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ALGUNOS METODOS DE ESTUDIO DE LA FLORA
INTESTINAL, HUMANA Y ANIMAL Y ALGUNAS
CONSIDERACIONES SOBRE DICHA FLORA

Conferencia pronunciada en la Sociedad de Microbidlogos Espafioles
por I. M. Rosell.

Exponemos resumidamente en esta conferencia algunos métodos de estu-
dio e investigacién microbiolégica, de un gran valor préctico, para el mejor
conocimiento de determinados grupos de microorganismos, siendo algunos de
estos métodos los que la microbiologia industrial y aplicada emplean como
préctica corriente, y que son poco conocidos o poco empleados en la micro-
biologia médica, a pesar del mucho fruto que de ellos puede obtenerse en un
gran nimero de averiguaciones. Mas de veinte afios de trabajo en microbio-
logia aplicada o industrial, lactolégica, agricola y de fermentaciones, aunque
casi divorciado de la medicina, me ha ensefiado lo mucho que de los cam-
‘pos de microbiologia no médica, mucho més extensos especialmente que nues-
tra microbiologia patogénica y terapéutica, podrié aprovecharse para estas
ramas médicas, y en los métodos que aqui exponemos, que han salido en gran
parte de los campos citados para ser aplicados en la especialidad del aparato
digestivo, podra verse un ejemplo de lo que decimos.

Exponemos estos métodos con miras a su aplicacién en la microbiologia
intestinal, en cuyo campo empezamos nosotros a hacer amplio uso de ellos,
en colaboracién con el gran micrélogo W. Henneberg, Director del Instituto
de I'ermentaciones de Berlin y luego del Instituto de Bacteriologia Lactolégica
de Kiel en los afios 1925 a 27, y otros en la seccién de Investigacién de las
Facultades de Medicina Comparada y Agronomia de Oka, Universidad de
Montreal, (Québec) Canada, que en los afios 1928 a 1940 estaban bajo nues-
tro cargo, y en otros como miembro del Consejo Nacional de Investiga:ion
de Canada en los afios 1930-35. )

No nos ocuparemos en esta exposicion de las bacterias oficialmente consi-
deradas como patégenas o las que accidentalmente actian en el intestino o lo
atraviesan, ni del grupo de las bactérias intestinales mas ampliamente estudia-
das y con mas detalles descritas en sus muy numerosas variedades, del género
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coli o escherichia. (En el «Tratado del Laboratorio Lactolégico», Editorial La-
bor, préximo a aparecer, exponemos, entre otros, un amplio estudio de estas
bacterias del grupo coli, como de las que van relacionadas con la Lactologia.)

En esta resefia nos referimos exclusivamente a los métodos de estudio de
algunos de los grupos de microorganismos intestinales que pudiéramos llamar
simbiéticos u obligados, con funciones més o menos conocidas.

En un trabajo reciente: «Funciones conocidas de la flora intestinal sim-
bidtica normal, en especial de sus funciones vitaminicas», comunicaciéon pre-
sentada en el V Congreso Nacional de Patologia Digestiva y Nutricién, de
Zaragoza, 1948, exponiamos una sintesis de lo que hasta la fecha se da como
més averiguado en éste, a pesar de lo mucho investigado y publicado, aun en
muchos puntos nebuloso campo bacterioléogico.

CONSIDERACIONES .PRELIMINARES

Antes de entrar en la materia, creemos ttiles algunas cortas consideraciones
generales sobre microbiologia intestinal y coprologica.

A pesar de lo mucho que se ha estudiado y publicado sobre flora intestinal,
falta probablemente, como en la mayoria de las ramas de la biologia, mucho
més por conocer y averiguar que lo que se conoce o se cree conocer.

A) Para un estudio que pudiera llamarse fisiolégico o funcional de las
bacterias intestinales, es en muchos casos inadecuado el estudio de las bacte-
rias en cultivo puro, como ocurre en muchos otros ramos de la bacteriologia
aplicada, por ejemplo en la microbiologia lactoldgica industrial, donde la ac-
ci6én transformadora de ciertos microorganismos, por ejemplo, de los penici-
lios y sus penicilinas, conocidas desde antiguo, en las transformaciones de las
proteinas, lactosa, grasa, en ciertos ‘quesos (Camembert, Roquefort, etc.) ,hoy
casi exactamente conocidas, s6lo pueden obtenerse, observarse y estudiarse en
asociacién o trabajo simbidtico o codependiente de otras bacterias: cocos,
bacterias lacticas, acidoproteoliticas, levaduras, térulas, oidios, penicilios, etc.

B) Aunque el niimero de familias, tribus, géneros y especies o varieda-
des de microorganismos que se han encontrado o creido encontrar y descrito
en el canal digestivo humano y animal, es muy considerable (al final de este
trabajo intentamos dar una lista de las varias docenas de microorganismos
estudiados en el tubo digestivo), las especies o grupos que parecen ser los fun-
cionalmente obligados, pueden considerarse relativamente limitados, variando,
como se sabe, mucho segin el tipo de alimentacién y estado funcional del es-
témago, vias biliares e intestino. Variando el tipo de alimentacion, se pueden
hasta un cierto punto enriquecer segmentos intestinales y las mismas heces,
con determinados grupos de bacterias u hongos, y de este hecho se hace apli-
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cacién para estudiar la posibilidad de implantacién, que casi nunca es perma-
nente, de grupos de determinados microorganismos en el intestino.

Que la alteracion de la funcién digestiva va acompafiada de variacién de
Ia flora normal y viceversa, es un hecho ampliamente establecido, y la biogra-
{ia & este respecto es abundante. Muchas alteraciones digestivas y del organis-
mo en conjunto, han podido ser atribuidas a alteraciones de la que puede lla-
marse flora normal o simbiética, o fisiolégica, u obligada, y la medicina del
futuro conseguira seguramente muchas y mas seguras observaciones a este res-
pecto, y tanto mas cuanto mejor sea estudiada la flora intestinal.

C) Las bacterias que se encuentran en las heces o reservorio rectal, espe-
cialmente en las que pudieran llamarse normales y que en un 90 a 99 por 100
en el hombre se encuentran muertas y en algunos animales, en especial ovejas,
cabras, conejos, casi totalmente disgregadas o vacias, no pueden dar mas
que pobrisima e insuficiente o errénea idea sobre la flora en las partes altas
del colon y apenas ninguna de la flora intestinal del ileon, yeyuno, duodeno
y estémago. )

D) La flora normal de estas secciones intestinales altas, de todo el intes-
tino hasta el ciego, como la del estémago, sélo puede ser estudiada en el hom-
bre, como las sondas bacteriolégicas, especialmente las cerradas como las em-
pleadas por Ganther, Van der Reis, Shembra y otros muchos investigadores
desde 1920 a 21, y por nosotros en trabajos con Van der Reis en la Clinica
Médica de la Universidad de Greifswald en 1925 y 26, y en nuestras activi-
dades en Canada de 1928 a 32 (1). En los animales puede hacerse un estudio
de la flora de las diversas secciones del tramo digestivo con vivisecciones apro-
piadas. .

E) Al querer (con muchas probabilidades y posibilidades de juicios erré-
neos) estudiar la flora intestinal sobre la base de las materias fecales de las
deposiciones, debe tenerse muy en cuenta que las heces no son un conjunto ho-
mogéneo, sino un mosaico de particulas residuales de la alimentacion y de
detritus celulares o descamaciones de la mucosa, jabones y otros cuerpos re-
sultantes de reacciones entre bilis y otros jugos digestivos y residuos de la ali-
mentacion. Puede decirse, casi matematicamente, que cada particula de este
heterogéneo complejo de las heces—complejo ficil de disociar al diluirlo en
agua sobre un plato de fondo blanco y oscuro, o pasando por un colador la
masa disuelta—, que cada particula de este complejo, es una colonia o colmena
de microorganismos diferentes, que a veces parecen estar en cultivo puro. Re-
siduos de patata, habichuelas, garbanzos, guisantes, frutas, pieles de legum-
bres, restos de hojas de ensalada, coles, son generalmente nidos de los micro-
organismos qlie segregan celulosa y digieren pectina y celulosa; por ejemplo,
clostridium, pectinovarum, bact. Omelianski, bacil. metagines, bacil. Ellem-
bergii, Bact. Zuntzii. En los restos de patatas y tubérculos, especialmente los
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mal cocidos, los granulobacterias, clostridios o sacarobutiricos y otros micro-
organismos yodoéfilos.

