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«LA GUERRA BIOPARASITOLOGICA»

Conferencia pronunciada en sesién extraordinaria por

Luis Ndjera Angulo

Ilmo. Sr. Presidente, sefioras y sefiores, mis distinguidos y queri-
dos consocios: Nos hemos reunido aqui para iniciar un ciclo de confe-
rencias, que es el primero en la vida de Nuestra Sociedad. Seguros del
brillante porvenir que la estd reservado, podriamos afiadir que nos ha-
llamos, por tanto, en un momento histérico de su vida, porque, incluso
la gran Historia, se fabrica también, silenciosa y oscuramente, en pe-
queflos cendculos como éste. Si me permito llamar vuestra atencién
sobre esta circunstancia es porque creo que todo en este mundo tiene
su técnica, su modus opervandi, aspecto que, tratindose de microbidlo-
gos, no podia ser desatendido ni, mucho menos, olvidado.

En efecto, esta primera conferencia podia celebrarse, evidentemente,
de dos modos muy distintos: uno, trayendo a esta tribuna a cualquiera
de las ilustres personalidades de gran relieve cientifico que integran nues-
tra Sociedad; otro, confiando esta misién al dltimo de sus miembros.
El primer método ofrecia el gravisimo inconveniente que toda eleccién
plantea cuando hay que optar por una sola de entre multiples posibi-
lidades igualmente excelentes. El segundo brindaba, en cambio, una
solucién sencilla y rapida; como que su designacién era automdtica: tal
es la causa de que en estos momentos me dirija a vosotros confiado en
vuestra discrecién y benevolencia.

No creo que sobre antes de entrar en el tema de esta conferencia
alguna consideracién preliminar.

En primer lugar, creo necesario justificar el hecho de que esta con-
ferencia me haya decidido a escribirla, convirtiendo asi el monélogo
en lectura forzosamente monétona, porque se trata de un arte dificil
con el que no pretendo estar favorecido.

Pero atin a riesgo de ésto no he tenido mds remedio que expresar
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miten, tnica o principalmente, por vectores vivos, en su mayoria del
grupo de los artrépodos.

El conocimiento que en los dltimos afios se ha logrado de las condi-
ciones de vida de estos seres ha permitido conseguir su cria y multipli-
cacién dentro del ambiente del laboratorio o de otros experimentales
muy diversos; de andloga manera se ha logrado conseguir en muchos
casos su infeccién por virus, bacterias, protozoos, etc., reproduciendo
exactamente la situacién en que aquéllos necesitan encontrarse para
actuar como vectores de enfermedades en plena Naturaleza.

Este conjunto de conocimientos, ya suficientemente sistematizado
para recibir en él toda la especifica trama de una ciencia nueva, ha
pasado, sin embargo, casi desapercibido. Claro estd que tales conoci-
mientos se hallan todavia dispersos en revistas innumerables y, por si
fuera poco, que han surgido como fruto de improvisacién—parienta
muy cercana del empirismo—cuando el ingenio de cualquier investiga-
dor se veia obligado' a resolver un caso concreto en relacién con la Bio-
logia de los seres o la Epidemiologia de las afecciones a que he venido
refiriéndome. No menos cierto, que falta el libro (aunque los hay de
técnicas generales, como se sabe, bien conocidos y apreciades) en que
tales técnicas se recojan con sentido y unidad de doctrina. Quizd sea
pronto para ello; pero 10 por eso podemos cerrar los ojos ante la reali-
dad, y ésta nos dice que la nueva ciencia ha nacido y se estd desatro-
llando vigorosamente en estos momentos. :

Cuando Balard, el descubridor del bromo, ensefié a Pasteur a esti-
rar el cuello de un matraz para impedir la contaminacién de su conte-
nido, y cuando, mas tarde, el propio Pasteur, Koch y otros (no hace
aun cien afios) acertaron a cultivar en un tubo de ensayo diversas bac-
terias patégenas para el hombre y los animales, se abrié—nadie se atre-
vera hoy a dudarlo—una nueva era para la Medicina; la era pasteuriana
en que todavia nos encontramos. '

El que los vectores vivos de las afecciones parasitarias (del hombre,
de los animales y de las plantas) sean ya en nuestros laboratorios tan
cultivables, permitidme . la palabra, como las bacterias, es un hecho
prefiado de posibilidades trascendentes para esa nueva ciencia carente
todavia de programas y de libros de texto.

Ahora bien, la vida de la nueva ciencia ha sufrido como ninguna
los efectos de la segunda guerra mundial y.de esta inquietante vela de
armas que la ha sucedido. Siempre han sido las cosas de la guerra se-
cretos de Estado, mejor o peor conservados, pero en ios momentos ac-
tuales tal criterio parece haberse extendido a muchas cuestiones cien-
tificas. Mds desorientador a veces que el silencio es la verdad a medias,
y, en efecto, se observa en.general como si el pasado cardcter expansivo
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de los cultivadores de la ciencia se hubiera tornado reservado y receloso,
como si hubiésemos de caer nuevamente en aquel ambiente hermético
de los gremios, en aquella atmoésfera esotérica de las escuelas, que tanto
contribuyeron a entenebrecer la Edad Media.

Podré parecer este cuadro demasiado sombrio, pero es lo cierto que,
desde 1940, poco titil ha venido a sumarse a las valiosas y prometedoras
recopilaciones hechas, por ejemplo, en los Estados Unidos, hasta aque-
lla fecha, en el campo de la Artropocultura, nombre con el que se podia
designar esta nueva ciencia, fundamento de cuanto haya de hacerse en
la guerra parasitolégica.

Llegados a este punto, os diré que, si no una experiencia, tenemos,
al menes, un antecedente, modesto como mio; circunstancia que recla-
ma con urgencia la explicacién correspondienté. Bastard para ello re-
cordar que cuando, nuestro ilustre vicepresidente, el Profesor Clavero,
proptiso el tema de esta conferencia y que se me confiara el encargo de
desarrollarla, lo hizo basidndose en la actualidad del asunto y en que
yo me habia ocupado del mismo en una revista extranjera. ”

En efecto, hace unos meses las relaciones profesionales y de amis-
tad que me unen a los Doctores Kouri y Basnuevo, parasito6logos cuba-
nos de universal prestigio, me impusieron la obligacién de enviarles
un trabajo que tenia escrito hace tiempo sobre la guerra parasitolégica
y que no me decidia a publicar en Espafia. Quiero insistir en esto para
que quede bien explicado por qué se publicé primero en una revista
extranjera, si as{ podemos llamar las que se editan en Hispano-América.

Dada la difusién de la revista citada no puedo, por consideracién
a vosotros y por respeto a nuestra Sociedad, traer aqui otra cosa que el
espiritu o, si queréis, la tésis de aquel trabajo.

‘Aludia hace un momento al ambiente enrarecido, receloso y esoté-
rico que se cierne sobre el mundo. No creo que sea necesario insistir
mucho sobre ello cuando hay medio hemisferio boreal sumido en la
niebla de la distancia y el misterio del aislamiento; cuando, en expe-
riencias tnicas en la historia de la humanidad, se maneja una nueva
energia de insospechada potencia, que podria ser inagotable fuente
de bienestar, en las soledades inmensas de los océanos, como si las ideas
siniestras de los hombres les empujaran a hurtarlas a los ojos de Dios.

Frente a esto, jqué contraste!, un grupo de microbidlogos, con toda
la quijotesca ingenuidad de su estirpe de precursores, nos proponemos
examinar el tema de la guerra parasitolégica. ¢Serd acaso que no pode-
mos jugar otro papel? Porque es lo cierto que, en otra encrucijada de
la historia, cuando en el siglo Xv se empez a utilizar la artilleria, tuvi-
mos también pléyade de precursores, que tales fueron Pedro Navarro,
descubridor de los hornillos y minas; Pedro Luis Escrivd, que ya en el
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aplicada, debe recibir cuidadosa consideracién. En este sentido, pode-
mos aprender mucho de Alemania que auspicié un plan floreciente de
investigacién en ciencias bdsicas.»

He aqui otra afirmacién no menos interesante:

«Una nacién sana y protegida contra la enfermedad y preparada
para descubrir ésta y atajarla si es necesario, constituye una nacién
bien fortificada en su primera linea de defensa.»

Veamos todavia alguna mds:

«Los hombres de ciencia y los técnicos forman la mayor parte del
capital de la nacién. A fin de conocer el personal disponible y sus capa-
cidades se establecié en julio de 1940, casi afio y medio antes de Pear] -
Harbor, un Censo Nacional de Personal Cientifico y Especializado, en
el que llegaron a filiarse 450.000 personas.»

En cuanto al informe del Dr. Bush, convendra destacar que a pesar
de las enormes sumas destinadas a la investigacién cientifica, se hagan
en él afirmaciones como ésta:

«La ciencia se ha quedado entre bastidores y hay que llevarla al
centro del proscenio, pues en ella reposan mucha.s de nuestras esperan-
zas para el futuro.

«Segun sefialo el Presidente Roosevelt, las muertes producidas por
una o dos enfermedades solamente exceden con mucho al total de vidas
perdidas en los campos de batalla durante esta guerra.»

Para el Dr. Bush el objetivo principal es la investigacion; no el per-
feccionamiento de la asistencia. Por esto, afiade:

«Por 1til que sea el aumento de hospitales, médicos y mecanismos
para la dispersion del saber, no puede aportar una solucién completa,
pues francamente hay que proclamar que no sabemos todavia bastante,
y el aumento de los medios de asistencia médica no facilitard las res-
puestas que hacen falta.»

Audn remacha su argumentacién, diciendo en otro lugar:

«La tremenda y peligrosa batalla librada contra el submarino, fué
una batalla de técnica cientifica... Los nuevos ojos con que nos ha pro-
visto el radar, pueden ser cegados por nuevas proezas cientificas. Con-
tra el V-2 no hubo mds remedio que la captura de los sitios de donde lo
lanzaban... La investigacién es capital cientifico; ademds no podemos
ya contar con Europa como foco principal de este capital.» -

Y propone un plan para la Oficina que dirige, que supone la creacién,
entre otras cosas, de 24.000 becas para estudiantes y un presupuesto
que alcanzard la cifra de mds de 122 millones de délares (mds de 2.000
millones de pesetas), de los cuales, mientras la sexta parte se destina-
ria a investigacién médica, cerca de la mitad (unos I.000 millones de
pesetas) lo serian a Ciencias Naturales.
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La lectura de estos datos, me diréis y muy fundadamente, no demues-
tra, ni que de los 15.000 millones destinados a la investigacién cienti-
fica de aplicacién bélica, ni-de los 2.000 dedicados a las investigaciones
médicas e histérico-naturales con idéntico objeto, se vaya a distraer '
una sola peseta para experiencias o laboratorios que tengan por finali-
dad la guerra bioparasitolégica. Cierto, como también espero estaréis
de acuerdo conmigo en reconocer que tampoco en esos informes, a pe-
sar de su extensién, se dice nada respecto a las investigaciones atémicas.

Sin embargo, la légica mds elemental nos dice que estas investiga-
ciones se prosiguen y que, €en el mejor de los casos, sus cifras presupues-
tarias estdn incluidas en aquellos ingentes guarismos. No podriamos
aplicar esta misma légica al caso de la guerra bioparasitolégica, porque
en esta cuestién de extremada delicadeza no podemos actuar por deduc- -
cién, y todo dato de certeza nos falta para poder afirmar que en una
nacién tan celosa del respeto que se debe a la vida'y a la libertad de los
humanos, se intente siquiera la elaboracién de proyectos con dicha
finalidad. '

Pero este no es el caso, como sabemos, de las demds naciones del
mundo. Y ahi tenemos lo que ocurre con la guerra quimica, condenada
por ilicita en el Tratado de Versalles (1919), en el de Washington (1922)
y en el llamado Protocolo de Ginebra (19z5), asi como mds tarde por
diferentes acuerdos de la Sociedad de Naciones y de las Conferencias
de Limitacién de Armamentos. A pesar de ello, algunas de las nacio-
nes beligerantes en la dltima contienda tenfan organizada la guerra
quimica y todas, desde luego, la llamada defensa pasiva. Que las inves-
tigaciones en este sentido no cesaron un punto lo confirma el que, muy
recientemente, en junio de este afio, la «Monthly Science News», ha
publicado la noticia de haberse descubierto, por un grupo de Quimicos
de Oxford (Peters, Stroken y Thompson), una sustancia, la clorovinil-
dicloroarsina, que es un antidoto magnifico de las lesiones cutdneas o
cutdneo-mucosas de la lewisita (quizd el més activo de los gases de gue-
rra), y por otro grupo de Quimicos de Cambridge, la B A L intravenosa
(acf llamada de British Anti-Lewisita, por los americanos), que neutra-
liza la intoxicacién general producida por el mismo gas citado.

Si a las circunstancias apuntadas se suma que no todos los paises
han publicado, como lo han hecho los Estados Unidos, las lineas gene-
rales de sus programas de investigacién en relacién con la guerra, pero
que no hay duda han de ser también importantes; que la idea de apli-
car los gérmenes productores de enfermedades es ya antigua, puesto
que fué tomada en consideracién en la guerra del 14, y que, en fin, en
algin lugar del mundo, como ahora se dice, se han instalado grandes
laboratorios con fines biolégicos muy similares, creo que estamo auto-

B
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rizados a suponer que la guerra bioparasitolégica es un tema que se halla,
al menos, en estudio.

Esta faceta de la cuestién no nos importa grandemente y podemos
dejarla, en este estado de nebulosa, reducida a la condicién de incég-
nita, porque, con independencia de que vaya o no a utilizarse, de que
exista ono quien se ocupe de ella, lo que en realidad nos interesa en este
momento es considerar cudles sean sus posibilidades.

Es decir, que si hasta aqui hemos examinado la situacién espiritual
del mundo, que a mi juicio hace posible plantear hoy el problema de la
guerra bioparasitolégica y aportar algunos datos mds o menos relacio-
nados con tan delicada cuestién, eh este momento he de abordar algunos
de los aspectos concretos de la misma.

La circunstancia de haberme ocupado con alguna extensién del
tema recientemente, me dispensa aportar aqui citas y enumeraciones
més o menos fatigosas que pueden ser consultadas con comodidad en
el aludido trabajo. ' '

En primer lugar, cabe preguntarse si la guerra bioparasitolégica
es hoy posible en lo que respecta a realizacién material, no en cuanto
a eficacia que es como se comprende, otro problema. Ahora bien, esa
posibilidad supone dos aspectos: el cientifico, en cuanto podamos dis-
poner de vectores vivos capaces de actuar como agentes de dispersion
y de infeccién de determinados virus, y el técnico, que envuelve impli-
citamente la de utilizar cantidades ingentes, cifras colosales, que re-
cuerdan las manejadas en la Astronomia, de aquellos vectores.

Del aspecto cientifico me ocuparé en seguida. En cuanto al técnico,
la posibilidad de lograr esas cantidades fabulosas de vectores vivos
descansa en la enorme capacidad reproductora de los Artrépodos. Para
no referirme mas que a cdlculos bien conocidos citaré que Roubaud,
por ejemplo, estima la descendencia de una mosca doméstica -desde
el 1 de mayo al 30 de septiembre, sobre la hip6tesis de que cada puesta
sea de 100 huevos, cifra inferior a la real, en 3.985 billones, esto es,
un 4 seguido de 15 ceros. Newitt ha demostrado que cada mosca puede
dar un niimero de huevos seis veces mayor, como minimo, que el adop-
tado aqui como base. _

Veamos un célculo para los mosquitos. Guiart lo ha hecho para los
del género Culex. pues bien, segin este parasitélogo una hembra que
ponga 200 huevos, suponiendo que las puestas sucesivas-sean de igual
nimero y que las generaciones estén separadas por seis semanas, ori-
ginaria 64 billones de descendientes, o sea poco mds de un 6 seguido-
de 12 ceros.

Para darnos idea de lo que son estas cifras, recordaré simplemente



LA GUERRA BIOPARASITOLOGICA 15

que un afio-luz son g4 billones 608 mil millones de metros; es decir,
que no llega a ser un 1 seguido de 14 ceros. Cantidad inferior a las ‘que
representa la descendencia de una sola mosca. ’

Ya veremos mds adelante, aplicando los cdlculos a un caso concreto,
que ello estd dentro de las posibilidades humanas gracias a las mara-
villas que logran la divisién y racionalizacién del trabajo. La guerra
pasada ha batido marcas gigantescas en orden a la produccién de ma-
terial bélico, pero como en cierto modo esto era de esperar, me limitaré
a poner un solo ejemplo relativo a una técnica nacida y desarrollada
durante ella. En el laboratorio de ensayos de carreteras de Hardmond-
sworth, cerca de Londres, se descubrié un material nuevo de revesti-
miento, el P. B. S., que permite el acondicionamiento répido de las
pistas de los aerodromos, y, por tanto, la improvisacién de éstos; pues
bien, con dicho material se han preparado en el tltimo afio de la guerra
17 millones de metros cuadrados de pistas de despegue y aterrizaje
para aviones.

En estos momentos se estdn realizando ensayos de tropicalizacion
del suelo o caldeo eléctrico con el fin de lograr obtencién rapida de plan-
teles y el consiguiente adelanto de las cosechas.

El manejo, en fin de la energia atémica parece reservar a nuestro
siglo sorpresas inauditas.

No vale la pena que nos detengamos mis tiempo en las dificultades
meramente técnicas de la guerra parasitolégica. {Qué podrian repre-
sentar frente a las ya vencidas en tantos problemas!

Hace ya varios afios que el célebre tratadista militar Vauvenargues,
dijo: «Hay que esperarlo y temerlo todo del tiempo y de los hombres.»

- La frase parece ser una confirmacién de aquella otra sentencia terrible,
da guerra es la guerra», con la que se han justificado en todo tiempo
los excesos mds abominables, y de cuya vigencia las actuales generacio-
nes han recibido pruebas bien concluyentes..

Por ello, aunque no podamos olvidar el aspecto moral de la guerra
bioparasitolégica, tenemos que reconocer que, hasta el momento actual,
ninguna norma juridica ha servido para limitar los armamentos.

En efecto, hasta ahora sélo dos tipos de guerra, la quimica y la bac-
teriolégica, han sido proscritas, y, al parecer, su falta de utilizacién
en la tltima contienda podria pensarse que obedecia a esta causa. La
Quimica ya hemos visto que lo fué en casi todos los Tratados y Confe-
rencias celebrados después de la guerra del 14, y, sin embargo, todos los
paises signatarios organizaban lo mejor que podian sus correspondientes
defensas pasivas, dando asi la impresién al mundo de que admitian
por descontado la posible violacién de tales pactos.

