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CEPPI MUTANTI E TECNICHE RELATIVE IN 
«PENICILLIUM CHRYSOGENUM THOM.» (*) 

por 

Aristide Carilli. 

L'argomento che ho I'onore di trottare in questa conversazione r i -

guarda In particolare i ceppi e le tecniche usate per ottenere mutanti 

in P e n I c i I I i u m , il primo délia serie di microorganismi che possono 

considerarsi benemeriti dell 'umanità, per gli immensi benefici che deriva-

no dai prodotti del loro metabolismo. 

II genere P é n i c i l l i u m comprende un vasto gruppo di funghí 

—diffusissimi in natura— che, per il colore caratteristico del le loro spore, 

sono comunemente conoscluti col nome di «mufe verdi». 

Questi funghi hanno richiamato I'attenzione degli studiosi fin dal secólo 

scorso, soprattutto per la loro importanza quali agenti di decomposizione 

e di fermentazione. 

Già nel 1886 infatti, Saccardo citava i Penicilli quali agenti della de

composizione dei frutti di agrumi; Whemer, qualche anno dopo, riferiva 

ad alcuni di essi la produzione di acido cítrico. E. Johan-Olsen (1898^ ne 

sottolineava hmportanza nell'industria casearia. Si iniziava cosí lo studio 

della sistemática e della fisiología di questi funghi; studio che, successiva-

mente, porto ad un intéresse via crescente sull'intero gruppo. 

Tuttavia le ricerche su questi organismi conservarono una importanza 

soltanto relativa, rimanendo limitóte a ricercatori isolati o a piccoli gruppi 

di studiosi, fino alia scoperta della penicillina. Da questo momento numero-

sissimi furono gli studiosi —microbiologi, chimici, biochimici— che úyo\-

(*) Conferencia pronunciada en el Instituto "Jaime Ferrán", de Microbiología^ 
Madrid, 2 de marzo de 1955. 
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sero la loro attenzione ai Penicilli, î quali diventarono cosi un argonriento 

dl primaria importanza biochimica ed industrióle. 

Poichè l'argomento che trattero è abbastanza definito, non riferi-

rô i successivi risultati ottenuti nel campo délie ricerche su questi organism! 

fmo alla scoperta délia penicillina. Tali notizie hanno importanza sola

mente storica. 

La paternità del nome « P é n i c i l l i u m » risale a Link, il quale 

nelle sue «Observationes» (1809) descrisse molto brevemente il genere, 

con tre specie.- P é n i c i l l i u m g l a u c u m , P. c a n d i d u m e P . 

e x p a n s u m . Tuttavia la caratterizzazione di queste tre specie non 

doveva essere molto fondata, se lo stesso Link, nel 1824, decise di ripor-

tare tutti i Penicilli verdi sotto l'unica specie P é n i c i l l i u m g l a u c u m . 

Ciô porto ad una notevole confusione in questo campo, già fra gli stessi 

contemporanei di Link. Confusione che continuo a presentare la letterotura 

tassonomica del P é n i c i l l i u m per molti onni ancora, fino p che non 

si affermé Tldea che, per uno studio tassonomico accurato, occorreva 

mantenere questi organismi in condizioni rigorosamente standardizzate di 

cultura. 

Una data specie infatti, puo presentare aspetti fondamentalmente 

diversi se coltivata su terreni nutritivi che differiscono anche solo per 

qualche elemento constitutivo: e ció non solo per la capacita di risposta 

ai diversi terreni, ma anche per la tendenza, che è propria di questi 

íunghi, a dare variqzioni morfologiche e fisiologiche. 

COSÍ è avvenuto che molte specie descritte precedentemente come tal i , 

al la luce di uno studio rigoroso, secondo i principi della standardizzazicne 

delle culture, si siano rivelate quali semplici variazioni morfologiche di 

altre specie conosciute. Tuttavia, nonostante i grandi progress! fatti anche 

ín questo campo, lo studio delle specie appartenenti a questo genere, 

presenta sempre grandi difficoltà anche per coloro che già dispongono 

di una buona técnica e di una certa esperienza di Penicilli. 

La colonia. 

II P é n i c i l l i u m su agar cresce formando un ammasso di ife, coni-

diofori e conidi, constituenti la colonia, cioè una organizzazione che solo 

apparentemente puo ritenersi semplice, essendo in realtà molto complessa. 

Vediamo quindi un po' meglio che cosa è la colonia. Possiamo con

siderarla innanzi tutto come una entità stabile dal punto di vista morfoló

gico e fisiológico, o non è piuttosto un risultato di particolari e speciali 

condizioni di ambiente, che —esse sole— determinano quelle caratteristi-
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che, difficilmente ripetibili? Oppure la colonia è semplicemente un insieme 

organizzato o disorganizzato di entità séparatamente attive e vitali for-

rnanti quasi un complesso misto? 

Vediamo piCi in dettaglio come si sviluppa una colonia: da uno o più 

conidi posti su un terreno contenente note ed adatte quantità di nutriliti, 

ha origine Kabbozzo della prima ifa (naturalmente la condizione migiiore 

é l'origine monoconidico, per esçludere le eventuali differenze nel corredo 

genético dei divers! conidi). Successivamente la prima ifa si allunga, 

•émette ramificazioni laterali, che a loro volta si allungano e si ramificano. 

Osservata al microscopio in questo primo stadio di crescita, la colonia 

cippare formata ida un intreccio irregolare di ife, a sviluppo tendenzial-

mente radiale ed avente ancora tutte le sue ife in intimo contatto con 

le sostanze nutritive del mezzo e con Tossigeno. Continuando ad ac-

crescersi pero la colonia si sviluppa anche in profondità mediante ife 

sommerse, ed in alto mediante ife aeree. La colonia puô ora considerarsi 

come la nsultante di diversi strati di cellule e conseguentemente sono 

mutate le originarle condizioni di ambiente omogeneo. Le cellule degli 

strati più profondi, infatti, sono si in intimo contatto con i nutriliti, ma non 

con l'ossigeno; e viceversa, le cellule degli strati superior! mancano del 

contatto diretto con gli alimenti, montre sono immerse nell'ambiente aereo. 

Ora, considerando che anche il metabolismo delle cellule non è uni

forme nella colonia, che Tambiente stesso in cui le cellule vivono è diverso 

nei vari punti della colonia, possiamo riíevare che la colonia deve essere 

considerata come una particolare risposta a particolari condizioni di 

ambiente; che tali condizioni non sonó sempre le più adatte; che non 

sempre necessariamente Tospètto della colonia puô essere riprodotto e 

che, infine, lo stesso aspetto della colonia puô non essere uniforme. 

Queste considerazioni debbono essere tenute in gran contó da tutti 

coloro che si interessano di tali organism!, perché da un attente lavoro 

micologico dipende oltre la buona conservazione dei ceppi, anche la 

possibilité di scoprire ceppi nuovi di più alto intéresse sia scientifico che 

industrióle. 

Vediamo ora come si presentano quest! organism! in cultura superfi-

ciale ed in cultura sommersa. 

In cultura superficiale su agar le colonie si presentano circolari, con 

Tnargine. continuo ed intensamente sporificote. II micelio si presenta con 

cellule regolari, settate, a forma di tubicino —le i fe—; queste dûnno origine 

Jn superficie o rom! fruttiferi detti conidiofor!, perché portant! i con'di. 
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che sono gli organi adibit i alla moltipíicazione della specie. Il conidioforo^ 

ha la forma caratteristica del pennello, che ha dato origine al nome latino* 

Comd 

Sterigmi 

Metule-

SrancHe-* 

Ramo contdiofoKo 

Fig. 1. 

del genere (fig. 1). I conidi, di forma rotondeggiante e di diámetro var ia-

bile da 3 a 5 micron, germinano a temperatura adatta — d a 24^ a 2 7 ^ — 

dopo circa 10-12 ore di incubazione. Si origina cosí I'abbozzo deIJa Ifa 

primaria che dapprima si presenta semplice, quindi si ramifica in varie 

direzioni dando luogo al centro di una nuova colonia (fig. 2). 

In cultura sommersa il micelio vegetativo presenta un aspetto simile 

nei tratti fondamentali a quello che si osserva nell culture superficial! su 

agar. Esso è costituito- da ife che si presentano come tubuli settati, corr 

ramificazioni laterali simili nell'aspetto alie ife da cui derivano. E' da. 
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notare che la ramificazione e I'emissione di nuovi rami nel micelio in 

cultura sommersa è sempre indice di una intensa attività vegetativa e di 

ottime condizioni di sviluppo. In condizioni normali di cultura sommersa, 

cioè in condizioni aeréate ed agitate, il micelio non produce conidi (fig. 3). 

La formazione di conidi in cultura sommersa è stata ottenuta da 

Foster e coll. (1945), usando uno spéciale terreno sintético a base di 

cloruro di calcio (in proporzioni dal 2,5 al 5%) ; in queste condizioni il 

micelio inizia la formazione di conidi già a 48 ore di età dalla semina e 

la produzione va gradualmente aumentando finché a 80-90 ore dal l ' -

inoculo, il terreno di cultura assume la colorazione verde tipica dei conidi 

di P é n i c i l l i u m . 

Gilbert e Hichey (1946) hanno anche indotto la formazione di conidi 

in P . n o t a t u m , in condizioni che favoriscono una crescita stentata 

o moderato, aggiungendo minime quantité di Ferro e mantenendo il pH fro 

5 e 6,5. 

Tuttavia noi abbiamo potuto constatare recentemente a questo propo

sito che nelle condizioni suggerite da Foster e col!, in cultura sommersa 

non si formano penicilli tipici, in quanto i conidiofori sonó rudimentali e 

differiscono da qúelli prodotti in cultura superficiale su terreni semi-soiidi 

o liquidi, per essere ridotti essenzialmente od un corto ramo conidicforo, 

:su cui sonó inseriti direttamente pochi sterigmi (mai in numero maggiore 

di 3 o 4): mancano quindi completamente le metule (fig. 4). Inoltre si 

formano conidi anche da ife non diffenrenziate che differiscono da qnelli 

prodotti normalmente anche per avere due nuclei invece di uno (fig. 5). 

A questo proposito vorrei sottolineare che lo studio morfológico e 

<:itologico di questi organismi è molto facilitato dalle condizioni della 

cultura sommersa, essendo praticamente eliminate tutte le difficoltà ine-

renti al prelievo del materiale da osservare. 

Un fenómeno come la formazione dei conidi, per esempio, o megiio, 

11 meccanismo di formazione dei conidi, puo essere seguito agevolmente in 

queste condizioni, mentre richiederebbe partícolari accorgimenti ed una 

técnica raffinata, se studiato nelle normali condizioni di cultura superfi

ciale ¡n agar. Un solo preparato dà ia possibilità di individuare tutte le 

fasi successive della formazione del conidio (fig.'4). 

• E' chiaro come il fattore piu importante nélla projduzione della peni-

cillina sia poter disporre di un ceppo adatto di P é n i c i l l i u m , capace 

di produrre grandi - quantité di antibiótico. Esistono naturalmente altri 

fattor i che influenzano notevolmente la produzione, come l'agitazione. 
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l'aereazione e la composizione del terreno di cultura: un buon ceppa 

rimane tuttavia Tartefice primo de! successo. 

Per questa ragione, le ricerche intese a trovare le migliori condizionî 

di cultura furono condotte di pari passo con quelle intese al miglioramento 

dei ceppi. Cosi, mentre si passô dalla cultura superfîciale alla cultura som-

mersa, migliorando sempre più i terreni di cultura con l'aggiunta di diverse 

sostanze atte ad incrementare la produzione, i primi ceppi venivano sotto-

posti ad un intenso lavoro di induzione di mutazioni e selezione per mi-

glîorarne la capacita produttîva. 

I principal] agenti mutageni adoperati sono i raggi uitra-violetti, í 

raggi X ed alcune azoto-ipriti (N-mustard) (metil-bis (/3. cloroetil)-ammina). 

Illustriamo ora le tecniche usate per indurre mutazioni a mezzo di ta l i 

agenti, con spéciale riguardo a quella del trattamento con i raggî ultra-

violetti, che, oitre ad essere la técnica più diffusa, è generalmente adope-

rata anche per gli altri agenti mutageni cui abbiamo accennato. 

La técnica più comunemente usata per indurre mutazioni con azoto-

îprite è la seguente: la soluzione di azoto-iprite si prepara aggiungendo-

C,25 ce. di una soluzione contenente 19,2 mgr. di metil-bis~/3-cloroetil-am-

mina a 9,75 ce. di soluzione acquosa sterile, contenente 270 mgr. di 

bicarbonato di sodio. Appena la base liberatasi si è disciolta (30 secondi),. 

si aggiungono 10 ce. di una sospensione di spore contenente arca 150.000 

spore per cc ; si agita e si lascia stare a temperatura ambiente (24^ C ) , 

agitando di tanto in tanto. Ad intervalli regolari si prelevano aliqucte 

di 0,4 cc. e si aggiungono a 100 cc. di una soluzione stelire decontami-

nante, contenente 60 mgr. di glicina e 68 mgr. di bicarbonato d\ sodio. 

1 campioni di spore cosí trattati e un campione di spore non trattato seno 

Gonservati a 4^ C. per 24 ore. La diluizione ;della miscela con la soluzione-

di glicina-bicarbonato ferma efficacemente l'azione dell'azoto-iprite sulle 

spore e decontamina la miscela smuovendo i gruppi P-cloroetile che non-

hanno reagito mediante la reazione con aequo o glicina. Dopo la conser-

vazione a 4*̂  C , si piastrano le spore in scatole Petri su di un terreno 

agarizzata e, dopo il periodo di incubazione a 24^ C. di temperatura, si 

isoíano le colonie superstiti. 

Un'aFtra técnica molto importante, certamente la più diffusa, è Tindu-

zione di mutanti con raggi ultravioletti. Per meglio illustrare questa técnica, 

descriviamo un'esperienza eseguita nelHstituto Superiore di Sanità di 

Roma, alio scopo di ottenere mutanti morfologici di P. c h r y s o g e -
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n u m , per studiare eventuali relazioni biochimiche e morfologiche in 

questo organismo. 

Fu scelto come ceppo di partenza il P e n c h r y s o g e n u m Wis. 

49.133 che presenta in terreni standard, iseguenti caratteri culturali: 

colonie rotonde, a margine continuo, veliutate; sporificazione verde abbon-

dante, micelio bianco prima del la sporificazione, conidi rotondi od ovoli, 

con dimensioni varianti da 2,5 a 4 M-, assenza di pigmento diffusibiîe ne i 

mezzo. 

Le spore furono ottenute da culture di 8 giorni di età cresciute in 

provette a becco di clarino, tenute in termostato a 24^ C. e contenenti 

un terreno agarizzato a base di saccarosio, corn steep liquor e sali mine-

ral i (Moyer e Coghil l , 1947) e sospese in aequo distillata sterile in modo 

da ottenere uno concentrazione di circa 30.000 spore/cc. Taie sospensione 

venne distribuita in piastre di Petri con un terreno agarizzato in ragione 

di 0,1 ce. per piastra (3.000 spore circa) e ripartita uniformemente su 

tutta la superficie della piastra con una bacchetta di vetro sterile a 

forma di T. 

Il trattamento mutageno fu eseguito con lampada germicida a raggi 

ultra-violetti di 15 watt, posta alla distanza di 30 cm. dalle piastre, e con 

tre diversi tempi di esposizione: r 3 0 ' ' , 2', 2'30''. Le piastre vennerd 

quindi incubate in termostato olla temperatura di 24^ C , e dopo 8 giorni 

di sviluppo SI isolarono le colonie sopravvissute. 

II tempo ottimûle di esposizione risulto essere 2', ottenendosi in tal 

modo una mortalità di circa il 95 % . La maggior parte délie colonie 

sopravvissute non presentavano aspetto diverso da quello del ceppo geni-

tore, mentre una piccola percentuale di e%^e, il 5 % circa, presento 

variazioni morfologiche stabili, come per es. Il colore délie spore, il 

colore e la forma del micelio, etc. (fig. ó). Queste colonie di mutanti 

morfologici furono catalógate conie segue (fig. 7): 

Ceppi giallî: costituenti colonie rotonde a margine continuo, raggiate, 

con micelio e conidi gial l i ; presenza di pigmento giallo diffusibiîe nelle 

culture invecchiate mentre il genitore diretto, ceppo 49.133, non era 

pîgmentato. 

A taie proposito ricordiamo che il genitore originale. Wis. Q 176, dal 

quale per passi successivi discende il 49.133, è dotato di un intenso 

pigmento giallo; ciô mise pertanto in evidenza una certa regressione di 

quest! mutqnti giall i verso i caratteri primitivi. 

Ceppi giallo-verdi: constituiti da 'colonie rotonde, raggiate, a margine 

11 
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continuo, con micelio e spore giallo-verdi. Questi ceppi sonó intermedi fra 

i! mutante giallo ed i! ceppo genitore verde. Anche qui si noto la presenza 

di un pigmento diffusibile nel mezzo, meno intenso pero che ne! caso dei 

ceppi gial l i . 

Ceppí bianchi: constituiti da colonie rotonde, lisce a margine con

tinuo, micelio bianco con sporificazione leggera e variabile fino ad otte-

nere ceppi non sporificati. 

Ceppi rugosi: costituiti da colonie di dimensioni variabil i a margine 

discontinuo, circonvolute, non pigmentate, con pochissimo micelio aereo, 

leggera sporificazione verde. Tali colonie in cultura superficiale su agar 

risultano formate da cellule simili a lieriti (fig. 8). 

L'esperienza, come ho detto precedentemente, era stata progettata 

per ottenere mutanti morfologici, alio scopo di studiare eventuali correla-

zioni tra proprietà biochimiche e propriété morfologiche in P é n i c i l 

l i u m . 

I diversi mutanti morfologici ottenuti, e il ceppo parente quale con-

trollo, furono pertanto coltivati in cultura sommersa Jn beute agitate, con 

terreno adatto alia produzione di penicillina (corn steep, lattosio, carbo

nato di calcio). E le culture furono sistemáticamente seguite riguardo la 

produzione di penicillina, l'andamento del pH, il consumo degli zuccheri 

e lo sviluppo miceliale, espresso in peso secco. 

Riguardo la produzione di penicillina, l'esperienza mise in evidenza i 

seguenti fatt i : 

1 ceppi probabil i mutanti, ma non diversi morfológicamente dal ceppo 

genitore, tranne che per una più intensa e rápida sporificazione, 

producevono meno penicillina del parente (fig. 9); tale diminuzione 

nel la produzione non poteva essere attribuita ad una minore utiliz-

zazione di lattosio, il cui consumo era solo leggermente interiore a 

quello del controllo (fig. 10); ne ad un diverso andamento del pH, 

risultato idéntico a quello del controllo (fig. 11); ne ad un insufficiente 

sviluppo miceliale, anch'esso idéntico al controllo (fig. 12). 

Î ceppi giall i producevono come il ceppo parente (fig. 9), e anche in 

questo caso non si rivelarono differenze sensibili nell'utilizzazione del 

lattosio (fig. 10), nell'andamento del pH (fig. 11), a nello sviluppo 

miceliale (fig. 12). 

Anche i ceppi rugosi con caratteristiche morfologiche tanto diverse da 

quelle del ceppo parente, producevono come il controllo, nonostante il 

minore consumo di lottosío; mentre solo i ceppi bianchi producevono 

12 
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costantemente meno del genitore, pur mostrando pressocchè identicí 

I'andamento del pH, ~ I'utilizzazione del lattosio e lo sviluppo miceliale 

(figg. 13, 14, 15, 16). 

PESO SECCO% 

Fig. 12. 

Per quanto riguarda tuttavia il ceppo rugoso, va notato che mentre 

nelle culture su agar esso è formato quasi esclusivamente da cellule similF 

a Ileviti (fig. 8), in cultura sommersa si sviluppa con ife normali, anche se 

non risultano del tutto scomparse le cellule lievitiformi (fig. 17). 

Se si esclude quindi il caso dei ceppi bianchi, che producevano sensi-

bilmente meno del ceppo parente, tutti gli altri risultati portavano alia 

conclusione che non esistevano differenze sensibili nel metabolismo del 

mutanti morfologici saggiati; metabolismo inteso come produzione di anti

biótico, andamento del pH e utilizzazione del lattocio. 

Non risultava pertanto nessuna correlazione tra proprietà biochimiche 

ÏS 
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<e caratteristiche morfologiche: evidentemente la differenziazione si rife-

rva solo ad spetti macroscopici più evidenti, quale la maggiore o minore 

ore ZA ^20 1̂ )4 

Fig. 13. 

produzione di spore, il colore délie spore stesse e la forma del micelio in 
agar culture, soprattutto per quanto riguarda i ceppi rugósi. 

L'argomento è tuttavia di grande interesse e, nonostante i rlsul+ati 
negativi dell'esperienza riportata, credo si riuscirà a trovare una quaiche 
nelazione tra metabolismo e forma in P é n i c i l l i u m , cosí comie le 
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recenti esperianze di Nickerson (1953) hanno messo in evidenza per i 

lieviti più precisamente in C a n d i d a . 

Abbiamo già trovato una relazione del genere nei ceppi rugosi di 

P é n i c i l l i u m , la cui forma simile a lieviti è correlata ad un metabcli-

peSO 5CCC0 y i 

2 J . a C£PPO ^enilbre 

b il bianco 

1 + 

Fig. 16. 

3mo acido di questi ceppi; infatti se si fanno crescere in un terreno tam-

ponato con carbonato di calcio a pH 6,3-6,5, la forma rugosa scompare 

e le colonie si sviluppano con ife normali. 

La stessa técnica che ho descritto per la ricerca di mutanti morfologici, 

viene seguita per ottenere mutanti maggiori produttori di penicillina. 

I numerosi ceppi ' ottenuti per induzione di mutazioni e selezicne 

devono essere sistemáticamente saggiati allô scopo di individuare quel-

li buoni produttori: ciô comporta Teffettuazione di un corrisponder.te 

numero di fermentazioni parallèle e comparative, che non è possibile 

18 
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esegujre subito in veri fermentotori, più o meno grandi, per evidentl ra-
gioni di spozio e di economio. 

I primi soggi comparotivi vengono pertonto effettuati in beute poste 
su ogitatori olternotivi o rotatori. Attuoimente sonó generalmente usati 
quelli rotatori, di tipi diversi: la fig. 18 mostró il tipo usoto nel nostro 
ístituto, constituito da una piottaformo portante i supporti di gomma per 
le beute, poggiata su 4 sfere metolliche e rotante a mezzo di puleggie con 
eccentrico di 10 cm. 

I ceppi provoti e selezionati mediante fermentazione in beuta seno 
destinati o possare nei tonks; risulto quindi dello mossima ¡mportanza 
cercare di ovvicinore il più possibile le condizioni di fermentazione dello 
beuta o del tank, che sono diverse sopprottutto per le portícolori condi
zioni di oereozione dello beuta. 

Si è constotato fro Koltro (Chain e Guolondi, 1954), che esiste uno 
inotevole differenza di aereozione per beute di idéntico forma e volume, 

VELOCITA* DI DIFFUSIONE O E L C O S S I G E N Q 

Volume beul'a 

Volume liquido 

ccOjTlOOcc.liqyora 

1000 ce. 

lOOcc. 

103 

500 ce. 

100 ce. 

6/i 
1 

500 ce. 

50 ccJ 

101 

Shaker rofaíorio - eccenlricita 50 mm roliaz¡one 28Sy7»iinJ 

Fig, 19. 

in rapporto al volume del liquido contenuto (fig. 19), con perfetta corre-
lazione riguardo olla produzione di penicillina (fig. 20). 

I migliori ceppi rivelatisi nelle beute agitate, vengono poi provoti in 
fermentotori di scola ridotta e di dimensioni diverse, che riproducono per 
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quanto è possibile le condizioni dei fermentatori di capacita industríale.. 

In nostro impiamto pilota dispone di fermentatori da 10 It (f igg, 21 

e 22), 50J t (f g. 23), 200 It (fig. 24), 3.000 e 15.000 It (fig. 25). Tuttovia^ 

« . , Unitá/cc. 
• Beure da lOOO cc. con 120 cc. terreno 

O '/ «I 5 0 0 M u iQO n wf*900 

A II II 5 0 0 II I, 6 0 « 

feoo 

ore 0 

nel lavoro di adattamento aile condizioni dei vari fermentatori, bisogncr 

tener contó di diversi fattori che possono notevolmente influenzare i risul-

tati delle fermentazioni. 

Uno di questi fattori è l'agitazione: ci si deve attendere, per esempio, 

nel micelio sviluppato in condizioni di intensa agitazione meccanica 

(fig. 26), una attività metabolica qualitativamente é quantitativamente d i 

versa da quella di un micelio sviluppato in condizioni di agitazione 

meccanica debole o completamente assente (fig. 27). Questo fattore deve 

essere'tenuto presente nelTinterpretazione delle differenze osservate nel 

corso di fermentazioni fungine condotte in fermentatori di diverse gran-

dezze. Esso puo, ad esempio, essere responsabile del fatto, di recente 
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csservato, che certi prodotti metabolici ottenuti in alte produzioni in 

piccoli fermentatori di laboratorio si cttengono in produzioni molto piu 

basse in fermentatori su scala industrióle, benchè tutte le varianti control-

labil i, come la composizione del terrene di cultura e llntensità dell 'aerea-

zione, fosséro mantenute rigorosamente identiche. D'altro lato, poichè 

ilntensità di aereozione dipende dal grado di agitazione meccanica, puo 

non essere sempre possibile raggiungere il grado di aereazione desi

derate, senza eccessivo danno al micelio fungino e conseguenti profondi 

cambiamenti nel suo metabolismo. In tali casi possono aversi risultati 

soddisfacenti solo adottando fermentatori di maggiore capacita, dove 

un'alta intensità di aereazione si puo raggiungere con una intensità dí 

agitazione meccanica per unità di volume più basso di quella- necessaria 

per ottenere la stessa aereazione in piccoli fermentatori. 

Il lavoro di miglioramento dei ceppi con la técnica dell'induzione di 

mutazioni che ho ¡llustrato, deve essere accompagnatO' dal continuo 

controllo dei ceppi ottenuti, per evitare possibili degenerazioni, frequen-

tissime soprattutto riguardo alia produzione di penicillina o altra sostanza 

antibiótico. Questo controllo comporta un continuo lavoro di selezione, con 

sottoisolamenti del ceppo e saggio della produttività dei sotto-ceppi. 

La f ig. 28 mostró i risultati ottenuti quolche anno fà do sottoisolamenti 

di un ceppo buon produttore di penicillina: i sotto-ceppi mostrarono una 

considerevole voriozione nello produzione, riferita a quella del ceppo do 

cui erano stati selezionati a coso. 

Le tecniche che ho sommariomente Illustrate sono quelle che honna 

permesso di ottenere il continuo miglioramento dei ceppi riguardo al io 

produzione di penicillina. 

Per dore unldea anche solo opprossimativo dell'enorme progresse íatto 

in questo campo, grozie al lavoro di scienzrati e tecnici di vari Paest 

compiuto in diversi onni, riporto i possi successivi ottenuti in questo senso, 

dai primi ceppi produttori in cultura superficiale, fino o quelli altamente 

selezionati che sonó ottuolmente utilizzati nelllndustria. 

La tabello 1 dà lo genealogía dei ceppi migliori produttori in cultura 

superficiale. 

L'ultimo ceppo fu usato per le prime culture superficioli su scala 

industrióle; si ottenevano mossime resé di 160^-200 u/cc. 

Lo genealogía dei primi ceppi per cultura sommerso è schematizzata 

nello tabello 2. 

II ceppo NRRL 1951-B25 fu selezionato do colonie di P. c h r y s o g e - ^ 

2^ 



úniU/cc. 

M700 

«re O 



-TAB. 1 

Ceppo di Fleming (^o^^fjUJ"'") 

(selezione) 

Ceppo Squibb 1249 

(selezione ) 

Ceppo NRRL 1249- B 21 -

TAB. 2 

NRRL 1951 ~B 25 (100-200 u/cc.) 

I (trattamento ai raggi X ) 

X-1612 ( 3 0 0 - 500 u/cc. > 

( trattamento ai raggi UV) 

Q 176 ( oltre 1.000 u/cc._ ) 
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n u m isolato da un melone ammuffito. Con successivi trattamenti a mezzo 

di raggi X e con raggi U. V., effettuatl da Backus e Coll (1946) presso 

il Carnegie Institute, si ottenne il Q 176, buon prcduttore di pénicilline, ma 

che secerneva anche un intenso pigmento giallo chiamato « c r i s o g e -

n i n a » (formula bruta Cî H^oOe) studiato da Clutterbuck, Lovell e 

Raistrick (1932). 

Altr i pigmenti sonó stati caratterizzati in questo gruppo da autori 

diversi e, probabilmente, essi non rappresentano la totalité dei pigmenti 

prodotti dai Penicilli, e la cui presenza ostacola principalmente la purifi-

cazione della penicillina. Per questa ragione un considerevole sforzo fu 

effettuato per trovare dei ceppi che, pur essendo alti produttori, non 

dessero pigmento. 

De Somer (1947) fu il primo a trattare con i raggi X un ceppo di P . 

c h r y s o g e n u m , selezlonando dei ceppi non produttori di pigmento 

per la produzione industríale della penicillina. Higuchi, Jarvis, Peterson 

e Johnson ottennero 1050 unltà nel 1946 e Peterson nel 1947 1550 u/cc. 

Nel 1950 infine. Brown e Peterson ottennero circa 2.000 u/cc. La genealo

gía degli ultimi ceppi ottenuti mediante trattamento con raggi U. V. e 

con azoto-ipriti è riassunto nella tabella 3: essi furono ottenuti tutti nelT 

Università del Wisconsin, a Madison. 

Come si vede 1 ceppi di P. c h r y s o g e n u m ripcrtati nella tabella 

sono tutti discendenti del Q 176 Wis. Questo ceppo, alto produttore di 

penicillina, ma che, come abbiamo detto, produce pigmento giallo, entró 

nell'uso industríale alla fine del 1945. 

AI principio dell'estate del 1947 si era ottenuto dal Q 176 un ceppo 

piuttosto intéressante, chiamato poi Wis. BL3-D10 che non produceva 

pigmento giallo nel terreno. Questo ceppo fu ottenuto sottoponendo i 

conidi del Q 176 a un debolissimo trattamento con radlazloni ultraviolette 

di 2750 A; es'SO fu selezionato e considerato molto intéressante, perché, 

nonostante producesse meno antibiótico del ceppo parente, la produzione 

di penicillina era molto maggiore di tutti gil altri ceppi senza pigmento 

incontratl fino ad allora. 

Attraverso un programma di selezione che si svolse per oitre tre anni 

e vagliando migliaia di sottoisolamenti dal BL3-D 10, si ottennero un 

certo numero di ceppi, tro cui i migliori furono quelli riportati nella 

tabel la. Di questl ceppi sette furono ottenuti per selezione di variant! 

prodottesi spontaneamente in una serie di tre generazioni. Gli altri tre 
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TAB. 3 

Wis. Q 176 
[(raggi UV) 

Wis.BLS-OlO 

kselezione) 

Wis. 47.650 
[(selczione) 

Wjs.47.1380 

Wis.47.638 
I (selezione) 

Wis, 471564 
liselczJone) 

i 
Wis. 46.701. 

{(azoto iprite) 

r 
Wis.49.133 

|(azoto iprit^ 

Wis 49.2166 
|(azoto iprite) 

Wis. 50.25 
|(azoto iprite) 

Wis. 50.935 
|(se(ezione} 

Wis. 51.20 

Wis. 49.2105 

Wis. 47 911 

WÍS.48.749 

(selezione) 

(sGlezione) 

(selezione) 

(selezione) 

Wis. 50.1247 
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ceppi furono ottenuti quali sopravvissuti da trattamenti di spore con azoto-

ipriti (nnetil-bis {P cIoroetil)-ammina). 

Nove di questi ceppi sono caratterizzati dal fatto che i loro miceli 

non danno pigmento gîallo o ne danno tanto poco che non ostacolc la 

purificazione délia penicillina. Questa mancanza di prbduzione di pigmento^ 

contrastando fortemente non solo con la situazione incontrata tra i ceppi 

selvaggi, ma anche con la situazione di tutte le culture che eranostate 

precedentemente selezionate, fu il migliore pregio del genitore BL3-D10. 

Nessuno dei discendenti del BL3-D10 ha finora dimostrato una r i -

versibilità per la produzione di pigmento giallo. 

Tuttavia un intéressante derivato azoto-iprite, il Wis. 40.2105 secerne 

un pigmento bruno-rossiccio nel terreno di cultura. Anche per questo 

quindi da questo ceppo non è continuata la selezione. 

La genealogía dei ceppi riprodotta nella tabella 3 si ferma al 5120, 

perché non mi è stato possibile avère quel la successiva. Ma altri ceppi 

sono stati selezionati e si puô dire che, oggi, ogni impianto per la 

produzione di penicillina dispone di un suo laboratorio d'i ricerca in 

questo campo e quindi di ceppi nuovi continuamente selezionati. 

Tutto il lavoro svolto e i risultati ottenuti nell'aumento délia produzione 

unitaria, insieme a quelli raggiunti nel continuo miglioramento délie 

condizioni di cultura, hanno decisamente contribuito allô sviluppo di quella 

che è ormai una délie più fiorenti industrie chimiche farmaceutiche; ed 

ha permesso che la penicillina, fármaco raro e costoso nell'immedicto 

dopo-guerra, sia diventato accessibile a tutti e quindi di uso comune, per 

il prezzo relativamente basso, apportando i ben noti immensi benefici 

nella moderna terapia umana. 
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ESTUDIO CARIOLOGICO DE ALGUNAS LEVADURAS 
ASCOSPOROGENAS Y ANASCOSPOROGENAS 

por 

A. Socías y C. Ramírez 

Antes de, entrar en detalles de nuestras investigaciones personales da

remos una reseña del estado actual de las investigaciones sobre el nú

cleo de las levaduras. 