En restos de carnes y tejido conjuntivo, se encuentran las bacterias del
grupo proteus, putrificus, megaterium, coli, eminentemente ubicuitario, micoi-
des, etc. En residuos vegetales y especialmente en consumo abundante de le-
che o quesos se encuentran las bacterias lacticas, y al existir fermentaciones
acidas, pueden aislarse de estos residuos vegetales ficilmente, levaduras, téru-
las, monilias, etc. Estas colonias de los mencionados y otros grupos de micro-
organismos varian de aspecto y caracteres segin la mayor o menor cantidad
de residuos azucarados y de proteinas y segiin el pH del medio, y modifican
su forma de actividad. Por ejemplo, las bacterias que digieren la pectina y celu-
losa, no producen metano u otros productos gaseosos o producen menos, si a
la vez estin presentes abundantes bacterias lacticas. Un ejemplo conocido de
ello es que las flatulencias o meteorismo producidas por abundante ingestion
de habichuelas o legumbres de otras clases no se presentan, o son menos, si
simultineamente se ingiere «yoghourt» u otras formas de cultivos lacticos en
suficiente cantidad o lactosa que facilite el desarrollo de las bacterias lcticas.

Si se imita con cultivos artificiales estos naturales de canal digestivo que
acabamos de describir, preparando adecuados medios que permiten hasta un
cierto grado producir artificialmente y en forma cada vez mas en cultivo puro
o simbiosis de beneficio mutuo estos grupos funcionales de la flora intestinal,
puede obtenerse cultivos simbidticos parecidos a los del canal digestivo.

Entre estas bacterias digestoras de la pectina y celulosa, sustancias que no
pueden atacar los jugos digestivos, como igualmente los restos de féculas y
de frutos sin digerir, existen una armonia y sucesién de trabajo, que se realiza
en el ciego y resto del colon, hasta que la desecacién del bolo fecal impide casi
toda actividad microbiana, que la naturaleza no parece desear en el reservorio
fecal rectal,Adonde la concentracién de sustancias bactericidas termina con la
muerte casi total y autolisis de las bacterias en el cementerio rectal de las
mismas. A '

La falta de estas bacterias pectinovoras y celuldsicas, como las lacticas, o
su funcién imposibilitada, constituiria por si un importante factor patogénico
intestinal.

Es sabido, ademés, que estas bacterias, como el coli y las butilicas, son
importantes productoras de vitaminas. La disolucién de estos restos celulé-
sicos, especialmente de leguminosas, que llegan sin digerir a las partes bajas
del ileon y caldera de fermentaciones del ciego, dejan libre la legumina y otros
residuos proteicos, que en estos segmentos digestivos no pueden ser atacados
por las triptasas normales y lo son por las bacterias de hidrolisis putrefaciente
(proteus, coli, putrificus, etc.) y dan origen a los gases sulfurados de la cis-
tina y otros aminoacidos azufrados. Pueden igual y simultidneamente formarse
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fermentaciones butiricas, butilicas, acéticas, aceténicas (bacil. macerans), pro-
pidnicas, alcohélicas, etc.

OBSERVACIONES SOBRE BACTERIAS LACTICAS

Las bacterias lacticas las considerariamos nosotros la aristocracie, en cuan-
to a calidad, utilidad y ubicuidad de servicios, de todas las bacterias de este
planeta. Se han escrito libros sobre ellas—principalmente por la bacteriologia
no médica—, pero se podria escribir ain mas de lo que sobre ellas se lleva
escrito y estudiado. Creemos que al igual que en la mayor parte de microorga-
nismos, especialmente los que no pertenecen a reducidisimo grupo de los con-
siderados patogénicos, no se ha hecho mas que empezar a conocerlos mediana-
mente en algunas de sus aplicaciones o actividades utilitarias mas salientes:
fermentaciones acética, alcohoélica, lactica, butilica, aceténica, celuldsica, pec-
tinica, panaria, fijacién de nitrgeno, actividades en el ciclo de circulaciéon de
la materia, formacion de enzimas, vitaminas, -etc., etc. ‘

El mostrar las bacterias lacticas, que son ademds quizé las més beneficiosas
desde el punto de vista higiénico o médico, y ser (creemos nosotros con la ma-
yoria de opiniones) los habitantes obligados o fisiologicos mas itiles o nece-
sarios y tal vez los mas numerosos de la flora intestinal funcional o alta, es-
pecialmente en la infancia, junto con las celuldsicas y pectinoliticas, y las del
'grupo coli en épocas posteriores, han hecho despertar el interés especial por
ellas, como lo demuestra el hecho que son lds inicas y primeras que lo que se
llama Naturaleza y que nosotros llamamos Providencia o Sabiduria del que
creb la Naturaleza, hace aparecer en el organismo del recién nacido, que en-
cuentra ya que le aguardan en el canal vaginal al salir del mundo uterino es-
téril; el mostrar, como decimos, las bacterias lacticas estas cualidades privile-'
giadas y muchas otras que precisarian un gran volumen para ser descritas,
ha contribuido a que se les muestre un interés (especialmente por la bacterio-
logia aplicada que es la que mas se ha ocupado de ellas) como no se ha
tenido para otros grupos de bacterias.

El no haber sido bien conocidas las bacterias lacticas intestinales por la
bacteriologia médica, es debido a que sélo desde hace poco ha empezado ésta
a conocer y utilizar los mejores métodos de su estudio. Los métodos para ais--
lar y estudiar las pocas bacterias lacticas que pueden sobrevivir a la bacteri-
cida masa fecal normal, son bastante diferentes de los usuales en la bacterio-
logia humana. Las bacterias lacticas intestinales tienen su funcién y habitacién
principal en las partes altas del intestino: duodeno, hasta el final del ileon,
donde se encuentran los glicidos, tipos de proteinas y pH 4cido més favora-
ble para ellas. Desde el ciego tropiezan ya con las celulésicas pectinicas, clos-
tridios, amiloliticas, coli-escherichias, las putrificas, etc.
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Sobre el origen de las bacterias lacticas que llegan al intestino, puede de-
cirse que los alimentos vegetales crudos y las frutas son sus fuentes principa-
les. Las que se han habituado més a tolerar los acidos: estrep. bovis, faecius,
thermobact. bulgaricus, lactis, yoghourtii, helveticum, casei, se encuentran ya
abundantes en el estomago de los rumiantes, cuya bacteriologia intestinal muy
bien estudiada, mejor que la humana, tiene mucho parecido con ésta, especial-
mente bajo alimentacién vegetal o lactea.

La alimentacién lactea y los quesos frescos, yoghourts, kefir, etc., de buena
calidad (pues los corrientes, malos, son esponjas de caseina y coli) son otra de
las ricas fuentes de bacterias lacticas que, a la vez que las aportan, les acompa-
fan sus alimentos preferidos, especialmente si junto a las proteinas de leche,
méas o menos hidrolizadas, llevan atin abundante lactosa o se les sobreafiade.

Los muchisimos anélisis publicados sobre el estudio de la flora intestinal
en el hombre y en los animales, practicados con los métodos que describimos
a continuacién, dan un promedio de 40 a 60 por 100 de bacterias lacticas, in-
cluso en la masa fecal en el adulto normal, 90 a 100 por 100 en las zonas altas
del intestino, cifras que aumentan en relacién a la cantidad de elementos ve-
getales lacteos y azucarados, y en especial de la lactosa que se ingiera varios
dias seguidos y del estado normal del canal digestivo, y que disminuyen en
proporcién a la disminucién de estos alimentos mencionados, vegetales, frutas,
leche, quesos, azicares y lactosa especialmente, y al aumento o predominio
de la alimentacién cdrnea y perturbaciones del canal digestivo. '

En el infante, sabido es que en tanto esti alimentado con el pecho materno
y en condiciones normales, la flora predominante hasta 99 por 100, es la de las
bacterias acidéfilas y bifidus, que dan, por asi decir, el indice de salubridad
del infante.