En cuanto a la guerra bacteriolégica, su utilizacién fué examinada
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por la Conferencia del Desarme celebrada en Ginebra, en 1932. Su dic-
tamen fué «que revestia seriedad suficiente para prohibir su empleon,
basdndose sin duda en el informe presentado diez aflos antes por Bordet,
Cannon, Madsen y Pfeiffer a la Conferencia de Washington.

Ahora bien, después de haber visto que cuando se ha tratado de
destruir eficazmente un Coventry o un Colonia, un Londres o un Ham-
burgo, no se han tenido en cuenta mds que las necesidades de tipo mi-
litar y que éstas mismas impusieron el empleo de la bomba atémica.
No incurrimos en la ingenuidad de suponer que aquellos obstdculos
juridicos fuesen la causa de que no se hayan utilizado la guerra qui-
mica o la guerra bacteriolégica.

En efecto, el dnico requisito que hasta ahora se ha exigido a un
arma es su eficacia: la guerra quimica, para serlo, exije, aparte condi-
ciones atmosféricas especiales y otras de detalle, una importantisima,
que es el factor sorpresd; pero éste no cabe cuando el enemigo tiene
organizada su defensa pasiva. Aqui, como en ninguna otra circunstan-
cia, se ha demostrado la exactitud de la mdxima latina: Sz vis pacem
para bellum.

La guerra bacterioldgica, en sentido estricto; esto es, la difusién
de gérmenes bacterianos por sus mecanismos habituales de propaga-
cién, excluido el transporte por agentes vivos, carece de eficacia, segtin
ya consignamos anteriormente. Definimos asi la guerra bacterioldgica
por la necesidad de delimitar su campo de accién, vecino, al fin y al
cabo, del de la parasitolégica. En esta tltima incluiremos, por tanto,
la peste y la tularemia, en cuanto una y otra sean transmitidas por
vectores vivos, como es el caso de las pulgas en la peste bubénica y de
diversos artrépodos (piojos, tabdnidos y garrapatas) en la tularemia,
a pesar de ser bacterias sus respectivos agentes etiolégicos. Precisa,
por tanto, reiterar la conclusién de que si las normas juridicas carecen
de valor préctico, no queda mds que un limite al empleo de toda arma
nueva: su eficacia. Por eso se ha dicho hace mucho tiempo, con tanta
inexactitud critica como ironia, puesto que.la ametralladora es arma
de gran eficacia, pero estrictamente militar, que a ningin Congreso
o Conferencia de limitacién de armamentos se le habia ocurrido conde-
nar su utilizacién.

De aqui que, si la- guerra bioparasitolégica llegase a reunir condi-
ciones tales que la hicieran practicable, serd légico esperar su utilizacién.

Ahora bien, en la guerra puede ser necesario no sélo destruir a los
combatientes (incluida, segin dijimos, la poblacién civil), sino también
las plantas y los animales del enemigs. Por ello convendrd tener en
cuenta la posibilidad de las guerras fitolégica, agro-forestal y veteri-
naria. Todas ellas rednen una circunstancia desfavorable a su empleo;
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el de que su repercusién es demasiado lenta. Por otra parte, la guerra ve-
terinaria, a la-que de otro modo serfa aplicable cuanto se dijese para la
éspecie humana, ha perdido casi toda su significacién bélica desde que
la traccién animal ha desaparecido pricticamente de los frentes de ba-
talla a causa de la motorizacién de los ejércitos modernos. Ello no ex-
cluye que, en circunstancias especiales, pueda ser utilizable.

Limitdndonos por estas razones a considerar en general la guerra
bioparasitolégica aplicada a la especie humana, ficil se comprenderd
que existen numerosas enfermedades cuyos virus y agentes vectores
podemos desechar a priori. Sistematizando las causas que nos imponen
esta seleccion, tenemos las siguientes: ‘

1.2 Afecciones propias de la infancia o de las edades tempranas
de la vida, puesto que actuarian sobre sectores de poblacién de escasi-
simo o nulo valor; tal, por ejemplo, la leishmaniosis visceral medite-
rrénea. '

2.5 Enfermedades producidas por gérmenes desconocidos, no cul-
tivables, o, simplemente, dificiles de obtener in vitro o in vivo, esto es,
no manejables para la técnica parasitolégica. Ejemplo de este grupo
podra ser la fiebre amarilla, pero en él deberdn colocarte ademds diver-
sas ricketteiosis: fiebre de Kumaon, tifus de Kenya, pseudo tifus de Ni-
geria y de Costa de Oro, etc.

3.2 Mecanismo epidemiolégico, desconocido o aunque conocido,
no influenciable a distancia o en condiciones bélicas. Podriamos citar
aqui la sifilic, la buba y el grupo de las leptospirosis, desde la espiro-
" quetosis ictero-hemorrégica a la fiebre del lodo o de los pantanos, en-
fermedad ‘de Stuttgart, etc.

4.2 Agentes vectores que, aunque conocidos, no resulten maneja-
bles en el laboratorio o sean demasiado frégiles en las condiciones na-
turales. Atendiendo al primer aspecto, deberian eliminarse todas las
afecciones transmitidas por flebotomos (leishmaniosis, fiebre de pap-
pataci, etc.), y por lo que respecta al segundo, las transmitidas por los
piojos; esto es, el tifus exantemdtico histérico, la fiebre de las trinche-
ras o de Vohlynia, etc.

5.2 Escasa difusibilidad o marcada tendencia a la produccién de
focos epidémicos limitados. En este grupo deberemos incluir las dos
tripanosomiasis africanas (a Trypanosoma gambiense y a T. rhodesiense)
y, con mayor razén, la tripanosomiasis americana.

6.2 Existencia de vacunas de probado valor profildctico. Por esta
causa quedaria eliminada como agente de la guerra bioparasitolégica
la fiebre amarilla, si ya no la hubiésemos excluido anteriormente, y,
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ademds, la peste que en su forma bubbénica es, a diferencia de la pneu-
moénica, afeccién tributaria por su epidemiologia de las técnicas para-
sitolégicas. ‘

Gracias a este criterio ha quedado simplificado el problema, ya que
todas las afecciones pardsitarias que satisfagan alguna de las seis con-
diciones citadas quedan excluidas de su posible utilizacién en la guerra -
bioparasitoldgica, al menos, temporalmente; esto es, en tanto no se
modifique el estado actual de nuestros conocimientos y con él los re-
cursos técnicos de que disponemos hoy dia.

Huelga afiadir que, si examindsemos lo que ocurre con las afeccio-
nes bacterianas (desde el grupo de las fiebres eruptivas, como propias
de la infancia, hasta la viruela y la fiebre tifoidea, por disponerse de
vacunas profildcticas), todas, una por una, irian quedando prendidas,
como instrumentos no aptos para la guerra bacteriolégica, en la malla
formada por las seis condiciones repetidas. Otro tanto hay que decir
de todas las enfermedades producidas por hongos, sin que valga la pena
insistir sobre ello.

Pero el simple hecho de que hayan atravesado tal cedazo—permi-
tidme que siga’ utilizando el simil anterior—, no quiere decir que sus
caracteristicas sean suficientes. Su utilizacién en la guerra esta condi-
cionada todavia a una serie de circunstancias o factores sin los cuales
los virus productores de enfermedades o los agentes vectores que les
vehiculan y, transmiten no serian instrumentos idéneos. A diferencia
de los caracteres citados anteriormente, todos los cuales tenian signo
negativo, los que vamos a enumerar ahora tienen, por el contrario,
signo positivo; es decir, que aquellos virus o vectores que los retinan
negativo, los que vamos a enumerar ahora tienen, por el contrario,
signo positivo; es decir, que aquellos virus o vectores que los retinan
seran tanto mds aptos para la guerra cuanto mayor sea el grado en que
los posean.

Estos caracteres son los siguientes:

1. Gran contagiosidad y despersibilidad; ya intrinsecas, ya en
relacién con las propias del agente vector, pero esta altima dentro de
ciertos limites.

2. Periodo de incubacién pequefio y constante; es decir, fijo.

3. Comienzo brusco y acompafiado de incapacidad funcional.

4.2 Carencia de sintomatologia tipica.

5.0 Agente vector que pueda pasar desapercibido.

6.0 Capacidad de éste para resistir el ayuno y la separécién de su
huésped durante cierto tiempo.
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7.0 Radio de accién relativamente limitado, condicién que supone
en el vector la posibilidad de fijar, con el cardcter del aparto 1.9, el equi-
librio conveniente.

8.0 Epidemiologia bien conocida.

9. Invulnerabilidad a los agentes quimicos e insecticidas cono-
cidos hasta el dia, y o ,

10. Ausencia de tratamiento etiolégico y de vacunacién profildc-
tico-terapéutica.

Si ahora procediésemos a someter a esta segunda prueba las afec-
ciones parasitarias que resistieron a la primera, segtn hice en el trabajo
a que me he referido mas de una vez, nos encontrariamos con que eran
muy contadas, en definitiva, las que pueden servir de instrumento en
la guerra bioparasitolégica. En dicho andlisis, que no voy a repetir
puesto que estd publicado, llegué a la conclusién de que las afecciones
utilizables pueden ser agrupadas del modo siguiente:

1. Enfermedades que requieren perfeccionamientos técnicos:

Transmitidas por dipteros: Enfermedad de Carri6n (drea limitada).
Dengue (practicamente cosmopolita).
Fiebre del valle del Rift (limitada).

Transmitidas por ix6didos: Fiebre exantematica mediterrdnea (drea
muy extensa).

2. Enfermedades a punto de ser utilizadas:

Transmitidas por ix6didos: Tularemia (aunque de drea todavia mal
precisada).
Fiebre recurrente mediterrdnea (drea muy -
extensa).

Esto quiere decir que si eliminamos las del primer grupo, porque
para que sean manejables resta todavia resolver diversos problemas
técnicos, no quedan mds que dos afecciones, hoy por hoy, realmente
utilizables por la guerra bioparasitolégica: tularemia y fiebre recurrente
mediterranea. :

Las dos son transmitidas por ixédidos y la ultima, especialmente,
por argasinos, aunque también puede jugar papel vector la garrapata
del perro Rhipicephalus sanguineus. Dicha circunstancia es de gran
importancia por cuanto los ixédidos y los afanipteros (pulgas) consti-
tuyen los dos 6rdenes de artrépodos quizd mas aptos para la guerra.
Por otra parte, no podemos olvidar que la tularemia cuenta precisa-
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La idea de este trabajo surgié de la consideracién de la lentitud de
desarrollo del bacilo de Koch, que necesita un tiempo de diez a treinta
dias para presentar fases aparentes de desarrollo en un cultivo, y otros
diez a treinta dias para presentar manifestaciones visibles en los anima-
les inoculados; inspirados en los trabajos de Fontés, quisimos compro-
bar la existencia de fases filtrables del germen y la posibilidad de recono-
cer algunas formas visibles de bacilos, distintas a las conocidas hasta hoy.

Nuestros estudios se han efectuado durante catorce afios, habiendo
examinado el bacilo de Koch y las tuberculinas y vacunas conocidas,
opinando .que es posible que exista una forma distinta de las conoci-
das hasta hoy, que ha quedado oculta por los defectos de los métodos
de coloracién o insuficiencia de los aparatos 6pticos usados, sin que
pueda afirmar, de un modo categérico, esa presencia. También es posi-
ble que, el elemento activo existente en la fase invisible del bacilo de
Koch, no sea una forma filtrable de éste, sino algin cuerpo producido
por éL ' <

Esta opini6n, ha sido elaborada en virtud de los resultados obteni-
dos en nuestro trabajo experimental, que es el siguiente:

Hemos repetido en 40 cobayos la prueba ‘de inyectarles los produc-
. tos obtenidos por filtracién de un cultivo de bacilo de Koch virulento,
previo tratamiento con ldmpara de cuarzo y separados diariamente, a
partir de las veinticuatro horas de practicada la siembra, hasta el dia
o dos dias antes de que el cultivo muestra todos los caracteres tipicos
del desarrollo completo (raspando el cultivo nos daba bacilos, dcido
alcohol resistentes, morfolégicamente identificables con el tipico Koch).
A los cobayos asi preparados les inoculdbamos estos mismos bacilos,
siendo imposible conseguir su tuberculizacién, ni por via submamaria,
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de treinta y seis horas a cuatro dias, atenda su virulencia; atenuacién
que se mantiene en los subcultivos y que se logra por la accién directa.
de los rayos X sobre los bacilos; efecto que se consigue igualmente con
los rayos ultravioleta.

También hemos tenido presente la accién atenuante y destructora
de ciertos venenos y toxinas ejercida por la ldmpara de cuarzo, segin
los trabajos de Aimard y Dausset y de Schlipphake, trabajando este
dltimo precisamente con el bacilo de Koch, al que destruye in vitro
con diferentes longitudes de onda, que no indica, sin conseguir la accién
modificadora in vivo por morir el animal de experimentacién.

Los medios de cultivo empleados en la experimentacién han sido
el caldo peptonado, de carne de vaca, con glicerina al 4-5 % y pH 7,4,
y la temperatura de la estufa 38° c. Como cultivo sélido hemos utilizado
el de Lowenstein.

A este tdltimo medio, que nos ha servido siempre para el aislamiento
directo de los gérmenes, le hemos afiadido, en algunas ocasiones, jugo
de tomate y tiroxina, obteniendo resultados muy variables en cuanto
al tiempo y la abundancia del desarrollo, segiin lo indicamos en una
comunicacién presentada en el afio 1934 en el Instituto de Patologia
Médica, referente al cultivo y aislamiento de bacilos tuberculosos.

Del producto patolégico, bien sean esputos, orina, etc., o de los
cultivos que nos facilitaban, sembrabamos en el medio indicado y si-
multdneamente inyectdbamos en la cara interna del muslo, en la regién
submamaria o inguinal de un cobayo de unos 200 a 300 grs., prefiriendo
siempre cobayos hembras jévenes, de poco peso. Una vez aparecido el
cultivo, lo que tarda en suceder de diez a treinta dias (er algunas oca-
siones, poco frecuentes, ha tardado ocho dias), resembramos en el
medio liquido caldo-peptonado-glicerinado, con las precauciones nece-
sarias para que no se sumergiese la siembra. Algunas veces hemos recu-
rrido a colocar papeles o rodajas de corcho sumamente finas, con objeto
de facilitar su cultivo en superficie y evitar que, por los movimientos
a que han de someterse diariamente, se perdiesen los cultivos. Otras
veces, hemos utilizado rodajas de corcho, igualmente finas, con un ori-
ficio central para poder pasar la bujia filtrante sin que tocase los velos
exuberantes que se producen en algunas ocasiones, consiguiendo retirar
diariamente, y a partir de las veinticuatro horas siguientes a la siembra,
la cantidad de liquido filtrado necesario, sin peligro de contaminacién
ni de pérdida del cultivo.

Estos filtrados los conservamos en nevera, recogidos en tubos de
cuarzo o en frasquitos de cuarzo, con objeto de poderlos someter a la
accion de los rayos ultravioletas. A medida que fueron termindndose
los recipientes de cuarzo y viendo que no se contaminaban ficilmente,
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fuimos realizando los tratamientos con la ldmpara, colocando los fil-
trados en placas de Petri de gran superficie, que destapibamos en el
momento de estar todo preparado para su irradiacién.

Como hemos dicho anteriormente, la irradiacion se ha efectuado a
distancias variables.

Después de la irradiacién estaban dispuestos los filtrados para su
inoculacién. Esta se hacia, subcutdneamente, a cobayos sanos, empe-
zando por un cuarto de c. c. del filtrado obtenido a las veinticuatro
horas de la siembra, llegando hasta 1,5 a 2,0 c. c., que era el miximo
necesario para no provocar reaccion local ni térmica.

Cuando habfa reaccién local, consistia en un ligero' enrojecimiento
y tumefaccién en el punto de la inyeccién, con elevacién simultinea
de temperatura y duracién mdxima de cuarenta y ocho horas; cuando
se producia este fendémeno, una vez pasado, se repetia la misma dosis
antes de pasar a la fraccién siguiente.

Conseguida la ausencia de reaccién, tras el tratamiento con el li-
quido procedente del primer filtrado, seguia la inyeccion del filtrado
obtenido a las cuarenta y ocho horas siguientes a la siembra, adminis-
trado en la misma forma y con las mismas precauciones que la primera
fraccién, tratando de evitar reacciones fuertes, las que se han presentado
algunas veces. También se presentaban reacciones ligeras, en algunas
ocasiones, al llegar a las udltimas dosis; en otras, se presentaban en las
primeras, y consistian en la pérdida del apetito, ligero erizamiento del
pelo y elevacién térmica. Del mismo modo que acabamos de relatar
para las fracciones primera y segunda del filtrado, se seguian las inyec-
ciones de todas las demds, hasta llegar a la dltima fraccién. -

Una vez terminado este tratamiento, se dejaba descansar a los ani-
males durante una o dos semanas, en unos casos, y hasta trés o cuatro
meses, en otros, omitiendo el descanso en otros animales. .

Pasado el tiempo correspondiente a cualquiera de los tres casos
anteriores, inyectdbamos a los animales suspensiones de gérmenes pro-
cedentes del mismo cultivo que nos habia servido para su aislamiento
o para la preparacién de los filtrados, empleando las siguientes vias:
subcutdnea, en la cara interna del muslo; submamaria, intraperitoneal,
intrapleural, en vejiga por sondaje directo, por pulverizacién en traquea
o por medio de alimentos contaminados con suspensiones de gérmenes.

Al mismo tiempo que realizibamos estas inoculaciones en el cobayo
que considerdbamos inmunizado, prepardbamos los testigos, a los que
inoculdbamos sin ningtn tratamiento previo, y por la misma via que
empledbamos en el cobayo inmunizado.

Hemos procurado, siempre que nos ha sido posible, que los testigos
fueran cobayos gemelos, para mayor exactitud.
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Agente inmunizanie:

Bacilo inoculado. .........

Tratamiento de inmuniza-
COM. v et ie e

Tratamiento de inoculacion:

Bacilo inoculado......

Via de inoculacién. .
Cantidad inoculada.. ..

Observaciones. .......

Autopsia.............

Ninguno.

Ninguno.

Procedente del desarrollo en el medio de
Lowenstein.

Regién submamaria izquierda.

I c. c. de una suspensién de un asa en
5 c. c. de solucién salina.

Grafica térmica tipica de infeccién tu-
berculosa.—A los 5 dias aparecié chan-
cro que no volvidé a cerrar.—A los 12,
infarto ganglionar resbaladizo y tipico.

