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SECCION DE MICROORGANISMOS PARASITOS DE LAS PLANTAS

ULTRAESTRUCTURA DE CELULAS DE PIMIENTO
INFECTADAS CON UN VIRUS
Y SU LOCALIZACION EN LAS MISMAS

-

por

M. RUBIO-HUERTOS y D. LOPEZ-ABELLA

INTRODUCCION

El estudio por medio de la microscopia electrdnica de la ultraestruc-
tura de las células de plantas infectadas por virus, ha demostrado ser
de gran interés en la identificacién y localizacién de las particulas de
virus en la célula huésped y, en algunos casos, ha permitido observar
fases correspondientes al desarrollo y formacién de las particulas de
virus, especialmente en el virus Mosaico del tabaco (2-3 y 10) y en el
virus «Petunia ringspot» (5-7), asi como su relacién con los diversos
organulos celulares.

En el presente trabajo hemos empleado las técnicas de secciones
ultrafinas y observacién al microscopio electrénico, para el estudio de la
ultraestructura de células de pimiento infectadas con un virus encon-
trado en Espaiia y que parece ser de considerable importancia econémi-
ca por su gran extensién en los cultivos de estas plantas.

MATERIALES Y METODOS
Virus
El virus procede de unas plantaciones de pimientos en Talavera de
la Reina (Toledo), en donde una gran mayoria de las plantas se encon-

traba infectada, presentando mosaico y deformacién de las hojas jéve-
nes y enanismo (figura 1).
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Microscopia electronica

Piezas de 2 mm de las hojas de pimiento, mostrando sintomas claros
de la infeccidn, fueron fijadas en una solucién de tetraéxido de osmio
al 1 por ciento, en amortiguador de acetato de veronal, a pH 6,9, duran-
te dos horas, a 4 °C; después se deshidrataron en concentraciones cre-
cientes de acetona y se incluyeron en durcupan, endureciéndose en
estufa a 55 °C, durante treinta y seis horas.

Las secciones se realizaron con ultramicrotomo LKB, con cuchilla
de vidrio, obteniéndose frecuentemente series de méds de quince cortes;
éstos se estiraron con vapores de cloroformo y se montaron en rejillas
cubiertas de formvar. Generalmente, los cortes se tifieron, una vez
montados, con citrato de plomo.

Para el examen de los cortes se utilizé el microscopio electrénico
Siemens Elmiskop I, del Servicio de Microscopia Electrénica, de la
Divisién de Ciencias, del C. S. I. C., de Madrid, operando a 60 y 80 kV.

RESULTADOS

Las células del mesofilo de hojas infectadas revelaron diversos tipos
de inclusiones en el citoplasma de las mismas. Siendo las mds corrientes
las inclusiones en roseta, en anillos y formando placas irregulares.

Las rosetas y los anillos excéntricos, los habiamos encontrado en
infecciones con virus de leguminosas, como, por ejemplo, el virus
«red clover vein mosaic» y han sido descritos también por otros autores
en otras virosis, aunque nunca se ha encontrado su correspondencia
tridimensional, o si estan formadas por particulas de virus u otras
sustancias. Gracias a la obtencién de cortes seriados hemos podido
seguir en profundidad algunas de estas inclusiones, de manera que ha
sido posible el reconstruir o visualizar el cmo estidn estas inclusiones
dentro del citoplasma de una manera tridimensional. Asi hemos podido
comprobar que las secciones de una roseta se contindan en profundidad
en mas de diez cortes seriados, lo que da una longitud a la roseta de
aproximadamente 750 my, cambiando algo el aspecto de la inclusion al
profundizar, debido a su irregularidad en el plano longitudinal (figu-
ras 4-7). '

Las rosetas, como indica su nombre (figuras 8 y 8), y vistas sola-



Figura 1. Planta de pimiento mos- Figura 2. Tdbulos en el citoplasma

trando sintomas de virosis en las de una célula infectada, posiblemen-
hojas superiores te aparato de Golgi modificado.
x 30.000

Figura 3. Vista de las inclusiones en el citoplasma, cortadas en diferentes planos. Ro-
setas y placas. x 48.000



Figuras 4-7. Microfotografias de la misma inclusion en roseta, de una sucesion de
cortes seriados. x 48.000

Figura 8. Detalle de una inclusion en roseta. x 140.000



Figura 9. Inclusion en placa arrugada. x 43.000

Figura 10. Detalle de inclusién en placa. x 68.000
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mente en un corte transversal, son formaciones irregulares en las que
se advierte cierto orden helicoidal, incluso algunas de ellas (figura 8)
parecen completamente regulares, aunque siguiendo las secciones seria-
das se ve que no es asi: su forma es una hélice con un nimero de
brazos que varfan de 6 a 10, partiendo de un punto central; las hélices
o rosetas son indiferentemente dextré o levdgiras; el grosor de los
brazos es aproximadamente de 20-25 mpu.

Los anillos se encuentran a veces junto con las rosetas y su grosor
es variable.

Las inclusiones formando placas son muy numerosas y presentan
unos bordes y unas lineas bien definidas, y todas estas lfneas estan
unidas por una sustancia gris, suave, aparentemente homogénea, que se
diferencia bien del citoplasma, teniendo la apariencia general de una
placa o sidbana fina de forma rectangular y que estuviera retorcida y
arrugada, formando ademds largos pliegues longitudinales (figuras 3y
9-10). Observando las secciones seriadas de las rosetas y de las otras
inclusiones hemos podido establecer que se trata del mismo tipo de
inclusiones, unas veces cortadas transversalmente y otras, longitudinal-
mente, segtin las figuras 11-12.

Dentro de los cloroplastos, mitocondrias y nicleos de las plantas
infectadas, no hemos encontrado inclusiones de ningiin tipo. Los cloro-
plastos y las mitocondrias presentan un aspecto normal, igual a los de
la planta sana; sin embargo, hemos podido observar la formacién en
el citoplasma de una serie de tbulos que se acumulan en determina-
das regiones del mismo, de una manera parecida a lo observado en la
infeccidén con el virus «Petunia ringspot», en donde estas formaciones
parecen proceder de una hipertrofia del aparato de Golgi (7). Pero en
el caso del virus del pimiento que estudiamos, no nos ha sido
posible establecer que provengan de una modificacién de dicho
aparato (figura 2).

No hemos encontrado particulas de virus aisladas en el citoplasma
de las plantas infectadas.

DISCUSION

. La presencia de inclusiones en las células de plantas infectadas,
asi como su ausencia en aquellas pertenecientes a plantas sanas es evi-
dencia de que tienen su origen en la infeccién virica. En cuanto a la
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siones. También en otro tipo de virosis, como es el virus «severe etch»,
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las inclusiones intranucleares en forma cristalina se ha visto que estdn
formadas por particulas de virus (8), asi como las formadas en el cito-
plasma y que también forman rosetas mds irregulares que las del virus
que estudiamos aqui. Sin embargo, en virus que forman este tipo de
rosetas como el virus del pimiento, el virus «red clover vein» (6), el
«grey disease», del narciso (1) y el «wheat streak mosaic» (4); aunque se
sabe que el virus que causa la infeccién tiene particulas en forma de
bastoncillos en los tres casos y midiendo en todos ellos 18 X 650 mg
aproximadamente, en las rosetas no se pueden ver dichas particulas,
ni tampoco en las inclusiones en forma de placas o planchas finas.

Dada la tendencia de muchos virus a formar agrupaciones crista-
linas o paracristalinas es posible que estas inclusiones, que longitu-
dinalmente aparecen como placas y transversalmente como rosetas,
estén formadas por particulas de virus, tan intimamente unidas entre
si que sea dificil su observacién directa al microscopio electrénico.
En este supuesto, las particulas estarian dispuestas segun la figura 13.

Cremer y colaboradores, en 1960 (1), presentaron la hipdtesis de
que las inclusiones formadas por el virus «grey disease», del narciso esta-
rian formadas por una especie de sibana, como una hoja de papel
arrugado y plegado de manera irregular. Nuestro trabajo confirma esta
hipétesis, aunque es posible que ademds formen, no una sola hoja o
capa, sino varias, partiendo de un punto comun, para dar lugar a las
rosetas mas regulares. En el caso de las inclusiones en anillo, éste estaria
formado por la seccién transversal de una capa u hoja de forma tubu-
lar, como se puede observar en cortes longitudinales ligeramente trans-
versales, dando los tipicos aspectos de corte de tubos en pico de flauta,
que hemos observado frecuentemente.

RESUMEN

Se ha estudiado la ultraestructura al microscopio electrénico de
células de pimiento infectadas con un virus, por medio de secciones
ultrafinas seriadas de las hojas infectadas, habiendo podido observarse
inclusiones en el citoplasma, producidas por el virus en forma de
rosetas, de anillos y de capas irregulares. Se presenta un esquema tridi-
mensional de la manera que estas inclusiones se encuentran en la célula
y su posible composiciéon de particulas de virus.
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SUMMARY

Virus inclusions in the form of rossettes, rings and mat-shaped or

plate-shaped have been found in the cytoplasm of virus infected cells
of pepper (Capsicum annuum). Serial ultrathin sections of the cells
were studied in order to get a tridimensional picture of the inclusions.

10.

10

No inclusions were found in healthy leaves.
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IDENTIFICACION DE ESTEROLES EN LA GRASA
NEUTRA DEL CLOSTRIDIUM TETANI Y SUS
FORMAS L HJAS

por

M. SANTAOLALLA

INTRODUCCION

En trabajos anteriores (7-9), hemos realizado el estudio de los lipidos
del Agrobacterium tumefaciens, formas normal y L y de la Erwinia
carotovora, ambos gérmenes gram-negativos y patdgenos de plantas.
En la forma L del A. tumefaciens sefialdbamos la presencia de esteroles.

Aplicando técnicas idénticas y la cromatografia en capa fina, estu-
diamos la fraccion insaponificable de la grasa neutra de un microorga-
nismo gram-positivo, el Clostridium tetani y su forma L fija obtenida
por induccién con glicocola.

MATERIALES Y METODOS

Empleamos la forma normal del Clostridium tetani, procedente del
Instituto IBYS, de Madrid, conservada en este Centro por la Dra. C. Gon-
zélez. La forma L fija fue amablemente suministrada por los Dres. C.
Gonzédlez y M. Rubio, quienes la obtuvieron a partir del C. tetani por
induccién con glicocola (2).

Como medio de cultivo usamos el medio VF de Prevot, glucosado;
después de unas cuarenta horas en estufa, le afiadimos cantidad sufi-

Microblol, Espafi., 19 (1966), 87. 1
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ciente de formol hasta conseguir una concentracién del 8 por ciento y a
los cinco dias, separamos los cuerpos bacterianos por centrifugacion,
lavandolos a continuacidn tres veces con agua destilada estéril y secdn-
dolos en estufa hasta peso constante.

Extraccion y purificacion de la grasa

Extraemos la grasa neutra con una mezcla de alcohol absoluto - éter
sulfurico (3:1, v/v). A continuacién, la purificamos por tratamiento con
éter de petréleo de p.e. 40°-60 °C. Evaporamos el éter a temperatura
inferior a 50 °C y pesamos la grasa.

Investigacion de esteroles

Separamos los acidos grasos correspondientes a los glicéridos, y en
el insaponificable identificamos los esteroes por los métodos que se
indican seguidamente.

Reaccion de Liebermann

Consiste en afiadir anhidrido acético y una gota de acido sulftrico
concentrado a la disolucién cloroférmica del problema; la reaccion
positiva origina un color rojizo, que va pasando después a tonalidades
rosdceas y, finalmente, verdosas.

Cromatografia en capa fina

Como absorbente empleamos silicagel G, y usamos como disolvente,
hexano 4 éter sulfurico +- 4cido acético (50:50:2, v/v). Los reveladores
usados fueron:

Acido perclérico. Solucién al 2 por ciento; después de la pulverizacion
se calentaron las placas a 150 °C durante diez minutos.

Tricloruro de antimonio. Solucién a partes iguales, en peso, de triclo-
ruro de antimonio y 4cido acético; después de pulverizar, calentamos
las placas a 95 °C, durante cinco minutos.

Solucién de vainillina al 1 por ciento en dcido fosférico al 50 por ciento
Después de pulverizar, calentamos las placas a 120 °C, de diez-veinte
minutos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

De la forma normal sin esporas (para lo cual empleamos un cultivo
joven, de unas veinticuatro horas, aproximadamente), obtuvimos 15,6 mg
de grasa neutra pura, que representan el 0,22 por ciento referido al peso
seco de que partimos. A partir de cultivos mds viejos, de cuarenta y
ocho horas, obtenemos formas normales, juntamente con un 30 a 40 por
ciento de formas esporuladas o en comienzo de esporulacion; la canti-
dad de grasa neutra extraida de estos cultivos es de 45,3 mg, equivalentes
al 0,60 por ciento. De las formas L obtenemos 534 mg, que representan
un 1,09 por ciento.

Estos resultados de porcentajes de grasa obtenidos, coinciden con
resultados anteriores encontrados por nosotros (7 y 9) en estudios com-
parativos de grasas procedentes de formas normales y L. del Agrobacte-
rium tumefaciens, y también con los hallados por Rebel y colaborado-
res (4-6) y Nesbitt y Lennars (3), quienes, estudiando comparativamente
la grasa de la forma bacilar y L del Proteus P 18, encuentran mayor pro-
porcion de grasa en la forma L.

El insaponificable de la grasa correspondiente a la forma normal
con esporas y el procedente de la forma L dan positiva la reaccién de
Liebermann. ’

Por andlisis cromatografico en capa fina, a partir de ambos insa-
ponificables, caracterizamos, revelando con 4cido percldrico, dos man-
chas con Rf. de 0,50 y 0,63, correspondientes a cada uno de ellos; el
colesterol que empleamos como tipo dio un Rf de 0,54 e idéntica tona-
lidad de color. Placas idénticas obtenidas simultdneamente y reveladas
con solucion de vainillina denotaron también dos manchas con idénti-
cos Rf y del mismo color que la mancha correspondiente al colesterol
tipo. Revelando las placas con tricloruro de antimonio aparece una sola
mancha de color violeta en cada problema, con el mismo Rf del coles-
terol tipo.

No pudimos caracterizar esteroles en el insaponificable de la grasa
correspondiente a la forma normal sin esporas, aunque hemos de tener
en cuenta que operamos con una cantidad de grasa total de 15 mg, tres
o cuatro veces inferior a la obtenida de los otros microorganismos.

En trabajos anteriores ya resefiados (7 y 9), estudiando las grasas de
la forma L del Agrobacterium tumefaciens, bacteria gram-negativa,
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identificdbamos el colesterol como fraccién de aquélla, cuando eran
cultivadas en un medio que lo contenia, no encontrindolo si eran
cultivadas en medio sintético exento de este compuesto. Ahora, el ana-
lisis del componente graso de la forma L. de un microorganismo gram-
positivo, el Clostridium tetani, también nos permite identificar este-
roles en su composicién, cuando es cultivada en un medio que los
contiene; ademads, los encontramos en la grasa de la forma normal con
un determinado porcentaje de formas esporuladas. De los dos estero-
les identificados en la grasa de ambos microorganismos, el correspon-
diente a un Rf de 0,54 coincide en Rf y color producido con los distintos
reveladores, con el colesterol empleado como tipo; la otra mancha, con
un Rf de 0,63, origina al ser revelada idéntica tonalidad y hasta el mo-
mento no ha sido identificada.

Dichos trabajos anteriores coinciden plenamente con los también
citados de Rebel y colaboradores (4-6), quienes trabajando con la grasa
de la forma L del Proteus P18 aislan colesterol, cuando es cultivada en
un medio que lo contiene.

Argaman y Razin (1) encuentran colesterol y colesterol esterificado
entre los lipidos de diversas especies sapréfitas y pardsitas del género
Mycoplasma, y también sefialan, como nosotros, que pueden incorporar
estos compuestos del medio, pero no sintetizarlos, y ni siquiera en el caso
de los ésteres del colesterol, hidrolizarlos, sino que son incorporados
como tales ésteres.

RESUMEN

Se identifican dos esteroles, uno de ellos, el colesterol, mediante la
reaccién de Liebermann y cromatografia en capa fina sobre silicagel G,
en la grasa neutra del Clostridium tetani, con un 30-40 por ciento de
formas esporuladas; y también en las formas L de este microorganismo,
obtenidas a partir de la forma normal por induccién con glicocola. Am-
bos fueron cultivados en un medio que contenia esteroles.

SUMMARY

Two sterols, one of them cholesterol, were indentified by thin layer
chromatography in the neutral fat ot Clostridium tetani with a 30-40
per cent of sporulate forms and also in the fixed L forms of this micro-
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organism obtained by glycine. Both forms were grown in a medium
with steroids.
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OBSERVACIONES SOBRE CASOS ESPONTANEOS
DE TUBERCULOSIS ICTICA

por

D. A. CONROY (¥)

INTRODUCCION

En una serie de comunicaciones anteriores (6, 8-9, 11-12 y 17) se ha
seflalado el hallazgo de enfermedades motivadas por bacterias 4cido-
resistentes en los peces tropicales de acuario y otros, en la Argentina.
Las especies de peces de las cuales se han descrito dichas enfermedades
incluyen el neén (Hyphessobrycon innesi), los guramis perla y de tres
puntos (Trichogaster leeri y T. trichopterus) y la cinolebia o pez perla
argentino (Cynolebias bellottii). Otras investigaciones sobre la distri-
bucién de la tuberculosis ictica en este pais han llevado a su observacion
en el plati mejicano (Platypoecilus maculatus) y en el pez siamés
(Betta splendens).

Los platis se mantuvieron junto con algunos Lebistes (Lebistes re-
ticulatus) y peces espadas (Xiphophorus helleri) en un acuario comer-
cial, en la ciudad de Mar del Plata (Argentina). Los peces siameses se
colocaron en un acuario especial, subdividido en el interior para evitar
las actividades agresivas propias de esta especie.

La presente comunicacién tiene por objeto el describir los sin-
tomas demostrados por los peces enfermos y presentar una serie de
observaciones y conclusiones derivadas de un estudio de los mismos.

(*) Direccién actual: Marine Bacteriology Group, Unilever Research Labora-
tory, Aberdeen (Escocia).