Las bacterias lacticas se encuentran en todas las zonas tefréqueas, donde
hay vegetales, leche y mamiferos (nosotros los hemos aislado de leche de ba-
llena y reno, que en varios periodos se nos proporcionaba para analisis, ob-
tenida por expediciones Aarticas cientificas de la Universidad de Montreal).
Esta ubicuidad y variaciéon de ambiente: vegetales de todas las zonas, espe-
cialmente residuos en fermentacién lactica, lacticinios de centenares de tipos
mantenidos sistematicamente a temperaturas desde 2° C (mantecas, mante-
cados, quesos tipos Bel-Paese y Roquefort) hasta las temperaturas corrientes
de 65 a 75 de los pasteurizadores y su vida en el interior y exterior de los ani-
males y hombres, hacen comprender facilmente el\por qué de las muchas va-
riedades o especies (aunque nadie sabe atin lo que es una especie) mas feno-
tipicas que genotipicas, de la familia de las bacterias lacticas que tan sélo por
sus preferencias térmicas, forman ya grupos naturales, pues los hay que pro-
liferan mejor a 6-7° C: Streptococcus acetilacticus; a 14-16°: Strep. citrovo-
rus o paracitrovorus; las del Kefir, a 20-24°; el lactis y cremoris, a 30°; el
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strep. caesi y las propidnicas y el acidéfilus, a 37°; el bifidus, a 40°; el yog-
hourtii y bulgaricus, a 43°; el Delbrueckii, a 52°; a 60-75°, las termoduricas de
las centrales de pasteurizacion.

CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS QUE SE TOMAN PARA ESTUDIO
TAXONOMICO DE LAS BACTERIAS LACTICAS

Son principalmente: las temperaturas méas favorables para su desarrollo,
el tiempo que requieren para coagular la leche a la temperaturas més favora-
bles y a otras temperaturas, temperatura méxima de coagulacién que depende
del que necesitan para acidificar la lactosa hasta el punto isoeléctrico de la
caseina (pH 4,5 o acidez de 0,75 por 100) a 20° C y de la formacién de reni-
na, el tipo de coagulacién, cambios en el color de la leche tornasolada, la 4cido-
proteolisis, la intensidad de acidificacion, la resistencia térmica, los tipos de
aminoacidos y vitaminas que requieran, la variedad de azlcares y alcoholes
que con cierta inconstancia pueden utilizar y fermentar, formacién de gas, di-
gestién de la caseina, tipo 6ptico del acido lactico, tipo de productos de fer-
mentacién, formacién o no de volutina (granulaciones metacrométicas), acele-
racién de la coagulacién por medio de la glucosa o del higado y no formacion
de catalasas y otras reacciones bioldgicas, su caracter gram positivo y carencia
de esporas. ¢

Ademds, los caracteres morfologicos, que en estas bacterias varian mucho
segin el tipo del medio de cultivo, si sélido o liquido, y segin la temperatura,
cultivo superficial o profundo, ya que las colonias y forma de las bacterias
varian considerablemente, cultivadas en superficie de placa de Petri o en capas
diferentes de agar en tubos, segiin la tensién de oxigeno y otras caracteristicas
atin no bien interpretadas desde el punto de clasificacién.

Al querer hacer estudio de estas cualidades fisiolégicas, o debe hacerse con
bacterias recién aisladas, o deben cultivarse varias veces con reinoculaciones
seguidas en el medio de cultivo y a las temperaturas que se desea emplear, espe-
cialmente al estudiar la fermentacion o utilizacion de azicares u otros glicidos,
glicerina, alcoholes o fuentes de hidratos de carbono que, en general, se prue-
ban sobre base de agua de levadura con tornasol, o indicador de Andrade, o
azul de bromotimol, o plrpura de bromocresol. Deben llevarse cultivos pa-
ralelos.



10 J. M. RoserLL

ALGUNOS FACTORES QUE INFLUYEN EN EL CRECIMIENTO
Y CULTIVO DE LAS MISMAS

Las bacterias lacticas requieren proteinas completas con todos sus amino-
cidos, como los de la leche o extractos de levadura y, ademas, aziicares: lac-
tosa o glucosa o maltosa. Los factores vitaminicos tienen gran importancia.
El autolizado de levadura resulta una buena fuente de nitrégeno, mientras que
no lo es la peptona. La leche, no obstante ser un buen medio de cultivo para
ellas, es un pobre origen de nitrégeno, sobre todo para los gérmenes no pro-
teoliticos, salvo previa digestién péptica o triptica. Las bacterias lacticas ge-
nuinas no prosperan en un medio de cultivo cuya unica fuente de nitrégeno
sea un solo 4cido aminado o una sal aménica. Los estreptococos se desarrollan
mas deprisa que los lactobacilos, con las peptonas de caseina mas complejas, .
proliferando mejor en la caseina digerida pépticammente, durante, maximo, unos
quince dias, pues si la digestién prosigue mds tiempo, disminuye la prolifera-
cién microbiana. . ‘

Las bacterias lacticas o lactacidbgenas, como el organismo humano, necesi-
tan todos los aminoécidos esenciales o una mezcla compleja de productos de
la desintegracion proteinica, pues sus necesidades de nitrégeno no se pueden
satisfacer por completo con sales amoniacales inorganicas. El grado alcan-
zado de la fermentacién del sustrato glucidico, depende en parte de la con-
centracion de la fuente nitrogenada en el medio de cultivo. Las necesidades
de nitrégeno son casi uniformes para todas las bacterias lacticas o lactacidoé-
genas, pero difiriendo las de nutritivos accesorios. El grupo homofermentativo
‘prolifera bien en la leche y muy poco en un medio de cultivo inorganico con
peptona y glucosa.

Son necesarios los elementos «bios» de la leche. La leche contiene sustan-
cias de crecimiento para las bacterias lacticas, y al ser extraidas estas sustan-
cias por el carbén activado, las bacterias no crecen (leche inactivada).

Esta leche inactivada puede en cierto grado ser regenerada por hidrolisis
que desdobla algunos aminoéacidos, dando, seglin parece, origen a estas sustan-
cias de crecimiento que pertenecen al grupo «bios».

La lactoflavina (B,) es importante para las bacterias lacticas, no la B,
(aneurina). Afiadiendo un miligramo de lactoflavina por litro y el bios extrai-
do por el carbén, extraido de éste por elucién, queda la leche nuevamente ac-
tivada y en cierto grado mejorada, pues el carbén también elimina las sustan-
cias bacteriostaticas o bactericidas que contiene la leche.

La leche que lleva neutralizantes y se pasteuriza, pierde gran parte de la
sustancia bios. Esto ocurre con gran frecuencia.

Las leches mamiticas, segin muy extensos trabajos realizados por nosotros
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en el Ministerio de Agricultura de Québec (Canad4) y Departamento de In-
dustria animal del Ministerio de Agricultura de Washington en los afios 1932
a 38 en colaboracién con técnicos de dichos Departamentos, contienen sus-
tancias que, en proporciones de hasta 10 por 100 de dichas leches, afiadidas
a la leche normal, paraliza o perjudica el crecimiento de las bacterias lacticas,
especialmente de los estreptococos. 30 por 100 mas que menos de las vacas de
todos los paises padecen de mamitis, y ello explica el por qué de muchos fra-
casos de los cultivos lacticos en leche (2).

Las peptonas obtenidas por digestién péptica, contienen bios suficientes
para estreptococos; pero no para lactobacilos. Extractos vegetales de alfalfa,
tomate, gérmenes de malta, autolizados de levadura y extractos de higado, pue-
den sustituir al bios y mejorar los medios para aislar y cultivar las bacterias
lacticas. Pequefas cantidades de cistina, lisina, asparagina, mejoran el creci-
miento de las termobacterias lacticas y paralizan el efecto depresor del creci-
miento de las sustancias bacteriostiticas.

Algunas bacterias como el estrep. cremoris y betacocos precisan mas sus-
tancias accesorias o autolizados de levaduras que las otras bacterias.

Extractos de heces de vacas (vitaminas de bacterias intestinales?) producen
efectos mejoradores en ciertos aspectos similares al bios y extractos de leva-
duras. También la fluorescina o extractos' de cultivos hervidos de fluorescens y
piocianeus, activan, como, hemos podido probar, las leches inactivadas por
el carbon.

Acido pantoténico, amida del 4cido nicotinico y 4cido adenilfosférico y
cozimasa de levadura, tienen en parte efecto parecido al bios, del cual son
componentes.

El acido paraminobenzoico es una sustancia de crecimiento que puede com-
pensar el efecto perjudicial de las sulfonamidas sobre estreptococos patégenos,
¥ a esta sustancia se atribuye parte del efecto de los autolizados de levaduras,
igualmente a los aminoacidos azufrados de los hidrolizados de levaduras.

Fosfato potasico (2 por 1.000), sulfato magnésico (1 por 1.000), trazas de
hierro y cobre son necesarios. Los estreptobacterias necesitan manganeso; los
lactobacilos y estreptococos, no lo necesitan. Es sorprendente que las bacterias
lacticas, que son ain mas exigentes en aminoacidos que el hombre y los anima-
les superiores, pues precisan como aminoécidos esenciales, ademéas de los ne-
cesarios para el hombre, la arginina, 4cido glutaminico, asparagina, creatina,
no precisan triptofan. Pero no todas las bacterias lacticas precisan los mismos
amino4cidos ni las mismas vitaminas, aunque, excepto la aneurina, todas pre-
cisan las demas del grupo B, que muchas de ellas sintetizan.