A los 45 dias fué sacrificado, presentando
tubérculos caseificados en el pulmén,
en los que, en su observacién histolé-
gica y bacteriolégica, se comprob6 la
tuberculizacién sufrida.
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Autopsia ............ Por siembra del ganglio inguinal infartado
’ se desarrollaron colonias de bacilos de
Koch identificables con las colonias pri-
mitivas.—En el punto de inoculacién
se observé todas las caracteristicas ti-
picas de chancro tuberculoso.

Caso tipico de inmunizacién e inoculacién por via submamaria de una raza bovina
aislada en un nifio.—Cobayo nim. 88

Caracteristicas:
Sex0..iviiiin..

Peso inicial.......
Peso terminal.....

Agente inmunizante :

Bacilo inoculado. .

Hembra..
205 gramos.
255 gramos.

Procedente de esputos de un nifio que
contenia bacilos de la raza bovina.
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Medio de cultivo......
Desarrollo total...... .
Resembrado..........
Desarrollo............

Productos de filtracion.

Tratamiento de immunizacion:

I inyeccién del........
3 inyecciones del ......
5 — del......
Duracién del tratamien-

Observaciones........

Tiempo de descanso. ..

Tratamiento de 1noculacion:

Bacilo inoculado......

Via de inoculacién.....
Cantidad inoculada.. ..

Observaciones........

Tiempo de observacion.
Autopsia.............

Lowenstein.

g dias.

En médio liquido ya indicado.
18 dias.

16.

1.9,2.9,3.04.0 50, 67 470 80 90 100,
I1.9, 12.9,
13.9, 14.9, 15.9, 16.°.

36 dias.

Present6 fuerte reacciéon de elevacion tér-
mica, inapetencia y erizamiento del
pelo durante los dltimos 20 dias del
tratamiento.

Un mes.

El procedente del desarrollo en el medio
de Lowenstein y el medio liquido in-
dicado.

Submamaria derecha.

0,5 ¢. ¢. de una suspensién de un asa en
5 c. c. de solucién salina.

Reaccién térmica en los dias siguientes
a su inoculacién.—No dando ninguna
manifestacién pasados los siete prime-
ros dias.—No present6 chancro ni in-
fartacién ganglionar.

12 dias después de la inoculacién.

Sacrificado el cobayo por no haber muer-
to, no se hallé ningin tubérculo ni ma-
nifestaciéon tuberculosa.

Testigo del caso del cobayo nim. 88

Caracteristicas:
SeX0.iviiiiiiiiin
Peso inicial...........

Peso terminal.........

Hembra.
215 gramos.
220 gramos.
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Agente inmunizante. ....... Ninguno.

Tratamiento inmunizacion.. Ninguno.

Tratamiento de inoculacion:

Bacilo inoculado...... El mismo bacilo aislado en el medio de
Lowenstein.

Via de inoculacién..... Regién submamaria izquierda.

Cantidad inoculada.... 1 c. c. de una suspensién de un asa en
5 c. ¢. de solucién salina.

Observaciones........ Grifica de peso que manifiesta su debili-

. -dad orgdnica de cremiento y desarrollo.
Presentando chancro e infarto gan-
. ' glionar, en el que, extirpado, se iden-
tific6 bacteriolégica e histolégicamente
su cardcter tuberculoso.

Autopsia............. Sacrificado a los 42 dias presentd, a pesar
de haber sido extirpado el génglio,

tuberculosis generalizada.
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Medio de cultivo......

Desarrollo........
Resembrado......
Desarrollo.

.

Productos filtracién.

Tratamiento de inmunizacion:

2 inyecciones del......
I inyeccién del........

Duracién del tratamien-

Lo T
Observaciones. .......

®

Descanso.............

Tratamiento de inoculacion :

Lowenstein.
11 dias.

En el medio liquido ya mencionado.

19 dias.
17.,

1.0y 2.9, filtrados. ‘
3.2 al 17.°

19 dias. .

Ligera reaccién local, sin elevacién tér-
mica y buena tolerancia durante el
resto del tratamiento.

10 dias.

Bacilo inoculado...... El mismo que nos sirvié para obtener los

Via de inoculacién.. ...

productos de filtracién.
Regién submamaria izquierda.
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Cantidad inoculada....
Observaciones........

Autopsia..... e

I c. c. de una suspensién de un asa en
5 c¢. ¢. de solucién salina.

No present6 ninguna reaccién manifiesta.
Ni chancro, ni infartacién ganglionar.

Sacrificado el cobayo a los 30 dias de
finalizar el tratamiento, no se observd
manifestacién alguna tuberculosa.

NOTA.— El cobayo-testigo correspondiente a éste cobayo num. 213, resulté caso

tipico positivo de tuberculizacién.

Caso tipico de inmunizacién producida por filirados de diferente procedencia frente
a los agentes que han servido para la obtencién de dichos filtrados.—Cobayo ni-

Caracteristicas: -

Agente inmunizante:

Bacilo inc;culado. e
Medio de cultivo......
Desarrollo total.......
Resembrédo ..........

Desarrollo............
Productos de filtracién.

Tratamiento de inmunizacion

2 inyecciones del......
I — del......
2 — del......
Duracién del tratamien-

mero 221

Macho.
2635 gramos.
325 gramos..

Uno, procedente de raza bovina, aislado
de una vaca tuberculosa; y otro, de un
esputo de procedencia humana.

Los dos en medio de Lowenstein.

El primero, bovino, 10 dias; el humano,
17 dias.

Ambos, en el medio liquido especial indi-
cado.

El bovino, g dias; el humano, 12 dias.

El bovino, 7; el humano, 10.

Se emple6 la mezcla a partes iguales de
los 7 primeros filtrados, continuando el
tratamiento con los tres filtrados res-
tantes de procedencia humana.

1.0y 2.9 filtrados.

3.9, 4.9, 5.9, 6.9, 7.0, 8.0,

9.9y 10.°

14 dias
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Agente tuberculizante :

Bacilo inoculado...... El procedente de una orina extraida sin
cateterismo, en cuyo sedimento directo
se observaron 16 gérmenes por campo.

Via de inoculacién..... Inyeccién subcutdnea en regién inguinal.

Cantidad inoculada.... 3 c. c. de sedimento de orina en suspen-
sién con solucién salina.

Observaciones. . ...... Fuerte elevacién térmica, produccién de
chancro e infarto inguinal correspon-
diente.

Tratamiento curativo:

Bacilo empleado...... El mismo que se emple6 para la tubercu-
lizacioén.

Medio de cultivo...... El de Ldwenstein.

Desarrollo total....... 11 dias.

Resembrado.......... En medio liquido ya conocido.

Desarrollo............ 19 dias.

Productos de filtracién. 17.

Tratamiento empleado:

4 inyecciones del...... 1.0y 2.9, filtrados.
2 — del...... 3.0
I —_ del...... 4.°2al 1720
Duracién del tratamien-
to.....oviiieia.. 24 dias. .
Observaciones........ Progresivamente se observd, desde la pri-

mera inyeccién, tendencia a la norma-
lizacién de la grafica de temperatura,
normalizdndose al tercer y cuarto dias;
como asi mismo se pudo observar el
cierre del chancro y la desaparicién del
infarto inguinal correspondiente, hasta
el total y completo restablecimiento.

Autopsia............. Sacrificado el animal a los 10 dias de ter-
minado el tratamiento, se pudo com-
probar no existian granulos, tubérculos,
cavernas, ni lesiones que manifestasen
la més ligera sefial de haber estado
tuberculizado.
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i

.
Hisitve B nusin

Caso del testizo del cobayo num, 23

Caracteristicas :
Sexo................. Hembra.
Peso inicial.......... 250 gramos.
Peso terminal......... 220 gramos.

Agente tuberculizante:

Bacilo inoculado. ..... El procedente de una orina en cuyo sedi-
mento directo se han observado 16 ele-
mentos por campo, sin ser obtenida
por cateterismo. ‘

Via de inoculacién..... Inyeccién subcutdnea en regién inguinal.

Cantidad inoculada.. . 3 c¢. c¢. de orina diluida con solucién sa-

. lina, previa centrifugacién.

Observaciones........ Fuerte elevacién térmica, produccién de
chancro e infartacién de ganglio ingui-
nal correspondiente.

Tratamiento curativo. .. .... Ninguno.
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. Este cobayo, después de un descanso de un mes, se le practicé el si-
guiente tratamiento de tuberculizacién.

Se le practicaron inoculaciones por via subcutdnea con los mismos
esputos qué anteriormente quedan citados. Al cabo de quince dias se le
practicé una inoculacién intrapleural, y a los cinco dias se le realizaron
pulverizaciones en tridquea de suspensiones de gérmenes procedentes
del cultivo del caso anterior. -

Observaciones. ....... El cobayo no di6 manifestaciones de reac-
cién térmica, ni de ninguna clase, que
indicasen visiblemente por observacién
directa, trastornos que pudiesen indi-
car infeccién tuberculosa.

Autopsia............. Al mes de realizado el tratamiento indi-

. - cado se sacrificé el cobayo, presentando
' ~ débiles manifestaciones de haber pade-
cido una tuberculizacién antigua.—
No consiguiéndose aislar bacilos en
ninguno de los medios en los que se
sembraron los productos retirados de
la autopsia (sangre, trozos de oérgano
de pulmén y rifién, en los que se nota-
ban los nédulos de las lesiones produci- :
das por la tuberculizacién provocada
anteriormente).

Caso testigo del cobayo nium, 234 (1.° y 2.° eﬁsa.yo)

Caracteristicas:
Sex0................. Hembra.
Peso inicial........... 245 gramos.
Peso terminal......... 225 gramos.

#

Agente tuberculizante:

Bacilo inoculado...... El procedente del esputo, en el que se
observaron en las preparaciones direc-
tas 35 elementos por campo.

Via de inoculacién..... Subcutdnea por ojal practicado en regién
inguinal.
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Observaciones. ....... Gréficas térmicas tipicas de infeccién tu-
berculosa, produccién de chancro, in-
fartaciéon de génglio inguinal corres-

pondiente, disnea.

Tratamiento curativo. . ..... Ninguno.

Autopsia............. Alos 35 dias muri6. Pudiéndose observar
la infeccién tipica de tuberculosis con

lesiones manifiestas en sus diferentes

érganos, principalmente en pulmén.

Caso tipico que demuestra no tener accién curativa cuando son tratados con dife-
rentes gérmenes a los que se emplearon para su tuberculizacién.—Cobayo nam, 307

Caracteristicas:
Sex0.........vevvv.... Hembra.
Peso inicial........... 270 gramos.

210 gramos,

Peso terminal.........
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Tratamiento empleado :

2 inyecciones del.... ..
I — del.....
Observaciones. . ......

1.9, 2.9 y 3.0 filtrados.
4.2 al 10.0.,
Presenté progresivamente mejoramiento

hasta llegar a la normalizacién de tem-
peratura y peso.—Cayéndose la costra
formada al cerrarse por completo el
chancro, sin dejar més que una aureola
del tamafio de 5 cts. sin pelo, desapa-
reciendo el infarto ganglionar corres-
pondiente.

Autopsia.............

Sacrificado el animal a los go dias, no se

encontraron mas que ligeros indicios de
lesiones, totalmente cerradas, de haber
padecido una infeccién tuberculosa.
No consiguiéndose aislar, mediante cul-
tivos, bacilos de tipo tuberculoso.

Nos encontramos, pues, ante el hecho de que un filtrado del cultivo
del bacilo de Koch en medio liquido, irradiado con luz ultravioleta,
ocasiona un producto que tiene una potencia vacunante determinada.
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Acaso pueda explicarse este hecho teniendo en cuenta las ideas emi-
tidas por M. Nahn respecto a la ciclogenia del bacilo tuberculoso: en una
fase de su desarrollo pasa por una forma filtrable, que es la que puede
existir en los filtrados de los medios liquidos que nosotros manejamos.

Por otro Jado, Olivier y Bonnet-Maury, observan que la radiacién
de radén sobre los bacilos tuberculosos, en su forma adulta, impide su
germinacién posterior aunque conservan cierta capacidad vital. De
modo'semejant,e podria, acaso, explicarse, lo que ocurre en los filtrados
que nosotros manejamos, admitiendo que sobre las formas filtrables
del bacilo actdan los rayos ultravioletas, impidiendo su desarrollo ul-
terior y conservando su estructura antigénica y el poder inmunizante
con51gu1ente : :

De lo expuesto en esta comunicacién podemos deducir las siguientes

CONCLUSIONES

1.2 Después de pasadas veinticuatro horas desde la siembra de un
bacilo tuberculoso, existe en los productos que se separan del medio por
filtracién una substancia que puede ser una forma f11trable 0 un pro-
ducto de metabolismo.

2.2 Esta substancia actia como antigeno, dando lugar a la forma-
cién de los anticuerpos correspondientes.

‘3.5 Esta substancia es especifica para cada variedad o raza e in-
cluso fase de desarrollo del bacilo tuberculoso.

4.2 Los anticuerpos que se engendran en el organismo son capaces
~de conferir inmunidad en alto grado contra el bacilo tuberculoso.,

‘5.2 La substancia que se separa por filtracién tiene propiedades
curativas en los animales de experimentacién.

6.2 Existe un aumento progresivo del poder antlgemco directamen-
te proporcwnal al tiempo transcurrido desde el pr1n01p1o del desarrollo
del bacilo tuberculoso.

7.2 El tratamiento por rayos ultravioleta actiia sobre los filtrados
conservando su poder antigénico y destruyendo su toxicidad o su poder
de multiplicacion.

Tenemos la esperanza de que, tras un continuo y arnpho estudio,
padremos llevar estos conocimientos a la terapéutica humana, contri-
buyendo a la desaparicién del terrible azote que para la humanidad
constituye hoy la tuberculosis. .
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1932; que creen haber resuelto el problema del cultivo del Myc. leprae;
Harazawa y Watanabe (100), Schneider, 1931, y Rodriguez de Albur-
querque (68), 1935. Adant (1), ni siquiera esplenectomizando monos
cercophithecus y cinocephalus, encuentra patégenos suscultivos en 193z.
Tampoco es optimista Such (9o), ni Bergmann, Sitanala y Sardjito (9),
Mc. Kinley y Verder (54), 1933; Federico Solana y Gutiérrez Sola-
na (39), 1935.

En cambio no faltan quienes creen haber llenado ya la tercera con-
dicién de Henle, la definitiva, para demostrar que sus cultivos son el
auténtico bacilo de Hansen. Barranikow (2) en 1899 inocula sus culti-
vos en la cdmara anterior del ojo del cobayo y produce una lesién que
cree tipica y denomina «Pannus leprossus». Kedrovsky (43-44), con sus
cultivos consigue, en 1901, en el conejo lesiones semejantes a las tuber-
culosas, y, en el ratén, tubérculos baciliferos. Zenoni (109) en 1905 pro-
duce inflamaciones focales en el cobayo inoculando sus cultivos, y en
la rata blanca la muerte en dos o tres dias. Cleeg (19-20) en 1909 con-
sigue inoculaciones en serie en el cobayo, y Duval (27-34), inoculando
sus cultivos al ratén japonés, observa una infeccién generalizada exac-
tamente igual que la producida inyectando productos leprosos. El mis-
mo afio, Kedrowsky (44), consigue en el ratén lesiones muy semejantes
a las tipicas leprosas humanas; y Carrasquilla (18) informa en el Con-
greso de Rio de Janeiro que sus cultivos, inoculados al conejo, le causan
una infeccién aguda con sintomas y lesiones leprosas, que lo llevan ra-
pidamente a la muerte. Beyon (3-7), en 1911, inyecta sus cultivos bajo
la ttnica del testiculo de ratas y encuentra luego lesiones que no se
diferencian de las leprosas; y Mc. Neals inyectando los suyos a Macacus
rhesus encuentra lesiones iguales a las leprosas. Idénticas lesiones pro-
ducen en el cobayo los cultivos de Williams (50-103-106) y Beauchamp (8).

En la IT Conferencia internacional de la lepra de Estrasburgo, Reens-
tjerna (66) afirma categéricamente que la lepra experimental es posi-
ble en los monos, en el conejo, en el cobayo y en el ratén; Kedrowsky (46)
ratifica que sus cultivos reproducen ésta. También son patégenos para
los animales los cultivos de Harada en 1929, y los de Ota y Sato (57-59)
en 1931. Mc. Kinley y Soule en 1933 (52-53) producen nédulos lepro-
matosos con sus cultivos en Macacus rhesus y Cebus olivaceus en 10 de
los 17 animales inyectados. En 1933, Vaudremer y Brun (98), dan cuen-
ta de que sus cultivos producen enfermedad rapida, que causan la muerte
en ratas blancas y en monos Cinocephalus. En uno que vive tres meses
aparecen sintomas de lepra neural. Souza-Araujo (86-88), en 1944, afir-
ma que sus cultivos con patégenos para las ratas blancas.

Lo primero que ocurre preguntar, después de ésto, es ¢por qué no
se aceptan estas expe;iencias como suficientes para llenar la tercera
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condiciéon de Henle? En primer lugar, hay que confesar que casi todas
ellas presentan en algo el caracter de caso aislado, por haberse logrado
en. pocos experimentos y cada investigador con un cultivo distinto, y
con procedimientos distintos o con sintomas y resultados algo diferen-
tes. Pero no hay que olvidar que se trata de una enfermedad que, a pe-
sar de ser especifica del hombre, apenas se ha logrado propagar experi-
mentalmente de hombre a hombre, pudiendo decir Tisseuil (44) en 1939
que esta experimentacién «atin no habia dado resultados convincentesy,
y por ello intenta hacerlo, al menos, de leproso a leproso por medio de
injertos heteropldsticos, para dar»al bacilo de Hansen las mejores con-
diciones de infeccién; y de tres casos, es ya discordante si esto
pasa en el hombre con material leproso en las condiciones ideales, ¢se
puede razonablemente exigir que los cultivos reproduzcan con regula-
ridad en los animales el cuadro tipico humano? Esto esta en perfecta’
consonancia con la escasa contagiosidad de la. lepra, que requiere de ley
ordinaria convivencia prolongada e intima para propagarse. Siendo
esto asi ¢no se podrd suplir por otras pruebas la tercera condicién de
Henle? Con la claridad irrefragable de ésta, no; pero, con seguridad
suficiente para poder. distinguir un cultivo de Hansen del de otros gér-
menes afines de los que podria tratarse, creo que si.

Acerca de la patogeneidad experimental, después de haber estu-
diado los datos arriba citados y observado durante meses, mas de 50
ratas blancas, Mus rattus, mas de 20 ratones, Mus musculus, y algunos
cabayos'y conejos, inyectados, parte con mis cultivos, parte con el ma-
terial leproso que me ha servido para las siembras, estoy persuadido
de que estg problema tiene solucién, y que se puede reproducir en los |
animales, al menos en la rata blanca, Mus rattus, €l cuadro de la lepra
humana; pero, es cosa de larga incubacién, de afios, el llegar al cuadro
tipico.