Microbiol. Espafi., 19 (1966), 93. ’ 1



94 D. A. Conroy

MATERIALES Y METODOS EXPERIMENTALES

1) Sintomas

Para evitar, en cuanto sea posible, alguna confusién innecesaria de
los sintomas presentados por ambas especies, se describirdn por sepa-
rado.

a) Platypoecilus maculatus

Los platis enfermos mostraron un marcado enflaquecimiento del
cuerpo, €l cual fue en muchos casos acompafiado por una pérdida de
color y ojos de aspecto «hundido». Algunos de ellos presentaron tam-
bién pequefias zonas ulceradas en la cabeza y, o, en el cuerpo. El as-
pecto caracteristico de esos sintomas se ve én la figura 1. Todos los
platis asi afectados se ubicaban en un rincén del acuario, demostran-
do la mayorfa de ellos una marcada pérdida del apetito.

Uno de los ejemplares recibidos para su examen era una hembra
gravida, en la cual se observé al efectuarse la autopsia siete embriones
bien desarrollados en el ovario. Estos embriones fueron sacados del
cuerpo de la hembra, y se estudiaron con mayor detalle, tal como se
indicard a continuacién.

b) Betta splendens

Se observé un total de cinco machos durante el curso del trabajo,
todos ellos con una sintomatologfa parecida. Hubo una pérdida total
del color normal, una lepidortosis bien pronunciada, y en dos casos,
una marcada ulceracién de la cabeza y de la boca. Las aletas se man-
tuvieron pegadas al cuerpo, y hubo falta de movimiento.

2) Métodos diagnésticos

Un diagndstico previo de la infeccién como posible tuberculosis ic-
tica se hizo a base de la sintomatologia y del examen de las heces. Los
peces se colocaron individualmente en vasos de precipitacion, limpios,
mantenidos a 25 °C, y se sacé una pequefa cantidad de la materia fecal,
mediante una pipeta de Pasteur. Dicho material se traté por el método
de concentracién de Petroff, centrifugando el depdsito a 3.000 r/m, des-
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pués de neutralizar y lavar con agua destilada estéril. Posteriormente,
los frotis se colorearon por el método aconsejado por Bullock (5) para
bacterias 4cido-resistentes.

Dos platis (un macho y una hembra) y un pez siamés fueron sa-
crificados, y se prepararon inmediatamente una serie de frotis de las
partes ulceradas. Después de eso, cada pez se mojé con alcohol al
70 por ciento y se flamed ligeramente para destruir la flora bacteriana
de la superficie. Seguidamente fueron transferidos cada uno a una cap-
sula de Petri estéril y se practicé la autopsia. Se prepararon frotis de
todos los oOrganos internos principales, los cuales se colorearon por el
método arriba citado.

83) Aislamiento de bacterias dcido-resistentes

Después de haberse terminado la autopsia, se traté de aislar en cul-
tivo puro a las bacterias 4cido-resistentes a partir de aquellos drganos
en los cuales se les habia observado. En cada caso se eligié el rifidn,
el cual fue sometido en su totalidad al método de concentracion de
Petroff. Después de la digestion y neutralizacion correspondientes, el
material se lavé cuidadosamente con agua destilada estéril a la que
se habian agregado unas gotas de alcohol 4cido al 1 por ciento.

El total se centrifugé a 3.000 r/m durante quince minutos, después
de lo cual se sembré en estria el depdsito sobre medio de Lowenstein-
Jensen. Los medios se incubaron a la temperatura ambiente (alrededor
de 18 °C). En el caso de los peces siameses, se aplico también el mis-
mo procedimiento con las heces.

Se consideré de interés la investigacion de algunas de las propie-
dades bioquimicas de los organismos aislados, y con este objeto se pre-
paré una cantidad suficiente de tubos con medio mineral sintético de
Gordon y Smith (13), conteniendo el carbohidrato en estudio. Los tubos
se inocularon por puncién a partir de una emulsién acuosa de las bac-
terias, tomdndose las lecturas a los siete, catorce y veintiocho dias, res-
pectivamente.

4) Estudios sobre los embriones de platis

De especial interés fue el hallazgo de embriones maduros dentro
del ovario de la hembra grdvida de plati examinado. Al extraerse del
ovario, los embriones se lavaron con sumo cuidado con agua destilada
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96 D. A. Conroy

estéril, antes de la conservacién de seis de ellos en formol al 4 por cien-
to. El séptimo ejemplar se macerd entre dos portaobjetos, los cuales se
colorearon para determinar si habia bacterias 4cido-resistentes.
Posteriormente se examinaron con mds detalle dos embriones, por
lo que hubieron de ser montados en parafina. De cada uno de ellos,
se prepararon cortes seriados de un espesor de 3 y, utilizando un em-
brién para los cortes transversales y el otro para los cortes longitudi-
nales. La técnica de coloracion empleada fue la de Kinyoun (4) para
bacterias 4cido-resistentes en tejidos, y el examen de los preparados,
debidamente montados en bélsamo de Canad4, se llevé a cabo con un
microscopio 'Wild M 20, empleando un ocular de 15 aumentos.

5) Estudios quimioterdpicos

Habiéndose observado la presencia de bacterias 4cido-resistentes tan-
to en los platis como en los peces siameses, y habiéndose asimismo
aislado los organismos en cultivo puro a partir de ambas especies de
pez, se procedid al estudio de la accion del sulfato de kanamicina so-
bre las dos cepas. Se lavé cuidadosamente el cultivo en medio de Lowens-
tein-Jensen, con agua destilada estéril, se extrajo mediante una pipeta
de Pasteur y se colocé en un tubo de hemdlisis. Por comparacion con una
serie de tubos de nefelometria preparados en este laboratorio con clo-
ruro barico y 4cido sulfirico en solucion acuosa al 1 por ciento, res-
pectivamente, se ajusté la concentracién de células a alrededor de 500
millones/ml, siendo éstas utilizadas como suspensién patrén de cada
organismo.

Los ensayos in vitro se llevaron a cabo con el medio mineral sin-
tético de Gordon y Smith (13) conteniendo glucosa, de acuerdo con
la técnica sefialada al respecto por Conroy y Solarolo (10). Se empled
un testigo positivo (inoculado) y otro negativo (no inoculado), efectuan-
dose las lecturas a los siete y catorce dias, respectivamente. Los tubos
se mantuvieron a 22 ° C en un bafio Marfa «Astell», de temperatura
constante.

Al conocerse los resultados de los estudios in vitro, se hizo un en-
sayo con el objeto de aplicarlos in vivo. Se creyé que podria obtenerse
un juicio mas exacto de la accién del antibidtico aplicandolo en con-
diciones de uso corriente, mas que en condiciones de laboratorio. Se
idearon, por lo tanto, dos férmulas experimentales, Alimento experimen-
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tal A y Alimento experimental B, respectivamente. La composicién de
estos alimentos se detalla a continuacién:

Porcentaje

Alimento experimental A
Harina de maiz (Maizena) 10,00
Levadura en polvo (Zimasa) 40,00
Arroz en polvo 20,00
Leche en polvo (Nestlé) 9,99
Agar agar (Difco) . 10,00
«Farex» (Glaxb) 10,00
Sulfato de kanamicina (Bristol Laboratories Inc.) 0,01
100,00

Alimento experimental B
Levadura en polvo (Zimasa) 50,00
Higado en polvo (Difco) 30,00
Leche en polvo (Nestlé) 19,99
Sulfato de kanamicina (Bristol Laboratories Inc.) 0,01
100,00

Los componentes se mezclaron en un mortero, y los alimentos pre-
parados, conservados en frascos cerrados herméticamente.

Durante el curso de los estudios in vivo, los peces de ensayo fueron
aquellos de donde se habian obtenido los ejemplares enfermos origi-
nales. Se empleé un total de diez platis y cuatro peces siameses, to-
dos los cuales mostraron una sintomatologia tipica de la enfermedad,
tal como se ha sefialado arriba. Los platis se .colocaron en un acua-
rio limpio conteniendo 10 1 de agua, mientras los peces siameses se in-
trodujeron en otro igual con 5 1 de agua, el cual fue subdividido inte-
riormente mediante placas de vidrio. El sistema empleado fue el de
suministrar el alimento un dia si y otro no, alternando con larvas de
mosquito y Artemia sp. Todos los peces fueron privados de alimento
durante un periodo de tres dias antes de comenzar el experimento. Des-
pués de haberse suministrado el alimento experimental cinco veces con-
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secutivas, se prosiguié con alimento normal hasta completar treinta dias.
Se efectuaron exdmenes muy cuidadosos del aspecto general de los pe-
ces y de frotis de las heces, para detectar la presencia de bacterias
acido-resistentes. La dosis del sulfato de kanamicina se calculd
a base de la suposicion de que si no fuera aceptado el alimento por los
peces, la cantidad de antibidtico alcanzaria en el agua una concentra-
cién de 100 y/ml, aproximadamente. Se consideré de gran importancia
la observacién de que en el ser humano, la kanamicina se libera rapi-
damente por via renal. Por lo tanto, para evitar en todo lo posible un
estimulo artificial de la actividad renal en los peces por un alto con-
tenido proteico, el ‘Alimento experimental A se calculé de manera que
tuviera un contenido muy reducido de proteinas y un porcentaje ma-
yor de carbohidratos para inhibir la protedlisis durante los primeros
pasos de la digestion en el pez. Sin embargo, se observé que mientras
fue aceptado por los platis, no inspiré gran interés en los peces sia-
meses, razén por la cual tuvo que substituirse en estos peces por el
Alimento experimental B a partir de la primera toma.

RESULTADOS

a) Platypoecilus maculatus

Se observaron bacterias acido-resistentes en frotis de la dlcera exter-
na (figura 2), de las heces, del higado (figura 3) y del rifién y ovario
de la hembra gravida (figura 4).

b) Betta splendens

Fueron detectadas bacterias 4cido-resistentes en frotis de la ulcera
de la cabeza (figura 5), del rifién (figura 6) y de las heces (figura 7).
La presencia de dichas bacterias en las heces, tanto de los platis como
de los peces siameses, fue estrechamente asociada en una sintomato-
logia tipica de la tuberculosis ictica.

Organismos aislados

Se aislaron en cultivo puro bacterias 4cido-resistentes de los platis
y de los peces siameses, siendo designados los organismos Cepa M/A-4
y Cepa M/A-5, respectivamente.
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Figura 1. Platypoecilus maculatus. Aspecto de un macho adulto
con sintomas de la tuberculosis

Figura 2. P. maculatus. Frotis de la dlcera cefdlica, con grupo de bacterias dcidc-
resistentes. % 1.000



Figura 3. P. maculatus. Frotis del higado con grupo de bacterias dcido - resistentes.
x 1.000

Figura 4. P. maculatus. Frotis del ovario de la hembra grdvida, con grupos de
bacterias dcido-resistentes. x 1.000



Figura 5. Betta splendens. Frotis de la tilcera cefilica, con numerosas bacterias dcido-
resistentes. % 1.000

Figura 6. B. splendens. Frotis del rifién, con varios grupos de bacterias dcido-resistentes.
x 1.000



Figura 7. B. splendens. Frotis de las heces de un ejemplar enfermo, con numerosas
bacterias dcido-resistentes. % 1.000

Figura 8. P. maculatus.Macerado del embrién prenatal, con grupos de bacterias dcido-
resistentes. La foto corresponde al cuerpo. < 1.000



Figura 9. P. maculatus. Corte longitudinal del embrién prenatal, con grupo de bacterias
dcido-resistentes en la region esofdgica. x 1.000

Figura 10. P. maculatus. Corte longitudinal del embrién prenatal, con una scla bacteria
dcido-resistente en la region esofdgica. * 1.000
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La Cepa M/A-4 tard en desarrollarse en las primeras resiembras,
dando lugar a una pigmentacién amarillento-cremosa en el medio de
Lowenstein-Jensen. En los cultivos viejos sobre el mismo medio se ob-
serva una pigmentacién mds oscura. La forma de la colonia es lisa y
al principio, tiene aspecto de una cabeza de alfiler. Inicialmente tar-
dé cinco semanas en desarrollarse, pero después de varias resiembras
se observa desarrollo a partir de los diez o doce dias.

La Cepa M/A-5 dio lugar a un tipo de desarrollo mucho mas ru-
goso, parecido al del Mycobacterium bovis. Se produce una fuerte pig-
mentacion amarillo-anaranjada, tanto en la presencia como en ausen-
cia de luz. Las colonias son sumamente tenaces y es dificil emulsionar
el organismo en un vehiculo acuoso.

Se detallan algunas de las reacciones bioquimicas de estos dos or-
ganismos en el cuadro 1, y se estdn llevando a cabo en la actualidad
estudios intensivos con el objeto de establecer con mayor precisién la
identificacion taxonémica de los mismos.

Estudio de los embriones

Los embriones del plati demostraron la presencia de bacterias dci-
do-resistentes al examinarse microscépicamente. En el embrién que se
macer6 entre dos portaobjetos, se observaron varios grupos de estas bac-
terias (figura 8).

Un examen minucioso de los cortes transversales de un embridn no
reveld la presencia de dichas bacterias dentro del cuerpo mismo, aun-
que algunas fueron observadas em la superficie externa protegidas
por pequefias arrugas epidérmicas. Sin embargo, con respecto a los
cortes longitudinales, es de gran interés sefialar la observacién de bac-
terias acido-resistentes en los tejidos del cuerpo, a veces en forma de
pequefios grupos, a veces, solas (figuras 9-10). Mediante la preparacién
de cortes seriados, es posible establecer muy aproximadamente que la
regién en la cual se encontraron dichas bacterias estaba a una profun-
didad de 150-200 x con respecto a la superficie dorsal. Es de pensar
que la localizacién de las bacterias (figuras 9-10) corresponde a la re-
gién faringo-esofagica. El estudio dptico de la zona muestra que los or-
ganismos estaban situados dentro de los tejidos embrionarios.
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Cuadro 1

Microorganismo
Cepa M/A—4 Cepa M/A—5
Carbohidrato

Glucosa + (siete dias) + (siete dias)
Lactosa — —
Manitol — —
Maltosa —_ + (siete dias)

Sacarosa —_ —

Arabinosa — —
L-xilosa — —
Galactosa — —
D-levulosa — —
Glicerol — —
Dulcitol — —
Inulina — —_
Almidén — —

+ = positivo (dcido). — = negativo.

Estudios quimioterdpicos

Las cepas M/A-4 y M/A-5 demostraron poseer in vitro una con-
centracion inhibitoria minima de 1,6 y/ml y 50 y/ml, respectivamente,
con el sulfato de kanamicina. Los resultados de los estudios in vivo con
este antibidtico se detallan en el cuadro 2.

De todos los peces tratados con kanamicina, solamente uno se per-
di6: un pez siamés que antes del tratamiento habia presentado una
sintomatologia tan marcada que dio lugar a dudas de que el pez pu-
diera ser trasladado de un acuario a otro. No obstante, al morirse, el
mismo pez habia recuperado su coloracién normal, y asimismo habian
desaparecido por completo los sintomas de lepidortosis. Se presentaron
sefiales de ulceracidn cefalica, y las manifestaciones clinicas de la tu-
berculosis ictica estuvieron ausentes. Al efectuarse la autopsia, se ob-
servé que el rifién estaba casi destruido, por cuya razén se supuso que
la infeccién pudiera estar tan avanzada al iniciarse el tratamiento como
para no permitir la curacién completa del pez. Se prepararon frotis
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Cuadro 2
Dias Sintomas Heces
de trata- ]
miento P. maculatus | B. splendens P. maculatus B. splendens
1 Ti tipica Ti tipica Muchas bacterias 4cido-resistentes
2 Ti tipica Ti tipica Muchas bacterias acido-resistentes
3 Mejoria May O(li agctlvx- Muy pocas bacterias acido-resistentes
4 Mei t Gran mejoria No se observaron bacterias
€]or aspeclo on tres peces acido-resistentes
. Tres peces. .
5 Togec;s lboiserfe bien;p'\ino,’ No se observaron bacterias
> decaido Acido-resistentes
6 Todos los pe- ’ges peces, No se observaron bacterias
ces, bien len; uno, 4cido-resistentes
muerto
7 Todos los pe- Tres peces, No se observaron bacterias
ces, bien bien acido-resistentes
8 Todos los pe- Todos los No se observaron bacterias
ces, bien peces, blen acido-resistentes
9 Todos los pe- Todos los pe- No se observaron bacterias
ces, bien ces, bien acido-resistentes
10 Todos los pe- Todos los pe- No se observaron bacterias
ces, bien ces, bien acido-resistentes
20 Todos los peces, normales No se'o.bserva_ron bacterias
acido-resistentes
30 Todos los peces, normales No se’o_bserva}'on bacterias
4cido-resistentes
60 Todos los peces, normales No se observaron bacterias

acido-resistentes

Ti = tuberculosis ictica.

de todos los drganos internos (incluso el rifién) y debe hacerse cons-
tar que no se observé ninguna bacteria dcido-resistente en ellos.

Los demds peces volvieron a un estado de salud completamente nor-
mal, siendo interesante anotar que los platis tratados han mostrado
fecundacion y cria normales. No se presenté sefial alguna de efecto
adverso o toxico motivado por el sulfato de kanamicina.
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DISCUSION

Las observaciones aqui expuestas de nuevos casos espontaneos de
la tuberculosis ictica en la Argentina son de interés por dos razones
principales. La primera de ellas es que tanto los platis como los peces
siameses se habian criado desde hacia varias generaciones en el pais
y, por lo tanto, se puede eliminar la posibilidad de una accidental y
previa «importacién» de la enfermedad desde el extranjero. La segun-
da razon es que por esta causa puede suponerse que la enfermedad es
endémica en la zona de la Provincia de Buenos Aires, hecho confir-
mado posteriormente por el hallazgo de casos de tuberculosis ictica en
la cinolebia (Cynolebias bellottii), especie indigena de las aguas de
dicha provincia, y el aislamiento de un organismo 4cido-resistente a
partir de ejemplares de la misma (9).