Los aziicares y gliicidos en general que pueden utilizar, varian en las di-
ferentes especies y se acomodan a ellos, no siendo siempre constante, sino va-
riable y modificable, el poder de una cepa para fermentar un azicar.
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El empleo de temperaturas de incubacién, desde 6 a 70° C, es otro medio
Gtil y necesario para facilitar el aislamiento de diferentes variedades de bacte-
rias lacticas; igualmente, el cultivo a diferentes tensiones de oxigeno.

Las condiciones o exigencias de los otros grupos de bacterias del intes-
tino, no han sido estudiadas afin con la extensién que se ha hecho en las lac-
ticas, pero hay mucho averiguado sobre el «Werwendungs-Stoffwechsel» (me-
tabolismo funcional) de las demas bacterias intestinales como de otros micro-
organismos, si bien lo que falta conocer en biologia de los microorganismos és
probablemente varias veces mas de lo que hoy se conoce.

MEDIOS Y METODOS DE CULTIVO DE LAS BACTERIAS LACTICAS

Los siguientes métodos de cultivo para aislar y estudiar estas bacterias,
medios que aqui s6lo podemos mencionar y que pueden hallarse descritos en
nuestra obra préxima a aparecer (1), son los méas adecuados para aislar, cultivar
y reproducir y estudiar las bacterias lacticas, ya en cultivos liquidos o sélidos,
aerobios, microaerobios o anaerobios o, en especial, en la forma de los micro-
cultivos que exponemos més adelante.

Los medios de cultivo mas convenientes para aislar y contar el conjun-
to de microorganismos presentes en la materia de estudio (saliva, jugo géstrico,
contenido intestinal de diferentes zonas, heces, contenido vaginal u otras ma-
terias problema), asi como los medios apropiados para aislar selectivamente y
luego estudiarlos sobre sus diversas capacidades bioldgicas, los mencionamos
esquematicamente en la lista de microorganismos a estudiar y de medios de cul-
tivo que damos al final de este trabajo.

Ahora exponemos solamente algunos de los métodos de cultivo y estudio
para los microorganismos del canal digestivo, en general, como decimos, poco
conocidos por la microbiologia médica, a pesar de ser los maés eficaces, y al-
gunos de ellos los tinicos conducentes a ciertos objetivos propuestos en el es-
tudio de estas bacterias. Siendo ya generalmente bien conocidos los métodos
clasicos de cultivo empleados para recuento y aislamiento de los microorga-
nismos llamados saprofites o pasantes, mas o menos obligados, del intestino o
de las heces, como enterococos; proteus, putrificus, periringens, clostidrios,
sacarobutiricos, etc., nos referiremos principalmente a los que nosotros, si-
guiendo a las escuelas que se han ocupado con més extension del estudio de
la flora funcional o simbidtica intestinal, consideramos como los microorga-
nimos esencialmente funcionales de la misma y que son, principalmente, el gru-
po de las bacterias lacticas, el de las pectinicas o celulésicas y los de las fer-

(1) «Tratado de Laboratorio Lactolégico y Bases Microbiolégicas de las Industrias
‘Lacteas», por José M.2 Rosell e Ignacio dos Santos. Editorial Labor, 1950.



METODOS DE ESTUDIO DE LA FLORA INTESTINAL 13

mentaciones de los restos de hidrocarburos no digeridos por las diastasas co-
rrespondientes, en las partes del intestino donde éstas deben fisiolégicamente
actuar. '

Estos tres grupos de esquizomicetos: las bacterias lacticas en las partes
altas del intestino hasta el ciego y colon; las pectinicas y celuldsicas tan ne-
cesarias para el intestino del hombre como de los rumiantes para el desdobla-
miento de la celulosa, en estos tltimos en el rumen ya del estémago y en el hom-
bre en los dltimos tramos del ileon, ciego y primeros del colon, donde con sus
celulasas verifican las funciones hidroliticas de la celulosa que el intestino hu-
mano no puede ejecutar por no tener celulasas; y las bacterias desdobladoras
de las féculas que llegaron a estos tramos bajos del intestino sin poder ser -ata-
cadas por las diastasas amiloliticas glandulares, actuando con sus grandes ca-
pacidades quimicas especificas, por sus lactasas,a pectinasas, celulasas y ami-
lasas, en trabajo independiente y simbidtico; estos tres grupos de bacterias,
decimos, asociadas méas tarde con las del grupo coli y las putrefactivas, en fun-
ciones estas dos dltimas fisiolégica y utilitariamente, atin no bien conocidas y
explicadas, son las que hasta hoy con mas propiedad podrian llamarse, por ser
mejor conocidas, las bacterias funcionales simbioticas del canal digestivo.

Otros microorganismos muy a menudo presentes, incluso en las heces,
de los que hacemos mencién en la lista de los microorganismos estudiados o
encontrados en el aparato digestivo, y que damos al final de este trabajo, entre
ellos especialmente los hongos: sacaromices, térulas, oidios, monilias y otros
hongos, son en general considerados como pasantes que encuentran habita-
cién accidental més o menos favorable, segin las clases de alimentacién o qui-
z4 mas probablemente de alteracion funcional del canal digestivo, pudiendo
ser a su vez factores patogénicos por los productos generalmente anormales de
fermentacién o desdoblamiento de los hidrocarbonados o proteidos no digeridos
o de las grasas.

" METODOS ESPECIALES PARA AISLAMIENTO O ESTUDIO
DE LAS BACTERIAS LACTICAS

En la lista ya mencionada de medios de cultivo para el estudio de las di-
ferentes actividades de las bacterias que damos al final, mencionamos los me-
dios de cultivo mas recomendados y maés eficaces en la actualidad-para el es-
tudio de estas bacterias. En la obra indicada (1) se encuentra descrita con
todo detalle la preparacion de estos medios de cultivo para los microorga-
nismos lactolégicos, como sus métodos de estudio. De lo que se ha dicho an-
teriormente de los requerimientos nutritivos y de otras condiciones de cultivo
de las bacterias lacticas, puede deducirse el por qué de la composicién y otras
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condiciones que deben tener estos medios. Los convenientes para aislar las bac-
terias lacticas, del contenido intestinal de los diferentes sectores, pero muy es-
pecialmente de las heces, donde excepto las bacterias lacticas de caracter mas
fecal, como el acidéfilus o el bifidus y los enterococos, las otras se hallan en su
mayoria muertas o fuertemente debilitadas, se requiere tengan las condiciones
de nutricién y selectividad adecuadas y dificulten en lo posible el crecimiento
de otras bacterias que vamos a citar, ajustindonos a un pH entre 5y 6 y cul-
tivando en lo posible en condiciones microaeréfilas. Un procedimiento reco-
mendable para aislarlas incluso de las heces, es el llamado cultivo en placas
de Petri de Henneberg, con el uso de cubres. Consiste en preparar en peque-
nas-placas de Petri con agar sueropeptona, agar lactosa, extracto de levadura
y peptona, a pH 5,6 v, si se desea, azul de china, (5 centimetros cabicos de so-
lucién saturada estéril de azul de china por 100 gramos de agar) y en 4-6 luga-
res de la placa, practicar una extensién de diferentes diluciones de contenido
intestinal o de heces, en lactosuero estéril, o de agua de levadura y cubrir con
cubre objetos las zonas inoculadas. '

Incubando diferentes placas a 20, 30, 37, 45 y 50° C se obtienen con faci-
lidad colonias de los diferentes tipos de bacterias lacticas, facilmente observa-
bles a los débiles y fuertes objetivos secos e incluso de inmersién. En esta clase
de medios ‘de cultivos, al pH poco favorable para las deméas bacterias intes-
tinales o fecales y en las condiciones microacréfilas que crea el cubre objetos,
dificulta e impide el crecimiento no sélo de las bacterias del grupo coli y otros
grupos emparentados, sino de las bacterias esporuladas, no sélo aeréfilas, sine
anaerobias, que dificilmente pueden desarrollarse a este pH y de la mayoria
otras, de las materias fecales, excepto de las lacticas que requieren pH mas
elevados y también otros tipos de medios de cultivo.

