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INSTITUTO «JAIME FERRAN»,, DE MICROBIOLOGIA

UN VIRUS POLIEDRICO EN STILPNOTIA
SALICIS (L.) (LEPIDOPTERA, LYMANTRIIDAE)

POR

MicueL RUBIO-HUERTOS y Joaquin TEMPLADO

Stilpnotia salicis (L.) (foto 1) constituye,en su fase larvaria 1(foto 2),
una plaga importante de los chopos, dlamos y sauces.

Hasta ahora no se habia descrito ningtin virus que afectase a este
insecto, pero desde la primavera de 1957 hemos encontrado repetidas
veces, en los chopos de la Ciudad Universitaria (Madrid), orugas de
S. salicis que presentaban sintomas de estar atacadas por virus: las
orugas colgaban flicidas, agarradas con sus patas abdominales a la
corteza del tronco. Se hicieron con algunas de ellas preparaciones que,
examinadas al microscopio, mostraron que se trataba de una poliedro-
sis, la cual ha podido ser transmitida a orugas sanas, criadas en insectario.

Una descripcién sumaria del virus causante de la enfermedad, su
infectividad, localizacién en el cuerpo del insecto, etc., constituyen el tema
de esta breve nota.

MATERIAL Y METODOS

Las larvas de S. Salicis utilizadas en esta investigacién fueron reco-
gidas en la primavera del afio pasado en chopos muy atacados (foto 3) de
la Ciudad Universitaria, y se instalaron en insectario para seguir su
desarrollo. Mientras S. salicis presenta al aire libre dos generaciones al
afio en los alrededores de Madrid, en el laboratorio se consigue parcial-
mente una tercera.

La fuente del virus fué una oruga infectada, recogida en el mismo
lugar que las anteriores; de ella se obtuvieron los poliedros puros por
centrifugacion fraccionada.
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Con los poliedros purificados se inocularon por via parenteral larvas
nacidas en insectario, y a otra serie de estas larvas se les suministraron
los poliedros en una suspensién con las hojas de chopo que constituian
su alimento.

Los poliedros fueron observados al microscopio electronico, prime-
ro, directamente, y segundo, tras disolucién de la proteina del poliedro
con carbonato calcico al 10 %, dufante una hora, seguida de centrifu-
gaciéon y suspension en agua destilada para poder observar el virus. Las
preparaciones se sombrearon con paladio. El microscopio electrénico em-
pleado fué el R-C-A, modelo 1946, del Instituto “Daza de Valdés”, de
Optica, del C. S. I. C. de Madrid (*). Los cortes histologicos hechos se-
gln la técnica de impregnacién e inclusion en parafina, se tifieron por
diferentes métodos de tincidén: hematoxilina de Delafield, floxina, Giem-
sa, etc., obteniéndose los mejores resultados con el método de Giemsa.

RESULTADOS

De las larvas infectadas por via bucal, el 95 por 100 resultaron in-
fectadas, muriendo al cabo de 8-12 dias de tipica virosis. De las infec-
tadas por via parenteral, casi todas murieron, pero algunas de ellas
creemos que lo fueron mas bien por la herida producida al inyectarles
el virus.

La aparicién de tipicas inclusiones de tipo poliédrico fué observada
en las larvas infectadas; estas inclusiones se encuentran localizadas en
los ntcleos de las células del tejido graso de las larvas (foto 4), consti-
tuyendo, por lo tanto, una clara poliedrosis nuclear.

Los poliedros son de tamafio irregular y varian en sus dimensiones
desde 1,5 a 3,5 micras; su forma es también irregular.

La observacion, por medio del microscopio electrénico, de los po-
liedros intactos y disueltos ha mostrado que el virus .tiene forma de
bastoncillo y estd contenido, formando paquetes de varias particulas, en
una membrana o cipsula, varios de estos paquetes de particulas estan

(*) Nos complacemos en dar aqui las gracias al Dr. Fernando Catalina, Jefe
de la Seccion de Microscopia electrénica, del Instituto “Daza de Valdés”, de
Optica, por su ayuda técnica.
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~

& su vez englobados en una matriz proteinica, sin membrana externa,
que constituye la mayor parte de la inclusion poliédrica (foto 5).

Por las caracteristicas antedichas este virus parece un representante
tipico de los virus poliédricos del grupo Borrelina.

SUMMARY

A typical polihedral disease of the larva of Stilpnotia salicis (L.) is
described.

The polyhedra are of irregular shape and vary in size from about
1,5 — 3,5 microns. They are formed within the nuclei of the fat tissue
cells. ‘

A suspension of dissolved in 0,1 sodium carbonate polyhedra washed
in distilled water was observed under the electron microscope. Showing
that the virus is rod shaped and occurs in bundles surrounded by a
membrane. Several of these bundles are imbedded in a proteinic matrix
forming the polyhedral inclusion body.
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Foro 1.
Stilpnotia salicis (I..): mariposas macho y hembra.

Foro 2.
S. salicis: orugas.

Foro 3.
Estado de los arboles atacados por S. salicis.
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Foro 4.

Seccién a través del cuerpo graso de la larva infectada de S. salicis; notense
los poliedros refrigerantes llenando los niicleos. Tincién Giemsa.

Foro 3.