Las levaduras han sido, sin duda, el grupo más estudiado citológica-

rnente, dentro del orden E n d o m y c e t a l e s . 

Guilliermond (1940)'y Henrici (1941) describen lo que ellos conside

ran como principales tipos de ciclos vitales en las' levaduras. El primero 

reconoce tres grupos: «Tipo haplobióntico», «tipo diplobióntico» y «tipo 

haplodiplobióntico». Del primer t ipo es ejemplo el género Z i g o s c c -

€ h a r o m y c e s , cuya fase vegetativa es predominantemente haploi-

de, quedando la fase diploide restringida al zigoto, que se forma pre

via conjugación de dos células haploides. Del tipo diplobióntico tenemos 

S a c c h a r o m y c o d e s , con fase vegetativa diploide, reduciéndose 

la fase haploide a las ascosporas, que se copulan de dos en dos para 

•germinar. Entre los que pertenecen al tercer t ipo se puede citar el gé

nero S a c c h a r o m y c e s , en que la fase vegetativa tiende a ser d i 

ploide, aunque también existe de modo restringido una fase vegetativa 

haploide. 

A pesar de que el S a c c h a r o m y c e s c e r e v i s i a e ha sido 

objeto de estudios citológicos durante más de cincuenta años, los inves

tigadores no están todavía de acuerdo en cuál de los componentes ce

lulares es e! núcleo. Unos pocos investigadores modernos han vuelto a 

la antigua hipótesis de Wager y Penniston (1910) de que el núcleo' de la 

célula de levadura es la gran vacuola celular y que el corpúsculo ado

sado a uno de los costados de ella es el nucléolo o «centrocromatina», 
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según Lindegren. Sin embargo, la gran mayoría de los autores está da 

acuerdo en afirmar que la gran vacuola celular es un constituyente cito-

plósmico y que el corpúsculo antes mencionado es el verdadero núcleo. 

Unos cuantos investigadores modernos e^tón de acuerdo con Wager 

y Penniston (1910) en afirmar que la división del núcleo en la célula 

en gemación es amitósica, pero la mayoría aseguran que existe verda

dera mitosis, como.af i rmó mucho antes Sweilengrebel (1905), habiendo 

señalado la presencia de cuatro cromosomas en el núcleo de la célula 

en gemación. 

Kater (1927) estudia la célula en gemación de S a c c h a r o m y -

c e s c e r e v i s i a e , llegando a las conclusiones ya expuestas ante

riormente por Guilliermond y otros de que Wager y Penniston estaban 

en un er-ror al considerar la vacuola celular como núcleo. Los «cordones 

de cromatina» de Wager y Penniston fueron considerados como cordo

nes de metacromatina por Kater. Este descubrió que la metacromatina 

se divide en dos partes durante la división nuclear, quedando parte de 

ella en la célula madre y pasandp la otra a la yema. Es probable que 

l indegren (1947, 1948) tomara de este dato la idea de que los cor

púsculos metacromóticds (de metafosfato) que se encuentran nadando en 

el jugo vacuolar son Cromosomas. Kater observó durante la división nu

clear un huso con ocho cromosomas, suponiendo que a cada polo del 

huso van ocho cromosomas, emigrando luego uno de Los dos núcleos a 

la yema. 

Gpilliermond (1928), en un estudio sobre S a c c h a r o m y c o d e s 

l u d w i g i i , afirma que el núcleo de las levaduras no difiere estructu-

ralmente del de los demás hongos. Sin embargo es partidario de consi-

dergr la división nuclear como amitósica. Anteriormente (1919) había 

descrito un tipo similar de división en otras levaduras, aunque encuentra 

que las divisiones en las aseas son aparentemente mitósicas. Sin embar

go, años más tarde (193Ó, 1940) indica que ha observado figuras pa

recidas a mitosis en las células en gemación de S a c c h a r o m y ce s 

p a r a d o x u s y de H a n s e n u l a s a t u r n u s . 

Badián (1937) está de acuerdo con Kater en que el núcleo de ¡as 

levaduras no es Ja gran vacuola celular. No llega a observar un nu

cléolo, e indica que el núcleo se divide por mitosis primitiva, durante la 

cual dos cromosomas se dividen longitudinalmente y se separan, perma

neciendo entre los cromosomas hijos un filamento finísimo de cromatina 

mientras éstos se van separando. Este autor piensa que los dos cromo-
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somas de la célula vegetativa son bivalentes, formados por la unión de 

dos pares de cromosomas monovalentes en dos células haploïdes, en las 

que se ha verificado una plasmogamia. Según él, cree que esto expÜca 

sus observaciones de dos cromosomas en los núcleos en profase, incluso 

en la meiosis. Ha efectuado sus investigaciones, tanto en S c h i z o -

s a c c h a r o m y c e s p o m b e como en S a c c h a r o m y c e s c e r e -

v i s i a e . Renaud (1938.b) y Guilliermond (1940) no están de acuer

do con él sobre este particular. 

Renaud (1938 b) encuentra en S a c c h a r o m y c e s e l l i p s o ï 

d e us un núcleo de estructura semejante al descrito por Guilliermond. 

Durante la división nuclear, la membrana nuclear y el nucléolo desapa-, 

recen, mientras se desarrolla un huso con pequeños cromosomas y cen-

trosomas polares. Cree que a cada polo pasan ocho cromosomas, apare

ciendo cada grupo como una masa bilobulada sobre el huso. 

Richard (1938) emplea la colch'cina para retrasar la mitosis en la 

metafase. Pero, según él, su efecto es opuesto, estimulando el desarro

llo. No encuentra evidencia de verdadera mitosis durante la gemación,-

sacando la conclusión de que es probable que se "produzca amitosis. 

Beams, Zell y Zulkin (1940) concuerdan con Richard en afirmar que la 

división nuclear en las células en gemación se verifica por amitosis. En

cuentran dichos autores que el núcleo es el corpúsculo que se halla a 

un lado de la vacuola celular. En cambio, Kater (1940, 1951) expreso 

su duda de que se produzca siempre amitosis como proceso reproductor 

en las levaduras o en cualquier otro organismo. 

Sinoto y Yuasa (1941) experimentan algunas dificultades para distin

guir las diversas partes del núcleo en reposo, pero su concepto sobre 

la estructura nuclear es, en esencia, el mismo que el de Guilliermond. 

Antes de hacer sus observaciones citológicas emplearon takadiastcso' 

para disolver muchos de los granulos citoplósmicos que ^pudieran inter

ferir los resultados. Encuentran que existe una verdadera mitosis con cua

tro cromosomas que pasan a cada polo del huso. 

La mayoría de los investigadores modernos, dejando a un lado sus 

divergencias sobre el mecanismo^ de la división nuclear y el número de 

cromosomas presentes, están de acuerdo en que eT núcleo es el cor

púsculo situado fuera de la vacuola celular de la célula de levadura. 

Sin embargo, en una serie de trabajos y en un libro, Lindegren (1945 a,-

1945 b, 1947, 1948, 1949, 1951 a, 1952), Lindegren y Lindegren (1946) 

y Towsend y Lindegren (1953), han hecho resurgir el antiguo concepto 

3 
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oe Wager y Pennîston. Para este autor y sus colaboradores, las estruc

turas ricas en volutina de las células de levadura, que se encuentran 

en el interior de la gran vacuola celular, han sido identificadas como 

cromosomas por su estructura y comportamiento. Wiame (1946), en sus 

Investigaciones, parece demostrar que la volutina de las células de le

vadura es metafosfato, pues la adición de fosfatos a los medios de cul

tivo aumenta la cantidad de volutina demostrable en las células, y los 

extractos de dichas células proporcionan grandes cantidades de meta-

fosfatos. Lindegren (1945 a) es el primero en describir los cromosomas 

en la vacuola de las células de levadura. Lindegren y Lindegren (1946) 

describen la mitosis por la que los cromosomas se reparten en partes 

iguales entre la célula madre y la yema. Rafaiko (1946) demuestra que-

ios «cromosomas» de la «vacuola nuclear» son Feulgen positivos, dato 

con el que nuestros resultados no coinciden en absoluto. Al corpúsculo 

Feulgen positivo, externo a la vacuola nuclear, lo llama Lindegren «cen-

trocromatina» (el núcleo de la mayoría de los autores) y lo homologa 

a la heterocromatina de los organismos superiores. Considera centrosoma 

a una estructura acidófila, unida externamente a la vacuola nuclear, que 

no se forma nunca de novo, y desempeña un papel importante en la 

•gemación, conjugación y meiosis. Explica el papel de la volutina (meta-

fosfato) en la mitosis (1947) y en la especificidad de los enzimas celu

lares (1948). Según él, la volutina es necesaria para la división de los 

cromosomas, y que sólo los recubiertos de ésta son capaces de dividir-

-se, fundándose en el punto de vista de Wiame de que el metafosfato-

sería una fuente de energía por su contenido en cadenas ricas en ener

gía. Los metafosfatos son sintetizados de los ortofosfatos sobre los cro

mosomas y transferidos al nucléolo. La síntesis de los ribonucleoproteidos 

que se produce en el nucléolo depende del suministro de metafosfato 

originado en los cromosomas, y la especificidad de los enzimas celulares 

puede estar asociada con, este fenómeno, ya que los genes, según se 

.sabe, controlan la especificidad de diversos enzimas celulares. Caspersson 

y Schultz (1940) demuestran que . los ribonucleoproteidos celulares ^on 

sintetizados en el nucléolo y transferidos del nucléolo al citoplasma. Por 

lo que han propuesto que la especificidad de los enzimas, cuya síntesis 

está bajo control genético, depende de substancias específicas transpor

tadas con el metafosfato polimerizado al nucléolo. Los ortofosfatos no 

serían empleados directamente en la formación de ribonucleoproteidos, 

sino que deberían pasar primero por la fase de metafosfato. Las cade-
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nos, ricas en energía de los metafosfatos, proporcionarían la energía ne~ 

cesaría para la síntesis de los ribonucleoproteidos en el nucléolo, tanto 

como de las proteínas de los mismos cromosomas. La síntesis de los 

ribonucleoproteidos en el nucléolo debería iniciar la producción de en

zimas específicos. Esto sugeriría que los metafosfatos transportarían gru

pos conferidores de especificidad del cromosoma al nucléolo, que pro

porcionarían especificidad a los ribonucleoproteidos sintetizados en el; 

nucléolo. 

En la teoría de Lindegren parece haber numerosas lagunas. Además, 

el concepto de núcleo propuesto por esta escuela no se relaciona en: 

nada con lo que hasta ahora se conoce sobre la estructura y comporta

miento de ios núcleos de los demás hongos, ni, en general, las técni

cas empleadas por este investigador y colaboradores revelan la verda

dera naturaleza de los componentes nucleares. 

En conexión con la controversia sobre qué componente de la célula 

es el núcleo, varios investigadores han estudiado la célula de levadura 

con ayuda de colorantes específicos del núcleo, en un esfuerzo para 

determinar la localización del ácido desoxiribonucleico. Después de em

plear la técnica de Feulgen, Rochlin (1953) encuentra que sólo el cor

púsculo, considerado como núcleo por la mayoría de los autores, tomaba 

el colorante. 

Delaporte y Roukhelman (1938) y Delaporte (1939) hacen un estudio 

cuidadoso de los ácidos nucleicos de la célula de levadura. Sus investi

gaciones incluyen un estudio químico de extracto de células. Sacan la 

conclusión de que el ácido timonucleico (desoxiribonucleico) está loca

lizado en el núcleo convencional y que el ácido zimonucleico (ribonu

cleico) está localizado en los corpúsculos de metacromatina de la célula 

de levadura. 

Brandt (1941) estudia la-célula de levadura bajo varias condiciones 

fisiológicas con ayuda de los rayos ultravioleta, sacando la conclusión 

que el núcleo verdadero' y la gran vacuola celular son estructuras dife

rentes. Encuentra que dicha vacuola, bajo ciertas condiciones, contiene 

considerables cantidades de volutina. Ha observado también que las cé

lulas menores carecen de vacuolas y que las células agotadas, que han 

permanecido sumergidas en el agua, muestran con frecuencia varias va

cuolas pequeñas. 

La citología de S a c c h a r o m y c e s c e r e v i s i a e ha sido re-

c'^entemente investigada por científicos indios. Subramaniam (1945, 194ó),. 
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Subramaniam y Ranganathan (1945 a, 1945 b) y Ranganathan y Subra-

maniam (1947 a) han estudiado una cepa de esta levadura, afirmando 

que el número de cromosomas era de dos en el núcleo de la célula ve

getativa. Afirman haber observado también un huso con centrosomas en 

ios células en gemación. Sin embargo, es de notar que los dibujos que 

presentan son bastante esquemáticos y en su mayoría no concuerdan fá

cilmente con los de otros investigadores. A parte de esto, estos autores 

no aceptan la teoría de Lindegren sobre el núcleo, sugiriendo que los 

corpúsculos identificados por Lindegren como cromosomas serían mito-

condrias. 

Srinath (194ó), empleando una combinación de fucsina básica y azul 

de toluidina, afirma haber encontrado seis pares de cromosomas en el 

núcleo de la célula vegetativa, mientras Naidu y Bakshi (1946 b) obser

van que seis cromosomas pasan a cada polo del huso durante la mitosis. 

Sin embargo, los «supuestos cromosomas» parecen estar dispersos por toda 

la célula durante la división nuclear. 

Nagel (1946) estudia las células vegetativas de S a c c h a r o m y -

c e s c e r e v i s i a e con ayuda de numerosas técnicas citológicas, inclu

yendo la reacción de Feulgen, hematoxilina férrica de Heidenhain, Gien-

sa, etc. Emplea una nomenclatura particular, llamando «mpgnicorp» a 

la gran vacuola, que según él es Feulgen negativa; «parvicorp» al cor

púsculo Feulgen positivo, considerado por la mayoría de los autores como 

verdadero núcleo. No observa mitosis típica, aunque observa unidades 

especiales en el «parvicorp». 

Levan (1947) considera también al corpúsculo exterior a la gran va

cuola como núcleo verdadero. Cree que en la mitosis se pueden contar 

diez cromosomas en las células diploides, número mayor al indicado por 

la mayoría de los autores. 

Recientemente Delamater (1949 a, 1950), empleando una técnica de 

tinción con fucsina, estudia la gemación de S. c e r e v i s i a e . Afirma que 

e' corpúsculo Feulgen positivo que se encuentra fuera de la gran vacuola 

es el núcleo, y que no está unido a ella. Estudia el núcleo durante la mi

tosis, encontrando que en la profase aparecen dos pares de cromosomas, 

dos largos y dos cortos, y que el nucléolo degenera. Parece distinguir la 

aparición de un pequeño centriolo, que se divide en dos, pasando coder 

una de las dos partes a los polos- del huso. Los cromosomas se dividen, y 

un grupo de cuatro pasa a cada polo. Cree, por tanto, que el número 

diploide es de cuatro. Finalmente hace una crítica de los trabajos de 
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Lindegren, fundándose en que el azul de metileno y el azul de toluidino 

no son colorantes específicos de la cromatina. 

Winge (1951), cuyos estudios sobre genética de levaduras son de sobra 

conocidos, ha presentado recientemente una revisión de algunos de los con

ceptos en citología de levaduras, pero principalmente trata de la crítica 

de las investigaciones de Subramaniam y colaboradores. Según él, la? 

mayoría de sus trabajos son de naturaleza superficial, no estando corrobo

rados por suficiente evidencia citológica o genética. Presenta fotografías 

junto con una breve discusión de sus propios estudios citológicos, en los que 

investiga células tanto haploïdes como diploides, teñidas por la hematoxi-

lina férrica de Heidenhain y la técnica de Feulgen. Sus figuras parecen 

indicar con más frecuencia un número base de dos corpúsculos teñidos, en 

eí núcleo convencional, tanto en células haploides como en diploides, pero 

en ocasiones aparecen cuatro en las diploides. En una de las figuras se 

pueden ver dos de los supuestos cromosomas pasar a la yema, mientras que 

otros dos permanecen en la célula madre. Según observa Minge, esta des

cripción está, en parte, de acuerdo con los resultados obtenidos anterior

mente por Badián. Winge (1952) revisa también la situación actual de la 

genética de levaduras. 

Mientras que han sido muchos los que han estudiado la citología de las 

células de S . c e r e V i s i a e en gemación, pocos son los que han estudia

do la división nuclear en las aseas. Esto es debido, sin duda, en parte a la 

dificultad de distinguir las aseas jóvenes de las células vegetativas. Se ha 

discutido el trabajo de Badián (1937) en el que saca la conclusión de que 

un grupo haploide de dos cromosomas es recibido por cada una de las 

cuatro ascosporas. Guilliermond (1936 b, 1940) ha observado que la cario-

gamia no sigue siempre inmediatamente a la plasmogamia en S . c e r e-

v i s i a e y en S . p a r a d o x u s , pero que en las células dicariónticas 

se pueden, por medio de división nuclear conjugada, producir yemas dica

riónticas en las que se produce fusión nuclear. Guilliermond compara esto 

con la fase dicarionte de los Euascomicetos y de los Basidiomicetos. 

Renaud (1937, 1938 a) confirma los resultados de Guilliermond, esta

bleciendo, además, que algunas fusiones dicariónticas producen no -^ólo 

yemas dicariónticas, sino también yemas uninucleadas, que pueden conju

garse después para producir células diploides. 

Los trabajos de Winge, Lindegren y otros sobre hibridación y segre

gación en las levaduras han contribuido mucho a una comprensión d© 

Jos procesos meióticos, mucho más que lo han hecho las investigaciones 
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citológicas. Estas investigaciones han sido hechas primeramente con S o c -

c h a r o m y c e s y levaduras afines, tales como S a ce h a r o m y c o -

d e s I u d w i g i i y ZJ g o s a c c h a r o m y c e s p r i o r i a n u s . Aun

que la mayoría de las especies son heterotálicas, unas pocas son homotá-

licas. Winge y Laustsen (1939) llegan, no sólo a obtener híbridos, dentro^ 

de una sola especie, sino que obtienen híbridos interespecíficos en S a c -

c h a r o m y c e s . Uno de éstos está formado por el cruce de una especie 

hemotálica ( S . c e r e v i s i a e ) . En un caso obtuvieron híbridos entre 

una cepa haploide de S . c e r e v i s i a e y otra, también haploide, de 

Z y g os a c c h a r o m y c e s p r i o r i a n u s . Sin embargo, Winge y 

Lietz (1951), y últimamente Lodder y Van Ri¡ (1952), consideran al gér.ero 

Z y g o s a c c h a r o m y c e s como idéntico a S a c c h a r o m y c e s . 

Lietz (1951) encuentra un núcleo típico en Z . p r i o r i a n u s . Du

rante la gemación aparece en las células haploïdes un huso intranuclear 

con tres cromosomas, mientras que en las células diploides existen seis 

cromosomas. Observa en la profase nuclear del asea tres cromosomas 

bivalentes, creyendo que las dos divisiones sucesivas son meióticas. En

cuentra que la plasmogamia puede producirse entre las ascosporas o entre 

dos yemas haploïdes. Sin embargo, este autor no puede comprobar la 

existencia de tipos de diferente compatibilidad en esta especie. Observó 

que la plasmogamia y la formación de las aseas se producía libremente 

en cultivos procedentes de una sola espora. Según Subramaniam (1950) 

Z i g o s a c c h a r o m y c e s y S c h i z o s a c c h a r o m y c e s existen 

primeramente en la fase diploide. 

Investigadores modernos afirman haber podido producir poliploides en 

S . c e r s v i s i a e . La mayoría de estos trabajos parecen arrancar del 

de Bauch (1942), que afirma haber obtenido razas gigantes y supergigan-

tes con el empleo de productos químicos, tales como el acenafteno, e! a l 

canfor y la heteroauxina. Subramaniam y colaboradores han publicado 

numerosos trabajos sobre este asunto. Afirman que el haber encontrado 

otros investigadores más de dos cromosomas era debido probablemente 

ü haber estudiado razas poliploides. Subramanian y Ranganathan (1946), 

Subramaniam (1947 a, 1947 b, 1948 a, 1948 b, 1951), Ranganathan y 

Subramaniam (1948), Roya y Subramaniam (1952) y otros han desci'ito 

ia formación de poliploides, algunos de los cuales resultan del empleo 

del acenafteno, con 3, 4, 5, ó, 8 y .18 cromosomas. Subramaniam (1948 b), 

en un trabajo sobre endoploidía, afirma que el llegar al máximo la fer

mentación, él núcleo llena casi por completo la célula, disminuyendo des-

8 
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pues de tamaño. Algunas de las llamadas células altamente poliploides 

contienen varias docenas de cromosomas. Rao y Subramanian (1952) ofir-

man que estas células poliploides producen con frecuencia yemas con sólo 

dos cromosomas, en lugar del número poliplóide que era de esperar. Lin-

degren y Lindegren (1951) han obtenido tetraploides y tripoides, con ra

zones genéticas esperadas al segregarse en la formación de las aseas. 

En un trabajo que se refiere en un principio al estudio genético de un 

mutante de N a d s o n i a r i c h t e r i , Skovsted (1943) presenta algunas 

observaciones citológicas que tienden a confirmar las primeras investiga

ciones citológicas de Nadson y Konokotine (1926) sobre N a d s o n i a 

í u I v é s c e n s y N a d s o n i a e l o n g a t a . Saca la conclusión de 

que la cariogamia precede inmediatamente a la meiosis y que después de 

la segunda división meiótica degeneran generalmente tres núcleos, per

maneciendo un núcleo haploide para la única ascospora. 

Naidu y Bakshi (194ó a) emplea Id técnica del azul de toluidina en el 

estudio de C a n d i d a u t i 1 i s . manifestando que se produce división 

meiótica, con unos cuatro cromosomas bacilares que pasan a cada polo. 

INVESTIGACIONES PROPIAS 

Por nuestra parte, con el fin de poder comparar prácticamente los 

dos conceptos tan dispares, por una parte el concepto extravacuolar del 

núcleo, adoptado por la mayoría de los autores, y por otra el concepto 

vacuolar del mismo sostenido por Lindegren y su escuela, hemos tratado 

de repetir las técnicas de diversos autores, aplicándolas a una nueva espe

cie de levadura aislada de concentrado de tanino: el E n d o m y c e s 

o v e t e n s i s Pelóez y Ramírez (1955), que por tener dimensiones bas

tante regulares podía observarse con cierta facil idad con el microscopio 

óptico de que disponemos (1.000 X). Otras levaduras ensayadas han 

sido S a c c h a r o m y c e s c e r e v i s i a e var. e 1 1 i p s o. i d e u s 

I. J. F. M. 10, T o r u 1 o ps is h o I m i i I. J. F. M. 99, N a d s o n i a 

e l o n g a t a I . J . F. M. 21 y S a c c h a r o m y c o d e s l u d w i g i í 

1. J. F. M . 1 7 . 

MATERIALES Y MÉTODOS 

El material empleado en nuestras experiencias ha sido cultivo puro de 

E n d o m y c e s o v e t e n s i s núm. I. J. F. M. 288 y de las levoduras 



3 9 8 A. SOCÍAS Y c. RAMÍREZ 

mencionadas anteriormente, conservado en agar malta y rejuvenecido en 

cada experimento. Es conveniente emplear cultivos jóvenes, ya que e! 

acumulo de glicógeno y granulos oscurecería las estructuras, haciendo 

la interpretación muy difícil en los cultivos viejos. 

Se han hecho en unos casos preparaciones permanentes pegando las 

levaduras sobre los portas con albúmina de Mayer y en otros se han exa

minado las células en suspensión. 

Se han empleado los siguientes fijadores, cuya preparación indicare

mos al tratar de cada caso: líquido de Bouin, sublimado-acético, iodo-

formol-acético. Las preparaciones teñidas con hematoxilina férrica de Hei-

denhain fueron fijadas con líquido de Bouin o con sublimado-acético. Las 

preparaciones teñidas con el reactivo de Feulgen fueron fijadas con el sub

limado-acético y las teñidas por la técnica de Robinow fueron fijadas con 

iodo-formol-acético. 

Asimismo hemos empleado las técnicas de Towsend y Lindegren (1953) 

de tinción y montaje en suspensión, técnicas que detallamos seguidamente. 

Técnicas de Towsend y Lindegren. 

El teñir las levaduras sin tratamiento previo y observarlas luego direc

tamente en el líquido de montaje tiene ciertas ventajas, pero las coloracio

nes son caprichosas y transitorias, si no se tienen en cuenta los efectos del 

pH, potencial redox y tono de las soluciones. Las preparaciones pueden 

observarse durante unos cuantos días, previa desecación por enfriamiento 

brusco, después de teñidas. 

Las tinciones han de efectuarse en células desarrolladas en buenas 

condiciones de alimentación, en medios que contengan cantidades ade

cuadas de fosfatos, pues el azul de Toluidina sólo es efectivo en las células 

que contienen considerable cantidad de metafosfato. Después de rejuvene

cer la levadura en agar malta, a 25° C , se resiembra a las cuarenta y 

ocho horas en el medio nutritivo siguiente: 

Peptona I % 

Extracto de levadura 1 % 

P04H2K 0,25 % 

Glucosa 3 % 

Agua corriente hasta completar 100 c. c. 

10 



ESTUDIO CARIOLÓGICO DE ALGUNAS LEVADURAS 399 

Se incuba a 25° C , obteniéndose resultados más uniformes si se airea 

'el cultivo. 

T i n c i ó n c o n a z u l - d e t o l u i d i n a . 

M a t e r i a l . — 1 . ° Solución fi l trada de azul de toluidina al 0,25 

por 100 en agua destilada. 

2P Solución de agua oxigenada al 30 por 100. 

3.° Solución tampon de pH 8, 5-8, 8, preparada añadiendo una so

lución de carbonato sódico 1/5 M. en cantidad suficiente, o una solución 

de bicarbonato sódico 1/5 M. (Con 25 c. c. de dicha solución de carbona

to añadida a 500 c. c. de la solución de bicarbonato se obtiene un pH 

aproximado de 8,7.) 

A9 Solución tampon de carbonato sódico de pH 11, consistente en 

•una solución de carbonato sódico 1/8 M. 

SP Solución tampon de pH 8,1, mezclando solución de ácido bóri

co 3 /10 M con solución de tetraborato sódico 1/10 M.. (Con 100 c. c. de 

ácido bórico y óO c. c. de tetraborato sódico se obtiene un pH de 8,1.) 

M e t ó d i c a . — S e toma 1 c. c. de líquido de cultivo, conteniendo 

aproximadamente 1 por 100 de levadura, y se echan en tres tubos de cen

trífuga tres muestras. Se centrifuga y se decanta. Se vuelve a centrifugar, 

después de haber hecho una nueva suspensión con las levaduras, en agua 

destilada. Se decanta de nuevo, se repine otro lavado, se centrifuga y se 

decanta, volviendo a suspender la levadura en el agua que queda en el 

fondo del tubo. Se añade entonces 0,05, 0,10 y 0,15 c. c. de solución de 

azul de toluidina a tres tubos, conteniendo cada uno 6 c. c. de solución 

i-ampón y 0,03-0,05 c. c. de agua oxigenada al 30 por 100, mezclando 

bien. Cada una de estas mezclas es introducida en uno de los tubos con

teniendo la suspensión de levadura, agitándolo una sola Vez de atrás ode-

• lante (el agitar demasiado produce aglutinación de las células). Después 

de pasados unos minutos, durante los que el colorante pasa por diversas 

fases, se pueden observar las levaduras en suspensión en el colorante. 

Cada tinción se hace por triplicado, empleando tres concentraciones 

distintas de colorante, para ajustarse a las diferencias entre las células. 

Las estructuras delicadas son mejor observadas y los movimientos son más 

pronunciados con las concentraciones menores de colorante. 

T i n c i ó n c o n s u l f a t o d e a z u l d e N i l o . 

M a t e r i a l . — \P Una solución acuosa al 0,33 por 100 de sulfato 

de azul de Nilo. 

IP Solución tampon de bicarbonato sódico de pH 8,5-8,8. 

n 
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3.^ Solución tampon de bisulfito sódico 1/4 M. 

4P Solución tampon de carbonato sódico 1/4 M. 

M e t ó d i c a . —Se preparan las -suspensiones de levadura lavada lo^ 

mismo que se hizo para la técnica del azul de toluidina. Inmediatamente 

antes del empleo, se mezclan dos partes de tampon de bicarbonato y una 

parte de tampon de bisulfito (pH 6,5). Se preparan tubos con 6-7 c. c, de 

solución tampon y se les añade 0,05, 0,10 y 0,15 c. c. de colorante, mez

clando bien. Cada una de estas soluciones de colorante tamponade se 

vierte sobre uno de los tubos con suspensión de levadura. Se mezcla bierr 

y se deja descansar diez-quince minutos. Si se espera más tiempo, el colo

rante se precipitaría. 

Con tampon alcalino el efecto es diferente. A cada tubo se añaden 

3 c. c. de agua destilada y se mezclan con 0,05, 0,10 y 0,15 c. c. de colo

rante. Se evita la precipitación por exceso de álcali. Se añade una canti

dad igual de carbonato sódico 1/4 M y se mezcla. El pH es de 10,5. Se 

añade la suspensión de levadura a cada mezcla de colorante y tampon^ 

dejando reposar veinte-treinta minutos. 

Hasta aquí las técnicas seguidas por Towsend y Lindegren. A conti

nuación damos los detalles de las demás técnicas empleadas en este tra

bajo. 

Las preparaciones han sido hechas sobre portas perfectamente desen

grasados. Las levaduras son pegadas al porta por medio de una finísi

ma capa de albúmina de Mayer o directamente. El porta sobre el que se 

ha extendido la albúmina es calentado suavemente sobre un mechero, 

hasta producción de humos, según aconseja La Cour (1941), antes de po

ner la suspensión de levadura a estudiar. Con la albúmina quedan pega

das al porta mayor número de células, pero con algunas técnicas de tin

ción tiende a teñirse ésta. En cambio, se pierden muchas células si son apli

cadas directamente sobre el porta. Para poner la levadura sobre el porta^ 

se echa sobre él una gotita de agua, añadiendo después con un asa la 

levadura, extendiéndola muy bien, o se añade directamente una suspen

sión de la levadura, esparciéndola con uniformidad sobre el porta. Esta 

operación debe hacerse rápidamente para evitar la desecación, lo que 

causaría muchas deformaciones en las células. Se sumergen entonces los 

portas, con la cara hacia abajo en la solución fijadora, en placas de 

Petri. 

Fijadores empleados.—Se han probado diversos fijadores, habiendo 

adoptado los que aparentemente producían menos deformaciones, arru-

12 
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>gamientos y granulaciones en el Citoplasma. La desecación, incluso des

pués de la fijación, produce deformaciones, i a buena fijación está aparen

temente relacionada con las condiciones de las células,- así las células re

juvenecidas, en pleno desarrollo, se fijan mejor que las células viejas. 

Seguidamente damos la composición de los fijadores empleados con 

'mejores resultados: 

S u b I i m a d o - a c é t i c o .—Solución acuosa saturada de Cl2Hg 

^nós 0,5-1 por 100 de ácido acético glacial. Se mantienen las preparacio

nes a fijar durante veinticuatro horas. Este fijador es el que ha dado me

jores resultados generales. 

I o d p - f o r m o 1 - a c é t i c o .—Solución acuosa de iodo al 

1 por 100 y ioduro potásico al 1 por 100 20 c. c. 

Formol al 40 por 100 4 c e . 

-Acético glacial ~.. 0,5 c. c. 

Agua destilada ., •. 5-10 c. c. 

Se mantienen las preparaciones doce-veinticuatro horas en el fijador. 

:Es el que da mejores resultados con el método de Giemsa-Robinow. 

Otros fijadores ensayados, pero desechados por producir deformacio

nes o granulaciones en el citoplasma, han sido el de Carnoy, el de Flem-

•rriing, la mezcla picro-formol-acético y el alcohol. 

Métodos de tinción empleados en el estudio del núcleo de las levaduras. 

R e a c t i v o d e F e u I g e n ( C o l e m a n 1 9 3 8 ) . Después de fija

ción de las células por el sublimado-acético, se procede del modo si

guiente: ' 

1. Hidrolizar siete-ocho minutos en CIH N; calentando a óO*̂  C. 

2. Detener la hidrólisis lavando en agua fría. 

3. Teñir cuatro-cinco horas con el reactico de Feulgen. 

4. Lavar durante diez minutos en tres baños sucesivos de bisulfito 

sódico y CIH. 

T i n c i ó n d e G i e m s a ( R o b i n o w 1 9 4 2 ) . Después de fija

ción con iodo-formol-acético, se procede del modo siguiente 

1. Hidrolizar siete-diez minutos en CIH N, a temperatura de 60° C. 

2. Detener la hidrólisis lavando con agua destilada fría. 

3. Lavar con agua destilada a pH 7 hasta eliminar todo rastro de 

cicidez. 

4. Teñir con el colorante de Giemsa (una gota de colorante por c. c. 

13 
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de solución tampon a pH 6,9-7,0) durante quince-cuarenta y cinco minutos. 

5. Pasar la preparación por las siguientes mezclas de acetona y xilol:-

A. 2 0 : 1 4-30 segundos. 

B. 1 4 : ó ... 10-30 segundos. 

C. 6 : 1 4 ... 10-15 segundos. 

6. Xilol puro durante diez-quince minutos, después de lo cual se mon-^ 

ta en bálsamo neutro. 