La sintomatologia presentada por los platis enfermos se asemeja
estrechamente a la descrita para la misma especie por Baker y Hagan
(2) y Besse (3). Los primeros de estos investigadores observaron que
los platis estaban enflaquecidos y con poco color. Algunos de ellos
poseian una ulceracion en la cabeza y en el cuerpo. Se observaron
bacterias 4cido-resistentes al hacer frotis de las tlceras y de los
6rganos internos, obteniéndose el organismo en cultivo puro e identi-
ficAndose como Mycobacterium platypoecilis. Besse consideré que los
sintomas clinicos de la tuberculosis en miembros de la familia Poecili-
dae fueron lo suficientemente caracteristicos como para constituir una
variedad de la enfermedad, a la que denomind «marasmo». También
observé que los animales sufrieron un enflaquecimiento progresivo y
pérdida de apetito.

En el caso de los peces siameses, los sintomas son también pareci-
dos a los descritos por Besse (3) para la misma especie, salvo que el
autor de este trabajo no observé las manifestaciones asciticas sefialadas
por aquél.

Las dos cepas de bacterias aisladas se estan estudiando con mayor
detalle en la actualidad y es de esperar que los resultados podrdn ser
objeto de una futura comunicacion.

En la presente investigacion se ha dado especial importancia a la
observaciéon de bacterias Acido-resistentes en las heces de los platis
y de los peces siameses y a la presencia de una sintomatologia tipica
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de la enfermedad en los peces infectados. El niimero de dichas bacte-
rias parece estar relacionado con el progreso de la infeccion, por cuya
razén el autor piensa que un examen sistemitico de las heces puede
utilizarse para el diagndstico previo de casos de tuberculosis ictica. Aun-
que puede argumentarse que tal examen no permite distinguir entre
micobacterias patdgenas y saprofitas, en la experiencia del autor du-
rante los dltimos cuatro afios, ha constituido un método muy digno de
confianza, no solamente porque no requiere el sacrificio del pez, sino
también porque permite diagnosticar la enfermedad aiin cuando no se
observan sintomas clinicos bien marcados. En los casos en los que las
micobacterias son escasas, puede aplicarse la técnica de Schaub y co-
laboradores (16), en la que las heces son emulsionadas con agua des-
tilada estéril (1 :4 6 1: 6), y se agrega suficiente cloruro sédico como
para hacer una solucién saturada. Después de dejar reposar durante
unos treinta minutos, se separa la capa de bacterias que se ha formado
en la superficie, y se procede segin el método de concentracién de Pe-
troff, indicado anteriormente. Una técnica como ésta es de gran in-
terés en los casos en que es necesario mantener en cuarentena a los
peces, como, por ejemplo, en los jardines zooldgicos y acuarios pt-
blicos.

Debe tenerse en cuenta también que Baker y Hagan (2) demostra-
ron que el plati es una especie que puede infectarse facilmente con
Mycobacterium platypoecilis, caando se administran cultivos de la bac-
teria per os. Por esta razén es importante tomar en consideracién la
posibilidad de una infeccion continua de los peces sanos por uno o
mas portadores aparentemente sanos, cuyas heces pueden transmitir el
patégeno. Al buscar alimento en el fondo, hay buenas oportunidades
para que los peces sanos puedan ingerir material contaminado por las
bacterias 4cido-resistentes evacuadas de los intestinos de los portadores
aparentemente sanos y de individuos enfermos de una tuberculosis cré-
nica y asintomatica. Un procedimiento sencillo como el sefialado aqui
seria de gran valor para el mantenimiento de una vigilancia sanitaria
de los peces, tanto desde el punto de vista profilactico como del tera-
péutico. Ademds, para los organismos estatales interesados en el comer-
cio internacional de peces podria ser una técnica de ficil aplicacidn en
la determinacién de la salubridad de las partidas de peces vivos.

Quizas uno de los aspectos més interesantes de este trabajo es la
observaciéon de bacterias 4cido-resistentes en los embriones de platis

17
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antes de nacer. Este hallazgo se destaca especialmente en relacién con
la sugerencia formulada por Nigrelli y Vogel (15) en cuanto a la po-
sibilidad de la transmisién transovérica de la tuberculosis ictica en los
pecilidos, como Lebistes sp. y Platypoecilus sp. En los pecilidos, el
desarrollo del embrién tiene lugar dentro del ovario hasta que ocurre
la particion. El plati es una especie que posee un desarrollo intra-
folicular, y los intercambios respiratorios y nutritivos se producen den-
tro del espacio ovdrico. Mientras el ovario estd sujeto a poca modifica-
cién por si mismo, la pared folicular estd altamente vascularizada y en
estrecha asociacién con el saco pericardico del embrion (14). Como
se ha dicho previamente, la situacion de las micobacterias en el em-
bri6n -parece ser la region faringo-esofagica y por lo tanto es probable
que la infeccidn se haya originado por el liquido intraovarico conta-
minado en el ovario materno. Los resultados obtenidos hasta el pre-
sente indican que es ésta una fuerte probabilidad.

Otro hecho interesante es que se obtuvieron excelentes resultados
en el tratamiento de la tuberculosis ictica mediante la aplicacion por
via bucal del sulfato de kanamicina. Hay poca informacién disponible
sobre la sensibilidad in vitro e in vivo a los antibidticos, de las mico-
bacterias de origen ictico, si bien Conroy y Solarolo (10) demostraron
en un estudio experimental que varias cepas de micobacterias ictiopa-
tégenas fueron inhibidas por la accién del sulfato de kanamicina. De-
bido a esta carencia de datos al respecto, la mayoria de los métodos
destinados al tratamiento de la tuberculosis en los peces se basan sobre
consideraciones profilicticas mas que terapéuticas (1). Los resultados
aqui expuestos se obtuvieron mediante el empleo de dos alimentos ex-
perimentales y tuvieron por objeto determinar principalmente si la con-
centracién del antibidtico era suficiente como para controlar la infec-
cién, asi como también restablecer la salud de los peces. Hace falta
una sola clase de alimento que sea aceptable totalmente para diversas
variedades de peces tropicales y asimismo para peces de agua fria; es
posible que cuando se obtengan mas datos sobre la sensibilidad a la
kanacimina de las micobacterias aisladas de peces, incluso podrd tra-
tarse la enfermedad mediante un bafio de antibiético. No obstante estas
consideraciones tedricas, debe destacarse el hecho de que el sulfato de
kanamicina se ha mostrado sumamente capaz de curar casos esponti-
neos de la tuberculosis ictica, como se ha demostrado anteriormente
con algunas otras enfermedades de los peces, de origen bacteriano (7).

18
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RESUMEN

Se describen casos espontidneos de tuberculosis ictica observados en
ejemplares de plati mejicano (Platypoecilus maculatus) y pez siamés
(Betta splendens) criados desde hace varias generaciones en un esta-
blecimiento piscicola de la Provincia de Buenos Aires (Argentina). Dos
cepas de bacterias 4cido-resistentes fueron aisladas de dichos peces,
designdndose M/A-4 (plati) y M/A-5 (pez siamés), respectivamente.
Se comprob6 que los organismos fueron sensibles in vitro a la accion
del sulfato de kanamicina, y pudo tratarse in vivo la enfermedad en
ambas especies de peces mediante la aplicacién de un alimento que
contiene dicho antibiético. Se describe, ademds, una sencilla técnica
diagnéstica de la enfermedad basada en el examen de frotis colo-
reados de las heces para comprobar la presencia o no de micobacte-
rias, aun en casos en los que no se observan sintomas clinicos. Asimismo
se considera que la tuberculosis de los peces es una enfermedad endé-
mica en la Provincia de Buenos Aires. En el caso de los platis meji-
canos, pudo observarse la presencia de bacterias acido-resistentes en
cortes longitudinales de embriones préximos a nacer, encontrandose bac-
terias en la regién faringo-esofdgica del embrién. Este Gltimo hallazgo
est4 considerado desde el punto de vista de la teorfa de la transmisién
transovdrica de la tuberculosis ictica en los peces viviparos.
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SUMMARY

A description is given of spontaneous cases of piscine tuberculosis
observed in the Mexican platyfish (Platypoecilus maculatus) and Sia-
mese fighting fish (Betta splendens), specimens of which had been rai-
sed through several successive generations at a piscicultural establish-
ment in the Province of Buenos Aires, Argentina. Two strains of acid-
fast bacteria were isolated from these fish, being designated strain
M/A-4 (platy) and strain M/A-5 (Siamese fighting fish) respectively.
It was shown that these bacteria were sensitive in vitro to the action
of kanamycin sulphate, and the disease was successfully treated in both
species by means of a feed containing the antibiotic. Furthermore, a
simple diagnostic technique is described by means of which the pre-
sence or absence of acid-fast bacteria in the faeces may be determined,
even in the absence of clinical symptoms of the disease. It is also con-
sidered that piscine tuberculosis is a disease endemic to the Province
of Buenos Aires. In the case of the Mexican platys, the presence of
acid-fast bacteria was observed in longitudinal sections of embryos prior
to their birth, the bacteria being seen in the pharyngeo-oesophagal re-
gion of the body of the embryo. This latter finding is considered from
the point of view of the theory of transovarian transmission of piscine
tuberculosis in viviparous fishes.
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UNA NOTA REFERENTE A LAS REACCIONES
DEL MYCOBACTERIUM ANABANTI FRENTE
A LOS CARBOHIDRATOS

por

D. A. CONROY (*), L. E. VALDEZ (**) y A. J. ROSS (***)

Mycobacterium anabanti es una bacteria acido-resistente que fue ais-
lada por Besse (1) a partir de una epizootia de tuberculosis que se pre-
senté en el pez paraiso (Macropodus opercularis). Sin embargo, esta
designacién especifica jamés fue aceptada como término vilido por el
manual de Bergey, y salvo los caracteres del organismo en diferentes
medios de cultivo, dados en el trabajo citado de Besse, parece que no
existen datos sobre las demds reacciones de la bacteria. Por esta razén,
los autores han llevado a cabo en forma independiente un estudio sobre
las reacciones de My. anabanti frente a diversos carbohidratos, los
resultados del cual se incluyen en la presente nota.

Se empled un sub-cultivo de la cepa original aislada por Besse, man-
teniéndola en el laboratorio mediante resiembras regulares en el medio
de Lowenstein-Jensen. Los estudios con los carbohidratos se realizaron
de acuerdo con la técnica descrita por Gordon y Smith (4), utilizando
el medio mineral sintético propuesto por estos investigadores, prepa-

(*) Direccién actual: Marine Bacteriology Group, Unilever Research Laboratory,
Aberdeen (Escocia).

(**) Cétedra de Microbiologia Especial, Facultad de Farmacia y Bioquimica,
Universidad Nacional de Buenos Aires. Buenos Aires (Argentina).

(***) Western Fish Disease Laboratory, U. S. Department of the Interior,
Seattle (Estados Unidos de América del Norte).
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rado segtn la formula original. Los resultados obtenidos por cada uno
de los autores de esta nota se detallan en el cuadro 1.

Es de interés notar que las reacciones dadas por Mycobacterium
anabanti se diferencian algo de las de algunas otras cepas de bacterias
acido-resistentes aisladas a partir de peces anabéntidos, en la Argentina.

De esta manera, la Cepa M/A-2 aislada de una epizootia de la tu-
berculosis ictica en el gurami de tres puntos y el gurami perla (Tricho-
gaster trichopterus y T. leeri), produce acido exclusivamente a partir
de la dextrosa (3). Asimismo, la Cepa M/A-5 aislada del pez siamés (Bet-
ta splendens) forma acido solamente a partir de la dextrosa y de la
maltosa, y no de los demas carbohidratos (2).

Como conclusion de la investigacion aqui detallada, se supone que
debe existir una gran variacién metabdlica entre las cepas de bacterias
acido-resistentes asociadas con casos de la tuberculosis en los diferentes

Cuadro 1

Carbohidrato Conroy Valdéz Ross

Dextrosa A A
Manosa (=) A
Trehalosa (=) (=)
Levulosa A A
Manitol A A
Xilosa — (=) —
Sorbitol —_ —
Sacarosa — — —

>

> » > |

Ramnosa — — -_—
Dulcitol —_— — —
Arabinosa — — —_
Galactosa — — —
Rafinosa (—) — -—
Inositol — — —
Lactosa — — —_—
Maltosa A A A

A = 4cido sin gas. — = negativo. (—) = reaccién no estu-
diada.
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peces anabdntidos, y que dichos organismos no se asemejan necesaria-
mente a Mycobacterium anabanti en cuanto a sus reacciones frente a los
carbohidratos. Dado que el mismo My. anabanti se aislé de una sola
especie de pez perteneciente a la familia Anabantidae, dicha observa-
cién es de tener muy en cuenta a los efectos de evitar confusiones ta-
xondmicas derivadas del aislamiento de micobacterias a partir de otros
peces de la misma familia.

RESUMEN

Se describen las reacciones de Mycobacterium anabanti frente a
diferentes carbohidratos, observandose que el organismo produce 4cido
a partir de dextrosa, manosa, trehalosa, levulosa, maltosa y manitol.
Estos resultados se presentan a los efectos de brindar una descripcién
mas completa de la bacteria en estudio.

SUMMARY

The reactions of Mycobacterium anabanti with various carbohydrates
are described, and it was observed that the organism produced acid from
dextrose, mannose, trehalose, laevulose, maltose and mannitol. These
results are published with the object of offering a more complete
description of the bacterium under study.
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RESISTENCIA TERMICA DE LACTOBACILOS
Y LEVADURAS. 1I

por

M. J. FERNANDEZ-DIEZ y F, GONZALEZ-CANCHO

INTRODUCCION

En un trabajo anterior (1) se realizé un estudio preliminar sobre la
resistencia térmica de lactobacilos y levaduras. En él se determinaron
las lineas de supervivencia, en primera aproximacion, para 4 cepas
diferentes de Lactobacillus plantarum y 17 especies de levaduras, aisla-
das de salmueras de aceitunas fermentadas, definiéndose los pardme-
tros fundamentales U. P.ss y Z, para cada una de ellas.

Segin se puede observar en dicho trabajo, existe una gran diferen-
cia de valores en la termorresistencia de los distintos géneros y especies.
De ellos se deduce la necesidad de realizar investigaciones mds com-
pletas, antes de emplear la pasterizacién como medio de conservacion
en aquellos productos en que se desarrollan dichos microorganismos.

En consecuencia y por ser de indudable utilidad, se ha continuado
con el estudio de la resistencia térmica de aquellas especies de leva-
duras que por encontrarse con relativa frecuencia se consideran como
mas representativas en dicho producto fermentado.

En esta comunicacién se dan los resultados obtenidos con 21 espe-
cies de levaduras aisladas de aceitunas aderezadas de diferentes varie-
dades, campafias y fases de fermentacion. Finalmente, para una mejor
comparacién, se incluyen en un resumen todos los datos experimenta-
les correspondientes a todas las especies estudiadas.

Microbiol. Espafi., 19 (1966), 119. 1
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PARTE EXPERIMENTAL
A) Materiales y métodos

En este estudio se han empleado las siguientes especies de levaduras:
Candida guilliermondi
melibiosi

melinii

pelliculosa

solani

. zeylanoides
Cryptococcus diffluens
Cr. neoformans
Debaryomyces kloeckeri
Hansenula schneggii
Pichia membranaefaciens
Saccharomyces bisporus
Sacch. heterogenicus
Sacch. rosei

Torulopsis colliculosa
dattila

famata

glabrata

sphaerica

stellata

versatilis

anaan

o T B e i B

La sistemdtica se ha seguido segiin el tratado de Lodder (2).

Los métodos de trabajo (medio de cultivo, pH del mismo, técnica
de pasterizacién, construccién de lineas de supervivencia y estimacion
de los pardmetros fundamentales) son los mismos utilizados en la
comunicacién anterior (1).

B) Resultados

En las figuras 1-7 damos los resultados obtenidos con las diferentes
especies que se citan anteriormente. En abscisas (escala aritmética) se
representan las temperaturas de pasterizacidon en grados centigrados y

2
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JrrmTT AL | ALERELLLLN

50 60 60 °C

T.sphaerica T.stellata T.versatilis
Figura 7

en ordenadas (escala logaritmica), el tiempo de calentamiento, en
minutos. El criterio seguido para el trazado de las lineas de supervi-
vencia ha sido el de Townsend y colaboradores (3), empleado en el
trabajo anterior.

En el cuadro 1 se incluyen los valores de los pardmetros fundamen-
tales (UPs; y Z) correspondientes a cada especie. Recordemos que
Z representa el ntimero de grados centigrados necesario para que la
linea de supervivencia atraviese un ciclo logaritmico en el papel y
UPss es la ordenada de la linea que corresponde a la abcisa de 56 °C.
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Cuadro 1
, . UP. z
Género Especie . Grados
Minutos centigrados
Candida guilliermond; 1,20 4
melibiosi 2,00 4
melinii 2,00 5
pelliculosa 1,60 4
solani 0,70 5
zeylanoides 9,50 5
Cryptococcus diffluens 12,50 4
neoformans 0,06 4
Debaryomyces kloeckeri 6,00 3
Hansenula schneggii 0,20 2
Pichia membranaefaciens 35,00 4
Saccharomyces bisporus 20,00 5
heterogenicus 0,06 4
rosei 4,60 4
Torulopsis colliculosa 2,40 5
dattila 0,90 4
famata 17,00 5
glabrata 3,50 5
sphaerica 1,10 3
stellata 0,60 4
versatilis 0,30 4

C) Discusién y Conclusiones

Con objeto de establecer una comparacion entre las diferentes
especies que se han estudiado y que, como deciamos en la introduccién,
son las més representativas del producto fermentado, se incluyen en el

cuadro 2 los resultados obtenidos en ambos trabajos.
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Cuadro 2
Niimero Diagnéstico UPs G Z;;
e orden f rados
Minutos centigrados
1 Debaryomyces kloeckeri 6,00 3
2 D. nicotianae

3 Hansenula anomala 3,30 5

4 H. mrakii 5

5 H. schneggii 10,50 2

6 H. subpelliculosa 0,90 7

o 7 Pichia fermentans 1,70 5
S 8 P. membranaefaciens 35,00 4
k) 9 Saccharomyces bisporus 20,00 5
B 10 Sacch. cerevisiae 4,40 6
2| 11 Sacch. chevalieri 10,00 3
= 12 Sacch. fructuum 2,00 3
13 Sacch. heterogenicus 0,06 4

14 Sacch. italicus 2,00 3

15 Sacch. rosei 4,60 4

16 Sacch. veronae 3,50 5

17 Candida guilliermondi 1,20 4

18 C. krusei 51,00 5

19 C. melibiosi 2,00 4

20 C. melinii 2,00 5

21 C. mycoderma 16,00 4

29 C. parapsilosis v. i. 7,80 7

923 C. pelliculosa 1,60 4

24 C. pseudotropicalis 2,50 5

E 25 C. rugosa 7,00 5
2 26 C. solani 0,70 5
A= 27 C. tropicalis 4,40 5
8 | 28 C. zeylanoides 9,50 5
3 29 Cryptococcus diffluens 12,50 4
o 30 Cr. neoformans 0,06 4
Z 31 Torulopsis colliculosa 2,40 5
32 T. dattila 0,90 4

33 T. famata 17,00 5

34 T. glabrata 3,50 5

385  T. holmii 2,00 5

36 T. sphaerica 1,10 3

37 T. stellata 0,60 4

38 T. versatilis 0,30 4
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Igualmente, en las figuras 8-9 se representan, esquematicamente,
todas las lineas de supervivencia agrupadas seglin los diferentes valo-
res de Z, e indicdndose en las mismas el valor correspondiente para UPs.