Poliedros parcialmente disueltos y una bacteria contaminante. En uno de los
poliedros se observan las capsulas que contienen las particulas de virus.
Microscopio electrénico. X 20.000.
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INSTITUTO «JAIME FERRAN», DE MICROBIOLOGIA
SECCION DE BIOLOGIA MICROBIANA

DETECCION DE ANTIBIOTICOS EN LECHE, SOBRE
SILUETAS DE PAPEL DE FILTRO IMPREGNADO

POR
A. PORTOLES

Al revisar brevemente la terapéutica mas eficaz, preconizada en los
casos de mastitis de vacas lecheras, nos encontramos que las soluciones
topicas con 250 U.-de penicilina/cc., que, en principio (1947), se usaron
en EE. UU,, han variado, de acuerdo con la aparicion —cada dia mas
frecuente— de cepas antibidtico-resistentes; asi, antes no se creia nece-
sario tratamiento parenteral, que mas tarde fué, sin embargo, recomen-
dado con pautas aproximadas de 100.000 U. durante cuatro dias sucesi-
vos. Para esta introduccion bibliografica en busca de antecedentes que nos
lleven al conocimiento de la terapia de las mastitis y presencia de anti-
hiéticos en leche, se han consultado los trabajos de Florestano y
Bahler (21) y los de Dierhofer (17), quienes demuestran que los an-
tibiticos mas utilizados con estos fines son penicilina y estreptomicina,
aunque en ocasiones se recomienden pomadas de cloromicetina al 2 %,
inyecciones intramusculares diarias de un gramo de terramicina u otros
antibiéticos; los de Richou y Thieulin (48), referentes a lo rapido, a
la vez que efimero de su accién, debido a su pronta eliminacién, hecho
que no evita los problemas de antibidtico-resistencias (Alford, Heljo
y Mc Croy (1), ni de limitacién en la capacidad de produccién hasta 1/3
de lo normal (Blackburn (8).

De la eliminacién de antibiéticos por la leche y sus consecuencias de
inhibicién en los microorganismos de tipo lactico, se han ocupado: Har-
mon (28) en Texas, Bryan (11) en Michigan y Johns (30) en Otawa,
asi como Calbert (12), Berridge (5) y Obiger (42) relacionan las inci-
dencias de estos antibidticos con las interferencias que pudieran provo-
car en la fabricacién de mantequilla y queso. Welch, Jester y Bur-

la
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ton (62) determinan las concentraciones en muestras de leche de dieci-
séis regiones de EE. UU., las cuales oscilan de 0,03 a 0,8 Ufcc., en
tanto que para Grecue y Bell es de 10 p. p. m.; Schipper (51) hace
también estas determinaciones, pero sobre muestras de tejidos de diver-
sas partes de las glindulas mamarias, para comprobar su difusién.

La otra causa responsable de la presencia de sustancias antibidticas
en leche puede ser su posible empleo como agente conservador, segtin
lo demuestran las experiencias de Grecue y Bell (27) y los amplios tra-
bajos de Ray (47) y Tollenaar y Mossel (59).

Respecto a posibles fendmenos de sensibilizacién en personas enfer-
mas por consumo de leche con antibidticos, existen teorias contradicto-
rias; por una parte Welch y cols. defienden la inocuidad de estas dosis
de antibidticos, frente a las opiniones de Bryan, de un lado, y de
Stoltz y Hankinson (54) de otro, quienes encontraron que personas
sometidas experimentalmente durante cinco dias consecutivos a la ad-
ministracién de 500 ¢. c. de leche que contenia estreptomicina o aureo-
micina (50 mgrs. y 125 mgrs., respectivamente), s1§1fren los efectos de
disfuncién en las bacterias coliformes del tramo intestinal; sin embar-
2o, estas mismas experiencias resultaron negativas para la penicilina, aun
cuando si se produjeron algunos casos de alteraciones intestinales ad-
ministrando 5o U./cc. diarias, durante quince dias, o 500 U./cc. du-
rante cinco dias.

No es de extrafiar, por tanto, que la presencia de antibi6ticos en
leche cree un gran problema en los establecimientos sanitarios, segtin
afirman Nutting y Barber (41) y Krienke (33), y que Calbert solicite
intervencién legal que obligue a descartar la leche procedente de seis
ordefios consecutivos al cese del tratamiento por antibidticos.

Respecto a los efectos de los antibi6ticos sobre la microflora de la
leche y productos licteos en general, encontramos en primer lugar, la
publicacién de Stoltz y Hankinson (55) referentes a los fenémenos de
inhibicién sobre “starters” lActicos; mis tarde Wilkowske y Krienke (65)
observan esto mismo en populaciones bacterianas lacticas, y Angelotti,
Weiser y cols. (2), sobre otras cepas mis comunes. También estudia
el efecto de bajas concentraciones de penicilina sobre “starters” para la
produccién de quesos Berridge (7), mientras que Galesloot (22) hace
parecidas experiencias sobre el yogourt, y otros investigadores, entre
ellos Claybauh y Welson (13), Stoltz y Hankinson (56), Pedersen y

2
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Moller-Madsen (44) y algunos maés, hacen interesantes trabajos de re-
visién sobre el efecto de los antibidticos en leche. :

Por otra parte, Churchill y cols. (16) proponen el uso de la prueba
de la fosfatasa de Stoltz-Hankinson, para enjuiciar de la calidad de la
ieche, sin que exista interferencia postantibiéticos; Thome (58), Wil-
kowse y Krienke (66), y Whitehead y Lane (64) estudian los efectos
de los antibidticos para la fabricacién de quesos y las variaciones en la
calidad de los mismos, en tanto que Rohrlich y Essner (49) observan
los desequilibrios del cociente de fermentacion acido lactico/acido acé-
tico, paralelos a los desequilibrios entre bacterias y levaduras por la apa-
ricion de antibidticos.