AGAR TOMATE DE KULP MODIFICADO

Este es un medio de cultivo principalmente empleado para aislar el acidé-
filus de las heces, pero que también presta buenos servicios para las demés
bacterias lacticas, excepto para el bifidus que requiere ademas de los elemen-
tos nutritivos de este agar, higado o cistina, glucosa y condiciones estrictamen-
te anaerébicas.Este agar de Kulp se compone de: 400 c. c. de zumo de tomate
filtrado, 10 grs. de peptona, pero al cual nosotros afiadimos 10 grs. de lacto-
sa, y 600 c. c. de suero de leche para un litro, mas 10 grs. de extracto de le-
vadura y 15 de agar, y ajustado a un pH 6,5 para el acidéfilus y 5,5 para otros
microorganismos lacticos. Puesto este agar en placas de Petri, se procede a la
inoculacién del espécimen en estudio, preferentemente diluido en las dilucio-
nes que se consideren convenientes, que pueden practicarse, por ejemplo, en el
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mismo caldo de cultivo o agua de levadura estéril o suero fisiologico estéril.
Puede inocularse por estrias o por zonas, a diferentes diluciones, y puede, si
se desea, recubir algunas de estas zonas con cubres,; por el mencionado sis-
tema de Henneberg, para obtener zonas microaeréfilas. Es aconsejable inocular
diferentes placas a diferentes diluciones e incubarlas a las diferentes tempera-
turas expuestas mas arriba. Algunas placas pueden incubarse en condiciones de
tensién de oxigeno disminuidas, colocindolas invertidas en cajas metélicas de
cultivo cerradas, en las cuales con un tubo de goma que llegue hasta el fondo
se ha introducido 4cido carbdnico o, en ultimo caso, gas del alumbrado, y en
condiciones anaerdbicas estrictas, produciendo la absorcién de oxigeno o ex-
traccién del aire por cualquiera de los métodos conocidos.

Puede, naturalmente, hacerse enriquecimientos previos de bacterias lacti-
cas, cultivindolas con uno o dos varios pases en los citados medios selecti-
vos, liquidos y a temperaturas diferentes, para ir seleccionando' grupos o es-
pecies en cultivo mas puro, inhibiendo a la vez, tanto por la seleccion de las
sustancias favorables para algunos grupos y desfavorables para otros, y que
hemos mencionado maés arriba, como especialmente por el empleo de las tem-
peraturas mas adecuadas para cada grupo, las bacterias de otros grupos con
las no deseables, y con lo cual se puede llegar ya con relativa facilidad a ob-
tener cultivos a veces puros o casi puros, y que pueden acabar de purificarse
por los métodos de cultivo en agar que acabamos de mencionar.

Pero el procedimiento de cultivo que més amplio y perfecto estudio permite
de las bacterias lacticas, y a la vez también de la mayoria de los demas micro-
organismos no patogénicos, aunque también podria emplearse en éstos con las
debidas precauciones, es el de los microcultivos que mencionamos luego y que
~ describimos con algin detalle por ser poco conocido, en general, en nuestro
pais y por la valia inigualada del mismo en estudios microbioldgicos.:

{.

| ALGUNOS MEDIOS Y MODOS ESPECIALES DE CULTIVO (*)

Utilizando debidamente uno o varios de estos medios de cultivo, y en di-
ferentes condiciones térmicas y de tensién de oxigeno, pueden ficilmente ais-
larse y hacer el recuento y estudio de casi todos los tipos de bacterias lacticas
presentes en la cavidad bucal, gastrica, intestinal, vaginal, heces, productos lic-
teos o de cualquier otro ambiente. '

Los medios siguientes, sistematizados especialmente por Henneberg, Orla-
Jensen, Demeter, Todoroff, Davis, y alguno por nosotros, son, entre otros,"
los que consideramos mas adecuados: :

1. Leche desnatada, seleccionada de vacas libres de afeccién mamitica y

(*) Extractados de la obra citada (1).
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que no sea de periodos calostrales o de celo ni de vacas enfermas. Esta leche
se emplea desnatada eventualmente diluida con 20 por 100 de suero fisiologico
u otros medios de dilucién apropiada, tindalizada en seis o siete dias diferen-
tes o filtrada por filiro bacteriolégico Seitz o esterilizada, la que no re-
sulta adecuada para algunos tipos de bacterias. Puede ser enriquecida o mo-
dificada para estudios especiales, con autolizados de levadura, peptona, de ca-
seina o levadura, hidrolizados tripsicos de caseina, jugo de tomate o de otros
vegetales, tintura de tornasol, azul de bromotimol o bromocresol pirpura o
azul de metileno y materiales tampén o tope con carbonato de cal o fosfato
dipotasico. ,

2. Leche desnatada inactivada por absorcion por carbén para el estudio
de requerimientos de sustancias accesorias de nutricion.

3. Suero de leche o queso, natural o desproteinizado, inactivado con adi-
tamentos varios, como peptona, agua de levadura, autolizados de levadura, hi-
drolizados pépticos o tripsicos de caseina o en suero inactivado y desprotei-
nizado como elemento base al que pueden anadirse las sustancias accesorias
nutritivas o metabolitos (bios, aminoacidos especiales, vitaminas, etc.)

4. Agua de levadura natural o previa fermentacién de sus glicidos por
el coli, para ser utilizada igualmente como medio basico para probar otros ele-
mentos nutritivos, especialmente la capacidad de fermentacién a los diferen-
tes azucares, alcoholes, etc. ]

5. Leche con previa digestién pépsica o tripsica y los demdis elementos
convenientes.

6. Caseina pura en solucidon de 2 por 100 bajo digestion pépsica o trip-
sica como medio bésico para la prueba de fermentacion de los diferentes gla-
cidos o fuentes de hidrocarbonos, asi como de vitaminas, etc.

7. Medios a base de malta o mosto de cerveza combinados con cualquie-
ra de los otros mencionados.

8. Estos mismos medios conteniendo materiales sé6lidos como granos mo-
lidos de malta o centeno o pedacitos de papel de filtro o de carne muscular
triturada o higado o corazén triturados en pequefios fragmentos, especial-
mente para cultivos anaerobios en tubos con 20 o mas c. c. de contenido.

9. Cualquiera de los medios liquidos mencionados en forma de agar o
gelatina, para utilizar tanto en placas como en tubos de capa elevada o de
agar inclinado o microcultivos para empleo en forma aerobia o anaerobia.

10. Medios para conservaciéon de los cultivos, siendo especialmente reco-
mendables los de agar en botellas o tubos o capa profunda con sélo 0,3 por
100 de sustancia hidrocarbonada para evitar la superacidificacién del medio
o tamponados con carbonato de cal para neutralizar el exceso de acidez.

En la obra mencionada se puede encontrar en detalle la preparacién y
empleo de los mencionados medios de cultivo. A base de estos medios de
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cultivo y con el uso de los métodos corrientes de aislamiento por dilucio-
nes y placas de Petri o en agar inclinado por el método Burri o en tubos
en capa alta por el método Todoroff y en formas a diferente tension de
oxigeno y a temperaturas variadas entre 0 y 70°, ya que hay bacterias lacticas
que crecen entre estas diferentes temperaturas, pueden estudiarse las caracte-
risticas que se deseen, y especialmente: las temperaturas Optimas de creci-
miento, tiempo de coagulacién de la leche, acidez maxima producida y rapidez
de la misma, cambios en la leche tornasolada (7 por 100 de tintura de torna-
sol Kahlbaum) o de azul de metileno a diferentes concentraciones o indicadores
de pH, o sustancias bacteriostaticas como violeta de genciana, verde brillante
y muchas otras, formacién de volutina o granos metacromaticos, capacidad
proteolitica, determinacidon de las series de aziicares transformables o utili-
zables, tipo de acido lactico formado, formacién de gas, produccién de ca-
talasas, etc., etc.

Nora.—Para el estudio morfolégico de colonias y de individuos, pueden
utilizarse todos los medios conocidos, pero, especialmente, el inigualado mé-
todo los microcultivos Lindner-Henneberg de los trazos a la pluma en cubre-
objetos sobre fondo excavado, detallados mas adelante.

12. Agar de tres medios en uno o agar universal.—Siendo el suero de
leche, los: caldos de malta o mosto de cerveza y los caldos de carne peptonados
mejorados con agua o extracto de levadura o los azlcares y sales que se han
mencionado los medios mas adecuados para los diferentes grupos de bacterias
intestinales u otras sustancias, puede hacerse una mezcla de éstos tres tipos
de medios de cultivo en las proporciones que se desee y emplearlos en las
formas expuestas: a diferentes temperaturas, aerobica o anaerdbicamente, en
capa-de agar superficial o profunda, etc.

Por este procedimiento, de un agar o caldo universal o de triple composi-
cién, pueden aislarse mas seguramente los microorganismos representantes de
los diferentes grupos que estén presentes en la sustancia objeto de estudio.