De la observacién del cuadro 2 se puede deducir lo siguiente:

1°) La gran variabilidad que se ha encontrado en la resistencia térmica
de las diferentes especies aisladas del producto fermentado, demuestra,
como ya se ha indicado anteriormente, la absoluta necesidad de un
estudio detenido de la flora presente en un producto determinado, antes
de poder aplicar unas normas adecuadas de pasterizacién.

2°) Entre las especies mas resistentes, para las condiciones estudiadas,
debemos destacar a Candida krusei (UPs— 51,0), seguida de Pichia
membranaefaciens (35,0), Saccharomyces bisporus (20,0), Torulopsis
famata (17,0), C. mycoderma (16,0), Cryptococcus diffluens (12,5),
Hansenula mrakii (10,5) y Sacch. chevalieri (10,0).

3°) Como menos resistentes encontramos: Debaryomyces nicotianae (—),
Saccharomyces heterogenicus (0,08), Cryptococcus neoformans (0,06),
Hansenula schneggii (0,2), Torulopsis versatilis (0,3), T. stellata (0,6),
Candida solani (0,7), T. dattila (09) y H. subpelliculosa (0,9).

4°) Si bien para la pendiente Z se encuentran valores que oscilan de
2°-7 °C, un 87 por ciento de las especies estudiadas presentan un inter-
valo de valores de 3°-5 °C.
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RESUMEN

Se ha continuado el estudio de la termorresistencia de diferentes
especies de levaduras, aisladas de salmueras de aceitunas fermentadas.

Se incluyen los resultados obtenidos de las 38 especies estudiadas,
de las que el 21 por ciento presentan valores de UP%® superiores a
diez minutos, destacando Candida krusei (51,0) y Pichia membranaefa-
ciens (35,0); el 56 por ciento, valores comprendidos entre uno y diez
minutos y el 23 por ciento restante, valores inferiores a un minuto.

Las pendientes de mayor frecuencia (87,0 por ciento) se encuentran
comprendidas de 3°-5 °C.

SUMMARY

The thermal resistance of several species of yeasts, isolated from
the brines of pickled green olives, was studied. The results, obtained
from 38 different strains, were included.

About a 21 per cent of them showed PU% values above 10 minutes;
Candida krusei (51.0) and Pichia membranaefaciens (35.0) were the
most resistant. A 56 per cent of the strains gave values between 1 and
10 minutes and the rest (23 per cent) presented values below 1 minute.

- The slopes of higher frequency were included between 3° and 5 °C.
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ANTECEDENTES

En los estudios que realizamos en la Seccion de Enologia del Centro
de Ampelografia y Viticultura, dependiente del Instituto Nacional de
Investigaciones Agrondmicas, de Madrid, referentes a caracteristicas de
los vinos y «flora» de levaduras, de las zonas vinicolas mas tipicas de
nuestro pais, se han podido comprobar las dificultades que para refle-
jar fielmente la «flora» de levaduras del mosto y vino es necesario
vencer,

En primer lugar, la toma de un ntimero suficiente de muestras y
suficientemente variadas para satisfacer el fin perseguido; después, el
estudio de la «flora» de levaduras que en ellas exista y en la fase
deseada, antes de su variacién, y finalmente las innumerables clasifica-
ciones y recuentos para conocer géneros y especies, y la proporcion en
que se encuentran. Todo esto y para una localidad relativamente peque-
fia, supone ya una labor penosamente asequible, y cuando se aspira al
estudio de una regién, son afios los que serfan necesarios, no sélo por
el mayor niimero de muestras suficientes para reflejar las variaciones
de la zona y por el mayor niimero de cepas para el estudio posterior,
sino que también serd necesario repetir el estudio en varios afios suce-
sivos, para reflejar la diferente influencia del medio ambiente.

Microbiol. Espaii., 19 (1966), 131. 1
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En la Seccién de Levaduras del Instituto «Jaime Ferrdny, de Mi-
crobiologia hemos realizado gran parte de los trabajos de clasificacion
de las cepas de levaduras aisladas para los anteriores estudios, y entre
las de su coleccién se conservan, con el fin de seguir junto con las
demds, los estudios correspondientes de las que presenten alguna par-
ticularidad de interés, para su aplicacién practica, aparte de los que
con caricter principalmente enoldgico se llevan en la Seccion de Eno-
logia antes aludida.

Se ha fijado especial interés en el estudio de la flora de dos locali-
dades: La Nava del Rey (Valladolid) y Montinchez (Caceres). El moti-
vo ha sido la caracteristica de presentarse en estas localidades levaduras
de «flor», las que forman velo después de haber fermentado el mosto,
y conservados después estos velos sobre el vino, lo mejoran durante su
actuacidn en fase denominada de «crianza».

El estudio de estas levaduras de «flor» y de las elaboraciones tipicas
con ellas realizadas, y evolucién del producto (vino) durante dicha
«crianzay fue tema de estudio que seguimos con D. Juan Marcilla
y D. Genaro Alas, en 1936 (4), sobre el de «Levaduras que forman velos
sobre vinos de elevado grado de alcohol, pertenecientes a la zona tipica
de los mismos, de Andalucia occidentaly, tema que desperté profundo
interés y que después ha sido también objeto de apreciados trabajos.

FIN PERSEGUIDO EN EL PRESENTE ESTUDIO

El fin perseguido en esta memoria es hacer una exposicién comen-
tada de la marcha seguida y de las técnicas empleadas en los aludidos
estudios referentes a la «flora» de levaduras, sefialando las causas de
posibles errores en algunos resultados, dificultades de técnicas emplea-
das y manera de poder evitar las primeras y mejorar las segundas.

Siguiendo un camino dirigido a este fin, se exponen a continuacién
las distintas fases de los trabajos aludidos y su comentario.

TOMA DE MUESTRAS
La toma de muestras, de las que han de aislarse las diferentes cepas
de levaduras para su caracterizacién y recuento, con el fin de conocer

su naturaleza y proporcién en el medio, es una fase del estudio, de impor-
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tancia fundamental para reflejar con fidelidad la flora existente, exigien-
do un nmimero de cepas suficiente para tener un resultado significativo.

Las muestras se tomaran primero de mosto o jugo de uva inicial,
procedente de la uva estrujada y después, en diferentes fases de la
fermentacion alcohdlica del mismo.

En la «flora» del mosto inicial, atin sin trazas de fermentacidn, se
encontrara representada la correspondiente a la «flora» de levaduras
de la localidad existente en el medio ambiente. Pero en el momento en
el que la microflora de dicho medio, y en especial la referente a la de
levaduras, se encuentra en contacto con el mosto, comienza su desarrollo
y multiplicacién, la que dar4d lugar con seguridad a una proporcién
muy distinta entre los niimeros de células correspondientes a los géne-
ros y especies existentes en la fase inicial, y esto sucederd, no sélo a los
microorganismos existentes, en general, de los que algunos probable-
mente no se desarrollarn, sino en lo referente a las levaduras, las que
acusan velocidades de desarrollo muy diferentes, segin la fase en que
se encuentren, células durables, células esporuladas, células en estado
activo mas o menos avanzado, y estas diferencias, acentuadas por las
propias de los géneros y especies a las que corresponden. En el caso
de levaduras apiculadas, hemos observado y tratamos de comprobar
que en esta primera fase del medio a que nos referimos, en la que
atin estd sin presencia de alcohol, y en la que se inicia su aparicién, el
desarrollo de levaduras apiculadas es en una proporcién relativamente
mayor que la de otros géneros. Siendo esto causa de la primera variacién
en la proporcién de los diferentes tipos de levaduras correspondientes
a la flora inicial, y después, en el momento en el que el alcohol inicia
su presencia y ésta va en aumento, la proporcion de la flora sufre una
variacién cada vez mds sensible, por la seleccion que aquél impone.

Por otra parte, no se ha hecho alusion a posible sulfitacién inicial,
ni a la influencia de la acidez del medio, practica la primera que puede
con seguridad haber sido realizada en elaboraciones medianamente cui-
dadosas, asi como la de corregir la segunda, si se cree necesario, pues
con ello se persigue principalmente la seleccién de la flora microbiana
espontinea.

Por estas razones hay que recurrir a tiempo para la toma de mues-
tra inicial y asegurarse de que no se realizaron atin ninguna de estas
practicas.

Cuando se trata de un estudio enolégico, pero de caricter pura-
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mente practico, en el que se persigue conocer las razas de levaduras
mas activas y de mejor rendimiento en la fermentacién, podra seguirse
este estudio haciendo cultivos de aislamiento, tomados del medio, atin
con presencia de gas sulfuroso, en dosis corrientemente empleada en
la elaboracién seguida en la localidad, e incluso esta adicién de sulfu-
10so sera conveniente para una primera seleccién de la flora, y después
se continuaridn las siembras de aislamiento, en muestras tomadas en
fases sucesivas de la fermentacidn, para conseguir por la seleccién que
el grado alcohdlico impone, cada vez mayor probabilidad de realizar
el aislamiento de las razas de levaduras m4s convenientes para una bue-
na fermentacidn.

Transporte y conservacion de muestras

Dadas las caracteristicas del clima de nuestras regiones vinicolas,
en el que generalmente los otofios son templados, por lo que la multi-
plicacién de las levaduras y el comienzo de la fermentacién son répidos,
no puede contarse, en la mayoria de los casos, con un transporte de las
muestras tomadas para estudio en condiciones suficientemente satisfac-
torias de refrigeracidn, y aunque ésta puede conseguirse en el Centro
en donde se trabaja habitualmente, la llegada de las muestras es con
caracteristicas de su flora ya alterada, especialmente las de las mues-
tras correspondientes a la fase inicial e inmediatas; habiendo podido
comprobarse que aun a temperaturas de 3°-4 °C de la cdmara frigo-
rifica, las muestras que se depositaron, en espera de su turno para ser
estudiadas, habian evolucionado lentamente, pero de manera sensible.

Por estos motivos es prictica conveniente y generalmente necesaria,
hacer los cultivos de aislamiento y los recuentos de células y de aspec-
tos morfoldgicos en la misma localidad donde se tomaron las muestras,
lo que exige un desplazamiento de personal suficiente y del correspon-
diente material necesario, no disponiéndose en la mayoria de los casos
de asepsia conveniente, ni menos de medios de esterilizacidn, exigiendo
material de més dificil desplazamiento y adaptacion.

Hemos ensayado el transporte de la flora microbiana, sembrada en
varias estrias sobre agar acido de mosto, solidificado en cajas de Petri,
para evitar la influencia de la fermentacidén, que amenaza en los medios
liquidos.

Después se provectaba hacer una suspensién, tomando de cada
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estria, en un tubo correspondiente, con suero fisioldgico (agua con el
9 por mil de CINa) y observar la proporcion en la que aparecen las
diferentes cepas, y su estudio complementario, mediante siembras de
aislamiento en colonias, su recuento y observacion, y después, el poste-
rior de clasificacién de las consideradas como diferentes; pero esto no
fue posible realizarlo, por comprobarse que el desarrollo de las levaduras
en estria era con velocidad diferente, especialmente el de las levaduras
apiculadas, que se acusé sensiblemente mds rdpido, andlogamente a lo
observado en medios liquidos, manifestdndose esto por un halo que
partiendo del contorno de la estria avanzaba sobre la superficie del
agar, comprobando con la observacién al microscopio de preparacion
tomada de la misma, que se trataba de dichas levaduras apiculadas
(figura 1).

Esta sensible variacion de las proporciones de la flora inicial fue
la causa de no considerar tampoco este procedimiento como de garantia.

OBSERVACION Y AISLAMIENTO DE LA «FLORA» NATURAL
DE CADA FASE

Para una primera impresion relativa a la «floray existente en una
fase determinada, una preparacion en fresco para el microscopio, toma-
da del mosto sin fermentar, o en fases posteriores, es muy elocuente,
especialmente en las primeras fases, por apreciarse en el medio una
variedad mayor de formas y caracteristicas en las células presentes, de
las que interesa aislar y conservar un nimero conveniente de ejempla-
res para su posterior clasificacion, pues sélo con el aspecto morfoldgico
se estd muy lejos de formar un juicio de la proporcion de las distintas
variedades de cepas existentes.

Es necesario por lo tanto, realizar después una serie de cultivos de
aislamiento en colonias en medio solidificable favorable para el desarro-
llo de todas las razas y variedades de cepas de levaduras, y que estas
colonias puedan tomar aspectos caracteristicos. Aqui se tropieza con
el rdpido desarrollo de los mohos, que invaden la superficie de los
medios solidificables en donde se hizo el aislamiento, antes de que
toda la flora existente de levaduras haya podido hacer su aparicidn,
y mas atn, del momento en el que por alcanzar suficiente desarrollo
sus colonias, puedan éstas presentar aspectos caracteristicos.
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Con el fin de dificultar y retrasar el desarrollo de los mohos y
bacterias, Castelli (1) recomienda el empleo de gelatina dcida de mosto,
dando los detalles referentes a su preparacidn, que exponemos mds
adelante.

En efecto, la reaccién 4cida del medio le defiende bastante contra
la invasién de los mohos y bacterias, pero es probable que la fidelidad
en el reflejo de la flora inicial de levaduras también se altere, pues hay
levaduras que en algunas fases de su vida presentan aspectos miceliares
muy similares a los mohos, pero en el estudio con miras a la flora
«enoldgica» no tienen interés, y por esta razén en dicho estudio no fue
motivo de entorpecimiento sensible en su marcha.

La gelatina ha sido elegida con preferencia al agar por desarrollar-
se sobre ella las colonias con aspectos mds caracteristicos de algunos
géneros, aunque en otros casos no hay tan sensible diferencia. A la
ventaja expuesta, que es evidentemente importante, se opone el incon-
veniente (frecuente en nuestras zonas) de la temperatura, la que con
gran frecuencia es suficientemente elevada para reblandecer la glatina
hasta un punto suficiente para que en el transporte se altere el cultivo.

También y como se ha indicado, en las primeras fases el desarrollo
de levaduras apiculadas es grande, y por liquidar, aunque lentamente,
la gelatina, sus numerosas colonias son también causa de reblandeci-
mientos suficientes para alterar también el cultivo al transportarlo.

Este peligro puede considerarse descontado en los primeros dias,
por lo que respecto al transporte puede no llegar a influir perjudicial-
mente, pero si después de ld espera, para observar en fase mas avan-
zada el aspecto de las otras colonias.

Para asegurarse contra posible alteracion en el transporte, se hicieron
también simultineos aislamientos en agar dcido de mosto.

TOMA DE MUESTRAS CORRESPONDIENTES A DIFERENTES
FASES DE LA FERMENTACION

Ya se ha indicado el interés de conocer la flora de levaduras en
distintas fases del mosto en fermentacién, en las que ird aumentando

el grado alcohdlico del medio.
En los sucesivos aislamientos correspondientes a estas fases, se
podran ir sefialando cudles son las razas de levaduras poco resistentes
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al grado alcohdlico, el que las ir4d eliminando, y por otra parte, también
se destacaran las mds vigorosas, que son las que llegaran en actividad
hasta el final de la fermentacién.

La toma de muestras correspondientes a estas diferentes fases se
realiza en el _mismo local de la elaboracién, tomando de diferentes
envases y correspondientes a diferentes dias de fermentacion.

Estas muestras tienen el valor de ser tomadas en su ambiente real,
que es en el que se ha de operar cuando se haga la aplicacién practica
y en gran escala, de los cultivos seleccionados en el laboratorio. Pero
para un estudio, mas o menos cientifico, se necesita una mayor garantia
de los dias que lleva en fermentacién la muestra correspondiente en
estudio, y simultdneamente un conocimiento de la riqueza en aztcar y
alcohol del mosto mas o menos fermentado, que confirme la fase en
que nos encontramos.

Esta seguridad no puede conseguirse en una elaboracién industrial,
en la que serfa necesaria una atencién que no puede exigirse en los
agitados momentos de vendimia y primeras elaboraciones. Por ello y
para poder contar con datos comprobatorios y seguros, tomabamos un
volumen de unos 10-12 1 en una garrafa de una arroba, y en ella se
seguia la marcha de la fermentacién, analizando grado de alcohol y
azicar y realizando una serie de aislamientos de flora de levaduras
correspondientes a las diferentes fases caracterizadas segiin las dosis
presentes de grado alcohdlico o de azticar sin fermentar.

OBSERVACION Y RECUENTO DE LAS COLONIAS Y DISPOSI-
CIONES PARA UNA SEGUNDA SELECCION

El aspecto de las colonias, como ya se ha indicado, especialmente
en los cultivos a base de gelatina, presenta formas caracteristicas bastan-
te diferentes, principalmente si la observacién se realiza después de un
cierto nimero de dias desde la aparicién de la colonia, habiendo tam-
bién mantenido una temperatura favorable, que serd de unos 18 °C,
cuidando que no pase de 20 °C, para evitar la liquidacién de la gelatina.
Por otra parte, este periodo de observacidn estd limitado por el aludido
peligro del desarrollo de mohos, invadiendo sus micelios la superficie
del cultivo, y muchas veces dando lugar a la liquidacién de la gelatina,
lo que también se realiza por varias especies de levaduras.