En cuanto a los antecedentes acerca de la dosificacion de antibioti-
cos en leche, hemos encontrado gran numero de trabajos (35, 61, 6o,
30,7, 18) basados en cultivos sobre medio lactico de cepas sensibles,
para comprobar después de la incubacién si se produce coagulacion de
la leche; otros (45, 41, 40, 23) valoran la presencia de estas sustancias
inhibidoras por la cantidad de acido lactico producido en condiciones
analogas a las anteriores o mediante pruebas de reduccién, y Mossel (39)
lo hace, también sobre medio liquido, pero utilizando un sencillo método
gasométrico. También puede determinarse la concentracion de antibidtico
en leche sobre medio solido, segiin se demuestra por la técnica “des
cupules” de Jacquets y Steeg (29) y por otras sobre discos de papel
impregnado (31, 52, 24).

Al hacer un bosquejo histérico de los métodos que para la investi-
gacién de antibi6ticos se fundan en técnicas de papel impregnado, nos
encontramos con que, desde los ensayos de Morley (38) y O’Toole (43)
sobre la posibilidad de determinacién de sensibilidad a los antibi6ticos
por medio de discos de papel impregnados, hasta las técnicas mas re-
cientes de Bondi, Spaulding, Smith y Dietz (9), Gould y Bowie (26),
Goldin y Sohn (25) y Fusillo y Kuhns (21 b), han sido unos cuantos
los investigadores que se han ocupado de este asunto: Kolmer, Spaulding
v Robinson (32) describen minuciosamente su técnica sobre discos de
papel,  mientras que Sweeney, Davis y Barnes (57), Christensen y
Lipsett (15), Arnold y Lett (3), Pike, Schulze y Mac Cullough (46),
Lind y Swanton (37) y Broom, Martineau y Young (10), publican di-
ferentes trabajos en los que se dan los resultados de pruebas de sensi-
bilidad para distintos antibidticos con varios microorganismos. Ello de-
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muestra que, al menos para las exigencias de la Clinica, estas técnicas
ban dado buenos resultados.

Mientras Ericson, Hogman y Wikman (20) hacen un estudio com-
pleto de los diferentes factores que influyen sobre las zonas de inhibi-
cién, y Balows y Barber (4) comparan los métodos sobre discos con-
vencionales, otros autores aportan procedimientos que tienden a mejorar
las técnicas, asi: Dudani y Ahuja (19) utilizan, en la preparaciéon de
las soluciones acuosas para impregnar una determinada cantidad de ace-
tona, con el fin de que la desecacion sea favorecida; Laszlo y Szabo (34)
siguen el método clasico, pero empleando el asa espiralada de Takatsy
para micrométodos serolégicos, a fin de conseguir una mayor exactitud
en las diluciones de una curva “standard”, y Cooper (14) estudia la teoria
de las zonas de inhibicién sobre el agar.

Métodos sobre silueta miltiple son el de Scherr (50), para diferen-
tes antibidticos y el presentado por nosotros en colaboracién con el Pro-
fesor Socias (53) para asociaciones de antibibticos, que es el que ha
dado origen a la presente Memoria que aqui se resume.

Al hacer una visién de conjunto sobre cuanto llevamos dicho, de
forma que resuma brevemente los diferentes aspectos de la cuestidn,
llegamos a lo que se puede considerar estado actual del problema:

a) Las vacas lecheras son tratadas por antibidticos (con inyecciones
intramamarias frecuentemente) para .combatir la mastitis producidas
por diversos gérmenes; estos antibidticos son eliminados en la leche
durante los cinco dias subsiguientes al tratamiento. Por otra parte, se
han efectuado algunos ensayos con vistas a utilizar estas sustancias como
agentes conservadores en la leche y productos lacticos, y aqui tenemos
los dos posibles origenes de estas sustancias inhibidoras en leche.

b) Los antibibticos que con mayor frecuencia se utilizan para estos
fines, son: penicilina, estreptomicina y aureomicina, aunque a veces se
encuentran citados también la terramicina, tetraciclina, bacitracina u
otros, que son estudiados a este respecto mas como via de ensayo que
como problema real.

¢) Las dosis citadas por los diferentes autores oscilan de 0,03 U. a
0,8 U. de penicilina/cc. y de 0,01 a 0,7 mgr. de estreptomicina o aureo-
micina/cc.

d) La actividad que estas concentraciones de antibiticos en leche
ejercen sobre los seres humanos es muy dicutida, ya que si bien unos

4
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autores opinan que no son capaces de provocar perjuicio alguno, otros
estan de acuerdo en mantener la idea de que la leche en estas condi-
ciones puede ser la causa de hipersensibilizaciones a estas sustancias, de
desequilibrios en la flora intestinal u otros trastornos.

e¢) Todos los autores estin de acuerdo, sin embargo, con que la
presencia de estas sustancias en la leche crea una serie de problemas en
ja industria- lechera, que se pueden resumir, en funcién de sus efectos,
del siguiente modo:

1. Inhibicién de las bacterias durante el almacenamiento de la

leche (a 7°C. durante cuarenta y ocho horas), provocando

confusiones al juzgarla segtin ‘““standard” hiolégicos.