T i n c i ó n c o n h e m a t o x i l i n a f é r r i c a d e H e i d e n -

h a i n . —Después de fijación con sublimado-acético se procede como 

sigue: 

1. Mordentar en solución acuosa al 4 por 100 de alumbre de hie

rro durante veinticuatro horas. 

2. Lavar abundantemente. 

3. Teñir con hematoxilina de Heidenhain durante veinticuatro horas.. 

4. Decolorar con solución saturada de ácido pícrico en agua desti

lada (Tuan, 1930). 

RESULTADOS OBTENIDOS 

Observación de las células en fresco.—Después de cultivar la levadu

ra E n d o m y c e s o v e t e n s i s , número I. J. F. M. 288, en el medio si

guiente, aconsejado por Tov\/send y Lindegren: 

Glucosa 16 gr. 

PG.KK 0,8 gr. 

' CLCa ... ... 0,2 gr. 

PG.KNH, 4,0 gr. 

SG,Mg.7K,0 0,16 gr. 

Extracto de levadura 2 c e . 

Agua destilada hasta 400 c. c. a 25° C. y en condiciones relativa

mente anaerobias, llenando un matraz hasta el cuello. 

A las veinticuatro horas se observan fenómenos parecidos a los 

vistos por dichos autores en S a c c h a r o m y c e s c e r e v i s i a e ; 

primeramente se ve en la vacuola un corpúsculo diminuto, que se mueve 

rápidamente y que aumenta de tamaño. Es de forma irregular y muy va -
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riable. Más tarde se observan uno o más filamentos que parecen inte

rrumpidos en forma de rosario (figura 1, núm. 1). En la figura 1, num. 2, 

se observan en las vacuolas 1-2 corpúsculos esféricos bastante grandes 

(según Lindegren es el nucléolo). 

Fig. 1.—Endomyces oyetensis IJFM 288.—Núm. 1.. Células vivas, observadas 
en suspensión. Obsérvense las cadenas de bacilos (1.000 X).—Núm. 2. Cé
lulas vivas, en suspensión. Obsérvense en las vacuolas los corpúsculos esfé
ricos (nucléolos de Lindegren) (1.000 X).—Núm. 3. Células teñidas con 
sulfato de azul de Nilo a pH 6,5; N núcleos (?) (centrocromatina de Lin

degren) (1.000 X). 

Observación de las células de E n d o m y c e s o v e t e n s i s , número 

I. J. F. M. 288, teñidas según las técnicas de Towsend y Lindegren (1953). 

T i n c i ó n c o n a z u l , d e t o l u i d i n a . — A l emplear como tam

pon el de pH 8,1 (ácido bórico-tetraborato sódico) se observan largos 

filamentos arrosariados dentro de las vacuolas (fig. 2, A), parecidos a 

los que se veían en las células sin teñir. Aquí están teñidos de rojo. Pero 

las formas que se encuentran con más frecuencia son bacilos gruesos, 

que pueden encontrarse unidos por parejas o libres. Hemos llegado a 

encontrar hasta dos parejas en una sola vacuola' (fig. 2, B-E, G). En las 

células jóvenes, en lugar de gruesos bacilos, se ven bacilos más cortos 

y finos en mayor número (hemos llegado a contar hasta seis), dispersos 

por la vacuola o dispuestos de modo que un extremo está próximo aí 

15 



Fig. 2.—Endomyces ovet^nsis IJFM 288 {1.000 X).-^A. Micelio teñido con azul 
de toluidina a pH 8,1.—B-E, G. Micelio teñido con azul de toluidina a pH 8,1. 
obsérvense los gruesos bacilos en parejas.—F. Micelio teñido con azul de toluidina 

a pH 8,7, obsérvense los corpúsculos esféricos {nucléolos de Lindegren). 



ESTUDIO CARIOLOGICO DE ALGUNAS LEVADURAS 405 

límite interno de la vacuola (fig. 3) (son los supuestos «cromosomas» de 

Lindegren) o siguiendo, paralelos a él (fig. 3). 

Fig. 3.—Endomyces ovetensis IJFM 2S8 (IMO X). Células te
ñidas con azul de toluidina a pH 8,1. Obsérvense en las va
cuolas los grupos de finos bacilos {cromosomas de Lindegren). 

Empleando como tampon el de pH 8,7 (bicarbonato sódico-carbonato 

sódico) se observan corpúsculos redondos, teñidos de rojo, movedizos, 

uno o dos en cada vacuola (fig. 2, C, F) y unos gruesos bacilos teñidos 

de azul oscuro, dobles o sencillos. 

Cuando se emplea tampon de carbonato sódico a pH 11,0, el jugo 

vacuolar se tiñe de rosa, lo que, según l indegren, sería debido a que 

oigo de metafosfato se habría disuelto en el jugo vacuolar. Seguida-

m.ente aparecen corpúsculos esféricos de color rojo dentro de la vacuo

la, que se mueven libremente en ella. Más tarde toman color azul. 

T i n c i ó n c o n s u l f a t o d e a z u l d e N i l o . —Con esta tin

ción, empleando tampon ácido, se tiñe un corpúsculo extravacuolar de 

color azul oscuro (fig. 1, num. 3) sobre todo en las células jóvenes. Este 

corpúsculo podría corresponder a la llamada «centrocromatina» de Lin

degren o al núcleo de la mayoría de los autores. 

Con tampon alcalino el citoplasma permanece incoloro y las mitocon-

drias se tiñen de rojo anaranjado. 

T i n c i ó n p o r l a t é c n i c a d e F e u í g e n . — E n todas las cé

lulas se observa una estructura Feulgen positiva, extravacuolar, que pa

rece coincidir con la estructura que se teñía con el azul de Nilo, según 
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se describe anteriormente. Pero el inconveniente de esta técnica es que 

tiñe débil y con desigualdad. 

T i n c i ó n c o n l a h e m a t o x i l i n a f é r r i c a d e H e i d e n -

h a i n . —Con esta tinción aparecen estructuras semejantes a las obser

vadas con el reactivo de Feulgen, pero teñidas en negro. Según se de

colore más o menos con la solución de pícrico se observará una reglón 

Fig. 4.—Endomyces ovetensis IJFM 288 {l.€00 X). Diversas fases de división nu
clear durante la gemación; mitosis {?). N, núcleo. Tinción con hematoxilina 

férrica de Heidenhain. 

central de color negro intenso y una zona circundante más clara (fig. 4, 

números 1, 13, 14) que se destaca perfectamente del resto del citoplas

ma. Esta estructura puede adoptar formas diversas (fig. 4, num. 4-14). 

T i n c i ó n d e G i e m s a - R o b i n o w . —Esta técnica ha propor

cionado los mejores resultados, pues se consigue una tinción muy clara 

de las estructuras. Con esta técnica se logra teñir las estructuras Feul

gen positivas con más intensidad, contrastando perfectamente con el cito

plasma y coincidiendo con las teñidas por las técnicas de Heidenhain. 
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DISCUSIÓN 

Sin pretender sacar conclusiones definitivas resumiremos los hechos,, 

sugiriendo su interpretación. 

Siguiendo el criterio de la mayoría de los autores, que nos parece 

el más lógico, creemos que la reacción Feulgen positiva de las esíruc^ 

turas observadas por nosotros parecería indicar su naturaleza nuclear, 

pues ya que se ha extraído de las células de levadura ácido desoxiribo-

nucleico semejante al de los núcleos animales (Delaporte y Roukhelman^ 

1938, y Delaporte, 1939), la reacción nuclear debería obrar, lógicamen

te, del mismo modo en ambos, a no ser que dicha reacción no fuese tan 

específica como afirman sus autores. 

Las células teñidas según las técnicas de Feulgen y de Robinow pre

sentan unos corpúsculos extravacuolares, redondeados o irregulares, co

loreados de rojo a rojo violáceo. Son visibles en todas las fases de di

visión, en las células teñidas con reactivos de Feulgen, Giemsa-Robinow 

y hematoxilina férrica de Heidenhain, pero rara vez son visibles en las 

células vivas; sin embargo, en las células vivas de E n d o m y c e s 

o v e t e n s i s hemos llegado a observarlos bastante bien. Guiiliermond 

(1919) parece haber sido el primero en describir una estructura semejan

te, teñida con hematoxilina férrica de Heidenhain. Margolena (1932) afir

ma que la reacción de Feulgen tiñe los núcleos de las levaduras. Por 

nuestra parte no hemos encontrado, por ahora, ninguna otra estructura 

N, 

3 

Fig. 5.—^Endomyces ovetensis IJFM 288 (LeOO X). Amitosis observada, tanto en 
las células aisladas en gemación (1-3), como en la gemación del micelio (4). iV, nú

cleo. Tinción de Giemsa-Robinow. 
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que pueda ser interpretada verosímilmente como núcleo, si no es la es

tructura Feulgen positivo mencionada. 

Fig. 6.—Saccharomyces cerevisiae, var. ellipsoideus IJFM 10 {1.000 X). Diversas jases de división del núcle 
durante le gemación de la levadura, teñidas por el método de Giemsa-Robinow. 1-23. Mitosis {?). 24-30. Ami 

tosis {?). 

Esta estructura (llamémosla núcleo) parece dividirse unas veces por " 

amitoBis durante la gemación de la levadura (fig. 5, num. 1-4; f ig. ó, 

número 24-30; f ig. 7, num. 1-12; f ig. 8, num. 10; f ig. 9, num. 6-12) y 

otras veces parece existir una mitosis más o menos típica (fig. 4, num. 1-
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14; f ig. 6, num. 1-23; f ig. 7, num. 13-17; f ig. 8, num. 1-9; f ig. 9, num. 1-5). 

Los medios de que disponemos no nos han permitido observar detalles 

en la mitosis, pero en algún caso (fig 7, num. 18) nos parece haber 

Fig. 7.—Torulopsis holmii IJFM 99 (LOOÚ X). Diversas fases 
de la división nuclear de la levadura durante la gemación. 
Tinción de Giemsa-Robinow. 1-12. Amitosis. 13-18. Mitosis {?). 
18. Obsérvese un supuesto centriolo {?•) unido al núcleo por un 

fino filamento. 

observado, junto al núcleo, un puntO' teñido de rojo más intenso que 

ei núcleo y posiblemente unido a él por un filamento finísimo que pa

recía dirigirse a la yema (centriolo ?). 

El hecho de que un grupo de investigadores, entre ellos Guilliermcnd 

(1919), Wager y Penniston (1910), crean que la división nuclear de las 

levaduras en gemación es amitótica, mientras que otros piensan que es 

mitótica (Kaier, 1927; Swellengrebel, 1905), necesita una explicación del 

fenómeno de la division. El descubrimiento de la, mitosis, y el haberla 

encontrado como modalidad general de división nuclear, tanto en el 
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reino animal como en el vegetal, indujo a pensar que la amitosis no 

era un proceso normal. Algunos autores incluso pensaron que era un 

proceso patológico en células degeneradas. Pero, siguiendo a Conklin 

(1917), se puede decir que el número de casos en que se ha obser-

Fig. 8.—Saccharomycodes ludwigii IJFM 17 {IMÚ X). Diversas fases 
de la división nuclear durante la gemación de la levadura. 1-9. Mito-
sis {?). 10. Amitosis {?). Tinción por el método de Giejnsa-Rohinoiv. 

vado amitosis con regularidad, en ciertos tejidos, es demasiado eleva

do para poder asegurar que sea siempre un proceso patológico. Sin em

bargo, algunos autores rechazan la amitosis y defienden la mitosis en 

las levaduras, simplemente para estar de acuerdo con los razonamien-

1os de la genética moderna. Es probable que del estudio genético se 

Mague a tener un conocimiento exacto, aunque indirecto, de la célula 
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de levadura; así los trabajos de Lindegren y Spiegelman (1944) y VVin-

ge (1939, 1944) demuestran regularidad en la segregación mendeliana 

de los caracteres durante la división-nuclear. Las cepas diploides, que 

Fig. 9.—Naásonia elongata IJFM 21 {IMO X). Diversas fases de la 
división nuclear durante la gemación de la levadura, teñida por el 
método de Giemsa-Robinow. 1-5. Mitosis {?). 6-12. Amitosis (?). 

se multiplican sólo vegetativamente, son estables y conservan sus carac

terísticas culturales, como era de suponer; en cambio, las cepas haploi-

des proporcionan un tanto por ciento de mutaciones mucho más elevado. 

Esto se observa fácilmente en las colonias gigantes, donde las cepas 
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haploides muestran numerosos sectores de mutación que generalmente-

faltan en las diploides. Los autores partidarios de la mitosis en las le

vaduras se basan en estos resultados; pero ya que la división podría 

ser intranuclear, como en muchos hongos, y unido esto al tamaño peque

ñísimo de las estructuras, no hemos podido observar cromosomas con el 

microscopio ordinario. Cierto número de investigadores han observado 

•o división del núcleo en dos corpúsculos, dándoles el nombre de cro

mosomas. Nosotros los hemos observado también, unas veces paralelos 

entre sí y otras cruzados (fig. 4). Si son cromosomas o no, no estamos 

en condiciones de poderlo afirmar por el momento, aunque resultan un 

poco grandes comparados con el resto de la célula de levadura. 

Por otra parte, los trabajos de Richard (1938), repetidos y confirmados 

por Beams y colaboradores (1940), demostrando que la colchicina no inhibe 

la gemación de las levaduras, sino que tiende a favorecerla, parecen apor

tar una prueba en favor de que el mecanismo de la gemación podría verifi

carse por un proceso amitótico, pues la colchicina tiene la propiedad de 

destruir los husos y bloquear la división del citoplasma en las células ani

males y vegetales que se dividen por mitosis. 

Los hechos observados por nosotros: presencia de amitosis y mi

tosis (?) en las levaduras en gemación, nos hacen sugerir la idea de que 

podrían concillarse las opiniones opuestas de los autores sobre este punto, 

suponiendo que, según las circunstancias, podrían presentarse ambas, mo

dalidades de división nuclear. 

La vacuola entra en la yema antes que el núcleo y, según Lindegren 

(1945), esto tiene importancia en la iniciación de la yema. Si dentro de la 

vacuola se observan partículas, éstas entran también en la yema y a veces 

parecen emparejadas. Estos fenómenos, como ya dijimos anteriormente, 

dieron lugar a la interpretación de Wager y Penniston (1910) y Lindegren 

(r945) de que la vacuola y su contenido representan.la «vacuola nuclear», 

y «los cromosomas», respectivamente. Aunque la vacuola y su contenido 

son Feulgen negativos en todas sus fases de desarrollo, Lindegren (1945) 

intenta salir del paso diciendo que la naturaleza desoxiribonucleoproteica 

i^eulgen positiva) del núcleo de los organismos superiores no implica 

necesariamente su presencia universal en la cromatina de los organismos 

más sencillos; razonamiento que no parece demasiado sólido, desde el 

momento en que se ha extraído de las levaduras ácido desoxiribonucleico.. 
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CONCLUSIONES 

1. Las levaduras observadas por nosotros parecen tener un. núcleo 

definido, compacto, que da reacción positiva con el método de Feulgen y 

de Giemsa- Robinow. 

2. El estudio citológico muestra, al parecer, que la división nuclear, 

durante la gemación, puede ser tanto mitótica (?) como amitótíca. 

3. Nuestras observaciones no están de acuerdo con la teoría vacuolar 

del núcleo. 
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INSTITUTO DE EDAFOLOGÍA Y FISIOLOGÍA VEGETAL 

SECCIÓN DE MICROBIOLOGÍA DE GRANADA 

ESTUDIOS SOBRE LA FERMENTACIÓN DEL ESPARTO 

II. FLORA DE LA FERMENTACIÓN EN LAS BALSAS 

por 

Vicente Callao y Enrique Montoya. 

En el curso de los trabajos que sobre la fermentación del esparto 

vienen realizándose en nuestro laboratorio, la flora microbiana presente 

en el enriado, a la que, en definitiva, se deben toda la suerte de proce

sos bioquímicos responsables del mismo, no había sido estudiada hasta 

ahora con la atención que se merecía. Acerca de ella solo conocemos 

e¡ trabajo publicado por Callao y Vigaray (1) en 1951, en el que se 

describen ocho bacterias que a su juicio toman parte activa en el cita-

co proceso. Ahora bien, dichas bacterias fueron aisladas de un enriado 

artificial realizado en el laboratorio, en el cual se excluía la contami

nación por las bacterias del aire, suelo y, lo que es más importante, de 

los lodos activos procedentes de anteriores enriados, presentes todas ellas 

en el enriado industrial. Por estas razones era de suponer que la com

posición de la flora del citado enriado industrial variaría grandemente 

de la determinada en las condiciones antes dichas. Dado que es impres

cindible un conocimiento exacto de dicha flora para explicar los proce

sos bioquímicos que llevan a término el enriado, se comprenderá la im

portancia de un estudio de la flora de la fermentación en las balsas. 

En el presente trabajo hacemos un estudio detallado de la f lora, tan

to aerobia como anaerobia, que se encuentra en las aguas de macera-

ción del enriado industrial del esparto y al mismo tiempo efectuamos re

cuentos sistemáticos del número de gérmenes presentes en cada momen

to. Discutimos la posible acción de cada germen o grupo de gérmenes 
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sobre los distintos procesos bioquímicos y sobre el enriado en general y, 

por último, damos un esquema de lo que, a nuestro juicio, constituye el 

mecanismo del enriado. 

MATERIAL Y TÉCNICAS USADOS 

Hemos utilizado para nuestros análisis bacteriológicos las aguas de 

balsas de la «Espartera, S. A.», entidad industrial situada a unos dos 

kilómetros de Granada. En dicha industria, el enriado, que se lleva â  

cabo en balsas o depósitos de cemento capaces para 3.000 kgs. de es

parto crudo, se efectúa cubriendo totalmente con agua el materia! y 

dejándolo fermentar durante un tiempo que oscila entre los nueve y quin

ce días, según la temperatura ambiente. Pasado dicho tiempo se renueva 

totalmente el agua y se deja otra vez fermentar durante ocho a diez días, 

al cabo de los cuales se da por terminado el proceso. 

Las aguas de maceración, a medida que va avanzando el proceso, 

van adquiriendo turbidez, debido, de una parte, al paso al agua de subs

tancias procedentes del esparto y, de otra, a la intensa reproducción mi

crobiana. Al mismo tiempo van adquiriendo un color amarillento pardus

co, que se acentúa conforme pasa el tiempo, así como también un olor 

desagradable a materia orgánica en putrefacción. La superficie de la 

balsa se recubre pronto de un velo grasiento, amaril lo oscuro, que tien

de a engrosar conforme avanza el enriado y que se ve constantemen

te atravesado por numerosas burbujas de gases, cuyo máximo despren

dimiento tiene lugar durante la primera fase del proceso. 

La toma de muestras la hemos efectuado de estas aguas mediante 

pipetas estériles y a profundidades comprendidas entre los 30 y 40 cms. 

Como medio de aislamiento hemos utilizado un agar extracto de es

parto, añadido de glucosa en proporción de 0,5 grs. por 100 y de indi

cador de Andrade, 

Como medio de enriquecimiento para los anaerobios esporulados he

mos utilizado el citado medio en su forma líquida y sin la adición del in

dicador. 

El recuento total de bacterias aerobias lo hemos efectuado sobre agar 
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glucosado y tornasolado, al objeto de poder contar las bacterias produc

toras de ácidos. 

Los medios de identificación y conservación han sido los usualmente 

empleados en la técnica microbiológica. 

RESULTADOS OBTENIDOS 

Las especies que hemos aislado en los análisis efectuados a lo largo 

de cuatro procesos completos de enriado han sido las que a continua

ción se exponen, clasificadas y denominadas todas ellas de acuerdo con 

el manual de Bergey (2): 

G e r m e n n ú m . 1 .—N i t r o s o m o n a s e u r o p e a . Este ger

men aparece durante todo el enriado, especialmente durante la última 

fase. 

G e r m e n n ú m . 2 . — N i t r o s o c o c c u s n i t r o s u s . Aparece 

durante todo el enriado, especialmente durante las últimas fases. 

G e r m e n n ú m . 3 .—N i t r o b a c t e r a g i l e . Aparece durante 

todo el enriado, especialmente durante las últimas fases. 

G e r m e n n ú m . .4 .—P s e u d o m o n a s c r u c i v i a e . Suele em

pezar a aparecer hacia el final de la primera etapa, para perdurar has

ta el final del enriado. ,, 

G e r m e n n ú m . 5 .—P se u d o m ó n o s s p . Este germen, no 

identificado como ninguno de los descritos en el Bergey, es un bacilo muy 

pequeño, de extremos redondeados y eje recto. Gram negativo y mó

vil mediante un solo flagelo polar. Sobre agar produce colonias peque

ñas, redondeadas, transparentes, lisas y brillantes. En caldo da entur

biamiento uniforme con ligero sedimento. Leche tornasolada inalterada 

a los cuatro días. Picadura en gelatina: crecimiento filiforme sin licua

ción. Aerobio. Indo! negativo; rojo de metilo y Voges-Proskauer negati

vos; nitritos de nitratos positivos; amoníaco negativo; glucosa, lactosa y 

mónita no fermentadas; sacarosa y maltosa fermentadas tardíamente con 

producción de ácidos. 

G e r m e n n ú m . ó .—M i c r o c o c c u s s p . Aislado en la prime

ra parte del enriado, se caracteriza por ser un coco grueso, de 2,5 a 

3 mieras de diámetro, agrupado en parejos o en racimos pequeños. 

Gram positivo e inmóvil. Sobre agar común produce colonias de 1,5 a 

2 mm. de diámetro, opacos y no pigmentadas. En caldo crece bastante 

mol, con enturbiamiento uniforme. Leche inalterado y gelatina no licúa-
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da. Glucosa, lactosa, mónita y sacarosa no fermentadas; sobre maltosa-

produce una pequeña cantidad de ácidos a los cuatro días. Indol, rojo 

de metilo, Voges-Proskauer, nitritos de nitratos y amoníaco negativos. 

G e r m e n n ú m . 7 . — S o r e i n a f l a v a . Se aisla a lo largo de 

todo el proceso. 

G e r m e n n ú m . 8 .—S t r e p t o c o c c u s f a e c a l i s . Lo hemos 

encontrado en diversas ocasiones a lo largo del enriado, pero preferen

temente en los primeros días. 

G e r m e n n ú m . 9 .—C o r y n e b a c t e r i u m f i l a m e n t o s u m . 

Sólo lo hemos encontrado en una ocasión: en una balsa que llevaba 

veinticuatro horas de maceractón. 

G e r m e n n ú m . 1 0 .—E s c h e r i c c h i a c o l i . Presente ya en 

las aguas utilizadas poro la maceración, no deja de aparecer durante 

todo el proceso. 

G e r m e n n ú m . 1 1 . ^ E s c h e r i c c h i a f r e u n d i . Presente du

rante todo el proceso. 

G e r m e n n ú m . 1 2 .—Es c h e r i c c h i a i n t e r m e d i u m . Apa

rece en los primeros días y generalmente no se encuentra después de la 

primera etapa. 

G e r m e n n ú m . 13 .—B a c t e r i u m a m m o n i a g e n e s . Ais

lado çlurante la segunda fase del enriado. 

G e r m e n n ú m . 1 4 . — B a c t e r i u m l i n e n s . Presente durante 

todo el proceso. 

G e r m e n n ú m . 1 5 .—B a c t e r i u m z e n k e r i . Aparece más 

frecuentemente en la segunda fase del proceso y en los días finales de 

ía primera. 

G e r m e n n ú m . 1 6 . — B a c t e r i u m z o p f i i . Aislado durante 

ía segunda fase del enriado. 

. G e r m e n n ú m . 1 7 .—B a c t e r i u m a c i d u l u m . Presente" du

rante todo el enriado. 

G e r m e n n ú m . 1 8 .—A c h r o m o b a c t e r a e r o p h i l u m . 

Más frecuente en la segunda fase del enriado, aunque aparece también 

en la primera. 

G e r m e n n ú m . 1 9 . — B a c t e r i u m s p . Bacilo corto, grueso, 

extremos redondeados, movilidad negativa y Gram positivo. Sobre agar 

produce colonias redondeadas, opacas y con un pigmento amarillo no 

dífusible. Gelatina licuada a las cuarenta y ocho horas. En caldo da en

turbiamiento uniforme y sedimento amarillo. Leche tornasolada acidifica-
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da y coagulada, siendo posteriormente digerido el coágulo. Aerobio. Glu

cosa, lactosa, mónita, sacarosa y maltosa fermentadas con producción 

de ácidos. Indol, rojo de metilo y amoníaco positivos; Voges-Proskauer y 

nitritos de nitratos negativos. Tornasol reducido a las cuarenta y ocho 

horas. 

G e r m e n n ú m . 2 0 .—B a c t e r i u m s p . Bacilo esbelto, recto o 

ligeramente curvo, extremos redondeados, movilidad negativo y Gram 

positivo. Sobre agar común crece formando colonias redondeadas, opa

cos y con pigmento amarillo anaranjado no difusible. En caldo produce 

enturbiamiento uniforme con escaso sedimento amarillo que se desinte

gro. Gelatina licuada o los cuarenta y ocho horas. Leche tornasolada 

peptonizoda y reducido. Sobre patota produce un barniz cremoso, bri

llante y de un color amarillo anaranjado intenso. Aerobio. Indol y amo

níaco positivos; rojo de metilo, Voges-Proskauer y nitritos de nitratos ne

gativos. Glucosa, lactosa, sacarosa, mónita y maltosa negativos.'Este ger

men se aislo a lo largo de todo el proceso, pero principalmente en lo se

gundo porte del mismo. 

G e r m e n n ú m . 2 1 .—B a c t e r i u m s p . Bacilo corto, grueso, de 

extremos redondeados, aunque aparecen también formas largos, casi f i 

lamentosos. Gram positivo, movilidad negativo. Sobre agar produce co

lonias redondeadas, translúcidos y de color gris amarillento. En caldo 

da enturbiamiento uniforme, con ligero sedimento. Gelatina no licuado. 

Leche tornasolado inalterado. AerobiO'. Indol, rojo de metilo, Voges-Pros

kauer, nitritos de nitratos y «amoníaco negativos. Glucosa, lactosa, saca

rosa, mónita y maltosa no fermentados o los cuatro días. Suele aislarse 

este germen a lo- largo de todo el proceso. 

G e r m e n n ú m . 2 2 . — B a c t e r i u m s p . Bacilo corto, grueso, 

generalmente en diplobacilos. Gram positivo, movilidad negativo. En 

agar da colonias redondeadas, translúcidos y de color amarillo grisá

ceo. En caldo produce enturbiamiento homogéneo. Gelatina no licuado 

al cobo de lo semana. Leche tornasolado inalterado. Indol, rojo de me

tilo, Vcges-Proskauer, nitritos de nitratos y amoníaco negativos. Gluco

sa fermentada con ácidos; lactosa, sacarosa, mónita y maltosa no fer

mentadas. Se aislo más generolmente en lo segunda fose del enriado. 

G e r m e n n ú m . 2 3 . — B a c i l l u s s u b t i l i s . Se aislo durante 

todo el proceso. 

G e r m e n n ú m . 2 4 . — B a c i l l u s b r e v i s . Se oíslo durante 

todo el proceso. 
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G e r m e n n ú m . 2 5 .—^C l o s t r i d i u m b u t y r i c u m . Puede 

aislarse durante todo el proceso, pero abunda más en la primera fcse. 

G e r m e n n ú m . 2 6 .—C l o s t r i d i u m a c e t o b u t y l i c u m . 

-Aparece a lo largo de todo el proceso. 

G e r m e n n ú m . 2 7 . — C l o s t r i d i u m s p u m a r u m . Aislado 

en los .últimos días del enriado. 

Independientemente de las especies descritas, hemos observado que 

en las aguas de maceración existen gérmenes con actividad de oxidación 

de los compuestos azufrados, probablemente pertenecientes al género 

T h i o b a c i l l u s , aun cuando no hemos conseguido aislarlos. 

Como complemento de la determinación cualitativa de la flora micro

biana del enriado del esparto, hemos efectuado el recuento de las bac

terias aerobias presentes en el mismo a lo largo de dos procesos comple

tos de dicho enriado. Las temperaturas medias durante dicho tiempo fue

ron las siguientes: máxima 32,8^, mínima 15,0^ y media 23,8^. Los resul

tados obtenidos se expresan en las tablas I y II y gráficamente en las 

figuras 1 y 2. 

Los resultados de las dos experiencias, aunque siguen una marcha pa

rale la, presentan diferencias bastante considerables, del orden de los seis 

millones de gérmenes por c. c. No obstante, esta diferencia pierde su signi

f icado si se tiene en cuenta que la balsa correspondiente a la experien

cia núm. 2 perdía agua, lo que traía como consecu"encia que al añadir 

-agua diariamente los gérmenes se diluyeran considerablemente. 

Tpo. de n 

0 ho 

laceración 

ras 
1 días 
2 . ' 
3 ' 
4 ' 
5 ' 
6 ' 
7 ' 
8 ' 
9 ' 

10 ' 
11 ' 
12 ' 
13 ' 
14 ' 
15 ' 

TABLA I 

Millones/c. c. 

1,2 
108,0 
892,0 

2.000,0 
5.240,0 

11.500,0 
13.340,0 
14.000,0 
14.500,0 

357,0 
1.453,0 
3,564,0 
6.854,0 
7.372,0 
7.600,0 
7.983,0 

Observaciones 

agua de pozo 
?? ?? " 

" " " 
" " " 
Î5 ?? ?í 

" " " 
" " " 
" " " 
" " " 

cambio de agua 
5, Î , »' 

" " " 
" " " 
I"! I l •)•> 

")•) ?5 ?5 

fin del enriado 
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TABLA II 

Tpo. de maceración 

0 horas 
1 días 
2 ' 
3 ' 
4 ' 
5 ' 
6 ' 
7 ' 
8 ' 
9 ' 

10 ' 
11 ' 
12 ' 
13 ' 
14 ' 
15 ' 
16 ' 

Millones/c. c. 

1,2 
111,0 
783,0 

1.845,0 
2.140,0 
2.500,0 
3.600,0 
4.850,0 
5.860,0 
8.743,0 

265,0 
1.141,0 
2.582,0 
3.890,0 
5.302,0 
6.153,0 
6.325,0 

Observaciones 

agua de pozo 
f) Î? if ' 

{ gua a la balsa 
55 55 55 »5 

55 55 55 55 

55 55 55 »5 

55 55 55 55 

55 55 55 55 

55 55 55 55 

55 55 55 55 

cambio de agua 
agua a la balsa 

55 55 55 ^ 55 

55 55 55 55 

55 55 55 55 

55 55 55 55 

fin del enriado 

En relación con el número de bacterias productoras de ácidos a partir 

de los hidratos de carbono, hemos observado que es muy grande durante 

ia primera fase del enriado, llegando a constituir el 75 por 100 del total 

de la flora aerobia. En cambio, a partir del cambio de las aguas la flora 

acidógena va perdiendo terreno paulatinamente, hasta que en los últimos 

días se ve igualada por la flora alcalinizante e indiferente. 

DISCUSIÓN 

Hemos descrito anteriormente 27 especies bacterianas aisladas de los 

aguas de maceración del enriado del esparto. Acerca de dichas espe

cies no se puede asegurar que todas ellas tomen parte activa en los 

fenómenos del enriado, ya que posiblemente algunas procederán de con

taminaciones ocasionales o bien formarán parte de la flora saprofita sin 

acción directa sobre el esparto. Sin embargo, todas ellas, en razón del 

medio utilizado en su aislamiento, son capaces de vivir en medios que con

tengan como única fuente de materia orgánica, si exceptuamos la glucosa, 

la materia extractiva procedente del esparto, por lo que no podemos me

nos de pensar que en mayor o menor grado todas son capaces de actuar 

sobre las substancias propias del esparto. Exceptuamos de lo antes dicho, 

como es lógico, a las bacterias nitrificantes, las cuales son incapaces de 

utilizar la materia orgánica. 
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De otra parte, las propiedades bioquímicas de las bacterias aisladas se 

adaptan perfectamente a lo hasta ahora conocido en relación con e! pro

ceso del enriado. Consiste és^ , como sabemos, en un ataque de la fibra 

cruda, en el sentido de eliminar todas o la mayoría de las substancias que 

acompañan a la celulosa y que actúan, independientemente de su utilidad 

en la planta viva, como cemento de unión de unas fibras con otras. Dichas 

substancias son fundamentalmente pectinas, hemicelulosas, gomas, almidón 

y materia nitrogenada, siendo entre todas ellas las pectinas las más im

portantes en razón de su cantidad y de su papel específico cíe substancia 

cementadora. 

Sobre las pectinas antes indicadas tienen acción acusada los siguientes 

gérmenes aislados: B a c i l l u s s u b t i l i s . B a c i l l u s b r e v i s , 

C l o s t r i d i u m a c e t o b u t y l i c u m . B a c t e r i u m a c i d u l u n i y 

los gérmenes pertenecientes al género E s c h e r i c c h i a . Dichos gérme

nes degradan las pectinas hasta el término de ácidos grasos de cadena 

corta que, posteriormente, pueden ser oxidados hasta el término de CO. y 

ao. 
En el trabajo de Esteban sobre la Bioquímica de la fermentación del 

esparto (3) se demuestra que, efectivamente, en las aguas de maceration 

están presentes de manera constante determinada cantidad de ácidos or

gánicos. La máxima cantidad de estos ácidos se obtiene entre los siete y 

ocho primeros días del enriado, para bajar después del cambio de aguas 

hasta un nivel inferior, en el que se mantienen más o menos constantes 

hasta el final del enriado. 

