tanto en frotis de érga-
nos como en los medios de cultivo, es en forma de cocos ligeramente
alargados y agrupados en cadenas cortas, censtituidas por parejas de
cocos (diplo-estreptococos).

En los medios de cultivo se modifica esta morfologia tipica, especial-
mente en los medios sélidos, observandose con frecuenccia parejos de
cocos sueltos o agrupaciones de estos diplococos en cadenas de cuatro a
seis elementos.
~ No poseen cépsulas ni in vivo ni in vitro.

COLORACION
Toma bien los colores de anilina usados en Bacteriologia y queda colo-
reado por el método de Gram (positivo).
CULTIVO

1) Medios comunes.—Es aerobio y anaerobio facultativo. A 37° C.
crece en los medios corrientes. de laboratorio.

(*) Trabajo presentado al VI Congreso Internacional de Microbiologia. Roma,
septiembre de 1953.
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En caldo comin, y en caldo con peptona Martin, crece en veinticuatro
horas, produciendo un enturbiamiento uniforme. A las cuarenta y ocho-
setenta y dos horas se produce un pequeiio sedimento, que se separa por
agitacion del tubo, no apareciendo los fléculos tipicos de los demés estrep-
tococos, en los que la aglomeracién del cultivo en el fondo del tubo per-
mite, y es generalmente un cardcter tipicc el aclaramiento del medio.

En caldo suero el crecimiento es més abundante, y el aclaramiento del
medio no se observa més que después de vdrios dias de estufa, y nunca
totalmente. '

En agua de peptona (en nuestros ensayos hemos utilizado Peptona
Difco, de «Difco Laboratories», Michigan, U. S. A.) crece con faciiidad,
logréndose en veinticuatro horas a 37° C un enturbamiento andloge, y o
veces superior al obtenido en medios de enriquecimiento. Este cardcter
no ha sido observado por algunos auteres, que han logrado en este medio
crecimientos deficientes, posiblemente por la calidad de las peptonas uti-
lizadas en la preparacién del medio.

En agar comln crece pobremente, formando colonias muy pequeiias
y grises sobre la superficie del agar. ‘

En agar-suero, a las veinticuatro-cuarenta Yy ocho horas de estufa a
37° C., aparecen pequefias colonios ligeramente elevadas, lisas v de
bordes regulares. ’

En gelatina, por picadura, produce un crecimiento débil, con colo-
nias blanquecinas.

2) Medios especiales.—Por cultivo en medio Kovacs (agar al 3 %,
80 c. c.; sangre de carnero desfibrinada, 20 c. c. y glucosa, 2 gramos), el
Streptococcus suis presenta estria blanca grisdcea, cambiando el
color del medio en marrén café con leche.

El medio de Belensky-Popowa (agar al 3 %, 100 c. c.; sangre de
conejo desfibrinada, 10 c. c.; bilis de buey, 10 c. ¢.), presenta estria de
color marrén caracteristica.

En medio Harrison-Van der Leck (peptona, 20 grs.; esculina, 0’5 grs.;
citrato de hierro, 0’5 grs.; agar, 30 grs.; agua destilada, 1.000 cc.) el
germen por desdoblamiento de la esculina cambia el color del medio en
tono negruzco.. ’

En caldo bilis de buey al 20 %, y en agar bilis de buey al 10 %, crace
normalmente.
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Se desarrolla con normalidad en agar con pH 9’6, y en agar con un
6’5 de cloruro de sodio.

PROPIEDADES DE SU METABOLISMO

1) Actividades reductoras.—En leche tornasolada, acidifica a as
veinticuatro horas, coagula a las cuarenta y ocho-setenta y dos horas, y
reduce a las veinticuatro-cuarenta y ocho horas.

En leche azul de metileno, reduce completa o incompletamente el azul
de metileno de las veinticuatro a las noventa y seis horas.

El caldo con rojo neutro, reduce el medio.

El agar-suero con telurito potdsico al 1:100 crece con formacion de
pequefias colonias de color negro brillante.

2) Actividades profeoliticas.—En cgua de ‘peptona no se produce
indol. ‘

En suero coagulado crece sin provocar la licuacién del medio.

Después de tres dias a temperatura eugenésica, no se observa licuo-
cién de la gelatina. =+

Sobre la leche no ejerce accién proteolitica.

3) Accién sobre carbohidratos y polialcoholes.—Fermenta con pro-
duccién de dcido, pero no de gas, la glucosa, levulosa, galactosa, malto-
sa, lactosa, salicina, sacarosa y esculina. No se produce dcido con la
dulcita, dexirina y xilosa. Tienen accién variable sobre la manita, arabi-
nosa, rafinosa e inulina.

Hidroliza ligeramente el hipurato sédico.

4)  Actividades enzimdticas—A las veinticuatro horas de cultivo a
379 C. el Streptococcus suis produce catalasa.”

La produccién de coagulasa y fibrinolisina es negativa.

5) Actividades hemoliticas.—Efectuadas siembras en agar-sangre {de
conejo) al 5:100, se observa la aparicién de una zona de hemolisis alfa
a las veinticuatro-cuarenta y ocho horas, mostrdndose este cardcter con
bastante regularidad, a pesdr de que en alguna cepa de las estudiadas
por nosotros se presenta en forma atipica el halo verdoso. '

6) Produccién de SH,—E| germen produce en su metabolismo hidrd--
geno sulfurado claramente demostrable. )
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7) Reduccién de nitratos—El Streptococcus suis reduce los

nitratos a nitritos. .
8) Redccién de Voges-Proskaver.—La reaccién es negativa.

VITALIDAD Y RESISTENCIA

En medios liquidos aerobios y a la temperatura de laboratorio perma-
nece vivo de tres a cuatro meses, segin hemos podido comprobar al prac-
ticar las resiembras. En medios con carbohidratos, en los que se produ-
cen dcidos por la desintegracién de estos compuestos, la vitalidad se
compromete y gran ndmero de gérmenes pierden su propiedad de repro-
duccién, alterandose en su morfologia y coloracién, en cultives de uno a
dos meses. ,

Resiste a 60° C. de veinticinco-treinta y cinco minutos.

pH final en caldo glucosado al 1 9o, 3'94-4’4.

TOXINAS. ACCION PATOGENA

Los filtrados de cultivos de cuatro a seis dias no son téxicos para los
animales de experimentacién (ratén, cobaya, conejo).

En general, el Streptococcus suis es poco patégeno para los
animales de laboratorio. Cultivos en caldo o agua de peptona, de veinti-
cuatro a cuarenta y ocho horas, han sido inoculados al ratén con los re-
sultados siguientes: .

a) No es patdégeno por las vias hipodérmica o intraperitoneal.

b) Provoca una septicemia mortal por via intravenosa, aunque por
resiembras en-medios de cultivo parece perder el poder infectante.

LUGAR DEL STREPTOCOCCUS SUIS EN LA SISTEMATICA
BACTERIANA
Willems (Bélgica), después de realizar un estudio de este agente infec-
cioso, conclufa que era una especie no bien definida (1933). Este criterio

sobre el agente infeccioso que nos ocupa ha sido el predominante y, sin’

4
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-duda, dicha posicién ha sido y es justificada por el escaso nimero de cepas
estudiadas, y, también, por haberse ocupado solamente del estudio de
algunos caracteres, insuficientes para conocer este germen, .que, pdra
Ubertini (1931), se aproxima a los Streptococcus saprofitos
de la leche y, para Blanco (1940), puede incluirsele en el complejo grupo
de los enterococos.

Sin que queramos sentar una norma taxondmica inconmovible, siempre
dificil en la Ciencia de las Bacterias, trataremos de revisar cémo se ha
definido hasta el momento actual la especie Streptococcus fae-
calis o Enterococo.

La observacién del cuadro ndmero 1 pone de manifiesto la discrepan-
cia existente entre los autores mds acreditados al definir la’citada especie
bacteriana.

Las diferencios sefialadas por diversos autores en el Strepto-
coccus faecalis, permiten, no obstante, mantener la unidad de
especie establecida sobre un grupo de caracteres comunes que se ofrecen
con regularidad.

La descripcién aceptada por la Sociedad de Bacteridlogos Americanos

~(Bergey, 1948), pos permite comprobar la identidad del Diplo-Strep-
tococcus suis y el Streptococcus faecalis o Ente-
rococo. )‘

Nuestro trabajo experimental, realizado con cepas aisladas de infec-
ciones del cerdo, no se ha limitado a la comprobacién .de los caracteres
descritos en el Manual de Clasificacién de Bergey, sino que, segin se
comprueba en el cuadro 3-4, hemos estudiado cuidadosamente diversos
caracteres del metabolismo bacteriano de estos gérmenes, llegando a esta-
blecer su identidad sobre una amplia base experimental. '

En la actualidad, nos encontramos en la preparacién de los elemen-
tos necesarios para realizar el estudio antigénico de nuestras cepos de
Streptococcus Suis.

SENSIBILIDAD DEL STREPTOCOCCUS SUIS A LOS

ANTIBIOTICOS

Realizamos los ensayos frente a diversos antibiéticos, utilizando la
prueba de discos con diferentes concentraciones, preparados por «Difco



CUADRO 1

DEFINICION DE ALGUNOS DE LOS CARACTERES DEL Streptococcus faecalis, sEcON ToPLEY Y BERGEY.

Hidrélisis del hipurato sé-
dico.

Crecimiento en agar.

pH 96

Crecimiento en agar con

6,5 CINa

Crecimiento en el agar te-
lurito potdsico al 1/15.000

Segiin Topley ... Generalmente es negativo.

Falta. en la mayoria de
razas.

Falta en la mayoria de
razas.

Negativo.

Segin Bergey ... ... ... Puede ser positivo.

Hay crecimiento.

Hay crecimiento.

Hay crecimiento.

Segin nuestros estudios Hidrélisis ligera.

Hay crecimiento.

Hay crecimiento.

Hay crecimiento.




CUADRO 2

IDENTIDAD DE CARACTERES MORFOLOGICOS, COLORACION, CULTIVO, RESISTENCIA Y PODER PATGGENO ENTRE EL Streptococcus Suis Y EL Strep.

tococcus faecalis.

Caracteres

* Streptococcus Suis

Streptococcus faecalis
Morfologia ... Diplo-estreptococo ... ... ... ... ... .. oo «ee woo . Diplo-estreptococo.
Coloracién ... ... ... ... .o o Gram positive ... ... ... . oo e Gram positivo.
Cultivo: ‘
Agar comiln ... ... ... ... ... .. Crecimiento pobre ... ... ... .. e e Crecimiento pobre.

Agar suero ... ... ...
Caldo comiin

Caldo suero ... ... ..

Agua de peptona ...
Medio Kovacs ... ... ... "..

Medio Belensky ... ... ... ... ... ...

Medio Harrson ... ... ... ... ... ...

Caldo bilis buey .. ... ...

Agar bilis buey ... ... ... ... ... ...

Agar pH 96 ...
Agar 6,5 por 100 CINa ... ...

Resistencia ...

Patogenicidad para el ratén

Colonias pequefias, redondas y lisas ... ... ... ... ...

Enturbia con sedimento ...

Crecimiento mds abundante ... e e e

Crece bien ... ... .. oo voi il il e e

Estria blanco-grisicea, cambiando el medio en color
café con leche ... ... .

Estria de color marrén ...
Ennegrece el medio ... ... ... ... ... ..o .

Crece bien e e e e e e
CreCe ... oo oo i et e
Crece ... ... oo oo o .. e e
CIECB .o ver e ver evr e e e eer e e eee e e
A 60 grados C. resiste veinticinco-treinta y cinco

minutos ... ... ..o oeee eer aen el .
Por via intravenosa, recién aislado, mata, y en cul-

tivos pierde poder infectante ... ... ... ... ... ...

Colonias pequefias, redondas y lisas.

Enturbia con sedimento.

Crecimiento’ mis abundante.

Crece bien.

* ’ .’ . .
Estria blanco-grisdcéa, cambiando el medio en color

café eon leche.
Estria color marrén.
Ennegece el medio.

Crece bien.
Crece.
Crece.
Crece.

A 60 grados C. resiste
minutos.
Escasa accién patdégena.

veinticinco-treinta y cinco




CUADRO 3

IDENTIDAD DE CARACTERES METABOLICOS ENTRE EL Streptococcus Suis Y EL Streptococcus faecalis.

Caracteres

Streptococcus suis

Streptococcus faecalis.

Actividades reductoras:

Leche tornasolada ...

Acidifica, coagula, reduce ... ... .

Acidifica, coagula, reduce.

Leche azul de metileno ... ... ... ... ... ... ... ...  Reduce completa o 1ncomp]etamente Reduce.

Rojo neutro ... ... e e e et eie e oo Reduce ... ... .. cee eee ee i vei v Reduce.

Agar telurltompotaswo 1 100 Forma colonias color negro hrﬂlante OO Forma colonias color negro bri-
llante.

Actividades proteoliticas:

Agua de peptona
Suero coagulado .
Gelatina
Leche ... ... ...

Accién sobre carbohidratos y polialcoholes:

Glucosa ... ... ...
“Levulosa :.. ... X

Galactosa ... ... ... oo oo ien e e e e e e

Maltosa ...
Lactosa ...
Salicina
Sacarosa ...
Dulcita ...
" Dextrina ...
Xilosa
Manita

Arabinosa, rafmosa, mulma

Actividades ezimdticas:

Catalasa ...

Coagulasa y fibrinolising ... ... ...
Actividades hemoliticas ... ...

Formacién de hidrégeno sulfurado T
Reaccién de Voges ... ... oo cov ver ver ee veneen e

No forma indol ... ... ... ... ... ... oo o el

No licda ... ... ... ...
No licda ... ... ...

Sin accién proteohtlca VU

Acidifica (pH final 39444)
Acidifica ... ... .

Acidifica ... ...

Acidifica ...

Acidifica ... ...

Acidifica ... ...

Acidifica ...

No acidifica ... ...

No acidifica ... ... ...

No acidifica ... ... ...

Accién variable ... ... ... ... oo e e

Accién variable ...

Positiva
Negativa ...

T1p0 Alfa o Alfa anplca

Positivo ...
Negativo ...

No forma indol.

No licia.

No licda. :
Sin accién proteolitica.

Acidifica (pH final 4-4.4).
Acidifica.
Acidifica.
Acidifica.

Acidifica.

Acidifica.

Acidifica.

Acidifica.

Acidifica.

Acidifica muy rarisima vez.
Acidifica.

Accién variable.

Positiva.

Negativa.
Hemélisis verdosa.
Positivo.

Negativo.




CUADRO ¢4

DIAMETRO EN MM. DE LAS ZONAS DE INHIBICION DEL CRECIMIENTO CON DISCOS DE 6,5 MM./D. PARA EL Streptococcus suis. .

. Cloromicetina Estreptomicina ) ‘ Penicilina _ Polymixina.

Germen 10 meg. 30 meg. 60 meg. meg. 10 meg. 100meg.  0,5U.1 10 U.L 30 U. L 30 meg.
Strep. suis. 16 20 23 — —_ 16 — — ‘ 22 —
Strep. suis. 17,5 22 24 —_ - 20 —_ —_ 23 | —
Strep. suis. 21 27 28 - — 14 —_ —_ 25 —
Strep. suis. 25 | 25 28 — — ‘ 18 — — 23 —
Strep. suis. 19 21 23 —_ — 12 —_ — 21 —
Strep. ‘suis. 17 19 22 — — 12 — — 24 —
Strep. suis. 22 25 27 — - 15 — — 23 o




CUADRO 5

DIAMETRO EN MM. DE LAS ZONAS DE INHIBICION DEL CRECIMIENTO CON DISCOS DE 6,5 MM./D. PARA EL Streptococcus suis.

Germen >:3ﬁ.amaum Terramicina wmowam&um
10 mcg. 30 mcg. 60 mcg. 10 mcg. 30 mcg. 60 mcg. 2U. L 10U. L. 20U. I
Strep. suis. 24 25 .wq 22 wm. 31 18 22 24
Strep. suis. 20 24 25 20 23 24 13 22 26
Strep. suis. 21 27 28 21 25 27 17 26 28
Strep. suis. 27 30 31 21 27 30 12 26 28
Strep. suis. 22 23 27 20 23 26 o e 27
Strep. suis. 20 21 26 21 21 25 20 23 25
Strep. suis. 20 21 26 21 23 29 17 21 22
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Laboratories», Michigan, U. S. A., hemos observado los resultados que se
indican en los cuadros ndmeros 4 y 5.

CONCLUSIONES

1.2 Se estudiqn ampliamente los caracteres de cultivo, el metabolis-
mo y la accién patégena del Diplo-Streptococcus suis.

2.2 Se establece la identidad de esta especie microbiana con el
Streptococcus faecalis o Enterococo.

3.2 Mediante la prueba de los discos, se comprueba la accién inhi-
bitoria de la Aureomicina, Terramicina, Cloromicetina y Bacitracing, sobre
la especie bacteriana patégena para cerdo y designada como Diplo-
streptococcus suis.
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C. 8.1 C.
INSTITUTO DE EDAFOLOGIA Y FISIOLOGIA VEGETAL,
SECCION DE MICROBIOLOGIA, DE MADRID

EXTRACCION Y OBSERVACION AL MICROSCOPIO
ELECTRONICO DE LAS INCLUSIONES INTRACELULARES
CRISTALINAS PRODUCIDAS POR EL VIRUS
«MOSAICO DEL TABACO» (*)

por
Miguel Rubio Huertos.