Influyen directamente en los “tests” de reduccion.

Inhiben el metabolismo y desarrollo de los “starters” lacticos.

4. Modifican la morfologia y caracteristicas de la flora de las
leches &cidas.

@

5. La sensibilidad de los fermentos lacticos a los antibitticos
usuales se traduce por una enfermedad  de “egouttage” de
los quesos o una acidificacién insuficiente de las cremas.

6. Perturban las fermentaciones mixtas de bacterias y leva-
duras, modificando el cociente de fermentacién, ya que
inhiben el crecimiento bacteriano y mejoran aparentemente

‘el levaduriforme.

f) Es necesario un control de estas sustancias en los productos
lacticos. Este analisis puede efectuarse por métodos quimicos y biolo-
gicos. ,

g) Entre los métodos biologicos puede haberlos con intervencién
de reacciones guimicas, procedimientos fisicos de medida o tipicamente
microbioldgicos. En nuestra opinion todas las ventajas pertenecen, por
ahora, a los métodos microbiolégicos propiamente dichos, por lo que pro-
ponemos esta nueva técnica sobre papel de filtro en silueta multiple, con
las ventajas que se indicaran mas adelante.
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PARTE EXPERIMENTAL

En ella se expondran los ensayos o experiencias que nos conduciran
al establecimiento de las caracteristicas y condiciones de desarrollo de
la técnica que preconizamos como ftil para la investigacién de antibi6-
ticos en leche. Antes, hemos creido oportuno practicar pruebas con el
método clasico, para asi mejor establecer diferencias o enjuiciar sobre
su utilidad : ’

1) Comprobacion- del método cldsico de los discos de papel impregnado.

Mediante discos de papel cortado con un taladracorchos y dispuestos
sobre placas de Petri, que previamente tenian una capa de medio base
y a continuacién se le afiadié la capa de siembra, seglin técnica corriente,
hemos realizado ensayos para la deteccidén de antibidticos, impregnando
estos discos con muestras de leche. Después se incubaron las placas asi
preparadas, a 37° C. durante diez y seis horas, al cabo de las cuales se
bizo la lectura de resultados.

En primer lugar, preparamos muestras de leche con concentraciones
de antibidtico comprendidas dentro de las habituales dadas por algunos
autores y, posteriormente, a la vista de‘ los resultados, fuimos modifi-
cando segun los halos que se obtenian.

Los resultados de estos ensayos se resumen en el cuadro 1.

CUADRO 1
Easaves Concentracion de la Gotasfdisco Halos de inhibicién en mm.
y ) muestra Penicilina Estreptomicina | Aureomicina
I 0.05 U, c. c. penic. .. I - — —
5 y/c. c. estr. y aur. . 11 — . — -
11 ‘ — -
I 0,1 U/c. c. penic. ... 1

|

10 7/c. c. estr. y aur. 11 —
I - —

11 0,5 U/c. c. penic.... | — — -+
"~ | 50 y/c. ¢ estr y aur. 11 - — +

: 111 - — -+

v 1 U/c. c. penic. .... 1 0 10,5 16,5
50 y/c. c. estr. y aur. 1 - 14,5 16 18

11 24 25,5 . 21,5
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De donde se deduce que este método requiere trabajar con concentra-
ciones mayores del antibidtico en leche, de las que habitualmente se en-
cuentran, o bien, impregnar con mayores cantidades, utilizando varios
discos..., ;por qué no utilizar entonces la silueta miltiple, que tiene las
ventajas por nosotros apuntadas en el trabajo correspondiente? (53).

En la respuesta a este interrogante examinaremos diferentes detalles
técnicos que nos sirvan para la adaptacién de la técnica citada a los
procedimientos del laboratorio de analisis lactologico.

II) Adaptacion de la técnica en silueta miiltiple.

~ Ya en nuestro primer trabajo referente a este método (53) hicimos
ias oportunas consideraciones acerca de las diferentes variables a tener
en cuenta antes de desarrollar una técnica de este tipo. No pretendemos
examinar aqui el porqué de cada decision en el “modus operandi”, ya
que para precisar los fundamentos de esta técnica se remite al trabajo
citado. .
Los gérmenes utilizados en estos ensayos han sido: Staphylococcus
wureus, cepa Londres, Escherichia coli, cepa N. C. T. C. 8 Oxford y
Bacillus subtilis var. niger.

Los antibidticos utilizados son: penicilina G. sédica crist. Merck
(1.667 O. U./mgr.); dihidroestreptomicina, sulfato Merck (8co
gam/mgr.), y aureomicina, clorhidrato Lederle (1.000 gam/mgr.).