13. Método de las pequenas placas de Frost para el estudio global de las
bacterias presentes en material del contenido intestinal, y para recuento de las
bact. lacticas o de otros grupos, empleando los medios de cultivo ya especi-
ficados. '

MATERIAL Y REACTIVOS NECESARIOS PARA EL METODO DE FROST:

Pbrtaobjetos desgrasados, secos y flameados, con un 4area enmarcada de
4, cm . (se puede emplear la técnica empleeada por el método de Breed, utili-
zando un patrén de metal o carbon o cristal que tiene marcada dicha area, y
sobre cuya lamina se adosa el portaobjetos), lo que se puede conseguir mar-
cando el 4rea con un simplerlapiz de parafina. ‘

2
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Pipetas divididas en centésimas de centimetro ciibico.
. Asa de platino. .

Termostato o cdmara caliente que consiste en una simple caja sobre la cual
se colocan los portaobjetos y que se puede calentar llenandola con agua ca-
liente (a 45°) o de ‘cualquier otro modo. La misma platina de secar los porta-
objetos o el bafiomaria caliente pueden servir, regulando su temperatura de
suerte que no sea excesiva, pero manteniendo licuado el agar.

Camara himeda que se puede improvisar con placas de Petri dotadas en su
fondo con papel de filtro himedo o con un desecador, colocando sobre la rejilla
el recipiente (placa de Petri, por ejemplo) que contiene los portaobjetos con
los cultivos. El desecador se tapa, colocando algo de agua en el fondo para
mantener la humedad, y con esto ya queda dispuesto para llevarlo a la estufa
de cultivos.

Estufa de cultivos.

Desecador.

Alcohol acético.

Cubeta especial para tefiir y colorante, que puede ser el azul de metileno,
" el de toluidina o el de Loeffler diluido con agua destilada al cuarto. Un colo-
rante satisfactorio es el constituido por 10 c. c. de solucién alcohélica saturada
de azul de metileno con 400 c. c. de agua destilada.

'Pinzas. ' '

TEcNicA:

Se_marcan los portaobjetos (dos cuadros en cada uno) y se flamean. Se
colocan sobre la cdmara caliente a 47-48° C.

Con una pipeta caliente se mide 0,05 c. c. del medio de cultivo deseado y
licuado y enfriado a 45° C y se encha en el cuadrado, sobre el cual también se
pone, inmediatamente después, el volumen conveniente de la sustancia que se
desea analizar, bien homogenelzada, teniendo el cuidado de hmplar la punta de
la pipeta con papel de filiro esterilizado.

Se flamea el alambre de platino, se deja enfriar y con &l se mezclan unifor-

" memente el medio de cultivo y la sustancia en estudio. Sin demora, se intro-
duce el portaobjeto en la camara himeda y después en la estufa de cultivos.

Se incuba, si es posible, a las temperaturas de 24, 30, 37 y 43° C durante
cuatro horas o mas tiempo, segin se vea ser el desarrollo de colonias. Es con-
veniente poner cultivos duplicados en condiciones microaerdbicas o anaeré-
bicas, pero antes pueden hacerse subcultivos de colonias aisladas.

Terminada la incubacion, se desecan sin pérdida de tiempo durante quince
minutos a 90° C, y después los portaobjetos se fijan en alcohol acético al 10
por 100 (el alcohol ha de ser de 95°). .
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En cierta manera puede suprimirse la desecaciéon sumergiendo el portaob-
jetos en alcohol acético, o bien en un colorante durante dos minutos y. luego
en agua. Se seca en la estufa a 37° C o en aire caliente de 50 a 60° C.

El recuento se practica con el microscopio, utilizando un aumento mayor
segln sea el tamafio de las colonias, pero sin recurrir al objetivo de inmersion,
a no ser que la preparacién se monte con balsamo. Se examina toda ella para
adquirir una nocién general del cultivo y se cuentan las colonias presentes
en cinco campos microscopicos, prescindiendo de las que contactan con el
borde izquierdo y contando tan sélo la mitad de las que contactan con el bor-
de derecho del mismo. Si la incubacién ha durado ocho o mas horas y a di-'
ferentes temperaturas, practicamente todos los gérmenes presentes y vivos al
principio en la sustancia en estudio, ya han desarrollado colonias bien deslin-
dadas. _

El nimero de colonias asi desarrolladas, permite averiguar su promedio
por campo que, multiplicado por el aumento microscdpico, expresa la riqueza
microbiana por centimetro ciibico de la sustancia en estudio.

Algunos autores recomiendan el empleo de una laminilla de cristal, de
23 x 27 mm., que en una de sus caras tiene tallada una cuadricula de milime-
tros cuadrados. Esta laminilla se aplica sobre el cultivo con la superficie cua-
driculada hacia abajo. Cada milimetro cuadrado recubre 0,000l c. c. de la
sustancia en estudio, de suerte que cada colonia presente en él corresponde a
una riqueza microbiana de 1.000 gérmenes por centimetro cubico de la sus-
tancia en estudio.

En la practica se cuentan todas las colonias presentes en filas alternas y el
nimero global se multiplica por 20, pero si las colonias son muy numerosas,
se hace el recuento en 25 cuadrados y el niimero obtenido se multiplica por
200. A continuacién se sobrepone la laminilla en el otro cuadro del portaob-
jetos, se realizan los recuentos y se calcula el promedio.

Si la sustancia en estudio contiene més de un millén de gérmenes por cen-
. timetro cuabico, conviene diluirla de antemano. Para que la cantidad de sus-
tancia en estudio empleada en cada cultivo no sea relativamente menor, estas
diluciones se han de hacer con la misma sustancia esterilizada en lugar de con
cualquier otro diluyente.

Recontadas las colonias, se ha de tener en cuenta la dilucién en el calculo
del nimero de gérmenes correspondientes a un centimetro cibico de la sustan-
cia en estudio. |

14. Agar Roseli para aislar bacterias lacticas, para el recuento de las mis-
mas y para la conservacién de cultivos de bacterias lacticas.

Este medio tiene por objeto suministrar junto a los elementos de la leche,
que siempre son los més convenientes para las bacterias lacticas, otros elemen-
tos nutritivos, como son los hidrolizados pépsicos y trisicos de la caseina,
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hasta aminoacidos, conteniendo todos los que se han mostrado esenciales para

las bacterias lacticas, conteniendo también el medio el conjunto de elementos
vitaminicos requeridos por las bacterias lacticas en general.

Digestién pépsica de caseina (caseina peptonizada) desecada 0,5 por 100

Hidrolizado total de caseina hasta aminoacidos desecado... 0,5 por 100
NaHPO 2 H O ..o, 0,3 por 100
Citrato SOAICO .eeen..oviein 0,2 por 100
GIUCOSA  eveveneeniet i 1,0 por 100
Infusién de 500 gr. de carne ...l 200 c. c. por 1.000
Suero de leche ... 50 ¢. ¢. por 1.000
Extracto de levadura ... 0,3 por 100
A gar o 1,5 por 100

Preparacion de un litro de este medio de cultivo.

A) Preparacion de la caseina por digestién pépsica utilizable para va-
rias veces. ) : :
Preparacion de la caseina digerida de Orla-Jensen:

Manténgase la estufa a 37° C durante seis-diez dids, para digerir.
Filtrese y anadase:

Fosfato bipotasico
Sulfato magnésico ................................. 5 grs.

Gradiese a pH 6,8 con carbonato sédico.

Agréguese la cantidad de agua necesaria para completar 2.500 c. c.

Clarifiquese, filtrese y llénense botellas de 1.000 c. c., después esterilicese o
deséquese en el vacio para obtener la sustancia seca, o empléese la peptona seca
de caseina. '

Cada botella contendra, aproximadamente, 35 grs. de caseina digerida has-
ta peptonas y polipéptidos, correspondiendo a la mitad de la caseina que con-
tiene un litro de leche normal. La otra mitad se afiadira en forma de hidroli-
zados de caseina hasta aminoacidos. Estos Aidrolizados de caseina pueden se-
pararse por los conocidos métodos de hidrolisis enzimatica a base de pan-
creatina, papaina y tripsina, pero siendo el procedimiento algo laborioso y
largo, es mas practico obtener ya estos hidrolizados que ofrece el comercio,
tales como el «Aminoid» o «Aminogen» puros americanos o el «Omnia-Amin
I. R.» espaiiol.
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“Partiendo de este tltimo, anadase 7,5 grs. de «Omnia-Amin» por litro
de cultivo, que éqliivale aproximadamente a los hidrolizados totales de 15
gramos de caseina, con lo que el litro de este medio contendra aproxima-
damente 30 grs. de caseina, la mitad en hidrolisis pépsica y la otra mitad
en hidrolisis total hasta aminoacidos conteniendo todos los aminoacides con-
siderados como esenciales y otros elementos biolégicos de los hidrolizados
" de caseina. '

La digestién pépsica de la caseina podria eventualmente sustituirse, aun-
~ que disminuyendo la selectividad del medio de cultivo, utilizando peptona en
proporcién aproximada de 0,5 por 100. \

B) Extracto de levadura.