II. Descripcion de la cepa y de los medios en que se culfiva

Cuanto al medio de cultivo, la idea que me guié en mis trabajos
fué la siguiente: que el Myc. leprae es pobre en fermentos metabélicos
o cataliticos vitales que le permitan utilizar los medios de cultivo co-
rrientes. Esta idea la he visto luego confirmada por otros autores, en
especial por Grau Triana (37) en 1944. Este autor cree que el Hansen
tiene incompleto el aparato Metabélico Citocrémico de Warburg-Keilin.
Que dispone de suficiente citocromo a, b y ¢, acceptores de H, pero que
es pobre de Citocromo acceptor de O. Asi prepara él sus medios afia-
diendo oxidasa o sulfato ferroso que suplan esa falta. Yo tomé otro
camino. Intenté suplir esta falta por medio de las vitaminas, especial-
mente la B y la C, y con abundancia de iones minerales. Como substan-
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de crecimiento plano del mismo color y brillo. Junto al agua de conden-
sacién aparecen colonias menos levantadas, que se fusionan formando
una grande lobada que se extiende y pronto se arruga en el centro. El
color amarillo en los centros arrugados tiene una zona central amarillo
- naranja. En numerosas resiembras aparecen colonias semejantes a las
anteriores, sélo la pigmentacién amarilla se-hace mds intensa, llegando
casi a amarillo naranja. Frotis de estas colonias primitivas, al aparecer,
muestran bacilos fuertemente 4cido-alcohol-resistentes (aar) capsula-
dos, entre una masa de otros bacilos mucho més pequefios, menos aar,

Fig. 3. Microfotografia sacada como la de la Fig. 1. Vense
abundantes bacilos. De un frotis tefiido’por Ziehl Neelsen.

de modo que al extremar la diferenciacién pasan a granate violeta,
violeta y atin a azul en la tincién de Ziehl-Neelsen. En frotis posterio-
res la misma cepa original y las resiembras aparecen formadas por ba-
cilos totalmente aar.

En las colonias que tienen ya varios meses aparecen bacilos acro-
matoéfilos convertidos en cadenitas de granulos aar del tipo de los de
Much (fig. 5). La pleomorfia de esta cepa es escasa: hallindose en los
cultivos puros, donde ésta aparece siempre, pocas formas atipicas, si no es
en la magnitud. (Fig. 6.) '

Metabolismo.—Es de desarrollo muy lento: véanse los cultivos de
tres afios, de dos, de uno y de medio, exactamente de treinta y seis,
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veintitres, diez y cinco meses (figs. 2 y 4). En cambio, se forman colo-
nias grandes y céspedes por confluencia de las colonias pequeifias, de
aspecto exuberante. No se acelera por adicién de lactosa, sacarosa,
dextrosa, glicerina o cistina; si se acelera por adicién de substancia
nerviosa. No crece en medios corrientes, ni en los medios para el bacilo
tuberculoso no vitaminados. La temperatura 6ptima oscila entre 36
y 38 grados centigrados; crece todavia a temperatura ambiente.

El pH 6ptimo es de 6,5 a 7,5, pero crece a pH 5y aun mas bajos.

Fig. 4. Tressubcultivos: a de 23 meses en Petrof 4. resiembra; b de
10 meses en Lowenstein rojo 10.* resiembra; y ¢ de 5 meses en agar-
huevo 19.2 resiembra.

Patogenia.—Es patégeno, de mds a menos, para la rata blanca,
Mus rattus, y para el raton, M. Musculus, para el cobayo y para el conejo.

De cuatro ratones inyectados el 4 de octubre del 1944 con esta cepa, el
primero, inyectado con 0,2 c. c. de emulsién de 1.000 millones de gérmenes
por c¢. c. en solucién fisiolégica por via intracerebral, después del choc ini-
cial, se repone y aparece casi normal durante dos dias consecutivos; al cuar-
to dia después de la inoculacién aparece muerto. En la autopsia hay hue-
llas de toxicosis general, el bazo estd hinchado; y en el bazo, en la ve-
jiga de la orina, en el peritoneo, en el moco nasal, en el liquido lacrimal,
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bacilo de los Grifos, estudiado por los doctores C. Xalabarder y R. Cullell
en los Dispensarios Blancos de Barcelona, porque éste crece ficilmente
en los medios ordinarios para el bacilo de Koch y en agar corriente. .

Con los Mycobacterium tuberculosis humano y bovino y el Mycobac-
terium avium es-inconfundible por su patogenia y también por no ser
cultivable en los medios aproplados para éstos.

En segundo lugar, a mds de no poderse confundir con mnguno de
los 4cido-alcohol-resistentes conocidos: :

~ A) Por su origen de lepromas extirpados asépticamente, tritura-
dos estérilmente e incluso homogeneizados con 4cido sulfdrico al 15
por 100 durante media hora.

B) Por su acido-alcohol-resistencia t1p1ca e idéntica a la del Myco-
bacterium leprae, algo inferior a la del Mycobacterium tuberculosis, que
hace que, al apurar la diferenciacién, tome un color rojo granate, mien-
tras el tuberculoso se conserva rojo rubi.

C) Por su crecimiento tipicamente lento, tan en consonancia con
todos los datos ciertos que tenemos sobre la biologia del Hansen; y

D) Por su patogeneidad para la rata blanca, distinta de la lepra
auténoma de las ratas causada por el Stefansky, y para los ratones,
creo que hay razén suficiente para no poder dudar de que se trata de
una cepa del Mycobacterium leprae (Hansen) Lehmann et Neumann.

Comparacion de esta cepa con las publicadas hasta ahora.—Desde
luego, se distingue de todas aquéllas que no son patégenas para los
animales, citadas mds arriba. De las patdgenas, se distingue por su
dcido-alcohol-resistencia constante que sélo presenta los altibajos ob-
servados por muchos autores en el Mycobacterium tuberculosis; en esto
se parece a la cepa «Needham» del Instituto Lister de Londres, que
Grillo (39) encuentra aar 100 por 100, y a las de Duval y Cleeg II que
se acercan a este porcentaje. Es cromodgena, como las de Kedrowsky,
Barry, Navarro Duval, Cleeg, Brinkerhoff I, Currie «18», Lleras y las
seis de Souza-Araujo 1944. Es eumérfica y no difteroide, por lo que
se distingue de las de Bordoni-Uffreducci, Babes, -Gienturco, E.:Levy,
Spronck, Czaplewsky, Teich, Kedrowsky, Kitin y F. Levy; y es aerobia,
por lo que se distingue de las de Ducrey, Campana, Serra. Se distin-
gue de todas ellas por su metabolismo o requisitos de cultivo; pues,
segun Grillo, la mayoria de estas cepas son, por su metabolismo, indi-
- ferenciables de-las d4cido-alcohol-resistentes, -Samrotitswy las seis  de
Souza-Araujo. cultivan en medio Lowenstein. Se diferencia de las cul-
tivos de Vandremer y Brun, por no tener las fases evolutivas que él
observa en todas sus cepas dentro de los mismos medios. La polimor-
fia del Mycobacterium leprae parece que es muy grande. Esto afirman
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investigadores de primera linea que han trabajado afio tras afio en el
mismo problema, como Kedrowsky, Reenstjerna, y, dltimamente, a
mds de Vaudremer y Brun (96-98), Grau Triana, Castro Palomino y
Conde Mateo (37-38). Esta polmorfia es también propia del tuberculoso,
segun los investigadores de su biologia. La resiembra de esta cepa en
otros medios muy distintos acusa también poliformia. Esta serd estu-
diada en otro trabajo.

RESUMEN .

En este trabajo se resumen, primero, los resultados de la patoge-
neidad experimental de las cepas de Myc. leprae conocidas. Luego,
se describe una nueva cepa cultivada en los medios Lowenstein rojo,
Lowenstein verde, Dorset, Petrof, agar-huevo y Petragnani a la as-
paragina, afiadiendo a ellos, antes de la siembra, unas gotas de Souton
y de Vitamina B. y C. Tiene forma bacilar del tipo de Myc. leprae, for-
ma granulos como los de Much, es capsulada, inmévil, totalmente re-
sistente a los acidos, dlcalis y al alcohol. Da colonias amarillas, brillan-
tes, confluentes; crece muy lentamente; no crece en los medios corrientes.

Es patdgena para la rata blanca, el ratén, el cobayo y el conejo.
Se distingue de los micobacterios tuberculosos, de los patégenos para
animales de sangre fria y de los saprofitos, por su patogeneidad propia
y por su metabolismo.

SUMMARY

(]

In this work is swummarized, first, the vesultances of the experimental
pathogenicity of the straius of Myc. leprae known. Next, is described a
new strain cultivated in the following media: red Lowenstein, green Lowen-
stein, Dorset, Petrof, Agar egg and Petragnawi, aspayagine, adding to it,
before the sowing a drop of Sauton and of vitamin B and C. It has the
bacillary sha;be of the Myc. leprae type. It makes up granules as those of
Much, it is capsulated, immobile, quite resistent to acids, alkalis and al-
cohol. It gives yellow colonies, brights, confluents; grows very slowly, and
does not grow in ordinary media. '

It is pa’hogenic to the white rat, mouse, Guinea-pig, and rabbit. It is
differenced from the tuberculous mycobacteria, from the pathogenics for
cold blood awimals, and from the saprophyts, by its proper pathogenicity
and by its metabolism.
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LA SEXUALIDAD EN UNA RAZA ESPANOLA
" DE . .

SPHACELOTECA SORGHI (Link.) Clint.

Manuel J. de Urries

Sphacelotheca Sorghi (Lk.) Clint. ha sido muy estudiado, especial-
mente en los Estados Unidos (). Por eso me parecié interesante probar
el comportamiento sexual de una raza espafiola de esta especie.

~A) Técnica seguida

Descartado el sistema de inoculaciones, por la dificultad de llevar-
las a cabo con los medios de que disponia en el laboratorio, me decidi
por el examen del comportamiento «in vitro» y bajo control micros-
cépico. ‘ _

Unos primeros ensayos me hicieron ver la dificultad de obtener las
copulaciones de esporidios de un modo regular. Eso mismo ocurrié con
esta especie a algin otro investigador (Isenbeck, 1935), quien, por eso,
estudi6 el problema siguiendo el método indirecto de las inoculaciones.
Otros, en cambio (Rodenhiser, 1934), lograron ficilmente copulaciones
de ese modo.

Estas primeras pruebas las realicé poniendo a germinar en masa
un grupo numeroso de clamidosporas, y esperando unas veces a que
tuviera lugar la copulacién de los esporidios en el mismo medio, y otras
trasladando suspensiones de esporidios asi obtenidos, a diversos medios,
como agua de malta a diversas concentraciones, agar-patata y también,

(1) Del trabajo de Melchers, Ficke y Johnston (1932) se deduce que, solo en la Kansas
Agricultural Exp. Station, en 1930 llevaban ya 74 afios de trabajos sobre este tema. Véase,
adem4s, Rodenhiser y Barnes (933) asi como Tyler y Shumway (1935).

Microbiologla Espaiola.—Vol. 1.° 1947. Presentado el dia 3 de Marzo de 1947.
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en vista de los resultados obtenidos por Bauch con U. wiolacea Fuck. .
(1922) y U. bromivora Fidch. de Waldh., y los de Schleumer con U. Zeae
(Bckm.) Ung. (1931), utilicé agua alcalinizada en diversos grados. Tam-
bién ensayé la decoccién de zanahoria, utilizada por Rodenhiser (loc. cit.)
cuando trabajé con la misma Sph. Sorghi.

Los ensayos resultaron, en general, fallidos, y sélo tuve éxito, aun-
que en muy pequefia proporcién, con algunas suspensiones de espori-
dios trasladados a tubos de agar-patata.

Con la intensificacién del estudio del comportamiento sexual en
los Ustilaginales, son ya relativamente numerosos los casos conocidos
de raza que, dentro de una misma especie, presentan mayor o menor
resistencia a la copulacién.

Comencé este trabajo utilizando indistintamente esporas proceden-
tes de ovarios de Sorghum Halepense P. y de S. vulgare P. de varias
localidades. Més tarde operé unicamente con esporas procedentes de
S. vulgare de Estada (Huesca). 4

Laraza de Estada me parece préxima a la que Ficke y Johnston (1930)
distinguen como forma fisiolégica nim. II, de las tres que diferencian
por sus caracteristicas en cultivo artificial. Coincide con ella en el cre-
cimiento répido sobre agar-patata. Como en ella, también tienen las
colonias color crema claro cuando son jovenes, que se convierte en pardo
oscuro con la edad; de modo que la regién parda central aparece rodeada
de una zona clara periférica. Mis colonias, en cambio, no son reticuladas
cuando viejas, contra lo que indican los citados autores para su forma II.
Segtin estos mismos autores, la raza II es rara en América del Norte,
donde es frecuentisima la mim. I. ,

La resistencia a la copulacién esporidica, que a pesar de los muchos
ensayos no pude atenuar, dificultaba el estudio operando con lineas
monosporidicas aisladas por los procedimientos de dilucién o exten-
sién en placa, y resultaba mds practicable el trabajar con lineas cuya
procedencia, a partir de las distintas células de un mismo promicelio,
fuera conocida. De este modo bastarian algunas combinaciones positi-
vas para llegar a conclusiones que, de otro modo, hubieran requerido
gran cantidad de ellas.

No disponiendo en el Jardin Botdnico de micromanipulador alguno,
tuve que dedicar mis primeros esfuerzos a tratar de idear algin dispo-
sitivo utilizable a este fin.

Desde un principio me pareci6é aprovechable al efecto el fundamento
del método seguido por Ernesto Caballero (1897) para conseguir sus
preparaciones de Diatomeas. En mis primeros ensayos utilicé una aguja
capilar de vidrio pegada a la montura del objetivo y con la punta per-
fectamente enfocada en el centro del campo miscroscépico; pero este
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procedimiento tenia, entre otros, el inconveniente de la pérdida de tiem-
po cuando habia que cambiar de aguja por rotura de ésta o por nece-
sitarse otra de distinto calibre.

Al fin ideé un aparato, cuya descripcién ya publiqué (J. de Urries,
1945), que cumple perfectamente su ob]etlvo y es sumamente sencillo
y econdmico (I).

En los primeros aislamientos con este aparato empleé el sistema
que en la descripcién del mismo Ilamo procedimiento A; es decir, con la
aguja dirigida de arriba abajo. Las siembras se realizaban en gotas de
agar nutritivo colocadas en el centro de los porta-objetos y, una vez
realizada la siembra, éstos eran llevados a unas cubetas con ranuras

Fig. 1.—Agua corriente
Copulacién entre células promiceliares ( X1.500)

(de las empleadas en histologia para el tratamiento de los cortes pega-

" dos a los portas), en cuyo fondo llevaban papel de filtro humedecido.

A pesar de emplear material previamente esterilizado y guardar las
precauciones debidas, las contaminaciones eran frecuentes. Por eso
me decidi por el sistema B; es decir, utilizando la varilla acodada y es-
tando dirigida la aguja de abajo arriba.

La marcha general seguida en mis experiencias se descompone en
dos fases: @) Obtencién de lineas monosporidicas, y 5) Combinacién de
éstas entre si.

a) Obtencion de lineas monosporidicas
El orden seguido fué el siguiente:

I. Preparacién de la gota pendienie: La germinacién de las cla-
midosporas tiene lugar en gotas de agar-patata (2) sobre cubre-objetos,

(1) Para detalles del mismo, remito al lector al trabajo original.
(2) Preparado siguiendo las instrucciones de Thom (1930).
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sostenidos con anillos de vidrio colocados dentro de cajas Petri, que lle-
van en su fondo papel de filtro humedecido. Estos cubres llevan en su
cara superior un pequefio trazo marcado con tinta antes. de ser fla-
meados (I).

2. Siembra: Las esporas proceden de ovarios atn cerrados (de otro
modo no es posible evitar la contaminacién con levaduras, bacterias,
etcétera) y ligeramente flameados antes de romperlos. Con el hilo de
platino se extienden a modo de un sutil polvillo. El cubre asi preparado

Fig. 2.—(Agar patata)
Reaccién positiva.

se guarda sobre un anillo de vidrio dentro de una caja Petri, y de alli
se saca en el momento de la siembra. ‘ -

Con ayuda de mi aparato, y siguiendo las instrucciones de modifi-
car la longitud del tubo del microscopio y girar el tornillo micromé-
trico, que con todo detalle se explanan en mi referida publicacién, se
siembran las esporas en las gotas de agar, procurando colocarlas coinci-
diendo con los extremos de la rayita de tinta. Una vez sembrados los
cubres, se vuelven a las cajas de Petri himedas.

3. Separacién de los esporidios: Después de dieciseis a veinticuatro

. (1) Este detalle, tomado dela técnica seguida por Hiitting (1931), evita muchas pérdidas
de tiempo al tratar de localizar la espora sembrada. Yo hice la sefial antes de flamear el cubre;
asila tinta se seca 37 no se corre, cosa que ocurrié con frecuencia cuando hacia la marca inme-
diatamente antes de sembrar la espora.

Como recomienda Thren (1937), las gotas deben tenerse preparadas con unas horas de
anticipacién, De este modo se secan luego con menos facilidad.
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horas de permanencia en la estufa a 20° c., las esporas estdn germinadas,
han formado el promicelio y, adheridas a él, hay ya algunos esporidios.
Elegida, entre las dos sembradas, la espora en que las relaciones
entre promicelio y esporidios estén mds claras, se tocan con la aguja
del aparato cuatro esporidios originados en las distintas células del pro-
micelio, se separan entre si y se dejan en lugares bien apartados de la
misma gota. De las posiciones relativas en que quedan estos cuatro
esporidios se hace un esquema. , .

b) Combinacién de es{:om'di'os

Unas veces al dia siguiente, y en otras ocasiones a los dos o tres
dias de separados, cuando cada esporidio ha dado origen a una colonia
més o menos grande, se procede al aislamiento y combinacién de los
mismos.

Fig. 3.—(Agar patata). Del tubo de la Fig. 2.
Copulacién entre esporidios (X 2.100).

Al principio, trasladaba con el alambre de platino estas colonias,
ya visibles a simple vista, a tubos con agar-patata para su conservacién.
De estos tubos tomaba, también con el alambre de platino, pequeiias
muestras, que combinaba en nuevos tubos con el mismo medio.

Perfeccionando la técnica, y con objeto de combinar esporidios
recién producidos por el promicelio, para ver si asi las copulaciones eran
mds féciles, procedi de este otro modo: a las veinticuatro horas de apar-
tados, trasladaba los esporidios, con la micro-aguja, a nuevas gotas de
agar nutritivo, donde hacia las combinaciones binarias de los mismos.
.Estas gotas eran trasladadas, acto seguido, a los tubos. Estos contenian
primeramente agar-patata; pero luego empleé con preferencia este mis-
mo medio ligeramente alcalinizado.