Las escalas de dilucion utilizadas son de dos tipos: unas pertenecen
a los ensayos experimentales y otras a la técnica propiamente dicha, y
lo mismo podemos decir de las cantidades a impregnar en las siluetas
utilizadas. Las concentraciones que se hacen intervenir en estds expe-
riencias son calculadas de acuerdo con los antecedentes bibliogréaficos y
algunos ensayos experimentales previos, de acuerdo con las concentra-
ciones mas frecuentemente encontradas en las muestras de leche y las
variaciones que éstas pueden sufrir segtin el momento de la toma y do-
sificacion terapéutica a que esté sometido el animal. Con los antibi6ticos
y agua destilada estéril se prepararon soluciones madre de 400 U/cc. de
penicilina, 1.000 gam/cc. de dihidroestreptomicina y 1.000 gam/cc. de
aureomicina, a partir de las cuales y con leche descremada, esterilizada
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y previamente sometida a la investigacion de sustancias inhibidoras (*),
se establecen las diluciones segin el cuadro 2.

‘CUADRO 2

Antibiéticos Concentraciones/c. c.

Penicilina U/c.c.....| 4—2—1—0,5—0,25—0,2— 0,1 — 0,05 — 0,025 — 0,012

Estreptomicina y au- :
reomicina y/c.c. .. | 500 — 250 — 125 — 62,5 — 50 — 25 — 12,5 — 6,25 — 3,12

De estas diluciones, a cada porcion correspondiente de silueta, se le
afiade con todo cuidado, mediante jeringuilla apropiada, las cantida-
des que se precisan segin las condiciones del ensayo, que oscilan de
0,02 a 0,I ¢. ¢. y con lo cual las concentraciones de antibiético alcan-
zadas para cada disco oscilan segiin las diferentes diluciones desde 0,4
a 0,008 U/cc. para la penicilina y desde 50 a 0,3 gam/cc. para estrep-
tomicina v aureomicina.

Para las pruebas de antibiogramas, se depositan con rapidez y cui-
dadosamente, las siluetas previamente preparadas, se incuban a 37° C.
durante catorce a dieciséis horas, al cabo de las cuales se puede hacer
la lectura de resultados.

IIT) Protocolo experimental para el desarrollo de la técmica.

Para llegar a los datos definitivos sobre los gérmenes, diluciones y
concentraciones mas idoneas para el mejor desarrollo de la técnica, es
preciso examinar por separado las distintas variables a considerar:
a), en cuanto a la idoneidad del germen a emplear; b), en cuanto a la
dilucién de la siembra; c), en cuanto a las concentraciones de los an-
tibidticos en las muestras de leche, y d), en cuanto a las concentracio-
nes de antibidtico.por disco y las cantidades a impregnar.

En cada experiencia se dispusieron tres placas para cada uno de los

~

(*) " Esta leche, empleada para las diluciones, se hirvié previamente, al objeto
de privarla de una actividad bacteriana de la lactenina (Bergamini (4 b), Auclair
y Portmann (3 b)).
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tres antibidticos ensayados, a fin de comprobar: el comportamiento de
los tres tipos de gérmenes indicados, capacidad de las dosis de impreg-
nacion y las concentraciones experimentales del antibidtico en leche.
Todo ello en cinco series de experiencias, cada una para diez concentra-
ciones diferentes por sustancia y repetidas tres veces, con un total de
165 ensayos, cuyos datos nos conducen a los resultados finales, que son
resumidos en el cuadro 3, y que es obligado tener en cuenta antes de
empezar los ensayos definitivos.

CUADRO 3
. Halos limites C tracién limit
Antibiéticos Gérmenes ensayados I?osis limite encontrados a:rzg:b{:fiegengbif
de impregnacién o lidad/c. c. de lechie
Penicilina . .....| Staphilococcus..| 0,02 U/disco. 11,5-16,5 0,5 Ulc.c.
B. subtilis........ 0,01-0,02 U/d. 11 -19 0,25 U/c. c.
Estreptomicina .| Staphilococcus..| 2,5 y/disco. 11-17 500 1/c.c.
| E. colic........... 1,5 y/disco. 11-25 25 qjc.c.
B. subtilis........ 0,5 1/disco. 11-27,5 12.57/c.c.
Aureomicina. ..! Staphilococcus..| 2,5-5y/disco. 9-11 250 1/c.c.
E. coli............| 0,25 y/disco. 12-25,5 2517/c. c.
B. subtilis........ 0,06 7/disco. 14-31 31/c. c.

Como observaciones complementarias al cuadro que precede y que
resumen definitivamente el estado del problema que se plantea, tenemos:
a) El B. subtilis var. niger es, de los tres gérmenes ensayados, el
que produce respuestas de inhibicién mejor controlables, capaces de po-
der seriar en una grafica de trayectoria casi regular, teniendo ademas la
ventaja de ser aprovechable para los tres antibidticos. ’
b) No existe comparacion- posible entre los halos producidos por
las mismas conc./disco, cuando varian las cantidades de impregnacion.
¢) Es necesario, por tanto, fijar exactamente las condiciones de
trabajo y repetir éstas con precision a fin de obtener resultados compa-
- rables dentro de un mismo antibidtico,. que, por otra parte, tendran di--
ferentes dosis minimas eficaces de impregnacién (Penicilina = 0,1 cc.;
estreptomicina = 0,08 cc.; aureomicina = 0,02 cc.).
En cuanto a la dilucién del inéculo, podemos decir que hemos com-

9
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probado que los mejores resultados se obtienen interponiendo en el me-
dio que se emplea para capa de siembra, 2 c. ¢. de una suspensién en
sol. salina estéril con, aproximadamente, 200 millones de bacterias/cc.
Inéculos de menor riqueza pueden perturbar la lectura de resultados,
mientras que si sobrepasan esta concentracién, pueden vencer las debi-
iisimas inhibiciones provocadas por las concentraciones méas pequefias de
las muestras ensayadas.