Una de las principales caracteristicas de muchas enfermedades produ-
cidas por virus, ya se trate de virus animales, virus de insectcs o de los
que atacan o las plantas, es la formacién. de inclusiones tipicas en las
células huéspedes, y se han realizado numerosos estudios sobre su. mor-
fologia, distribucién, etc,. estableciéndose diversas teorias sobre su com-
posicién, cuestién ésta aclarada recientemente gracias o su observacion
directa en el microscopio elecirénico, por medio de diversas técnicas,
segin la naturaleza de tales inclusiones. El tema de este trabaojo es la
descripcién de una nueva técnica para la extraccion intacta de las inclu-
siones cristalinas producidas por el virus «mosaico del tabaco» y su exa-
men al microscopio electrénico.

Las inclusiones intracelulares producidas por diferentes virus de plan-
tas, difieren en su estabilidad, solubilidod en agua y resistencia al ser
manejada con agujas, micromanipuladores, etc.

En 1950, Rubio Huertos extrajo las inclusiones intracelulares formadas
por los virus «anillo negro de la col», «mosaico de la coliflor», «grabado
intenso del tabaco» (Severe etch), «mosaico del Hyoscya-

(*) Trabajo presentado en la sesién célebrad‘a‘ en Madrid, por la Sociedad de
Microbidlogos Espaiioles, el dia 19 de octubre de 1953. -
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mus» y «mosaico aucuba del tomate». Todas estas inclusiones resisten a
las manipulaciones necesarias para su extraccién y son insolubles o ligera-
mente solubles en agua, por lo que fueron extraidas sin previo tratamiento
fijador y pudiercn ser examinadas en el microscopio electrénico (1). Por
otfro lado, las inclusiones cristalinas producidas por el «<mosaico del tabaco»,
en forma de placas exagonales, prismas y agujas, son muy solubles en
agua y, como demostré Sheffiel (3), scn inmediatamente destruidas al ser
tocadas con las agujas de diseccién, que hay que emplecr para efectuar
la extraccién. En 1953, Steere y Williams (4), en los Estados Unidos, idea-
ron un método de desecacién a muy bajas temperaturas —165° C.— y alto
vacio, que hizo posible la extraccién intacta de las células de dichas inclu-
siones cristalinas producidas per el «mosaico del tabaco», pudiendo asi
cbservarlas al microscopio electrénico, viendo que estaban compuestas
completamente por particulas de virus y una substancia voldtil. Este mé-
todo de extraccién es bastante engorroso, por el necesario empleo. de
nitrégeno o isopentano liquidos para conseguir las bajas temperaturas .y
la utilizacién de aparatos especiales de alto vacio, no féciles de encon-
trar en Espaiia, y pensando que el efecto del desecado a bajas tempera-
turas no es, probablemente, otro que el de fijar las nuclecproteinas de
que se componen los cristales, haciéndolas menos sclubles en agua y maés
resistentes @ su manejo, hemos pensado una nueva técnica sencillisima, y
para la cual no hace falta nigin aparate o substancias especiales, y con-
siste en lo siguiente: )

Se arrancan tiras de epidermis de las hojos de tabaco infectadas con-
teniendo las inclusiones cristalinas en sus células (fig. 1) y s¢ sumergen
durante tres-cuatro minutos en el fijador de Carnoy (alcohol absoluto, éter
y dacido acético). Se pasan durante un par de minutes a alcohol de 96° C.
y se colocan en agua destilada. Los cristales intactos entonces pueden ser
facilmente extraidos de las células (fig. 2) por medio de un par de agujas
finas, segin la técnica corriente (Rubio, 1950), tomados con una micropi-
peta y colocados en la rejilla porta del microscopio electrénico para su
examen.

Las tiras de epidermis con las inclusiones, si se deseaq, ‘pueden ser con-
servadas en alcohol de 969, después de su tratamiento con el fijador de
Carnoy, por mds de un afio. ' )

Los resultados pueden verse en las microfotograffas adjuntaos.
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Damos' las gracias al Prof. Dr. E. Van Slogteren, Director del «Instituut
voor Bloembollenonderzoek», de Lisse (Holanda), donde fué llevado a cabo
este frahajo, y al Sr. Bakker, por tomar las fotografias de nuestras prepa-
raciones.
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Figs. 1 y 2—Epidermis de hoja de tabaco infectado con Mosaico de Tabaco, mos-
trando las inclusiones cristalinas (placas y agujas).
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Fig. 5—Cristal extraido de la célula y visto al microscopio elecirénico. Se puede
ver que esté formado por particulas de virus formando capas. Sombreado con
paiadio X 2600¢.



Fig. 6—Cristal muy fino extraido por la célula y empezando a disolverse, en el que se ve que estd formado por particulas de virus.
Sombreado con paladio X 2400¢.
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INSTITUTO “JAIME FERRAN”, DE MICROBIOLOGIA

UNA NUEVA ESPECIE DE «<ENDOMYCOPSIS:
ENDOMYCOPSIS BALEARICA NOV. SP.»
'AISLADA DE CONCENTRADO DE TANINO
DE ENCINA (%)

por
Arnaldo Soc’as Amorés, Carlos Ramirez Gémez

y Rafael Genestar Serra

Este. organismo fué aislado de un concentrado de taninos, extraicdo
de corteza de encina, de la isla de Mallorca. Sus caracteristicas morfo-
légicas permiten incluirle en el género. Endomycopsis Dekker. Estas
son las sigu’entes:

Desarrollo intenso de micelio verdadero con: blastosporas, ademds de
seudomicelio y células de levadura; ascosperas en forma de sombrero.

Pero sus caracteristicas fisiolégicas, distintas de las especies descritas
hasta ahora, nos permite incluir este organismo en una nueva especie,
para la que proponemos el nombre de Endomycopsis balea-
rica.

- ‘Descripcion.

En extracto de malta, a los tres dias a 25° C, las células son redondas
a ovales (3,5-6) . (5-8,5) micras. Sélo se forma depdsito en el fondo del
matroz (fig. T A). . ;

Después de un mes a 172 C, sélo se observa depésito.

En agar-malta, a los tres dias a 25° C, los células son ovales
- (3,5-7) . (6-9) micras, observandose micelio verdadero.

La estria sobre agar-malta, después de un mes a 17° C, es de color
blanco crema, rugosa, ¢on franja de micelio verdadero en los bordes.

(*) Trabajo presentado en la sesién celebrada en Madrid por la Sociedad de
Microbiélogos Espafioles, el dia 19 de octubre de 1953.

N
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Fig. 1—Endomycopsis balearica, nov. sp.

A.—Células de levadura, en malta, a las cuarenta y ocho horas a 25°.
B.—Ascas con ascosporas, en medio de Starkey, a los tres dias.
C y D.—Seudomicelio con ascas. .

Cultivo sobre porta: En agar patata se forma micelio verdadero, rami-
_ficado, con blastosporas, que pueden ser redondas o ovales, agrupsidas
en racimos, obsgrvéndose también ascas, con esporas en forma de som-
brero (fig. 1, Cy D). »
Esporulacién: Las esporas son en forma de sombrero, 1-4 por ascu {fi-

[\
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gura 1, B). Las ascas estdn situadas al final de las hifas o intercalarmente.
En medio de Starkey se producen a los tres dias.
Fermentacién:

‘Glucosa 4+ Maltosa — (a los veintidés dias, débil y lenta fermentacién)
‘Galactosa 4~ Lactosa —

Sacarosa — (a los diez dias empieza a fermentar lenta y débilmente)
Asimilacion de azicares:
Glucosa  + Maltosa -
Galactosa — Lactosa —
Sacarosa 4
Asimilacién de nitrato potdsico: negativa.
* . Asimilacién de alcohol: débilmente positiva.
Hidrélisis de la arbutina: negativa.
Produce abundante éster.

Descripcién latina.

In musto maltato celluloe rotundae aut ovoideae (3,5-6) . (5-8,5)u.
Sedimentum formatur.

In agaro maltato cellulae ovoideae (3,5-7) . (6-9)u.

Cultura in agaro maltato (post unum mensem, 17° C) flavalbida, cris-
pulata, margine piloso.

Mycelium cum blastosporis rotundae aut ovoideae abundat.

Ascosporae in forman petasi; 1-4 in asco.

Fermentatio glucosi, sacchari (lentissima), maltosi (lentissima). In medio
‘minerali cum glucoso, sacharo, maltoso crescit. Nitras kalicus non assimi-

latur. In medio minerali cum alcohole aethylico parum crescit. Arbutinum
‘non finditur. '

CLAVE DE ESPECIES DEL GENERO ENDOMYCOPSIS

Ta  Asimilan el nitrato potdsico ............ E. bispora.
b No asimilan el nitrato potdésico ...... (2)
2a No fermentan los azicares ............ (3)
b Fermentan la glucosa intensamente... E. balearica nov. sp.

¢ Fermentan débilmente la glucosa ...... E.selenospora.



110 A. sociAs, c. RAMIREZ Y R. GENESTAR

d Fermentan débilmente la glucosa, sa-
carcsa y la maltosa ......oeeenil

e) Fermentan débilmente la glucosa y
la mahosa covvevinieiiieeee,
3a  Asimilan sélo la glucosa; esporas en
forma de planeta Saturno ............
b) Asimilan la glucosa y la galactosa; es-
poras reniformes ........ocieieiiin.
¢ Asimilacién de azicares desconocica;
esporas algo alargadas, con grue-
sos puntos en las paredes ..... ...

BIBLIOGRAFIA

E.
E.

fibuliger.
fibuliger var. mo-
nospora.

.capsularis.
. javanensis.

.selenospora.

mali.

J. LODDER y N. J. W. KREGER.—1952. Van Rij; The yeasts. Norrth-

Holland Publishing Company. Amsterdam.

Nota.—Esta levadura figura en la coleccion del Instituto «Jaime Fe-
rrén» de Microbiologia de Madrid, con el nim. 205.



C.S. 1. C.
INSTITUTO “JAIME FERRAN”, DE MICROBIOLOGIA

UNA NUEVA ESPECIE DE «DEBARYOMYCES»:
EL «DEBARYOMYCES TOLETANUS» NOV. SP. (¥

por
Arnaldo Socias Amorés, Carlos Ramirez Gémez
y Fernando Peldez Campomanes.

Este organismo ha sido aislado de una cuba de curtido, conteniendo
liquido curtiente a base de extracto de corteza de encina, en Oceria
(Toledo). Sus caracteres morfoldgicos y fisiolégicos permiten su coluca-
cién en el género Debaryomyces, pero por sus peculiaridades no
puede identificarse con ninguna de las especies descritas hasta ahora,
por lo que creemos justificado hacer de este organismo una nueva es-
pecie, para la que proponemos el nombre de Debaryomyces to-
letanus nov. sp.

La especie mds préxima a ésta es el D. vini; sin embargo, el D.
toletanus tiene las siguientes diferencias: fermenta tardia y débil-
mente la glucosa, no asimila la galactosa, hidroliza la arbuting; el D, vi-
ni no fermenta la glucosa, asimila la galactosa y no hidroliza la arbutina.

Descripcion.

En extracto de malta, a los tres dias, a 25° C, las células son redon-
das a corto ovales, de (3-5,5) . (5-8,5) micras. Sélo forma anillo fino y
-depésito (fig. 1, A).

Al cabo de un mes, a 17° C, se forma depésito y anillo grueso,
caedizo.

En agar malta: A los tres dias a 25° C, las células forman cadanas
ramificadas; son ovales o redondas.

(*) 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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C D

Fig. 1—Debaryomyces toletanus, nov. sp.

A.—Células de levadura en. malta, a las cuarenta y ocho horas a 25°.
B.—Conjugacién de células, antes de formacién de ascas, en agar malta, a los tres:

dias a 25°.
C.—Ascas con ascosporas.
D.—Seudomicelio.

Después de un mes a 17° C, la estria es de color blanco crema, lisar

y brillante, con franja transparente de seudomicelio.
Cultivo sobre porta: El seudomicelio estd muy bien desarrollado. Blas--
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tosporas redondas a ovales. Seudomicelio tipo Mycotorula vy
Mycotoruloides (fig. 1, D).

Esporulacion: Esporula muy bien en malta, previa conjugacion (figu-
ra 1, B) heterogdmica. Una a cuatro esporas por asca. La pared de las
esporas es doble (fig. 1, C).

Fermentacioén: '

Glucosa — (después de diez dias fermenta débilmente).

Asimilacién de azicares:

Glucosa -+ Maltosa -
Galactosa — Lactosa —
Sacarosa -}

Asimilacién de nitrato potdsico: negativa.

Asimilacién de alcohol: positiva con depésito.

Hidrélisis de la arbutina: positiva..

Descripcion latina.

In musto maltato cellulae rotundae aut ovoideae, (3-5,5) . (5-8,5)u.
Sedimentum et anulus subtilis formantur.

In agaro maltato cellulae ovoideae, catenatae, ramosae. Cultura {pest
unym mensem, 17° C) mollis, glabra, albiflava, nitida.

Pseudomycelium cum blastosporis abundat. Blastosporae rotundae aut
ovoideae, verticilatae, typo Mycotorula aut Mycotoruloides.

Ascosporae rotundae aut ovoideae; 1-4 in asco. Copulatio cellularum
inaequarum conformationi asci plerumque proecedit.

Fermentatio glucosi (levissima). In medio minerali cum glucoso, saccha-
ro, maltoso crescit. Nitras kalicus non assimilatur. In medio minerali cum
alcohole aethylico crescit. Arbutinum finditur.

CLAVE DE ESPECIES DEL GENERO DEBARYOMYCES

la Formacién temprana de velo mate, as-
cendente, sobre extracto de malta

y fermentacién débil .................. (2)

D: mrakii.

b Velo y fermentacién intensa ......... Bouthilet.
Sin velo o éste es muy tardic ......... (3)
2a  Asimilan la lactosa ......ooiievieiiinne D. hansenii.
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b No asimilan la lactosa .............. ... D. nicotianae.
30 Asimilan la lactosa ...l D. subglobosus.
b No asimilan la lactosa ............. U : 4

4a Con seudomicelio primitivo o sin él;
1 6 rara vez 2 esporas por asca... D. kloeckeri.
b Seudomicelio bien desarrollado; 1-4
€sporas POor asca .............. SO {9)
5a  Fermentan tardia y débilmente la glu-
cosa, no asimilan la galactosa, hi-
drolizan la arbutina .................. D. toletanus nov. sp.
b No fermentan la glucosa; asimilan la
~ galactosa; no hidrolizan la arbutina D, vini.

BIBLIOGRAFIA
J. LODDR and N. J. W. KREGER-VAN RIJ.—1952. The Yeasts. Noith-
Holland Publishing Company. Amsterdam.

BOUTHILET.—1951. Mycopath. et Mycol. appl. Vol. VI, fasc. 2; p. 81.

Nota.—Esta levadura figura en la colecciéon del Instituto «Jaime Fe-
redn» de Microbiologia, de Madrid, con el nGmero 208.
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. SECCION DE MICROBIOLOGIA, DE MADRID

SOBRE LA H GIENIZACION DE LA LECHE
POR RADIO-FRECUENCIA (¥)

por

Vicente M. Piqueras.

INTRODUCCION

Como consecuencia’ de unos comentarios con el Profesor Docter Vilas
y el Ingeniero Sr. Jiménez, por la entonces reciente aparicién del Decreto
de la Presidencia del Gobierno, de fecha 18 de abril de 1952, sobre
“creacion de Centrales lecheras y en el desec de encontrar nuevos métcdos
de higienizacion de la leche, para suministrarla al publico en las mejores
condiciones sanitarias, nos sugirieron el trabajo que hoy tenemos el henor
de presentar en esta sesién, cuyo primer informe privado fué entregado el
4 de julio de 1952 y cuya parte fundamental se ha dado a conocer en el
VI Congreso Internacional de- Microbiologia celebrade en Roma en sep-
tiembre de 1953.

Mi gratitud a ambos y de modo especial al Profesor Vilas, qus con
tantas consideracicnes me acoge en su Laboratorio del Instituto de Edafo-
logia del C. S. I. C.