138 E. Feduchy

No siendo suficiente para formar juicio medianamente aceptable la
sola observacion del aspecto morfoldgico de la colonia, se complementa
en parte, con una observacion al microscopio de preparaciones tomadas
de la misma. Como para estas observaciones se requiere cierto tiempo,
al ser numerosas las que hay que realizar, se hace dificil la conserva-
cion de las cajas, pues aun disponiendo de un frigorifico corriente, no
hay seguridad de impedir el avance del desarrollo miceliar de algunos
mohos.

Con el fin de conseguir observaciones lo mds completamente posi-
ble, se ha recurrido a diferentes procedimientos. Castelli e Idigo (1),
en los estudios realizados sobre «flora» de levaduras de regiones espa-
fiolas e italianas, recurren al procedimiento para ripida observacion
microscdpica de las colonias, a la aplicacién de un cubeobjetos sobre
una fraccién de la masa de colonias que recubre la superficie de la
gelatina, y haciendo leve presiéon sobre el mismo, consiguen la adhe-
sion a la cara del cubreobjetos aplicada, de una serie de fracciones de
colonias, dislaceradas, las que después son observadas al microscopio,
depositando el cubreobjetos sobre un portaobjetos.

Este procedimiento es, en efecto, rapido, pero requiere cuidado y
practica para su realizacion y posterior interpretacion de lo observado
con juicio proximo a la realidad; por lo que no se puede garantizar el
éxito de su resultado, si no es_por persona que disponga de cierta prac-
tica y habilidad.

En nuestro laboratorio recurrimos al procedimiento que se expone
seguidamente.

Primero se realiza una atenta observacion de las cajas que presentan
colonias, observacion que ha de repetirse en dias sucesivos mientras
lo permita la conservacién del cultivo.

Después de observados los diferentes aspectos de las colonias, se
hacen los recuentos de las correspondientes a cada aspecto.

El ntimero de colonias conviene sea elevado, siempre que no pase
de cierto limite, que diera lugar a superposiciones de las colonias y a
que por lo elevado de su nimero, no sea posible que su desarrollo indi-
vidual alcance unas proporciones convenientes, para diferenciar unas de
otras con alguna garantia de seguridad.

Con el fin de realizar el recuento de las que pertenecen a cada
aspecto, se divide la caja en sectores, sefialados con ldpiz graso en el
cristal de la cara externa de la base de la caja.
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Se numeran los sectores sefialados y se hace el recuento de las dife-
rentes colonias correspondientes a cada aspecto y sector, calculando
los tantos por ciento de las de cada aspecto con respecto al total.

Para no detenerse en la observacién al microscopio del aspecto de
las células de las colonias sefialadas como diferentes y poder continuar
rdpidamente y sin interrupcién su recuento, se siembra uno o varios
ejemplares de cada aspecto de colonias, tomando una particula con la
aguja de siembras y llevandola en estrias sobre la superficie de agar
de mosto, solidificado en caja de Petri. Estas siembras se realizan
trazando la estria del borde al centro, en sentido radial, como los radios
de una rueda, y numerando cada estria, que en niimero de unas diez
caben en una misma caja (figura 2); se anota la referencia, y después,
con tiempo suficiente, se hacen preparaciones de cada estria para su
observacién al microscopio, sin el apremio de la amenaza de su pérdida
por invasién de moho. Generalmente, el aspecto de la estria, también
muy elocuente, y la preparacién al microscopio confirman repeticiones,
que son eliminadas del posterior estudio de clasificacion.

Aspecto morfoldgico de las colonias elegidas como tipo

Los aspectos morfoldgicos de las colonias de diferentes géneros y
especies de levaduras, procedentes de los mostos de uva que se llevan
en estudio, suelen estar representadas por un nimero limitado de formas,
no siendo siempre exclusivas de un solo género y menos de una sola
especie.

En el trabajo aludido de Castelli e Ifiigo (1) se fijan una serie de
aspectos que se designan por letras para facilitar la referencia y que
coinciden con varias de las observaciones por nosotros realizadas. Estos
aspectos son los siguientes:

M: Colonia redonda gibosa con mdrgenes netos, color blanco o
blanco amarillento, no licia la gelatina.

T: Colonia en forma de cuernecillo, de color blanco, no licta la
gelatina.

F: Colonia redonda, de color blanco grisiceo, que licta la gelatina.

P: Colonia blanca, gibosa, perfectamente redonda, que a veces pre-
senta una veta rosicea, no licia la gelatina.

M. T.: Colonias intermedias entre M y T.

En los aspectos de las formas M afiadiremos ciertas diferenciaciones
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en los tonos del color blanco y aspecto, que calificamos, unas de blancas
jugosas, blancas compactas; éstas se desprenden enteras, adheridas a la
aguja de siembra y con facilidad. A otras las denominamos «blanco
yeso», por el aspecto del blanco, que recuerda al del yeso y por lo seco
de la colonia.

En los tonos amarillentos diferenciamos el que denominamos «blan-
co marfil».

A estos aspectos de colonia corresponde casi siempre las del género
Saccharomyces que estudiamos.

También son frecuentes las correspondientes a torulas, especialmen-
te entre las colonias de aspecto blanco-jugoso y también algunas blanco-
yeso; éstas suelen corresponder frecuentemente a la Candida pulcherri-
ma, pero en presencia de hierro, las colonias de esta especie de leva-
dura suelen colorearse de rosa rojizo en forma de veta o mancha.

El grupo de colonias designado por la letra T tiene la particulari-
dad de tomar un aspecto alargado en forma de cuernecillo o velita,
cuando estd desarrollada. Corrientemente son Saccharomyces las célu-
las que las forman.

Las colonias del grupo F presentan aspecto blanco grisiceo y li-
ctan la gelatina, aunque lentamente, sumergiéndose la colonia for-
mando hoyitos; es aspecto muy caracteristico de colonias en gelatina de
mosto o malta, de levaduras del género Kloeckera, pero también hemos
encontrado colonias de este género con aspecto de color pardo oscuro,
y eotras muy pequefias; ambas presentaban al microscopio levaduras
apiculadas y también tipicas. Las colonias pequefias aludidas no pros-
peraban en dias sucesivos, manteniéndose casi inapreciables a simple
vista, per lo que las denominamos de «punta de alfiler», y son motivo
de siembras impuras por pasar inadvertidas unidas a otra colonia
mayor.

En los colonias del grupo P se incluyen las de aspecto color rosa,
rosa palido, rosa salmén y rosa vivo, generalmente pertenecientes al
género Rhodotorula.

Colonias gigantes

Estas colonias como se sabe se forman depositando cuidadosamen-
te con pipeta de Pasteur una gota de suspensién de levadura joven,
sobre capa de gelatina de malta solificada en caja de Petri, dejindola
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Figura 1. Estrias sobre agar dcido de mosto, sembra-

das del mosto inicial con mezcla de levaduras, acusdn-

dose dominio destacado del desarrollo de apiculadas
formando halo en el contorno

Figura 2. Estrias sobre agar mosto, correspondiendo
cada una a colonia de aspecto diferente para su pos-
terior observacion y estudio, sin peligro de perderse
por invasion de moho, probable en la caja original
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Figura 3. Colonia gigante scbre gelatina de malta de
Kloeckera apiculata, antes de iniciar la licuacion de
la gelatina

Figura 4. Colonia gigante sobre gelatina de malta,
. de K. upiculata, iniciando la licuacion de la
gelatina



Figura 5. Colonia gigante de Saccharomyces ellipsoideus.

Aspecto crateriforme y finamente estriado

Figura 6. Colonia gigante de S. carlsbergensis
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en el centro en forma de menisco convexo y no moviendo la caja hasta
el dia siguiente, en que se transportara con cuidado a estufa a menos
de 20 °C y ambiente hiimedo, donde permanecer4 un mes. Su desarrollo
en la superficie de la gelatina serd caracteristico y en la mayoria de
los casos, de curioso aspecto (figuras 3-6); aunque no hay un aspecto
riguroso correspondiente a géneros y especies, es un dato complemen-
tario bastante elocuente, pero esta prictica, por su larga duracién hasta
llegar a la forma estable de la colonia, no es en estos momentos de
oportuna aplicacién.

Observaciones al microscopio, de la «flora» de levaduras en cada una

de las diferentes fases del medio, y de la que integra las diferentes

colonias, correspondientes a siembras procedentes de las mismas
fases del medio

Como ya se comentd anteriormente, el aspecto morfolégico de las
levaduras, solamente como una orientacién mds o menos préxima a la
realidad, podrd darnos idea del género a que pertenecen, sin poder
pretender mds, y esto con ciertas exigencias de constancia de medio,
tiempo transcurrido y temperatura de desarrollo, para poder establecer
comparaciones con alguna garantia. Por ello observaciones realizadas al
microscopio, del aspecto morfoldgico de las levaduras de la «flora»
del mosto, ya sea en la fase inicial sin fermentar o en las posteriores en
distintos momentos de la fermentacidn, serd su aspecto de menor garan-
tia para la identificacidn, al tratar de compararle con el que presenta
en el medio patrén de extracto de malta empleado en la clasificacién,
y observado a las cuarenta y ocho-setenta y dos horas, a 25 °C, segtin
normas.

Esta dificultad de caracterizacién por el aspecto morfolégico, es
atin mayor en las muestras observadas y correspondientes a la fase
verdaderamente inicial, o sea, cuando recién estrujada la uva pasa al
mosto la «flora» del hollejo y raspén, y antes de que inicie en el mosto
su desarrollo y multiplicacidn.

En esta fase habrd posiblemente levaduras esporuladas, otras, en
forma durable, otras, por alguna circunstancia favorable, ya en forma
vegetativa como sucede con las apiculadas, pero éstas seguramente, en
la fase que presentan un aspecto inidentificable, pues suelen presen-
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tarse en ellas formas elipticas diminutas, muy diferentes a la tipica
de limén que toman en fase de pleno desarrollo y multiplicacién.
Ademas, aparecerdn conidias y células miceliares, procedentes de mohos,
y de formas intermedias entre levaduras y mohos.

Por los motivos expuestos de confusion de aspectos, es por lo que es
de interés el complemento de una siembra (prudentemente abundante)
en medio solidificable, como la gelatina o el agar de mosto, con el
fin de obtener un ntimero de colonias suficientemente abundante para
reflejar el conjunto de la «flora».

Respecto al medio solidificable empleado para el aislamiento, ya
sea a base de gelatina o de agar, es de interés, como ya se ha indicado,
conservar la reaccion 4cida del mosto empleado, pues con ello se difi-
culta el desarrollo de mohos y bacterias, favoreciendo el de levaduras.

Con el fin expuesto, en el aludido trabajo, Castelli, emplea un agar
al agua de doble concentracion, entubando un volumen constante en
cada tubo. Al mismo tiempo, se prepara una serie de tubos con el mismo
volumen de mosto en cada uno, conservando su acidez. En el tubo de
mosto se realiza la siembra, se vierte su contenido en la caja de Petri y
sobre él el agar fundido, agitando suavemente la caja para mezclar
bien antes de que solidifique la mezcla.

Con el mismo resultado, de obtener agar solidificable 4cido, lo hemos
realizado en nuestro laboratorio, empleando agar de mosto de concen-
tracién conocida y previamente neutralizado, pero en el momento de
su empleo, se afiaden unas gotas de solucién en agua de 4cido tartrico,
ensayando previamente en uno de los tubos de agar, el nimero de gotas
que serd necesario afiadir para llevarle al pH deseado.

En las fases posteriores, los aspectos de las células son mds carac-
teristicos, aprecidandose mas diferencia en las formas elipticas mas o
menos alargadas, formas redondas, apiculadas grandes y pequefias, y
las formas francamente alargadas y algunas miceliares.

Las formas redondeadas y elipticas tienen fases en las que pueden
ser confundidas, por deformacion mds o menos duradera de las pri-
meras.

La observacién de las colonias procedentes de las siembras simul-
tdneas al momento de la observacion y recuento de las preparaciones
en fresco del medio en estudio, es una comprobacién mis estable
y los aspectos de las células ya multiplicadas, mds caracteristicos para
poder diferenciarlas.
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Recuento de células y de colonias de levaduras observadas correspon-
dientes a cada aspecto, para establecer la proporcién aproximada en
que se encuentran en el medio en estudio

El recuento de células correspondientes a cada forma, realizado
observando al microscopio preparacién en fresco tomada del medio,
fue hecho empleando el hematimetro, repitiendo las observaciones y
recuentos en otra preparacion diferente y realizando cada una en
100 cuadriculas. Con ello se verificé el recuento de las formas indicadas
y se calcul6 el porcentaje en el que cada una aparecia respecto al total
de células.

Las colonias fueron observadas dias después, realizando su recuento
en la forma antes indicada, dividiendo la caja en sectores. Si la conser-
vacion de la caja lo permitia, se complementaba la observacién morfo-
logica de colonias con otra observacion al microscopio de preparaciones
tomadas de varias de ellas correspondientes a cada tipo, para confir-
mar, con mas fundamento, que, en efecto, son similares las colonias
elegidas para cada grupo.

Cuando hay amenaza de invasion micelar de moho o bien de li-
cuacién de la gelatina, o falta de tiempo para la observacién ripida, se
aseguran, como también se ha expuesto, varios ejemplares de colonias
correspondientes a cada grupo sembrandolas en estria, en distribucién
radiada sobre la superficie del agar de mosto o malta, solidificado en
caja de Patri (figura 2).

A continuacién y a modo de ejemplo de la aplicacion en la practica
de lo expuesto, se cita la referente al estudio de la flora anteriormente
citada de las localidades La Nava del Rey (Valladolid) (2) y Montan-
chez (Caceres).

MARCHA SEGUIDA PARA EL ESTUDIO DE LA «FLORA» DE
LEVADURAS DE LA NAVA DEL REY

Toma de muestras en distintas fases

Se tomé la primera del mosto que escurrié de la uva recién estru-
jada en el lagar; la segunda, a las veinticuatro-treinta horas, en las que
se inicié desarrollo y fermentacién; y otra muestra, a los cinco-ocho
dias de iniciarse la fermentacion.
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Como las observaciones realizadas en bodega no pueden garantizar
como las del laboratorio, el verdadero momente de iniciarse cada fase,
se hizo también un ensayo de comprobacién transportando al labora-
torio muestras de uva fresca y estrujada en el mismo, se siguieron una
serie de observaciones en las distintas fases inicial y de fermentacién
durante varios dias sucesivos.

Transporte de las muestras

El mismo dia en que fueron tomadas, se llevaron al laboratorio de
Madrid y se depositaron en cdmaras frigorifica a unos 2 °C de tem-
peratura, para su observacion al siguiente dia.

En la misma localidad de origen, se hicieron también unas siembras
de aislamiento en agar 4cido de mosto, para asegurar la conservacién
de la flora tipicamente inicial.

En un cuadro se expone una media de los datos referentes a varias
muestras seleccionadas como de mayor garantia. Este cuadro fue publi-
cado en el estudio aludido (2), en el transcurso del cual se realizaron
las observaciones indicadas relativas a la aplicacion de las técnicas, sus
dificultades y reformas correspondientes.

Como ejemplo de muestras y recuentos de formas, considerados como
erréneos y por ello eliminados, sefialaremos el de muestras de mosto
en fase inicial, el que conservado para su observacion correspondiente
en frigorifico a 3 °C, y a pesar del cambio brusco de temperatura sufri-
do, se aprecié una iniciacién de actividad y multiplicacion de células,
que falsed el porcentaje inicial.

En esta observacién se aprecié (sin comprobacién aun suficiente
para su generalizacién) que a esta temperatura baja, dominaron en
el desarrollo las formas no apiculadas, y que, por el contrario, los cultivos
simultdneos en agar y gelatina de mosto de la misma fase inicial, acu-
saron un dominio de levaduras apiculadas, que obligaron a desechar
algunas cajas por lo intocable del nimero de sus pequeiias colonias que
invadian el campo, licuando el medio cuando éste era a base de
gelatina.

Teniendo presentes las causas que influyeron erréneamente en el
anterior estudio, se traté de evitarlas en el que se realiz6 posteriormente
referente a la localidad de Montdnchez (Céceres), cuya marcha expone-
mos a continuacion.
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MARCHA SEGUIDA EN LA OBSERVACION Y ESTUDIO DE LA
"~ «FLORA» DE LEVADURAS DE MONTANCHEZ (CACERES)

Toma de muestras

No- fiando de que la conservacién de la «flora» presente en las
muestras tomadas sea sin alteracion de la proporcién en que se encuen-
tran los diferentes géneros y especies, a pesar de la rapidez del trans-
porte y de ser depositadas en frigorifico, segiin experiencia con lo suce-
dido en el anterior estudio, se practicaron varios aislamientos en agar
dcido de mosto en la misma localidad, tomando muestras para los
primeros realizados, del mosto recién escurrido de la estrujadora.

Después se tomaron otras muestras correspondientes a envases con
mosto en fermentacién en distintas fases, practicando también en la
localidad los correspondientes aislamientos y transportando después
todos estos cultivos para realizar su estudio detenido al nacer las co-
lonias.

Para tener mayor garantia de los dias de desarrollo y fermentacion
correspondientes a cada fase, se transportaron siete muestras de mosto
inicial, de las que una de ellas era de 10 1 y las restantes de 1 1 y de
200 ml, pudiendo ser observadas en el laboratorio en el que se procedié
al aislamiento de su flora, correspondiente a dias sucesivos, con garan-
tia del conocimiento de la fase de fermentacién del mosto.

Observacién y estudio de la «flora» de levaduras

La marcha seguida en este estudio fue dirigida desde un principio
a la observacién macro y microscépica de colonias y a un recuento, con
preferencia a las observaciones de formas de las células en medio liqui-
do, realizadas en el anterior estudio, aunque también se hicieron algunas
de estas observaciones, especialmente en las primeras muestras.