También creemos oportuno advertir qué la carga de los discos se
hace tanto mas comoda y fécilmente cuanto mayor es el grado de se-
quedad en las siluetas, evitando al mismo tiempo una mayor difusidn

de los liquidos.

1V) Ensayos definitivos de respuesta gradual de halos de inhibicién.

A la vista de los resultados anteriormente conseguidos, y una vez
fijadas las mejores condiciones para obtener buenos resultados, se esta-
blecen experiencias con vistas a conseguir halos que reflejen —dentro
de la limitacién biolégica del método— la concentraciéon aproximada de
sustancias inhibidoras de crecimiento bacteriano que la leche posea. Asi,
valiéndonos de dos siluetas multiples para cada antibiotico, se ensayaron,
segiin nuestra técnica, las diferentes muestras de leche, en las condicio-
nes experimentales y con los resultados que se indican en el cuadro 4.

Este grupo de ensayos definitivos nos ha permitido: 1), hacer una
mayor fragmentacién de las impregnaciones {con./disco) para seguir
observando con cierta regularidad la gradual respuesta del diametro del
halo a la concentracion del antibidtico; 2), comprobar una vez mas la
influencia de la cantidad de liquido impregnada en iguales o muy pa-
recidas conc./disco, y 3), que las pequefias conc./disco producen halos
de tamafios irregulares, que no guardan la proporcionalidad que parece
observarse con dosis superiores a 0,5 U. de penicilina 0o a 8 gam. de
estreptomicina/disco, mientras que la aureomicina sigue produciendo
siempre halos mas uniformes.

También tuvimos ocasion de comprobar que las siluetas impregna-
das y desecadas, conservan invariables su actividad a.temperaturas
de 2° a 0° C. durante veinticinco dias como minimo, mientras que pe-
riodos de tiempo superiores a treinta o mas dias provocan irregularida-
des en el tamafio de los halos.
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CUADRO 4
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Con esta sencilla técnica, creemos haber dado un método facil, ra-
pido y comodo para la deteccion de antibiéticos en leche, ya que per-
mite ensayar simultineamente cinco concentraciones distintas de una
muestra de leche problema, haciéndonos a la vez alguna idea de su con-
centracién. ' ’

V) Ensayos sobre la capacidad semicuantitativa del método.

Al comprobar que se obtenian tan buenos resultados en serie, pensa-
mos en buscar una mayor utilidad al método consiguiendo para él una téc~
nica que fuera a] menos—dada su imprecision biol6gica—semicuantitativa.

Si bien es verdad que obtuvimos alentadores resultados para ld aureo-
micina, también lo es para las otras dos sustancias, especialmente la
penicilina, los datos deseados fueron mucho mas dificiles de conseguir,
por lo que tuvimos necesidad de hacer una serie de determinaciones con
diferentes dosis de impregnacioén (0,02 — 0,04 — 0,06, — 0,08 y 0,I) ¥
para doce concentraciones distintas por antibidtico (de 4 a 0,025 U/cc.
de penicilina y de 500 a 20 gam./cc. de estreptomicina y aureomicina),
a fin de encontrar la minima cantidad de impregnacidon que era capaz’
de producir halos de inhibicién a la concentraciéon minima de antibio-
tico, y después la concentraciéon limite que a la maxima impregnacion
era capaz de producir halo.

Con estos datos como orientacion, se hicieron para cada antibi6tico
una serie de escalas, en las que se tienen en cuenta los valores medios
conseguidos entre las varias determinaciones efectuadas ( 3 6 5, segin
los casos), con objeto de lograr la aplicacion de estos ensayos hacia
una capacidad semicuantitativa del método, lo cual se logra acudiendo
a una interpretacion de resultados, que ha de ir precedida de algunas
advertencias, precisando el alcance de los datos que en ella han de
intervenir :

1. Es interesante hacer una clasificacion de tipo practico en fun-
cién de la posible accion del antibidtico sobre “starters”, quesos, etc., de
acuerdo con sus concentraciones en leche, mas que como referencia a
niveles exactos de sustancia inhibidora en liquido problema, o lo que
es lo mismo, establecer valores limites faciles de diferenciar, y que a
su vez sean caracteristicos en cuanto a actividad o alteraciones sobre
productos lacticos.
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I1I

2.° Las respuestas de inhibicién nunca son halos de didmetro fijo
e invariable, sino que se encuentran ligeras variaciones, aun dentro de
una misma concentracion, siendo imposible establecer diferencias- fijas
apreciables entre concehtraciones/disco tan proximas.

3-°

Al objeto de disminuir errores, tomaremos como datos a inter-

pretar, la suma de los cinco halos formados, en lugar de los valores
individuales medios, ya que hemos tenido ocasion de comprobar que
hay una correspondencia mas uniforme entre las sumas de didmetros
de halos y el nivel del antibidtico en la muestra lactea, que entre la
conc./disco y sus halos correspondientes.