Cen la publicacién del Decreto referido, los Ministerios de Goberna- .
cién y de Agricultura dieron el 31 de julio de 1952 una Orden conijunta
conteniendo el reglamento por el que habian de concretarse las condi-
ciones de la leche destinada al abastecimiento poblico y de las centrales
lecheras. Fijando nuestra atencién, de su parte dispositiva, sélo en el
copitulo primero, relativo a leches de consumo inmediato, en el ar-
ticulo 2.2 las clasificaba «a todos los efectos en tres tipos: leche natural,
leche certificada y leche h'gienizada». En lo referente a esta Oltima, nos

(*) Trabain presentado en la sesién celebrada por la Sociedad de Microbidlogos
Espafioles, en Madrid, el dia 21 de diciembre de 1953.
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encontramos que en su articulo 12.°, limitando sus caracteres, dice -asi
«La leche higienizada cumplird, obligatoriamente, con las siguientes con-
diciones referentes a su preparacién y venta:

a) Partir de la leche natural, con las caracteristicas fijadas en el ar-
ticulo 3.2, excepto el tiempo de reducién, que serd de tres horas como
minimo.

b) La limpieza previa de la leche por medio de filtros o centrifuga.

c) El calentamiento uniforme de la leche, bien entre el minimo de
¢2° C. y el maximo de 65° C. durante no menos de treinta minutos, o bien a
los minimos, de 71,5° C. y quince segundos. Estas relacicnes de temperatura
y tiempo no excluyen otras que demuestren ser igualmente eficaces, ast
como tampoco quedan excluides otros procedimien-
tos de higienizacién que se autoricen previamente por los Mi-
nisterios de la Gobernacién y de Agricultura.

d) Después de la higienizacién, la inmediata refrigeracién a menos
de 8° C. seguida de su envasado definitivo en recipientes limpios, esterili-
zados y convenientemente precintados para asegurar la total protfeccién
contra contaminaciones y falsificaciones. - i

e) La conservacién, en todo momento, a temperatura no supericr o
8¢ C. hasta su entrega al consumidor.

f) Que su venta se efectie dentro de las treinta y seis horas siguien-
tes a la higienizacién.

g) La terminante prohibicién de la repasteurizacién de la leche, del
envasado y cerrado manuales, y del embidonado, embotellado y cierre
fuera del Centro higienizador.»

Y en su articulo 11 (alteraremos el orden en honor a su proceso de
produccién) dice asi: «La leche higienizada serd entregada al consumo con
los caracteristicas de composicién sefialadas para la leche natural, y en
lo que se refiere al recuento de bacterias viable en placa, fija como limite
el de 100.000 cclonias por centimetro cibico.»

PARTE TEORICA

Desde €l punto de vista de la accién de ondas luminosas sobre las bac-
terias, son de todos bien conocidos los efectos bactericidas de la luz solar
en el gran campo de la microbiologia patoldgica, efectos tan recogidos des-—
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de los tiempos mds remotos, que es raro el idioma que en su refranero no-
consagre alguna frase que exalte esta cualidad, y que en el rico y bello
refranero espariol se la perpetia cen la clésica frase «Donde entra e! sol
ro entra el médico.» Paralelamente con el conocimiento de las bacterias
como agentes etiolégicos de las enfermedades infecciosas se suceden los.
trabajos en este sentido. Downes y Brull, hacia 1878, mantienen estéril un:
liquido putrescible por su exposicién a la luz del sol; Duclaux (1886 de-
muestra la mayor fragilidad de las formas vegetativas, y Roux observo
poco mds tarde que, no obstante su mayor resistencia, las esporas def
carbunco eran destruidas por los rayos solares en un plazo no mayor de
veinticuatro horas en tubo cerrado conteniendo bastante cantidad de aire.

Se registran numerosos trabajos de experimentacién y se discriminan
qué longitudes de onda del espectro solar poseen mayor efecto bacteri-
cida.

Barr, hacia 1923, demuestra la accién perjudicial de las ondas uitro-
violetas, incluso sobre protozoos y tejidos de animales y plantas.

En la escala de ondas electromagnéticas sabemos, por los frabajos de:
Spencer, Clark, Wirckoff y Rivers y por los de Dubois y Bruynoghe, lo
accién bactericida de los rayos césmicos, rayos gamma y rayos X.

Por otra parte, Liu y colaboradores estudian el efecto bactericida de-
los ondas sénicas y supersénicas, activas no sélo sobre bacterias, sinc *am-
kién sobre algunos bacteriéfagos, como los correspondientes al coli.

También se estudian los efectos de la corriente eléctrica continua sobre-
las bacterias, y las investigaciones de Spacth y las de Apostoli y Laquerriere
concluyen que, su escaso poder bactericida, era atribuible a la descom-
posicién del electrolito que liberaba, segin su composicion, cloro, oxigeno-
u ofros iones nocivos para las bacterias.

Beattie y Levin en el afio 1920 estudian el efecto de las corrientes de
bo,]a frecuencia con potenciales hasta de 4.000 veltios y dos amperios de-
intensidad, logrando un marcado efecto bactericida.

D’Arsoinval en 1893-96 inicia el estudio de la accién de las corrientes
de alta frecuencia sobre las bacterias y a partir del afio 1932-36, en .que
Szymanowki, Fabién y otros vuelven a ocuparse de ellas, no hemes ancon-
trado nuevas observaciones en este sentido.
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PARTE EXPERIMENTAL

En nuestros trabajos, hemes efectuado ensayos encaminados a observar
la accién bactericida de la radio-frecuencia sobre la leche de vacas, con
el fin de comprobar si sus efectos eran aprovechables para la higienizacion
de la misma.

Para ello realizamos ensayos sobre dstintas muestras de leche reco-
gidas de diferentes establos, con contenido bacteriolégico distinto y so-
‘metiéndclas, como se describe a continuacién, a la accién de un equipo de
radiofrecuencia instalado en el Instituto Leonardo Torres Quevedo, del
Consejo Superior de Invest:gaciones Cientificas, por el Ingeniero de Tele-
comunicacién sefior Jiménez, .

- El'equipo en cuestién ha funcionade en una longitud de onda de trsinta
metros (10 megaciclos por segundo) y una potencia de 80 watios.

Al objeto de comprobar las temperaturas alcanzadas por ‘la leche
durante su tratamiento por radio-frecuencia se ha utilizado un par termo-
eléctrico de gran sensibilidad.

Estas experiencias, se han realizado en dos series; la serie M-100, que
se refiere a leches procedentes de establos préximos al Laboratorio, en las
que ha transcurrido poco tiempo entre el crdefio y el momento de scme-
terlas a la accién de radio-frecuencia, y la serie M-200, que pertenecen
a muestras de leche procedentes de establos mdés distantes, con conterido
bacteriolégico mds elevado.

Tratamiento de las leches—De cada una de las muestras ensayadas se
han colocade en tubos de vidrio estériles (15 X 150 mlt.) 15 centimetros
cUbicos de leche, dejando parte de ellos taponados, como testigos, y el
resto se ha sometido a la accién de la radiofrecuencia en tiempos diferentes
y hasta alcanzar temperaturas distintas, segdn se indican en el cuodro
sigu’ente. Para su radiacién se han cclocado los tubos en soportes aislantes
y se han aplicado los polos del oscilador abrazando al tubo por su parte
exterior en los limites superior e inferior de la columna de leche formada,
al mismo tiempo que el par termoeléctrico colocado en el interior del tubo
y en el centro de la columna de liquido .nos ha ido indicando las tempera-
turas alcanzadas y en cuyas maximas consignadas a continuacién sélo han
permanecido durante diez segundos.

Los tiempos empleados en las radiaciones han oscilade entre cuatro y
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catorce minutos, no habiéndose prolongado éstos, ya que la temperctura
de 80° C. sobrepasa el limite fijado por la legislacién y provecaria una
clteracion en las condiciones alimenticias de la leche por su disminucién
en el contenido vitaminico y modificacién de la fraccién proteinica de
la misma.

Todas las muestras, tanto radiadas como no radiadas, han side con-
servadas répidamente en la nevera hasta el momento de la comprobacién
bacteriolégica.

Comprobacién bacteriolégica.—Para apreciar el contenido basterio-
ldgico de cada una de las muestras (radiadas y testiges) se ha utilizado
«La determinacién de los tiempos de reductasa» y «El recuento de bacterias
viables en placa», segln los técnicas dadas en los Métodos Standard para
el examen de productos de lecheria de U. S. A., haciendo estos recuantos
a distintas diluciones y efectuando la lectura de las placas a las cuarenta
y ocho horas de estancia en la estufaa 37° C.

Resultados.—Se recogen en las tablas siguientes las cifros medias de
los resultados obtenidos:

SERIE M-100 TRATAMIENTOS RESULTADOS

, Tiempo | Tempera- | o0 g Cifra media

N.° Caracteres de fura tempo de de colonias
radiacién | mdxima reductasa. al c. c.

100 | no radiadas — — 1h.30° mit | 2.695.0(0 |
150 radiadas 4’ mit. 50° C. 3h.45 » | 720.000 .
160 radiadas 5-1/2 60° C. 5h. 30 » 74.000
165 radiadas 7 » 65° C. 5h. 30" » 87.000
170 radiadas 8-1/2 70° C. 5h. 45 » 77.000
175 radiadas 1 75° C. 5h. 30" » 158.000
180 radiadas 14 80° C. 5h. 45 » 70.007
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SERIIS M-200 TRATAMIENTOS RESULTADOS
Tiempo | Tempera- . Cirra media
N.° i Caracteres dep E tulra Tlt:impo de |- de colonias
radiacion \ méxima reductasa al c. c.
200 no radiadas — - 1 h. 45" mit 4.230.000
250 radiadas 4'mit. { 50° C. 3h.15 > 1.560.000
260 radiadas 5-1/2» \ 60° C. 5h. 45 » 200-..000
265 radiadas 7 - 65°C. 5h. 30" » 320.000
270 radiadas 8-1/2» | 70°C. 5h. 30 » 316.000
275 radiadas 11" » t75° C. 5h. 15 » 400.000
280 radiadas 147 » I80° C. 5h.15 » 635.700
1

Estos valores recogides graficamente nos dan las curvas que se inser-
tan mas adelante.

Discusion.—Teniendo en cuenta las cifras contenidas en los cuadros que
preceden y recordando las condiciones fijadas en el reglamento de 31
de julio de 1952, que para efectuar la higienizacién, exige partir de
leches cuyo tiempo de reductasa no sea inferior a tres horas, observa-
mos que en ambas series, nc obstante utilizar muestras de leches con
tiempo de reductasa muy inferior al admitido, ha sido suficiente un trata-
miento por radio-frecuencia de sélo cuatro minutos, para mejorar con creces
el limite fijado a las leches higienizadas (dos horas) y todo ello sin sobre-
pasar la temperatura de 50° C. Estos tiempos de reductasa se elevan aln
m@s (cinco o mas horas) cuando la accién de radio-frecuencia se sostiene
cinco-seis minutos, sin pasar la temperatura de 60° C.

En lo que se refiere al recuenta de bacterias viables en placa, en la
serie M-100 se observa un descenso répido, consiguiéndose a los cinco-seis
‘minutos cifras inferiores a las 100.000 colonias por c. c. que fija el regla-
mento, y en cuanto a la serie M-200, aunque no ha alcanzado el limite
anterior, por tratarse de muestras de leche extraordinariamente contamina-
das, se logra un descenso en su contenide microbiano superior al 95 por 100.

Por otra parte, y en las dos series, se observa que, una vez llegados
a los 65° C., el poder bactericida de la radio-frecuencia ne aumenta sensi-
blemente, aunque las temperaturas lleguen a los 75° C. v 80° C., dato éste
-que, unido a la ausencia de fenémenos electroliticos, por estar los polos

6
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del oscilador al exterior del tubo de vidrio y sin contacto directo con la
cclumna de leche, nos induce a pensar que el efecto bactericida apreciado
puede ser atribuido en su mayor parte a la vibracién provocada en toda
la masa'de leche por el paso de las radio-ondas, independientemente del
efecto térmico momentdneo ocasionado por la discreta elevacién de la
temperatura.

Con el deseo de comprobar extremos de este trabajo iniciado, no total-
mente aclarados, esperamos la instalacién de un nuevo equipo de radio-
frecuencia de mayor potencia_que nos permita continuar estas investiga-
ciones y lograr, si ello nos es posible, conocer exactamente la accién bac-
tericida de la radio-frecuencia, de modo especial sobre las bacterias de
tipo patégeno, cuyo vehiculo més frecuente sea la leche.

CONCLUSIONES

Como resultado de estos trabajos preliminares y hasta nuevas investi-
gaciones, creemos deducir las siguientes conclusiones:

1.2 Con el tratamiento de la leche por radio-frecuencia, durante cua-
tio minutos, se reduce el contenido bacteriano de la misma en un 75 por 100.

2.2  Esta disminucién llega al méximo de 97 por 100 a los cinco o seis
minutos de radiacién y sélo una elevacién de temperatura de 60-65° C.
durante diez segundos. ‘

3.2 No se consigue mayor efecto bactericida aunque se prolongue el
tiempo de accién de la radio-frecuencia y se alcancen temperaturas de
75-80° C.

4.2 Llos hechos experimentales que se consignan podrian ser apli-
cables a la higienizacién industrial de la leche.

g;



INSTITUTO LLORENTE

LUODIAGNOSTICO POR LA REACCION DE FIJACION
DEL COMPLEMENTO CON SUSPENSION
DE TREPONEMAS DE REITER (¥)

por

F. Moreno de Vega.

Si bien los progresos del suerodiagnéstico de la sifilis han sido muy
«considerables a partir de los trabajos de Wassermann en 1906, culmiran-
-do en las aportaciones de Pangborn con la obtencién del fosfolipide
~.denominado cardiolipin, todo lo conseguido ha estado comprendido dentro
de la investigaciéon de las reaginas; es decir, fuera del mecanismo inmu-
nolégico genuino. No obstante, el intento de lograr pruebas especificas
1o ha sido nunca abandonado, habiéndose trabajado mucho tratando de
descubrir anticuerpos, como los aglutininas, por ejemplo, sin haber ob-
tenido resultados aprovechables. )

Sachs, Klopstock y Weil, en 1927, sostuvieron lo que modernamente
va adquiriendo consistencio: que los treponemas disgregados en el or-
-ganismo del enfermo liberen substancias generadoras de anticuerpos
‘genuinos, compuestas de un hapteno, asemejable a los extractos lipoideos
al uso, y de una proteina proveniente del suero. Eagle y Hoeltzer sefialan,
como generador del anticuerpo especifico, un partigeno lipoideo del tre-
ponema, el cual existe, indudablemente, en el treponema pdlido, com-
probéndose por los autores citados y por la escuela italiana, en la estirpe
treponémica de Reiter.

En el hallozgo de aglutininas puso gran empefio Touraine, sin resul-
tados positives. Mds Turner (1931), si no logré triunfar en esto, si consi-
guié sistematizar las condiciones Sptimas para atenuar los treponemas
virulentos de la estirpe Nichals, demostrando que la mezcla de éstos con

(*). Trabajo presentado en la sesién celebrada en Madrid por la Sociedad de’
Microbiélogos Espafioles el dia 8 de febrero de 1954.
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el suero problema y el complemento, inoculada intradérmicaments al
conejo, producia o no chancro, segin que el suero examinado no contu-
viera anticuerpos o fuera portador de ellos, y abri6 con ello un camino a
sus discipulos Nelson y Mayer, que han puesto a punto una prueba llena
de interés cientifico y que permite, por la mezcla de los tres factores que
intervenian en la prueba propugnada por su' maestro, demostrar la exis-
tencia de anticuerpos inmovilizantes. La prueba de Nelson-Mayer parece:
ser la mas especifica que se conoce.

Existe una prueba biolégica de gran interés, muy especifica y sensi-
ble, y que estd muy poco difundida. Consiste en la reaccién de fijacion
del complemento, utilizando como antigeno una suspensién de trepone-
mas de la llamada estirpe de Reiter, germen que estd privado de poder
patdgeno, pero que conlleva partigenos inmunolégicamente superponi-
bies a los de la estirpe patégena. Este suero-diagndstico fué propuesto
por Gaehtgens en 1929. La estirpe de Reiter, segin Muster (5), fué aislada
en 1922 por Wassermann y Ficker, denomindndose entonces estirpe de
Ficker, y cuando se posesiond de ella Reiter pasé a ser propiedad del
Instituto Sueroterdpico de Saxe.

La estirpe treponémica en cuestion tiene, segin Eagle y Hogan, y
también segin nosotros, diferencias morfolégicas con la estirpe genuina
obtenida del chancro, aparte la diferencia de patogenicidad sefialada an-
teriormente. También se diferenciarion en que el t. pdlido destruye la
diastasa, y el t. Reiter, no.

Gaehtgens admitié que en el suero sifilitico habia una reagina no
especifica que fijaba el complemento en presencia de los extractos de
6rganos y un anticuerpo especifico que lo haria en presencia del trepo-
rema de Reiter. Como testimonio de tal aserto adujo los siguientes hechos:

a) Los sueros sifiliticos calentados a 63° reaccionan positivamente
con el antigeno treponémico de Reiter, pero no con los extractos de ér-
ganos.

b) Los animales debidamente inmunizados con suspensiones de tre-
ponemas de Reiter, ostentan en su sangre substancias que fijan el com-
plemento con dichas suspensiones, pero no con extractos de érganos.

c) Si se adsorbe un suero sifilitico con suspensién de treponemas de
Reiter deja aquél de fijar el complemento con dicha suspensién, hacién-
dolo con los extractos. También sefialé que dichos sueros especificos

2
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adsorbidos con fragmentos de érganas, siguen fijando el complementc en
presencia del tfreponema de Reiter, mas no con extractos de érganos.