La interpretación que nosotros damos a este fenómeno es la siguiente: 

en un principio Iqs pectinas, así como también probablemente las demás 

substancias hidrocarbonadas, son rápidamente degradadas por los gérme

nes antes citados a moléculas menos complicadas, a partir de las cuales 

son ya capaces la mayoría de los gérmenes presentes, con capacidad para 

actuar sóbrelos hidratos de carbonos sencillos, de producir ácidos orgáni

cos. Al mismo tiempo estos gérmenes, al encontrar una fuente de energía 

'adecuada, se reproducen rápidamen.te, lo que explica la elevada cifra de 

bacterias acidógenas que arroja el recuento. Ahora bien, dado que la can

t idad de pectinas contenidas en el esparto es limitada, es fácil de com

prender que llegará un momento en que esta rápida reproducción de gér

menes acidógenos se verá frenada por la falta de substrato hídrocarbo-

nado adecuado, así como también que la cantidad de ácidos producidos 

disminuirá. En este momento preciso (Esteban) es cuando se acostumbra a 
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cambiar el agua de las balsas, lo que, en nuestra opinión, resulta una 

operación eficaz, ya que de esta forma se elimina el exceso de ácidos, así 

como también gran parte de la flora acidógena, lo que permite el más 

fácil desarrollo de otros tipos de flora. 

En la segunda fase del proceso, la flora acidógena, ahora notable

mente disminuida, prosigue su labor de ataque sobre los restos de pectinas 

y otras substancias hidrocarbonadas, ataque que tiene como resultado el. 

mantener un nivel de ácidos aproximadamente constante (Esteban) hasta 

el final del proceso. 

Las proteínas del esparto, de otra parte, sufren también desde los pri

meros momentos el ataque de los gérmenes proteolíticos, merced al cual 

dan en definitiva amoníaco, ácidos orgánicos y ácido sulfhídrico. Entre los 

gérmenes que hemos aislado son productores de amoníaco a partir de pro

teínas y peptonas los siguientes: B a c i l l u s b r e v i s . B a c i l l u s 

s u b t i l i s , E s c h e r i c c h i a c o l i , C o r y n e b a c t e r i u m f i l ó 

m e n t o s u m . B a c t e r i u m a m m o n i a g e n e s . B a c t e r i u m 

z e n k e r i , Germen n.^ 19 y Germen n.^ 20. 

Queda explicado de esta forma el origen del amoníaco en las aguas 

de enriado, cuya presencia y evolución ha sido estudiada por Callao y Es

teban (4). Estos autores demuestran cómo el amoníaco aparece en las 

oguas desde los primeros momentos para ir aumentando progresivamente 

hasta el final de la primera fase. Ahora bien, durante dicha fase no se 

encuentra nunca como amoníaco libre, sino combinado. En la segunda 

fase, aunque los niveles alcanzados por el amoníaco total no son tan gran

des como en la primera, aparece siempre amoníaco libre (Esteban). 

Esta evolución del amoníaco la explicamos, de acuerdo con los resul

tados obtenidos, de la siguiente manera: El ataque de las proteínas por los 

gérmenes antes citados trae como consecuencia que desde los primeros mo

mentos se libere cierta cantidad de amoníaco. Ahora bien, dado que el. 

ataque de las pectinas y demás hidrocarbonados es mucho más rápido, 

como se deduce de la más rápida proliferación de la flora acidógena, la 

cantidad de ácidos que se producen, es siempre mayor de la necesaria 

para neutralizar el amoníaco originado por la flora proteolítica, lo que 

trae como consecuencia que mientras dura este estado de cosas, es decir, 

durante la primera fase, no se pueda demostrar amoníaco libre en las 

aguas. Terminada la primera fase, la cantidad de ácidos se estabiliza y 

entonces el amoníaco producido rebasa el nivel de los mismos y aparece 

en forma libre. En nuestra opinión, la aparición de amoníaco libre debería. 

10 
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indicar el final del proceso, ya que sería indicio de que la casi total idad 

de las pectinas han sido ya destruidas. 

A pesar de lo dicho, no se puede descartar la posibilidad de que parte 

del amoníaco presente en las aguas provenga, no de la proteínas, sino dé

los nitritos y nitratos presentes en el agua utilizada para el enriado, ya 

que algunos de los gérmenes aislados ( C l o s t r i d i u m a c e t o b u -

t y I i c u m ) son capaces de transformar los primeros en amoníaco y la 

mayoría pueden actuar sobre los nitratos reduciéndolos a nitritos. 

En relación con la aparición de SH2 en las aguas (Esteban), diremos 

que son bastantes los gérmenes aislados capaces de producirlo a partir 

de los aminoácidos azufrados. En cuanto a su desaparición, se debe posi

blemente a la presencia de bacterias oxidadoras del azufre, de cuya ac

ción ya hemos hablado. 

La desaparición de los nitratos y nitritos de las aguas de maceración se 

explica fácilmente, como ya hemos dicho, por la acción reductora de gran 

parte de la flora que transforma los citados compuestos en amoníaco y 

nitrógeno que se desprende. Ahora bien, en las aguas existen gérmenes 

nitrificantes, lo que hace suponer que también debe tener lugar el cíelo 

en sentido contrario. Dado que a partir de los primeros días de fermenta

ción no aparecen en las aguas (Esteban), hemos de suponer que a medida 

que nitritos y nitratos se originan son inmediatamente reducidos por el resto 

de la flora. 

Antes de terminar hemos de hacer notar la presencia de gérmenes celu-

lolíticos, de los que hemos aislado el C l o s t r i d i u m s p u m a r u m » 

Estos gérmenes atacan la fibra celulósica y ejercen por tanto una acción 

perjudicial. Por consiguiente, en un enriado llevado racionalmente se debe

ría de vigilar la aparición de los citados gérmenes y suspender el proceso 

cuando su número pasase de cierto límite. 

RESUMEN 

Se han aislado 27 gérmenes de las aguas de maceración del esparto 

pertenecientes a los géneros N i t r o s o m o n a s , N i t r o s o c o c c u s , . 

N i t r o b a c t e r , P s e u d o m o n a s , M i c r o c o c c u s , S a r c i n a , 

S t r e p t o c o c c u s , C o r y n e b a c t e r i u m , E s c h e r i c c h i a , 

B a c t e r i u m , B a c i l l u s y C l o s t r i d i u m . 

Dichos gérmenes actúan sobre el esparto de la siguiente manera: 

11 
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Las pectinas y demás substancias hidrocarbonadas son atacadas rápi

damente por gérmenes de los géneros C l o s t r i d i u m , B a c i l l u s , 

B a c t e r i u m y E s c h e r i c c h i a , degradándose a productos menos 

complejos que se transforman por la acción de los citados gérmenes y de

más acidógenos en ácidos orgánicos, CO2 y H2. Este ataque se lleva a cabo 

en la primera fase del enriado, debiendo coincidir su decrecimiento con 

el cambio de aguas, al objeto de eliminar la mayor parte de la flora 

acidógena una vez cumplida su misión. 

Simultáneamente, por la acción de gérmenes de los géneros B a c i 

l l u s , C o r y n e b a c t e r i u m y E s c h e r i c c h i a , se descomponen 

las proteínas del esparto, dando lugar a la producción de restos ácidos, 

amoníaco y una pequeña cantidad de SH.. El amoníaco se produce en can

t idad relativamente menor que los ácidos orgánicos procedentes de los 

glúcidos, lo que trae como consecuencia que en esta primera fase no apa

rezca amoníaco libre. 

Durante la segunda fase, las pectinas y demás elementos hidrocarbo-

nados, consumidos casi por completo en la primera, se hallan en defecto, 

lo que trae como consecuencia un escaso desarrollo de la flora acidógena 

en beneficio de la proteolítica y la aparición consiguiente de amoníaco 

libre que marcaría el final del enriado, ya que indicaría que la casi tota

l idad de las pectinas han sido consumidas. 

En los primeros días del enriado todas las sales nítricas y nitrosas des-

ciparecen de las aguas por la acción reductora de las bacterias aisladas, 

dando en último término nitrógeno gaseoso que se desprende o amoníaco. 

En las últimas fases del proceso, el amoníaco por la acción de los gérmenes 

nitrlficantes se transforma en nitritos y nitratos, aunque este proceso va en

mascarado por la intensa acción reductora del resto de la flora. 

Por último, es muy importante observar la aparición de gérmenes celu-

lolíticos, los cuales ejercen una acción desfavorable sobre la f ibra. 
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SECCIÓN DE BIOLOGÍA MICROBIANA 

MICOSIS RELACIONADAS CON LA ANTIBIOTERAPIA 

por 

A. Socios y A. Porteles. 

A) INTRODUCCIÓN 

Hace bastante tiempo que venimos observando la aparición de distintas 

especies de hongos levaduriformes en enfermos que, habiendo sido trata

dos por diversos antibióticos, presentaban fenómenos de antibiótico-resis

tencia. 

En principio, nos limitamos a la observación de los hechos y a su re

copilación. Donde con más frecuencia se encontraron fué en los exudados 

de niños afectos de amigdalitis; aceptando la posibilidad de que estas 

levaduras existieran en la garganta de los niños sanos en equilibrado co-

mensalismo con las.células; a este fin sometimos treinta y un niños sanos, 

de distintas edades y ambiente social, a un detenido examen bacterioló

gico de su faringe, nO' encontrando en ellos la presencia de levaduras. 

Posteriormente, en algunos casos patológicos que hemos podido seguir 

más de cerca, y estimulados con los resultados anteriores, hemos estudiado 

ios distintos microorganismos que se iban desarrollando en los diferentes 

medios de cultivos, comprobando el intenso pleomorfismo característico de 

estos fenómenos, que parecen establecer estrecha relación entre bacterias 

y levaduras, hasta tal punto que creemos que unos se forman a expensas 

de los otros por intervención de los antibióticos o substancias con ellos re

lacionadas. 

B) ANTECEDENTES BIBLIOGRÁFICOS 

Antes de pasar a la parte experimental, presentamos una breve reseña 

de los antecedentes bibliográficos que sobre estas cuestiones se han citado. 
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teniendo en cuenta que de su consulta se deducen opiniones y teorías con

tradictorias para los distintos autores, ya sea por las diferencias en métodos 

de trabajo, ya sea por las distintas hipótesis explicativas de las observa

ciones efectuadas. 

1) Especies levaduriformes en el organismo. 

Comensales.—En principio hemos de considerar los investigadores que 

han señalado la presencia de levaduras, localizándolas en distintas partes 

o visceras de organismo humano, considerándolas, bien como seres sapro

fitos, bien como patógenos. Según unos (Brigoo, 6), la presencia de la es

pecie C a n d i d a en la cavidad bucal es un hecho cierto porque Raura-

mo y Peunttinaur la encuentran en el 17,4 por 100 de los niños recién na

cidos examinados por ellos; Tanner y Lamport, en el 10 por 100 de los 

hombres normales; Ortiz, en un 10 a 60 por 100 de los holandeses, y el 

mismo Brigoo encuentra en Saigon un 31,2 por 100 de hombres, mujeres y 

niños europeos y asiáticos que tienen levaduras en boca o garganta, ob

servando que la tasa más baja la dan los niños. Stübben (45), estudiando 

los microbios de la boca normal en 132 personas, encuentra un 39 por 100 

de positividad para la especie C a n d i d a cuando utiliza medios sacaro-

sados para la investigación mediante cultivos. 

Patógenas.—No obstante, para la mayoría de los casos de moniliasis 

citados se hace responsables a estas levaduras de un efecto patógeno: 

siendo Niño, Urzúa y Noíte (34) los primeros en confirmar el papel pató

geno de estos hongos, habitualmente saprofitos, aislando 156 cepas de 

C a n d i d a a l b i c a n s a partir de distintos productos patológicos hu

manos, en casos de epidérmomicosis, oncomicosis, broncomicosis, vulvova

ginitis, etc. Ormerod y Friedmann (35) citan un caso de candidiasis de rino-

faringe que terminó por invadir los bronquios, provocando la muerte deí 

enfermo debido a una bronco-pneumonía por la asociación de C a n d i 

d a a l b i c a n s y un estafilococo penicilin-resistente, cuyo cuadro infec

cioso se produjo a causa de un tratamiento intenso con antibióticos para 

curar una sinusitis maxilar; asimismo' Floch (16) aisla C a n d i d a t r o -

p i e a I i s en dos casos de bronco-pneumonía. 

Algunos autores al investigar sobre patología animal, Gourtois, Secre-

tóin, Mariât y Levaditi (18), descubren fortuitamente una micosis espontá

nea en monos de la Guinea francesa, los cuales sufren la presencia de 

pápulas o nodulos violáceos que encierran un pus amarillento, cremoso, en 
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el que pululan células de levadura elipsoidales aisladas o en cadenetas y 

que parece se trata de especies d e H i s t o p l a s m a . 

Concomitantes con la antibioterapia.—Kunstadter, Me. Lean y Green-

gand (24) sugieren que el uso de los antibióticos en determinados momen

tos puede ser la causa del predominio o diseminación de las infecciones 

micóticas y presentan un caso de endocarditis producida por C a n d i d a 

a l b i c a n s en un niño de siete meses, con el que se suman ya veinticinco 

casos que de estas endocarditis micóticas se recuerdan. Graig y Farber (11) 

presenta trece casos de micosis viscerales aparecidas en un grupo de ni

ños (175) a los que se practicó necropsia a su muerte, diagnosticada por 

leucemia aguda.; todos habían recibido fuertes dosis de penicilina, aureo-

micina y estreptomicina, y las levaduras encontradas fueron un C r y p t o -

c o c u s , un M u c o r y once C a n d i d a . Al mismo tiempo estos auto

res citan en este trabajo nueve casos de infección intestinal por levaduras 

y veintidós casos localizados en lengua y exófago, post-antibioterapia. 

También Lelong y cois. (26) advierten la posibilidad de infección gene

ralizada de muguet al estudiar el caso de un niño de dos meses que, pa

deciendo de esta enfermedad bucal, murió al mes de una septicemia pro

ducida por C . a I b i c a n s y'desencadenada posiblemente por una pro- ' 

longada medicación con elevadas dosis de penicilina, estreptomicina, clo-

romicetina y aureomicino; se encontraron células y formas filamentosas de 

la levadura en miocardio, diafragma, exófago e incluso encéfalo y se de

mostró la diseminación sanguínea por la aparición de filamentos y esporas 

en algunos capilares. ^ 

De expectoraciones pulmonares también se han aislado levaduras: 

Zahawi y Semah (49) describen un caso clínico de moniliasis pulmonar en 

el que la lesión se confirmó por imagen radiológica y el agente causal 

— C a n d i d a a l b i c a n s — se aisló de esputos que no presentaban 

bacilos; estos autores, sin embargo, obtuvieron mejoramiento visible del en

fermo por terapéutica estreptomicínica durante dos meses, en contra de la 

mayoría de los investigadores, que responsabilizan a la antibioterapia de 

la aparición de hongos levaduriformes. Brygoo (7) encontró en los esputos 

con baclloscopia positiva de cien enfermos tuberculosos, veinte cepas de 

C a n d i d a a l b i c a n s , ocho de C . t r o p i c a I i s , tres de C . p a 

r a p s i I o s 1 s , tres de C . G u i l l e r m o n d i i y tres del grupo a z y -

m a t i q u e . También tres casos más de moniliasis bronco-pulmonar difusa, 

son citados por Caffarena y Durand (9) a la vez que consideran de inte

rés señalar la existencia previa de antibioterapia. 
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Brown (5) publica un caso de hepatitis aguda que a los diez días de 

tratamiento con 6.500.000 unidades de penicilina intramuscular desarrolla 

una moniliasis broncopulmonar típica. 

Portella (38) estudia las características de una T o r u l o p s i s n e o -

f o r m a ns aislada del líquido cerebroespinal de un enfermo de meningi

tis, tratado con estreptomicina. 

Por último son varios los autores (4, 12, 27, 3 1 , 44) que citan cuadros 

infecciosos intestinales producidos por la C a n d i d a a l b i c a n s , por 

lo que no es de extr^añar que Pesie y iabaguer ie (37) consideren que está 

por estudiar aún como patología derivada del tratamiento con antibióticos 

el papel que representa la C . a l b i c a n s . Y más recientemente aún 

(1955), Fischer (15) pone de manifiesto esta frecuencia de aparición de 

levaduras, incluyendo la moniliasis de órganos internos subsiguientes a la 

antibioticoterapio; investigando sobre bll productos patológicos "con una 

positividad de carácter posiblemente patógeno en 131 casos; de ellos, el 

51,1 por 100 eran del género C a n d i d a , un 28,2 por 100 de T o r u -

l o p s i s y G e o t r i c h o i d ' e s , un 14,5 por 100 de levaduras ascosporó-

genas (especialmente S a c c h a r o m y c e s ) y un 6,1 por 100 de cepas 

no identificadas. Otros autores (Biank) han comprobado algunos casos de 

doble infección por levaduras O' infecciones mixtas de hongos levadurifor-

mes y dermatofitos. 

Post-antibioterapia.—De lo hasta aquí expuesto, surge el interrogante 

de si será responsable el uso prolongado de antibióticos del aumento en 

frecuencia y gravedad de las infecciones fúngicas o, como trataba de acla

rar Kligman (23), ¿están incrementadas las infecciones por hongos como 

resultado de la terapéutica de antibióticos? Este autor discute el problema 

de las superinfecciones micóticas en relación con el problema general de 

la resistencia microbiana a los antibióticos, ya que si por una parte aparece 

regularmente C . a l b i c a n s en la boca y trayecto gastrointestinal de 

aquellos que reciben grandes cantidades de antibióticos, por otra, describe 

la complejidad de diagnóstico para reconocer la moniliasis pulmonar ver

dadera, comprueba que «in vitro» los antibióticos no aumentan el desarro

llo de la C. a l b i c a n s y que no se potencializan las enfermedades 

fúngicas en animales infectados experimentalmente. Estas dudas se man

tienen también en los trabajos de Moore (33) porque aunque observa que 

a una mujer de cuarenta años con afección pulmonar subfebril se la de

clara una micosis pulmonar por C . a l b i c a n s , subsiguiente a la 

administración de aureomicina, y que fué curada al cabo de seis meses 
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de tratamiento con yoduro potásico, no obtiene, sin embargo, resultados 

confirmadores para sus experiencias «in vitro», pues la aureomicina en 

cristales depositados sobre el medio de crecimiento inhibe temporalmente 

el desarrollo de C . a l b i c a n s y a concentraciones débiles en medio 

líquido tiene una ligera acción estimulante. También sigue existiendo el 

interrogante para Lelbng (25), que señala subinfecciones fungidas duran

te el curso del tratamiento con antibióticos, principalmente por cloromi-

cetina, aureomicina y terramicina, aunque también con estreptomicina y 

penicilina; clasificándolas en varios grupos: las localizadas en piel, boca 

y faringe, cuya frecuencia es indiscutible y generalmente de escasa gra

vedad; las formas locales extensivas, rápidamente difusibles . por las 

mucosas, y las de infección generalizada con localizaciones metastásicas, 

que son las más raras, pero muy graves. Este autor observa, sin embargo, 

que la experimentación no ha aportado aún la prueba de que los anti

bióticos son directa o indirectamente responsables de estas subinfecciones. 

Woods, Manning y Patterson (48) citan 21 casos clínicos de subinfección 

por C . a l b i c a n s después de tratamientos con penicilina/ cloromi-

cetina o aureomicina. Sharp (42) analiza y ensaya en 174 enfermos 

pneumónicos la presencia de levaduras antes, en y despyés del trata

miento con oxitetracilina o sulfadiazina, observando' que, efectivamente, la 

primera droga aumenta los porcentajes de frecuencia en la aparición de 

especies de C a n d i d a en esputos, garganta y recto (sobre todo en 

este último), aunque no establece correlaciones entre la presencia de esta 

levadura y los síntomas clínicos de moniliasis, ni tampoco con los valores 

del pH de la saliva. Finalmente, Van Breuseghen, Balsacq y Bertrand (47) 

son concluyentes en su publicación sobre un caso de moniliasis generali

zada en un niño de seis meses y medio, que fué hospitalizado por padecer 

ránula y que en poco más de un mes recibió 3.000.000 de unidades de 

penicilina, tres gramos de estreptomicina y cinco gramos de cloromicetina, 

sin resultado; practicada la autopsia se aisló C . a l b i c a n s del riñon, 

observando entor tes histológicos de un fragmento de este órgano nume

rosas células levaduriformes y filamentos de pseudomicelio. Un año m.ás 

tarde (1953), Duchesnay (14) nos habla sobre los accidentes terapéuticos 

de origen fúngico provocados por los antibióticos, considerándolos como 

reacciones cutóneo-mucosas, que pueden clasificarse en locales y extensi

vas, profundas y metastásicas, debidas en su mayoría a células de C . 

a l b i c a n s y en las que una menor resistencia del terreno muestra de

cisiva actuación en su desarrollo. 
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Respecto a las. experiencias «in vitro», se han efectuado varias para 

esclarecer el papel de los antibióticos en estos problemas, y, en 19v51, 

Pappenfort y Sechnall (36), por una parte, y Moore (33), por otra, en

cuentran que la aureomicina en concentraciones de 0,2 mgm./c. c. ejerce 

acción estimulante sobre el desarrollo de células de C . a l b i c a n s , 

y además Moore observa microscópicamente que las células levadurifor-

mes crecidas alrededor de cristales de aureomicina depositados sobre 

medios sólidos son de gran tamaño, mientras que las células desarrolla

das en medio líquido con diluciones mínimas de este antibiótico, son pe

queñas y están dispuestas en cadena. 

Más tarde, Hesseltine y colaboradores (21) ensayan cuatro especies 

de levaduras, entre las que se incluyen la C . a l b i c a n s , que per

manecen sin influenciarse en medios líquidos que contienen aureomicina 

y que esta indiferencia no se modifica aunque se agregue suero al medio 

líquido; solamente parece efectivo el empleo de aureomicina en el medio 

cuando se busca una ayuda en el aislamiento de levaduras a partir de 

muestras fuertemente contaminadas por las bacterias. Asimismo, Rau-

bitschek (39) comprueba que la adición de penicilina y estreptomicina a 

medio de aggr-maltosa-Saboureaud incrementa el rendimiento de cultivaos 

positivos en dermatofitos a partir de muestras clínicas primarias y reduce 

en un 50 por 100 el período normal del desarrollo. Por el contrario, 

Guimaraes y Silva (19) aconsejan el empleo de terramicina en actinomico-

sis, por cuanto ellos han ensayado «in vitro», que soluciones al 1 por 1.000 

de este antibiótico inhiben el crecimiento de N o c a r d i a B r a s i l i e n -

s i s y N . a s t e r o i d e s . , 

Los trabajos de Woods y colaboradores (48) muestran que la penici

lina, aureomicina o cloromicetina no ejerce «in vitro» actividad inhibidora 

ni estimulante sobre cuatro cepas de C a n d i d a , a pesar de los casos 

clínicos de candidiasis por antibióticos que ellos mismos habían observado. 

Posteriormente, Huppert, Me. Pherson y Cazin (22), por el contrario, com

prueban el efecto estimulante de la aureomicina en el desarrollo de la 

especie de C . a l b i c a n s , al mismo tiempo que observan que la 

penicilina, estreptomicina, cloromicetina y terramicina no ejercen efecto 

alguno. Y más recientemente, Lopes, Netto y cois. (28) comprobaron que 

la aureomicina añadida al medio de cultivo en dosis análogas a las 

utilizadas por vía oral, río muestra acción ninguna «in vitro» sobre el 

desarrollo de células d e C a n d i d a a l b i c a n s . 

Me. Neill i y Roth (29) dan cuenta de los resultados, obtenidos por e.'los 
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en la microflora fecal de polluelos y pavos tratados con dieta-tipo, aña

didas con aureomicina o terramicina, concluyendo: que el establecimiento 

de las levaduras sobre el trayecto intestinal de las aves experimentadas 

es más rápido y numeroso para aquellos a los que se había administrado 

aureomicina oral ; que el porcentaje de levaduras en heces es ma/or 

para los lote$ que reciben antibióticos; que la administración de estas 

drogas trae como consecuencia la aparición en heces de microorganis

mos (especialmente P r o t e u s m i r a b i l i s ) que muestran actividad 

cníagónica contra la C a n d i d a a l b i c a n s ; y que disminuye la 

gravedad de las moniliasis experimentales en aves inoculadas con C a n 

d i d a a l b i c a n s cuando se alcanzan ciertos niveles terapéuticos de 

aureomicina y terramicina. Es también Seligmann (41) el que experimenta 

con animales y afirma haber observado, con nueve cepas de C . a l b i 

c a n s , que cuando se inocula intraperitonealmente a ratones con aureo

micina o terramicina se produce una rápida y fatal infección, mientras que 

cuando estas inoculaciones se hacen por vía intravenosa tiene lugar un 

efecto protector con relación a la infección; sin embargo, con la penicili

na G, estreptomicina, cloromicetina y bacitracina no se consiguen estos 

efectos. 

De lo que pudiéramos considerar «relaciones levadura-bacteria» o in

fluencias que unas tienen sobre otras al coexistir en el organismo, vernos 

que Brygoo y Seys (8) observaron en los productos del metabolismo de 

cepas virulentas del M y c o b a c t e r i u m t u b e r c u l o s i s la exis

tencia de un factor activo hasta en diluciones de 10"'^ que favorece e l 

crecimiento de hongos del género C a n d i d a . Recíprocamente, Man-

kiewicz (30), al estudiar la posible asociación entre M y c o b a c t e r i u m 

t u b e r c u l o s i s y C . a l b i c a n s en personas tuberculosas y acusar 

también en el bacilo de Koch el factor favorecedor del crecimiento de 

ía levadura, demuestra mejor esta interdependencia al notar que, a su 

vez, la C . a l b i c a n s contiene o produce un factor que mejora eí 

crecimiento de este bacilo ácido-resistente, y que esta influencia se ex

tiende a bacilos de coeficiente de viabil idad o multiplicación reducida, 

que ahora se encuentran tan frecuentemente en pacientes de tratamiento 

prolongado con estreptomicina o hidrazida del ácido isonicotínico. Sobre 

este mismo asunto trabajó también Carlson (10) practicando cultivos mix

tos de bacilos tuberculosos y levaduras, y encuentra un antagonismo 

entre ambas especies, que parece ser no obedece a modificaciones de pH, 

ni al agotamiento del medio o aparición de substancias tóxicas del meta-
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bolismo; este autor lo califica de «antagonismo de adaptación» que aumen

ta aún más al airear los cultivos. Así como también filtrados de un 

cultivo de quince días de C a n d i d a sobre Sauton modificado, más 

suero y tuberculina, inhibe el crecimiento del bacilo, aún diluido aí dé

cimo; hecho que fué comprobado también por las lesiones que una cepa 

humana (H37Rv) produce sobre membrana corioalantoidea sometiéndola 

o no, previamente, al cultivo indicado. 

Akiba e Iwata (1 , 2) citan el fenómeno de destrucción de algunas es

pecies de células levaduriformes ( C . a l b i c a n s , C . t r o p i c a i i s , 

S a c c h . c e r e v i s a e y S . e l l i p s o i d e o s ) efectuado por e! 

B a c t e r i u m c a d i d o d e s t r u e n s , aislado por estos mismos inves

tigadores, a partir de esputos y órganos de enfermos con moniliasis ge

neralizada subsiguiente a una infección paratífica A. Estos autores obser

varon microscópicamente que las bacterias invaden las levaduras, se mul

tiplican intracelularmente, rompen la célula levaduriforme y se vierten 

al exterior, mientras que el contorno del organismo huésped permanece 

relativamente invariable; es decir, que es un fenómeno parecido al del 

bacteriófago, pero que no se produce con los filtrados de su cultive en 

caldo; estudiando a continuación este mecanismo de destrucción mediante 

técnicas de contaje de cultivos mezclados (3) y comprobando que si 

bien el f i l trado de bacilos no tiene efecto sobre la levadura, el f i l trado 

de extractos de levadura ejerce acción estimulante sobre el crecimiento 

del B. c a n d i d o d e s t r u e n s . 

2) Teorías. 

Es difícil encontrar una explicación generalizada del proceso; son 

distintos los investigadores que lo han observado y por tanto varias 'as 

teorías. Así, en 1949, Harris (20) piensa que estos fenómenos resuli-an, 

efectivamente, de la presencia de aureomicina y deficiencias del complejo 

vHamínico-B en el organismo; deficiencia que fué comprobada por Di 

Raimondo, Angarano, Mannimino y Trínchese (13) en la orina de hombres 

enfermos y sanos administrados con niveles terapéuticos de cloromice-

t ina, aureomicina y terramicina. Opinión de la que no participan Woods 

y colaboradores (48), porque según ellos 1os estudios bioquímicos no per

miten sacar conclusiones respecto a las modificaciones en la biosíntesis 

de las vitaminas o de otras reacciones fisiopatológicas que disminuyen la 

resistencia del organismo a la invasión micótica. 
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Mientras tanto, Foley y Winter (17) presentan como condiciones que 

han de intervenir en el fenómeno, las modificaciones de pH de los líquidos 

intestinales y la consiguiente destrucción de las bacterias del tubo diges

tivo. Tomaszenwski (46) y Mulier (32) mantienen la teoría de «supresión 

por sustitución», es decir, que los antibióticos reducen o eliminan los 

organismos susceptibles a ellos y aparecen formas resistentes que reem

plazan a la flora normal y empiezan a establecerse en el intestino, esto 

es, que se rompe el equilibrio de la flora intestinal normal. Reiches (40) 

piensa en posibles cambios en los tejidos, que inducen a reacciones de 

insensibilización para las levaduras. Y por último, Sieburth, Me. Meil l , 

Me. Ginnis y Skinner (43) recuerdan la teoría de rotura del equilibrio 

de la flora normal, con la idea de que al administrar algunos antibióti

cos los organismos resistentes a éstos adquieren preponderancia y domi

nio al suprimir o eliminar las formas-normalmente antagónicas a los 

antibiótico-resistentes con las que coexistían en el organismo. 

Al sacar las conclusiones de las citas bibliográficas resulta que: 

a) No hay concordancia entre los autores citados. 

b) Que todos coinciden en apreciar el fenómeno, y 

c) Las experiencias «in vitro» no corresponden con las hipótesis de 

los autores. 

C) INVESTIGACIONES DE LOS AUTORES 

Se recogen una serie de casos clínicos correspondientes a enfermos 

con infecciones antibiótico-resistentes, para lo que se verifican exámenes 

en frotis directo de los exudados o productos patológicos, teñidos por 

diversas técnicas, para después, mediante sucesivas siembras en distintos 

medios a diferentes temperaturas, ir controlando los microorganismos que 

alcanzan desarrollo patente. También se efectúan todas las técnicas bac

teriológicas encaminadas a la identificación de los mismos. 

1) Casuística ocasional. 

* Un niño de ocho meses de edad, afecto de catarros continuos del' 

tramo superior del aparato respiratorio, con síntomas asmáticos y fiebre. 

Fué tratado con penicilina y estreptomicina, que hicieron desaparecer la 

fiebre y remitieron los síntomas externos, mas sin lograr una plena cura

ción. En los exámenes bacteriológicos de los exudados nasal y faríngeo 
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se aislaron un tipo de coco grande (2 M' de diámetro) gram-positivo, fre

cuentemente asociado en parejas, y una levadura,- de ambos microorga

nismos se obtuvo intradermorreacción positiva, por lo que se preparó 

antovacuna mixta, con cuyo tratamiento resultó curado. La levadura aisla

da de garganta y nariz fué la C a n d i d a G u i l l e r m o n d i i . 

^ Siete niños y una niña cuya edad oscila entre los cuatro y once años, 

presentan amigdalitis persistentes y exudado blanco discontinuo, de con

sistencia dura y fuertemente adherido a la mucosa. Todos ellos fueron 

tratados con penicilina o penicilina retardada en dosis que oscilan de 

1.200.000 a 1.800.000 unidades, y lo único que se consiguió fué rebajar 

la fiebre a unas décimas, pero sin que terminara de desaparacer el pro

ceso infeccioso, que además se hacía patente por la existencia de las 

placas blancas en la faringe. En su exudado faríngeo se encontró ¡unto 

con-organismos cocáceos (del tipo anterior) gram positivos, la levadura 

C a n d i d a a l b i c a n s . A cinco de estos niños hubo' ocasión de 

realizar examen bacteriológico antes de comenzar el tratamiento y tan 

sólo se encontraron gérmenes cocáceos gram positivos de tipo micrococo 

muy polimorfo. 

^ A diez niños de cinco a nueve años, que también padecieron amigda

litis, pero fueron tratados por supositorios de canfocarbonato de bismuto 

al confirmarse los primeros síntomas, se les practicó examen bacterioló

gico de faringe, no encontrándose organismos levaduriformes ni en los 

frotis ni en los cultivos. 

'̂ También se obtuvieron resultados negativos en el aislamiento o iden

tificación de levaduras en trece niños cuya edad estaba comprendida 

entre los tres y once años, que padecieron de anginas, pero que respon

dieron bien al tratamiento penicilínico. 

* Asimismo, con cinco casos de enfermos con bronquitis que fueron 

tratados favorablemente con penicilina retardada, no se aislaron levadu

ras de sus expectoraciones ni exudado faríngeo. 