4°

Los limites que se fijan, aun siendo establecidos de un modo

arbitrario por nosotros, reflejan conclusiones que para dichas concentra-
ciones han presentado algunos autores. _

 Hechas estas observaciones previas, tan sélo nos queda pasar a los
cuadros en los que se clasifican las posibles muestras, segtin propia in-
terpretaciéon semicuantitativa de los resultados que pudieran obtenerse.

(Cuadros 5 y 6.)

CUADRO V

Penicilina.
ACTIVIDAD " DOSIS LECTURA DE RESULTADOS
No producen efecto alguno. 0,05 U/cc. Dificilmente detectables.

Perjudiciales tan solo para
“starters” puros.

De 0,05 a 25 U/cc.

Se precisa montar dos siluetas
con concentraciones seriadas,
para detectarlas.

Retarda los procesos de fa-
bricacién de quesos.

De 0,25 a 0,5 U/cc.

Producen halo a partir del ter-

cer disco o suma inferior a
50 mm,

Fabricacion defectuosa de
cremas y quesos.

De'o,s a1 Ufcc.

Producen halos en todos los
discos, cuya suma en mm. va-
ria desde 55 a 8s.

diciales para enfermos, si
se administran mas de dos
semanas.

Por completo infitiles paraj De 1 a 2 U/cc. *| La suma de los cinco halos os-
industrias licteas. cila de 85 a 115 mm,
Pueden llegar a ser perju- 2 U/ce. La suma de los cinco halos

pasa de 120 mm.
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CUADRO 6
ESTREPTOMICINA AUREOMICINA
ACTIVIDADES COMUNES A . .
LECTURA DE RESULTADOS DOSIS AMBAS SUSTANCIAS DOSIS LECTURA DE KESULTADOS

Se precisan dos siluetas para 2qfc.c. 21q/c.c. Indicios en los dos tiltimos
detectarlos. Ligerisima actividad frente discos.

—_— a alguna especie 'lactica

Indicios de inhibicién en los dos 2ab57/c.c. aislada en cultivo. 2abq/c.c Halos en los tres dltimos
ultimos  discos. discos.

Halo en los tres filtimos discos| 10a50/c.c. | Accién manifiesta sobre ce-

o suma inferior a 50 mm. pas lacticas puras. .

Halo en todos los  discos; la| 50a1007/c c. | Concentraciones eficaces| 10a501'c.c. | Indicios o halos de inhibi-
suma de ellos es inferior a para perjudicar a los dis- cién en todos los discos,
05 mm. tintos tipos de “starters” pero sumando menos de

lacticos. 75 mm.
50a1007/c.c. | Las sumas de los cinco
. halos oscilan de 85 a

La suma de los cinco halos| 100a30017/c.c. | Producen cremas, quesos y 100 mm.

estd comprendida entre 95 y| otros derivados lacticos,
103 mm. anormales o alterados A
3 100 a 300 y/c. c. | Esta sumas estan compren-

didas entre 100 y 130 mm.

La suma de los cinco halos al-
canza desde 105 a 125 mm.

300 a 500 y/c. c.

3

Pueden causar trastornos en
la flora intestinal humana,

300 2 500 7/c. c.

Las sumas de los cinco ha-
los alcanzan desde 130
hasta 160 mm. o algo mas.

sp10140g 'p
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Y para terminar, después de cuanto llevamos expuesto, no nos que-
da mas que tratar del

VI) Desarrollo de la técnica propuesta.

a) Cortar, doblar y esterilizar las siluetas de papel, dentro de pla-
cas Petri, segin indicamos en nuestro primer trabajo (53).

b) Las siluetas, bien secas y estériles, se impregnan mediante las
jeringuillas indicadas, con 0,02 — 0,04 — 0,06 — 0,08 — 0,1 cc. de
leche problema para cada disco; a continuacién, se llevan a desecador de
vacio hasta su perfecta desecacion.

¢) Verter sobre placa Petri, de 15 cm., el medio base para obtener
una capa de unos dos milimetros y dejarla solidificar enfriando. Por
otra parte, a unos 7 c. c. del medio de siembra fundido y enfriado has-
a 45°C., se le afiaden 0,5 c. c. del indculo (suspension de B. subtilis
en sol. salina). Se agita por rotacion y se vierte sobre el medio base
para, una vez solidificado, secar durante treinta minutos en la estu-
fa a 37°C. ‘

e) Al cabo de este tiempo se colocan las siluetas, ya preparédas e
impregnadas, en las placas asi dispuestas. Se incuban a 37° C. durante
dieciséis a dieciocho horas, al cabo de las cuales se hace la lectura de
resultados y con ella la interpretacién, segin los cuadros que preceden
a este apartado. '

Este método ha sido aplicado con éxito a la detecciéon de antibidticos
en varias muestras de leche, de tres origenes distintos: de animales nor-
males, de animales enfermos y de muestras con concentraciones expe-
rimentales conocidas de determinados antibiéticos. Sus resultados los
resumimos agrupados a continuacion:

Grupo A.—Cincuenta y tres muestras de leche del comercio, de dis-
tintas procedencias. Todas dieron resultados negativos a esta deteccion
de sustancias antibiéticas. ‘ ’