El material para este estudio de la «flora» a partir de las colonias,
fue el procedente de las siembras en agar 4cido de mosto, practicado
en la misma localidad y correspondiente al mosto inicial y a otros con
diferente nimero de dias en fermentacion.

Ademds, y con mds garantia, se siguié también la observacidn y
estudio de las colonias obtenidas en el laboratorio, procedentes de siem-
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bras en gelatina dcida de mosto, de las muestras de mosto inicial trans-
portado y correspondientes a distintas fases de la fermentacidn; estas
fases fueron fijadas de la manera siguiente: en vez de tener en cuenta
las horas o dias de fermentacién, se tuvo por norma las riquezas en
azicar que sucesivamente fue teniendo el mosto, fijindose con arreglo
a ello las siguientes fases, segin las cantidades de aziicar que contiene
el medio:

Fase Azicar
Gramos
12 250-200
2a 200-120
3 120-90
4 | 90-50
5 ) 50-10
6? 10-1

Esta disminucion del azticar correspondiente a cada fase sera simul-
tanea a otra creciente del grado alcohdlico, y éste ird seleccionando la
flora de levaduras.

Esta forma de fijar las fases en las que se han de hacer las siembras
de aislamiento, es mds exacta que la basada en el tiempo, pues puede
haber influencias del medio que retrasen o aceleren la fermentacién
y no seria justa la apreciacion de las condiciones del medio, ni la de
su influencia en la flora del mismo.

Siembras de aislamiento y observacion de colonias correspondientes
a cada fase

De cada una de las fases del mosto en fermentacién antes fijadas,
se realizaron siembras de aislamiento en gelatina 4cida de mosto, y
mantenidas a temperatura préxima, pero no inferior, a 20 °C, se esper6
el desarrollo de las colonias, teniendo presentes las precauciones expues-
tas para cuando se observaba licuacién de la gelatina o amenaza de
moho, anticipando entonces el recuento de las colonias, agrupandolas
segiin un aspecto aparentemente diferente y sembrando después, como
antes se expuso, una o varias de las pertenecientes a cada grupo en
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estrias radiadas y numeradas, sobre la superficie de agar de mosto
solidificado en caja de Petri, y se continué después su estudio, en mo-
mento oportuno.

Las observaciones del aspecto morfoldgico de las colonias se com-
plementaron con las de preparaciones tomadas de las mismas, para
observar al microscopio el de las células que las componfan. Al califi-
car estos aspectos y su agrupacién con respecto a tipos de referencia,
se ha considerado conveniente considerar primero dos grupos diferen-
tes; el de levaduras apiculadas, y el de levaduras no apiculadas, enten-
- diendo por las primeras las que generalmente son tipicamente conside-
radas como tales, o sea, las del género Kloeckera, que por la importan-
cia de su niimero y actuacion en las primeras fases de la vinificacion,
son objeto de especial atencidn.

El aspecto morfoldgico de estas cepas no es siempre el tipico de
limén, por el que se las califica, sino que también presentan aspectos de
células elipticas pequefias, que pueden dar lugar a confusiones con
otras células jévenes de distinto género, en las observaciones de aspec-
tos. Por esta razon, son especialmente necesarias las comprobaciones
de las observaciones referentes a las levaduras apiculadas en cuestion,
con la de colonias de cultivos simultidneos de la misma muestra, espe-
cialmente en gelatina de mosto, en la que ademds de apreciar un
aspecto macro y microscopico, suelen acusar licuacion del medio.

Las levaduras no apiculadas, en el sentido expuesto (pues hay géne-
ros como los Saccharomycodes, Nadsonia, Hanseniaspora, que tienen
forma apiculada, pero de aspecto y propiedades muy diferentes), se
agruparon por su aspecto morfoldgico, en diez grupos, segin diez
muestras tipo de referencia, que se presentan en la figura 7, tomada
de Lodder y Kreger-Van Rij (3).

Su descripcion es la siguiente:

Tipo 1. Células elipticas, eliptico-redondeadas y redondas espord-
genas. Con estos aspectos se sefialaba principalmente a las similares al
Saccharomyces cerevisiae y variedad elipsoideus, diferenciando las
formas redondas de las torulas, por apreciar entre ellas algunas franca-
mente esporuladas. Esto se referird a las observaciones de colonias,
pero en las de mosto, el tamafio de las células redondas de S. cerevisiae,
es, por regla general, bastante mayor que el de las torulas.
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Tipo 2. Células eliptico-ovales, de menor tamafio que las del tipo 1,
similares al Saccharomyces chevalieri.

Tipo 3. Células tipicamente redondas, algunas con grdnulos con
aspecto de grasa. Similares a varias tdrulas.

Tipo 4. Con formas que se destacan por su mayor tamafio (gigan-
tes), redondas y con corpusculo graso grande y arco como de mem-
brana, desprendido.

Tipo 5. Formas elipticas pequefias, asimilables a Torulopsis molis-
chiana.

Tipo 6. Formas marcadamente alargadas, sin ser miceliares. Asimila-
ble a alguna Candida, como la C. rugosa.

Tipo 7. Redondas y con tendencia a agruparse formando rosarios.
Asimilable a Torulopsis stellata.

Tipo 8. Formas mazudas, algunas extrafias. Asimilables a la Can-
dida seudotropicalis y a formas del género Trichosporon.

Tipo 9. Pequeiias y con gemacion semejante a forma miceliar. Asi-
milables a Candida tenuis. '

Tipo 10. Alargadas, grandes y con forma de limén. Asimi]ablés a
Saccharomycodes y Nadsonia.

A continuacion se presenta en una serie de cuadros, la impresion
conjunta de los resultados finales del estudio aludido, en los que se
reflejan, lo mds fielmente posible, la flora de levaduras de una localidad
vinicola y su evolucidn en las distintas fases de la elaboracién.

En el cuadro 1, se exponen los porcentajes correspondientes a la
proporcion con que aparecen las levaduras apiculadas y las no apicula-
das correspondientes a cada muestra y fases respectivas.

En el cuadro 2 se retinen los datos que figuran en el anterior, pre-
sentando la media de los porcentajes correspondientes al conjunto de
muestras de cada fase. Con ello se aprecia, de manera mas aproximada
a la realidad, la evolucién de las proporciones observadas en las dife-
rentes fases.

En esta observacién se comprueba, una vez mds, el descenso de
la proporcién en que aparecen las levaduras apiculadas a medida que
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avanza la fermentacion y con ello el crecimiento en alcohol del medio.

El porcentaje expuesto en la primera fase, aunque alto, pudo com-
probarse que en las tltimas revisiones de las cajas observadas, atn
pudo apreciarse, en algunas de ellas, mas colonias de levaduras apicu-
ladas, colonias que por la pequefiez de su tamaiio (denominadas de punta
de alfiler) pasaron desapercibidas en una primera impresién, por haber
sido confundidas con cristales de bitartrato, que aparecen también en
agar o gelatina de mosto, con parecido tamafio; aunque se hicieron las
correcciones oportunas, cabe la posibilidad de que atn no fueran gene-
rales a todas las cajas, lo que quiere decir que el porcentaje de apicu-
ladas pudo ser mayor en estas primeras fases.

Cuadro 1. Proporciéon en que aparecen las levaduras apiculadas y las
no apiculadas en las diferentes fases de la fermentacion del mosto,
fijadas por las riquezas en azicar que presentan

Fases del con- Porcentaje Porcentaje

, medio de medio de Ob .
servaciones
sumo de azdcar levaduras levaduras

Gramos/litro apiculadas |no apiculadas|

Fase primera

(250-200) 52,70 47,30 Estos porcetajes son la media de los
correspondientes a 7 muestras

Fase segunda 34,00 66,00 Al final del estudio pudo observarse

(200-120) que muy pequefias colonias, casi
perceptibles, eran también apicu-
ladas

Fase tercera 21,33 78,67 En esta fase tercera, una de las mues-

(120-90) tras presentd elevada acidez vola-

til f’ se aprecié un desarrollo anor-
mal de apiculadas

Fase cuarta 3,00 97,00
(90-50)
Fase quinta 100,00
(50-10)

Fase sexta
(10-1)
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En el cuadro 3 se detallan los porcentajes correspondientes a las
proporciones en que aparecen las cepas de levaduras no apiculadas
referentes a cada uno de los diferentes tipos, que por el aspecto morfo-
légico, se han definido anteriormente.

Las cifras correspondientes a estos porcentajes son, a su vez, valo-
res medios relativos a las siete muestras estudiadas.

Clasificacién de cepas de levaduras correspondientes a los
diferentes grupos

De los grupos de cepas de levaduras formados, se tomd un ntimero
de éstas aproximadamente proporcional al que integra cada grupo, con
el fin de realizar su clasificacién.

En los cuadros 4-8, figuran en la segunda columna los porcentajes
del ntimero de cepas que en cada fase corresponden a cada una de las
formas de células elegidas como tipo. En la tercera columna figuran
los niimeros de especies correspondientes a las cepas clasificadas de
cada grupo, pudiendo apreciarse que hay variedad entre ellas a pesar
de corresponder a un mismo tipo o aspecto, pero también hay varias
especies iguales, y otras que no pueden tener fases de desarrollo de
mayor semejanza.

Después, con el fin de conocer la proporciéon que representan con
respecto al niimero total de células observadas las cifras correspondien-
tes al mimero de cepas de cada especie y grupo, se dividio la cifra de
los porcentajes que con respecto al total de cepas corresponde a cada
tipo (columna segunda), en partes proporcionales a los nimeros co-
rrespondientes a cada especie.

En la cuarta columna figuraban dichas cifras.

Finalmente, en el cuadro 9 se da una impresién conjunta de la flora
de levaduras, presentando los porcentajes con que aparecen en cada
fase cada una de las especies que en ella figuran (*).

(*) En las formas correspondientes a los Gltimos tipos y, en especial, en las alti-
mas fases, quedaban atin varias cepas por clasificar cuando se hizo el presente resu-
men con el fin de presentar el método de estudio seguido.
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Cuadro 2. Proporciones en que aparecen las levadur

Fase 1.°

250-200 g/1, de azicar

Fase 2.*

200-120 g/1, de azicar

Fase 3.

120-90 g/1, de azticar

Levaduras Levaduras Levaduras
Mues- Porcentaje Mues- | Porcentaje Mues- Porcentaje
t t t N
e Apicu- |No apicu- @ Apicu- |No apicu- e Apicu- (No api
ladas ladas ladas ladas ladas lada
1 48 52 1 38 62 1 13
2 65 35 2 46 54 2
3 3 3
4 4 11 89 4 8 92
5 41 59 5 5 43 57
6 85 15 6 6
7 24 76 7 41 59 7 *)
L
89
g '!'g 527 473 34 66 21,33 786
=
3
~
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Fase 4.2 Fase 5.* Fase 6.°
90-50 g/l, de azdcar 50-10 g/l, de azticar 10-1 g/1, de azficar
Levaduras Levaduras Levaduras
viues- Porcentaje Mues- Porcentaje Mues- Porcentaje
tra Apicu- |No apicu- tra Apicu- |No apicu- tra Apicu- |No apicu-
ladas ladas ladas ladas ladas ladas
1 100 1 100 1
2 3 97 2 2
38 3 3
4 4 4
5 5 5
6 6 6
7 7 7
3 97

in 76 por ciento.
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Cuadro 3. Proporcién en porcentaje en que aparecen las cepas de leva-
duras correspondientes a cada tipo, con respecto al total y proporcion
correspondiente a cada especie, de un grupo de cepas clasificadas

del mismo tipo. Fase 1*

Porcentaje Proporcion . co-
Tipo diﬁf?ﬁha Especies clasificadas rr;sog?gg:}::edge]
tipo cada especie
1 34,90 Saccharomyces cerevisiae 10 16,62
S. ellipsoideus 2 3,32
S. oviformis 4 6,66
S. veronae 1 1,66
S. chevalieri 1 1,66
S. carlsbergensis 1 » 1,66
S. heterogenicus 1 1,66
S. rosei 1 1,66
2 32,33 S. heterogenicus 1 8,08
A S. ellipsoideus 1 8,08
S. cerevisiae 1 8,08
Hansenula subpelliculosa 1 8,08
3 25,40 S. veronae 25,9 () 29,90
S. veronae (?)
4 1,95
5 0,27
6 1,30
7 1,10 Torulopsis candida 1,10
8 1,10
9 0,37
10 0,87 S. steineri 0,87

(*) Por ser el Saccharomyces veronae de forma redondeada, pero mas pequefia
que el S. cerevisiae, es posible que células jévenes de esta especie fueran confundidas

con formas de S. veronae.
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Cuadro 4. Proporcion en porcentaje en que aparecen las cepas de leva-
duras correspondientes a cada tipo, con respecto dl total y propoicion
correspondiente a cada especie, de un grupo de cepas clasificadas

del mismo tipo. Fase 2*

Porcentaje Proporcién co-
Tipo di:g‘;??%‘;h a Especies clasificadas rr;s();;ocgg’::}l;edgel
tipo cada especie
1 38,95 Saccharomyces cerevisiae 6 29,21
S. ellipsoideus 1 4,87
S. steineri 1 4,87
2 11,60 S. ellipsoideus 1 1,29
S. cerevisiae 2 2,50
S. acidifaciens 1 1,29
S. microellipsodes 1 1,29
S. uvarum 1 1,29
Candida solani 2 2,56
C. krusei 1 1,29
3 28,05 S. veronae 1 5,61
8. cerevisiae 1 5,61
S. rosei 2 11,22
S. fermentati 1 5,61
4 4,78
5 0,37
6 2,33
7 0,00
8 5,81 C. pulcherrima 2,90 2,90
C. intermedia 2,90 2,90
9 6,80
10 1,30

29



160

E. Feduchy

Cuadro 5. Proporcién en porcentaje en que aparecen las cepas de leva-
duras correspondientes a cada tipo, con respecto al total y proporcién
correspondiente a cada especie, de un grupo de cepas clasificadas del

mismo tipo. Fase 3*

Porcentaje Propoxg:ién cc()i-l
. correspon- . ope rrespondiente de
Tipo | yiente a cada Especies clasificadas porcentaje de
tipo cada especie
1 32,32 Saccharomyces cerevisiae 4 18,40
S. ellipsoideus 1 4,60
S. steineri 1 4,60
S. fructuum 1 4,60
2 21,02 S. fructuum 1 10,51
S. veronae 1 10,51
3 13,10 S. rosei 13,10 13,10
4 5,72 S. heterogenicus 5,72 5,72
5 5,10 Candida krusei 5,10 5,10
6 1,46 S. veronae 3,63 38,63
7 3,63
8 2,30 S. florentinus 2,30
9 0,50 S. rosei 0,50
10 3,72 C. krusei 3,72
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Cuadro 6. Proporcion en porcentaje en que aparecen las cepas de leva-
duras correspondientes a cada tipo, con respecto al total y proporcion
correspondiente a cada especie, de un grupo de cepas clasificadas del

mismo tipo. Fase 4*

Porcentaje Propog:i(')n cn:é-1
. correspon- . < e rrespondiente de
Tipo diente a cada Especies clasificadas porcentaje de
tipo cada especie
1 49,25 Saccharomyces oviformis 4 28,74
S. cerevisiae 1 7,036
S. ellipsoideus 1 7,036
S. italicus 1 7,036
2 35,45 S. italicus 2 10,13
S. elegans 1 5,06
S. veronae 1 5,06
S. fructuum 1 5,06
S. chevalieri 2 10,13
3 3,63 S. veronae 3,63 8,63
4
5 1,46
6 3,63 S. veronae 3,63 3,63
7
8 2,30 S. florentinus 2,30 2,30
9 0,50 S. rosei 0,50 0,50
10 3,72 Candida krusei 3,72 3,72
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Cuadro 7. Proporcién en porcentaje en que aparecen las cepas de leva-
duras correspondientes a cada tipo, con respecto al total y proporcién
correspondiente a cada especie, de un grupo de cepas clasificadas del

mismo tipo. Fase 5*

Porcentaje Proporcion co-
Tipo dig?ll';geszf)%g-da Especies clasificadas rr;sgggﬂ::’}:e dgel
tipo cada especie
1 51,85 Saccharomyces carlsbergensis 1 8,64
S. steineri 2 17,29
S. oviformis 1 8,64
S. rosei 1 8,64
S. cerevisiae 1 8,64
2
3
4
5
6 6,50
7 2,50
8 6,25
9
10 5,00
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Cuadro 8. Proporcion en porcentaje en que aparecen las cepas de leva-
duras correspondientes a cada tipo, con respecto al total y proporcion
correspondiente a cada especie, de un grupo de cepas clasificadas del

mismo tipo. Fase 6*

Porcentaje Proporcion co-
Tipo dizzi;e?(::da Especies clasificadas n;mﬂ:ﬁ}::e dgel
tipo cada especie
1 43,640 Saccharomyces veronae 1 3,63
S. cerevisiae 5 18,20
S. oviformis 4 14,55
S. ellipsoideus 1 3,63
S. montanchez 1 (%) 3,63
2 11,450
3 22,030
4 1,590
5 1,720
6 5,570
7 0,400
8 12,600
9 0,000
10 0,977

(*) Saccharomyces montanchez presenta caracteristicas de especie nueva, por
lo que hasta su confirmacién se la designa con este nombre.
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Cuadro 9. Cuadro conjunto de los porcentajes correspondientes a cada
especie de levaduras en cada una de las fases

Especies Fase 1* | Fase 2* | Fase 3* | Fase 4* | Fase 5* | Fase 6°
Saccharomyces cerevisiae 24,7 36,11 18,40 7,04 8,64 18,11
S. ellipsoideus 11,5 6,10 4,60 7,03 3,60
S. oviformis 6,7 28,14 8,64 14,55
S. veronae 27,1 561 . 10,51 8,69 3,64
S. chevalieri 1,7 10,13
S. carlsbergensis 1,7 5,72 8,64
S. heterogenicus 9,8 13,10 0,50
S. rosei 1,7 11,22 4,60 8,64
S. steineri 4,87 17,30
S. acidifaciens 2,56
S. microellipsodes 1,29
S. uvarum 1,29
S. fermentatis 5,61
S. fructuum 15,11 5,06
S. italicus 17,16
S. elegans 5,06
S. florentinus 2,30
S. montanchez
No identificadas 7,0 15,58 292,88 1,96 3,64
Candida krusei 1,29 5,10 3,72 51,86 56,33
C. pulcherrima 5,81
C. solani 81 2,56
Hansenula subpelliculosa
T. stellata 8,70

Se destaca la elevada cifra del porcentaje del Saccharomyces veronae en la prime-
ra fase, la que no es probablemente tan frecuente. Si se observa que fueron elegidas
solamente tres cepas del tipo 3 y pudieron ser casualmente S. veronae, pero lo mas
probable, por ser las formas del tipo 3 mas pequefias y redondeadas, pudieron ser
confundidas con S. cerevisiae jévenes. Lo que destaca un fallo evidente de los juicios
basados en aspectos morfoldgicos.