Antes de seguir adelante es preciso dejar bien sentado que no se 

obtuvieron levaduras de los cultivos procedentes de los casos antes cita

dos, o sea: de los cinco niños con amigdalitis, antes de que tuviera lugar 

la antibiótico-resistencia; ni de los diez niños con los que no se practicó 

10 



MICOSIS RELACIONADAS CON LA ANTIBIOTERAPIA 4 4 3 

^antibioterapio; ni con los trece niños que sufrieron amigdalitis por gér

menes penicilin-sensibles; como tampoco en los cinco enfermos de bron

quitis no resistentes a los antibióticos. Lo cual parece indicar la relación 

estrecha entre las especies fúngicas y las drogas antibióticos. 

* A una ¡oven de veintiún años que padecía anginas frecuentes, que 

nunca fueron sometidas a tratamiento alguno, se le hicieron un examen 

bacteriológico pre-operatorio y otro de las anginas extirpadas recogidas 

asépticamente, logrando aislar tan sólo gérmenes gram positivos de tipo 

micrococo muy polimorfo. 

*"' Una ¡oven de diecinueve años, que también tenía placas en faringe y 

fiebre, a la que se administraron 1.600.000 unidades de penicilina retar

dada, con lo que mejoró bastante, aunque persistiendo las placas y unas 

décimas de fiebre. De su exudado faríngeo se aisló C a n d i d a a l b i 

c a n s . 

^ Un ¡oven de veinte años con afección rinofaríngea de manifiesta 

resistencia ql tratamiento por antibióticos (penicilina, penicilina-estrepto

micina), de cuyo exudado nasal se aisló C . a l b i c a n s . 

^'" Un niño de dieciocho meses de edad a quien le observaron una infec

ción de garganta subsiguiente a una varicela y que fué tratado por an

tibióticos, a los que mostró manifiesta resistencia; también se encontró 

en su faringe C . a l b i c a n s . 

* Una ¡oven de veintidós años que presenta cuadro febril intermitente, 

de la que se obtuvieron hemocultivos negativos y se practicaron diversos 

exámenes parasitológicos de sangre con resultado también negativo; fué 

tratada con penicilina, estreptomicina y cloromicetina sin resultado. Se 

le hicieron exámenes bacteriológicos de orina (microfot. 1) extraída asép

ticamente por cateterismo, y en sus cultivos se identificó la T o r u l o p s i s 

c a n d i d a . 

"** Un enfermo que padece infección de vesícula biliar por enterococo, 

que es tratado por antibióticos hasta que se cura clínicamente, pero 

después de dos meses presenta síntomas de colecistitis. Por sondaje apa

recen 'piocitos y organismos levaduriformes solamente, que por cultivos 

resulta ser una R h o d o t ó r u l a . 

n 
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* Otro enfermo que padece una cistitis por E s c h e r i s c h i a c o l i y 

C o r y n e b a c t e r i u m p s e u d i p h t e r i c u m , se trata con penici

lina-estreptomicina y parece quedar curado clínicamente (orina normal); 

al cabo de una semana le aparecen nuevamente molestias y se aisla ccmO' 

único microorganismo la C . a l b i c a n s . Practicada la prostatecto-

mía, queda, como episodio final, una fístula en la que solamente se aisla: 

esta levadura. 

•̂ ' Enfermo que padece infección subsiguiente a prostatectomía, se le 

trata con penicilina, estreptomicina y terramicina sin resultado. Al ccbo^ 

de un mes se practicó análisis bacteriológico de orina (microfot. 2) y se 

encuentra un colibacilo resistente y C . a l b i c a n s . 

''̂  Enfermo afecto de gripe que se^ le trata por antibióticos; se le pro

duce una complicación de tipo rencil, por lo que se continúa la adminis

tración de antibióticos (penicilina-estreptomicina y terramicina) con escaso 

resultado. Al cabo de veinte días, se aislan del sedimento urinario, grandes 

cocos gram positivos y la R h o d o t ó r u l a m u c i l a g i n o s a . 

* Enferma de setenta años de edad que a consecuencia de una colitis 

pertinaz se la produce una cistitis. En su orina se aislan mediante cultivo' 

sobre medios adecuados dos gérmenes: E . c o l i y un corynebacterium; 

se trata por penicilina-estreptomicina y siguen los síntomas, encontrán

dose en su orina tan sólo E . c o 1 i ; se le administra aureomicina y 

terramicina y ó los doce días, en el análisis bacteriológico de la orina, 

se encuentra E. c o l i y una R h o d o t ó r u l a r u b r a . 

* Paciente de treinta y un años de edad que padece infección rinofa-

ríngea desde hace varios años, que se ha tratado coni penicilina y estrep

tomicina con resultados- de mejoría pasajera; di practicar análisis bacte

riológicos de senos nasales, se aislan: enterococo, corynebacterium y 

C r y p t o c o c u s a l b i d u s . 

* Dos enfermos de cistitis, uno tratado con penicilina, estreptomicina y 

terramicina, y del que se aisla un corynebacterium y una R h o d o t ó 

r u l a r u b r a ; y otro tratado con penicilina retardada, del que se^ 

aisla E. c o l i y C a n d i d a a l b i c a n s (microf. 3). 

12 
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^ Un niño que a consecuencia de una varicela sufre de nefritis, se le 

trata con penicilina y estreptomicina, y en su orina se aisla mediante cul

tivos enterococo y C a n d i d a a l b i c a n s . 

^ A fin de una comparación de estos casos con niños normales, se han 

efectuado exámenes bacteriológicos de faringe a treinta y un niños de 

diferentes edades, sexo y ambiente social, no encontrando en ninguno 

de ellos presencia de organismos levaduriformes. 

2) Casos investigados. 

A la vista de cuanto llevamos expuesto decidimos estudiar más dete

nidamente los futuros casos que se nos presentasen. Así fué como estu

diamos cuatro casos en los que después de la administración de antibró-

ticos hubo aparición de levadura: uno de faringitis crónica, otro de píelo-

nefritis y dô s de cristitis rebeldes a la terapéutica de antibióticos. 

* Enfermo con faringitis crónica producida como consecuencia de vio

lento ejercicio y corriente de aire muy frío, caracterizada por grandes 

molestias e intensa afonía, que se mantuvo durante ocho días; al cabo 

de dos meses continúan las molestias y la irritación es tan intensa que 

aparece sangre en el exudado; y estas molestias, que se agudizan en 

épocas de cansancio o debil idad física, se caracterizan por irritación, 

dolorimiento y producción de exudado. Fué tratado con pastillas de an

tibióticos y gargarismos con antisépticos débiles. Al continuar estas moles

tias se verifica un estudio bacteriológico del exudado faríngeo, del cuaí 

resulta positiva la presencia de una D e b a r i o m y c e s H a n s e n i i . 

Procedimiento: de la parte más interna de la faringe se sembró en 

plaças de distintos medios y a diferentes temperaturas para conseguir eí 

crecimiento de todos los microorganismos que allí pudieran encontra^-se; 

asimismo se practicaron frotis del exudado y se colorearon por distintas 

técnicas. 

En los frotis se observa la presencia de algúp espirilo gram negativo, 

bacilos grandes y otro fino (a veces ramificado), gram negativos, diplo-

cocos y estafilococos gram positivos, cuerpos levaduriformes gram nega

tivos y levaduras gram positivas, algunas de las cuales presentaban gra

nulaciones; también se observaron células epiteliales de faringe, que 

incluían algunas sombras levaduriformes intraprotoplásmicas e intranu-
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cleares gram negativas, así como también algunas sombras y granula

ciones intranucjeares gram positivas (microfots. 4, 5, ó). En un campo se 

pudo observar la liberación de estas granulaciones por rotura del núcleo 

celular. 

Las siembras efectuadas en los diferentes medios produjeron colonias 

cuyas características se controlaron perfectamente, observando su natura

leza mediante ¡Dreparaciones o siembras según se indica en el siguiente 

esquema: 

14 
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De donde se deduce que en los cultivos sucedió lo siguiente: 

Agar común.^A las veinticuatro horas de incubación a 37° crecieron 

colonias redondas, blancas, brillantes, convexas y de bofde liso, que 

estaban integradas por cocos gram positivos agrupados en racimos. 

A las cuarenta y ocho horqs empezaron a crecer colonias más gran

des, planos, con carácter invasor, de color amarillento y bordes ondula

dos; en ellas se encontraron bacilos de aspecto parecido a los Coryne-

bactherium y alguna forma de coco. Estas colonias se resembraron a 

placa de agar suero, y o las veinticuatro horas aparecen colonias de 

idéntico aspecto, cuyos frotis presentan unos cuerpos de formo variable 

y bacilos pleomórficos (microfot. 7). 

Agar sangre.—Crecieron también dos colonias de idénticos caracte

rísticas que los anteriores, pero de aparición más rápido. 

Agar rmalta.—En este medio, cultivando o 25°, se observa que a los 

veinticuatro horas crecen algunos colonias (E), pequeñas, convexas, ama

rillo sucio, de bordes lobulados, muy adhérentes y elásticas (microfot. 8), 

en los que se observan organismos cocáceos teñidos en los bordes, dis

puestos en grupos y, o veces, en siluetas que recuerdan o levaduras; 

estos colonias, en un desarrollo posterior de veinticuatro horas, modifican 

su aspecto (D), volviéndose más redondas, blancos (microfot. 9), encon

trándose en ellas algunos cocos con tendencia levoduriforme ya perfec

tamente teñidos en todo su superficie (microfot. 10); al continuar su incu

bación en agar malta, los colonias aumentan de tamaño (A), sé hacen 

más convexos y más blancos. Simultáneamente se forman dos tipos de 

colonias, unos muy parecidos o las anteriores, pero un poco más peque

ños (B), en los que se observan levaduras y bacilos (microfot. 11), y otros 

(C) más grandes, blancos, convexas y rugosas, en los que también se 

observan levaduras y bacilos (microfot. 12). 

i Por siembras oportunas se lograron separar coda uno de estas colo

nias, cuyos modificaciones son como sigue: de la c o l o n i a E. se 

sembró o placo de agar malta, incubando a 25°, y o las cuarenta y ocho 

horas aparecieron unos colonias puntiformes (microfot. 13), amarillentas, 

algo convexas y de bordes enteros (EJ, en los que se observó lo presencia 

de organismos de variable morfología; parece como si se tratara de un 

miomento pleomórfico en el que todavía no se ha determinado qué formo 

es lo dominante. De aquí se sembró o placo de agar común (Eo), incu

bando o 37°, tardando setenta y dos horas en crecer colonias puntifor

mes parecidos o los anteriores, y en los que se observan cocos grcim 
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pleomórficas, y de aquí se pasó a otra placa en idénticas condiciones, 

donde ya se obtuvieron levaduras normales (AJ, aunque algunas de ellas 

con granulos refrigentes en su periferia (microfot. 21). 

La c o l o n i a B de levaduras y algunos bacilos, se pasó a agar 

malta a 25^ y se obtuvieron colonias (BJ de levaduras idénticas a las 

anteriores. 

De la c o l o n i a C , integrada también por levaduras y bacilos, se 

obtuvo la Q en agar malta a 25^, que tenía levaduras con granulaciones 

(microfot. 22), y de aquí en idénticas condiciones d otra placa, donde 

se consiguieron levaduras normales (Co), pero en fase rugosa (microfot. 23). 

Todas estas colonias de levaduras, tanto las lisas como las rugosas, 

resultaron ser de la especie D e b a r i o m y c e s H a n s e n i i . 

De cuanto llevamos dicho señalaremos sobre todo que en -la colonia 

D es donde se presenta un momento pleomórfico del que han de salir 

cocos, bacilos y levaduras. Las dos primeras formas surgen al resembrar 

(DJ y pasar a agar común (D2) y agar malta {D ̂ ^ ), que fijan estas formas, 

mientras que en la placa origen las células pleomórficas evolucionan 

hacia la formación de levaduras a los cuatro días. 

Por otra parte, en la D^ sigue este pleomorfismo, ya que en las mi-

crofotografías 15 y l o s e observa cómo las pequeñas formas que pare

cen derivarse de los cocos grandes, que se ven en casos de penicilin-

resistencia, manifiestan en su origen siluetas distintas; coco y coco-bacilo 

que, posiblemente, darían origen después a las dos formas distintas 

que se han de encontrar, c o r y n e b a c t e r i u m y s f ^ p h y l o c o c -

c u s ¡unto con el Debariomyces. 

Al intentar interpretar lo anteriormente descrito surge como hipótesis, 

la de que se recogen levaduras capaces de originar gérmenes, que es 

lo que sucede en agar común a 37^ y mucho más fácilmente en agar 

sangre; sin embargo, en agar malta a 25^, que es más propicio al cre

cimiento de levaduras, y sin el factor que debe existir en faringe, intenta 

producir gérmenes, pero las condiciones son disgenésicas para ellp y da 

lugar a levaduras, al cabo de cinco días, forzadas por el medio y las 

condiciones de cultivo. 

Todo esto puede suceder en el organismo en el interior de las células 

epiteliales (capaces de rápida regeneración); así, hemos visto levaduras 

aisladas gram positivas que pueden sufrir cambios metabólicos y conver

tirse en levaduras aisladas gram negativas, que a veces aparecen como 

Incluidas en el protoplasma de las células epiteliales de faringe (sombras 
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levaduriformes gram negativas intraprotoplásmicas) o en el núcleo (som

bras levaduriformes gram negativas ¡ntrqnucleares) y allí transformarse 

en granulos gram positivos que por destrucción de la célula y rotura del 

núcleo quedan en libertad, según se ha visto en- todas estas formas que 

se han encontrado en un mismo frotis tomado directamente de faringe. 

'̂ ' Un niño de un año, afecto de lesión aparentemente renal, que en el 

análisis de orina se encuentran 0,5 0 /00 de albúmina, intensísima piuría 

y cilindros granulosos. Se le diagnostica de pielonefritis y se le trata con 

penicilina-estreptomicina, consiguiendo una mejoría aparente; a los ocho 

días vuelve a recaer y se le administran de nuevo antibióticos, observán

dose algo de mejoría; al iniciarse esta segunda época de tratamiento, se 

hace el estudio^ bacteriológico, en el que se encuentra para el examen 

de los frotis practicados por el sedimento que no hay gérmenes, mien

tras que entre abundantes piocitos gram negativos y cuerpos redondos 

grandes, densos, de naturaleza desconocida, se encuentran campos con; 

gran número de cuerpos levaduriformes alterados (microfot. 24 y 25) y 

otros ovoides grandes, fuertemente gram positivos, que parecen liberar 

corpúsculos más pequeños (microfot. 26). 

En los cultivos se observa lo siguiente: 

En agar común a 37° crecieron a las veinticuatro horas dos colonias 

de distinto tamaño, pero "de características parecidas, redondas, blanco-

amûrillentas, á§ bordes-enteros, convexas, que se aislaron en placas de 

agar común: la (lia), integrada por colonias de cocos grandes gram posi

tivos, en los que se aprecian organismos más pequeños (microfot. 27) que 

parecen salir de ellos (lo mismo que se vio en la colonia D2 del caso ya 

citado en faringe), y que resembrada en agar común a 37° dio la co

lonia (Illa), formada por cocos gram positivos. La otra colonia ( l l a j , forma

da por estafilococos gram positivos, aunque con algunas formas sospecho

sas, se resembró en agar común y dio la ( l l la j de estafilococos gram 

positivos. 

En agar sangre a 37° crecieron también dos colonias aisladas, la 

primera ( Ib) , en agar común (microfot. 28), resultó formada por estafi

lococos gram positivos, son colonias grandes, blancas, brillantes, etc.; !as 

otras, que eran más pequeñas y más planas, estaban integradas por 

cocobacilos unidos colateralmente en cadenas, que se resembraron a agar 

suero, donde se obtuvieron colonias amarillentas, planas, de bordes na 

20 



MICOSIS RELACIONADAS CON LA ANTIBIOTERAPIA 45S 

perfectamente lisos integrados por bacilos gram positivos parecidos o 

los corynebacterium. 

En agar malta a 25*^ crecieron a los tres días escasas colonias pun-

tiformes integradas por racimos de formas cocáceas grandes gram posi

tivas con tendencia levaduriforme, como los observados en el caso an

terior (microfot. 10). 

' Pdfa un mejor entendimiento indicamos estO' según el siguiente es

quema: 

En el sedimento se observan abundantes piocitos Gram negativos, cuerpos redondos 
grandes, densos (sospechosos como en tracoma). No se encuentran gérmenes y sí 

una serie enorme de cuerpos levaduriformes alterados. 

A. C. : ST C. 
27/5/54 

A. S. : Sr A. M. : 25^ 

I a I b I c 

Col. grande. 

A. C. : 37^ 
28/1/54 

II a 

Cocos grandes 
gram positi
vo de 1 0 s 
q u e salen 
organismos. 

i 
A. C. : 37° 29/1/54 

III a 

Cocos g r a m 
positivos 

i 
t. p. c. 

A. C. : 37^ 

Col. pequeña. 

i 
A. C. : 37° 28/1/54 

II a, 

E s t a f i l o c . 
gram positi
vos, aunque 
con algunas 
formas sos
pechosas, de 
mayor t a -
maño. 

i A. C. : 37« 
29/1/54 

III a. 

E s t a f i l o c . 
gram positi
vo. 

i 
t. p. c. A. C. : 37° 

C o l . grande 
e s t a f i loo, 
gram positi
vo. 

i 
A. C. : 37° 

II b 

E s t a f i l o c . 
gram positi
vo. 

i 
t. p. c. 

A. C. : 37° 

Col. pequeña 
cocobacilos 
en cadenas 
unidas late-
r a l m e n t e . 
gram positi
vas. 

i 
A. Suero-37° 

II h, 

Bacilos gram 
positivos. 

t. p. C' 

A. C. : 37° 

~...^. 

Hasta los tres 
días no apa
recieron es
casas colo
nias punti-

. formes inte
gradas por 
racimos de 
formas cocá
ceas gran
des, gram 
positiva?. 
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Con el tratamiento anteriormente citado al principio de este caso 

pareció lograrse la curación, pero a los ocho días sobreviene uno recaída, 

por lo que se le administra terramicina, con Jo que se consigue su cura

ción clínica, desaparece la albuminuria y en los cultivos no aparecen 

cocos, sino tan sólo un bacilo; en agar malta crecen a los cinco días 

colonias sin aspecto de levaduras, pero que resultan ser el C r y p t o -

c o c u s I a u r e n t i i (microfot. 29). A los treinta días se practftó un 

nuevo análisis, viendo en él que la orina no contiene albúmina ni otros 

elementos anormales, mientras que en su sedimento se observa la pre

sencia de algún piocito, escasos diplococos gram positivos, bacilos grandes 

gram positivos y levaduras abundantes que presentan granulaciones (mi-

crofotografía 30). 

Emprendemos una nueva investigación bacteriológica mediante culti

vos y tenemos que: 

En agar común (C/300) crecen tres colonias: la (C/300 a) blanca, 

formada por bacilos y formas anchas con tendencia a levadura, por lo 

que se siembra en agar malta, obteniéndose a los diez días dos colonias: 

unas, pequeñas (M/303a), con formas bacilares cortas, gruesas, fuerte

mente gram positivas (microfot. 31), y otras, algo más grandes (M/303b),, 

con bacilos y formas filamentosas delgadas; ambas se resembraron a 

placa de agar común para fijar las formas y después a tubo para 

clasificarlas; otra COIOQÍO, la (C/300b) amaril la, de bacilos finos gram 

negativos perfectamente definidos; y otra (C/300c), grande, en la que se 

encuentran un bacilo grueso y formas con tendencia a micelio (microfo-

tografía 32), por lo que se resiembra a Czapeck-maltosa al 3 por 100, 

obteniéndose a las cuarenta y ocho horas una colonia grande (Cz/303) 

formada por bacilos gram negativos que no sufren variación al resembí ar

los a agar común. 

En agar sangre (S/300) crecen también tres colonias: la S/300 blanca, 

formada por cocobacilos gram positivos y algunas formas bacilares no 

i"eñidas que se resiembran a agar malta, donde se producen dos colo

nias: la (M/302a), de pequeño tamaño, blanca, con bacilos gram nega

tivos, formas filamentosas y cocobacilos gram positivos fuerte, y otras co

lonias (M/302b) más grandes, formadas por cocobacilos gram positi\/os 

fuerte. Por otra parte, tenemos la colonia (s/300b) amaril la, formado por 

bacilos gram negativos, y la colonia grande (s/300c), de bacilos gram 

negativos en estreptobacilos, que se corresponden con las (C/300b) y 

(c/300c), respectivamente. 
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En agar malta (M/300) crecen tres colonias: la (M/300a) transparen

te , gelatinosa y brillante, formada por cocobacilos gram negativos y for

mas alargados de aspecto micelial que se resiembran a Czapeck-maltosa 

(Cz/301), donde forman colonias transparentes de cocobacilos gram ne

gativos, y en agar malta (M/301), donde a las veinticuatro horas apare

cen bacilos gram negativos sin variación. Por otra parte, la colonia 

(M/300b) blanca está formada por levaduras y bacilos que o veces 

parecen salir de ellos y que se resiembran en agar sangre (S/301), donde 

hasta los tres días no crecen colonias formadas por levaduras algo alte

radas y con granulaciones; en agar común (C/301) crecen también a los 

tres días colonias formados por levaduras alterados con granulaciones 

extracelulares y algún bacilo, para al cabo de cuarenta y ocho horas 

encontrar los mismas levaduras pero con más bacilos, mientras que en 

agar malta (M/301 o) aparecen levaduras con granulaciones (microfotogra-

fía 33). Paro terminar, hablaremos de lo tercera colonia a que hicimos refe

rencia (M/300c), que es de color rosa y está formada por levaduros y 

granulaciones extracelulares; se resiembran a agar malta, obteniéndose 

las colonias (M/301 b) de levaduras normales. 

En este coso, como se puede ver, intervienen cocos, bacilos pleomór-

ficos gram variables, que recuerdan a los corynebacterium, y dos levadu

ras perfectamente clasificadas, C r y p t o c o c c u s L a u r e n t i i y R h o -

d o t ó r u l a m u c i l a g i n o s a , según todo quedo indicado esque

máticamente o continuación:. 
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SECUNDA FASE DEL TRATAMIENTO 

300-C 

A. C. : 37° 

C/300-b 

Col. amarilla: 
, bacilos fi

nos gram 
negativo. 

/ 

C/800-2 

Col. blanca: 
b a c i l o s y 
formas an-
c h a s c o n 
tendencia a 
levaduras. 

i 
303-M. 

Col. blanca: bacilos y for
mas filamentosas delga
das. A los quince días se 
diferencian dos colonias; 
en las más grandes se ve 
lo mismo y en las más 
pequeñas formas cocoba-
cilares grandes, gram po
sitivo intenso. 

C/300-e 

Gol. grande : 
b a c i l o y 
formas con 
tendencia a 
micelio 

X 
303-Zc. 

Col. grande : 
bacilos gram 
negativo. 

Col. transp. gelatinosa bri
llante, cocobacilos, gram 
negativo y formas alarga
das de aspecto micelial. 

i 
270 

301-Zc. 

Transparente 
cocobo jilos 
gram nega
tivo. 

\ 

301-M 

Bacilos. 

Col. blanca : 
cocobacilos 
gram positi
vo y espo
ras. 

i 
302-M. 

Col. blanca y 
desa r ro l lo 
i g u a l a l 
. 303-M. 

300-S. 

^ A. S.: 37^ ^ 

i 
Col. amarilla: 

bacilos gram 
negativo. 

Col. grande: 
bacilos gram 
positivo en 
estreptobaci-
los. 

300-M 

A. M. : 25*̂  

Col. blanca: 
] e \ a d u i a s 
con bacilos 
p e q u e ñ o s 
saliendo de 
ellos. 

301-S 

Col. blanca : 
crecida a los 
tres días, le
vaduras muy 
alteradas y 
granulacio
nes. 

37^ 

301-C. 

Igual que la 
301-S. 

301-Ma. 

Levaduras. 

Criptococcus, 
Laurentii, 

\ 

Col. rosa: le
vaduras sin 
bacilos. 

27° 

301-Mb. 

Rosa. 
Levaduras. 

i 
RhodotOTula 
mucilaginosa. 
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Una vez más se sigue comprobando el manifiesto pleomorfismo, obser
vando en estos casos: cocos grandes, de los que parecen salir formas 
más pequeñas, cocobacilos o formas bacilares cortas que tienden a en
sancharse, cocobacilos con. tendencia a dar formas miceliares y levadu
ras coexistiendo con bacilos; todo ello ya observado en el caso prece

s-
dente. 

Interpretando lo anteriormente descrito podemos hacer resaltar la 

curioso del hecho de que en el sedimento no aparezca en principio 

ningún germen cocáceo, y, sin embargo, este mismo sedimento, sembrado 

en agar común y agar sangre, provoque la formación de colonias de 

cocos, que, por otra parte, son de los que no resisten, o lo hacen muy 

débilmente, la penicilina, y menos aún cuando ésta se asocia a la estrep

tomicina. Al mismo tiempo, en contra de lo que sucedió en el otro caso 

de la faringe, y de lo que se esperaba de los organismos levaduriformes 

aparecidos en el sedimento, no hubo crecimiento de levaduras en agar 

-malta, y tan sólo a los tres días un débil desarrollo de formas grandes, 

cocáceas, gram positivas. 

Esto se puede explicar como si en el caso de la faringe partiéramos 

de levaduras que eran capaces de engendrar gérmenes, lo mismo que 

en este caso, que también había levaduras, según observamos en el 

rrotis, pero que estaban en una fase de alteración o desintegración que 

no las permitía regenerarse en el primer cultivo. Pero, sin embargo, basta 

la administración de terramicina en la otra recidiva para que las leva

duras presentes en el frotis sean de tal naturaleza o estén en tal estado 

metabólico que sean capaces de desarrollarse en los medios indicados. 

* Una señora de unos sesenta y cinco años, diagnosticada de cistitis, 

rebelde, que presenta molestias más o menos localizadas con retención 

de orina, que analizada contiene 0,1 0/00 de albúmina y en el sedi

mento abundantes células epiteliales y numerosísimos piocitos, bacilos y 

formas difícilmente identificables (microfot. 34). 

Se la trató con penicilina y penicilina-estreptomicina, fué disminuyen

do esta piuría, pero sin llegar a desaparecer, y como las molestias no 

remiten, se practica análisis bacteriológico sembrando el sedimento de 

la orina recogida asépticamente en placas de agar común, agar sangre 

y agar malta, de las que se aislaron gérmenes cocáceos pleomórficcs 

y de aspecto idéntico al aparecido en otros casos de antibiótico-resis

tencia. 
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La marcha seguida en los cultivos la podemos ver en el adjunto 

esquema, que no precisa un mayor desarrollo teórico*. 

FROTIS: Piocitos gram negativo, diplococcos gram positivo, formas cocáceas gran
des aisladas gram positivo, grandes bacilos gram positivo de aspecto esporulado y 

células epitelias pavimentosas. 

En A. C : 37^ a las 
24 h. crecen col. 
blancas, brillantes 
convex, de bordes 
enteros. Cocos gram 
positivo en raci
mos; formas de 
mayor tamaño (an
tibiótico - resisten
cia). 

En A. S.: 37° crecen dos 
col.: una grande pareci
da a la de A. C , forma
da por cocos de tamaño 
más uniforme gram po
sitivo fuerte y otra pe
queña de coco - bacilos 
gram positivo y sombras 
levaduriformes. 

En A. M.: 25« a las 48 h. 
empezaron a crecer colo
nias que a las 72 h. eran 
blancas, convex, integra
das por formas cocáceas 
grandes, en paquetes, gram 
positivos. Se observa pleo-
morfismo y variación en 
la tinción. 

Al cabo de ocho días comienzan de nuevo las molestias, lo que indica 

que no se ha logrado la perfecta curación, por lo que se la administran 

cuatro gramos de terramicina, que hacen desaparecer casi totalmente ios 

piocitos y las molestias durante una temporada, al cabo de la cual, 

por tener una nueva recaída, se practica otro análisis, apareciendo en 

los frotis del sedimento piocitos, alguna célula epitelial, bacilos delgados 

gram negativos y organismos levaduriformes teñidos periféricamente. 

Se realiza según costumbre el análisis por medio de cultivos sembran

do sobre distintos medios y aparecen los mismos gérmenes que a p c e -

cieron en agar común y en agar sangre anteriormente, pero creciendo 

además en agar malta a 27^ ¡unto con formas cocáceas grandes g'-am 

positivas, colonias levaduriformes que resembradas a agar malta crecen 

de nuevo y se identifican como de C r y p t o c o c c u s a l b i d u s . 

* En otra enferma, también de cistitis, cuando se presentaron las moles

tias se realizó análisis bacteriológico de la orina, encontrando gérme

nes del t ipo escherichia y un C o r y n e b a c t e r i u m p s e u d o -

d i p h t é r i c u s , bien identificados ambos mediante las pruebas nece

sarias. Entonces, se practica tratamiento^ de estreptomicina y, durante 

una corta temporada, desaparecen aparentemente los síntomas clínicos 

hasta que de nuevo vuelven las molestias; entonces se repite el análisis 

bacteriológico, que es el que transcribimos a continuación: 
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En el frotis del sedimento aparecen, ¡unto con células epitelinles 

pavimeñtosas de vías bajas (algunas presentan abundantes granulacio

nes gram positivas en sus núcleos), piocitos, cocos, bacilos pseudodifté-

ricos y organismos levaduriformes gram positivos. 

La marcha de los cultivos se desarrolla seguidamente, y así tenemos 

que: 

En agar común (DS) crecen dos colonias: una, grande, difusa, con 

cocos y bacilos, que, de nuevo en agar común (DSa), produce colonias 

de idéntico aspecto formadas por bacilos cortos y alguna forma redon

deada, así como también cocobacilos ensanchados con aspecto ovoideo 

(microfotografía 35); resembrada a agar suero (DSaJ producen colonias 

grandes, amarillentas, integradas tan sólo por bacilos gram positivos; 

la otra colonia, más pequeña, está integrada por cocos gram positivos, 

que, resembrados a agar común (Dsb), producen cocos de distinto tamaño, 

aunque las colonias parecen idénticas, una de las cuales se pasó a 

agar suero (DSbJ para fijar mejor la especie microbiana. 

En agar sangre (DS/1) se obtiene un solo tipo de colonia, grande, 

difusa, y en la que aparecen grandes formas cocáceas gram positivas, 

con bacilos gram positivos agrupados y organismos levaduriformes; en 

estas colonias se aprecia intenso pleomorfismo. De aquí se siembra a 

agar malta (DS/m), donde no crece nada, y agar común (DS/2), donde 

crecen dos colonias que siguen las mismas vicisitudes que las proce

dentes de agar común citadas anteriormente, con la aparición de un 

coco y un bacilo gram positivo. 

En agar malta (DS/I) no se observa crecimiento hasta las cuarenta 

y ocho horas a 25^ en que aparecen colonias más desarrolladas inte

gradas por bacilos algo pleomórficos con tendencia a formar micelio 

(microfotografía 36); estas colonias ya están desarrolladas bien veinti

cuatro horas más tarde y producen un pigmento rosado; resembrados a 

agar malta (DS/II) producen, a las cuarenta y ocho horas, colonias de 

levaduras normales con abundante pigmento rojo, que es la R h o d o t ó -

r u l a m u c i l a g i n o s a . 

Así se puede ver esquemáticamente a continuación: 
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Aquí también aparecen conjuntamente cocos y bacilos cortos (colonia 

DS), así como también las otras imágenes pleomórficas ya observadas 

anteriormente, que nos demuestran el paralelismo de los casos estudia

dos, pese a su diferente origen patológico. 

Además, en este caso hemos determinado el espectro de resistencia 

o los antibióticos de los gérmenes aislados y comprobamos que eran 

resistentes a la penicilina y débilmente sensibles a la estreptomicima y 

a la asociación penicilina-estreptomicina, un poco más a la terramicina 

y más al sulfatiazol, droga que no había sido empleada. 

Hemos de consignar también que la R h o d o t ó r u l a m u c i í a -

g i n o s a , aislada de esta orina y mantenida en tubo de agar malta 

herméticamente cerrado con tapón de goma, sufrió transformación es

pontánea, de la que damos upa imagen (microfot. 37); lo que prueba 

que estas células ya poseían un factor metabólico especial procedente 

quizó del organismo enfermo. 

3) Cuadros y resultados. 

Para una más fácil comprensión expondremos los resultados obteni

dos en cuadros resumidos que aclaren sinópticamente los datos finales 

G que se hará referencia. 

Casos citados 

í esistentes ... 
Enfermos tratados por antibióticosj 

> (no resistentes 

Enfermos no tratados por antibióticos 

Núm. dé 
muestras 

86 

26 

18 

11 

31 

Levaduras 
encontradas 

27 

27 (1) 

0 

0 

0 -

(1) En un caso se aislaron dos especies. 
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ENFERMEDADES, LEVADURAS Y LOCALIZAaON 

Enfermedad 

Bronquitis asmá
tica. 

8 amigdalitis. 

Infec. rinofarín-
gea. 

Varicela - I n f e c . 
garganta. 

Lesión renal. 

Infec. vesícula bi
liar. 

Cistitis. 

Infec. próstata. 

Nefritis. 

Faringitis cróni
ca. 

Pielonefritis. 

Cistitis. 

Cistitis. 

Cistitis. 

Infección rinofa-
ríngea. 

Cistitis. 

Cistitis. 

Nefritis. 

Faringitis. 

Tratamiento 

Pen. estr. 

Penicilina. 

Pen. estr. 

Penicilina. 

Pen. estr. clor. 

Pen. estr. 

Pen. estr. 

Pen. estr. terr. 

Pen. estr. terr. 

Penicilina. 

Pen. estr. terr. 

Pen. estr. 

Estreptomicina. 

Pen. estrep. aureom. 
terr. 

Fenic. estrep. 

Pen. estrep. terrami-
cina. 

Penicilina. 