Grupo B.—Por la imposibilidad material de conseguir suficiente na-
mero de muestras de leche, procedentes de vacas afectas de mastitis v
snmetidas a antibioterapia, no hemos podido disponer mas que de cinco
muestras en estas condiciones, pertenecientes a dos animales enfermos
y tratados con penicilina. En tres de ellas se detectd el antibidtico a
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dosis de 3 — 1 y 0,8 U./cc., respectivamente, mientras que en las otras
dos oscilaba de 0,6 a 0,25 U./cc. También tuvimos ocasién de hacer
estos ensayos sobre una muestra de leche procedente de un animal que
se estaba tratando por asociaciones de penicilina-estreptomicina, y ob-
tuvimos marcados halos de inhibiciéon, que consideramos a titulo de
observacion.

Grupo C—Con las 15 muestras (cinco para cada antibidtico) prepa-
radas a concentraciones conocidas, se obtuvieron los resultados espera-
dos, con un error inferior al 22 %, que era siempre por debajo de la
cantidad real del antibidtico en la muestra. '

CONSIDERACIONES SOBRE LOS RESULTADOS

Al examinar las técnicas en uso para la deteccion de antibidticos en
leche, por métodos microbiolégicos, hemos pensado en las ventajas de
la técnica de los discos de papel impregnado sobre la de los ensayos de
reduccidn, ya que en estos dltimos es facil predecir que nunca serdn
detectadas concentraciones mas bajas de las eficaces para la especie mi-
crobiana que se ensaya, o bien, que cuando hay exceso de indculo en
las zonas limites, pudiera haber algo de reduccién que indujese a error.

Revisando el método de los discos hemos comprobado que —sobre
todo para la penicilina— es preciso trabajar con concentraciones supe-
riores a las que con bastante frecuencia, segtin los datos bibliograficos,
pueden encontrarse; asi, concentraciones inferiores a 0,5 U./cc. de pe-
nicilina 0 50 gam./cc. de estreptomicina o aureomicina, dan lugar a re-
sultados dudosos o negativos. Estos errores pueden ser evitados em-
pleando varios discos, que se impregnan con cantidades variables de las
muestras problema y con ello surge entonces'—como método aconseja-
ble— la técnica de las siluetas matltiples. '

De una técnica ideada y puesta en uso, en colaboraciéon con el Pro-
fesor Socias, hemos hecho una adaptacién a la investigacién de anti-
bidticos en leche. ’

De los resultados obtenidos en los ensayos definitivos se deduce que
es una técnica que permite de un modo rapido y sencillo detectar la
presencia de substancias antibidticas en la leche.

Con el uso de estas siluetas multiples se reduce el tiempo y el tra-
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bajo, asi como las posibilidades de contaminacién, en comparacion con
la técnica ordinaria de los discos. Por otra parte, la forma y disposicion
de las siluetas consiguen evitar las confusiones entre las distintas con-
centraciones que se hacen actuar, _

En vista de que los halos de inhibicién, dentro de ciertos limites,
guardaban manifiesta relacion con las concentraciones experimentales,
se establecié la técnica con caricter semicuantitativo por el estudio’ e
interpretacién de los resultados, segin una clasificacién convencional de
tipo practico, en relacién con su actividad frente a cepas, ‘“‘starters” o pro-
ductos lacticos.

Estudiada después la técnica sobre un total de 74 muestras experi-
mentales y de origen natural (de vacas enfermas y sanas), se han obte-
nido resultados satisfactorios para la investigacién de rutina, pese a tra-
tarse de una técnica en la que influyen tantas -variables. En las pruebas
con muestras de concentracion conocida, los niveles de antibidtico detec-
tados son siempre 17 a 21 % mas bajos de la concentracién real, que,
teniendo en cuenta las_ concentraciones tan minimas que intervienen, ca-
rece de importancia; por otra parte, ello pudiera ser debido, tanto a
error del método como g interferencias provocadas por la naturaleza
biolégica compleja de la muestra.

Cuando hay asociaciones de antibi6ticos, como en el caso, relativa-
mente frecuente de la penicilina-estreptomicina, los didmetros de los
halos de inhibicién son mucho. mayores e imposibles de interpretar. En
estos casos seria de aconsejar un tratamiento previo de una parte de la
muestra con penicilina para apreciar las diferencias.
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RESUMEN

1. Se hace una recopilacion bibliografica de los trabajos, en rela-
cién con el nuestro, fijando como resumen de la misma el estado actual
del rroblema que nos ocupa.

2° Después de ensayar la deteccién .de antibidticos con el clasico
método de los discos, se efectuaron pruebas para la adaptacion de la
técnica de impregnacion sobre papel de filtro en silueta multiple.

3.° Después de efectuar casi trescientas determinaciones de anti-
bidticos en leche, se estableci¢ una técnica rapida de apreciacion semi-
cuantitativa para la deteccién de sustancias antibi6ticas en leche, con las
ventajas que se examinan en las ;c,onsideraciones que preceden.

SUMMARY

In this work, there is a short summary of an application of the anti-
biogram technique on impregated paper in multiple silhouette for semi-
quantitative determination of penicillin, streptomycin and aureomycin
in milk. ‘

The results obtained from 74 samples are compared with those re-
ceived with the common disc method.
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