En la segunda fase se aprecia la hipétesis anterior, quedando el Saccharomyces
veronae en proporcién muy inferior y el S. cerevisiae junto con su variedad S. ellip-
soideus en un porcentaje mas real.
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Observaciones relativas a los métodos y técnicas empleados en
este estudio

Con el método ultimamente seguido en el estudio correspondiente
a la localidad de Montdnchez (Ciceres), se ha conseguido una mayor
seguridad de la realidad de los resultados, referentes a la «flora» de
levaduras existentes en las diferentes fases de la elaboracién vinica de
esta localidad. A pesar de ello, atin se aprecian causas de posible error,
las que se tendran presentes en otros estudios, para su correccion; lo
que evidentemente se destaca es la necesidad de clasificar un ndmero
mayor de cepas de levaduras para llegar a resultados mds seguros, pues
aunque el estudio se reduce al de la localidad solamente, y que se
han clasificado mas de cien cepas de levaduras, correspondientes, a su
vez, a diferentes grupos, integrado cada uno por numerosas cepas de un
aspecto homogéneo, calificado por atin mayor nimero de observacio-
nes y recuentos, los resultados no ofrecen aiin suficiente seguridad,
siendo necesario seguir el estudio en mds afios sucesivos, para llegar a
resultados que, sin satisfacer por completo a las exigencias de un estu-
dio correctamente estadistico, puedan ser satisfactorios para un juicio
aceptable de la «flora» de levaduras de una localidad.

Observaciones relativas a las técnicas seguidas para la clasificacién

La clasificacién requiere tiempo y atencién con conocimiento téc-
nico del asunto, por lo que cuando el nimero de cepas es numeroso,
aunque los estudios en serie pueden simplificarse en algunas fases, es
una labor larga y penosa, que no siempre se resuelve con aumento de
personal dedicado a ella; siendo esto también una de las principales
causas que limitan el nimero de cepas a clasificar.

Las técnicas empleadas en este estudio han sido las de Lodder y
Kreger-Van Rij (3).

Respecto a la asimilacién de aziicares, no siempre nos dié resultados
satisfactorios el método auxanogréifico expuesto, pues no acusé suficien-
te precisién en varios casos, unas veces por falta de desarrollo bien
acusado, a pesar de tratarse de aziicar que debia ser asimilado, y otras,
excesivo desarrollo del campo correspondiente a uno de ellos, invadien-
do el de otro vecino, en el que no pudo apreciarse el suyo correspon-
diente.

35



166 E. Feduchy

El método es delicado y exige un punto éptimo de humedad del
agar, que permita el desarrollo del cultivo sin exceso de agua en la
superficie. La técnica de Lodder da detalles para conseguirlo y también
se aplicaron algunos otros complementarios con el mismo objeto, sin
conseguirlo siempre con seguridad.

Con el fin de evitar esta posible interferencia de unos azicares con
respecto a otros, se ensay6 el procedimiento que sigue.

Se prepararon una serie de cajas de Petri estériles, en niimero igual
al de azticares a ensayar, y una mas para testigo. En cada caja se vertio
el contenido de un tubo de agar fundido ya a una temperatura de
unos 40 °C; este agar fue del empleado por Lodder en los ensayos de
asimilacion de azicares. Antes de verter el agar fundido en la caja
de Petri, se realiza la adicién del azicar correspondiente, tomandole
asépticamente con la punta de una pequefia espatula, de la caja de Petri,
en la que se conserva estéril. La esterilizacion se habia realizado empa-
pando (sin exceso) el azicar en alcohol de 96° y evapordandole después
en estufa a 30 °C, donde se coloca semiabierta la caja con el azicar.
Esta operacién se repite tres veces sucesivas, dando por suficiente-
mente estériles los aziicares que en esta prictica se van a emplear.

También se afiaden unas tres gotas de solucién de extracto de leva-
dura (esterilizado por filtracién amicrobica), como fuente de vitaminas.
Después de solidificado el agar, y mantener la caja de Petri entre-
abierta en estufa a 25-30 °C, durante unas tres horas, se procedié a
la siembra en estrias de las levaduras a ensayar. En cada caja se sem-
braron solamente 4-5 estrias, cada una correspondiente a una cepa
diferente. Se lleva la caja a estufa a 25 °C, y a las cuarenta y ocho-
setenta y dos horas, ya suelen acusarse diferencias marcadas entre las
estrfas de las cajas correspondientes a los aziicares asimilados y las
de la caja testigo (sin aztcares), en la que sélo suelen presentarse indi-
cios de desarrollo.

En la figura 8 se destaca claramente la estria de una levadura que
asimila el azdcar correspondiente, junto con otras que no lo asimilan.

Este procedimiento, aunque da muchas veces resultados satisfac-
torios, presenta en algunos casos posible error, y esto sucede cuando
el desarrollo es més vigoroso, debido a la naturaleza de las células de
levadura que integran la estria, y no sélo serd mayor el desarrollo, sino
el correspondiente consumo de aziicar y demas materias nutritivas del
medio, que perjudicard o anulard el desarrollo de las otras estrias de
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Figura 8. Estrias correspondientes a diferentes levaduras,
para comprobar las que asimilan un determinado azicar
afiadido al agar (de ensayo de asimilacion), sobre el que
estan sembradas las estrias, acusdndose francamente las dos
levaduras que lo asimilan en este caso

Figura 9. Modificacion del método auxanogrdfico de
ensayo de asimilacién de azicares, limitando con ani-
llos de vidrio los campos de difusion de los azicares
depositados sobre el agar del método, previamente sem-
brado con una de las levaduras en estudio. Se aprecia
franca opalescencia en los campos de los anillos
correspondientes a los aziicares asimilados
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menos vigor. Estas no podran llegar ya a un buen desarrollo, aunque
pudieran haberlo alcanzado en ausencia de las otras.

Simultdneamente a los citados ensayos, tuvimos noticia del método
empleado en Italia por Caprioti, que habia sido adoptado en Espafia
por Iiiigo. En este método, con el mismo fin que en el nuestro, se
trata de evitar los inconvenientes del auxanogréafico, pero en vez de
realizar la siembra de las estrias en una caja de Petri, realiza la de
cada una en un tubo con agar en pico de flauta, teniendo cada serie
de tubos el azicar correspondiente.

Este método exige més material y tiempo que el ensayado por nos-
otros, pero es de resultados bastante satisfactorios. La modificacién
por este autor del medio de cultivo, también es prictica, pues emplea
el extracto de levaduras como fuente de vitaminas, en vez de la nume-
rosa serie necesaria y de delicada preparacion que se indica en el
método auxanogrifico de Lodder y Kreger-Van Rij, por lo que fue
adoptado también por nosotros.

Método dltimamente empleado

Con satisfactorios resultados hemos ensayado una modificacion del
método, que a continuacién se describe. En una caja de Petri, se vierte
asépticamente un tubo de agar del preparado por Caprioti, sin sembrar;
una vez solidificado, se vierte sobre él otro sembrado con la levadura
a ensayar. Cuando, a su vez, este segundo agar estd bien solidificado,
se colocan también asépticamente cinco anillos de cristal de unos
1,5 cm de altura y 2 cm de didmetro. Estos anillos se disponen, uno,
en el centro y los otros cuatro, simétricamente, sin llegar a la pared de
la caja. Después se incrustan en el agar, procurando tocar el fondo de
la caja. Se lograba ficilmente esta operacion, presionando los anillos
con la base de un tubo de ensayo (flameado) de diametro superior al
de ellos.

Conseguido con esta disposicion de los anillos aislar cinco circulos
del agar sembrado, se colocan después sobre cada uno de ellos unos
cristales del aziicar a ensayar, como se realiza en el método auxanogra-
fico. Se lleva la caja a estufa de 20°-25 °C, y a las veinticuatro-cuarenta
y ocho horas, suelen ya apreciarse los desarrollos de la levadura en los
discos que contienen los azdcares asimilados. En la figura 9 se apre-
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cian claramente los dos discos con desarrollo y otros dos, en los que
ya no aparecen, o sélo indicios poco sensibles.

Respecto a otras determinaciones, también se ha tratado de simpli-
ficarlas, ensayando modificaciones atin no satisfactorias o pendientes
de nuevas modificaciones. '
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RESUMEN

De lo expuesto se deduce que para el estudio de la «flora» de leva-
duras de una localidad vinicola, y mucho mis para una region, se
requiere un largo y penoso estudio, partiendo de numerosas muestras
rigurosamente controladas, de las que se aislen cepas de levaduras en
nimero suficiente para reflejar las caracteristicas del conjunto, aplicar
después un ripido y eficaz método para una primera apreciacion de
sus diferencias, y larga y concienzuda clasificacion posterior para cono-
cer la proporcién en que aparecen las diferentes especies, lo mas apro-
ximadamente posible, a la existencia en la localidad.

Se han expuesto métodos y normas para la realizacién de lo expues-
to, apreciando los puntos en que pudo haber fallos, y encontrando
siempre, como consecuencia, que las muestras, cepas aisladas de las
mismas y cepas clasificadas deben ser atin mas abundantes que las del
trabajo realizado.

Resaltando, ademds, que si esto se ha observado en lo que al estudio
de la «flora» de una localidad se refiere, acusa la magnitud requerida
cuando el estudio se refiere a una region entera.

SUMMARY

The applied rules in the study of the spontaneous flora of yeasts
from two Spanish vine-growing villages are set out and commented on.
Several causes, which can wrongly influence this kind of study are
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stressed, and a few modifications are proposed in several rules and
techniques commoly employed.
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INTRODUCCION

Desde que Lesher (5) sintentizd este nuevo agente, el 1-etil-7-metil-1,
8-naftiridin-4-ona-3-carboxilico, han sido muchas las publicaciones que
respecto al mismo se han efectuado, continuando en la actualidad reali-
zandose trabajos de investigacién sobre este producto (3 y 12), que
parece ser ha influido mucho en el tratamiento de las infecciones pro-
ducidas por gérmenes gram-negativos.

La mayor parte de los autores consideran que su principal indi-
cacion clinica son las infecciones urinarias, pero no desechan la posi-
bilidad de actuacién sobre flora gram-negativa de otros procesos, e
incluso su aplicacién frente a algunos gram-positivos, como el estafi-
lococo (10).

"El producto une a su poder antibacteriano su poca toxicidad (4),
lo que incrementa su valor clinico, pues por regla general el mayor
inconveniente en los buenos agentes quimioterdpicos es el de su apli-
cacién terapéutica, por los procesos secundarios que pueda ocasionar.

Nuestro interés en este trabajo se centra en comprobar la efectivi-
dad de este producto frente a diversas cepas bacterianas conservadas
en el laboratorio de la Catedra, pues los problemas que representan
las infecciones por Proteus y Pseudomonas (2) podrian ser resueltos.

Microblol. Espaii., 19 (1966), 173. 1



174 V. Callao y A. Ramos

MATERIAL Y METODO

Hemos realizado un estudio del valor antibacteriano in vitro del
acido nalidixico, frente a 494 estirpes de gérmenes gram-negativos, de
las cuales, 493 procedian de orinas infectadas, y la una restante fue
aislada de un proceso supurativo en el ofdo. Para la clasificacién de
-estirpes nos valimos de los datos obtenidos por Sedlak y Rische (9), de
acuerdo en todo momento con la sistemdtica de Bergey (1).

La descripcion detallada de los gérmenes ensayados es la siguiente:

Gérmenes causales de infecciones urinarias

Escherichia coli 200
Paracolobactrum 95
Escherichia freundii 49
Klebsiella 43
Aerobacter 17
Proteus mirabilis 33
P. vulgaris 12
P. retigeri 4
Pseudomonas aeruginosa 40

493

Germen causal de supuracion en el oido

Proteus mirabilis 1

Total de gérmenes ensayados — 494

La técnica que hemos utilizado en las pruebas de sensibilidad, esta
basada en la siembra radial en linea (5), que tiene la enorme ventaja
de que con un solo disco del agente quimioterdpico se pueden ensayar
unos siete u ocho gérmenes diferentes, por lo que el procedimiento
es mds rdpido y menos costoso.

En realidad, lo que hicimos fue modificar la anterior técnica, prepa-
rando unas bandas o tiras de papel de filtro impregnadas con el agente
antibacteriano. La concentracién utilizada fue de 10 ug, dando como
sensibles los gérmenes en los que se observaba zona de inhibicidn, y
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como resistentes, cuando no se producia la mencionada zona. También
preparamos discos y tiras a la concentracion de 30 ug, con el fin de
comparar nuestros discos con los preparados en las casas comerciales;
en todos los casos, los resultados hallados en esta comparacién fueron
idénticos, con lo que tuvimos la seguridad de operar a la concentra-
cién apetecida.

En la figura 1 queda explicada de forma mds clara la manera de
proceder en la siembra. Concretamente, puede observarse que todos
los gérmenes alli probados fueron sensibles al icido nalidixico, apre-
ciandose claras diferencias en el tamafio de los halos de inhibicién.

Este procedimiento de la siembra con bandas tiene la ventaja respec-
to al procedimiento de la siembra radial con discos, de que el niimero
de gérmenes objeto de prueba es muy superior, pues ficilmente pueden
ensayarse unos cuarenta gérmenes en la misma placa, y con el mismo
medio de cultivo.

RESULTADOS

En el cuadro 1 se presentan los resultados obtenidos, agrupados los
gérmenes en dos grupos: sensibles y resistentes.

Para los fines estadisticos generales hemos agrupado todas las espe-
cies de Proteus, aunque separadamente indiquemos que los casos de
resistencia correspondieron todos ellos (tres razas en total) con la espe-
cie Proteus mirabilis, aislados en orinas infectadas.

Cuadro 1. Sensibilidad de 494 estirpes de gérmenes gram-negativos
para el dcido nalidixico (WIN 18320)

Niimero .
Microorganismo de razas Sensibles Resistentes
probadas Porcentaje Porcentaje
E. coli 200 100,00 0,00
Paracolobactrum 95 100,00 0,00
E. freundii 49 100,00 0,00
Klebsiella 43 97,68 2,32
Aerobacter 17 100,00 0,00
Proteus 50 94,00 6,00
Pseudomonas 40 90,00 10,00
Total (gram-negativos) 494 98,39 1,61
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Con las estirpes resistentes hicimos un estudio més completo frente
a otros agentes quimioterdpicos, operacion que también realizamos
con otros gérmenes y que no incluimos en el presente trabajo; sin
embargo, debemos resaltar el hecho de que mas del 30 por ciento de los
gérmenes probados tinicamente fueron sensibles para el 4cido nali-
dixico, como nos muestran las fotografias que acompafian al tra-
bajo (figuras 2-8).

En el cuadro 2 especificamos el comportamiento de las estirpes resis-
tentes, que por regla general fueron muy poco sensibles a los demds
agentes, si cabe, con la excepcién del Klebsiella.

Cuadro 2. Sensibilidad in vitro de las razas resistentes al dcido nalidixico

Klebsiella Proteus Pseudomonas

Agente quimioterdpico
1 1 2 3 1 2 3 4

Alfafenoxietilpenicilina — U
Penicilina — - - = = = =
Dimetilisoxalicilpenicilina — —_ — = = = = =
Metasulfonato de colimicina — —_ e — = = = =
Novobiocina —_ _ — = = = = =
Eritromicina — U
Pantotenato de cloranfenicol —
Cloranfenicol + —_ — 4 — — — -
Tetraciclina —
Clorotetraciclina
Oxitetraciclina
Kanamicina
Estreptomicina
Sulfameracina
Sulfametoxipiridoxina —
Sulfadiacina + —_ = = = = =
+

| ++ + |
+
+
+
I
I
|
|

Sulfatiazol
Sulfametacina

Podemos, pues, de acuerdo con este cuadro, comprobar que las
estirpes de Pseudomonas resistentes al Acido nalidixico también lo
fueron a los restantes agentes ensayados, lo que confirma nuestro



Figura 1 E

Figura 2. Espectro de una estirpe de Pseudomonas. 1: penici-
lina; 2: dceido nalidixico: 3: metansulfonato de colimicina;

4: novobiccina; 5: oxitetraciclina; 6: clorotetraciclina; 7 : estrep-
tomicina; 8: cloranfenicol
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Figura 3. Sensibilidad in vitro de una estirpe de E. freundii,
resistente a los demds agentes ensayados. 1-3: dcido nalidixico
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criterio de que es éste el género mas resistente, dentro de los gérmenes
gram-negativos; problema en el tratamiento de infecciones urinarias,
aun admitiendo que el nimero de infecciones por ellos ocasionadas
sea relativamente bajo. Con el género Proteus se dio el hecho curioso
de que las estirpes resistentes al acido nalidixico fueron sensibles todas
ellas a la kanamicina (d4ndose también el hecho inverso, es decir, las
estirpes de Proteus, resistentes a la kanamicina fueron todas ellas sensi-
bles al acido nalidixico) y una fue sensible para el cloranfenicok
La tnica estirpe del género Klebsiella resistente al 4cido nalidixico
fue sensible para un ntimero relativamente elevado de agentes quimio-
terapicos (cloranfenicol, oxitetraciclina, kanamicina, estreptomicina, sul-
fadiacina y sulfatiazol).