Mantuve los cultivos (mientras las restricciones eléctricas lo permi-
tieron) en la estufa a 20° c
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B) Resultados obtenidos

A a temperatura de 20° las esporas comienzan su germinacién, por
lo general, antes de las ocho horas.

En todos los medios ensayados, tanto liquidos como sélidos (agua
destilada, infusién acuosa de hojas de la planta matriz, solucién acuosa
de extracto de malta, agar-patata) el tanto por ciento de germinaciones
se aproxima al 100 por 100, lo mismo en el material recién cogido que
en el que llevaba cuatro o cinco meses en el laboratorio.

El tipo de germinacién fué el mismo observado por anteriores in-
vestigadores. En el agua destilada y en la infusién de hojas de Sorghum
se forma un promicelio 3-4-celular sin esporidios, o con éstos muy es-
casos. Comunmente se presentan puentes de unién entre las células del
promicelio, como se ve en la figura 1, de significacién sexual.

En otros medios mds nutritivos la formacién de los esporidios es
exuberante, ya que los primeramente formados, incluso ain unidos al
promicelio, dan lugar rdpidamente a esporidios secundarios por gema-
ci6én a modo de lavaduras. Las colonias asi originadas son hiimedas, de
un blanco crema al principio, pero al cabo de unos dias toman color
pardo oscuro; su superficie presenta ligeras ondulaciones. '

Trasladados los esporidios a gotas de agua, producen tubos germi-
nativos largos y delgados, que terminan de crecer cuando se agotan las
reservas en ellos contenidas. Este comportamiento dificulté la aplica-
ci6n del «Wassermethode» de Bauch (1930 y 1932), ya que en el agua
alcalina, lo mismo que en el agua destilada, los filamentos nacidos de
los esporidios aislados son dificiles de diferenciar de las hifas diploides,
cuando las hay.

En los tubos con agar-patata, en cambio, fué ficil observar a sim-
ple vista los resultados de las combinaciones. En caso de reaccién sexual
positiva, una ligera vellosidad blanca, producida por las hifas dicarién-
ticas, forma como una aureola alrededor de la colonia (fig. 2.). El exa-
men microscopico de muestras tomadas de estos tubos permite ver
estados como los representados en la figura 3. El puente de comunica-
cién nace muchas veces cerca del extremo de los esporidios. En algunos
casos, hay cierta diferencia entre los esporidios copulados, bien de ta-
mafio, o bien por lo que se refiere al nacimiento del filamento buscador.
En colonias monosporidicas falta siempre la aureola de que se ha
hecho mencién.

En total, he trabajado con 82 esporas de la raza de Estada. Muchas
experiencias se malograron por muy diversas causas, a saber: contami-
naci6én por bacterias, falta de germinacién, fallo en el aislamiento de
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algtin esporidio, falta de multiplicacién de alguno de los esporidios
aislados, colonias de esporidios malogradas al pasarlas a los tubos o al
hacer las combinaciones, origen dudoso de los esporidios separados, falta
de copulacién en todas las combinaciones realizadas, etc.

De todas estas causas enumeradas, las primeras fueron debidas
casi unicamente a fallos en las manipulaciones realizadas, y fueron
mucho més frecuentes en el curso 1944-45 que en el siguiente, en que
adquiri mds practica y perfeccioné mi aparato micromanipulador. La
falta de copulacién, en cambio, la atribuyo, como dije, a un carécter
inherente a la cepa estudiada. ‘

Con el fin de no rebasar las limitaciones materiales de trabajo del
laboratorio, hice tnicamente combinaciones binarias entre lineas de
esporidios procedentes de las cuatro células promiceliares de una misma
clamidospora. Estas combinaciones fueron unas veces en niimero de 16
por espora; pero, en otros casos, no fué posible hacer mis que seis, ni-
mero que bastaba para el fin perseguido.

Pasa de veinte el nimero de esporas en las que logré aislar el equipo
esporidico completo, lo que eleva a mds de ochenta las lineas monos-
poridicas manejadas. A pesar de ello, por fallos en la copulacién de las
combinaciones, sélo con seis esporas obtuve resultados aprovechables
para la interpretacién del comportamiento sexual de la raza estudiada.

Resultado de las combinaciones bisporidicas

Espora Combinaciones | Resultados Espora Combinaciones | Resultados
IXI — IX1I —_
IX2 + IX2 —
X3 + 1 X3 +
I X4 — IX4 +
2 XTI — 2X1 —_
2 X 2 — 2 X2 —_
2X3 — 2X3 —
Se-48...... 2 X 4 — Se-53..... 2" 4 _
3X1 - 3X1 +
3% 2 — 3X2 —
3X3 — 3X3 -
4X1I — 4 X1 —
4 X2 + 4 X2 +
4X3 - 4X3 —
4X4 — 4% 4 —
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Espora ' | Combinaciones | Resultados ‘Espora Combinaciones | Resultados
IXI — IXI —
IX2 + IX 2 —
1X3 — 1X3 4+
IX4 — I1X4 —

Se-54...... 2% 1 . . 2% I .
2 X2 — 2X2 —
22X 3 . | Se-58..... 2% 3 +
3X1 — 2 X 4 —
3X2 + 3X1I —
3X3 — 3X 2 —_
3X4 - 3X3 -
3X 4 —
4X1 -+
4 X 2 —_
4 X3 —
4 X4 —
IXI —_ IX1I —
IX2 — IX2 —
‘IX3 + I1X3 —
IX4 — IX4 —
2 X1 — 2X1 —_
2 X 2 - ’
2X3 + 2X3 +
Se-66...... 2 X 4 + 2 X 4 +
3X1I — Se-67.. ... 3X1I —
3X2 + 3X2 —
3X3 - 3 X3 -
3 X 4 — " 3X 4 —
4 X1 —
4X2 — 4% 2 —
4 X3 - 4 X3 B
4 X4 - 4 X4 —

El cuadro adjunto recoge las combinaciones efectuadas con los espo-
. ridios de las seis esporas que dieron resultados mds completos y signi-
ficativos.
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Las lineas esporidicas van indicadas por las cifras 2, 3, 4, correspon-
dientes al ntmero de orden de la célula promiceliar de que proceden,
comenzando a contar por la distal.

COMENTARIO

Obsérvese, por ejemplo, el caso de la espora Se-48; la combinacién
de esporidios (1 X 2) resulté positiva (hubo copulaciones); mientras
la (2 X 1), que, en realidad, no es sino la misma experiencia repetida,
result6 negativa (no hubo copulaciones).

Si, para mayor claridad, representamos en cuadriculas los resulta-
dos obtenidos, se comprenderd cudn justificado estd el sefialar con(-)
o con (...) las combinaciones en que no hubo copulacién, y distinguir
de este modo el resultado de una combinacién como la (2 X 1) del ob-
tenido, por ejemplo, con la (2 X 3), ya que, segtn la interpretacién
que me parece mas adecuada, habida cuenta a la resistencia a las copu-
laciones «in vitro» de la raza estudiada por mi (manifestada incluso con
siembras de esporas en masa), ambos resultados negativos tienen sig-
nificacién muy distinta; con (...) sefialo los casos que, como en la
combinacién (2 X 1), debieron haber sido (-}), atendiendo a la diferen-
cia entre los esporidios combinados. '

La raza de Sp. Sorghi, sobre Sorghum vulgare, procedente de Estada,
o mejor la de colonias de color pardo oscuro, tinica a que se refieren los
resultados arriba apuntados (ya que en.la misma localidad encontré
asimismo otra raza de colonias de color crema claro, que no estudi€),
presenta, como el material de Rodenhiser (1932 y 1934) e Isenbeck (1935),
«bipolaridad sexualy en las combinaciones de esporidios nacidos de un
‘mismo promicelio. Para explicarlo basta, por lo tanto, admitir la mono-
heterocigotia de la clamidospora con separacién de dos biotipos en la
reduccién cromdtica, que al formarse el promicelio tiene lugar.

La cuestién discutida en otro tiempo acerca de si fuera la primera
o la segunda divisi6n la reduccional, la decidi6 Hiittig (1931), por lo
que se refiere a los Ustilaginales, en el sentido de que ambos casos son
posibles y en su determinismo influyen factores externos. Hoy dia, el
andlisis genético de hongos pertenecientes a muy diversos grupos ha
demostrado la posibilidad de una reduccién de los distintos pares de
alelomorfos en diferente divisién nuclear (1).

(1) Bessey(1935) dice que en caso de dos pares de alelomorfor habr4 bipolaridad silos dos
se reducen en Ia primera, olos doslo hacenenla s%gunda divisién. Los cuatro nicleos distintos
resultaran si hay prerred’ucién en un par y postreducién en otro. Sin embargo he de hacer notar
que esto no es del tode exacto. Evidentemente, hay mayores probabilidades de tetrapolaridad
entre los esporidios de un mismo promicelio si ocurre-1o que dice este autor; pero también es

posible un resultado tetrapolar en las mismas condiciones en caso de postreduccién.
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Si, como se ha observado en otros casos, al constituirse el promice-
lio, a cada divisién nuclear sigue la divisién celular, sin haber emigra-
ciones de ntcleos o cambios en sus posiciones relativas, resulta que en
esporas como las Se-58, Se-66, Se-67 y Se-53 ha habido prerreduccién,
al menos para el par de aleles determinantes del comportamiento sexual,
En otras esporas, como las Se-48 y Se-54, la divisién reduccional para
dichos factores ha sido la segunda. En la Se-48 la figura es simétrica;
en la Se-54 ésta es asimétrica (2) y (3). '

Los esquemas que acompaiian a las cuadriculas representan esto
graficamente; en ellos, las células promiceliares de signo opuesto van
dibujadas en blanco o negro, respectivamente.

1 2 3 4 1 2 3 4
{[—[F[+]— (=[]
9feee]—]—]eee 9feee [ —]eee] —
3eee [—|—[ses 3| — [ |—=Te"
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Se-58 dﬂﬁ% Se-66 dﬂfg\

Fig.i—Tnterpretacion de los resultados obtenidos

La razén «sexualy de los esporidios procedentes de un mismo pro-

En efecto; si la clamidospora es de la férmula AA’ BB’, puede haber postreduccién con
un 50 % de probabilidades para este tipo de distribucién de factores:

AB
(AA’BB?’), por div. reduc. g A’B)’)
AB*
(AA*BB?), por div. reduc. % E A’Bg
y emeste caso, atin habiendo postreduccién enlos dos pares, resultan cuatro biotipos diferentes.

(2) Whitehouse y Haldene (1946), analizando las ascosporas de algunos Ascomicetos en-
cuentran m4s frecuentemente, en caso de postreduccién, la forma asimétrica.

(3). Los promicelios estudiados por Rhodenhiser (Loc. cit) mostraron siempre postredu-
ccién, Shih (1938), estudiando el heterotalismo de Sph. cruenta, especie asimismo paréasita del
Sorghum, encontro siempre prerreduccion,

(AA’BB?), por div. ecuacional:
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micelio, ha sido, en mi caso, siempre la de 2 : 2. Es notable a este res-
pecto el resultado obtenido por Rodenhiser (1).

Creo que mis experiencias bastan para probar el comportamiento
sexual de la raza estudiada. Afiadiré, finalmente, que no he encontrado
un solo caso que se oponga a la interpretacién que doy. Todos los resul-
tados no aprovechables en su apoyo, aunque numerosos,.lo son por su
cardcter probatorio nulo; pero nunca ha habido un solo resultado posi-
tivo en contra de tal interpretacion.

SUMMARY

The author has studied the sex behaviour «in vitro» of a race of
Sph. Sorghi isolated of Amndropogon Sorghum from Estada (Huesca)
Spain..

The race in question seems related to number II from Ficke and
Johnston. The sporidia have little tendency to the copulation «in vitro»,

With the aid of a simple micromanipulator invented by him, and
described before (J. de Urries, 1935), 80 monosporidial lines were obtained.

The bisporidial combinations between lines coming from a single
chlamidospore show a bipolar behaviour. The results obtained allow
to guess the occurrence of both pre and postreduction (four and two
cases respectively) of the factors determining the sex behaviour of «
the sporidia.

(1) Este investigador trabajando con esporas de la misma eépecie que nos ocupa, separd
los equipos monosporidicos de 3 esporas. Con dos de ellas, 1a razén fuéla-2:2, pero con la ter-
cera espora (la que se denomina S,B) observar4 estos resultados:

19234
=[+
+|=
+=
+—_.

Fig. 5.—Del trabajo de Rodenhiser
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También aqui hay dos grupos «sexuales», pero la razén no es 2:2, sino la de 3:1, ya que los
grupos 2, 3, 4, soniguales entresi y opuestos al grupo 1. Esto admite varias explicaciones;
entre otras, una reduccién anormal, o una reduccién en la tercera divisién.



8o ( ManueLr J. DpE Urries .

BIBLIOGRATFIA

BAUCH, R.—1922. Kopulationsbedingungen und sekunddre Geschlechismerkmale bei
Ustilago violacea. Biologisches Zentralblat, 42. :

BAUCH, R.—1930. Uber multipolare Sexualitdt bei Ustilago longissima. Arch. f. Pro-
tistenkde, 7o0. o

BAUCH, R.—1932. Sphacelotheca Schweinfurthiana, in neuer multipolar sexueller Brad-
pilz, Bericht. d. Deutsch. Bot. Gesellschaft L.

BESSEY.—1935. Textbook of Mycology, Philadelphia.

CABALLERO, E.—1897. Técnica de las preparaciones sistemdticas. An. Soc. Esp. Hist.
Nat. XXVI.

FICKE, C. H. and. JOHNSTON, C. O.—1930. Cultural characteristics of physiologic
forms of Sphacelotheca Sorghi. Phytopath. XX, 3.

HUTTIG.—1931. Uber Einfluss der Temperatur auf die Keimung und Geschlechtvertei-
lung bei Brandpilzen. Zeitschr. f. Bot. XXIV.

ISENBECK, K.—1935. Umntersuchungen diber die Physiologie von Sphacelotheca Sor-
ghi, den gedeckten K ornerbrand von Sorghum. Phytopat. Zeitschr. VIII, 2.,

MELCHERS, L. E., FICKE, C. N. and JOHNSTON, C. O.—1932. A4 study of the phy-
siologic forms of Kernel smut (Sphacelotheca Sorghi) of Sorghum. Journ Agric. Res. XLIV, 1,

RODENHISER, H. A.—1932. Heterotallism and hybridization in Sphacelotheca Sorghi
and S. cruenta. Journ. Agr. Res. XLV, 5.

RODENHISER, H. A.—1934. Studies on the possible origin of physiologic forms of
Sphacelotheca Sorghi and S. cruenta. Journ. Agr. Res. XLIX.

RODENHISER, H. A.'and BARNES, B. F.—1933. Pathogenicity of certain hybrids
of covered and losse smuts of Sorghum. Abs. in Phytopath. X XI1II.

SCHLEUMER, H.—1931. Uber Sexualitit und Zytologie von Ustilago Zeae ( Beckm.).
Ung. Zeitschr. f. Bot. XXV.

SHIH, L.—1938. Uber den Heterothallismus des Staubbrandes Sphacelotheca cruenta
(Kuhn) Potter, der Mohrenhirse, Andropogon Sorghum Brot. Arch. Mikrobiol. 1X, 2.

THOM, CH.—i1930. The Penicillia. Baltimore. .

THREN, R.—1937. Gewinnung und Kultur von monokariotischem und dikariotischem
Myzel, Ein Beitrag zur Physiologie und Genetik des Gerstenflugbrandes Ustilago nuda ( Jens.)
Kellerm. et Sw. Zeits chr. f. Bot., 31. .

TYLER, L. J. and SHUMWAY, C. P.—1935. Hybridization becween Sphacelotheca
Sorghi and Sorosporium reilianum. Phytopatology. XXV,

URRIES, M. J. pE.—1945. Un sencillo aparato para aislar esporas. Anales del Jardin
Botdnico. Madrid. V.

WHITEHOUSE, H. L. K. and HALDENE, J. B. S.—1946. Symetrical and asymetri-
cal reduction in Ascomnycetes. Journ. Gente XLVII



ESCUELA NACIONAL DE SANIDAD.— MADRID

TECNICA PARA LA EXTRACCION DE SANGRE DE
ANIMALES . DE LABORATORIO Y SU APLICACION
AL HEMOCULTIVO SERIADO EN RATONES

R. Ibd#iez Gonadlez

En el curso de nuestros trabajos sobre poder antigénico de ciertos
microorganismos (4-5-6), habifamos observado al tratar de exaltar la
virulencia para el ratén de aquellos que carecen inicialmente de ella
o la poseen escasa—que muchos de los animales inoculados que no su-
cumbieron mostraron usualmente a las veinticuatro-cuarenta y ocho
horas de la inyeccién sintomas de enfermedad que podfan achacarse a
una septicemia de la que el animal lograba recuperarse.

Esto ocurrfa atn en los casos en que se empleaba el método de Mi-
ller (#) u otros similares, que tienen por objeto paralizar, mediante cier-
tas substancias afiadidas a los microorganismos, las defensas locales
del peritoneo; via generalmente empleada para estas inoculaciones.
El sacrificio de los animales a las veinticuatro-cuarenta y ocho horas
de la inoculacién y las siembras de sangre y cerebro, nos revelaron que,
efectivamente, en algunos de ellos se podia recuperar el germen inyec-
‘tado, pero en otros no. Estos son los casos en que la muerte del animal
‘1o se produce por septicemia, -sino por la accién téxica de la fuerte dosis
de gérmenes que es preciso inocular en los primeros pases. '

En suma, tropezamos con la dificultad de no poder recuperar siste-
méticamente el germen en los primeros pases para continuar la exal-
taciéon de su virulencia, resultando evidente que, a menos de inyectar
y sacrificar un gran ndmero de animales con dosis variadas—desde la
que puede matar rdpidamente por toxemia a la que no produce septi-
cemia—, procedimiento bastante laborioso y caro, la tnica posibilidad
serfa sorprender, mediante hemocultivos seriados, la fase septicémica

Microbiologia Espatiola.—V ol. 1.° 1947. Presentado el dia 4 de Noviembre de 1946,
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més o menos fugaz. Esto requeria una técnica de extraccién de sangre
que obtuviese asépticamente suficiente cantidad de la misma para siem-
bras abundantes, dejase al animal vivo y poco lesionado para poder
repetir las extracciones y, sobre todo, fuese de ficil y segura ejecucién.