Se prepara de la forma siguiente: disolviendo 100 grs. de levadura pren-
sada de panadero en 200 grs. de agua acidulada con 0,25 por 100 de 4cido
acético, dejando hervir treinta minutos en recipiente tapado, dejando sedi-
mentar y filtrando por papel de filtro doble. Neutralicese con carbonato de sosa
hasta un pH de 6,7, embotéllese en frasquitos de 30 c. c. y esterilicese, si es
posible, por tindalizacién, o sea cuatro veces en dias seguidos a 100°, 10 m. Un
frasquito de esos es la cantidad para emplear en un litro del medio de cultivo
que se prep’ara.

C) Infusién de carne, que se prepara en la forma corriente.

D) “Suero de leche.

Puede adquirirse de queseria, o bien se prepara tal como va expuesto en los
tratados de bacteriologia. El suero de leche, preparado en la forma que sea,
debe calentarse a 120° y una acidez de 0,22 por 100 de 4cido lactico para pre-
cipitar las lactoalbiminas precipitables y se guarda igualmente en botellas filtra-
do vy esterilizado, salvo que se prepare en el momento de utilizarlo.

Meézclense A, B, C y D. Afiadanse las restantes sustancias, regilese a pH
6,7, afiadase el agar necesario y el agua hasta un litro. Filtrese si es necesario
y llénese en tubos o botellas para ser utilizado, ya en placas o ya en tubos.

Al utilizarse para aislar bacterias lacticas o para recuento de las mismas
en las diluciones convenientes, las placas deben incubarse, si es posible, a tem-
peraturas de 10, 20, 30, 37, 43 y 55° C, para obtener, aislar y contar las bac-
terias lacticas que desarrollan a estas diferentes temperaturas.

15. Agar Rosell con azul de China.

Al igual que el agar lactosado con azul de China Henneberg, se prepara
este agar afiadiendo, cuando esté enfriado a 50°, cinco gotas por 100 de una
solucién saturada de azul de China preparada en agua estéril y esterilizada a
115°, 15 m. Las diferentes colonias y bacterias lacticas aparecen como puntitoé
de azul de diferentes intensidades y, si en vez de azul de China, se afiade azul

de bromotimol, las colonias de bacterias lacticas tomaran el color amarillento
a pH de 6,2-6,3.
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El medio acabado de exponer puede utilizarse como medio liquido sin
el empleo del agar, como un medio selectivo en vez de leche para cultivo y
conservacion de bacterias lacticas. En este caso es conveniente afladir 1 por
100 de carbonato de cal, con lo que los cultivos se mantienen con mucho mas
largo tiempo, especialmente si se agita el cultivo cada dos o tres dias de los
primeros tiempos, para ir neutralizando o taponando el acido lactico que se
pueda ir formando si no se guardan los cultivos a temperatura de 2-5°.

Este medio de cultivo liquido sustituye perfectamente la leche corriente-
mente utilizada para los medios de cultivo corrientes de bacterias lacticas. Es
especialmente recomendable esta sustitucién en los frecuentes casos en que la
leche obtenida da un gran porcentaje de leche mamitica, resultando los culti-
vos lacticos, especialmente los estreptococos, lacticos y cremorias o terméfilos,
fuertemente perjudicados por la leche mamitica.

16. Leche como medio de cultivo.

La leche es uno de los principales medios de cultivo utilizados en lactolo-
gia. Su recoleccidon y preparacién han de ser muy cuidadosas; por ejemplo,
se utiliza la leche de vacas fuera del periodo de celo o de cambio de alimen-
tacion.

Se puede emplear pura o desnatada, enrlquemda 0 no, con o sin sustancias
tampon, topes para el pH.

El enriquecimiento puede consistir en la adicién de leche en polvo no azu-
‘carada, por ejemplo en 1 por 100 de leche evaporada (residuo seco de 100
centimetros ciibicos para un litro de leche), extracto de malta (del 2 a 3 por
100), extracto de levadura (del 2 al 3 por 100).

Como topes del pH se emplean el carbonato de cal al 0,5 por 100 o el fos-
fato disodico al 1 por 1.000.

En cualquier caso, la tindalizacion se ha de ajustar a las siguientes normas:

1. Se ha de calentar un minuto a 100° C.

2. Transcurridas diez horas, y manteniendo la leche a la temperatura
ambiente, se esteriliza un minuto a 90° C.

3.2 Al cabo de veinticuatro horas se repite la tindalizacién y se reitera
cuantas veces haga falta, generalmente 5-6 y se comprueba la esterilizacién po-
niendo a incubar dos dias algunos tubos a 24 y 37°

Por otra parte, la leche se puede colorear con tornasol, con rojo de bro-
mocresol o con azul de metileno. El primero de estos indicadores se prepara
agregando a la leche, una vez esterilizada, el 7 por 100 de tornasol aséptico
(7 por 100 de la solucién de Kahlbaum o de tintura de tornasol), el segundo,
del mismo modo, utilizando las soluciones de azul de metileno de ‘concentra-
cién dispar, segin el porcentaje pertinente, generalmente 1 : 200.000.
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AISLAMIENTO Y ESTUDIO DE LAS BACTERIAS DESDOBLADORAS DE
LAS PECTINAS Y CELULOSAS DE LAS AMILOLITICAS

Este grupo de bacterias intestinales en el hombre.y géstricas a la vez que
intestinales en los rumiantes y herbivoros, que digieren la celulosa y pectina,
para cuyos hidrocarbonos no existen diastasas glandulares, es de gran im-
portancia fisiolégica. Sin estos microorganismos no podrian los animales, es-
pecialmente los rumiantes, alimentarse de paja y alimentos celulésicos. En el
intestino humano, las bacterias peptinicas y celulésicas terminan asociadas a
las amiloliticas o permiten la digestién y mds o menos completa utilizacion de
los restos de féculas envueltos en la celulosa y que escaparon por esta razén a la
digestion salivar y pancreatica.

Son muy numerosas las bacterias que pueden digerir la celulosa y pectina.
Hay unas 35 variedades descritas, la mayoria habitantes de los suelos de cul-
tivo y bosques, donde tienen la mision del desdoblamiento de los residuos ve-
getales. Las més frecuentes en el intestino humano y de los animales, son al-
gunas de las siguientes:

Clostridium disolvens o bacillus cellulosae dissolvens, bacil. Omehanskl 0
cellulosa fermentans, bac. Ellembergerii, Clostr. Zuntzii, Clostr. Nothnageli,
bacil. methanigenes, micrococcus ruminantium, y entre los amiloliticos, es-
pecialmente, el clostridium butiricum o granulobacter saccharobutyricus, mo-
bilis e inmobilis y varias bacterias yodéfilas incluidas. entre los que pueden
transformar en aziicares absorbibles o fermentables las féculas no transfor-
madas por las diastasas glandulares. Varias de estas bacterias, formadoras de
pectasas, celulasas o amilasas, van unidas a diferentes otros nombres, y al-
gunas de ellas estan muy deficientemente estudiadas hastaahora desde el punto
de vista taxonémico, por las dificultades de obtenerlas en cultivo puro. /

~ Actdan generalmente en simbiosis o asociacién de los tres grupos 'y muy
-a menudo en comunidad beneficiosa con las lacticas y el coli. Su actuacién
diastésica, al parecer por endocelulasas, en las celuloliticas, parece depender
de la masa de bacterias, que forman como nidos en las partes celulésicas de los
residuos alimenticios, en cuyas partes producen digestiones locales que per-
foran o roen, por asi decir, los restos celulésicos en que anidan.

La presencia de aziicares o de lactosa especialmente, como de restos pro-
teinicos, modifican en bastante grado el tipo de productos derivados de su ac-
tividad celulolitica, formando menos productos gaseosos y més azicares en
presencia de abundante flora lactica y més productos gaseosos en mayor abun-
dancia de escherichias o coli y flora putrifica.