“

COMENTARIOS

Con arreglo a los resultados obtenidos encontramos una proporcion
global de gérmenes sensibles del orden del 98,39 por ciento, quedando
tan sdlo el 1,61 por ciento resistentes al 4cido nalidixico. Esas cifras
que demuestran su gran actividad in vitro, nos hacen suponer también
una positiva aplicacién clinica, sobre todo considerando los resultados
obtenidos por Sleet y colaboradores (10).

Sin embargo, esa actividad tedrica para los gérmenes gram-nega-
tivos, no es aplicable totalmente, ya que depende del lugar, ciudad o
pais en el que se realicen las pruebas. Concretamente, nosotros encon-
tramos cifras idénticas a las halladas por Lishman y Swiney (7) con
los gérmenes Escherichia coli (100 por ciento de sensibles), Aerobacter
aerogenes (100 por ciento de sensibles), pero no asi con los Proteus y
Pseudomonas, para los que los mencionados autores encuentran cifras
del 100 por ciento de sensibles, mientras que nosotros sélo las encon-
tramos del 94 y 90 por ciento, respectivamente. Merecen destacarse a
este respecto las investigaciones realizadas por Reiman-Hunziker (8),
en las que describe las sensibilidades para los gérmenes E. coli, Proteus
y Pseudomonas en diferentes paises, encontrando claras diferencias,
algunas de ellas enormes, como la relativa poca sensibilidad del Pseudo-
monas aeruginosa en Innsbruck (46 por ciento), y la elevada en New
York (92 por ciento) y New Castle (100 por ciento). Pero incluso para
el E. coli, germen descrito con sensibilidades del 100 por ciento en

7



180 V. Callao y A. Ramos

casi todos los paises, se encontré en Basilea que la cifra de sensibles
era del 90 por ciento. Esto nos indica la necesidad de hacer un estudio
de la sensibilidad en diferentes paises, por lo que en el cuadro 3 amplia-
mos los datos expuestos por Reiman-Hunziker (8), incluyendo la locali-
dad de Granada, pues creemos que el niimero de gérmenes probados
es suficiente para tal inclusion.

Cuadro 8. Estudio comparativo de la sensibilidad al dcido nalidixico de
diferentes gérmenes gram-negativos, en diferentes paises (sensibilidades
en porcentajes)

Lugar E. coli Coliformes Proteus Pseudomonas
New York, N. Y. 100 98 97 92
Innsbruck 100 100 84 46
Basilea 90 100 93 91
Missouri 100 100 95 95
Ressenlaer, N. Y. 98 100 99 100
Granada 100 98 94 90
New Castle 100 80 100 100
CONCLUSIONES

Consideramos al 4cido nalidixico como uno de los agentes anti-
bacterianos mds activos in vitro para los gérmenes gram-negativos
causales de infecciones urinarias (u otros procesos).

Aproximadamente un 30 por ciento de estirpes resistentes a una gran
diversidad de agentes antibacterianos fueron sensibles al 4cido nali-
dixico.

El género Pseudomonas fue el menos sensible, encontrandose que
las estirpes resistentes a este producto también lo fueron respecto a los
demis agentes. Proteus (P. mirabilis) y Klebsiella fueron proporcional-
mente algo resistentes a este producto, aunque existiese sensibilidad
para otros agentes. ‘

Creemos conveniente obtener el espectro antibacteriano del germen
causal antes de iniciar el tratamiento.
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RESUMEN

Hemos realizado pruebas de sensibilidad in vitro con el acido nali-

dixico, frente a un total de 494 estirpes diferentes de gérmenes gram-
negativos, seglin técnica original. -

Los resultados muestran una gran actividad de este agente antibacte-

riano. El Pseudomonas fue el germen menos sensible.

SUMMARY

'We have made resistance test with nalidixic acid, on 494 Gram

negative organismys, by an original technique.

The results shown the great activity of this antibacterial agent:

98.39 per cent were sensitives.

Pseudomonas was less sensitive.
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M. RODRIGUEZ-REBOLLO

La creciente importancia de la investigacion de Salmonella en ga-
nado de abasto queda plenamente justificada por ser el consumo de
carnes y sus productos causa frecuente de toxiinfecciones.

Los estudios realizados en Espafia por Ortiz y otros (20) sefialan
un 2,9 por ciento de Salmonella en muestras de heces humanas y, pro-
bablemente, si se diagnosticasen etiolégicamente las enteritis de nues-
tra poblacién se alcanzaria una mayor frecuencia.

Aunque las salmonelosis han sido denunciadas clinicamente en el
bovino nacional (3), sus agentes causales no se han investigado siste-
madticamente en vacuno de abasto. Por tal motivo, se consideraba in-
teresante conocer la frecuencia de estas enterobacterias en reses va-
cunas.

PARTE EXPERIMENTAL

Material

Todas las muestras de colecistos procedian del Matadero Municipal
de Madrid y las canales correspondientes, en un total de 202, fueron
declaradas aptas para el consumo por la inspeccién veterinaria. El 55,9

(*) Este trabajo forma parte de la Memoria presentada por el autor en la Es-
cuela de Bromatologia (Universidad de Madrid) para la obtencién del titulo de
Técnico Bromatdlogo.

Microbiol. Espadi., 19 (1966), 183. : 1
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por ciento de las reses eran menores de dos afios (terneros) y el 44,1 por
ciento superior a esta edad.

Métodos

Se emplearon los medios de aislamiento por siembra directa y me-
diante enriquecimiento. Se utilizé la modificacion de Kauffman (16),
del caldo-tetrationato (7), con soluciones de verde brillante y lugol, a
concentraciones finales de 1/100.000 y 2/100, respectivamente, sin adi-
cion de bilis estéril. El caldo-selenito, de Leifson (26), fue el prepa-
rado por Oxoid (21). A cada dos matraces de caldos de enriquecimiento
se afiadian 1,5 ml de bilis problema y trozos aproximadamente de 9 cm?
de las paredes vesiculares. Después de dieciocho horas de incubacion,
a 37 °C, se sembraban de selenito en agar Salmonella-Shigella (SS, 21)
y del tetrationato en agar verde brillante (VB, 7 y 16) y Mac Conkey
(MC, 7). Nuevamente, a las setenta y dos horas se sembraban en SS de
selenito y de tetrationato en VB. Las siembras directas se hicieron so-
bre VB y MC.

Las colonias crecidas a 37 °C, a las dieciocho horas se aislaban en
agar de Hajna-Roland (8). En la «identificacion de grupo» se emplea-
ron, ademads, los medios de Mossel (4), manita-movilidad, Roland-Bour-
bon (8) y Christensen (21), Clark y Lubs (4) con reactivo de Barritt,
Simmons (4), gelatina (4), CNK (26) e Ilosvay (26). La identificacion
provisional de las bacterias ureasonegativas se completé con las prue-
bas de la ninhidrina (4), argininadihidrolasa (26) y glutdmicodescarboxi-
lasa (26) y la definitiva del género Salmonella con dextrotartrato (16),
mucato (16) y malonato sdédico (26). Por tltimo, la identificacién espe-
cifica del citado género se hizo con arabinosa, inosita, ramnosa, treha-
losa, xilosa, glicerina (medio de Stern), levotartrato (4dcido l-tartdrico
Merck), mesotartrato (monohidrato de 4cido mesotartdrico Fluka) y ci-
trato sédico (Merck), conforme a Kauffman (16).

En el andlisis seroldgico se emplearon sueros de Wellcome, de Lon-
dres y la identificacién fue confirmada por el Dr. Rohde, del Centro
Internacional de Salmonella (*).

(*) El autor expresa su agradecimiento al Dr. Rhode por su colaboracion.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Las caracteristicas bioquimicas de las 31 estirpes de Salmonella en-
contradas fueron las siguientes: glucosa, dcido y gas (8 estirpes) y acido
sin gas (23 estirpes); lactosa, negativa (treinta dias); hidrégeno sulfu-
rado, positivo en Hajna, excepto 6 estirpes, sélo positivas en medio de
Mossel; manita, positiva; movilidad, positiva; ureasa, negativa; indol,
negativo; RM, positivo; VP, negativo; gelatinasa, negativa (treinta dias);
CNK, negativo, y nitratos, positivo.

La identificacién tipoespecifica de las Salmonella se hace en el cua-
dro 1. Distribuyendo las estirpes aisladas segin las muestras a las que
pertenecian, se concluye que se identifica en una vesicula biliar Salmo-
nella bredeney y en catorce, S. dublin. Las férmulas antigénicas que
permiten incluirlas en estas especies fueron: 1, 4, 12, 27:1, v:1, 7y 9,
12:g, p, respectivamente.

Salmonella bredeney presenta las caracteristicas bioquimicas tipicas
(16), pero no las estirpes aisladas de S. dublin, que se diferencian espe-
cialmente en su comportamiento sobre la glicerina y dcidos organicos.

Se destaca, en primer lugar, que sélo cuatro de las estirpes de esta
ultima especie producen gas en la glucosa; las demds son agaségenas,
analogas a las encontradas por otros autores (19 y 22).

Las variedades admitidas de Salmonella dublin aparecen en el cua-
dro 2 (13, 16 y 19). v

Si comparamos los cuadros 1 y 2 podemos incluir las estirpes de las
muestras ntim. 158, 170, 173 y 176 en Salmonella dublin var. 1, produc-
toras de gas; las restantes estirpes, en la misma variedad, aunque aga-
ségenas, pero les separa de las caracteristicas bioquimicas tipicas la no
produccién de trimetilglicol. Se elaboré el medio de Stern con dife-
rentes extractos de carne (Difco y Bovril), obteniéndose siempre resul-
tados iguales, y la esterilizacién del medio base a 105 °C, durante veinte
minutos. El cardcter negativo de trimetilglicol aproxima estas estirpes
a Salmonella rostock, muy similar en estructura antigénica a S. dublin.

La accién de Salmonella dublin sobre los icidos orgéanicos, cuya
utilidad fue destacada por Kauffman y Petersen (17), permite establecer
diferencias entre las estirpes aisladas. Segin Kauffman (16), el tipo fer-
mentativo de S. dublin es el siguiente: D-tartrato, 4; L-tartrato, -+;
M-tartrato, —; citrato, -+, y mucato, variable.



Cuadro 1. Diferenciacién tipoespecifica de las estirpes de Salmonella

Mues- | Arabi- | Dul- Ino- Ram- | Treha- Xi- Stern SH G.ela- D-tar- | L-tar- | M-tar- C;tr.ato Mu-
tras nosa cita sita nosa losa losa 2 tina trato | trato trato | sédico | cato

1 + + - + + o+ ++ + = + + - + +
158 +(7) + = + + o+ ++ + - +0B = = + -
170 +(12) + - + + 4+ ++ + - + (5) - - + +
173 + (@) + — + + + + + + — + (5) _— - + +
176 +(7) + — + + + + + + — + (5) - = + +
177 — + = + + o+ — + = + + - + +
178 — + - + + o+ — + - + + - + +
179 — + - + + o+ e + + - — +
181 — + — + + + — —® - + + Vv + +
184 — + - + + + — + - + + - + +
189 — + — + + + _ =" — + + = \% +
195« — + — + + + — ER— + + - \% +
198 — + — + + + — —® - + + - + +
200 — N — + + o+ - =" — + + - \ +
201 — + — + + + — —-® - + + - + +

Desde arabinosa . hasta xilosa: + = positivo, después de un dia; los nimeros entre paréntesis indican los dias a los que
fueron positives; —= negativo, después de treinta dias.
Medio de Stern: + + = lila, en dos-tres dias; —= rosa claro o andlogo al testigo, en ocho dias.

En SH;: + = positivo, en medio de Hajna, en un dia; —= negativo, en el mismo medio y tiempo; (*) positivo, en
medio de Mossel.
En gelatina: —= no fluidificacién, en treinta dias.

En 4cidos orgénicos: + = positivo, en un dia; los nimeros entre paréntesis indican los dias a los que fueron positivos;
—= negativo, en catorce dfas; V = resultados variables, en diferentes pruebas.
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Cuadro 2. Variedades de Salmonella dublin.

Variedad Arabinosa Dulcitol Ramnosa dglestiz;n

1 x + 4+
2 X X + +

8 6 coeln X -+ X + +

4 6 teheran X x X + +

5 6 hessarek + + X + +

6 6 accra + + + +,+ +
7 6 dawa + + — ?

Glacidos: + = positivo, en un dia; X = tardia e irregularmente positivo o
negativo, —= negativo, en veintiocho dfas.

Stern: + = color purpura, al dia octavo; + + = color violeta, de los dias pri-
mero a octavo.

El examen del cuadro 1 muestra, por lo tanto, algunas variaciones

en nuestras estirpes respecto al referido tipo fermentativo. Al repetir
las experiencias, los resultados con levotartrato y citrato seguian inva-
riables. :
Las Salmonella encontradas representan un 7,4 por ciento de con-
taminacién de las muestras. En la mayoria de las veces, los terneros
fueron los infectados (11, de 15 animales, de los cuales 10 eran machos
y 1, hembra); sélo 4 reses mayores de dos afios acusaron la presencia de
estas enterobacterias. Jaeschke (14), Sakazaki, Yamada y Tajima (25)
y Field (10) encuentran Salmonella en vesiculas en proporciones del 5,
0,8 y 10 por ciento, respectivamente.

Salmonella bredeney se ha encontrado en un ternero y se cita por
primera vez en Espaifia. Otros autores (2 y 12) la sefialan también en
terneros y 'Wetmore y Hoag (30), en ratones de laboratorio. Kantor (15)
la ha encontrado en un caso de meningitis infantil. Fue aislada en Ale-
mania, en diarreas y vomitos y de un enfermo con osteomielitis (31).

Salmonella dublin se nombra frecuentemente como agente etiolégi-
co del paratifus de los terneros (1, 8, 11, 18, 23-24 y 27-28) y de toxiin-
fecciones (5). Taylor (29), por el contrario, no encuentra esta especie en

5
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el higado de terneros, sino en vacuno adulto. Clarenburg y colaborado-
res (6) opinan que el vacuno adulto queda como portador, después de
sufrir la infeccién.

RESUMEN

1. Se demuestra la existencia de Salmonella bredeney y S. dublin
en vesiculas biliares de vacuno de abasto aparentemente sano, en una
proporcion del 7,4 por ciento.

2. Salmonella bredeney y S. dublin se presentaron mas frecuente-
mente en terneros que en vacuno mayor de dos afios.

3. Las estirpes identificadas de Salmonella dublin pueden incluir-
se en la variedad 1 por medio de la arabinosa, dulcitol y ramnosa, si
bien diez de ellas eran agaségenas y diferfan de los tipos fermentativos
admitidos en su accién sobre el medio de Stern y 4cidos orgdnicos.

SUMMARY

1. The existence is proved of Salmonella bredeney and S. dublin
in gall bladders of slaughtered cattle, apparently healthy, in propor-
tion of 7.4 per cent.

2. The Salmonella bredeney and S. dublin were present more fre-
quently in calves than in adult cattle.

8. The strains identified can be included in variety 1 of Salmo-
nella dublin by means of arabinose, dulcitol and ramnose, although
ten of them did not produce gas and differed from the typical bioche-
mical characteristics principally in their action in Stern broth and or-
ganic acids.
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PROF. JOSE MARIA ALBAREDA (%)

El dia 27 de marzo de 1966 fallecié en Madrid el Prof. José Maria
Albareda Herrera, Secretario General del Consejo Superior de Inves-
tigaciones Cientificas, Rector de la Universidad de Navarra y Director
del Instituto de Edafologia y Biologia Vegetal. El Instituto «Jaime Fe-
rran», de Microbiologia le debe el impulso de su creacién y la Sociedad
de Microbidlogos Espafioles, la acogida espiritual y econémica que estas
sociedades necesitan para su crecimiento y perduracién. Ambas enti-
dades, al comunicar con profundo sentimiento la triste noticia, quieren
dejar constancia publica de su reconocimiento a quien tanto influyé
en su creacion, asi como en el desarrollo general de la investigacion
en Espafia, por lo que ha dejado memoria imperecedera.

EL PRIMER CONGRESO LATINOAMERICANO
DE PARASITOLOGIA

Se proyecta la celebracion de este Congreso, organizado por la Fe-
deracién Latinoamericana de Parasitologia, en Santiago de Chile, del
18 al 22 de enero de 1967. El programa cientifico comprende los si-
guientes apartados:

I. Ensefianza de la Parasitologia.
II. Inmunologia de las enfermedades parasitarias.
III. Bioquimica y fisiologia de las parasitosis.
IV. Avances en el diagnéstico y tratamiento de las parasitosis.
V. Temas libres (sobre Parasitologia general, humana o animal).

Toda la correspondencia debe dirigirse a la Secretaria General del
I Congreso Latinoamericano de Parasitologia, Casilla 9183, Santiago
de Chile (Chile).

Microbiol. Espaifi., 19 (1966), 191. 1
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Albareda Herrera, Secretario General del Consejo Superior de Inves-
tigaciones Cientificas, Rector de la Universidad de Navarra y Director
del Instituto de Edafologia y Biologia Vegetal. El Instituto «Jaime Fe-
rran», de Microbiologia le debe el impulso de su creacién y la Sociedad
de Microbidlogos Espafioles, la acogida espiritual y econémica que estas
sociedades necesitan para su crecimiento y perduracién. Ambas enti-
dades, al comunicar con profundo sentimiento la triste noticia, quieren
dejar constancia publica de su reconocimiento a quien tanto influyé
en su creacion, asi como en el desarrollo general de la investigacion
en Espafia, por lo que ha dejado memoria imperecedera.

EL PRIMER CONGRESO LATINOAMERICANO
DE PARASITOLOGIA

Se proyecta la celebracion de este Congreso, organizado por la Fe-
deracién Latinoamericana de Parasitologia, en Santiago de Chile, del
18 al 22 de enero de 1967. El programa cientifico comprende los si-
guientes apartados:

I. Ensefianza de la Parasitologia.
II. Inmunologia de las enfermedades parasitarias.
III. Bioquimica y fisiologia de las parasitosis.
IV. Avances en el diagnéstico y tratamiento de las parasitosis.
V. Temas libres (sobre Parasitologia general, humana o animal).

Toda la correspondencia debe dirigirse a la Secretaria General del
I Congreso Latinoamericano de Parasitologia, Casilla 9183, Santiago
de Chile (Chile).
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