Ninguna de las técnicas de extracciéon de sangre en animales de la-
boratorio, descritas en la literatura que hemos podido consultar, retne
las condiciones apetecidas, pero la lectura del excelente libro The Rat,
editado por Griffith y Farris (3), en el que se agota el estudio de la rata
como animal de experimentacion, nos sugiri6é la posibilidad de utilizar
una via, adecuada al fin propuesto, la via transorbitaria, suponiendo
accesible por ella algin vaso de capacidad suficiente en conexién con
los senos cerebrales.

Comoquiera que se ha logrado el propésito y no hemos encontrado
descrita esta técnica, decidimos publicarla, en la creencia de que pueda
ser util para algunos investigadores.

Via de extraccion de la sahgre

No nos hemos propuesto en este trabajo hacer una descripcién de la
regiéon anatémica en los diversos animales en que la extraccién de san-
gre puede realizarse por via transorbitaria y sélo a titulo de ilustracién

“presentamos unos dibujos tomados del libro The Rat para mostrar la
regién correspondiente y el vaso sanguineo de donde, con toda probabi-
lidad, procede la sangre extraida. Es posible que mds adelante comple-
temos el estudio con datos anatémicos mds concretos y personales,si no
swge un anatémico a quien interese este problema.-

La figura 1 representa el aspecto dorsal de un crdneo de rata sobre
el que se ha sombreado el seno longitudinal superior, el transversal y
el vaso que Greene (2) describe con el nombre de vena cerebral inferior,

" de la que procede, al parecer, la sangre extraida por nuestro método.
Esta disposicién queda perfectamente vicible en la figura 3, que repre-
senta el aspecto dorsal del sistema venoso del cerebro de la rata. Si
comparamos esta figura con la 1 y 2, vemos que la vena cerebral inferior
queda inmediatamente junto a la 6rbita, pegada a la pared interna
del hueso—como sefiala la flecha—, justamente en el sitio por donde
se penetra siguiendo esta técnica de extraccién, lo que explicaria el
abundante flujo de liquido hemdtico procedente de un vaso relativa-
mente grueso. , : '

La figura 4 ilustra todavia mds las indicadas relaciones anatémicas.
Representa la cabeza de una rata de la que se ha desprendido un col-
gajo dorsal y se ha separado media calota, observdndose las relaciones
de contigliidad de la 6rbita con la vena cerebral inferior que representa
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Aspecto dorsal del craneo de la rata. (Greene)

Se ha sombreado la parte correspondiente a los
senos cerebrales y vena cerebral inferior. La flecha
sefiala el lugar en donde se practica la puncién.

la figura 5, se aprecia un vaso arterial, cuya rama superior penetra en
la érbita, precisamente por el sitio donde se opera. En efecto, cuando
se punciona muy superficialmente en el. reborde orbitario se puede
extraer, aunque en pequefia cantidad, sangre de tipo arterial, cuyo
color contrasta claramente con la venosa, que se consigue con una
puncién mas profunda.

Finalmente, reproducimos dos angiogramas del cerebro de la rata,
obtenidos por Pendergrass y Griffith (8) utilizando el Thorotrast como

Aspecto lateral de] craneo de la rata. (Greene). — La flecha sefiala el
sitio de la puncién,
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contraste y previa decalcificacién del crineo. Nétese, en el lugar sefiala-
do por la flecha, que corresponde a la zona transorbitaria la riqueza
en vasos sanguineos gruesos, de algunos de los cuales creemos procede
la sangre extraida, posiblemente a través de alguna de las suturas dseas
de esta regién.

Técnica de la extraccién

Se estiran pipetas Pasteur estériles en dos veces. La primera en la
forma habitual, procurando dejar un capilar no demasiado fino. Sobre
una llama débil se estira de nuevo de manera que se consiga una punta
alargada y aguda. Finalmente, se mojan las paredes de la pipeta por

Fp. 3

Aspecto dorsal del cerebro de la rata, con sus vasos super-
ficiales. (Greene).
La flecha sefiala la vena cerebral inferior, .

absorcién y expulsién con aceite de vaselina estéril o se absorbe por ca-
pilaridad en la pipeta unas gotas de una solucién de oxalato potasico
o nitrato sédico. Se trata de evitar la rdpida coagulacién de la sangre en
la extremidad ‘del capilar. _

El animal s¢ anestesia con éter o algin otro anestésico, con lo cual
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o 4

Aspecto dorsal de la cabeza de la rata, mostrando el cerebro en
relacion con el exterior, (Greene).

Aspecto lateral de la cabeza de la rata. (Greene). La flecha indica el sitio de 1a puncién, Nctese
la rama arterial que penetra en 6rbita por dicho lugar,



86 . R. IsAXEz GonzirEz

se opera mds cémodamente, pero puede prescindirse de aquella si no
es conveniente por otras razones. Cuando se trata de ratones atin sin
anestesia, el operador puede inmovilizar al animal con la mano izquierda
y operar con la derecha. Con animales mayores sin anestesiar, como
ratas y cobayos, conviene inmovilizarlos en posicién prono sobre una
bandeja o soporte adecuado. Cuando la sangre ha de servir para hemo-

Fig. 6. — Angiogramas del cerebro de una rata. (Pandergrass y Griffith).
Se han sefialado los vasos correspondientes a la zona transorbitaria.

cultivo es preciso extremar las condiciones de asepsia usualmente em-
pleadas en toda puncién. Se depila a dedo—en el ratén, dada la finura
de su piel, no es necesario—una zona, que comprende desde reborde
orbitario hasta linea media de la cabeza.

Se obtura la abertura parpebral desplazando con el pulgar de la
mano izquierda, provista de guante de goma, la piel del animal (zona
depilada) para evitar, por una parte, que el antiséptico empleado pene-
tre en el ojo, y, por otra, conseguir que el orificio de la piel no coincida,
una vez en su posicion normal, con el de entrada en la érbita. Se pinta
abundantemente la zona depilada con solucién alcohélica de yodo u
otro antiséptico adecuado y se practica la puncién como diremos ahora.
Dada la dureza de la piel del cobayo, si la extraccién se realiza con
pipeta Pasteur, conviene practicar una pequefia incisién con bisturi
a nivel de reborde orbitario a través de la cual se realizard la puncién.
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Se punciona con la pipeta a nivel de reborde orbitario, aproximada-
mente hacia su tercio anterior(*), y después de atravesar la piel se pe-
netra unos milimetros siguiendo la pared superior de la 6rbita. Repen-
tinamente empieza a fluir la sangre por capilaridad en la pipeta, la cual
se retira una vez obtenida la cantidad precisa de aquélla, haciendo en-
tonces presién suave sobre la regién de manera a hacer hemostasia, a lo
que ayuda el propio globo ocular del animal, que, al puncionar, se pro-

Fig..7.—ExtracciOn de sangre via transorbitaria en ratones

pulsa ligeramente hacia fuera. Si no se hace asi la sangre continda de-
rraméndose en la orbita, produciéndose un hematoma que puede in-
terferir posteriores punciones. ,

La cantidad de sangre que puede extraerse es relativamente consi-
derable, tanta como sea compatible con la vida del animal. En ratone:
de 18-20 grs. tomamos ap.oximadamente 0,5 c. c. para hemocultivos,
pudiéndose repetir la extraccién por lo menos cada veinticuatro horas.

Aplicacién de la técnica al hemocultivo

Al presente la técnica descrita ha sido aplicada por nosotros al he-
mocultivo en ratones y cobayos. En los primeros, trabajando en la exal-
tacién de virulencia de microorganismos del género B.ucella (5-6) y
Hemophylus (4), habiéndonos resultado de gran utilidad, especialmente

(*) En el cobayo se percibe a ese nivel una escotadura claramente perceptible por
palpitacién.
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.

Un método de este tipo para valorar los antibiéticos, especialmente la
penicilina, seria de gran utilidad. Empiezan ya a oirse y leerse suges-
tiones de los clinicos en el sentido de las grandes diferencias cualitativas
que presentan en la Clinica las penicilinas comerciales, las que, no obs-
“tante, medidas por el método de in vitro, muestran una actividad simi-
lar. Como ellos dicen, es evidente que en clinica los antibiéticos ejercen
su accién en la intimidad de un ser vivo con todas las condiciones com-
plejas que ello supone, variables ademds segtin el proceso de que se trate,
y de ninguna manera con la simplicidad con que actdan frente a los
gérmenes en los métodos de valoracién in vitro.

La utilidad del método en Fisiologia y Bioquimica se deduce del
hecho de poderse emplear en investigaciones de ese tipo un animal
(rata o ratémn) que constituye una masa viva reaccionante pequefla,
econémica y de facil manejo, de la que se puede obtener repetida y
cémodamente, sangre para microanalisis, como .si se tratase de anima-
les grandes, con la ventaja de poderse emplear un nidmero suficiente
para compensar las variaciones individuales. Asi Gallego (1), en el Ins-
tituto Cajal, estd empleando con éxito esta técnica de extraccién en sus
investigaciones bioquimicas en ratas, y Ruiz Gijén (9), en el Centro
Técnico de Farmacobiologia, trabaja en la' elaboracién de un método
pa-a valorar la insulina en ratones, fundado en la determinacién de la
glucosa en la sangre extraida del animal por nuestro método.

Finalmente, la aplicacion de esta técnica, con instrumental adecua-
do, puede resolver el problema de la extraccién de sangre, para pruebas
y sangrias parciales, en el cerdo, sometido a inmunizacién con virus
de la peste, segin nos ha sugerido Gallardo. Actualmente, como es sa-
bido, se hacen estas sangrias por sucesivos cortes del rabo, siendo por
tanto indispensable que el animal posea este apéndice y obligando a
practicar la sangria total el agotamiento del mismo.

Conclusiones

1.2 Se describe una técnica de extraccién de sangre por via trans-
orbitaria en animales de laboratorio.

2.2 Con ella se pueden extraer cantidades hasta de 0,5 c. c. en ra-
tones y repetir las tomas por lo menos cada veinticuatro horas.

3.2 La operacién es perfectamente tolerada por el animal y la san-
gre se puede obtener asépticamente para hemocultivo.
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4.2 El método ha sido ensayado con éxito en cobayos, ratas y ra-
tones.

5.2 Se sugieren varias aplicaciones del método en diversos traba-
jos de investigacién.

Deseamos mostrar nuestro agradecimiento a los Doctores Clavero,
Gallardo y-M. Mata, por sus estimulos y sugerencias; al Sr. Cuesta,

por la admirable reproduccién de los dibujos, y al Sr. Stanek, por sus
magnificas fotografias.

CUADRO NUM. 1

Hemocultivo via transorbitaria (ratones): Género Brucella

Hemocultivos (Horas) S . . Recuperacién
Microorganismos - upervivencia germen

24 48 72 96 (Horas) } post. morten
1 Br. M. Picazo...| + 48 +
Br. M. Flores....] — 36 —
Br. M. Moreno...| + 48 +
| Br. M. Térrega..] ... | ... | ... | ... — 24 —+
Br. M. 1........ 4+ | — | — | — | Sobrevive cen
Br.M.2........ e 48 +
Br. M. 3........ e T T 48 +
Br.M. 4........ ++ . .72 +
Br.M.7........ o T T 48 -+
Br.M.8........ + | ] 48 +
Br. A x........ + | + 72 +
Br. A 2........ + | — | — { — | Sobrevive v

1Br. Arz........ -+ | — | — 1d.

| Br. A.s5........ — = — | — I1d. .
Br. A.6........ — =+ ... 96 +

Br. M. = Brucella Melitensis; Br. A. = Brucella Abo;tus.
Inéculo: 2.000 M. de gérmenes; via peritoneal. :
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APORTACION AL CONOCIMIENTO DE LAS
BARTONELAS BOVINAS

Isidovo Garcta Rodriguez

Existe un grupo de pardsitos de los glébulos rojos de diversos mami-
feros que no tiene ninguna relacién conocida con el de los hemospori-
dios, y cuyos representantes aguardan el estudio perfecto que permita
determinar su verdadera naturaleza y la incorporacién subsiguiente;
ya a las bacterias, a los hongos o a los protozoos. El aludido grupo esta
compuesto—hasta ahora—por los géneros Bartonella, Grahamella,
Eperythrozoon y Erythrocitozoon. El primero (Bartonella) se caracteriza
‘por el gran polimorfitmo de sus especies, que se presentan bajo forma
de cocos, diplococos, halterios, bacilos, cocobacilos, anillos y elementos
cocoides en ordenacién catenaria; por no tefiirse o tefiirce mal con los
colorantes de anilina, y aparecer, con el empleo del Giemsa, de un rojo
que puede variar del rojo obscuro vinoso al rojo desvaido. Se sitdan
en el interior del glébulo sin localizacién determinada. Su inoculacién
a animales susceptibles va seguida de resultados positivos. Algunas es-
pecies son cultivables in vitro; su aparicién o aumento se encuentran
favorecidos por la esplenectomia.

Las Grahamellas son poco polimorfas, adoptando, generalmente, la
figura de bacilos cortos y rechonchos; se tifien bien por los colores de
anilina, y con el Giemsa tcman un color obscuro de tono azuréfilo. No
son influenciadas por la esplenectomia, y no son cultivables in vitro.

Los Eperythrozoon tienen forma de discos, semidiscos, esferoides y
cocos; su situacién en el hematie es principalmente marginal, adosin-
dose a su borde en orden catenario; se tifien como las bartonelas.

El género Erythrocitozoon, creado - por. Donatien y Lestoquard, se

Comunicacién leida el 4 de Noviembre de 1046 en la sesién cientifica celebrada
por la Sociedad de Microbidlogos Espaiioles (Seccién de Madrid).

Microbiologla Espafiola.—Vol. 1.° 1947. Presentado el dta 4 de Noviembre de 1946.
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distingue del anterior en que sélo le integran especies con individuos
muy pequefios, puntiformes, no marginalmente dispuestos.

En esta ocasién, para nosotros tnicamente tiene interés el género
Bartonella, y dentro de él unas pocas especies nada mds; pero en cues-
tiones donde la Ciencia todavia no ha arrojado una gran luz, es conve-
niente partir de puntos basales que eviten, al menos, la confusién ge-
nérica, permitiendo lanzarse con alguna seguridad por el campo de la
diferenciacion de especies.

Las dos bartonelas primeramente conocidas y que sirven de tipos
para el estudio de todas las demds, son: la Bartonella baciliforme del
hombre y la Barfonella muris de la rata. La primera—segtn se sabe—es
el agente causal especifico de la enfermedad de Carrién, que tiene dos
formas clinicas: la fiebre de Oroya y la verruga peruana. A ella son sus-
ceptibles, mediante inoculacién—ademds -del hombre, que también
contrae la afeccién de modo esponténeo—, el macaco y el chimpancé.
Ha logrado ser cultivada in vitro por Noguchi y sus colaboradores, y
dentro de su polimorfismo destacan como tipicas las formas cocoba-
cilares de tincién bipolar que han servido para darle nombre.

La B. muris causa la anemia de las ratas esplenectomizadas, aunque
Mayer la encontr6, también, en roedores de esta especie infectados
con tripanosomas y tratados con el Bayer 205. Es muy semejante a .
la anterior, si bien, son excepcionales las formas cocobacilares indica-
das. Ha sido-igualmente cultivada in vitro, y se muestran susceptibles
- a ella por inoculacién, la rata y el ratén.

En 1929, Kikuth, aument6 el catdlogo de las bartonelas con el des-

cubrimiento de una mis en un perro atacado de piroplasmosis y es-
- plenectomizado. Le denomind Bartonella canis, y 9onéiderc’> en ella
una morfologia muy. semejante a la de la B. baciliforme y la muris,
especialmente a la de ésta. Es inoculable al perro con resultados posi-
tivos. No se ha logrado su cultivo in vitro. '

Después de estos antecedentes necesarios, entremos de lleno en el
tema objeto de la comunicacién: En la vaca ha sido sefialada la existen-
cia de las siguientes especies de bartonelas: B. bovis (Donatien y Les-
toquard, 1934, Norte de Africa); B. sergenti (Palestina, 1934, Adler y
Ellenbogen); B. wemnyoni (Nieschulz, Indias Holandesas, 1938), y, fi-
nalmente, B. magna, descubierta por nosotros en Madrid y descrita
por primera vez en I1935.

Ninguna de ellas ha podido ser cultivada in vitro; para las tres pri-
meras ha resultado positiva la inoculacién a individuos de la misma
especie; no se llevé a cabo esta prueba con la cuarta. Esta breve y es-
cueta descripcién nos muestra la inutilidad de cualquier otro criterio
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Bartonella magna

Figs. 1 y 10, formas anulares; 3 y ¥, cocobacxlares; 4, 5, 6 y 11, closthridiales; 8y g, bacﬂares-
. 2, formas anular y bacilar. En la 10 también se advnerten formas anaplasmoides. '

( Microfotografias de I. Garcia) .

que no sea el puramente morfoléglco para d1st1ngu1r y dlferenmar las
citadas especies.
La B. bovis (Donatien y Lestoquard) fué hallada en un toro 1mp0r-
tado de Francia al Norte de Africa, el cual padecm falsa fiebre de la
Costa debida al Theileria mutans. Las bartonelas aparecieron’ al ser
esplenectomizado, y, segtin sus descubridores, son idénticas a la B. muris
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y canis, mostrandose como cocos y diplococos de un didmetro de 0,3 mi-
cras; cocobacilos simples o dobles de 0,6 a 0,8 por 0,3 micras; y basto-
nes o bacilos de 1,3 a 2,2 micras. Con el Giemsa se tifien cual los piro-
plasmas; pueden hallarse de 1 a 20 por hematie, viéndose parasitados
el 20 por 100 de éstos; la situacién en el globulo es tanto central como
- marginal. |

La B. sergenti es baciliforme y llega a’alcanzar hasta una micra de
longitud; su situacién no es nunca marginal. La B. wenyons: de Nieschulz
es cocoide, de cocos algo ovalados; se sitda con preferencia en el borde
del hematie en disposicién catenaria; su tamafio oscila entre 0,3 y 0,5 .
micras. Fué encontrada por el autor antedicho en un ternero inoculado
con una mezcla de piroplasmas, y la identificé con el Eperythrozoon
venyoni de Adler y Ellenbogen, pero estimando errénea la inclusién
en el expresado género (Eperythrozoon).