Eagle y Hogan, en sus experiencias, no obtuvieron resultados iguales
- los expresados, observando que el calentamiento a 63° durante plazos
oscilantes entre tres y cientc veinte minutos privaba a los sueros sifiliticos
-de su aptitud para fijor el complemento, tanto en presencia de treponema -
cde Reiter como de extractos de 6rganos, y que el suero de los conejos
inmunizados con treponema de Reiter reaccionaba positivamente con tre-
ponemas de Reiter y con extractos de érganos. Finalmente, adsorbiendc los
sueros especificos de enfermos sifiliticos con treponema de Reiter, se les
privaba de fijar el complemento con treponema de Reiter y extractos de
érganos, siendo asi que si se adsorbian con los exiractos, dejoban de reac-
cionar con éstos, mas continuaban haciéndolc con las suspensiones tre-
ponémicas de Reiter.

Sin embargo, Eagle y Hogan no negaron el interés diagnéstico me-
-diante la prueba de reaccién de fijaciéon del complemento con antigeno
“treponémico de Reiter, admitiendo que en los treponemas de Reiter hay
fracciones antigénicas capaces de reaccionar especificamente con los sueros
-de los sifiliticos y que estarfan ausentes de los extractos de érganos; y la
superioridad antigénica de las suspensiones treponémicas sobre los ex-
“fractos.

Los trabajos de Eagle y Hogan datan del afio 1940.

D’Alessandro y sus colaboradores empezaron a publicar trabajos ati-
nentes a este tema en 1941, evidenciando, en primer lugar, que los sueros
* sifiliticos adsorbidos por los antigenos lipoideos quedaban privados de
fijar el complemento con el mismo antigeno; pero continuaban fijandole
-si actuaba como tal una suspensién de treponemas de Reiter y, ademds,
que la adsorcién por el antigeno de Reiter privaba al suero de ambas es-
pecies de anticuerpos.

A estos frabcios, que pudiéramos llamar preliminares, de D’Alessandro
y de Blasi, siguieron otros de la misma escuela italiana, que han sido prac-
ticados en \los Gltimos afios y que han supuesto una aportacién extraordi-
nariamente interesante (1, 2, 3, 4, 6, 7, 8 y 9). En resumen, los italianos
han llegado a demostrar cuatro partigenos en el treponema de Reiter:

a) Antigeno proteinico termolédbil, que se destruye a 76-78°.

b) Antigeno de naturaleza de polisacérido, termoestable.

¢) Antigeno lipoideo ubicuo.

v
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d) Antigeno lipoideo diferenciable del ubicuo y similar al antigeno
cerebral de Witebsky.

Lo més significativo y til de estos hallozgos estriba en las analogias
inmunolégicas que’existen entre los partigenos del treponema palido ge-
nuino y los del treponema de Reiter, porque en el suero de los sifiliticos se-
encuentran anticuerpos para los partigenos citados (ademds del anticuer--
po antilipoideo floculante) (*), a saber:

Un anticuerpo antitreponémico termoldbil TL.

Un anticuerpo termoestable TE.

Un anticuerpo antilipoideo L.

De todos ellos el més importante es el antigeno termolébil porque las.
experiencias clinicas acreditan que la presencia del anticuerpo corres--
pondiente es el testimonio que mejor revela la existencia del treponema
palido en el organismo (Puccinelli), adquisicién que ha sido posible me-
diante la obtencién por D’Alessandro y Dardanoni del antigeno proteinico
termoldbil en gran estado de pureza (3), partiendo del treponema de
Reiter; con el cual las reacciones con los sueros sifiliticos podrian dipu-
tarse como las reacciones de grupo de andloga significacién biolégica a
los reacciones cruzadas en el terreno de las rickettsiosis y de las salmo-
nelosis, por ejemplo. No todas las estirpes del treponema de Reiter estan
provistas de la misma proporcién del partigeno lipoideo, conviniendo-
las que contengdn menos, como acontece con la estirpe de que disponemos
gue estd précticamente desprovista de él y que redunda en beneficio de
la especificidad de las pruebas serolégicas pertinentes.

Puccinelli, sintetiza asi las observaciones en el terreno clinico:

El anticuerpo contra el partigeno termoldbil es el primero en aparecer
en la sifilis primaria (3.2 al 5.° dio del chancro); luego surge el termoes-

“table, haciéndolo en ultimo lugar los antilipoideos revelables por los ex-
tractos de érganos normales.

En la sifilis secundaria reciente todos los anticuerpos se hacen bien
patentes. > )

En la sifilis secundaria tardia y er la terciaria y en la neurosifilis, se-
encuentra siempre el antitermoldbil.

En la sffilis latente (enfermos tratados) se observa frecuentemente el
anticuerpo termolébil y cuando aparece coincidiendo con ausencia: de

(*) Parece ser que los anticuerpos que fijan el complemento vy los que intervie--
nen en la floculacién (ambos antilipoideos) son diferentes.

4
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todo signo clinico (15%) podria interpretarse, segin Puccinelli, como el
«eco serolégico» de una funcién genética residual del anticuerpo, aun
después de desaparecer el espiroqueta; casos que deben juzgarse con cir-
cunspeccién considerando a los pacientes como portadores del germen.

En la sifilis congénita predominan los anticuerpos lipoideos.
~ Como resultado del tratamiento, el anticuerpo termoestable es el pri-
niero en desaparecer. La desaparicién de los ofros anticuerpos estd ligada
¢l periodo de contagio y a la gravedad de la sintomatologia. Asi en la
sifilis recientemente adquirido, con signos de actividad, desaparece pri-
mero, por lo comin, el antilipoideo; en la sifilis reciente (chancro) algunas
veces desaparece primero el antitermoldbil y en la sifilis antigua con pe-
queios o nulos signos clinicos, el antitermolabil es el primero en des-
cparecer. !

Son excepcionales las falsas reacciones con el antigeno treponémico.

El antigeno treponémico completa, pues, el diagnéstico serolégico

Todos los conocimienfos contempordneos inclinan a aceptar que la
presencia exclusiva del anticuerpo lipoideo no permite afirmar la existen-
cia de sifilis activa, dando a entender, la revelacién del anticuerpo antitre-
ponémico, la persistencia del espiroqueta de Schaudinn.

El profesor Levaditi (3) mostré aversién al estudio de estos partigenos
de la estirpe de Reiter alegando que no se trataba de un germen patdgeno.
Fué un criterio equivocado porque en el asunto sélo se persigue un fin
diagnéstico en el que el hecho bien manifiesto de existir partigenos comu-
nes a las estirpes patégenas y no patégenas presta utilidad, sobre todo
por lo que se refiere a la fraccién termoldbil, para la préctica clinica de
la reaccién de fijocion del complemento. No quiere decir esto, natural-
mente, que el treponema de Reiter y el treponema pélido tengan .idéntica
constitucién. Porque esto no es asi, el treponema de Reiter no conviene a
la prueba de Nelson. Pero lo que si puede afirmarse es que hay partigenos
comunes que prestan.un servicio de incalculable valor diagnéstico y, como
aducen D’Alessandro y Dardanoni, ante la complejidad constitucional del
treponema pélido patégeno, el organismo reacciona con anticuerpos’ entre
les que descuellan con nitidez el antilipoideo, el antiprotéico y el inmovi-
lizante. ' i

Es verdaderamente”curioso que una reaccién como la que nos ocupa,
ave en 1929 propugné Gaehtgens y que en 1942, Irene Muster, de la Cli-
nica Dermatolégica Universitaria de Ginebra, la consideré como'la de ma-
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yor especificidad (70 %), que con mas frecuencia se comportaba como
positiva aisladamente en la sifilis (7, 6) y que acusaba una exigua positi-
vidad no especifica (0,88 — 0,60 %) y, finalmente, que. ha sido estudiada
con detalle por la escuela italiona, no haya tenido mayor difusién. De este
criterio participan Charpy y Ranze, de Marsella, quienes dicen que seria
de desear que dicha reaccién estuviera més difundida en su patria. _

Muy recientemente se han emprendido estudios conducentes a una siste-
matizacién diagnéstica basada en la presencia o predominio de alguno
o algunos de los anticuerpos que conlleva el suero de los sifiliticos (6, 7,
8 y 9) cuya realizacién prdctica en el laboratorio hard algo mas compleja
la labor del serélogo.

Hby por hoy el empleo del antigeno total de Reiter, por su gran con-
tenido en TL, constituye una prueba inmunoquimica que informa mejor
que ninguna ofra, aparte la de Nelson, de la presencia en el organismo
del treponema palido. En cambio, la presencia solamente de anticusrpos
antilipoideos, debe valorarse prudentemente, en ausencia de los otros anti-
cuerpos, antes de afirmar la existencia de lesiones especificas.

2

TECNICA

Es sencilla. Como antigeno se emplea una suspension de espiroquetas
de la estirpe de Reiter, cuya morfologia y aptitudes tintéreas difieren algo
de la estirpe patégena de Schaudinn y en cuya parte liquida reside una
buena proporcién de materia activa, especialmente una vez transcurrido
cigin tiempo de la obtencién del antigeno.

Nosotros operamos con una-estirpe dotada de exigua cantidad de par-
tigeno lipoideo y, por consiguiente, los resultados positivos que obtene-
mos son debidos, de un modo exclusivo, précticamente, a la presencia de
anticuerpos TL y TE; obteniendo por nosotros mismos los cultivos y las sus-
pensiones antigénicas que comprobamos con las preparaciones patrones
italianas. i

Procedemos simultaneando una reaccién de fijocién del complemento
con antigeno treponémico con otra en la que interviene un antigeno lipoi-
deo, practicando, por ofra parte, las reacciones de Kahn, M. K. R. Il. y, a
veces, - la del Citocol. i . '

Hacemos la titulacion del complemento en funcién del antigeno y de
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un suero negativo, utilizando para la fase de fijocion el método mixto, o
sea media hora en la camara frigorifica y media hora en el bafio de 37°.

Solucién salina.—Se prepara disolviendo 8,5 grs. de cloruro sédico puro
en 1.000 c. c. de agua destilada y se esteriliza a 110°. Deben emplearse
soluciones de reciente preparacién.

Antigeno.—Se emplea puro, sin diluir, ogl’rcndo energlcomen‘re v
el frasco antes de recoger las dosis que hayan de utilizarse.

Complemenfo —Se diluye en la proporcnon de 1 c. c. de suero por cada
9 c. c. de solucién salina.

Suero hemolitico.—Se emplea una dilucién que contenga 8. m. h.
por c. c.

Glébulos rojos.—Se utiliza una suspension al 5 %.

Precisa titular el complemento en funcién del sistema hemolitico y en
funcién del antigeno y de un suero humano negativo calentado a 56° du-
rante 30"

Titulacién previa del complemento.

- 1 2 3 4 5 6 7 8

Sol. de compl. al 1/10 ... ... ... ... 0,05 0,10 0,15 020 025 030 035 040

Mezcla de susp. de glébulos rojos ‘
al 5% y de s. hem. conSuhporcc 1 1 1 1 1 1 1 1

Sol, salina ... ... ... .. .. ... ... 095 090 085 080 0,75 -0,70 0,65 0,60

Se sumergen los tubos durante media hora en un bafio de agua a 37°.

La dosis minima que produzca hemolisis total, o la dosis inmediata su-
perior, se elige como punto de partida para la titulacién del complemento
en funcién del antigeno y de un suero negativo. Suponiendo que dicha
dosis sea 0,10, se procederd asi:

Titulacién del complemento en funcién del antigeno y de un suero negativo.

1 2 3 4 5
Suero negativo (inactivado a 56°) ... ... ... 0,1 0,1 0,1 0,1. 0,1
Antigeno treponémico puro agitado ... ... ... 0.25 0,25 0.25 0,25 0.25
Complemento 1/10 ... ... ... ... ... ... ... ... 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30
Solucién salina-... ... ... ... ... ... ... ... ... 055 0,50 0,45 040 - 0,35

Se llevan los tubos a la refrlgeradora durante 30’ y a continuacién se mantwnen
durante otros 30’ en un bafio de agua de 37°.
Mezcla de susp. de glob. rojos al 5% y de

suero hemolitico con 8 u. h. porec.c, ... 1 1 1 1 1

* Se sumergen los tubos durante 30’ en un bafio de agua a 37°.
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La dosis de complemento minima que permita una hemolisis total,
o la inmediata superior a ésta, serd la elegida para la prueba propiamen-
te dicha. Asi, si hay hemolisis total en el tubo nim. 3, se puede e!e.gir
como dosis complementaria 0,20 6 0,25 de la solucién al décimo de com-
plemento.

Prueba propiamente dicha.

1 2
Suero probleina (inactivado a 56°\.. ... ... ... ... ... ... ... 0,1 0,2
Antigeno treponémico puro agitado ... ... ... ... ... ... ... .. ... 0,25 0,00
Complemento 1/10 ...-... ... ... ... 0,20 0.20
Solucién salina ... ... . 0,45 0,60

Se llevan los tubos a la refrigeradora durante 30’ y a continuacién se mantienen
durante otros 30’ en*un bafio de agua a 37°.
Mezcla de suspensién de glébulos rojos al 5% y de suero he- )

molitico con 8 u. h. por c. ¢. ... ... ..o o L 1 1

Se sumergen los tubos durante media hora en un bafio de agua a 37°

Se hacen dos lecturas: una al sacar los tubos del bafio y ofra a las doce
o veinticuatro horas de permanencia de éstos en la refrigeradora.

Precisa que haya hemolisis total en' el tubo nim. 2. De no ser asi, la
reaccién no tendria valor por tener el suero un alto poder anticompleren-
tario que habria que determinar en su cuantia para realizar de nuevo la
prueba final. h

Nuestra experiencia no alcanza todavia al nimero de observaciones
necesarios para adoptar un criterio. En la actualidad trabajon algunos sifi-
litlogos con el antigeno de nuestra obtencién, y esperamos que en pocos
meses dispongamos de los datos requeridos para pronunciarse en un sen-
tido o en otro; mds, con tedo, si podemos afirmar que la reaccién expussta
constituye una aportacién complementaria de gran valor, de gran especi-
ficidad y basada en un mecanismo que, por ser distinto que el que intervie-
ne en las pruebas serolégicas con antigenos lipoideos, debe ser tomada en
consideracién y estudiada detenidamente.

Agradecemos profundamente al profesor d’Antona la iniciacién de los
trabajos pertinentes y la nutrida suma de datos prdcticos que tan amable-
mente nos proporciond. ' .

Hemos de citar, también con reconocimiento, a los doctores Puccinelli,
de la Clinica Dermosifilopética de Sassari y D’Alessandro, Director del Ins-
tituto de Higiene de la Universidad de Palermo, por la entrega de sus tra-
bajos y de aportaciones bibliogréficas.
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Finalmente, hemos de consignar nuestra gratitud al profesor A. de
Barbieri,-del Instituto Belfanti, que tuvo la gentileza de facilitarnos la frac-
cién protéica termoldbil en unién de muy valiosas orientaciones bibliogré-
ficas. '

RESUMEN

La reaccion de fijacién del complemento con antigeno treponémico de
la estirpe cultivable de Reiter, constituye una prueba complementa-
ria; no en el sentido de los floculantes o de las reacciones de fijocion
con antigeno lipoideo, sino en el de la especificidad, por las analegias
existentes entre los partigenos del treponema de Reiter y del treponema de
Schaudinn. .
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INSTITUTO LLORENTE

NUEVA APORTACION AL ESTUDIO DE LA
DETERMINACION BICLOGICA DE LOS EFECTOS
DESNATURALIZANTES DE LA ACCION PROTEASICA
SOBRE LOS SUEROS ANTITOXICOS (¥)

por

F. Moreno de Vega.

La diferencia de comportamiento entre los sueros equinos no modi-
ficados y los modificados por accién encimética y desprovistos, en lo po-
sible, de proteina no especifica, en cuanto a las aptitudes sensibilizantes

"y desencadenantes, apreciadas experimentalmente en el cobayo, «in
vivo» e «in vitro», y, por otra parte, el distinfo comportamiento de unos
y otros productos por lo que afecta al terreno clinico: concretamente a
la enfermedad del suero (E. S.), nos indujo a iratar de sistematizar los
resultados con aplicacién o un método que permitiera deducir si una
preparacién determinada era adecuada o no a los efectos de su empleo
en la terapéutica. .

En un trabajo anterior (1) deciamos que las pruebas biolégicas basa-
das en los poderes sensibilizante y desencadenante determinados por el
ensayo «in vivo» y por el método de Schultz-Dale, permitian afirmar que
cuando dichos poderes estaban disminuidos o anulados, las preparacio-
nes globulinicas ensayadas carecion de aptitud para producir la enfer-
medad del suvero (fendmenos séricos secundarios). Tal aserto podemos
mantenerle después de varios afios de experiencia. Sin embargo, hemos
observado que las preparaciones globulinicas sometidas a la accién pro-
tedsica pueden no ostentar anulacién o modificaciéon profunda de sus
aptitudes sensibilizante o desencadenante y gozar, sin embargo, de la
ventajosa condicién de no originar los fendmenos séricos secundarios.