Penici. estrep. 

Penicilina. 

1 
Levadura aislada 

Cand. GuillermoncUi. 

Cand. albicans. 

Cand. albicans. 

Cand. albicans. 

Torulopsis candida. 

RhodotoruLa. 

Candida albicans. 

Candida albicans. 

Rhod. mucilaginosa. 

Uebariomyces Hanse-
nii. 

C ry p . laurenti y 
Rhod. mucilagino
sa. 

Cryp. albidus. 

Rhod. mucilaginosa. 

Rhodótorula. 

Cryptococcus albidus. 

Rhodótorula. 

Candida albicans. 

Candida albicans. 

Candida albicans. , 

Localización 

Nariz y gargan 
ta. 1 

Garganta. 

Nariz. 

Garganta. 

Riñon. 

Vesícula. 

Vejiga. 

Prostata. i 

Riñon. 

Garganta. 

Vejigïi. I 

Vejiga. |, 

Vejiga. 

Vejiga. 1 

Nariz. L 

Vejiga. 

Vejiga. i 

Riñon. ! 
1 

Garganta* ' 
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Bacterias 

Cocos. 

Escherichia coli. 

Corynebacterium pseudodiftérico. 

Corynebacterium xerose. 

Enterococos. 

Levaduras 

Candida albicans. 

Candida Guillermpndii. 

Torulopsis candida. 

Cryptococcus albidus. 

Cryptococcus laurentii. 

Rhodotorula mucilaginosa. 

SENTIDO EN LAS FRECUENCIAS DE APARICIÓN 

Géneros bacterianos: 

Cocos > Corynebacterium ^Escherichia >> Enterococo 

Géneros micoides: 

Candida >> Rhoúotorula '^Cryptococcus > Torulopsis 

D) CONSIDERACIONES SOBRE LOS RESULTADOS 

De todo cuanto anteriormente hemos expuesto deducimos que en 

ciertos casos de enfermedad producida por infección bacteriana, y que 

es de esperar obedezca a la terapéutica de los antibióticos, no sucede 

así, sino que muestran resistencia al agente terapéutico y es frecuente 

entonces la presencia de levaduras. Esto no puede explicarse solamente 

por destrucción de bacterias intestinales, ya que la antibióticoterapia se 
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ejerce parenteralmente y no por via oral. P u d i e r a p e n s a r s e e n 

t o n c e s e n l a c i t a d a t e o r í a d e l d e s e q u i l i b r i o e n 

l a f l o r a n o r m a l , p o r h a b e r l o o b s e r v a d o s i e m p r e e n 

l o s c a s o s d e r e s i s t e n c i a a l o s a n t i b i ó t i c o s , p e r a 

c o m o e n l o s ú l t i m o s e n f e r m o s a n a l i z a d o s n o s e n 

c o n t r a m o s c o n u n d e n o m i n a d o r c o m ú n m u y s i g n i f i 

c a t i v o , q u e es l a t e n d e n c i a p l e o m ó r f i c a d e l o s m i -

c - r o o r g a n i s m o s a i s l a d a s , q u e c o n s i d e r a m o s c o n 

s e c u e n t e a l a a c t i v i d a d d e l a s s u b s t a n c i a s a n t i 

b i o t i c a s o p r o d u c t o s c o n e l l a s r e l a c i ó n a d a s , c a 

p a c e s , p o r l o v i s t o , d e o r i g i n a r u n a m a n i f i e s t a 

v a r i a c i ó n d e l e v a d u r a ' ^ b a c t e r i a , s u p o n e m o s 

q u e é s t a e s l a c a u s a . 

Es muy significativo, además, que en el caso de faringe, tan a fondo 

analizado, no estuvieran presentes en los frotis levaduras típicas y ca:ac-

lerísticas, sino tan sólo organismos con tendencia levaduriforme que pro

bablemente dieron lugar a las levaduras que se formaron tras las di

versas vicisitudes de la serie de cultivos. Y, por otra parte, en el caso 

de pielonefritis rebelde, cuyos frotis de sedimento se presentaron aparente-

ínente abacterianos y tan sólo con siluetas o sombras de organismos con 

aspecto levaduriformes alterados o destruidos, y que, sin embargo, en los 

cultivos aparecieron gérmenes de pleomorfismo más o menos acusado y 

crecieron también levaduras. 

Cuando en los frotis de los exudados o productos patológicos hay 

aparición de levaduras con granulaciones intracelulares, es más frecuente 

•el proceso de variación o transformación —según ya hemos comprobado 

en experiencias in v i t ro—, al mismo tiempo que las colonias que se 

originan de ella son de aparición tardía y siguen estados intermedios 

en los que se encuentran ¡unto con levaduras, gérmenes y formas de 

transición como los ya señalados, y de los que presentamos fotomicro

grafías. 

También es preciso señalar que las colonias puntiformes que tardan 

«n crecer, son propicias al pleomorfismo, transmitiendo esta característica 

durante dos o tres resiembras, donde ya se f i jan, preferentemente, en 

cocos gram positivos (para las resembradas en agar común), aunque 

excepcionalmente pueden seguir apareciendo colonias de este t ipo (Dj^ y 

E j j j ) que no crecen en agar común y sí lo hacen, aunque lentamente, 
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en agar malta, donde siguen sin definirse exactamente,- y que las colonias 

grandes, planas, difundidas, contienen formas distintas, aunque preferen-

lemente son bacilares, formas que acaban dando a su paso por agqr 

suero. De mucho interés son también los gérmenes cocáceos gram posi

tivos pleofnórficos encontrados en todos los casos analizados, y en los 

que en algunas ocasiones hemos podido observar la existencia, entre 

é^tos, de microorganismos más pequeños, esféricos o cocobacilos, que 

parecen salir de ellos, existiendo en su proximidad figuras o siluetas 

Ttiicroscópicas gram negativas que simulan paredes celulares vacías o 

destruidas; esto explica quizá el que de estas colonias de grandes cocos 

.̂ e deriven colonias con morfología y coloración característica de estafi

lococo, a la vez que se forman otras de bacilos que en su evolución 

llegan a los coryríebacteriaceae. 

Los medios con sangre o suero son propicios al crecimiento de colonias 

con formas bacilares, mientras que en el medio de malta a 25-27^ se 

presta al desarrollo de colonias de levaduras, pasando previamente por 

colonias más o menos pleomórficas o de organismos levaduriformes a l 

terados por granulaciones. 

Es preciso destacar que las distintas especies de levad-uras aisladas 

muestran una cierta preferencia en su localización, siendo las especies 

encontradas en nariz y garganta del género C a n d i d a , menos en un 

coso que era un D e b a r i o m y c e s ; e n riñon, una T o r u l o p s i s , 

y en cistitis y pielonefritis aparecen C r y p t o c o c u s y R h o d o t ó -

;r u I a . 

E) RESUMEN 

1. Se resumen los datos bibliográficos que hasta la fecha han apa

recido' sobre estos problemas. 

2. Se han realizado 86 investigaciones bacteriológicas, de las cuales 

55 corresponden a personas enfermas y 31 a niños sanos. 

3. Se aislan levaduras en los 26 casos en que hubo procesos infec

ciosos resistentes a los antibióticos, quedando estas especies micóticas 

localizadas en el foco de infección. 

4. Cuando la enfermedad es sensible a la terapéutica antibiótico 

no se encuentran levaduras. Tampoco se aislan organismos levadurifor

mes en faringe de los niños sanos examinados. 

5. Las especies fúngicas encontradas son-. 15 de C a n d i d a a I b i -

33 



4 6 6 A. SOCÍAS Y A. PORTÓLES 

c a n s ; una de C a n d i d a G u i I I e r m o n d i i ; una de T o r u I o p -

s i s c a n d i d a ; tres de R h o d o t ó r u l a m u c i l a g i n o s o ; dos de 

R h o d o t ó r u l a r u b r a ; una de R h o d o t ó r u l a n o c l a s i 

f i c a d a ; dos de C r y p t o c o c c u s a l b i d u s ; una de C r y p t o -

c o c c u s l a u r e n t i i y una de D e b a r i o m y c e s H a n se n i i . 

6. Los gérmenes clasificados o los que en principio se atribuye la 

enfermedad y que aparecen asociados a las levaduras son: e s t a f i l o 

c o c o s , e n t e r o c o c o s , e s p e c i e s d e C o r y n e b a c t e r i u m 

y E s c h e r i s c h ia c o I i . 

7. Se cree que esta aparición de levaduras es debida a los antibió

ticos o substancias derivadas de su metabolismo, que intervienen enérgi

camente en el desarrollo de las especies resistentes, mediante un proceso 

de inducción a la variación o transformación levadura z i bacteria. 
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MicrofoL 1.—Frotis de sedimento urinario en uno de los casos de lesión renal. 
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Microfot. 2.—Frotis de sedimento urinario de enfermo de próstata. 
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^''icrofot. 3.—Frotis de sedimento urinario de enfermo de cistitis. 
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Microfot. 4.—Marcado pleomorfismo en los gérmenes que aparecen en el frotis 

de faringe. 



Microfot. 5.-Células pavimentosas de faringe, entre las que se observa una levadura. 
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Microfot. ó.—Sombras levaduriformes gram positivas intranucleares. 
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MicTojot. 7.—Bacilos marcadamente mazudos. 



Microfot. 8.—Aspecto de la colonia E. sobre agar malta. 

Microfot. 9.—Aspecto de la colonia D. en agar malta 
a las cuarenta y ocho horas. 
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Microfot. IG.—Colonia D: cocos fuertemente teñidos, 
pleomórficos, con tendencia levaduriforme. 

P 
W^ 

• 

Microfot. 11.—Colonia B: levaduras y bacilos pleomórficos que 
parecen relacionados con ellas. 



Microfot. 12.—Colonia C: levaduras y bacilos. 

Microfot. 13.—Placa de las colonias E^. 
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Microfot. 14.—Colonia E^^: Bacilos gram positivo y al
guna forma redondeada. 
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Microfot. 15.—Colonia £,,,: Bacilos deformados, cuyo as
pecto es parejo del de los cocos deformados. 
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Microfoi. 16.—Colonias D, soôre agar malta a 25^. 
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Micro fot. 17.—Cocos gram positivos con formas alargadas 
de significación desconocida. 



Microfot. 18.—Colonia D^: formas cocáceas grandes, de las que 
parecen salir gérmenes cocobacilares más pequeños. 

Microfot. 19.—Formas cocáceas grandes, de las que parecen derivarse pequeños cocos. 



Micro fot. 20.—Placa de colonias A^ de levaduras. 
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Microfoi. 21.—Levaduras A,, con granulos réfringentes en la periferia. 



Micro jot. 22.—Colonia C: levaduras con granulos intracelulares. 

Microjot. ¿ó.—Placa C: colonias de levaduras en jase rugosa. 
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Microjot. 24.—Frotis de sedimento de orina: cuerpos 
levadurif ormes alterados. 
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Microjot. 2j.—Frotis de sedimento de orina sin gérmenes, con levaduras y piocitos. 
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Micro foe. 26.—Frotis de sedimento de orina: cuerpos ovoides 
que parecen liberar corpúsculos más pequeños. 

Microfoi. 27.—Col. lía: cocos grandes y formas más pequeñas. 



Microjot. 28.—Placa 1 b sobre agar común a 37^. 

i 

WMM mJf 

.JEÜ* 
Microjot. 29.—Levaduras normales perjectamente desarrolladas de Cryptococcus 

Laurenti. 



Microjot. 30.—Frotis de sedimento de orina, piocitos, levaduras y algún cocobacilo. 
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Microfoi. 31.—Col. m./3ú3 a, bacilos cortos que empiezan a ensancharse. 
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Microíot. 32.—Col. C/3êO c. Bacilos con manifiesta tendencia a micelio y 
otros que parecen más anchos. 
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Microfot. 33.—Col M/301 a: Levaduras de tamaño algo anor
mal, con granulaciones. 
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Microfot. 34.—Frotis de sedimento de orina: bacilos, piocitos y 
formas difíciles de identificar. 
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Microfot. 35.—^CoL DSa: algunas formas redondeadas y otras coco-
bacilares, que a veces se ensanchan en tendencia levaduriforme. 
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Micro fot. 36.—Col. DS/I: Bacilos con tendencia a micelio y alguna 
sombra con aspecto levaduriforme. 
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Microfot. 37.—Transformación espontánea a los quince días 
de Rh. mucilaginosa sobre agar malta. 
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Federico Beato y González. 

III. EL SISTEMA FAGO-BACTERIA 

El ciclo evolutivo del bacteriófago. Su metabolismo. 

A) Introducción. 

Hasta ahora hemos estudiado los características de las partículas 

fógicas en su aspecto extracelular, estático. En esta forma, los virus están 

en situación de reposo, no se reproducen, no sufren un proceso metabólico. 

Ahora nos corresponde estudiar el ciclo evolutivo del bacteriófago, es 

decir, cómo el virus actúa y cómo él se comporta frente a su huésped 

donde se reproduce. Nosotros desconocemos hasta qué punto las carac

terísticas del fago en su evolución intracelular se parecen a las partículas 

de virus extracelu lar. En el interior de las bacterias el virus se comporta 

como un componente celular y poco sabemos en relación con la estruci-yra 

de cualquier componente celular presente en la célula en su estado nonvo. 

Sabemos que la célula no es meramente un recipiente conteniendo una 

mezcla de componentes, pero perfectamente integrados y organizados en 

su total idad. Todos los que el mecanismo de organización e integración 

pueda conferir a las características de los constituyentes individuales, 

ellos son perdidos e inobservables después de la extracción y aislamiento 

de cada componente. 

En la interacción entre el fago y la bacteria se pueden distinguir una 

serie de fases que fundamentalmente son tres: absorción y penetra^iión 

del virus; síntesis de sus componentes; lisis y liberación de virus, finalmente 

su transmisión al nuevo huésped. Desde el punto de vista biológico, cada 

I 
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una de estas fases del ciclo nos plantea problemas en relación con las 

características específicas de los virus. Conocemos cómo las partículas 

virales actúan sobre la superficie de la célula sensitiva que parte del 

virus, y cómo penetra, qué efectos ejerce sobre las propiedades de la 

célula, cómb el virus se reproduce y cuál es el mecanismo de su liberación. 

Sin embargo, nosotros -nos preguntamos qué e^ lo que determina el hecho 

de que un virus se desarrolle en un determinado tipo de célula y no en 

otra, y nos preguntamos también qué tipo ecológico de relación existe 

entre el virus y su huésped que permite la continuada propagación y 

supervivencia del virus en la naturaleza. La interacción fago-bacteria 

puede ser considerada como un modelo más simple a consecuencia del 

carácter unicelular de su huésped. No obstante, aun entre virus activos 

sobre él mismo huésped, existen fundamentales diferencias; así resulta 

que aun dentro del grupo de los fagos es imposible generalizar de un 

virus a otro, si bien son reconocidos dos tipos principales de las relaciones 

huésped-virus: el lisogénico y el lítico. En relación al lisogénico será 

estudiado en capítulo aparte. Sólo diremos que, en este caso, el fago es 

portado por la célula bacteriana de generación a generación sin visible 

lisis y es ocasionalmente liberado dentro del medio. Nosotros podemos 

poner de manifiesto este fago utilizando un tipo bacteriano capaz de 

reaccionar con él, con la producción de una lisis visible, de manera que 

las placas o aclaramiento del cultivo sea observado. El tipo lítico es aquel 

en que el fago, después de infectar una bacteria, es capaz.de causar 

lisis dentro de un período corto de tiempo, generalmente antes que él 

vuelva a dividirse con liberación de nuevo fago. Los tipos de fago capaces 

de establecer una relación lisogénico con la bacteria son denominados 

fagos moderados. Razas incapaces de establecer la lisogenicidad, pero 

que regularmente lisan las bacterias que ellos infectan, son denomina

das virulentas. La condición lisogénico es probablemente la más importante 

en la perpetuación de fagos en la naturaleza y también en proveernos de 

información sobre el origen de los fagos y de las relaciones entre el fago 

y los constituyentes de la célula bacteriana. Como hemos de ver en el 

curso de esta revisión, una gran parte de nuestros conocimientos sobre 

' fagos virulentos ha sido obtenida del estudio del sistema de los siete fagos, 

todos activos sobre un común tipo de bacteria Esch. coli raza B. 

Ahora bien; desgaciadamente, la definición del carácter virulento es 

puramente negativo. Si después de lo acción de un fago moderado muchos 

supervivientes no son lisogénicos, los escasos supervivientes lisogénicos, a 
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causa de su escasa proporción, son prácticamente imposible de aislar. 

Es, pues, muy importante conocer si el carácter de moderado o virulento 

está relacionado con otras características específicas que no sea la liso-

genia. Por lo pronto, hemos de hacer resaltar que las propiedades f i 

siológicas de distinto^ fagos virulentos pueden ser completamente dife

rentes; así, un fago débilmente virulento puede ser uno moderado que 

posea probabilidades muy bajas de reducción del profago; por el con

trar io, un fago fuertemente virulento que induce al desarrollo de profocjos 

relacionados está exento del poder a lisogenizar. Pero no debemos olvi

dar que se trabaja con un sistema en el cual interviene el material genéHco 

de la bacteria y es concebible pensar que en tanto que un fago se recon-

duce como muy virulento frente a un determinado germen, este mismo, 

frente a otro, puede ser reducido a profago. Debemos, pues, tener en 

cuenta dos características: la estructura del material genético y los fisio

lógicos efectos de las proteínas del fago. Por último, hay otras caracte

rísticas que diferencian un fago virulento del moderado. En relación con 

la morfología, el fago moderado del b. cereus tiene, según Kellember-

gers {55 c), un tal lo que está singularmente hinchado. La constitución quí

mica, las diferencias, son mínimas; algunos fagos moderados contienen me

nos fósforo que los virulentos. En el aspecto genético, los fagos virulentos 

se conducen como o^ros marcadores genéticos del fago. La esencial dife

rencia entre ambos tipos de fago parece estar ligada a la estructura del 

material genético del fago, que no está necesariamente relacionado con 

características morfológicas y bioquímicas de otros fagos. Si nosotros po

nemos en contacto una mezcla de fagos moderados y una población de 

bacterias no lisogénicas, una bacteria puede o no ser infectada; si la bac

teria ha sido infectada, puede sobrevivir o no. Si la bacteria sobrevive, 

puede dor lugar a un clone lisogénico. La infección ha sido reductiva. 

Si la bacteria ha sido lisogenizada puede dar lugar a un clone no lioogé-

nico; si el fago infectante desaparece, la infección ha sido abortiva. La 

bacteria se reconduce como no infectada. La bacteria es muerta. Puédelo 

no producir fago. Si produce fago, la infección ha sido productiva. Si no 

produce fago, ha sido abortivo. Si la bacterio no ha sido infectada, o se 

conduce como no infectada, los supervivientes pueden dar lugar a clones 

no receptivos, no lisogénicos. También los supervivientes pueden dar lugar 

a clones cuyos componentes se conducen como los de lo población origi

nal. En este caso, los bacterias pueden no haber sido infectadas, o si lo. 

han sido, el fago ha desaparecido. 
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Ahora bien; los estudios cuantitativos de la interacción fago-bacterio 

han recibido un gran impulso por la utilización de la técnica introducida 

por Ellis y Delbruck {56) denominada «one step growth experiment»; con 

ello se intenta determinar el tiempo entre la infección y la lisis y el pro

medio de fago producido por una o múltiples células infectadas. Este pro

ceder ha sido ampliamente utilizado por Delbruck y Luria (54) en sus 

trabajos sobre interferencia de virus, y, para ello, un concentrado de bac

terias sensitivas, obtenido de un cultivo en condiciones tipo, es mezclado 

con fago y su fijación permitida por un breve período de tiempo más corto 

que el intervalo mínimo entre la absorción y la lisis (período de latencia); 

entonces la mezcla es diluida en tal extensión que la absorción es prác

ticamente detenida por el frecuente descenso de la colisión fago-bacte-ia. 

Se hacen siembras para el recuento de placas en distintos períodos de 

tiempo. El intervalo entre la infección y comienzo de la lisis es llamado pe

ríodo de latencia. El tiempo entre el comienzo y fmal de la lisis se deiio-

mina período de alza y la relación del contaje final con el del comienzo 

se líama tamaño del paso. De este último es fácil de calcular el promedio 

del volumen de ruptura de una bacteria infectada. El total del experimen

to puede ser trgzado sobre un papel gráfico. Durante el período de laten

cia no se presenta la Íisis y los recuentos permanecen constantes, ya que 

cada bacteria infectada y sembrada produce únicamente una placa sobre 

medio sólido, todo lo que su fago intracelular contiene en el momento de 

la siembra. Durante el alza el fago aumenta rápidamente, y el aumento 

en el número de placas corresponde a la lisis, y la caída final sería debida 

al hecho de que los fagos nuevamente liberados dejan de encontrar bac

terias en la mezcla diluida, en la cual quedan libres y no se reproducen. 

Con esta técnica aislamos un tramo en el ciclo de crecimiento; si las dilu

ciones no fueran hechas, ello daría lugar a una serie de indistintas fases, 

debido a ciclos repetidos y no sincronizados de absorción y liberación, 

hasta que la lisis es completada y el crecimiento bacteriano detenido y con 

ello la reproducción del fago. Sabiendo cuántas bacterias estaban presen

tes inicialmente, y descontando el número de partículas de virus, añadidas 

originalmente pero no absorbidas, se computa el promedio de partículas 

de fago por cada bacteria. Este número, llamado volumen de ruptura, es 

de unas 180 partículas de fago TI por bacteria. Los volúmenes de ruptura 

de otros fagos del sistema T fueron alrededor de 30, excepto el T2, que 

fué alrededor de 120. Hemos de indicar que este volumen de ruptura 

puede ser hasta de 1.000. Según Delbruck {56 o), parte de esta variabil i-
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dad puede ser debida ai tamaño de la bacteria. Los estudios llevados a 

cabo por este autor con el microscopio a fondo obscuro parecen demostrar 

que las bacterias mayores liberan un promedio de partículas mayor que las 

pequeñas. Esta técnica nos da información sobre la duración del desarrollo 

fágico intracelular y de la cantidad de fago producido. 

Una muy importante modificación del método descrito «one step-

growth experiment» es el denominado por Elis y Delbruck (56) «single-

burts experiment». En esta técnica, después de que el fago ha sido ab

sorbido por la bacteria, la mezcla es diluida hasta que su contenido en 

bacterias infectadas sea muy bajo: 2 por c. c ; entonces 0,2 c. c. de las 

distintas diluciones son distribuidos en distintos tubos antes de que la lisis 

comience. Muchos tubos no recibirán bacteria alguna infectada, algunos 

podrán contener una y otros, los menos, más de una bacteria infectada. 

Los tubos son entonces incubados, y después de que la lisis es completada, 

la total idad de cada tubo es sembrada sobre una placa de petri para el 

contaje de zonas claras. En muchas de las placas o no se observan zonas 

de aclaramiento o presentan una o dos placas, representando ello partícu

la no absorbida que, sin duda, no se reprodujo. Los oíros cultivos pueden 

presentar relativamente gran cantidad de placas y muchos deselles el 

contenido de la ruptura de una sola célula. Sin estos métodos, el fago no 

absorbido puede ser eliminado antes de la lisis, bien lavando los gérme

nes, libres del líquido sobrenadante, o mejor añadiendo a la mezcla deter

minada cantidad de suero antifago, que inactiva el fago libre, sin afectar 

el fago absorbido, según técnica de Delbruck (44). 

B) Absorción y penetración. 

La absorción inicial de la .partícula fago sobre el huésped bacteriano 

supone una unión reversible entre los dos-elementos reaccionantes y que 

es función no solamente de la configuración de su superficie, sino que su

pone la presencia de iones específicos en el medio y en ciertas ocasiones 

de determinadas substancias orgánicas como el triptofano y otros amino

ácidos. Esta fase reversible es seguida por otra irreversible, durante la 

c ja l es imposible aJejar el fago absorbido de la superficie bacteriana. El 

término absorción se refiere fundamentalmente al período del ciclo de vida 

en el que el fago y la bacteria se unen en forma irreversible. Es posible 

que la primera interacción entre la bacteria y el fago sea indispensable 

en el proceso de reproducción del fago y que la síntesis de la progenie 
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viral esté preacordada en esta reacción. Seguramente que esta primer pe

ríodo en el proceso de absorción represente el mecanismo para la infro-

ducción de una porción efectiva del virus dentro del medio celular nece

sario para la propagación del fago. Ahora bien, la absorción de una o 

más partículas fago por una bacteria sensible es influenciada por las con

diciones fisiológicas de las bacterias y también por la composición del 

medio. Así, en agua destilada o en una determinada solución de iones Na 

o K la absorción de fagos del grupo T fracasa. Al aumentar la concentra-

c*ón de cationes la obsorción se hace posible; el óptimo de concentración 

que permita la máxima absorción es característica para cada fago y cada 

ion. Esto es probablemente debido a una combinación entre el ion y la 

superficie bacteriana. La absorción en solución salina con baja concentra

ción de cationes es reversible. Los trabajos de Garen y Puck {57) y Garen, 

Puck y Cline (58) demuestran que la obsorción reversible no conduce a 

cambios demostrables en la bacteria. En un medio buffer con óptima con

centración de iones, la tasa absorción se aproxima a un valor de 4 à 

5X10^ ' ' ' c. c. en un minuto. La enorme eficacia de la reacción de absor

ción sugiere que la absorción del fago puede ocurrir por el subsiguiente 

contacto»de el fago con cualquier lugar de la superficie bacteriana. Es no

table el hecho de, aunque específico para cada fago, el requerimiento de 

iones para el proceso de absorción reversible no son específicos para \m 

combinación fago-bacteria. Una situación análoga existe para otra clase 

de elementos requeridos para la absorción del fago, principalmente pa!"a 

los denominados por Anderson (31) cofactores orgánicos. Los fagos T4 y 

Tó entre las razas del grupo T existen en dos estados, activo e inactivo, 

dependiendo de la presencia de ciertos aminoácidos el ser o no ser ab

sorbidos por bacterias cuyo medio de cultivo contenga determinados co

factores. L-triptofano es el más efectivo cofactor de absorción; otros amino

ácidos son menos eficaces, como la fenil-alanina, de menor actividad. La 

sustitución en el anillo aromático del triptofano preserva su actividad. La 

sustitución en la cadena alifásica la anula. Los trabajos de Delbruck (59) 

demuestran que el indol análogo al triptofano es un competitivo inhibidor 

de la acción del triptofano. La acción del triptofano es compleja. El amino

ácido se combina reversiblemente con el fago, siendo la reacción rápida 

en ambas direcciones. La influencia de la concentración sobre la activación 

y desactivación es mejor interpretada suponiendo que cada molécula de 

triptofano es absorbida independientemente por la partícula fago, y que 

la activación resulta de la formación sobre la superficie del fago de com-
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plexos autoestabilizantes; cada complexo estaría constituido de cinco mo

léculas de un aminoácido (trabajos de Stent y Wallmann, 60). Ha sido esti

mado que el número de moléculas de cofactores asociadas con cada par

tícula fago es del orden de las 200. El fenómeno del cofactor es interpre

tado por Garen y Puck {57) (suponiendo que la superficie del fago, modi

ficada por las moléculas del cofactor cuando éstos son necesitados, sumi

nistran una base en la cual los iones se enlazan y forman un cierto con

junto de cargas eléctricas que son precisas, a fin de permitir el contacto 

entre el fago y los receptores específico^ bacterianos. La absorción irrever

sible o fijación puede entonces ocurrir interviniendo otro mecanismo de 

carácter enzimático (trabajos de Garen y Puck, 57), es decir, el fago in

corporaría un enzima cuyo sustrato específico forma parte de la super

ficie de la célula huésped; el cofactor podía entonces actuar como coen

zima o grupo prostético de esta enzima. La actividad del indol como inhi

bidor del triptofano es notable, pues resulta un ejemplo de la existencia 

de un mecanismo de defensa específico contra los virus. El indol es un pro

ducto del metabolismo del triptofano por el coli; la bacteria huésped para 

ios fagos T4 y Tó que precisan del cofactor triptofano, si éste se encuen

tra en el medio en exceso, el indol producido puede actuar previniendo la 

absorción de estos fagos, y al lado de la raza original de fago T4 se han 

aislado un número de líneas que parecen requerir menos cofactor de acti

vación; estas razas, aisladas por Anderson (60 a), a su vez tienen la par

ticularidad de que son inhibidas únicamente utilizando grandes concentra

ciones de indol. Delbruck (59) ha aislado dos tipos adicionales, T4-11, que 

requiere L-triptofano y es inhibido por el indol, y T4-12, que requiere ade

más de L-triptofano, el calcio y es más fuertemente inhibido por el indol. 

Se pueden observar, como dice Anderson (60 b), dos facetas metabólicas 

en la resistencia natural o sensibilidad de un huésped: 1, el huésped pue

de suministrar cofactores necesarios para ciertos virus y ser sensitivos o 

ellos; 2, él puede elaborar substancias, como el coli elabora indol, que 

bloquean la actividad de otros virus y lo hacen resistente a ellos. 

Ahora bien; como regla general, diremos que únicamente aquellas 

bacterias en las cuales puede desarrollarse el fago son capaces de absor

berlo. Ya en 1942, Delbruck (61) sugiere la idea de la absorción del 

fago por la célula bacteriana, por el encaje esférico de las estructuras 

específicas y complicadas de los virus en las estructuras complementarias 

de la superficie del huésped. Recordemos que éste es el mecanismo pro

puesto por Pauling y Pressman para la reacción igualmente específica an-
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tígeno-anticuerpo. Pero, sin embargo, estos dos procesos son completa

mente diferentes: el anticuerpo meramente se combina; el fago penetra en 

ia bacteria y convierte la célula huésped en productora de virus. Bur

net (45) considera que la superficie polisacórida de la bacteria es funda

mental en la absorción de extractos libres de células conteniendo estas subs

tancias inactivan aquellos fagos que eran activos sobre las bacterias que 

habían producido el polisacórido inactivante. Se puede, pues, admitir que 

el fago se fija sobre un constituyente determinado de" la bacteria, al cual 

se ha dado el nombre de receptor. Es, pues, la posesión del receptor 

apropiado lo que condiciona la sensibilidad de una bacteria a un fago 

dado y es la fijación del fago sobre el receptor que, permitiendo el acceso 

del germen, tolera eventualmente al agente lítico de utilizar para su bene

ficio el metabolismo de la bacteria y de reproducirse; sin embargo, esta 

última consecuencia no es fatalmente determinada por la,realización de la 

condición inicial necesaria: la fijación. Por tanto, la extraordinaria espe

cificidad que caracteriza la unión entre el fago y la bacteria susceptible 

debe ser gobernada por la estructura química precisa de las substancias 

distribuidas sobre la superficie del fago y del microorganismo que dicho 

virus ataca. Nosotros poco podemos decir con referencia a la naturaleza 

-química de los componentes virales que entran en combinación específica 

t o n la célula bacteriana, pero hay evidencia de que es la superficie del 

antígeno con lo que se combina el virus cuando el proceso infectivo se ha 

iniciado. Un gran número de investigadores ha observado que los extrac

tos bacterianos son capaces de inactivar in vitro aquellos fagos a los cua

les la célula es susceptible. La naturaleza química del agente activo en 

tales extractos no ha sido plenamente determinada; sin embargo, como ya 

^hemos indicado, parece ser que estas substancias pertenecen al grupo de 

los carbohidratos o compuestos de mayor complejidad molecular, a los 

cuales se ha incorporado un inmunológicamente activo polisacórido. 

Goebel y Jesaitis (62) llevaron a cabo en los laboratorios del Instituto 

Rockefeller sobre los antígenos somáticos, fase II del Sh. sonnei. Este ger

men es susceptible a cinco de los siete fagos T, al T2 y T6 y al T3, 14, 17. 

El antígeno de fase II Sh. sonnei era primeramente aislado de gérmenes 

que habían sicjo muertos por formoi al 1 por 100. El material estudiado 

contenía 5 por 100 de N. y 3,1 por 100 de Ph. Por hidrólisis daba 24 

por 100 de a?úcar reductor y fué caracterizado como un complexo de 

lipocarbohidrato-proteína. Se pudo comprobar que este complexo era ca

paz de inactivar in vitro y en muy pequeñas cantidades los fagos T3, T4 
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y 17. Mejoraron lu obtención de! antígeno sonnei y obtuvieron un prepa

rado menos degradado y que denominan lipo-moco-proteína/ la cual re

tiene toda la especificidad serológica de la bacteria intacta e inhibe in 

vitro a los cinco fagos T, a los cuajes es suceptible la fase II Sh. sonnei. 

Si la hipótesis de que la estructura química de la superficie del antígeno 

determina su habil idad a combinarse con la de los cinco virus T es cierta, 

entonces será posible demostrar diferencias en el conjunto químico de e?te 

antígeno y de los variantes fago resistentes derivados de la fase II del 

3h. sonnei. En efecto, mientras que el compuesto purificado lipo-monopro-

teína obtenido de la fase II inactiva los cinco fagos T,,el antígeno derivado 

de una variante fago resistente es capaz de inactivar el T2 y Tó, pero no 

a los T3, T4 y 17. Un detallado estudio ha sido realizado de estos dos 

componentes lipocarbohidratos. Se comprueba que mientras la actividad 

antiviral hacia el T3, T4 y 17 es poco alterada en su tratamiento por el 

fenol, ella resulta destruida frente al T2 y Tó. Parece, pues, que la inac

tivación de los virus T3, T4 y 17 es una función del lipccarbohídrato. La 

presencia del componente de la proteína residual en los antígenos degra

dados enzimáticamente parece ser esencial para la inactivación de T2 

y Tó. Hay, pues, una clara correlación entre la posesión de ciertos antíge

nos y la sensibilidad de los diferentes fagos. Así, un fago activo sobre una 

bacteria del género Salmonella puede ser dividido en varios grupos. Unos 

actúan exclusivamente sobre la forma lisa. Es natural que pensemos 

si la actividad de estos fagos está en relación con la presencia en la v̂ a-

riedad lisa de los antígenos somático y flagelares'o cápsulas y, por tanto, 

si se trata de fagos O, H o K. Pero lo que es evidente es que esta activi

dad está ligada a la cal idad, puesto que la forma rugosa es refractaria. 