La B. magna la encontramos nosotros accidentalmente en una vaca
procedente de Granada y sacrificada de urgencia en el matadero de Ma-
drid. A la vez que algunos theilerias mutans, registramos la existencia
del pardsito que pasamos a describir brevemente:

Parasita el 2 por 100 de los globulos, y el nimero de parasitos por
hematie oscila de 1 a 4. La situacién es totalmente intraglobular, tanto
central, o mds o menos excéntrica; aparecen casi siempre aislados y
muy excepcionalmente en cortas cadenas de dos o tres elementos. El |
Giemsa los tifie en rojo, que varfa desde el rojo desvaido en los indivi-
" duos de mayor tamaiflo, al rojo obscuro vinoso en los mdas pequefios.
En muchos, sélo es tefiida la porcién periférica, quedando clara la parte
central (amillos, 6valos, etc., etc.); en los cocobacilos la tincién es bipo-
lar; en los bacilos mas grandes permanecen no afectados por los colo-
rantes unos espacios que semejan esporos.

Su polimorfismo es tan extraordinario que—para el mejor estudio—
justifica la siguiente divisién: Formas bacilares y cocobacilares, closthri-
diales, anulares, ovales y lineales y anaplasmoides. Constituyen las pri-
meras (formas bacilares y cocobacilares), de un lado, elementos para-
sitarios de figura claramente bacilar, rectilineos o levemente curvados,
tefiidos uniformemente en toda su longitud, y que miden de 2 a 4,5 mi-
cras de largo; y de otro, formas como cocobacilos, de tincién bipolar,
que semejan pasteurelas y tienen una longitud de 1,5 a 2 micras; algu-
nas se muestran algo curvadas. Al tipo closthridial corresponden bacilos
o bastones largos y, generalmente, grueéos, tanto rectos como curvos,
que ya en el centro o en un extremo dejan ver un espacio claro oval
o circular como si fuera un esporo; miden de 5 a 6,5 micras de longitud.
Las formas anulares se ofrecen cual anillos bastante perfectos, aislados
o unidos tangencialmente (2 6 3 cuando mads); su didmetro es de 2 a 3
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Bartonella magna

Figs. 1 y 2, formas closthridiales; 3 lineales; 4 bacilares; 3 y 7, lineo-bacilares; 6 y 8, anulares;
9y 12, lineo-bacilares; 10 y 13, closthridiales; 11, oval deforme; 14, oval y lineales; 15, clos-
thridial; 16, oval; 17, anulares tangenciales; 18, oval curvada.

(Dibujo semiesquemdticos de I. Garcia). .

micras. De las figuras ovales s6lo cabe decir que se tifien periféricamente
como las anulares, de las que las separa, ademas de la forma propia
que les da nombre, su mayor tamafio (3,5 a 4 micras). Finalmente, son
dignas de mencién unas a modo de lineas irregulares curvas o quebra-
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das, mal tefiidas, cual trazos arbitrarios e imperfectos y, también, fi-
guras puntiformes, con tincién en rojo obscuro, de sélo unas décimas
de micra, y que recuerdan a los anaplasmas.

Sirviéndonos - de la precedente divisién morfolégica, hemos obte-
nido la férmula parasitaria que sigue:

Formas bacilares y cocobacilares..... 22

—  closthridiales............... I1
— anulares......... feeeeeeean 50
— ovales.........oiiiinn. . 8
— lineales y anaplasmoides. . ... 9

TorarL........ 100

Al incluir el pardsito acabado de describir dentro del género Bar-
tonella, hemos hecho uso de un método ecléctico (analogia y exclusién).
Sj, en efecto, por un lado se comparan las formas cocobacilares de nues-
tro parasito con las de la B. baciliforme, se advertira inmediatamente
la identidad que media entre unas y otras; y si, por otro, se pretende
hallar separadamente la correspondencia de caracteres genéricos con los.
géneros Grahamella, Eperythrozoon y Erythrocitozoon, €l resultado que
se obtenga serd la exclusién de uno tras otro por las diferencias funda-
mentales apreciadas. No puede nuestro sujeto de estudio pertenecer
al primero de los géneros citados (Grahamella), por su polimorfismo,
su tamafio y modo de tefiirse; tampoco al segundo (Eperythrozoon),
por su situacién en el glébulo—nunca marginal—, y, también, por su
forma y tamafio; y menos al tercero (Erythrocitozoon), que le compo-
nen solamente elementos puntiformes muy pequefios.

Forzoso es, pues, conceder a nuestro pardsito la inclusién en el gé-
nero Bartonella; mas ;de qué bartonela se trata? Su identificacién con
las hasta ‘el momento actual registradas en la vaca, se ofrece dificil y,
a decir verdad, imposible. Porque, ciertamente, ¢cual de entre ellas al-

~canza el tamarfio précer de 6,5 micras?: La B. bovis no pasa de 2,2 micras;
la sergenti se queda en I micra, y la wenyons ni siquiera llega a la uni-
dad (0,3 a 0,5 micras). Por otra parte, ni una sola de éstas presenta las
formas closthridiales, ni los 6valos y anillos grandes, ni los cocobacilos
de tincién bipolar.

Resulta, por tanto, evidente la gran distancia morfolégica que las
separa de la B. magna, lo cual obliga a considerar a esta ultima como
una nueva especie auténoma, siquiera sea de un modo provisional,
hasta tanto que el progreso en €l estudio de esta clase de pardsitos per-
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mita, con el conocimiento de sus caracteres bioquimicos y patogénicos,
lograr una identificacién con base mdis sélida que la puramente mor-
folégica. Por el momento, deberd admitirse la existencia de las siguien-
tes bartonelas bovinas: B. bovis (Donatien y Lestoquard); B. sergenti

Bartonella wenyoni

Repérese en la situacién principal-
mente marginal y en la forma co-
» . coide de los elementos, |

[(Segin Nieschulz).

(Adler y Ellenbogen), y B. magna (Isidoro Garcia). En cuanto a la
B. wenyoni, de Nieschulz, falta dilucidar si, en efecto, debe ser incluida
entre las bartonelas o los eperythrozoon, puesto que su morfologia y
tamafio se acercan mucho mdés a la de estos tltimos. ‘

GONCLUSION

A las bartonellas ya conocidas de los bévidos, debe agregarse una
nueva especie auténoma: la B. magna (Isidoro Garcia), cuyo tamafio
y morfologia excepcionales le prestan gran interés para el estudio ge-
neral de esta clase de pardsitos.

SUMMARY

To the bartonellas, already known, of the bovidae, a new autonomous
species must be added: the B. magna (Isidoro Garcia) which aberrant
stze and morphology gives them a great intevest for the gemeral study of
this kind of parasite.



ACTAS DE LA SOCIEDAD

ACTA DE CONSTITUCION DE LA SOCIEDAD
DE MICROBIOLOGOS ESPANOLES

A las veinte horas del dia diecinueve de junio de mil novecientos
cuarenta y seis, en la Ciudad de Madrid, calle de Serrano, ndmero ciento
diecinueve, domicilio del Consejo Superior de Investigaciones Cienti-
ficas, que alberga a la Sociedad Espaifiola de Microbiologos, se reunie-
ron los Srs. siguientes: D. Juan Marcilla Arrazola, Presidente de la
Junta Provisional de la Asociacién; D. Miguel Benlloch Martinez (Vo-
cal); D. Ricard : Salaya Leén (Vocal); D. Pedro Carda Gémez (Vocal),
-y D. Lorenzo Vilas Lépez (Secretario), con el propésito de constituir
la mencionada Sociedad.

Leida por el Secretario la notificacién de la Autoridad en que se
traslada la autorizacién concedida por el Ministerio de la Gobernacién, .
de fecha 30 de marzo de 1946, para constituir la Sociedad, acordaron
los reunidos dar por constituida la SOCIEDAD DE MICROBIOLO-
GOS ESPANOLES, comunicar a la Autoridad esta constitucién y em-
pezar las actividades de la Sociedad de acuerdo con las Estatutos y
Reglomento aprobados por el mencionado Ministerio.

Sin mas asuntos-que tratar, se levant6 la sesién a las veinte horas
y treinta minutos, del dia expresado en el encabezamiento.

Todo lo cual testifico, como secretario, en Madrid, fecha ut supra,
acompaiiando a las firmas del sefior Presidente y de los Vocales presentes.
Juan Marcilla.—Lorenzo Vilas.—Miguel Benlloch.—Ricardo Salaya.—
Pedro Carda.

ACTA DE LA REUNION DE LA SOCIEDAD
DE MICROBIOLOGOS ESPANOLES, CELEBRADA EL DIA 8
DE JULIO DE 1946

En la Sala de Conferencias del Instituto «Alonso Barba», a las once
y media de la mafiana, del dia 8 de julio de 1946,bajo la presidencia
de D. Juan Marcilla, se reunieron los socios de la Sociedad de Micro-
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bidlogos Espafioles, que habian sido convocados de acuerdo con la lista
de Asistentes y Adheridos a la Reunién de 1945. o

Abierta la sesién por el Sr. Presidente, relat6, él mismo, las princi-
pales diligencias efectuadas desde el afio 1945 para lograr la constitu-
cién de la Sociedad. La presentacién y aprobacién del Estatuto y
Reglamento al Consejo de Investigaciones Cientificas, y la presenta-
ci6n de los mismos al Ministerio de la Gobernacién, siendo autorizados
por ambos organismos tanto los Estatutos, como el Reglamento, en la
-forma que aparecen impresos en el folleto que se distribuyé a los asis-
tentes, y cuya copia, reintegrada y autorizada por el Ministerio de la
Gobernacién, obra en esta Secretaria, fueron los puntos principalmente
tratados. . _ )

A continuacién, el Sr. Presidente solicité la opinién de los reunidos
acerca de la redaccién de los Estatutos y Reglamento, acorddndose,
a propuesta del Sr. Ndjera, que en la préxima sesién se proponga una
reforma de redaccién de los Estatutos, consistente en lo siguiente: «El
articulo 5.9 de los Estatutos quedard redactado de este modo:

Art. 5.0 La Sociedad de Microbiélogos Espafioles estard integrada
por las siguientes ramas:

I.—Bacteriologia.
IT.—Inmunologia.
IIT.—Micologia.
IV.—Protozoologia.
V.—Viriologia.
VI.—Microbiologia Sistemadtica.
VII.—Microbiologia Aplicada.
VIII.—Microbiologia Patolégica.

Cada una de estas ramas comprenderd todas las especialidades y
aspectos microbiolégicos, tanto desde el punto de vista cientifico puro,
como desde el de la aplicacién.»

El Sr. Presidente anuncié que la Junta Provisional cesaba en sus
funciones y que se debia elegir una Mesa para presidir la eleccién de
nueva Junta. El Sr. Gallardo propuso que, por aclamacién, se ratifi-
case en la Presidencia y Secretarfa a D. Juan Marcilla y al que suscribe,
respectivamente, para poder dirigir la eleccién. Se acordé asi, nombran-
dose escrutadores a los sefiores Carda y Regueiro y a la sefiorita Lépez
Diaz; levantandose la sesién durante cinco minutos para que los sefiores
asistentes redactasen sus papeletas.

Reanudada la sesién, procedieron los escrutadores a la lectura y
computo de votos, lo mismo de los presentes que de los remitidos por
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correo, arrojando el siguiente resultado, del que solamente hacemos
constar la persona que ha logrado mayoria de votos para cada cargo,
dentro de los 66 votos emitidos:

Presidente.—D. Juan Marcilla Arrazola, 64 votos.

Vicepresidente—D. Gerardo Clavero del Campo, 52 votos.

Secretario.—D. Lorenzo Vilas Lépez, 64 votos.

Bibliotecario—D. Ricardo Salaya Leén, 46 votos.

Tesorero.—D. Miguel Benlloch Martinez, 52 votos.

Vocal de Bacteriologia.—D. Valentin Matilla, 44 votos.

Vocal de Inmunologia.—D. José Garcia Bengoa, 45 votos:

Vocal de Micologia.—D. José de Benito Martinez, 46 votos.

Vocal de Protozoologta~—D. Luis Néjera, 48 votos.

Vocal de Viriologia.—D. Eduardo Gallardo, 52 votos.

Vocal de Microbiologia Sistemdtica—D. Arnaldo Socias, 45 votos.

Vocal de Microbiologia Aplicada.—D. Rafael Ibafiez, 44 votos.

Vocal de Microbiologia Patoldégica.—D. Pedro Carda, 44 votos;
quedando constituida, por consiguiente, la Junta de la Asociacién con
los nombres que se acaban de resefiar. '

Don Juan Marcilla di6 las gracias a los electores en nombre de la
nueva Junta, y se procedid a elegir representante de la Asociacién en
el Comité de Organizacién del Congreso Internacional, designindose
a.D. Juan Marcilla, al mismo tiempo que se propuso y acordé que con-
tinuase de segundo representante D. Antonio Ruiz Falcé, que ya tenia
~este cargo en la Asociacién Internacional de Microbiologia en la época
anterior al afio 1936. V

[ Se acordd que la reunién general se celebrase en el préximo
mes de noviembre, en la fecha que fijard oportunamente la Junta
Rectora. Las reuniones periddicas de los asociados de Madrid se efec-
tuaran los primeros lunes de cada mes, empezando en el préximo octu-
bte. a las siete de la tarde en el Instituto «Alonso Barban.

Se notificard a los microbiélogos portugueses la constitucién y nor-
mas de esta Asociaciomn.

El Padre Juan Puiggrés presentd una comunicacién cientifica, ti-
tulada: «Una cepa espafiola del Myc. Laeprae (Hansen) L. Et». Dejin-
dose la discusién detallada para la préxima reunién.

Y no habiendo mas asuntos que tratar, levant6 el Sr. Presidente la
sesién, de la que certifico, como Secretario de la Sociedad, en Madrid,
fecha ut supra.
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ACTA DE LA SESION CELEBRADA POR LA SECCION
DE MADRID, DE LA SOCIEDAD DE MICROBIOLOGOS ESPA-
NOLES, EL DIA 7 DE OCTUBRE DE 1946

En la Sala de Conferencias del Instituto «Alonso Barban, a las siete
y media de la tarde, del dia mencionado en el encabezamiento, se reunié
la Seccién de Madrid de la Sociedad Espafiola de Microbiélogos, bajo
la presidencia del que lo es de la Sociedad, D. Juan Marcilla.

El Presidente dirigi6 la palabra a los reunidos, haciendo resaltar
que era la primera sesién ordinaria celebrada por la Sociedad, exhortan-
do a los numerosos miembros presentes a no cejar en su apoyo a la
misma asistiéndola con su presencia y con envios de comunicaciones
para las sesiones, y trabajos para la Revista.

El Secretario relat6 las reuniones que ha celebrado la Junta Direc-
tiva durante el verano y las normas adoptadas en ellas.

El Sr. Salaya lee un proyecto de carta circular, pidiendo a los socios
la remisién cumplimentada de las fichas en que han de figurar los
libros existentes en las Bibliotecas de los Centros microbioldgicos y de
los socios de nimero.

Se acord¢ trasladar el lugar de reunién de la Sociedad al edificio
que posee el Consejo de Investigaciones, en la calle de Medinaceli,
num. 4.

A peticién del Sr. Salaya se acord6é difundir el conocimiento de la
Sociedad entre los circulos afines a cada uno de los socios. El mismo sefior
pide Ja elaboracion de métodos normalizados para el reconocimiento
bacteriolégico de aguas, y los demds problemas que requiera la compa-
racién entre los resultados obtenidos en los diversos laboratorios.

El Sr. Moreno de Vega opina que seria conveniente convocar una
sesion especial para cada uno de los temas que requieran normalizacién
de técnicas, anunciando la sesién con tiempo conveniente para que,
aparte del ponente, puedan presentar los socios las comunicaciones que
deseen sobre el tema de los estudios.

El Sr. Ibafiez pide que los socios informen en las reuniones sobre
los asuntos que estdn tratando en sus laboratorios, siempre que esto
sea compatible con la conveniencia profesional.

El Sr. Clavero pide que se revisen los trabajos posteriores a la gue-
rra espafiola y sean descritos en las sesiones de la Sociedad, conside-
randoselos como comunicaciones nuevas.

El Sr. Néjera manifiesta que serfa oportuno empezar las sesiones
ordinarias con una conferencia sobre un tema marcado de antemano.
Algunos socios discuten la propuesta, pidiendo aclaraciones sobre la
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misma; acordindose en definitivo que se pronuncie esta conferencia,

con una duracién limite de media hora, solicitindose aclaraciones du-

rante diez minutos; sizndo preferible pedir las aclaraciones, por escrito,

al socio que la hubiere pronunciado, quien contestard en el momento
que lo estime oportuno. ’

' Se acuerda que la conferencia de la préxima sesién la pronunciara

el Sr. Ndjera, tratando de la «Guerra parasitolégicay.

Para poder presentar comunicaciones en las sesiones ordinarias
serd necesario comunicar el titulo de las mismas al Secretario de la
Sociedad, quien anotard las que reciba antes del lunes preéedente al
de la sesién y lo comunicard, en carta circular, a todos los asociados.

A continuacién, el Sr. Presidente declaré levantada la sesién. Lo que
certifico en Madrid a 8 de octubre de mil novecientos cuarenta y seis.

ACTA DE LA SESION CELEBRADA POR LA SECCION
DE MADRID DE LA SOCIEDAD DE MICROBIOLOGOS ESPA-
NOLES, EL DIA 4 DE NOVIEMBRE DE 1946

En los locales del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas,
situados en Medinaceli, 4, a las siete de la tarde del dia citado en el
encabezamiento, se reunié la Seccién de Madrid, bajo la Presidencia
de D. Juan Marcilla.

Abierta la sesion, el Secretario leyé el acta de la sesién anterior, que
_ fué aprobada; a continuacién, el socio D. Rafael Ibadfiez leyé una comu-
nicacién, titulada «Nueva técnica para la extraccién de sangre de ani-
males de laboratorio y su aplicacién al hemocultivo seriado en ratones».
Termingda la lectura, intervienen los sefiores Carda, Callao y Gallardo,
pidiendo algunas aclaraciones y manifestando el deseo de qug se pruebe
la técnica del Sr. Ibafiez en animales superiores. El Sr. Ibdfiez comunica
que el director del Instituto Nacional de Sanidad le ha autorizado para
hacer una demostracién del método a los asociados, por lo que invita
a éstos a la demostracién préctica, que hard el miércoles dia 6, a las
cuatro de la tarde, en los laboratorios del Instituto Nacional de Sanidad,
en la Ciudad Universitaria.

A continuacién, el asociado D. Isidoro Garcia lee una comunica-
cibn, titulada «Aportaciones al conocimiento de las Bartonelas bovinasy,
terminada su lectura, contest6é a las preguntas del Sr. Carda, ofrecién-
dose a examinar los casos de bartonelosis bovina que actualmente se
presentan en el Matadero de Madrid, y agradeciendo que se le envie
el material sospechoso que los socios puedan encontrar para completar
el estudio de estos microorganismos. El Sr. Najera presenta algunos
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reparos a la comunicacién del Sr. Garcia, que presenta como conclusién
el descubrimiento de una especie nueva, a la que llama Bartonela magna
bovis, porque el estudio del nuevo pardsito se ha hecho con preparacio-
nes obtenidas de un animal sacrificado horas antes de ser examinado,
por presentar el pardsito una morfologia muy distinta de las tipicas
Bartonelas y porque, la designaciéon propuesta por el Sr. Garcia, induce
a pensar que lo encontrado es una subespecie y no una especie nueva.
E1 Sr. Garcia aclaré lo dicho por el Sr. Najera y acepta el cambio de nom-
bre elegido para la nueva especie, dejéndolo en el de Bartonela magna.