Por tanto, tenemos que rectificar, en cierto modo, nuestro criterio
acerca de la necesidad de exigir la practica de tales pruebas como requi-

(*) Trabajo presentado en la sesién celebrada en Madrid por la Sdciedsd de
Microbidlogos Espafioles el dia 8 de febrero de 1954.
(1) F. Moreno de Vega. 1950. MicroptoLocia Espafora. 3: 43-56.
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sito para aceptar terapéuticamente las preparaciones de globulinas enci-
 médticamente modificadas.

También expusimos en el citado trabajo nuestro propdsito de con-
firmar nuestra suposicién de que los beneficiosos resultados obtenidos
en la clinica con lgs expresadas globulinas, radicara en la disminucién
del volumen de las moléculas proteicas, lo que permitiria una mds rapida
absorcién y una eliminacién més acelerada, evitando asi que se operara
-el conflicto antigeno-anticuerpo, porque al formarse las ‘precipitinas no
enconfraran ya antigeno integro, e indicdbamos nuestro proyecto de re-
producir las experiencias de Voss.

PRUEBAS DE ANAFILAXIA EXPERIMENTAL
Andafilaxia «in vivo».

Dosis sensibilizantes.—Se han empleado cobayos de 300-200 grs. de
peso, qdminisfréndose a unos, por via subcutdnea, la dosis de 1 c. c. de
una solucién de suero equino al 1/10, y a ofros, por via intraperitoneal,
2 ¢. c. de una solucién de suero equino al 1/50 (= 0,04 de c. c.); en
ombos casos observando un periodo incubatorio de cincuenta dios.

Las globulinas modificadas por el fermento se han utilizado en dosis
equiproteicas con relacién a las dosis de suero expresadas.

Preparaciones ensayadas (1).

Preparacion A... ... ... ... Con 8,13 de pro‘féina por 100. Digestion
de suero antidiftérico durante veinte horas
a 22° pH = 3, y 2 u. pépsicas por c. c.
Adsorcién por gel de fosfato cdlcico. Preci-
pitacién por el sulfate aménico, didlisis, etc.
Pérdida de antitoxina = 60 %.

(1) Las expresiones sueros digeridos, globulinas digeridas o fermentadas, sueros
encimiticos, fermoglobulinas, etc., son, pricticamente sinénimas. Se trata en todos
los casos, en este trabajo, del suero antidiftérico o antitetdnico, parcialmente dige-
ride por la accién de la pepsina y el CIH, separando, previa neutralizacién del
4cido. el fermento y la mayor parte posible de proteina inespecifica por un gel,
precipitando. finalmente, las globulinas por accién salina, con ulterior didlisis; es
decir, globulinas modificadas por mecanismo fermentativo protedsico.

2
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Preparacién B... ... ... ... Con 3,71 por 100 de profeina. Idénticas
condiciones que en la preparacién A, a ex-
cepcién del tiempo de digestion, que fué de
veintiocho horas. Pérdida = 60 %.

Preparacién C... ... ... ... Con 6,58 de proteina por 100. Digestién
de cuarenta y seis horas. Pérdida = 66 %.
Preparacion D... ... ... ... Con 1,44 de proteina porA 100. Cinco dias
de digestion. Pérdida = 90 %.
Preparacién H... ... Con 7,81 de proteina por 100. Digestién
de cuarenta y ocho horas a 39°. .
Preparacion Fermo Dan ... Con 12,27 por 100 de proteina.
reparacién F. H. L1. 1 ... Con el 4 por 100 de proteina.
Preparacién Ll usual 2 ... Con el 6,5 por 100 de proteina. Veinte
horas de digestién a 22°.
Preparacién Ll usual 3 ...- Con el 6,7 por 100 de proteina. Veinte

horas de digestién a 229,

Resultados del poder desencadenante «in vivo» del suero equino sobre
los animales sensibilizados con globulinas fermentadas.

Vig.. cve vev evi wee wee ... Intracardiaca.

Dosis de suero equino ... Lo que produce en los animales sensibiliza-
dos para dicho suero, cuando menos, el
75 % de mortalidad, con el cuadro anafi-
lactico tipico. En las experiencias, 0,2 de
suero por cada 100 grs. de animal.

NUmero de animales ensayados por dosis: 10.

Preparaciones Mortalidad por choque agudo (cifras %)

) 16
1) 25
1) 100

(1) Sensibilizados por via subcutdnea.
(2) Sensibilizados por via intraperitoneal.
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Fermo. dan. ... ... ... ... ... i} 25
FoHOLLT oo 40
LI usual 2 ... ... ... .. L 33
Ll usual 3 ... ... ... ... ... 60

Resultados del poder desencadenante de las globulinas digeridas sobre
los animales sensibilizados con los mismos productos.

Dosis.—La equiproteica a la de suero equino que produzca la muerte
al 75 %, como minimo, de. los sensibilizados al S. E. (1).

Sensibilizados con A Mortalidad %
Dosis desencadenante de S.. ... 100
Dosis desencadenante H.. ... ... 66
Dosis desencadenante D.. ... ... 33

Dosis desencadenante de A.. ... 50

) Sensibilizados con B
Desencadenante D ... ... ... ... 66
Desencadenante B ... ... ... ... 55

Sensibilizados con D

Desencadenante D ... ... ... ... 95

No sensibilizados

Desencadenante D ... ... ... ... 0

Sensibilizados con H (v. peritoneal)

Desencadenante suero equino ... 100
Desencadenante H ... ... ... ... 95

(1) S. E. = suero equino.
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Sensibilizados con H (v.subcutdnea)

Desencadenante suero equino ... 95
Desencadenante H ... ... ... ... 95

Hemos tomado en consideracién solamente la mortalidad para juzgar
el resultado de los choques, porque los pequefios signos de intolerancia
no son siempre especificos, como lo demuestran nuestras observaciones
inyectando a cobayos nuevos, y por via intracardiaca, el suero equino
normal, las fermoglobulinas o el suero humano de convalecientes de
fenémenos séricos secundarios.

iHemos visto que cuando se inyecta un c. c. de suero equino a los
cobayos no sensibilizados, se suele producir en ellos un sindrome carac-
terizado por movimlentos masticatorios, ligero  rascamiento y alguna
ataxio, quedando después como indiferentes durante algunas horas.

En los animales nuevos in‘yecfcdos con una cantidad equiproteica en
forma de fermoglobulina digerida por una temperatura de 39°, observa-
mos excitacién, ligeras convulsiones clénicas, sin echarse los animales, y
estado atdxico; sintomas de breve duracién y que se ver seguidos de
estado indiferente e inapetencia.

Finalmente, los cobayos inyectados con suero humano de convale-
cientes de la enfermedad del suero (E. S.) (conservado durante cuatro
meses en refrigeradora y adicicnado de mertiolato) presentan, de un
modo inmediato, estado atéxico, con subsiguiente estado de indiferencia
e inapetencia, pereciendo algunos de ellos. ’ v

Agerholm Christensen y Kerrich (referencia en Biol. Abst. nim. 21-
31-9, noviembre 1948), dicen que los cobayos sensibilizados por el suero
fermentado estan sensibilizados para el suero normal y, del misme medo,
los <ensibilizados por el suero normal lo estén para el digerido, reaccio-
nando con «shock» si las dosis son suficientes. Asi también han observado
los mencionados autores que el suero digerido (pépsicc) es mds eficiente
como desencadenante cuando el animal ha sido sensibilizado para el
mismo producto que cuando lo ha sido para el normal, como si el suero
fermentado, ademds de conservar algo de su especificidad original, ad-
quiriera nueva especificidad antigénica como consecuencia de la puri-
ficacién.

Estos resultados no estén en armonia con los que obtuvimos nosotros
en su dia, pero si lo estédn con los expuestos en el presente trabaijo.
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Resalta claramente la irregularidad de resultados. Por ejemplo, las
preparaciones A, B y LI us. 2, obraron como desencadenantes con un
poder muy inferior al del suero equino, cuando los animales fueron sen-
sibilizados para este producto; las preparaciones C y H no actuaron como
desencadenantes y las preparaciones L. us. 3 y S. actuaron con un alto
poder desencadenante; siendo de advertir que la preparacén S (cuya
mortalidad desencadenante fué del 90 %) fué obtenida por una autoridad
extranjera indiscutible. En camblo, en los animales sensibilizados con sue-
ros fermentados, las preparaciones de la misma condicién se comportan,
en general, con una mayor eficiencia desencadenante en todes los cascs.

ANAFILAXIA «IN VITRO»

Ardfilaxia «in vitro» o fenémeno de Schultz-Dale, en el cobayo.—Estas
experiencios han sido real’zadas (con los cbbayos sensibilizados por nos-
ofros, con arreglo a la técnica expuesta) por el Profesor Garcia de Jalén
y la Srta. M. Garcia de Jalén, jefe y subjefe, respectivamente, del labora-

“torio de Farmacologia del Instituto Llorente.

Emplearon cobayos de 350-600 grs. de peso, utilizando porciones dis-
tales de intestino aislado. Durante los ensayos fueron provocadas conirac-
ciones seriadas con histam:na a concentraciones de 1 X 108y 2 X 1078,
Los animales fueron estudiados al cabo de cuarenta y seis dias como mi-
rimo y ciento veintis’ete como mdximo de ser sensibilizados con suero equi-
no o con las preparaciones globulinicas enciméticos.

Los farmacos estudiados se agregaron al bafio en dosis equiproticas
equivalentes a 1,24 miligramos de proteina de suero equino, que es la con-
centracién Sptima de dicho producto para suscitar respuestas satisfactorias
en el infestino sens’bilizado cuando se opera con bafio de 10 c. c. Los
temperaturas de éste fueron de 32° C.

Las fermoglobulinas ensayadas fueron las mismas que se probaron en
los ensayos de anafiloxia «in vivo»:

Preparacion A.-—Digestion de 20 horas (22°) con 2 u. pépsicas por c.
Preparacién B.—Digestién de 28 horas (22°) con 2 u. pépsicos por c.
Preparacién C.—Digestién de 46 horas (22°) con 2 u. pépsicas por c.
Preparac’én D.—Digestiéon de 5 dias (22°) con 2 u. pépsicas por c.
Preparac'én H.—Digestién de 48 horas (39°) con 2 u. pépsicas por c.

006 0 00
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Preparacién H.LL.1. Digestion de 20 horas (22°) con 2 u. pépsicas por c. c.

Preparacién F.Dan. Digestién de 20 horas (22°) con 2 u. pépsicas por ¢. c.

La pepsina utilizada fué de irreprochable calidad, muy purificada, cons-
tituida por un polvo blanco nieve, desprovista de pirégenos.

Como ensayo previo se probé el suero equino normal frente a cobayos
sensibilizados per él. Un cobayo no reaccioné (sinsuficiente sensib:iiza-
cién ?) y tres provocaron contracciones, de tipo desensibilizante, superio-

res a las de la histamina (gréfica nim. 5).

Preparacion A.

Cobayos sens. con
s. equino.

Cobayos sens. con
ferm. A.

Adicion de fermoglo-
bulina A.

Adicién de suero equi-
no.

Preparacién B.

1. c. resp. cosi nula
(graf. 2).

1. c. resp. igual a la
histamina  (gréfica
nom. 6).

1 c. resp. inferior a la
histamina  (desensi-
bilizante).

Respuesta evidente.

Cobayos sens. con
s. equino.

Adicién de fermoglo-
bulina B.

Adicién de suero equi-
no.

Respuesta mayor que
la histamina.

2 c. sin réspuesfc (gra-
fica ndm. 7).

2. c. con respuesta ma-
yor que la histamina
(desensibilizante)
(graf. ndm. 8).

Respuesta superior a la
de la histamina.

Cobayos sens. con
ferm. B.

1 cobayo sin respuesta.
(gréf. nim. 9).

1 cobayo con respuesta
algo menor que la
histamina (t. desensi-
bilizante).

Respuesta mayor que la
de la histamina.
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Preparacién C.

F. MORENO DE VEGA

Cobayos . sens. con Cobayos sens. con
s. equino. ferm. C.

Adicién de fermoglo-
bulina C.

Adicién de suero equi-
no.

Preparacion D.
(Digestién de 5 dias).

2 cobayos sin respuesta
(graf. ndm. 10).

Respuesta evidente  Respuesta inferior a la

(desensbilizante). de lo histamina.
Cobayos sens. con Cobayos sen. con
s. equino. ferm. D.

Adicién de fermoglo-
bulina D.

Adicién de suero equi-
no.

1 cobayo, sin respues- 1 cobayo, sin respuesta
ta (gréf. n% 18). (graf. 11).

i cobayo sin respuesta 2 cobayos con respuesta

ta (gréf. n.% 16). igual a la de la his-

2 cobayos con res- tamina  (desensibili-
puesta superior o la zante (graf. nom. 13.)
histamina.

—_—

cobayo con respues-
ta igual a la de la
histamina (gréf. no-
mero 3.)

1 cobayo con respues-
ta inferior a la de
la histamina (desen-
sibilizante).

Respuesta superior a Respuesta inferior a la
la de la histamina de la histamina (gra-
(desensibilizante). fica ndm. 12
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Preparaciéon H..

Adicién de fermoglo-
globulina H.

Adicién de suero equi-
no.

Preparacién H.LL1

Adicion de fermoglo-
bylina H.LL1.

.Adicién de suero equi-
no. )

Cobayos sens. con
s. equino.

Respuestas iguales,

unas veces, ofras in-
feriores y otras su-
periores a las de la
histamina (desensi-
bilizantes) (graf. no-
mero 1). Las res-
_puestas no se in-

fluencion por - la

adicién  previa de
suero equino.

Respuesta superior a

la de la histamina.

. Cobayos sens. con

s. equino.

1 cobayo, sin respues-
ta (gréfica n.© 14),

1 cobayo, con res-

puesta mayor que
la de la histamira
(grafica n.2 15).

Respuesta evidente, a
veces mayor que la
de la histamina (de-
sensibilizante).

143

Cobayos sen. con

ferm. H.

Pruebas inespecificas
(véase después apar;
tado Prep. H ensaya-
da en cobayos no sen-

sibilizados).

Cobayos sen. con

ferm. H.LL1.
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., Cobayos sens. con Cobayos sens. con
Preparacién F. dan. )
- s. equino. ferm. F. dan.
“Adicién de fermoglo- 1 cobayo con respuesta
bulina F. dan. 7 superior a la de la

histamina  (desensibi-
zante) (graf. ndm. 6).
2 cobayos con respues-
tas del 30-50 % de
las de histamina (de-
sens.bilizante).
Adicién de suero equi- Respuesta superior a . Respuesta superior a la

no. la de la histamina. de la histamina.
Preparacién Fermo. H. Cobayos no sensibilizados con proteinas.
Adicién de suero equi- Ninguno de los animales da respuesta.

‘no. .
Adicién de Fermo H. Los animales dan respuesta del mismo tipo -

que los sensibilizados con suero equino
normal (presencia de substancias inespeci-
ficas), (Véase grafica ndm. 5.)

La cuantia de las respuestas acusa en general una diferencia entre
la accién de las globulinas fermentadas y del suero equino bruto sobre
el intestino de los cobayos sensibilizados con este producto; pero sin
regularidad ni constancia. . ’

En los intestinos de animales sensibilizados con globulinas digeridas,
los resultados son més favorables con los productos homélogos desenca-
denantes, pero no en todos los casos. Ademds, en el intestino de ani-
males sensibilizados con dichas preparaciones, el suero equino produce,
en ocasiones, respuestas superiores a las de la histamina.

.En todas estas experiencias se dan con harta frecuencia respuestas
de tipo desensibilizante (véanse las gréficas).

Es de hacer notar la observacion del profesor Garcia de Jaldén {(gré-
fica ndm. 7) demostrativa de la accién inespecifica de la preparacién H
globulina digerida a 39°) puesto que produce respuestas, en intestino

10
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de animales no sensibilizados, iguales a las originadas en cobayos sensi-
vilizados para el suero equino normal.

Contrastan estos resultados con los obtenidos en 1950, que eran mas
nefos y convincentes, a pesar de que en la actualidad operamos con
pepsinas purisimas y geles adsorbentes ‘de irreprochable calidad; siendo
de notar que con los resultados de las preparaciones de nuestra obser-
vacién coinciden en absoluto los que hemos observado empleando pre-
paraciones de laboratorios extranjeros de la mdxima solvencia cientifica.

No estd suficientemente claro el mecanismo de la sensibilizacién en
cyanto a las fracciones proteicas del suero. Hay muchos hechos de difi-
cil iﬁferprefccién por las diferencias obtenidas entre los experimentadores;
mas con fodo, se deduce que los resultados de las pruebas anafildcticas
no permiten actualmente una metodizacién satisfactoria que sea utilizable
en la practica de los laboratorios de sueroterapia. Es posible que un es-
tydio continuado llegue a poner en nuestras manos un procedimiento 0til.

_ Parece que la suerosensibilizacion y la globulinosensibilizacién no
son idénticas. Ademds, en los animales globulinosensibilizados y albi-
minosensibilizados, la cantidad necesaria para desensibilizar los teiidos
serfa independiente de la necesaria para provocar el «shock», habiendo
sido notado por Winter que la reaccién uterina no sirve de guia para
deducir la respuesta del animal en general cuando la dos's reactiva se
inyecta, puesto que algunos animales pueden responder con «shock», mien-
tras otros, de igual sensibjlidad uterina, no reaccionan (1). Siempre habré
fijacién, pero «shock» solamente en‘olgunos casos.