Otros bacteriófagos actúan sobre las dos formas lisa y rugosa; éstos son 

los fagos R de Félix (ó3). Los receptores bacterianos de estos fagos están 

probablemente constituidos por polisacáridos R específicos de grupo que 

están presentes a la vez en la forma lisa y rugosa o pueden ser recep

tores no antigénicos cuya existencia ha demostrado Beumer (64) y que 

serían comunes a las dos formas. Por último, una tercera categoría de 

fagos activos sobre la forma rugosa y totalmente desprovistos de acción 

sobre la forma lisa ha sido también observada. Algunos fagos frente al 

b. tífico son específicos para razas que portan antígeno Vi ; estos fagos 

son utilizados en el método de fago-diagnóstico. 

Parece, por tanto, evidente que la superficie antigénica de la bacteria 

es afectada en la absorción del fago. Una bacteria sensitiva contiene 
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fracciones que inactívan el fago homólogo. Sin embargo, el problema no-

es tan sencillo como parece, ya que, como hemos podido observar, mien

tras que unas veces el poder inactivador del fago radica en la fracción 

polisacórida, otras radicaría en el complexo carbohidrato-lipo-proteína en 

su forma nativa (trabajos de Miller y Goebel, 65). Por otra parte, los 

trabajos de Weildel (66) han demostrado que el fago se puede combinar 

específicamente con carbohidrato liberado de la pared celular obtenido 

por extracción de las bacterias. Esta membrana residual bacteriana es-

lentamente destruida al incubarse con el fago, pero el mecanismo de oste 

proceso nos es desconocido. 

Ahora bien; la fijación de las partículas fógicas en las bacterias sus

ceptibles se puede poner en evidencia por medio del microscopio electró

nico. Anderson (61 a) obtiene microfotografías electrónicas utilizando el 

fago T4 activado con triptofano, comprobando en las bacterias sensibles 

como una serie de fases en el proceso de absorción. Algunas partículas 

aparecen en contacto con la pared celular, pero otras,visiblemente quedan 

inalterables. Otras presentan sus tallos mezclados con sus cabezas, des

cansando contra la célula huésped. En ocasiones aparecen como vesículas 

sobre la pared de la bacteria, y gran parte de su estructura interna ha 

desaparecido, probablemente en el citoplasma de 'la célula huésped. En. 

algunos momentos del proceso la reacción se hace irreversible, el virus, 

al penetrar, forma un complexo virus-bacteria, del cual la partícula fago 

no puede ser recuperado y su función ahora es producir más partículas-

virus. Este es el punto en el cual se dice que el virus ha sido absorbido 

en un sentido fisiológico. En un gran número de bacterias las partículas 

virus envuelven la célula, muchas de las cuales son lisadas, pero algunas 

de ellas resisten y se multiplican formando colonias. 

Resumiendo, el mecanismo de absorción del fago sobre su huésped 

parece ser mucho más complicado que lo que a primera vista parece. 

Es una colisión que ocurre entre dos cuerpos, uno de los cuales, la bacteria, 

excede en mucho en tamaño al otro. Pero esta colisión puede efectuarse 

con huésped sensitivo sin que se produzca la absorción, es decir, que en 

condiciones desfavorables el proceso de colisión que conduce a la absor

c ión 'puede ser grandemente reducida y hasta anulada; por tanto, en 

lugar de considerar el proceso como un simple enlace esférico de estructu

ras complementarias y superficiales, nosotros debemos mirarlo como un 

proceso dinámico, implicando períodos enzimáticos de degradación y de^ 

síntesis. 

10 
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C) El período de latencia en la multiplicación del fago. 

Sigwendo a la absorción del fago hay un intervalo antes de que la 

lisis se produzca sin que normalmente sean producidos fagos. Es decir, al 

penetrar la partícula en la bacteria sufría ésta una profunda alteración, 

de tal magnitud, que ella sería incapaz de infectar nueva bacteria. A esta 

nueva situación de la partícula infectante se ha denominado f a g o v e 

g e t a t i v o , o sea, un fago no infectivo en Id célula huésped, pero 

activo y en camino de transformarse en fago maduro (Visconti, óó a); pa

rece ser, y sobre ello hemos de insistir más adelante, que en una población 

formada de fago vegetativo existe una tendencia hacia el equilibrio ge

nético. Por otra parte, el denominado período de latencia varía de un 

germen a otro^ pero en mucho menor grado que el volumen de ruptura, 

y la medida, bajo específicas condiciones, a 37°, cultivo en caldo y con 

gérmenes en su fase de rápida división del crecimiento del virus en el 

período latente, ha demostrado ser una característica de los virus que 

pueden tener valor taxonómico. Para la serie de fagos T, el T2, T4 y 

16, el período de latencia es de 2 1 ' a 25'; para el T I , T3 y 17, de 13„ 

y para el 15, de 40'. Un muy sorprendente aspecto acerca del mínimo 

del período latente es que es el mismo en caso de infecciones múltiples 

que en una única infección (Delbruck y Luria, 54). Un germen infectado 

con 10 partículas fago no parece presentar ninguna diferencia en este 

respecto que el infectado con una sola partícula. Pero si el medio en que 

crece es variado, el período de latencia cambia, si bien escasamente, 

aun en el caso en que el germen se desarrolle más lentamente en el nue

vo medio. Así, por ejemplo, el período latente del T2 en caldo es de 2 1 ' 

y en este medio la bacteria se divide cada 19'. En un medio sintético 

glucosado, donde el germen se divide aproximadamente cada 40', el 

período latente del 12 sigue siendo de 2 1 ' , mientras que el volumen de 

ruptura es más pequeño en un medio simple que en el caldo. Esto nos 

prueba que el período latente es determinado por factores internos, inde

pendiente de su proceso de asimilación. Por el contrario, un cambio en la 

temperatura cambia la marcha de todas las funciones bacterianas, y, entre 

ellas, la de su metabolismo; no es, pues, sorprendente encontrar que un 

cambio de temperatura afecte también al período de latencia. Esta in

fluenciares escasa si la comparamos con la que ejerce sdbre la mulHpli-

cación bacteriana en gérmenes no infectados (Ellis y Delbruck, 56). Cohen 

(67), estudiando los cambios químicos que sé presentan en e l T2 durante 

su período de latencia infectiva, encuentra que la síntesis de la proteína 

11 
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se realiza inmediatamente después de la infección, la síntesis del DNA es 

dilatada por 7' a 10^ Ja del RNA es detenida, mientras que en las bac

terias no infectadas la síntesis del RNA excede al del DNA tres veces. 

Doermann (Ó8) y Anderson y Doermann (43) han medido el virus infec

tivo obtenido por ruptura de las bacterias infectadas con fago T2, T3 y 

T4. Encuentran que durante la primera mitad del período latente ningún 

aumento de virus puede ser recobrado. Durante la segunda mitad de 

dicho período el fago reaparece y aumenta en proporción lineal. En 

olgunas formas no infectivas el fago se multiplica y se recombina durante 

el período latente en su primera mitad; este hipotético virus ha sido 

l lamado por Herhey (69) virus vegetativo. La reaparición del virus infec

tante en la segunda mitad del período latente no sería el resultado de su 

multiplicación, sino por la conversión del denominado virus vegetativo en 

virus maduro. El virus maduro es evidentemente el duplicado del virus en 

reposo. Los trabajos que más adelante hemos de estudiar sobre lisis pre

matura representan un foco de atención sobre los modernos problemas 

de la transformación cualitativa intracelular del fago distinto del viejo 

problema de la multiplicación viral. Sin duda alguna que la evolución 

del proceso fago-bacteria en su período latente es muy complicada. A l 

gunos estadios pueden ser reconocidos por la existencia de una situación 

anormal en que la evolución del sistema se detiene anticipadamente. Un 

fenómeno que contribuye, si bien indirectamente, a la comprensión de la 

normal evolución fago-bacteria es lo que Delbruck (70) ha denominado 

«lisis de fuera» (lysis from without) (LFW); ésta es provocada por una 

rápida absorción de un gran número de partículas fago activas o inactivas, 

TOO partículas por célula. El hecho de que esta lisis se presente sin des

arrollo-de fago es por lo que este fenómeno ha sido llamado lisis de fu t ra 

(LWF), en contraste con la lisis normal. Esta lisis es, en apariencia, una 

consecuencia de lesión masiva provocada en la superficie bacteriana; 

ningún fago activo es derramado y las células nO' sufren cambios citoquí-

micos específicos, que, como hemos de ver, muy a menudo están asociados 

con la integración bacteria-fago. El fenómeno es claramente independien

te de la capacidad de absorción de la bacteria. 

Recientemente la LWF ha sido observada en determinadas condiciones. 

Así, la infección de una bacteria, por escasas partículas de fago-en pre

sencia del cianuro, iodo acetato o dinitrofenol, da como resultado la LFW 

{trabajos de Cohen, 67), Doermann (70 a), Heagy (70 b). La falta de 

fuentes de C puede causar LFW. Esto sugiere que la LFW se presenta en 

12 
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baja multiplicación cuando falta una conveniente fuente de energía. 

Bacterias fuertemente irradiadas con UV lisan prematuramente cuando 

son aisladamente infectados (trabajos de Anderson, 70 c). Esto también 

puede ser debido a una ruptura del suministro de energía normal por' la 

irradiación de UV. Ahora bien, la rapidez con que se presenta la LFW 

(medida por la reducción en la turbidez bacteriana) aumenta con la 

multiplicación dé la infección (V/atson, 70 d). La LFV^ se presenta sin 

ruptura del núcleo bacteriano. Esto es una prueba de que la LFV^ es 

independiente de la multiplicación del fago. Por otra parte, el fago 

inactivado por los rayos X, pero no muerto, puede provocar LFW (Watson, 

70 d), lo que indica que la LFW no es una consecuencia a la invasión 

del ' fago dentro de la bacteria. El nuevo fago nO' es visible con microscopio 

electrónico sobre la superficie bacteriana, no es accesible a la acción 

del suero antifago. El mecanismo de reproducción del fago se hace re

fractario a la acción del suero antifago a los pocos segundos de la ab

sorción del fago. La directa observación del fago en el interior de la 

bacteria da resultados de difícil.interpretación y de escaso valor; deben 

emplearse para ello métodos indirectos, y antes de entrar de .lleno en el 

tema consideremos brevemente qué es' lo que nosotros buscamos y qué 

'es lo que pretendemos encontrar. 

Una partícula virus infecta una célula y varios minutos más tarde 

cientos de partículas aparecen. ,¿Cuál es la relación de la partícula inicial 

a la del final? La partícula inicial, ¿penetra en la bacteria como un todo 

o sólo en parte? ¿En qué forma la partícula inicial preside la formación 

y especificidad de las nuevas? La causa de la transformación, ¿es un pre

cursor ya confeccionado o el virus se sintetiza utilizando' para su constitu

ción elementos no específicos? ¿Estos son suministrados por la bacteria, 

por el medio externo- o por ambos? ¿Qué tipos de mecanismos actúan: el 

enzimótico, el autocatalítico u otros? ¿De dónde procede la energía ne

cesaria? Al desarrollarse las partículas fago y producir *más material 

viral dentro de sus propios límites, ¿se dividen entonces en dos a más par

tículas? Hay también distintos grados de organización en que los elemen

tos de formación todavía libres en la célula se van haciendo paulatina

mente más semejantes a la partícula virus a través de una serie de fa?;es 

de ascendente complejidad estructural y especificidad. Es claro que en 

estos problemas relacionados con la organización funcional del complexo 

virus-bacteria infectada poco puede enseñarnos acerca de ellos la ana

logía con otras situaciones, ya que en la organización funcional de la célu-

13 
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lü, y en particular en lo referente al proceso de síntesis específica, queda 

todavía mucho campo donde la especulación es lo dominante. 

A continuación hemos de revisar aquellos hechos que nos ponen en 

evidencia los distintos tipos de desarrollo intracelular del fago. Ello supone 

un proceso muy complicado, en que el fago, penetrando una parte especí

fica de él mismo en la célula huésped, utiliza, al menos en parte, la ma

quinaria enzimótica de la bacteria para obtener elementos de construc

ción sobre los cuales él imprime su propia especificidad viral. Mucho de 

este desenvolvimiento tiene lugar por etapas. La partícula infecciosa ma

dura es formada únicamente como un producto final de la total idad i e i 

proceso. 

D) La lisis prematura. 

La consecuencia de la multiplicación de la partícula fago no es reve

lada hasta que no se presenta la lisis celular, la cual no lo hace espontá

neamente, en tanto que gran número de nuevas partículas sean formadas. 

Ahora bien, cabe una artificial y prematura ruptura de la célula infectada. 

Para ello son utilizados muy distintos métodos. Ruptura por vibraciones só

nicas, utilizando para ello el fago T3, relativamente resistente a la inac

tivación sónica (trabajos de Anderson y colaboradores, 32); la denomiria-

da lisis de fuera (LFW); bacterias infectadas con el fago T4 son metobó-

licamente inhibidas con 5-metil-triftofano y provocada la lisis por medio 

de una alta concentración de Tó. Lisis por adición de cianuro, que ejerce 

su acción en la última parte del período de latencia. Métodos de descom

presión (Fraser, 71). Estos métodos revelan que al aumento de fago activo 

es obtenido de las bacterias infectadas en la segunda mitad del período 

latente; en la primera mitad hemos ya indicado que ningún fago activo 

es recuperado. Hay, pues, un eclipse del fago infectante, un fenómeno 

que probablemente se presenta en . todas las infecciones por virus. Eí 

eclipse es indudable, y como hemos de ver, las primeras partículas vivas 

que aparecen después del eclipse no son las partículas infectantes; ellas 

son ya parte del nuevO' virus. La proporción con que aparece el nuevo 

fago no representa, s'm embargo, la proporción en que se sintetiza el 

fago, sino únicamente en la que las partículas del fago maduran, es 

decir, graduando el estado infeccioso. 

Esto es observado, por ejemplo, por el efecto que la adición del co

lorante proflavina (diamino acridinium sulfato) ejerce sobre la bacteria 

infectada en el fago T2., Según trabajos de Foster (72), este colorante 

14 
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conduce a la lisis de bacterias infectadas sin la liberación de fago infec

cioso. La lisis no aparece si el colorante es añadido antes de la mitad 

del período latente. Si se examina el material liberado de estas bacterias 

utilizando el microscopio electrónico, se observará la presencia de partícu

las fago incompFetas o «doughnuts» en número aproximadamente similar 

al de las partículas fago activas que podían haber sido producidas en 

ausencia de la droga (trabajos de Luria y colaboradores, 52). Los «donuts» 

no son encontrados en extractos hechos durante el tiempo inicial del 

período de latencio; ellos aparecen cerca de 3' antes de que las partícu

las fago maduren. Estos «donuts» no'son absorbidos por las bacterias y 

aparecen redondos, de tamaño similar a la partícula fago madura. A me

nudo presentan una depresión central. Esta descripción se refiere a todas 

las partículas, igualmente a las que contienen tallo. Los «donuts» no con

tienen, o lo contienen muy escaso, ácido nucleico,- ellos poseen una 

apreciable cantidad de S. Fijan, el complemento con el suero ant i f jgo, 

pero no se combinan con el anticuerpo neutralizante del fago. Los 

«donuts» producidos en proflavina son similares en morfología a las 

formas de fago inmaduro, que son vistas en bacterias rotas mecánica

mente antes de que aparezcan partículas fago maduras. Levinthai y 

Fisher (73) comprobaron esto en un sistemático estudio de las partículas 

«donuts», que eran derramadas ¡unto con partículas fago maduras de 

bacterias infectadas y rotas por descompresión bajo el óxido nitroso. 

El contaje de «donuts» y partículas con tallo de bacterias rotas en dife

rentes períodos de tiempo revelan un aumento de «donuts» que aumen

tan más rápidamente que las maduras, pero nunca exceden de 30 a 40 

por bacteria, pero pronto la partícula con cola le sobrepasa en número. 

Esto sugiere una transformación de la partícula incompleta o «donut» en 

partícula con cola. Hemos de señalar que en presencia de la proflavina 

esta transformación no tiene lugar. Así, pues, los «donuts» parecen ser el 

elemento organizado precursor del fago, es decir, un fago inmaduro. No 

son, pues, artefactos debidos al tratamiento por la proflavina. Parece 

lógico suponer que esta droga detiene la producción del fago en un 

período en el cual los «donuts» han sido formados, pero que todavía 

no se han transformado en partículas maduras. Esto está de acuerdo con 

la conclusión alcanzada por Plaster (72) de que la proflavina previene 

uno de los períodos terminales de la producción del fago activo. Hemos 

de ver cómo una partícula fágica no se multiplica más que en la bacteria 

en que ella ha sido producida. La capacidad para infectar un nuevo 
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germen es aparentemente adquirida por transformación de la partícula^ 

que detiene su .reproducción dentro de la célula que infectaron. La oro-

porción en que aparece el fago activo probablemente representa la pro

porción en que tiene lugar la maduración f inal. 

¿Pero cuál es el lugar de los «donuts» en síntesis del fago? Ellos con

tienen una gran proporción de azufre del fago y algún fósforo, el os 

portan algunos de los antígenos del fago. Estas propiedades relacionan 

ios «donuts» con los «ghosts» o envolturas del fago, y esta relación la 

confirma el microscopio electrónico, que demuestra una gran semejanza 

entre los «donuts» y la cabeza vacía del fago. Los «donuts» no repre

sentan la envoltura en su total idad, ya que ellas contienen todo el S, 

del fago, mientras que los «donuts» lo contienen en apreciable menor 

cantidad. Al «donut» le falta el antígeno' que se combina con el anti

cuerpo neutralizante. Este antígeno está presente en la piel aislada del 

fago y se puede hacer evidente cuando la partícula adquiere un apéndice. 

Maaloe y Seymonds (74) han obtenido partículas incompletas en cultivos 

Usados prematuramente con cianuro, empleando bacterias infectadas por 

fago T4 tatuado con S^l Ellos purifican la fracción conteniendo el fago 

por centrifugación diferencial, y encuentran que el material preparado 

de esta forma contiene un exceso de S. (proteína). Este exceso es abscr-

bible por la bacteria sensitiva y precipitable por el suero antifago. Estas 

partículas son más pequeñas y menos densas que las infectivas y su con

tenido en S. corresponde a 25 ó 50 partículas pqr célula. A estas partícu

las le faltaría ácido nucleico (DNA) e infectividad. Maaloe y Symonds 

comprueban que si el S^^es añadido al cultivo 12' a 1ó' después de la 

infección, y el cultivo era llevado a lisar espontáneamente, el producto 

contenía partículas no infectivas tatuadas con el S^\ Se comprueba que 

25 a 50 partículas no infectivas por célula se encontraban durante la 

última parte del período de latencia, lo cual representa una población 

cuyos individuos son continuamente reemplazados unos por otros. Actual

mente dos alternativas tenemos en relación al origen de las partículas no 

infectivas. Ellas pueden ser partículas de fago inmaduras que aún no han 

recibido la totalidad de su DNA, o pueden derivar, como consecuencia de 

manipulaciones, de partículas que poseían membrana y DNA, probable

mente inmaduras. La primera alternativa parece implicar funciones impor

tantes del fago intracelular, a cuyo^ punto de vista se opone. En relación 

a la posibilidad de que las partículas incompletas sean artefactos, convie

ne^ recordar que el DNA del fago intracelular es fácilmente hecho sensi-
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tivo a la desoxiribonucreasa y también los lisados por cianuros de cultivos 

infectados contienen algo que depolimeriza el DNA añadido en forma 

soluble. Estos trabajos conducen a la conclusión de que los elementos fago 

prematuros que pueden ser aislados de bacterias infectadas contienen S 

(proteína), pero poco o ningún Ph. (a. nucleico). Esto es sorprendente, ya 

que, como se sabe, el S. de la proteína de la partícula fago no juega nin

gún papel en la reproducción inicial de él y ni siquiera penetra en la 

célula huésped (trabajos de Hershey y Chase, 35). 

Ahora bien, las partículas incompletas no son en el fago activo el 

único material fago específico obtenido del interior de la bacteria infec

tada. Un factor ultrafiltrafole serológicamente específico, que se combina 

con el onticuerpo neutralizante del fago, puede ser obtenido por ruptura 

de bacterias infectadas durante su período de eclipse (trabajos de Lurla 

y colaboradores, 52). Este factor aumenta paralelamente con la actividad 

del fago. Pequeñas porciones de él son liberadas en el fago maduro, en 

una lisis normal. El factor ultrafiltrable probablemente representa mate

rial propio del fago y contiene el antígeno responsable del anticuerpo 

neutralizante. El experimento de la lisis prematura nos dice que en la 

subsiguiente infección la partícula infectante se encuentra tan alterada 

como la no infecciosa. Después de un período de eclipse, casi a lo último 

del período de latencia, nuevos elementos fago específicos de variada 

complexidad pueden ser descubiertos en número creciente hasta que las 

partículas maduras son finalmente formadas. 

E) El proceso metabólico del fago. 

a) El destino intracelular de la proteína del fago.—Cuando una 

bacteria infectada con un fago isotópicamente marcado y posteriormente 

se aisla la progenie del fago por centrifugación, nos encontramos con frac

ciones variables de la célula ^madre marcada en su descendencia. Los pri

meros experimentos en este aspecto fueron llevados a cabo por Putmann 

y Kozloff {7S), que utilizaron el P̂ ^ Comprueban que el 30 por 100 de !a 

radioactividad era transferida del fago infectante a su progenie durante 

un solo ciclo intracelular. Es verdad que la proteína de la membrana no 

juega ningún papel en el crecimiento intracelular del desarrollo del virus; 

el pase de una proteína marcada con S^^ es pequeño, mientras que el del 

a. nucleico marcado con P̂^ es mucho mayor. Hershey y colaboradores (37) 

no encuentran diferencia alguna en la transferencia de la proteína y 

a. nucleico marcados. Mías recientemente, utilizando razas coli B infecta-
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das por el fago T2 con empleo de isótopos, Harshey y Chase (35) han in

vestigado la desaparición de las unidades del fago infectante y expli

cado el significado del período de eclipse. Ellos encuentran que la tota

l idad o mayoría del S^\ original que aparece en la progenie de fagos 

aislados, está constituido de restos de membrana de la célula madre. Este 

material no podía ser separado de la descendencia por centrifugación 

funcional, sino precipitados por suero antifago, el cual era identificado 

como bacterias infectadas con fago tatuado con S% que era artificial

mente lisado antes de- que la natural madurez de la progenia apareciera, 

suministrando un material marcado con S^^ indéntico en cantidad al que 

contamina la progenie originada. Secundariamente bacterias infectadas 

con fagos tatuados con S^^ y entonces agitadas violentamente en un agi

tador VVaring, libera dentro del fluido pequeñas partículas marcadas, las 

cuales pueden ser sedimentadas o precipitadas por suero antifago, [illas 

contienen S y escaso o nada de Ph y forman la membrana más o menos 

vacía e intacta del fago, portando su antígeno principal y una fracción 

de a. nucleico altaniente polimerizado (trabajo de Herriot, 40). Por otra 

parte, la bacteria de la cual ha sido alejada la membrana de fago mar

cado produce un fago normal y esta descendencia puede ser fácilmente 

obtenida completamente libre de Ŝ ^ original. Estas observaciones nos ex

plican al mismo tiempo el eclipse de partículas infectivas recuperables 

subsiguiente a la infección y la incapacidad del suero antifago a detener 

la reproducción de él. El experimento confirma que la infección del coli 

por el fago T2 consiste en la penetración de la mayor parte del a. nucleico 

de fago en el interior de la célula, así como la escasez en que penetra la 

proteína de membrana. Muy recientemente, French (75 a) infecta un coli 

con T2 marcado con P'^ demostrando que el 30 a 50 por 100 del a. nu

cleico es incorporado a la progenie. El autor utiliza lisina en un medio 

lactato sódico con carbonxilo marcado o con C^\ El incorporado C^ era 

distribuido igualmente en la proteína y el a. nucleico del fago producido 

en el medio lactato, pero incorporado casi totalmente como lisina en la 

proteína del fago producido en el segundo medio. En un lisado obtenido 

de la proteína del fago marcado, el 83 por 100 de lo marcado se en

cuentra unido a los restos celulares. Resumiendo: esta serie de trabajos de

muestra que es únicamente el amino ácido conteniendo S de la membra

na del fago el que deja de penetrar en el interior de su progenie. La par

tícula fago completa deja de existir como unidad organizada, y la pie! del 

fago, portando la mayoría o totalidad del antígeno fago, queda en el 
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exterior y no toma parte en el proceso de reproducción; es decir, cuando 

la partícula fago es específicamente absorbida por una bacteria suscepti

ble, los componentes a. nucleico y proteína se engarzan separadamente; 

la proteína ancla sobre la superficie de la bacteria de estructurg comple

mentaria,' mientras que el a. nucleico es liberado y penetra en la célula. 

b) El destino intracelular del ácido nucleico del fago.—Putmann y 

Evans {75 b) han medido la cantidad de P''̂  que aparece en la total pro

genie viral, después de infectar la bacteria con fagO' marcado. Ellos en

cuentran cerca de un tercio del fósforo original en la decadencia y pcirte 

de él queda en forma no sedimentable en el medio de cultivo. Ellos sugie

ren la idea de que el virus estaría constituido de dos clases de estrucluras 

conteniendo fósforo, una que se conserva durante la multiplicación y otra 

no; Maaloe y Watson {76) utilizan fagos tatuados con P'̂^ durante dos ci

clos de crecimiento, infectando bacterigs no marcadas. Ellos comprueban 

que un tercio del ?^^, presente en el primer ciclo de su descendencia, se 

conservaba en su segundo ciclo de crecimiento. Observan que el fósforo 

penetra en el interior de la progenie viral y se conserva en la total idad 

de él, no en partes especiales. Estos investigadores consideran que el me

canismo de transferencia del a. nucleico marcado de la célula madre a su 

progenie queda sin aclarar. Había que averiguar si las partículas fagc son 

conservadas durante su multiplicación en forma de a. nucleico fago o como 

pequeños fragmentos y si son ciertamente conservadas en forma de fago 

vegetativo. Kozloff (77), de sus investigaciones, obtiene la conclusión de que 

la transferencia tiene lugar a través de una ruta metabólica indirecta. Este 

autor establece los siguientes cuatro puntos: 1.*^, el fósforo y nitrógeno ex-

tracelular de origen viral aparece durante el período latente del creci

miento del virus. Técnicamente éste es de dudosa significación, ya que no 

conocemos con certidumbre qué cantidad de material extracelular es ver

daderamente de origen viral y qué proporción de este origen procede de 

la bacteria. Por otra parte, la inyección de a. nucleico del virus dentro de 

la célula no es perfectamente eficaz, alrededor del 20 por 100 pasa al 

medio de cultivo; 2P, el material derivado de la célula madre y que abo

ca a la formación del a. nucleico de su descendencia contiene un ex

ceso de fósforo sobre el nitrógeno en la total idad del a. nucleico yiral. 

Kozloff [77), utilizando el método del doble tatuaje (P^'N^"), comprueba 

que determinada cantidad de P es transferido como fragmentos más pe

queños que el de los polinucleótidos y que, desde luego, hay una parte 

especial de a. nucleico que es transferida; 2P, la transferencia del N del 
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fago inactivado por la luz ultravioleta al a. nucleico de la progenie del 

fago activo en bacterias infectadas con fagos mezclados es tan eficaz 

como la correspondiente transferencia de la célula madre a su descenden

cia. Lo fundamental de este experimento es que los marcadores genéticos 

del fago irradiado no aparecen en la progenie. Se observa que el ácido 

nucleico viral no participa específicamente en el proceso de reproducción; 

el notable hecho de que su empleo es ni más ni menos eficaz que el 

uso del material maternal sugiere a primera vista la existencia de un 

común mecanismo de transferencia. El valor de esta coincidencia desapa

rece, sin embargo, cuando se tienen en cuenta algunos factores que 

verosímilmente limitan la eficacia. Si la transferencia es directa o indi

recta, su eficacia está sujeta, por lo menos, a cinco factores (Hershey, 69), 

que son: la eficacia de la inyección de ácido nucleico viral dentro ae la 

célula; la cantidad de elemento marcado que se derrama de la célula 

infectada antes de la lisis; la eficacia de conservación de elementos asi

milados y marcados por el fago vegetativo; la proporción de células 

infectadas que producen escasa o nula progenie; la eficacia de conversión 

de fago vegetativo a maduro, y 4P, progenie de un fago que procede 

de gérmenes infectados con el fago 17 no marcado; si & más tarde es 

superinfectado con fago Tó marcado con P̂ ^ el 5 por 100 del total P̂ " 

está contenido en partículas sedimentables (posiblemente T7), ya que no 

pueden ser consideradas como partículas Tó. Por lo que parece resultar 

evidente que el ácido nucleico extraño puede ser utilizado para la síníesis 

del virus. Las mismas conclusiones son derivadas de los trabajos de V/eed 

y Cohen (78) al poner de manifiesto que el DNA bacteriano sirve como 

un substrato de la más alta eficacia para el crecimiento del virus. El hecho 

fundamental obtenido de estos trabajos es que el ácido nucleico marcado 

de la célula madre és transferido a la progenie con alta eficacia. 

c) El origen de los componentes de la partícula fago en la bacteria 

infectada.—De la cantidad del nuevo fago producido en una bacteria, una 

décima parte o más procède de la masa bacteriana. ¿Cuál es el origen 

del material que ha de formar el nuevo fago? ¿Cómo él es sintetizado? 

¿De dónde viene la energía para dicha síntesis? El fago parece contener 

únicamente proteína y DNA. Estas substancias pueden derivar o bien de 

constituyentes del protoplasma bacteriano presentes en la célula ep el 

momento de su infección o ellos podían ser asimilados del medio después 

de la infección. Ahora bien, sin el empleo de isótopos sería muy difícil, 

si no imposible, el determinar el origen de los variados componentes de 
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la partícula fago. Los trabajos.verdaderamente brillantes de Cohen (79) 

utilizando isótopos demuestran el doble origen, bacteriano y medio, de 

los componentes suministrados al fago para su síntesis. 

Si hacemos crecer bacterias en un medio conteniendo compuestos 

de P. tatuado con el isótopo radioactivo P̂^ se comprueba que todos los 

componentes fosforilados de la bacteria contienen algún P. que se deja 

reconocer por su emisión radioactiva de rayos beta. Estas bacterias son 

lavadas y resuspendidas en medio no radioactivo, infectadas con fago y 

llevadas a lisar. El nuevo fago es purificado y su radioactividad por !a 

proporción de P""^ que contiene medida. E! 25 por 109 del P. fago es deri

vado del material presente en la bacteria en el momento de la infección 

y el 75 por 100 procede del P. sustraído al medio después de la infección. 

La proporción P^yP. en el nuevo fago será un cuarto de la proporción 

en el medio marcado en que la bacteria se ha desarrollado. Así, el con

tenido en P̂^ del nuevo fago puede ser una cantidad del P. que ha sido 

transferida de la célula bacteriana al fago. Sin duda, la contribución del 

medio no representa nada en relación a la contribución directa, si bien 

indirectamente contribuyen, ya que este material ha sido tomado por la 

célula después de la infección. Putmann y Kozloff {75) y Putmann, Kozloff 

y Evans {75 b) llevan a cabo un similar experimento con el Tó empleando 

bacterias diferencialmente marcadas en su fracción fosfato, sugiriendo 

que el DNA bacteriano era el principal origen del DNA de la progenie 

viral. 

Ahora bien, Cohen (81) observa que el metabolismo de los fosfolipidos 

y del RNA parece cesar, ya que estos constituyentes de la célula huésped 

no son incorporados posteriormente al fago después de la infección. 

Mas recientemente, Koch (80) ha confirmado esto comprobando que la 

adenina y guanina del RNA de la célula infectada están como el P., iner

tes después de la infección. Pero el contenido en DNA aumenta y posible

mente que la cantidad total de DNA formado en el sistema infectado es 

mayor que la que eventuaímente se encuentra en la progenie v i ra l En 

cualquier caso, con Tó u otro colifago con apéndice el contenido en DNA 

en la bacteria es insuficiente para Jas necesidades requeridas por 'os 

virus, y mucha cantidad de este elemento sintetizado es obtenido de los 

componentes del medio. Esto implica, sin duda, un aumento de sínlesis 

de la desosipentosa, y Cohen ha observado que esío es afectado por una 

alteración en el metabolismo normal carbohidratado de la célula bacte

riana. En un crecimiento normal de la célula, la ribosa es formada por 
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directa oxidación de la glucosa, mientras que la desosipentosa es derivada 

de la condensación del acetil aldehido con triosa-fosfato, originado de la 

•glucosa por mecanismo anaeróbico. La triosa puede también ser formada 

por la oxidación de la ribosa-fosfato. En las bacterias infectadas con 

fago Tó, el camino oxidativo es en apariencia reducido, y más grandes 

cantidades del triosa-fosfatos son convertidas en la necesaria desosipen

tosa siguiendo un mecanismo anaeróbico. Es indudable que otros cambios 

metabólicos se presentan, pero éstos nos son todavía desconocidos. La 

proteína es sintetizada más tempranamente que el DNA; antes de com

probarse aumento de este elemento, la síntesis de la proteína ha lenido 

lugar. El espectro enzimótico de la célula infectada cambia. Kozloff Ç1) 

comprueba que la desoxiribonucleasa de la bacteria infecta aumenta y 

demuestra la existencia en la bacteria normal de un inhibidor especírtco 

frente a la DNAasa de la célula infectada. 