El socio Sr. Salaya, que fué encargado en la sesién anterior de ini-
ciar las tareas para la normalizacién de algunas técnicas, expone las
razones por las que es necesario hacer un estudio conducente a encon-
trar un método de examen bacteriolgico higiénico de las aguas pota-
bles que pueda recomendarse a las autoridades sanitarias como método
més ttil para esta clase de determinaciones. Varios asociados proponen
métodos para llegar a esta recomendacién, acorddndose que el Sr. Sa-
laya redacte un guién de los trabajos experimentales que deban hacerse
en diferentes laboratorios de diversas ciudades espafiolas para llegar a
la suficiente cantidad de datos experimentales que avaloren la recomen-
dacién final. Este guion serd traido por el Sr. Salaya a la discusién y
aprobacién de la Sociedad, pidiendo después a los organismos oficiales
autorizados que abonen los gastos de personal y material que acarrea-
rédn estos estudios tan interesantes para la microbiologia y la higiene
de nuestra patria. ]

El Dr. Martinez Mata pide que la Sociedad se una al acto cienti-
fico y de homenaje que estd recibiendo actualmente en Madrid el doc-
tor Ecker, de los Estados Unidos, y se acordd celebrar una entrevista
con dicho Sr. y determinar los actos mds convenientes para demos-
trar el aprecio que la Sociedad siente por el Dr. Ecker y sus valiosos
trabajos.

Sin més cosas que tratar, el Sr. Presidente levant6 la sesion.

Madrid, 4 de noviembre de 1946.

ACTA DE LA SESION CELEBRADA POR LA SECCION
DE MADRID .DE LA SOCIEDAD DE MICROBIOLOGOS ESPA-
NOLES, EL DIA 2 DE DICIEMBRE DE 1946

En los locales del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas,
situados en Medinaceli, 4, a las siete y media del dia citado en el enca-
bezamiento, se reunié la Seccién de Madrid, bajo la Presidencia de
D. Juan Marcilla.
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Abierta la sesiéon por el Presidente, se ley6 el acta de la anterior,
que fué aprobada. A continuacién, el socio Sr. Blanco Loizelier, ley6
una comunicacién, titulada «Contribucién al estudio bacteriolégico de
la basquilla». Terminada la lectura, D. Isidoro Garcia menciona los tra-
bajos que hizo anteriormente sobre la misma materia, y no habiendo
hallado los mismos resultados que el Sr. Blanco, expone el deseo de
intercambiar con él métodos de trabajo para poder cotejar las conclu-
siones. El Sr. Carda dice que'la ponencia es fruto de cinco afios y que
pone a disposicién del Sr. Garcia las 115 estirpes -aisladas durante la
investigacién, y ruega al mismo le envie la cepa de Oedematiens
que €l aislé. El Sr. Callao, hablando en nombre del Sr. Talavera (actual-
mente ausente en Norteamérica), expone los resultados a que dicho se-
fior llegd en sus investigaciones sobre el mismo tema, que coincide en
general con la ponencia del Sr. Blanco Loizelier. El Sr. Blanco, indica
que al Sr. Talavera le falt6 demostrar la toxicidad del .contenido intes-
tinal. D. Rafael Ibéfiez expuso su deseo de que se repase el trabajo del
Sr. Garcia, porque puede haber mds de un tipo de basquilla con etiolo-
gias distintas. Por este motivo no debe darse por terminado este asunto,
sino continuar las experiencias, ya que tal vez esto conduzca a nuevos
hallazgos sobre la basquilla. El Sr. Carda, abundando en las mismas
ideas que el Sr. Ibéifiez, invita al Sr. Garcia a que traiga sus trabajos
a la Sociedad en forma de comunicacién. El Sr. Garcia indica que en
la ponencia del Sr. Blanco no figura el cumplimiento de alguno de los
postulados de Koch, tradicionalmente admitidos para identificar a los
gérmenes como electrolitos etiolégicos de enfermedades determinadas.
El Sr. Blanco le contesta que la parte referente al estudio de la enfer-
medad, tanto natural como experimental, no figura en la comunicacién
leida, porque forma parte de las que se presentan en otras entidades
mas relacionadas con la patologia. A propuesta del Sr. Presidente, se
acordd que todas las intervenciones efectuadas para comentar y aclarar
las comunicaciones leidas en la Sociedad, sean publicadas en la Revista
de la misma. )

A propuesta de la Presidencia se acordd, por aclamacién, nombrar
miembro de honor de la Sociedad al profesor Alberto Bessemans, de
la Universidad de Gante (Bélgica). Igualmente elevar una peticién al
Consejo de Investigaciones sugiriéndole el deseo de esta Sociedad de
que el profesor E. E. Ecker, de la Universidad de Cleveland (Estados
Unidos), sea nombrado Consejero de honor del Consejo Superior de
Investigaciones.

Se aprobé la inclusién en la lista de socios de los siguientes sefiores:
D. Carlos Sdnchez Botija, presentado por los socios sefiores Carda y
Bengoa; D.2 Carmen Pérez Escudero, presentada por los sefiores Salaya
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y Vicente; D. Pablo Delgado, presentado por los socios sefiores Salaya
y Vicente; D. Adolfo Herrera Sinchez, presentado por los sefiores Ben-
goa y Garcia; D. Sebastidn Miranda Entrenas, presentado por los se-
fiores Morales y Martin; D. Francisco Pino, presentado por los sefiores
Carda y Bengoa; D. José Ruiz Marino, presentado por los socios sefio-
res Ibafiez y Vilas.

Sin mds asuntos que tratar se levanta la sesién.



OTRAS ACTIVIDADES DE LA SOCIEDAD

BIBLIOTECA

Carta propuesta por esta Biblioteca, y aprobada por la Sociedad, que
serd remitida a los sefiores Socios, y con la que damos comienzo a los tra-
bajos de esta Seccién.

Art. 4.0 (Estatutos),
apartado b): «Recopila-
cién de toda la biblio-
grafia espafiola sobre
Microbiologia.»

Art. 5.0 (Reglamen-
to): «La recopilacién de
la bibliografia microbio-
légica espaifiola se reali-
zard del modo siguiente:

1.0 Desde 1900 has-
ta la fecha.

2.9 De 1900 a los ori-
genes de las especiali-
dades.»

Art. 7.0 (Reglamen-
to), apartado 2.%: «Todo
Socio o Centro pertene-
ciente a nuestra Socie-
dad queda obligado a
poner su biblioteca a

disposicién del Servicio

de fotocopia.n

Direccién para las
contestaciones:

Consejo Superior de
Investigaciones Cientifi-
cas: Sociedad de Micro-
bidlogos. ( Biblioteca.)—
Serrano, 119.—Madrid.

@

Madyrid, de

- 1947.
Sr. D.

Mi estimado consocio: Para dar cumplimiento al
apartado b) del art. 4.9 de los Estatutos, asi como el
art. 5.0 y el apartado 2.0 del art. 7.2 del Reglamento
de nuestra Sociedad, le agradeceré me remita, lo an-
tes posible, referencia de los libros, folletos, revistas,
etcétera, de su propiedad, que traten asuntos rela-
tivos a nuestras diversas secciones (Bacteriologia,
Inmunologia, Micologia, Protozoologia, Viriologia y
Microbiologia sistemdatica, aplicada y patoldgica),
y proceder con la mayor rapidez a la formacién del
fichero de nuestra biblioteca y a la organizacién del
interesantisimo servicio de fotocopia.

Asimismo tengo el honor de comunicarle que, se-

-gin acuerdo tomado por la Sociedad en sesién cele-

brada el pasado mes de octubre, se ruega a los sefio-
res Socios hagan donacién a esta Biblioteca de un
ejemplar de cada una de las publicaciones de que
sean autores tnicos, y también de aquéllas en que
tomaran parte como colaboradores.

Adjunto le envio una papeleta para que, con rela-
cién a ella, nos remita sus notas, que pueden ser,
para su mayor comodidad, en la forma del modelo
o en la de lista, siempre que se consigne en ella los
mismos datos que en que la papeleta se indican.

Sin més que comunicarle y en espera de su grata
respuesta, queda de usted, s. s. s. q. s. m. e,

Ricardo Salaya Ledn.
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Datos que deben tenerse en cuenta y orden que debe seguirse para la
redaccién de las papeletas que los Socios remitan a nuestra Biblioteca:

1.0 Autor o autores (apellidos, nombre).

2.2 Titulo de la obra (como esté en la portada o contraportada).
3.6 Traductor.

4. Numero de la edicion.

5.2 Lugar de publicacion.

6.0 Firma editora e imprenta.

7.0 Fecha de pubhcacion

8.2 Numero de péginas, del proélogo, del texto, nimero de grabados y . '

nimero de liminas.
9.2 Encuadernacién. .
10.2 Coleccién a que pertenece la publicaci6n.
11.°© Biblioteca a que pertenece el ejemplar resefiado.

Nos comunican algunos queridos consocios que han dado comienzo a la
formacién de fichas o listas de sus bibliotecas, y en poder nuestro estin ya
algunos avances de estos trabajos, con lo que se podrd dar comienzo a la for-
macion de nuestros ficheros tan pronto como dispongamos del menaje corres-
pondiente, que serd muy en breve, gracias a la actividad y carifio con que
son atendidas todas nuestras demandas, tanto por el C. S. de I. C., como
por nuestros queridos y respetados Presidente y Secretario.

PRIMERA LISTA DE SENORES SOCIOS DE LA SOCIEDAD DE MICROBIO-
LOGOS ESPANOLES

ALAS CORES (GENARO).—Ingeniero Agrémomo. Instituto «Ramon y
Cajaly. Alfonso XII, 3. MADRID.

ALCARAZ MIRA (ENRIQUE).—Ingeniero Agronomo. Dwector de la Es-
tacion de Estudios del Tabaco. SANTIPONCE (Sevilla).

AZNAR (P1LAR).—Instituto «Ramon y Cajal». Alfonso XII, 3. MADRID.

BAQUERO GIL (GREGORIO.)—Dr. en Medicina. Jefe del Laboratorio
del Hospital del Rey. MADRID.

BALEN (Jost).—Catedrdtico de la Facultad de Medicina. SEVILLA.

BARRIOS (DULcE MARIA).—Inspector Veterinario. San Bernardo, 118.
MADRID. \

BLANCO DIEZ DEL VALLE (JuaN).—Instituto Oceanogrdfico. MADRID.

BLANCO LOIZELIER.—Instituto de Biologia Animal. Emba]adores 68.
MADRID.

BEATO GONZALEZ (F.).—Dr. en Medicina. Delegacio’n "Provincial de
Higiene. LA CORUNA. :
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BENITO MARTINEZ (Jost DE).—Ingeniero de Montes. Instituto Fo-
vestal de Inmvestigaciones Yy Expemencms Nufiez de Balboa, 49.
MADRID.

BENLLOCH MARTINEZ (MiGUeL).—Director de la Estacion Central
Fitopatologica Agricola. Miguel Angel, 17. MADRID.

BERMUDEZ PAREJA (MaNUEL).—Centro Técnico de Farmacobiolo-
gia. General Mola, 54. MADRID.

BUSTINZA LACHIONDO (FLoRENCIO).—Catedrdtico de la Facultad
de. Ciencias. MADRID. -

CALLAO FABREGAT (VICENTE).—Dr. en Medicina y en Farmacia.
Instituto Nacional de Sanidad. Instituto Ibys. Bravo Murlllo, 49
MADRID.

CAMACHO BANOS (ILDEFONSO).—Laboratorio Municipal. SEVILLA.

CARIDAD (Jost MARiA).—Ingeniero Agronomo. Ceniro de Estudios del
Tabaco. SANTIPONCE (Sevilla).

CARDA (PeDRO).—Veterinario. Instituto de Biologia Animal. Embaja-
dores, 69. MADRID.

CLAVERO DEL CAMPO (GERARDO).—Doctor en Medicina y en Far-
macia. Director del Instituto Nacional de Sanidad. Ciudad Univer-
sitaria. MADRID. ‘

COLOMO (V.).—Facultad de Veterinaria. Embajadores, 70. MADRID.

COLOMO DE LA VILLA (GABrIEL).— Facultad de Veterinaria. Emba-
jadores, 70. MADRID.

CRUZ (]J).—Gerente de Bioguimica Espafiola, S. A. PALENCIA.

DIEZ MARTIN (CarLo0S).—Veterinario Militay. Carretera de Valencia, 8.
MADRID.

DOMINGUEZ FERNANDEZ (F RANCISCO) —Doctor en F armacia. Santa
Teresa, 9. MADRID. :

FE OLIVARES (INOCENTE).—Ingeniero A grénomo. [Jefatura Agrond-
mica de SANTANDER.

FEDUCHY MARINO (ENRIQUE).—Ingeniero Agronomo. Instituto «Ra-
mon y Cajaly. Alfonso XII, 3. MADRID.

FERNANDEZ DE BOBADILLA (GonzaLo).—Ingeniero Agronomo.
JEREzZ DE LA FRONTERA (Cddiz).

FERNANDEZ PELLICER (E.).—Director del Laboratorio Municipal
de Andlisis Quimico. Hospital de San Pablo. BARCELONA.

GALLARDO (EpuArpO).—Doctor en Medicina. Instituto Nacional de
Sanidad. Ciudad Universitaria. MADRID.
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GALLEGO QUERO (FEéLix).—Secretario de la Escuela Especial de In-
genieros de Montes. Ciudad Universitaria. MADRID.

GARCIA BENGOA (Jost).—Laboratorio- Central de Veterinaria Militar.
Niifiez de Balboa, 66. MADRID.

GARCIA BEROSATEGUI (PaBro).—Escuela Nacional de Sanidad.
Hilarién Eslava, 2. MADRID.

GARCIA ‘CASTELLON (FERNANDO).—Almirante, 19. MADRID.

GARCIA DE MIRASIERRA (MANUEL).—Iustituto Provincial de Sa-
nidad. ClupAD REAL! - .

GARCIA RODRIGUEZ (IstporO).—]Jefe de la Seccion de Veterinavia
del Instituto Llovente. Ferraz, 9. MADRID.

GARZON PAREJA (MiGUEL).—Industria lechera. TORRELAVEGA (San-
tander). ‘

GASTON DE IRIARTE SANCHIZ (Eriseo).—Doctor en Farmacia.
Almirante, 15, MADRID.

GONZALEZ (PEDRO).—Dsrector del Laboratorio Bactemologwo Muni-
ctpal de BARCELONA. Wellington, 44.

GONZALEZ MATEOS (JoaquiN).—Doctor en Farmacia. Instituto
Lilorente. Ferraz, 9. MADRID.

GRIFOLS LUCAS (VicTORr).—Quimico y Farmacéutico. Rambla de
Catalufia, 102. BARCELONA.

GRIFOLS ROIG.—Bacteriologia Clinica. Rambla de Catalufia, I02.
BARCELONA.

HERRERA SANCHEZ (ADOLFo).—;Veteyinafio. Pornzano, 29. MADRID.

HIDALGO FERNANDEZ CANO (Luis).—Ingeniero Agrénomo. Esta-
cion de Ampelografia. Castelld, 27. MADRID.

IBANEZ GONZALEZ (RAFAEL).—Doctor en Medicina. Instituto Na-
cional de Sawmidad. Ciudad Universitaria. MADRID.

JORDAN DE URRIES (FRANCISCO).— Jardin Botdnico. MADRID.

LAMANO FERNANDEZ (JoaQuiN).—Instituto Pyovmcml de Sanidad.
Ciupap REAL. :

LASTRA SOUVRIER (Josk MARiA DE LA).—Doctor en Medicina. Ins-
tituto Nacional de Sanidad. Claudio Coello, 67. MADRID.
LOPEZ DIAZ (MANUELA).— Facultad de Farmacia. MADRID.

LUENGO (Ewmirio).—Laboratorio de Andlisis del Canal de Isabel II
MADRID.

MANSO RODRIGUEZ (FAUSTINO) —Veterinario. Director tecmco de
los Laboratorios Beca, S. L. LuGo,
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MATILLA GOMEZ (VALENT‘iN).——Catedm’tiéo de Micvobiologia vy Pa-
rasitologia. Facultad de Medicina. MADRID.

MEJIAS (GABRIEL).—Inustituto Llorente. Ferraz, 9. MADRID.

MEJIAS (JAciNtTo).—Director del Instituto Llorente. Ferraz, 9. MADRID.

MARCILLA ARRAZOLA (JuaN).—Director del Instituto «Ramdn vy
Cajaly. Alfonso "XII, 3. MADRID.

MARTIN ORTIZ (MiGugLr).—Laboratorio Central de Vetermarm M-
litar. Nifiez de Balboa, 66. MADRID.

MARTINEZ LOPEZ (MiGcUugL IGNAcCIO).—Zurita, 43, Madrid.

MARTINEZ MATA (Justo).—Médico y Farmacéutico. Centro Técnico
de Faymacobiologia. General Mola, 54. MADRID.

MARTINEZ PIQUERAS (VICENTE).— Farmacéutico. AVILA.

MESTRE (CristoBAL).—Director de la Estacion de Viticuliura vy Ewnolo-
gia. VILLAFRANCA DEL PANADES (Barcelona).

MIRANDA ENTRENAS (SEBASTIAN).—Veterinario. CORDOBA.

MORAGAS (RicArRDO).—Director de los Laboratorios del Hospital de
Santa Cruz y San Pablo. BARCELONA.

MORALES HERRERA (ANGEL).—Laboratorio Central de Vetemnama
Militar. Nufiez de Balboa, 66. MADRID.

MORENO DE VEGA (FLorENCIO).—Subdirector del Instituto Llorente.
Ferraz, 9. MADRID.

MORIANO VALENZUELA (RAFAEL).—Veterinario Militar. Labora-
torio Centval de Veterinaria Militar. Nifiez de Balboa, 66. MADRID.
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REGUEIRO VARELA (Benito).—Doctor en Farmacia. Marqués de
Cubas, 3. MADRID.
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gia y Anatomia Patoldgica de la Facultad de Medicina de la Univer-
stdad de MADRID.

SOCIAS AMOROS (A.)—Doctor en Medicina v Ciencias. Instituto Na-
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