Se suponia que los Uteros sensibilizados por -albdmina y glcbulina
respenderian «in vitro» a la globulina y. a la albimina, pero que la sensi-
bilidad de ambas proteinas se descargaria por una de ellos. Y esto es
lo que ocurre. Asi, si dos porcicnes de Utero sensibilizado para ambas-
protefnas se disponen en sendos bafios y a uno se agrega globulina, des-
pués globulina de nuevo, se lava y a continuacién se agrega albomina
y al bafio que contiene la ofra porcién se adiciona en primer lugar albu-
mina, a continuacién, otra vez albimina y, una vez hecho el lavado se
agrega globuling, la respuesta al antigeno agregado en Gltimo lugar es
nula (Winter). Algunas veces, por excepcién, los Uteros respondieron a la
albdmina después de la globulina y a la globulina después de la albu-

e

1) Jour of Phys. 15 octubre 1945. Vol. 104, nim. 2. Cambridge (Proceedings
of the Phys. Soc. 1945).
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mina (experiencids de Winter); pero, en general, cuando un Otero esta
sensibilizado para ambas proteinas, ‘uno de los antigenos descarga la
sensibilizacién para las dos.

El mecanismo por el cual se liberan las substancias téxicas por la
reacc:én antigeno-anticuerpo, es aln poco conocido, y, segin Schild (1937),
la liberacién de dichas substancios no se verifica en cantidad suficiente
en todos los animales, ni siempre acontece en el mismo tejido.

ANTICUERPOS DE LA ENFERMEDAD DEL SUERO

Lo que entendemos por enfermedad del suero habitualmente es el
sindrome que surge a los ocho o doce dias después de la inyeccion del
suero (urticaria, edemas, . artralgias, fiebre, nduseas, vémitos, etc.). o
antes, si se trata de reinyectados.

Los anticuerpos invocados se han investigado por numerosos autores
por la prueba de Vess, la de Prausnitz-Kistner, la anafilaxia pasiva en el
cobayo, la prueba de Ramsdell, las inyecciones intracutaneas, etc. Nues-

. tra hipdtesis de que no se produzca la enfermedad del suero (fenémenos
séricos secundarios) o se produzca en grado infimo, con el empleo tera-
péutico de las globulinas fermentadas (fermoglobulinas), es la siguiente:
Las meléculas de estos productos son mds pequefias y podrian absorberse
y eliminarse antes que las moléculas de globulina del suero bruto o las
de soluciones de globulinas separadas de éste por precipitacién saiina,
pero sin fermentar. La mds pronta eliminacién haria més dificil la pro-
duccién de aglutininas y, por otra parte, al término de clerto nimero
de dias quedaria poco antigeno en el organismo tratado para unirse al
anticuerpo precipitante, si es que éste se producia. También pensumos
que las globulinas fermentadas perdieran parte de la aptitud de originar
precipifinas. '

Las experiencias de Vd;s, verificadas por Blittersdorf (1), estan en
dr.monl’q con estas suposiciones. A pacientes inyectados cuatro dias antes
con suero bruto (cuatro casos) y a pac:entes inyectados con suero fer-

e .

(1) Blittersdorf, F. (Zeitschr. ges. innere Med. 3 (7/8 : 213-218, 1948) (Biol. Abst.
24, 1927, 1950). :
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mentado, les extrajo sangre, administrdndola por via venosa a otres
sujetos sensibilizados, produciendo reaccién inmediata en el primer caso,
y por excepcién en el segundo. La prueba de Prausnitz-Kistner le dié
reaccién inmediata en el lugar dérmico sensibilizado por el suero bruto y
a las dieciséis-freinta y una horas, en las zonas previamente inyectadas
cen suero digerido. l

Hemos renunciado a practicar las pruebas de Voss por motivos de
indole moral; no nos ha parecido licito provocar en los humanos un con-
flicto antigeno-anticuerpo cuyo alcance no podemos prever. Nos hemos
limitado a practicar la prueba de Prausnitz-Kiinstner en los humanos y
los ensayos pertinentes en los animales de experimentacion.

El papel de las precipitinas en la enfermedad del suero ha sido muy
discutido. ‘

Karelitz (Ann. New-York Acad. Sci. 50 (7): 705-717, 1949) Biol. Abst.
25, 2031, 1951) aduce que parece que no tienen estrecha relacién con la
enfermedad del suero pasivamente provocada. En 16 sueros probados
observé que uno carecia de precipitinas y no producia la E. S., y cinco,
qu‘e tampoco tenfan precipitinas, producian la E. S. Dicho autor no en-
cuentra relacién, por otra parte, entre los anticuerpos anafildcticos y los
‘que suscitan la E. S., citando como ejemplo un suero con alto titulo de pre-
cipitinas anticaballo, que era capaz de producir anafilaxia al cobayo,
pero no la E. S. )

En cuanto a la mayor difusibilidad de las moléculas de las globuli-
ras fermentadas, debemos recordar las observaciones de Hartley (Proc.
koy.Scc. Ser.Biol.Sci. 138 (893). 499-513, 1951) (Biol. Abstr.. 13303, 1953),
que demuestran que desempefia un- papel muy importante la homologia
y, en cuanto o la especie humana, como receptora, la modificacién fer-
mentativa, pero no en el sentido supuesto por nosotros. Hartley ha viste
aue la globulina digerida inyectada a la mujer en estado avanzado de
embarazo no pasa al hijo, y en las cobayas prefiadas pasa la antitoxina
que conlleve el suero homélogo bruto, pero no la del suero homélogo
fermentado. Asi, también, el suero bruto equino antidiftérico permite el
paoso de la antitoxina a la descendencia (experiencias en cobayos! en
pequefia proporcién y con mayor. lentitud que si de la antitoxina es vec-
tora el suero homélogo, e igualmente el paso de la antitoxina de caballo
se reduce por la accién protedsica. En cuanto a la eliminacién de la
cntitoxing, los trabajos de Hartley han probado que cuando se inyectan
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al cobayo, bojo la piel, cinco a diez unidades de antitoxina diftérica
(suero equino), ya sea suero integro, fermentado o purificado por simple
precipitacion sulfatica, los animales se hacen Schick-negativos en pocas
horos, elimindndose la anfitoxina en una semana, o cuyo término se
vuelven Schick-positivos. En cambio, la antitoxina homéloga se elimina
mds despacio que la homdloga fermentada, elimindndose esta Ultima
al ritmo que la antitoxina de caballo.

Pruebas de investigacidn de precipitinas originadas por la inyeccion
de globulinas fermentadas y de suero equino no fermentado.—Los cone-
jos inyectados con dosis periédicas de suero equiﬁo puro, cada tercer dia,
hasta practicar cuatro inyecciones (dos de 0,5 ¢. c. y dos de 0,3 c. ¢c.) y
tres dias mds con una inyeccién diaria de 0,3, todas en vena; a los seis
dias de la Gltima, el ensayo, consistente en superponer a 0,5 c. c. del
antisuero, 0,5 c. c. de las dilucicnes de suero equino, dié reaccién evi-
dentemente positiva a la dilucién de 1/20.000.

Los cenejos inyectados con cantidades de proteina similares en forma
de globulina fermentada (preparacién C), equivalentes  a tres veces mds
que en la experiencia del suero equino en las cuatro primeras inyecciones
y seis veces mds en las tres Oltimas, proporcionaron sueros que sélo daban
reaccién positiva con diluciones de suero equino al 1/1.000.

Poniendo en contacto, por superposicién:

a) 1 c. c. de suero pre- Se produce un anillo blanco marcadisimo vy
cipitante anticaballo mezclando ambos sueros se aprecia un
+ 1 c. c. de suero p. p. evidente (4 -4 4+ +).
equino puro. ,

b) 1 c. c. de suero pre- Se produce un anillo menos marcado y por
cipitante anticaballo agitacién un precipitado mencs eviden-
+ 1 c. c. de globu- te (+ + +).
lina fermentada (pre-
paracién H).

¢) 1 c c. de suero pre- Se produce un anillo casi imperceptible, no
cipitante antiglobuli- aprecidndose precipitado, objetivamente, por
na digerida 4+ 1 <. c. agitacién (1).
de suero equino.

(1) Recuérdese, sin embargo, que el descubrimiento objetivo de ciertas preci-
pitinas, como las de los alérgicos, por ejemplo, exige recursos especiales.
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d) 1 c. c. de suero pre- Idem id. id.
cipitante antiglobuli- A
na digerida + 1 c. c.
de globulina digeri-
da (preparacién H).

Con mezclas iguales a las a), b), ¢) y d) se inyectaron, intracardiaca-
mente, en dosis de un c. c. a fres cobayos nuevos por mezclo. Las de las
mezclas a) y b) presentaron: uno, un choque intenso, permaneciendo el
cobayo en estado sincopal durante diez minutos, y los demas ligera dis-
ned, rascamiento’y alguna ataxia. Los de las mezclas ¢) y d) presentaron
a lo sumo movimientos anormales de masticacién (véase el apartado co-
rrespondiente a los efectos de las inyecciones intracardiacas de sueros
integros y digeridos en los cobayos nuevos).

Parece, por tanto, que la accién proteésica, en las condiciones ex-
puestas, hace a las globulinas menos aptas para producir las precipiti-
nas, y también menos aptas para ser precipitadas por el suero especifico
_correspondiente. N

Los resultados «in vivo» de la inyeccién de las mezclas por via car-
diaca en el cobayo no sensibilizado estén en armonia con el hecho an-
terior.

Experiencias con sueros de convalecientes de enfermedad del suero.—
Hemos investigado el comportamiento del suero equino antidiftérico y de
la fermoglobulina, en cantidades equiproteicas, en combinacién con el
suero de convalecientes de E. S. (1) respecto del dermis de los humanos
ro tratados con anterioridad con suero equino, sirviéndonos de la rsac-
cién de Prausnitz-Kistner, del mismo modo que hicieron Cooke y Spain.

Obtuvimos sangre de los convalecientes de E. S. entre siete y catorce
dias después de haber desaparecido las manifestaciones genuinas; es
decir, en pleno perfodo de convalecencia de la referida enfermedad, te-
niendo en cuenta que la experiencia demuestra que el periodo més apro-
piado para conseguir la méxima concentracién de los anticuerpos es el
comprendido entre tres y veintitrés dias después de la desaparicién de
los signos clinicos. )

Inyectamos en la cara externa del brazo un décima de suero humano-

(1) E. S. = enfermedad del suero.
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de convaleciente de E. S. y unos centimetros mds abajo, una décima del
mismo suero a individucs no inyectados con anterioridad con suero equino.
A las veinticuatro horas, si en el lugar de las inyecciones no habia reac-
cién alguna, y, en caso contrario, o las cuatrenta y ocho o setenta y dos
horas, inyectdbamos en el lugar de la picadura superior una décima de
vna solucién de fermoglobulina que contuviera la misma proporcién por
100 de proteina que el suero equino al-1/5 que, en dosis de una décima,
administramos en el lugar de la inyeccién inferior. En una zona préxima
inyéctamos estas mismas dosis de ambas scluciones (pruebas testigos).

Serie primera: Suero de convaleciente de E. S. de catorce dias: (0,1 c. c.)
Suero equino: Olce de diluc. 1/5 (= 0,0016).
Fermoglobulina: 0,1 c.c . de la diluc. correspondiente.

Serie segunda: Suero de convaleciente de E. S. de tres dias.

El suero equino y la fermoglobulina, como en la serie
primera. ’

En los sujetos de la serie primera (cinco casos), la inyeccién de suero
equino produjo: en cuatro, una zona eritematosa evidente y pruriginosa a
partir de las veinticuatro horas, y la inyeccién de fermoglobulina, s6lo
un eritema palidisimo en tres casos. En todos surgié un habén, sin halo,
fugaz.

En los sujetos de la serie segunda (cuatro casos) la inyeccién de suero
equino produjo: en dos, zona eritematosa evidente y pruriginosa, v la
inyecéién de fermoglobulina produjo-en dos un eritema muy pdlido, sin
prurito.

Experiencias de investigacion de precipitinas en el suero
de convalecientes de E. S.

Mezcla E.

1 c. c. de suero humano de convaleciente de E. S. a los catorce dias
de desaparecr ésta, y 1 c. c. de suero equino.

Por superposicion: No se aprecia noda sensiblemente.

Por agitacién: VOpcIinidod. .

Inyeccién intracardiaca a los quince minutos de un €. ¢ de la mezcia.
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1 cobayo: -} rascamiento.
T » -+ ligera disnea.
1 » ~+ rascamiento.

Mezcla F

1 c. c. de suero humano de convaleciente de E. S. a los tres dias de des-
aparecer ésta, mezclado con 1 c. ¢. de suero equino.

Por superposicién: No se aprecia nada sensiblemente.

Por agitacion: Opalinidad. ’ :

Inyeccién intracardioca a los 15’ de 1 c. c. de la mezcla.

1 cobayo: -+ convulsiones clénicas.

i cobayo: - convulsiones clénicas.

1 cobayo: ++ 4 -+ atasia. Se echa. Muere + + -1- -+

Mezcla G

I c. c. de suero humano de convalec’ente de E. S. a.los catorce dias
de desct“parece'r ésta, mezclado con 1 c. c. de fermoglobulina dI-
gerida a 39°. ‘

Por superposicién: No se aprecia nada sensiblemente.

Por agitacién: Opalinidad. '

Inyeccién intracardiaca a los 15’ de 1 c. c. de la mezcla.”

1 cobayo: - rascamlento. ’

1 cobayo: -} rascamiento.

| cobayo: - ligeras convulsiones clénicas, sin echarse.

Mezcla H

1 ¢. c. de suero humano de convaleciente de E. S. al tercer dia de des-
aparecer estd mezclado con 1 c. c. de fermoglobulina digeri-
da a 39°. ‘ ‘

Por superposicién: No se aprecia nada sensiblemente.

Por agitacién: Opalinidad.

Inyeccién intracardiaca a los 15’ de 1 c. c. de la mezc!o

! cobayo: - viva inquietud. Ligeras convulsiones clénicas sin echarse.

1 cobayo: -+ viva inquietud. Ligeras convulsiones clénicas sin echarse.

1 cobayo: - viva inquietud. Ligeras convulsiones clénicas sin echarse.

En los sueros de convalecientes ensayados, no se observa muy objefi-

&
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vamente la presencia de precipitinas frente al suero equino-bruto y o las
-globulinas digeridas, viéndose solamente una opalinidad en el seno de
les mezclas. Estas, inyectadas intracardiacamente al cobayo, producen
algunos signos de tipo anafilactico (en un caso lo muerte del animal).
Més hay que tener en cuenta que los sueros de convalecientes de E. S.
-adicionados de mertiolato, y que conservébamos en la refrigeradora du-
rante unos meses, inyectados en dosis homélogas por via intracardiaca
- los cobayos no sensbilizados, producian a los animales estados atd-
xicos inmediates, pereciendo algunos. Los que resisten a la inyeccién se
rehacen pronto, quedando inapetentes e indiferentes a las excitaciones
mecénicas durante algunas horas. ‘

Experiencias de anafilaxia pasiva.

Svero humano de convaleciente de enfermedad
del suero (E. S.).

(Recogido a los catorce dios de desaparecer los sintomas).

1 cobayo recibe 1 c. c. de suero de E. S. por via cardiaca .
A las 48 horas 1 c. c. s, equino (via cardiaca) ( =+
1 cobayo recibe 1 c. c. de suero de E. S. por via cardiaca

. . = O
A las 48 horos 1 c. c. 8. equino (via cardiaca) §
1 cobayb recibe 1 e. c. de suero de E: S. por via cardiaca g — 0
A las 48 horos ¥ c. c. s. equino (via cardiaca)
1 cobayo recibe 1 c. ¢. de suero de E. S. por vig cardiaca g -0
A las 48 horas 1 c. c. s. equino (via cardiaca) . ~
1 cobayo recibe 1 ¢. c. de suero de E. S. por via cardiaca z _ 0
A las 48 horas 1 c. c. s. equino (via cardiaca) * \

Suero humano de un paciente tratado con fermo-
globulina en dosis profildctica (S. F.).

(Recogido a los 15 dias de la inyeccién).

1 cobayo recibe 1 c. c. de suero de S. F. por via cardiaca z
A los 48 horos 1 c. c. s. equino (via cardiaca) ]

1 cobayo recibe 1 c. c. de suero de S. F. por via cardiaca
A las 48 horas 1 c. c. s. equino (via cardiaca)
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} cobayo recibe 1 c. ¢. de suero de S. F. por via cardiaca 2

A las 48 horas 1 c. c. s. equino (via cardiaca) =0
1 cobayo recibe 1 c. c. de suero de S. F. por via cardiaca o
A las 48 horas 1 c. ¢. s. equino (via cardiaca) [

Suero de conejo precipitante anticaballe
(5. C. P. A)

(Titulo = 1 :20.000)

1 cobayo recibe 1 c. c. de SCPA por via cardiaca.