Sin embargo, estos trabajos no son definitivos y han sido precisos otros 

más decisivos utilizando N '̂' y bacterias específicamente marcadas con 

purinas y pirimidinas conteniendo C^ radioactivo, así como P""" para esta

blecer el hecho de que el volumen mayor del DNA de la progenie vira! 

procede del DNA de la bacteria huésped, aunque pequeñas cantidades 

de la nucleoproteína del virus son derivadas tam'bién de los componentes 

ácido soluble y proteínas de la célula bacteriana. Siddigi y colaboradores 

(82) han presentado la evidencia de que la proteína bacteriana no es en 

forma alguna participante de importancia en la síntesis del DNA viro! y 

llegan a la conclusión que en el caso del fago Tór (y posiblemente para 

otros fagos de este grupo) la mayor cantidad del DNA viral deriva del 

DNA huésped o sintetizado de constituyentes sencillos del medio. Kcck 

(80) utiliza en sus trabajos una célula bacteriana doblemente tatuada. 

Cultiva el Ech. coli en un medio conteniendo purina radioactiva y en

cuentra que éstos son incorporados directa y exclusivamente en las purinas 

de la fracción de ácido nucleico. Es entonces posible por cultivo de gér

menes en un medio conteniendo N^̂  H4, Cl y grandes cantidades de 

adenina libre de radioactividad (N^ )̂ obtener bacterias en las cuales 

todas las purinas han sido derivadas de la adenina del medio. En estas 

circunstancias menos del 1 y 2 por 100, respectivamente, de átomos de N 

en el anillo de la adenina y la guanina han derivado del N^^ H4 y CI 

de el medio. Por otro lado, el grupo amino ha tomado N^^ y aproximada

mente del 60 por 100 del grupo amino de la guanina y 6 por 100 del 

grupo amino de la adenina han sido derivados del N^̂  del medio. En 
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relación al carbón radioactivo, éste es presente exclusivamente en el 

anillo C de Jas dos purinas. Cuando estas bacterias doblemente marcadas 

son infectadas con Tórt, en el fago progenie, previamente purificado, se 

comprueba que la distribución del isótopo es la siguiente.- en términos 

de guanina y adenina transferidas, el 34,ó por 100 y 23,5 por TOO, 

respectivamente, de las purinas del fago se han originado de la bacteria 

huésped y resulta que considerables cantidades de estas substancias deben 

ser sintetizadas de materiales no marcados del medio. Por otra parte, 

parece ser que las purinas son transferidas intactas del huésped al fago, 

ya que los grupos aminos son transferidos sin cambiar; así pudo com

probarse cómo el N^̂  del grupo amino, tantO' de la adenina; como de la 

guanina, eran diluidos por nuevas síntesis durante el curso del desarrcLo 

del fago en la misma amplitud que, el Ĉ ^ del anillo. Si tenemos en cuenta 

que puede excluirse la participación del RNA en el proceso y que la 

cantidad del ácido soluble adenina (esencialmente no existe ácido soluble 

guanina en las bacterias) puede suministrar solamente 20 a 30 por 100 

de la contribución del huésped, resulta que el compuesto ácido soluble 

del huésped no contribuye en forma significativa a la constitución del 

ácido nucleico del fago. Parece ser, pues, clara, que las purinas del 

huésped son utilizadas intactas con respecto al anillo del carbono mar

cado de los grupos aminos tatuados para la síntesis del DNA. 

Weed y Cohen (78) han demostrado una directa transferencia de 

las pirimidinas del ácido nucleico viral por cultivo bacteriano en presencia 

de un precursor de la pirimidina. Bajo esta circunstancia se obtiene un: 

huésped bacteriano en que las pirimidinas del RNA, que son uracil y cito-

sina, y las del DNA, timina y citosina, eran exclusivamente marcadas. 

El fago que se desarrolla en tales células contiene* grandes cantidades 

de pirimidinas del huésped (timina y citosina), mientras que Jas purinas 

y carbohidratos del fago estaban libres de radioactividad. Está, pues, 

claro que las pirimidinas del huésped son transferidas a la progenie 

viral. Estos autores utilizaron dos tipos de fago, el Tór-f- (cepa de lisis 

inhibida) y Tór (cepa de lisis rápida). La progenie analizada fué la re

sultante de una lisis normal y la obtenida en una lisis prematura por 

cianuro. Maaloe y Stent (83) han estudiado la kinética de la asimiloción 

del P. y S. por bacterias infectadas en forma distinta. Sus resultados pode

mos sintetizarlos como sigue: cuando el crecimiento del fago en una 

célula infectada es detenido por el cianuro y la producción de virus 

maduros es aislada,.se encuentra que contienen átomos de P. más precoz-
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mente, alrededor de unos 14' antes. Su azufre lo era únicamente 1' más 

temprano. De estos datos, los investigadores deducen que la síntesis de 

la proteína tiene lugar en el período latente, en su f inal, y de[an abierta 

Ja posibilidad de que la formación del DNA viral preceda a la síntesis 

de la proteína. Los trabajos enumerados parecen establecer el hecho de 

•que la transferencia del DNA de la bacteria al virus es una característica 

del sistema bacteriófago. 

Ahora bien, ya que el DNA del huésped y el virus difieren en su 

composición (el DNA de las bacterias contiene ligeramente más guanina 

que adenina, mientras que el DNA del virus contiene mucha más adenina 

que guanina), la transferencia debe suponer una fundamental alteración 

y reajuste. Estas diferencias en composición podían resultar del paso de 

grandes unidades polinucleótídas del ácido nucleico bacteriano enlazadas 

con la síntesis en variables cantidades de uno u otro componente del 

ácido nucleico viral, según los materiales del medio. Si es posible el 

paso directo del ácido nucleico intacto de la bacteria al virus, se podía 

esperar que el tanto por 100 de N. del ácido nucleico del virus derivado 

del huésped, al tanto por 100 del P. del ácido nucleico del virus derivado 

del huésped podía ser la unidad. En experimentos en que la bacteria era 

marcada con N. y Ph. isótopos, la proporción observada era de 1.3 a 1.4. 

Evidentemente alguna alteración del ácido nucleico en la bacteria existe. 

La observación de que la adición de purinas libres al medio no ejerce 

efecto alguno en la transferencia, aunque la bacteria utilice estas purinas, 

sugiere que algo más complejo que las simples bases es transferido. 

Los trabajos de Koch, Putmann y Evans (84) conducen a la misma con

clusión; ellos marcan con isótopos únicamente la adenind y guanina del 

huésped. Si se compara la proporción de la actividad isotópica de la 

guanina a la de la adenina del huésped con la misma proporción de! vi

rus, se comprueba que para la síntesis del fago es utilizada relativamente 

más guanina que adenina del huésped. Esta asociación en la transferencia 

de adenina y guanina del virus podría favorecer la hipótesis según la cual 

el DNA bacteriano es químicamente degradado a oligonucleótido o moho-

nucleótido antes de su utilización para la síntesis del fago. El Dr. Kock ha 

calculado el porcentaje de la purina transferida y encuentra aproximada

mente que el 100 por 100 de la adenina del DNA bacteriano y el 7S 

por 100 de su guanina son utilizados para la síntesis del fago. Por último, 

Labûw (85) observa que la contribución del huésped en fósforo a la proge

nie viral es la misma para todos los colifagos estudiados. 
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El descubrimiento del hidrosilmetil-cytosina en fago del grupo T2 por 

Wyatt y Cohen (39) han hecho posible seguir la síntesis del DNA del fago 

en la bacteria infectada. Hershey, Dixon y Chase (86) han llevado reciente

mente a cabo una serie de experimentos verdaderamente interesantes. 

Cuando el DNA específico del. fago y el DNA específico de la bacteria 

huésped son medidos a intervalos en cultivos infectados, el DNA del fago 

comienza a aumentar después de la infección, mientras que el DNA de la 

bacteria decrece. Cuando aparece el fago maduro, el DNA del fago conti

núa creciendo y está siempre en exceso en relación con. el aumento obser

vado en las partículas infecciosas. El exceso del DNA fago corresponde a la 

cantidad precisa para el suministro de 40-80 partículas fago. Si este DNA 

del fago está en la forma de núcleo fago inmaduro, podemos establecer 

que durante el desarrollo del fago T2 en una bacteria hay una población 

constituida de 40-80 partículas inmaduras. Esta población es posiblemente 

repoblada por multiplicación y vaciada por maduración y su tamaño queda 

más o menos constante. 

Resumiendo: de el fósforo del fago infectante cerca del 30 a 35 

por 100 aparece en el' nuevo fago. El nuevo fago transfiere en la misma 

proporción su fósforo a la siguiente generación de fagos. Con una'produc-

ción de 100 partículas por bacteria, la contribución de una partícula fago 

infectante no es más del 1/200 de el DNA del nuevo fago. Ningún azufre 

es transferible de la célula madre al fago progenie. Igualmente ningún 

significativo aumento de amino-ócido' es aparentemente transferido del 

fago original al fago progenie. Cerca del 20-35 por 100 del N y Ph. en 

el DNA del nuevo fago es de contribución bacteriana, el resto (65 80 

por 100) procede del medio, esto para los fagos T2, T4, T5 y T6; para el 

T3 y 17, cerca del 75 por 100 de Ph. viene del huésped, y para el T I , 

cerca del SS por 100.. 

Las purinas y pirimidas presentes en el DNA bacteriano contribuyen 

con un 15 por 100 al correspondiente compuesto del nuevo fago. Cerca 

del 80-90 por 100 del N. de la proteína del fago procede del medio. El 

10-20 por 100 del huésped y de fracciones nitrogenadas ado solubles y 

de bajo peso molecular presentes en la célula en el momento de la infec

ción. El N. proteína del fago deriva de substratos en relativamente rogiáo 

equilibrio con el medio, mientras que el N. y Ph. del DNA fago son deri

vados de Ja mezcla de un conjunto de compuestos químicos (bases purina 

y pirimida, nucleótidos, polinucleótido). Esta mezcla se alimenta en p e t e 

por persistente protoplasma bacteriano o también por nuevas síntes's de 
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el medio. Las partículas fago producidas al principio contienen proporcio-

nalmente una más alta cantidad de Ph. y pirimidinas de origen bacteriano 

que las partículas de fago elaboradas en los tjltimos momentos, a cuya 

formación contribuyen en mayor proporción los elementos de medio. 

Si analizamos todo lo expuesto en relación con el ciclo de desarrollo 

del fago, es factible diseñar un breve sumario sobre las probables foses 

existentes en el desarrollo del fago, y en especial para algunos del gru

po T (T2). Así, pues, tenemos que las partículas del virus son absorbidas y 

penetran en el interior de la célula huésped. La célula infectada rápidamen

te reorganiza su aparato nuclear y su metabolismo, aun cuando muchas de 

sus actividades enzimáticas no son afectadas. Estos enzimas, derivados en 

su mayor parte de la célula huésped, continúan operando sobre las fuen

tes de N. Ph. y C. Sin embargo, ellos no edifican estructuras bacterianas, 

sino que convierten los más pequeños bloques de metabolitos en substan

cias poliméricas DNA y proteínas que contienen las nuevas especificidades 

del virus. La maduración probablemente consiste en la adquisición de su 

citoplasma, en oposición al núcleoplasma O' núcleo genético. El citoplasma 

incluye la cubierta (proteína), el tallo y probablemente otras partes de la 

partícula madura. Por otra parte, en tanto que se detiene bruscamente, 

al iniciarse la infección bacteriana, la síntesis del RNA, las proteínas son. 

sintetizadas, la acumulación de DNA a los 1' ex 10' completa Icf formación 

de una unidad genética, que no es una partícula de virus completa, posi

blemente le falta la capacidad para su absorción o penetración, o alguna 

otra anticipada etapa. La partícula completa queda formada después de 

que la formación de la partícu-la genética queda terminada y son libera

das al sufrir lisis la célula. Podemos aún más sintetizar los efectos de la 

infección con un fago virulento. Por ejemplo, como^ resultado de la 

penetración del fago T2 en un coli es observado: bloqueo del crecimiento 

bacteriano; bloqueo de la síntesis del RNA; bloqueo de la síntesis de 

enzimas respiratorios; inhabilidad a sintetizar enzimas de adaptación; 

bloqueo en la síntesis del DNA bacteriano; ausencia del aumento totaí 

del DNA durante la primera parte del período de latencia, seguido de 

aumento rápido del DNA del fago. 

d) Metabolismo del fago y actividad eazimática.—Eri el curso de 

esta revisión hemos desarrollado la tesis de cómo la célula infectada 

lleva a cabo los procesos metabólicos distintos que conducen a la forma

ción del material específico de la partícula fago. Ahora bien, ¿en qué 

proporción contribuye en esta síntesis la maquinaria bacteriana y cuáf 
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es la de la maquinaria del fago? ¿Cómo estas síntesis están dirigidas? 

Parece ser que en bacterias infectadas por el fago T muchos enzimas 

bacterianos que están presentes en el momento de la infección continúan 

en actividad y proveen de energía y sintetizan elementos no especí

ficos, pero que son utilizados en la formación del protoplasma del fago 

más que en la del protoplasma bacteriano. En este caso especial, en la 

palabra protoplasma incluímos todo lo que es química y funcionalmenta 

específico en la célula (enzimas, antígeno, material genético), aun cuando 

la base química de su especificidad se nos escapa. 

Como es sabido, la cesación del desarrollo de la célula infectada 

supone un profundo disturbio en el metabolismo de la bacteria huésped. 

Si el consumo de O de un cultivo normal de coli es amparado en presencia 

o ausencia de virus T2 o T4 en un medio sintético conteniendo lactosa,, 

se observa que en el cultivo infectado la respiración bacteriana continúa 

con la misma intensidad que en el momento inicial de la infección. Es 

decir, visto el consumo de O2 como el R. Q. es el mismo que en un cultivo 

no infectado (trabajos de Cohen, 67). Puede ser concluido que mientras 

los enzimas respiratorios están sin afectar por la infección, la síntesis de 

los factores bacterianos (posiblemente estos enzimas), esencial para la 

incrementada oxidación, es totalmente inhibida. €n confirmación con esta 

inhibición*^ del aumento enzimótico por la infección, Monod y Wol lmann 

(87) han demostrado que razas de E. coli infectados por virus B2 son 

incapaces de sintetizar enzim.as adaptatives para la utilización de la lacto

sa. Por ello, bacterias no adaptadas a la lactosa son incapaces de sintetizar 

virus en un medio cuya única fuente de C. es la lactosa. Por el contrario, 

células en Ids cuales los enzimas de adaptación eran sintetizados antes de 

la infección mantienen su respiración en presencia de este substrato después 

de la infección y son capaces de mantener la reproducción del virus en 

medios cuya única fuente de C. sea la lactosa. Resulta, pues, que la 

energía suministrada, la cual es determinada por el consumo de O y el 

R. Q., es la misma en la célula infectada, y en la cual funciona todo eí 

mecanismo que supone la síntesis del fago, que en la célula no infectada^, 

esta energía, para dicha síntesis, es primariamente un producto de la 

actividad enzimática del huésped desviada de su uso normal en la síntesis 

bacteriana. Casi todos, si no la total idad de los productos de la célula 

infectada, son componentes del fago,- por ello la energía para Id síntesis 

del fago es el elemento mayor de la energía total- suministrada en la 

total idad de la respiración. 
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Ahora bien, el problema a resolver es si la síntesis de la proteína y 

del DNA del fago es portada por el germen huésped o por el virus, o 

por ambos.- El aumento de N. y Ph. en el C. coli infectado son del mismo 

O'-den que en las bacterias no infectadas. Podía, pues, suponerse que 

esta síntesis iría acompañada por una cantidad similar de equipo enzimá-

tico que el del organismo. Ya que una partícula T2 es de un peso del 

orden de 10~^' gr. y una bacteria pesa alrededor de 1 0 " ^ gr. parece 

razonable concluir que, a menos que el fago contenga enzimas 1.000 

veces más eficaces que el promedio de los de la bacteria, el peso del fago 

és inadecuado para producir la cantidad de síntesis requerida en la 

elaboración del fago. Parece, pues, que la mayor parte del virus en su 

estructura polimérica de ácido nucleico y proteína es sintetizado por 

enzimas bacterianos. Sin embargo, recordemos cómo medios de cultivo 

muy apropiados para el desarrollo de bacterias no son buenos para la 

multiplicación del fago. Ha sido observado que el Ca. es esencial para la 

multiplicación de fagos sobre determinados gérmenes, y, sin embargo, no 

es indispensable para el desarrollo del huésped. Aunque una interpreta

ción podía ser la posible existencia de un enzima fago activado por el Co., 

esto no puede ser así, ya que el Ca. puede ser un esencial material es

tructural para estos fagos. Recientemente, Pardel y Williams (88), utili

zando el E. coli infectado con el T2r, T2r-[- y tS , comprueban después 

de la Infección un aumento de la actividad de la desosiribonucleasa, 

dentro de los 10' a 15', del 70, 100 y 30 por 100, respectivamente. Esto 

puede reflejar un incremento en la cantidad de la enzima o, como asegura 

Kozloff (8), una disminución en una inhibición de la enzima. La DNAasa 

podía jugar un papel en el degradamiento del DNA de la bacteria 

y, probablemente, en la síntesis del DNA del fago. Es también posible que 

la DNAasa originalmente presente en la bacteria sea diferente de la 

DNAasa que aparece después de la infección. La primera enzima inter

vendría en la formación del DNA bacteriano y la segunda en la del 

DNA viral . De esta sugestión no hay prueba demostrativa alguna, pero 

Pardee y Williams (88) hacen notar que la proporción de la síntesis del 

DNA en células intactas y la tasa de polimerización del DNA in vitro son 

numéricamente muy similares (alrededor de 1 milig. DNA por minuto, 

por miligr. de proteína). 

Pero, por otra parte, los trabajos de Grahan (90) han demostrado que 

el E. coli contiene un enzima que puede rápidamente degradar el DNA 

del fago T2; es probable, en este caso particular, que esta degradación 
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sea causada por una desosiribonucleasa presente en células normales, 

pero activada por las primeras partículas infectantes. De todo lo dicho 

parece deducirse que la partícula fago asume la dirección de la síntesis 

específica, conduce el mecanismo metabóíico bacteriano a producir los 

elementos necesarios del complejo fago. El mecanismo por el cual se 

diseña el nuevo protoplasma lo desconocemos. La bacteria infectada por 

un fago puede, sin embargo, sintetizar determinadas substancias que no 

están presentes en las células no infectadas. Por ejemplo, el DNA de los 

fagos T2, T4, Tó contiene en lugar de citdsina el 5-hidroxiímetil-citoHÍna 

(trabajos de Wiat t y Cohen, 38). Este cuerpo, como ya sabemos, no está 

presente ni en ^a bacteria huésped ni en ningún otro material biológico. 

La síntesis del DNA del fago debe vincular una síntesis de esta pirimidina. 

Así el fago infectivo no solamente reajusta el conjunto de elementos de 

construcción producidos por los enzimas bacterianos, sino que determina 

la síntesis de compuestos específicos. Esta determinación puede o no 

requerir la intervención de enzimas introducidos por el fago. De estq suges

tiva posibilidad, por el momento no hay comprobación experimental; pero 

claramente apunta a determinadas direcciones eñ la investigación que 

pueden demostrar o no esta hipótesis. 

e) Requerimientos nutritivos para el crecimiento del fago.—Es de sumo 

interés determinar el valor de determinados comp.uestos en la síntesis 

del virus, así como el de otros productos derivados de su metabolismo. 

Por ejemplo, conocemos que la raza coli B / 1 , menos triptofano, requiere 

este aminoácido para la multiplicación del fago T2, así como para el 

desarrollo bacteriano. Aun cuando el triptofano puede, en algunos sistemas, 

ser convertido en ácido nicotínico, esta deficiencia es experimentada, pero 

no observada en el E. coli B infectado por el T2 (trabajos de Fowler y 

Cohen, 91). No teniendo otros datos sobre el papel metabóíico del tripto

fano que ser uno de los metabólicos indispensables para la síntesis de la 

proteína, y conociendo el dato de que una célula infectada por T2 sin

tetiza solamente la proteína viral, se, puede concluir que el tr iptofano 

es esencial para la síntesis de la proteína T2. 

Ahora bien, si nosotros transferimos una raza de E. coli B de un medio 

a base de caldo común a un medio F, que contiene lactate amónico y 

sales inorgánicas, y es infectado por un fago T2, Fowler y Cohen (91) 

comprueban una marcada prolongación del tiempo de latencia y una 

reducción en el denominado volumen de ruptura en contraste con lo que 

se observa en el caldo común. La bacteria se desarrolla en este medio P 
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en la proporción de un cuarto menos que en el caldo. Por otra parte, 

si eliminamos del medio F las fuentes dé C. y N. no permite que un fago 

sea sintetizado. Los autores estudiaron curvas de crecimiento en organis

mos transferidos del caldo al medio F, al cual un determinado amino

ácido era añadido; tal estímulo se reflejó en una disminución del período 

de latencia o en un aumento del volumen de ruptura, o en ambas cosas; 

los compuestos añadidos fueron: L-fenilalamina, L-ócido arpóstico, L-proli-

na , L-lisina, L-valina, L-ócido glutómico. Ninguno de los factores nutritivos 

ensayados—más de 6 0 — reproducían el período de latencia y volumen 

de ruptura observado cuando eran incubados en el caldo común. El 

efecto inhibitorio era observado en el sistema con L-lisina, L-seria y L-

cysteína, cuando estos aminoácidos eran añadidos al medio mínimo. La 

inhibición producida por el L-leucina podía ser contrarrestada por la 

simultánea adición de valina, isoleucina o norrleucina. Se. pudo comprobar 

que una mezcla de aminoácidos, purina y pirimidinas, añadida al medio 

F, restauraba casi completamente el período de latencia y el volumen de 

Tupturg que era observado en el caldo. Estas observaciones condujeron a 

Fowler y Cohen (92), en un posterior trabajo, al empleo de otro grupo 

•de métodos para el estudio de mezclas que afectaran a la síntesis del 

virus. Observaron que la eliminación de algún aminoácido, como el tríp-

•tofano y la leucina del medio completo, solamente aumentaba ligera-

¿mente el período de latencia, pero reducía en forma clara el volumen 

d e ruptura. En un trabajo similar, pero utilizando bacterias infectadas 

en forma múltiple y en estos medios, observaron que la iniciación de la 

síntesis del DNA se retardaba cuando estos metabolites eran eliminados, 

pero el volumen de síntesis del DNA, una vez iniciada, era igual al del 

control. En estos experimentos se comprueba que el L-ácÍdo glutómico, L-

Ílistidina, L-leucina, L-metionina, L-triftofano, L-valina y adenina son com

puestos que deben estar presentes en el medio para que la producción 

d e virus alcance su máximo. Spizizen (93) ha obtenido similares resultados 

sobre la importancia de" aminoácidos y otras substancias para el des-

cirrollo de determinados fagos. En les medios utilizados, la única fuente 

de C eran los compuestos añadidos al medio. Infecta un cultivo en caldo 

aiutritivo y los transfiere a variados medios, en los cuales utiliza solución 

buffer con distintos aminoácidos y observa que el ácido glutómico es el 

compuesto que más eficazmente permite el desarrollo del fago. 

Más recientemente, Cohen (67) utiliza el E. coli creciendo en caldo, 

e l cudí es transferido a un buffer fosfato conteniendo 10 a g de distintos 
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ominoácidos, con o sin fago T2. La bacteria era separada del medio en 

distintos intervalos y el medio era analizado utilizando papel cromatográ-

fico unidimensional tratado con ninhyrdrina. Se utilizaron siete amino

ácidos. Mientras que las razas B. no infectadas alejaban el ácido dicar-

boxílico casi exclusivamente se comprueba una utilización más lenta de 

estos ácidos ominados por las bacterias infectadas. 

Ahora bien, los datos útiles sobre la inhibición del crecimiento del fago 

por competidores antimetabolitos son muy escasos. Delbruck y Luria (94), 

en un breve reportaje, describen la reversión por el PABA dé la inhibición 

del crecimiento del fago inhibido por la sulfatiazona. Cohen y Fowler 

(95) han aportado un detallado estudio sobre la acción inhibidora del 

ó-metil-triftofano (5MT) sobre la síntesis del T2. Este cuerpo es un compe

tidor específico del tr i f tofano en la síntesis de la proteína. El 5MT inhibe 

el desarrollo bacteriano sin inhibición del consumo de O., y no inactiva 

el fago T 2 r + . En una baja concentración bacteriana él puede prevenir 

el crecimiento del fago si la concentración molecular es también baja. 

Si este cuerpo es añadido antes de la contaminación del cultivo o en la 

primera mitad del período latente en un medio F. las bacterios no liberan 

virus si hay ausencia de triftofano en el medio. Si el compuesto es añadido 

a los 12' después de la infección se observa la liberación de virus. El fago 

Inhibido en su multiplicación por el 5MT puede formar placas al ser sem

brado en el medio apropiado; esto supone que esta inhibición ha sido 

revocado posiblem'ente por el tr iptofano contenido en el medio de agar 

caldo sembrado. En efecto, se ha observado que pequeñas cantidades de 

tr iptofano pueden anular esta inhibición permitiendo la inmediata recu

peración del desarrollo del fago. De todo ello se deduce que el 5hAT 

detiene un proceso que requiere triftofqno en los primeros minutos de lo 

Infección. Si el 5MT es utilizado pora interrumpir el período de latencio 

a los 12' de un período de 27', y el triftofano es añadido 15' más 

tarde, todo se desarrolla en formo normal. Muchos inhibidores del cre

cimiento de virus, como el 5MT, cianuro, proflavina, pueden causar lo 

lisis de las bacterios infectadas, pero no los de los no infectadas, y de 

este modo provocan lo esterilización con respecto al virus de una pobloc'ón 

que contiene células normales e infectadas. 

F) La citología bacteriana y la infección por el fago. 

Los trabajos de Luria y Human (96) y Murray y Gillen (97), llevados 

a cobo en el coli infectado con el T2, son muy demostrativos. Los observo-
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ciones fueron hechas en bacterias teñidas con el método de Piekarski-

Robinow. Antes de la infección se observaron dos a cuatro cuerpos nuclea

res coloreados en el interior de la célula. 5' después de la infección por 

el 12 se comprueba una alteración en la morfología del núcleo bacteriano 

y de su contenido en DNA. El núcleo aparece roto y desplazado, formando 

masas que se sitúan en la periferia de la célula. En el microscopio con 

campo obscuro, la célula viva no infectada aparece como un cuerpo 

alargado, cuyo contorno es lo único visible. El interior aparece compa

ctamente obscuro. En la infectada se observa la presencia en su superficie 

de desparramados granulos, y el número de éstos parece ser similar a la 

intensidad de la infección. Por último, el interior de la bacteria se llena 

de pequeñas partículas en violento movimiento. Con fago 15, donde el 

período de latencia es más largo, hay un intervalo de tiempo entra el 

degradamiento nuclear y la aparición de la nueva cromatina. Durante 

este intervalo ninguna estructura celular da la reacción citoquímica del 

DNA, aun cuando el DNA está ya presente en la célula. La ruptura de 

la bacteria puede tener lugar de varias maneras. Las pequeñas partículas 

interiores se pueden congregar cerca de la zona media de la bacteria, 

que se hincha, adquiere un aspecto esférico y rompe, cientos de partículas 

se desparraman y estos fagos se difunden lentamente por la preparación.' 

Una bacteria grande puede romperse en dos y una mitad engranada en 

la otra poco a poco se desenganchan, mientras que los fagos ñu/en 

por la abertura. Algunas veces la bacteria infectada puede hincharse 

en su forma esférica, pero no romper, no liberando fagos. No cabe duda 

que las partículas que son identificadas como fagos emergen del interior 

de la bacteria rota. Estos cambios nos explican el porqué las bacterias 

muertas por el fago no pueden reproducirse. Ello también nos sugiere el 

que la redirección de la síntesis pueda ser debida a la eliminación de los 

genes bacterianos como determinantes de la especificidad protoplasmá-

tica con sü reemplazamiento por los genes fago. 

Recientemente, Beutner y colaboradores (98), utilizando el microscopio 

de luz y el electrónico, han estudiado la citología del coli B infectado 

con el fago 12. Colorean sus preparaciones según la técnica de Feulgen 

y la de De Lamater, confirmando los resultados obtenidos por Luria y 

Humann (9ó), Murray, Gillen y Heagy (97); la cromatina pierde su con

figuración y posición característica durante la primera mitad del período 

de latencia, y los corpúsculos nucleares Feulgen positivos de la bacteria 

son rotos y desplazados a la periferia de la célula, quedando, sin embargo,^ 
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ésta todavía intacta. La desintegración del núcleo está en concordancia 

con la degradación del DNA nuclear y el paso de sus constituyentes a 

los nuevos fagos. El relleno de las células por el material FeuIgen positivo 

está de acuerdo con la síntesis del nuevo DNA por las células infectadas, 

síntesis que utiliza, según hemos ya revisado en capítulo anterior, mate

riales procedentes del medio ambiente; con el microscopio electrónico se 

comprueba en la primera mitad del período de latencia que el aspecto 

obscuro y claro de la célula se encuentra reemplazado por áreas veslco-

lasas al borde de las células. La segunda mitad del, período de latencia 

está caracterizado por cambios manifiestos de la textura del protoplasma 

y por la formación gradual interna, primero por los «anlagen» del fogo, 

después por el nuevO' fago ya completo. 

Ahora bien, en relación a la síntesis por la bacteria infectada de 

componentes específicos del fago, tal como el hidrosil-metil-citosina, el 

cuadro citológico sugiere que el papel del fago podría ser introducir 

determinantes genéticos específicos para la producción de los enzimas 

necesarios. Así, el virus podría introducir un nuevo sistema enzimático 

dentro de la célula huésped, no como enzimas fago preformados, ?ino 

como tipos genéticos para la síntesis enzímática. Una interesante confir

mación de este punto de vista es la observación llevada a cabo sobre 

colis esterilizados por la mostaza nitrogenada, los trabajos de Herriot 

(99) demuestran que estas células sintetizan no el DNA, sino el acumulado 

RNA. La infección con fago T2 causa una inmediata suspensión de la 

síntesis del RNA y una recuperación de la síntesis del DNA seguido por 

lisis con liberación de fago. Aquí el fago parece haber contribuido al 

necesario DNA para su propia síntesis. La sustitución de genes fago por 

genes huésped, como consecuencia de una infección, ha sido' descrita por 

Luria (100) como parasitismo en el nivel genético. Los fenómenos citoquí-

micos observados en el sistema de fagos T no están presentes en todos 

los sistemas fago-huésped. En muchos otros sistemas, el RNA y su síntesis 

enzimático continúa hasta la lisis, y el único cambio comprobable en el 

sistema enzimático es un retardo de varios minutos en la síntesis del DNA 

(trabajos de Siminovicht y Rapkine, 101). Esto sugiere que el cambio del 

DNA del huésped al DNA del fago es el momento crítico, mientras que 

los otros cambios en la pauta de síntesis pueden ser restringidos a casos 

especiales. 

(Continuará.) 
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I N F O R M A C I Ó N 

ACTAS PE LA SOCIEDAD 

MADRID 

Acta de la sesión celebrada el día 7 de marzo de 1955. 

Bajo la presidencia de don Gerardo Clavero del Campo, y actuando 

como Secretario don Lorenzo Vilas, se abre la sesión a las 20,15 horas en 

la sala de actos del Instituto «Daza de Valdés», de Optica, del C. S. I. C , 

Serrano, 121. 

Se aprueba el acta de la sesión anterior. Son admitidos como socios 

de número la Srta. Eulalia Cabezas de Herrera Sánchez, Farmacéutica, de 

Madrid, presentada por don Lorenzo Vilas, y la Srta. María Aparicio; 

Srta. Ramona Beltró Martínez de Velasco, Farmacéutica, de Madrid, pre

sentada por don Lorenzo Vilas y don Román Vicente; don Manuel Ribeiro 

Mvarques Gomes, Ingeniero Agrónomo, de Sacavem (Portugal), presentado 

por don Miguel Rubio y don Julio Rodríguez Villanuevo; Srta. Elena Contri 

Cruz, Farmacéutica, de Madrid, presentada por don Lorenzo Vilas y don 

Miguel Rubio. 

Don Vicente Callao traza una semblanza del Dr. Antonio Ruiz Falcó, a 

cuya memoria se dedica esta sesión, destacando, ¡unto a sus valores huma

nos, su paso por el laboratorio de Ramón y Cajal, donde inició su prepa

ración microbiológica, y sus cualidades pedagógicas, puestas de manifiesto 

en e! Instituto de Higiene Alfonso XIII y en la Cátedra de Microbiología de 

la Facultad de Medicina. A continuación, son recordadas diversas facetas 

del que fué ilustre y querido Presidente de la Sociedad por los señores 

Urgoiti, Socios y Vilas. Cierra el acto el señor Presidente, haciendo resal

tar las actividades sanitarias del Dr. Ruiz Falcó, Maestro cordial' y sencillo 

de buen número de promociones de microbiólogos. 

Y no habiendo más asuntos que tratar, se levanta la sesión a las 21,10 

horas. 