A las 48 hords 1 ¢. c. s. equino (via cardiaca) ... % =+ 4+ + + (])
1 cobayo recibe 1 c. c. de SCPA por via cardiaca. $ Ty

A las 48 horas 1 c. c. s. equino (via cardiaca) .. =+ ++

1 cobayo recibe 1 c. c. de SCPA por via cardiaca. ) -|‘ "
A las 48 horas 1 c. c. s. equino (via cardiaca) . =+ ++

1 cobayo recibe 1 c. c. de SCPA por via cardiaca. % @

A las 48 horas 1 c. c. s. equino (via cardiaca;} ..

Suero de conejo precipitante anticaballo, obte-
nido por inyeccién de fermoglobulina (S. C. P. F.)

{Titulo = 1:1.000)

1 cobayo recibe 1 c. c. de S. C. P. F. por via cardiaca. |

A las 48 horas 1 c. c. s. equino (via cardiaca) ... ... { = -
1 cobayo recibe 1 c. c. de S. C. P. F. por via cardiaca. | T+ o+
A las 48 horas 1 c. c. s. equino (via cardiaca) ... ... -
1 cobayo recibe 1 c. c. de S. C. P. F. por via cardiaca. | _ T
A las 48 horas 1 c. c. s. equino (via cardioca) ... ... |

=0

1 cobayo recibe 1 c. c. de S. C.P.F. por via cardiaca.
A las 48 horas 1 c. c. s. equino (via cardiaca) ... ...

1) 4+ + + 4+ = choque mortal.

2) -+ 4 = signos anafildcticos atenuados,
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Suerc humano de convaleciente E. S.

{(Recogido a los tres dias de desaparecer los sintomas).

i cobayo recibe 1 c.-c. de suero de E. S. por via cardiaca... (

A las 48 horas 1 c. c. de s. equino (via cardiaca) ... ... .. {
1 cobayo recibe 1 c. c. de suero de E. S. por via cardiaca... [ — 0
A las 48 horas 1 c. c. de s. equino (via cardiaca) ... ... .. |
1 cobayo recibe 1 c. ¢. de suero de E. S. por via cardiaca... ; _ 0
A las 48 horas 1 c. c. de s. equino (via cardiaca) ... ... ..

=0

1 cobayo recibe 1 c. c. de suero de E. S. por via cardiaca...
A las 48 horas 1 c. c. de s. equino (via cardiaca) ... ... ..

Suero de conejo precipitante anticaballo.

(Titulo = 1:20.000)

1 cobayo recibe 1 c. c. de este suero por via cardl’oco.‘ § 4

A las 48 horas 1 c. c. de fermoglobulina lote H ... ...

1 cobayo recibe 1 c. c. de este suero por via cardiaca. | )

A las 48 horas 1 c. c. de fermoglobulina lote H ... ... % =+

1 cobayo recibe 1 c. c. de este suero por via cardiaca.

A las 48 horas 1 c. c.-de fermoglobulina lote H ... ... % =+
L

1 cobayo recibe 1 c. c. de este suero por via cardiaca.
A las 48 horas 1 c. c. de fermoglobulina lote H ... ...

Suero precipitante antifermoglobulina
de caballo. i

{Titulo = 1: 1.0C0).

1 cobayo recibe 1 c. c. de este suero por via cardiaca. | ST
A las 48 horas 1 c. ¢c. de fermoglobulina lote H ... ... s -

1 cobayo recibe 1 c. c. de este suero por via cardiaca.

A las 4:/3 horas 1 c. c. de fermoglobul?na lote H ... ... % =t++++
1 cobayo recibe 1 c. c. de este suero por via cardiaca. S T
A las 48 horas 1 c. c. de fermoglobulina lote H ... ...

1 cobayo recibe 1 c. c. de este suero (via cardiaca) (2)

A las 48 horas 1 c. c. de fermoglobulina lote H ... ... $ =++

(1) 4 + 4+ + = choque mortal.

(2) Este animal recibié solamente parte de la inyeccién.
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Experiencias de anafilaxia inversa.

Inyecciéon de 1 ¢c. ¢. de fermoglobulino digerida
a 39° (Lote H).

1 cobayo recibe 1 c. c. de esta ferm. por via cardiaca ...

A las 48 horas 1 c. c. suero de conejo (1) (via cardiaca) =0

1 cobayo recibe 1 c. c. de esta ferm. por via cardfaca ... ) o

A los 48 horas 1 c. c. suero de conejo (1) (via cardiaca) 5 -

1 cobayo recibe 1 c. c. de esta ferm. por via cardiaca ... ) —0
)

A las 48 horas 1 c. c. suero de conejo (1) (via cardiaca)

Inyeccién de 1 ¢c. c. de suero equino.

1 cobayo recibe 1 c. c. de s. equino (via cardiacaj ... — 0
A las 48 horas 1 c. c. suero conejo p. p. anticaballo B

1 cobayo recibe 1 c. c. de s. equino (via cardiaca) ... ) — 0O
A las 48 horas 1 c. c. suero conejo p. p. anticaballo |

1 cobayo recibe 1 c. c. de s. equino (via cardiaca) ... -0

A las 48 horas 1 c. c. suero conejo p. p. anticaballo

Estas experiencias, consistentes en administrar primero globulina di-
.gerida o suero equino, y en segunda inyeccién suero antiglobulina y sue-
re anticaballo, respectvamente, dan resultados completamente negativos.

Vemos, pues, que la andfilaxia pasiva no se produce prdcticamente
sensibilizando con suero de E. S. ni con suero de pacientes inyectados con
globulina digerida, cuando se trata de desencadenar el cuadro con suero
-equino. Pero si se inyecta primero un suero precipitante experimental, lot
-crisis surge con toda nitidez cuando dicho suero es anti-caballo (suero
bruto). Por otra parte, si se inyecta primero suero precipitante antiglobu-
lino digerida, los signos anafilacticos son muy leves, cuando la inyeccién
segunda es de suero equino, pero si se trata, en dicha segunda inyeccién,
de globulina digerida, la crisis es tipico.

(1) Suero precipitante antifermoglobulina.
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il
COMPROBACIONES CLINICAS

Vamos a referirnos, exclusivamente, a las preparaciones procedentes
de digestién protedsica, que han sido objete de una experiencia mucho
més amplia. .

v

Van tratados, con las Fermoglobulinas, muchos centenares de pacien-
tes sin que se hayan observado casos de enfermedad del suero en su
forma genuinag, o sealo que se entiende por fendmenos séricos secunda-
rios. Por tanto, nuestras afirmaciones del afo 1947 (1) podemos mante-
nerlas. Entonces deciamos que no habiamos observado un solo caso de
sindrome tipico y que solamente se habfan producido manifestaciones
monosintomdticas fugaces, en reinyectados, en el 11,26 por 100. Hoy
dia, a pesar de haberse multiplicado las aplicaciones de Fermoglobulinas,
especialmente en los sujetos inyectados anteriormente con suero equino
o sueros purificados por las precipitaciones salinas, sin desnaturalizacién
propiamente dicha, podemos asegurar que esta clase de preparaciones
debe sustituir en todos los casos a los sueros brutos y a las preparacio-
nes usuales constituidas por seudoglobulinas sin desnaturalizacién fer-
mentiva y adsorcién ulterior de la proteina inespecifica.

Se sabe por los clinicos que la enfermedad del suero en los reinyecta-
dos, especialmente cuando se trata del suero antitetdnico, es verdadera-
mente temible. De esto tienen gran experiencia los cirujanos especializa-
dos en las heridas producidas por asta de toro, siendo altamente intere-
sante, a este respecto, la-aportacién del Dr. Jiménez Guinea (2). A este
ilustre cirujono le preocupaba hondamente la suverte de sus operados
que, teniendo que ser sistemdticamente sometidos a la sueroterapia. pa-
siva antes de las intervenciones de rigor, volvian a caer heridos:y a tener
que ser sometidos de nuevo a la sueroterapia profildctica antitetdnica,
produciéndose cuadros verdaderamente aparatosos, muchas veces den-
tro de las primeras veinticuatro horas después de la inyeccién, con ficbre
olta, vémitos, estado hipotensivo y manifestaciones cutdneas de fuerte

(1) Rev. Clin. Esp., 27, 432-436. 1947.
(2) L. Jiménez Guinea. Boletin del Consejo Gral. de Colegios Médicos., 4, ni-
mero 19, p. 13. abril 1948.
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3
wrticaria. Eran, también, frecuentisimas las formas ‘secundarias tardias,
presentdndose urticaria, grandes edemas de parpados y- escroto, artral-
gias molestisimas e incluso edema de la glotis. En ofras ocasiones se pre-
sentaba sélo la urticaria y en determinados pacientes preponderaba el
cuadro cardiovascular en forma de crisis hipotensivas con carécter de
verdaderas lipotimias de repeticién; citando el expresado autor el caso
de un lidiador que por la repeticién de los accidentes traumaticos y por
el estado de gravedad con que se presentaban en él las manifestaciones
séricas, constituia un motivo de honda preocupacién, ya que siempre que
cafa herido se planteaba el mismo problema y cada vez en forma mds
clarmante, a pesar de poner en juego los recursos clésicos.

La experiencia clinica del Dr. Jiménez Guinea es dilatada y de extra-
ordinario interés para la terapia por las globulinas antiteténicas pro-
{edsicamente desnaturalizadas, ya que no ha vuelto a observar, a partir
de su empleo, ninguna manifestacién de enfermedad del suero, ni aun en
el caso del lidiador. citado cuyas manifestaciones séricas eran tan alar-
mantes, a pesar de haber inyectado a numerosisimos heridos que ha-
bian sido sometidos con anterioridad a la accién del suero antitetdrico
bruto, figurando también casos de inyeccién anterior de suero protedsi-
-camente desnaturalizado.

Pues bien, con las més excelentes preparaciones globulinicas del tipo
de las que venimos ocupdndonos se pueden observar comportamienfos
que coinciden con lo expuesto en cuanto a anafilaxia «in vivo» y ana-
filaxia «in vitro». No hay una relacién directa, estrecha y evidente, en-
tre la clinica y el laboratorio a este respecto.

En todos los casos las globulinas protedsicamente modificadas obran
por via subcutdnea o muscular, sin producir los fenémenos séricos secun-
«darios tipicos ni aun en los inyectados anteriormente con suero equino;
pero en todes los casos dichas globulinas producen, a veces, choques
anafildcticos en los cobayos sensibilizados y, por ofra parte, no en tcdos
los casos se ve seguida de respuesta negativa la accién de aquéllas scbre
el intestino aislado de animales sensibilizades para el suero equino o
para las mismas globulinas desnaturalizadas.

El hecho de producirse substancias inespecificas en el seno de tales
productos, a causa del proceso de su elaboracién, y que se traducen, a
veces, por respuestas anormales «in vivo» e «in vitro» por parte de los
animales nuevos (no sensibilizados) y, a veces, muy levemente, ésta es
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la verdad, por la accién del suero equino «in vivor» en cobayos sin sensibi-

lizar (véase anteriormente), nos podria llevar, con un criterio simplista, a

admitir en todos los casos una inespecificidad absoluta en cuanto a los

factores desencadenantes inherentes a las globulinas fermentadas. Mas

como no es posible, actualmente, eliminar o neutralizar los substancias

inespecificas que obran en el terreno experimental, no estamos autoriza- -
dos a establecer que, puesto que la clinica evidencia la desnaturalizacién,

lo que en el laboratorio ocurra en contra de esto, sea debido a inespecifi-

cidad; y esto por dos motivos: porque las globulinas no pierden su con-

dicién por el hecho de tratarlas fermentativamente en los limites que per-

mite la terapéutica y porque toda la experiencia clinica a que nos refe-

rimes ofecta a la via subcutdnea o intramuscular; siendo nuestro criterio

que no se practique jamds una inyeccién endovenosa de globulina fermen-

tada a un sujeto inyectado anteriormente con suero equino sin rodearse

de todas las precauciones que se observarian empleando los sueros brutos;

y aun en los primoinyectados, nuestro consejo es que se inquieran los ante-

cedentes alérgicos del paciente y sus allegados antes de proceder a la in-

yeccién intravenosa y, en tcdo caso, observando determinadas precaucio- .
nes, ya que con este modo de administracién que obra tan expeditivamen-
te, toda cautela es poca.

RESUMEN

Las soluciones de globulina equina protedsicamente modificada, inyec-
tadas, en determinadas proporciones e intracardiacamente, a los coba-
yos sensibilizados por el suero equino bruto, desencadenan el «shocks»
mortal con ‘menor frecuencia, en general, que el suero equino sin modifi-
car; e inyectadas a los animales sensibilizados por las mismas globulinas
modificadas, acusan un elevado poder desencadenante.

Ensayados «in vitro» (prueba de Schultz-Dale), la cuantia de las res-
puestas acusa, en general, diferencia entre la accién de las globulinas
fermentadas y del suero equino bruto sobre el intestino de los cobayos
sensibilizados con este producto, pero sin regularidad ni constancia; ob-
servdndose en el intestino de los animales sensibilizados con las globuli-
ras modificadas que el suero equino origina, a veces, respuestas superio-
res a las de la histamina (1 X 1078 — 2 X 1079),
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La prueba de Prausnitz-Kistner se muestra @ favor de que la modifi-
cacién encimética de las globulinas sea un hecho positivo. '

El resultado de la investigacién de precipitinas en las mezclas de sue-
ros de convalecientes de enfermedad del suero y de suero equino; y de
suero de convalecientes y globulinas modificadas, no es convincente.

Parece ser que las globulinas fermentadas tienen menor aptitud para
formar precipitinas y menor susceptbilidad de ser precipitadas.

Han sido negativas las pruebas de anafilaxio pasiva con mezclas de
suero equino y suero de convalecientes de fenémenos séricos y con mez-
clas de suero equino y suero de enfermos inyectados con globulinas fer-
mentadas; siendo positivas las de anafilaxia pasiva
practicadas con mezclas de suero antifermoglo-
bulinico de conejo y fermoglobulina, a pesar de que
en este Ultimo caso no sea evidente la produccién de precipitinas en la
‘mezcla. ‘

También han sido negativas las pruebas de anafilaxia inversa en el
cobayo, bien administrando prim—eromenfe globulina fermentada y en la
segunda inyeccién suero experimental (de conejo), antiglobulina fermen-
tada o bien se inyecte primeramente suero equino, y en la segunda inyec-
¢ién, suero anticaballo. ]

Las globulinas fermentadas, a pesdr de no estar totalmente desnatura-
" lizadas, segin se deduce de las puebas experimentales, no producen,

practicamente, los fendmenos séricos secundarios. ’

t
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Grdfica nium. 1.

Cobayo sensibilizado con suerc equino (S.E.) 46 dias antes.
Cone. H = 2 X 10-%,
Tiempo de concentracién: 307
Intervalo entre cada dosis: 2"

1 = lavado.”

H = Histamina. R
F.H. = Preparacién H (7,8 % Prot.)

: (G.2 de Jalén.)

Grifica nim. 2.

Segmento de intestino perteneciente al mismo cobayo de la
gréfica 1.
1 = lavado.
H = histamina; conc. copa =2 X 10-".
S.E. = Suero equino.
F.P.H A. = Preparacién A.
(G.0 de Jalén.)



Grdfica nim. 3.
Segmento intestinal de cobayo sensibilizado con suero equino.
1 == lavado.
H = Histamina; conc. en copa = 2 X 105,
S.E. = Suero equino.
F.P.H.D. = Preparacién D.

(G2 de Jalon.)



Grafica num. 4.

Segmento intestinal de cobayo sensibilizado con suero
equino. )
H = histamina; conc. en copa = 2 X 10-*

1 = lavado.
F.P.H A. = Preparacién A.
S.E. = Suero equino.

(G.2 de Jalén.)



Grafica nim. 5.
Cobayc normal sin sensibilizar.
1 = lavado.
H = Histamina; conc en copa=1 x 10-%
F.H. = Preparacién H (Prot. 7,81 '%).
S.E. = Suero equino (Prot. 7.7 %).
(G.* de Jalén.)



Grafica num. 6.

Intestino aislado (ileon distal) de cobayo sensibilizado con la prepa-
racién F. dan. (F.T.H.).
1 =lavado. )
H — histamina; conc. H. en copa =2 X 10-°
F.T.H. = Preparacién F. dan.
S.E. = Suero equino.

(G2 de Jalén.)

Grdfica nim. 7.
Cobayo sensibilizado con la preparacién A. (F.P.HA.).
H — Histamina; conc. en copa =2 X 10-".
S.E. = Suero equino normal.
1 = lavado.

(G2 de Jalon.)



Grdfica nim. 8.
Cobayo sensibilizado con la preparacién A. (F.P.H.A.).
Intestino aislado (ileon distal).
1 = lavado.
'H — Histamina. conc. en copa =2 X 10-%
S.E. = Suero equino.

(G2 de Jalén.}



Grdfica nim. 9.

Cobayo sensibilizado con la preparacién B.

(F.P.H.B.).
Intestino aislado (ileon distal).
. Hist. = histamina; conc. =2 X 10-°.
1 = lavado.

S.E. = Suero equino.
(G2 de Jalény



Grdfica nim. 10.

Cobayo sensibilizado con la preparacién C.

(F.P.H.C).

1 = lavado. )
H = histamina; conc. en copa =2 X 10-°.
S.E. = Suero equino.

. (G.% de Jalén.)



Grdfica nam. 11.

Cobayo sensibilizado, con la preparacién D.

(F.PHD.).

H — histamina; conc. en copa =2 X 10-%
1 = lavado.
S.E. = Suero equino.

(G.% de Jalén.)



Grifica nim. 12.

Segmento intestinal perteneciente al mismo cobayo
que el de la grifica anterior, sensibilizado con la pre-
paracién D.

H = histamina; conc. en copa=2 X 10-*
1 = lavado.
S.E. = Suero equino.

(G2 de Jalon.)



Grdfica num. 13.

Cobayo sensibilizado con la preparacién D
(F.P.H.D.). . :

1 = lavado.

H = Hist.; conc. en copa =2 X 110-*
S.E. = Suero equino.

(G2 de Jalén.)



Grdfica nim. 14.

Cobayo sensibilizado con suero equino (S. E).
H — histamina; conc. en copa=2X 10°
1 = lavado.
LI = Preparacién H LI. (1).
(G2 de Jalon.)



Grdfica nim. 15.

Cobayo sensibilizado con suero equino
(S.E.).
1 = lavado.
H = Hist.; conc. en copa =2 X 10-%,
L1(1) = Preparacién H.LL 1.
(G2 de Jalén.)



Grdfica nim. 16.

Cobayo sensibilizado con suero equino (S.E.).
H = histamina; conc. H. en copa =2 X 10-°
1 = lavado.
F.H.E. = Preparacién D.
(G.® de Jalon.)



INSTITUTO DE MICROBIOLOGIA AGRARIA DE LA UNIVERSIDAD DE PISA

PRESENCIA DE ESPECIES DE‘«TRICHOSPORON»
EN ORUJOS DE OLIVA '

por

O. Verona.

Los residuos de la expresién de las aceitunas (orujo) vienen siendo uti-
lizados, como es bien sabido, para una ulterior extraccién del aceite.

_ Durante el periodo de prensado y de conservacién, siempre que no se
ponga en condiciones especiales de almacenamiento o no sea trabajado
inmediatamente, el orujo sufre con el tiempo notables deterioraciones,
dando rendimientos en aceite cuantitativamente inferiores, y, por el con-
siderable aumento de la acidez, cualitativamente decadentes. '

Las causas que determinan estds pérdidas son evidentes y se atribuyen
a la actividad de las lipasas, con referencia a las que normalmente con-

“tiene el fruto y a las que preducen los microorganismos que se desarrollan
en la masa. El desarrollo microbiano en los orujos amasados es grande
y debido a la humedad residual, que se acerca aproximadamente o un
20-30 por 100, y al aumento del grado térmico que, entre otros factores,
en la masa misma, pueden favorecer el desarrollo de las microformas.

Por lo que se refiere al aspecto microbiano de la cuestion, ya antes
de ahora hemos tenido ocasién de hablar de ello (1), poniende de relieve
como la «facies» microbiolégica de los orujos se ha caracterizado, sobre
todo, por la presencia predominante de levaduras. Entre éstas se encuen-

‘tran la Rhodotorula mucilaginosa (Jerg.) Harrison, la Can -
dida parapsilosis (Ashf) Lang. y Tal, Candida parap-
silosis-var. intermedia v. Ril. y Ver, Candida Guillier-
mondii (Cast.) Lang. y Guerra y ademéds la Candida olea
v. Rii. y Ver., considerada hoy idéntica a la Candida i polytica
{Harrison) Diddens y Ledder (2, 3).

El pasado afio, con ocasién de un viaje a Espafia, tuvimes la oportu-

1
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nidad de tomar en algunos establecimientos en los que se viene trabajan-
do sobre los orujos para la extraccién del aceite al sulfuro, algunas mues-
tras de dichos materiales, con el fin de buscar en ellas la eventual pre-
sencia de levaduras. , '

Los cultives por diseminacién sobre placa usando agar-malta dieron
resultado positivo y nos llevaron al aislamiento de cinco cepas que fueron
designadas por: s1, s2, s3, s4, s5.

El consiguiente estudio sistemdtico informé que se trataba de especies.
referibles todas al género Trichosporon y todas, verosimilmente, a
una misma especie, no habiendo encontrado entre las varias cepas dife-
rencias ni morfolégica, ni fisiolégica, ni en los cultivos.

Los caracteres fundamentales pueden resumirse asi (4): .

—Desarrollo en infusién de malta.—Después de tres dias a 25° C

se desarrollan con .bastante rapidez células polimorfas, ovala-
das, cilindricas y alargadas, de dimensiones que varian entre
unas 3,4-4 por 4,2-8 w hasta unas 3,4-5,8 por 18-20 1 e incluso
de mayor longitud. Con el tiempo se forman también filamentos
micelares.
Al final del primer dia se origina en la superficie un anillo en
relieve y después una membrana que al principio es fina, pero
que después se transforma en espesa y pesada, presentando la
superficie rugosa.

—Sobre agar-malta se forma una vegetacién lisa en sus comien-
zos, pero que después se hace estructurada, presentando as-
pecto rugoso tipico, cerebroide. Tal aspecto arrugado es adn.
mds evidente sobre agar-alubias.

Morfolégicamente se repite el cuadro observado en la infusién
de malta: también células de variada forma y tamafio, acom-
pafiadas de un discreto desarrollo micelar. _

—Fl microcultivo sobre porta-objetos permite observar un buen
desarrollo de micelio y formacién abundante de blastosporas v
de artrosporas. Es dificil establecer la correlacién entre la for-
macién de blastosporas y artrosporas, pero parece que las blas-
tosporas prevalecen scbre las artrosporas.

—Fermentacién.—No existe.

—Asimilacién de azlcares.—Positiva para la glucosa, galactosa,
sacarosa y maltosa; negativa para la lactosa.
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—Asimilacién de nitratos.—Negativa.
—Utilizacién del etanol.—Desarrollo bueno con formacién de se-
dimento.
La referencia especiclégica no es facil de hacer porque el cuadro
presentado en el notable trabajo de Lodder y Kreger-van Rij debe enten-

derse relativo Gnicamente a las especies recogidas y conservadas en el
C. B. S. de Baarn-Delft.

De todas maneras, los coroc’reresexpresodos no consienten el encua-
dramiento de estas cepas entre las especies descritas por Lodder y Kreger-
van Rij, ya que en el grupo de las que no fermentan y no asimilan los
ritratos no existen especies que asimilen glucosa, galactosa, sacarosa,

1. Aspecto morfolégico de Trichosporon, cepa s5 en agar-malta; 2. Cepa s3 en infusion de malta; 3.
- " La misma en cultivo sobre porta-objetos.

maltosa y no lactosa. Ni se puede pensar que se trata del Tr. intes-
tans (pese a algunos puntos de contacto), ya que éste no asimila la so-
carosa y asimila la lactosa.

Por el contrario, hemos encontrado que las cepas aisladas en los oru-
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jos y que se describen, se parecen notablemente por su caracteres fisiold-

gicos al Trichosporo veronae Fl., descrito por Florenzano, que
L]

ha encontrado dicha especie en los mostos de uva en fermentacion (5).

Tenia interés el ver si estas cepas presentaban una eventual actividad
lipolitica. Seguimos un ensayo cualitativo cultivéndolas en agar emulsio-
nado con aceite de oliva neutro'y azul-nilo; el resultado fué positive, sin-
gularmente en las experiencias de las cepas s4 y s5.

Para tener una nocién mas exacta fué seguido después otrc método.
En matraces Erlenmeyer que contenfan un ligero sustrato de agar fueron
efectuados cultivos separados de las cinco cepas. Cuando el desarrollo
fué tal que interesaba toda la superficie del agar, vertimos en los ma-
traces 50 c. c. de aceite de oliva desacidificado y estéril.

Como control tenemos iguales matraces que contienen agar estéril y
aceite. Periédicamente dosificamos después, en fracciones de aceite to-
madas asépticamente, la acidez que eventualmente se habia formado.

Se encentré:

Acidez expresada en gr. de dcido oléico por
100 gr. de aceite. '
inicial al 10°dia  al 20° dia ol 30° dia

Control estéril ... ... ... 1,210 1,210 1,310 1,319
Cepa sl ... .o oo ol L » 1,466 2,324 2,786
Cepa s2 ... oo ot el oL » 1,400 1,310 1,560
Cepa s3 .o cev ot e il » 1,460 2,684 5,132
Cepa s4 ... ... ..o ol .l » 1,460 - 4,055 8,940 -
Cepa s5 ... o v ol L » 1,906 4,889 9,530

Los datos confirman que las cepas estudiadas presentan una cierta
actividad lipolitica; por otra parte, se encuentran diferencias entre cepa y
cepa, demostrando més actividad las cepas s3, s4 y s5.

*
En resumen, hemos de expresar que el trabajo verificado enriquece la

coleccién de las especies microbianas presentes en el orujo de aceitunas.
Se trata en este caso de levaduras de tipo Trichosporon. Ellas
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manifiestan una cierta actividad lipolitica que justifica, junto a la activi-
dad de otras especies y de los enzimas lipoliticos normalmente presentes
enel orujo, el aumento de la acidez que se produce al mismo tiempc en
la masa misma del orujo de oliva, durante el periodo de conservacion.
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INFORMACION

RENOVACION DE DIRECTIVA

En la Sesion celebrada por la Sociedad de Microbisdlogos Espaiioles
“el dia 26 del pasado mes de abril, se efectué el escrutinio de los votos
recibidos para la renovacién parcial reglamentaria de la Junta Directiva.

En consecuencia, la Junta ha quedado constituida de la siguiente
forma

Presidente: . Antonio Ruiz Falcé.
Vicepresidente: D. Gerardo Clavero del Campo.
Secretario: . Lorenzo Vilas Lépez.
. Miguel Benlloch Martinez.

. Ricardo Salaya Ledn.

D

D

D

Tesorero: D

Bibliotecario: D

Vocal: D. Genaro Alas Cores.

» D. Gabriel Colomo de la Villa.
D. Eduardo Gallardo Martinez.
D. José Garcia Bengoa.
D. Emilio Luengo Arroyo.
D. Juan Manuel Martinez-Arroyo Nudez.
D. Florencio Moreno de Vega Soler.
D. Arnaldo Socias Amords.

NUEVO SOCIO DE HONOR
Ha sido designado, Gltimamente, Socio de Honor de la Sociedad de

Microbiélogos Esparioles el destacado virélogo Dr. Kenneth Manley Smith.
Doctor en Ciencias por la Universidad de Manchester y en Filosoffa por la
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de Cambridge, el cientifico inglés es, asimismo, «Fellow» de la «Royal
Society» y Miembro del «Royal College of Science» y ha sido Profesor de
Entomologia en la primera de las
dos Universidades citadas. Actual-
-mente es Director de la «Plant Vi-
rus Research Unit» del «Agricultural
Research Council», en Cambridgs.

El Dr. Smith ha publicado nume-
rosos trabajos acerca de los virus de
las plantas y virus de los insectos
(énfermedodes poliédricas). Entre sus
obras podemos. destacar las si-
guientes:

«Recent Advances ‘in the Study
of Plant Viruses», «Plant .Viruses», .
«A Textbook of Plant Virus Diseases»,
«Virus Diseases of Farm and Garden
Crops» y «A Textbook of Agricultural

Entomology».

ACTAS DE LA SOCIEDAD
MADRID

Acta de la sesion celebrada el dia 21 de diciembre de 1953.

Bajo la presidencia de D. Florencio Moreno de Vega y actuando como
Secretario D. Lerenzo Vilas, se abre la sesién a las 20,30 horas en el aula
del edificio central del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas,
Serrano, 117.

Se aprueba el acta de la sesion anterior. El Sr. Martinez Piqueras
expone su trabajc «Sobre la higienizacién de la leche». A continuacién
el Sr. Moreno Lépez presenta otro, en nombre propio y en el del Sr. Ruiz
Fasantino, titulado «Informe preliminar sobre un nuevo método de va-
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de Cambridge, el cientifico inglés es, asimismo, «Fellow» de la «Royal
Society» y Miembro del «Royal College of Science» y ha sido Profesor de
Entomologia en la primera de las
dos Universidades citadas. Actual-
-mente es Director de la «Plant Vi-
rus Research Unit» del «Agricultural
Research Council», en Cambridgs.

El Dr. Smith ha publicado nume-
rosos trabajos acerca de los virus de
las plantas y virus de los insectos
(énfermedodes poliédricas). Entre sus
obras podemos. destacar las si-
guientes:

«Recent Advances ‘in the Study
of Plant Viruses», «Plant .Viruses», .
«A Textbook of Plant Virus Diseases»,
«Virus Diseases of Farm and Garden
Crops» y «A Textbook of Agricultural

Entomology».

ACTAS DE LA SOCIEDAD
MADRID

Acta de la sesion celebrada el dia 21 de diciembre de 1953.

Bajo la presidencia de D. Florencio Moreno de Vega y actuando como
Secretario D. Lerenzo Vilas, se abre la sesién a las 20,30 horas en el aula
del edificio central del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas,
Serrano, 117.

Se aprueba el acta de la sesion anterior. El Sr. Martinez Piqueras
expone su trabajc «Sobre la higienizacién de la leche». A continuacién
el Sr. Moreno Lépez presenta otro, en nombre propio y en el del Sr. Ruiz
Fasantino, titulado «Informe preliminar sobre un nuevo método de va-
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loracién microbiolégica del factor intrinseco antianémico en unidades an-
tigammas en placas pocillo».

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

Acta de la sesion celebrada el dia 8 de febrero de 1954.

Bajo la presidencia de D. Antonio Ruiz Falcd y actyando como Secre-
tario D. Lorenzo Vilas, se abre la sesién o las 20,20 horas en el aula
del edificio central del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas,
Serranoc, 117.

Se aprueba el acta de la sesién anterior. Es admitido como socio
D. Juan Manuel Martinez-Arroyo, Doctor en Medicina, de Mudrid, pre-
sentado por D. Antonio Ruiz Faleé y D. Alejandro Otegui.

El Sr. Presidente da cuenta de que conforme al Reglamento de la
Sociedad procede efectuar elecciones para cubrir los cargos de terosero,
kbiblictecario y cuatro vocales, efectudndose la votacién segin estd pres-
crito, mediante papeleta remitida, en sobre cerrado, al Secretario de la
Sociedad. El plazo de recepcién de votos terminaric el 31 de marzo y
el escrutinio se podria efectuar en la primérd sesién celebrada por la
Sociedad en el mes de abril. Asimismo indica que la Junta Directiva pro-
pondrd una candidatura, entendiéndose que los nombres propuestos no
tendrdn més valor que el de orientar a los socios, ya que éstos pueden
designar libremente a quienes deseen. Son aprobadas ambas propuestas.

El Sr. Moreno de Vega da lectura-a dos trabajos suyos: «Aportacion
al sifilediagnéstico» y «Datos complementarios de estudios anteriores acer-
ca de la desnaturalizacién proteica». El Sr. Presidente y los Sres Urgoiti
y Cordén comentan. elogiosamente las dos comunicaciones.

Y no habiendo més asuntos que tratar se levanta la sesion a las 21

horas.

Acta de la sesién celebrada, conjuntamente con los Institutos de Edafolcgia
y de Entomologia, el dia 30 de marzo de 1954.

Bajo la presidencia de don Antonio Ruiz Falcd y actuando come
Secretario don Lorenzo Vilas, se abre lo sesién a las 19,45 horas en el
salén de actos de los Institutos «Alonso Barba» y «Alonso de Santa Cruz»,
del C. S. 1. C., Serrano, 119. ’ '
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Se aprueba ¢l acta de la sesién anterior. El sefior Presidente propone
el nombramiento de Socio de Honor a favor del Dr. Kenneth M. Smith,
Director de la «Plant Virus Research Unit», del «Molteno Institute», de
Cambridge (Inglaterra), quien honra este acto con su presencia. Se aprue-
ba la propuesta por unanimidad.

Son admitidos como socios: Don Julio Rodriguez Villanueva, Licenciade
en Farmacia, de Madrid, presentado por don Vicente Martinez Piqueras
y don Gregorio Fraile, y don Pascual Azcinaga Gonzélez y don Pedro
Alonso Carrién, Licenciados en Farmacia, de Madrid, 'presentodos por don
Lorenzo Vilas y don Vicente Martinez Piqueras.

El sefior Cordén da lectura a su trabajo, en colaboracién con el sefor
Martinez: «Infroduccién general a nuestro estudio experimental de la
purificacién y desespeciacién por via enzimdtica de los sueros antitéxicos»,
al que el sefior Moreno de Vega hace comentarios elogiosos.

El sefior Vicente Jordana presenta una comunicacién sobre: «Efecto
de la germinacién en la difusién de las bacterias de la podredumbre y
pie negro de la patata».

El seficr Smith pronuncia una conferencia acerca de «The polyhedral
virus diseases of Lepidopterous larvae and the development of virus in
the cell nucleus».

Finalmente el sefior Presidente entrega el Diploma de Socio de Honor
cl Doctor Smith, quien agradece con frases cordiales la distincién reci-
, bida.

Y no habiendo mds asuntos que tratar se levanta la sesién a las 21,45
hores.