Su aislamiento y cultivo es algo largo. Debe partirse de los restos celulo-
sicos que se recogen del contenido intestinal, o de las heces diluyendo éstas
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en un plato con fondo en parte oscuro'y parte claro, para realizar una espe-
cie de diseccion y con pinzas recogen los restos celuldsicos, como pieles de
legumbres, especialmente judias, guisantes, garbanzos, con cuya alimentacién '
algo abundante se consigue enriquecer considerablemente la flora pectinica,
celuldsica y amilolitica. Igualmente restos de legumbres verdes (acelgas, coles,
espinacas, habichuelas verdes, zanahorias especialmente crudas, rabanos, nabos),
asi como frutas, especialmente higos, melocotones, manzanas y otras y pan
integral. Como estas bacterias pectinoliticas y celuloliticas, y las mismas amilo-
litieas, parecen estar adheridas a las particulas que digieren, o diriase que roen.
pueden estas particulas lavarse suave y rapidamente en agua o mejor en el
liquido de cultivo que damos mas abajo. En esta forma se liberan algo de las
bacterias acompanantes de las que se desea aislarlas, especialmente de las del
grupo coli y putrificas.

"El estudio de estas bacterias puede hacerse muy bien desde el punto de
vista microscépico, observandolas sobre los restos celuldsicos en que crecen,
anidan y acttan. Casi todas ellas son esporuladas y de tipo clostridium prin-
cipalmente y de diferentes tamafios y formas, clasificadas por Henneberg, que
es el bacteridlogo que probablemente mas largos estudios ha hecho sobre es-
tas bacterias intestinales (como igualmente sobre las lacticas, del intestino del
hombre y de los animales) en los grupos clostridium, giganteum, medium y pyg-
maceum. Son faciles de diferenciar en los examenes microscopicos, ya en los
cultivos naturales obtenidos de las materias fecales especialmente algo diarrei-
cas y después de varios dias de alimentacion vegetariana abundante y en buena
parte crudivora, o en cultivos artificiales que mencionamos a continuacion.

Para observar ‘bien estas bacterias en cultivos naturales, como para partir
de un excelente ambiente para cultivo mas facil de las mismas, se puede re-
currir al método que hemos empleado y visto emplear en los laboratorios del
profesor Henneberg, consistente en aprovechar el momento en que una cabra
envia a la boca, para rumiacién; la comida herbacea, especialmente de hojas
de arbusto, zanahorias, nabos, hierbas, apretandole el eséfago antes que pueda
deglutir lo rumiado, que se le extrae de la boca y se recoge en un recipiente
liquido a propédsito para ser estudiado al microscopio o utilizado' como par-
tida para cultivos. También puede partirse, para cultivos faciles, de excremento
de caballo o de vacas alimentadas principalmente con paja y heno o del hu-
mus de los residuos de bosques de arboles y arbustos y también de esterco-
leros de caballos y vacas.

MEDpIO DE cULTIVO DE HENNEBERG v

Nimero 1.—Solucién acuosa de: 0,1 por 100 de sulfato aménico, 0,1 por
100 de fosfato dipotésico, 0,05 de sulfato magnésico, 0,01 de cloruro sédico,
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0,01 de carbonato calcico (0,5 como tampén o tope), 0,1 de carbonato sodico.
A esta solucién sintética se afiade 2 por 100 de paja muy bien molida mas 2
por 100 de agar. Se esteriliza en la forma corriente en balones o botellas de
unos 100 c. c.

Nimero 2.—EIl mismo. medio de cultivo nimero 1, acabado de mencionar,
al cual se Ie afiaden hojas de espinacas o ensalada desmenuzadas y de sus par-
tes delgadas, o pedacitos de papel blanco de diario o de filtro delgado, o in-
cluso aserrin, todo finamente molido.

Los cultivos pueden verificarse en placas de Petri como cultivos aerobios,
en botellas, en Erlenmeyers, o incluso en tubos de ensayo como cultivo liquido
o fliido con 0,5 por 100 de agar en capa elevada para cultivos a menor ten-
sion de oxigeno o anaredbicos. Para inoculacién, se emplean las particulas
celulosicas de los especimen o materiales de estudio mencionados, y no el
liquido del lavado de las mismas, ya que las bacterias en cuestién, como he-
mos dicho, estan adheridas a las particulas celulésicas que atacan. No con-
viene inocular con excesiva cantidad de material, para evitar introducir de-
masiada cantidad de otras bacterias no deseables, especialmente coli, pro-
teus, subtlhs, micoides y bacterias de putrefaccién que pudieran fécilmente de-
sarrollarse en este medio de cultivo. Los cultivos inoculados se ponen a incu-
bacién a temperatuxas de 30'y 40° C. Las hojas verdes delgaditas se ven ata-
cadas mas prontamente, y a los tres o cuatro dias puede observars‘, ya su
disolucién que se nota por la coloracién verde que toma el cultivo a causa
de la clorofila que queda liberada. A la observacién mlcroscoplca, pueden
notarse ya los nidos de los clostridios y la disolucién de las células de la epi-
dermis y parenqulma ‘de las hojas, quedando libres los esplrales de los vasos
y mostrando las perforacmnes 1rregulares de la dlgestlon. Otras partes celu-
l6sicas y partlculas de patatas, que pueden haberse introducido, se muestran
disueltas entre ocho y treinta dias; y otras particulas como ‘pedazos de papel
o aserrin, pueden tardar hasta sesenta dias en disolverse.

Como se forman productos de fermentacion variados, segin las bacte-
rias (4cido butirico, acético, lactico, alcohol butlrlco, amoniaco, etc.) aparte
de los gases que pueden formarse, es conveniente o itil, al cabo de unos dias
de fermentacién’ decantar la mayor parte de la parte liquida y anadlr un
nueve medio de cultivo. ' »

Con la repeti¢ién de inoculaciones de los cultivos de esta forma, en parte
seleccionados, puede conseguirse una mayor purificacién de los cultivos, y
aun con algunas dificultades, obtener cultivos de bacterias celulésicas, pecti-
noliticas y amiloliticas. En 'las figuras o dibujos al prisma reproducidos de
Heénneberg, pueden apreciarse los principales aspectos.
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LOS MICROCULTIVOS DE HENNEBERG EN FORMA DE TRAZOS DE
PLUMILLA PARA LAS INVESTIGACIONES MICROBIANAS

El microcultivo, en lugar del método clasico de cultivo en gota pendiente,
lo empleé primero, para fines de control industrial microbiolégico, en el afio
1893, el profesor Lindner, micologo del Instituto berlinés de Fermentaciones
Industriales, de quien tuve el privilegio de ser discipulo. Este método
fué descrito minuciosamente por Lindner, en su folleto «Comprobacion del
rendimiento en las fermentaciones, por el examen microscépico» (publicado
por Paul Parey, Berlin). Henneberg, su sucesor, ‘el gran microbidlogo de
las industrias de fermentaciones, amplié la segunda edicién del «Manual de
la Bacteriologia de la Fermentacién» y mejor6 notablemente este procedimien-
to que nosotros hemas tenido amplia ocasién de utilizar en sus mismos labo-
ratorios.

Sobre un portaobjetos excavado, se monta, con cierre hermético al aire,
mediante vaselina extendida con un pincel alrededor de la concavidad, un cu-
breobjetos pasado por la llama y enfriado y en cuya cara inferior, con una
plumilla de dibujo, sosteniendo por los cantos debidamente, se han trazado
varias veces (por ejemplo, de 2 a 5) de tracitos o puntos con medio de cul-
tivo investigado o sembrado, algo asi como gotas pendientes alargadas. Por
lo comin se disponen varias series de microcultivos para emplear diversos gra-
dos de dilucién del material problema. La dilucién ha de ser muy grande cuan-
do se pretende obtener un cultivo puro (cultivo con un solo elemento celular) .
en alguna de las gotitas del microcultivo, ya sea una célula de levadura o de
otro germen. Dicha dilucién no precisa ser tan grande, si tan sélo se investiga el
modo de desarrollo o la identificacion preliminar de la especie, del microor-
organismo presente o predominante, y la dilucién serd menor para comprobar
y aislar las especies microbianas presentes. Si el producto problema contiene
numerosisimos gérmenes, en la inmensa mayoria de los casos el microcultivo ya
proporciona una nocién conjunta suficiente en la primera serie de tracitos de
la plumilla o gotas pendientes alargadas.

El mejor procedimiento para obtener las diluciones consiste en poner en
un frasco muy pequefio, conteniendo un medio de cultivo esterilizado, apro-
piado para el microorganismo presente o que se supone existente, mosto de
cerveza, leche, agua de levadura; caldos, etc., y los medios de cultivo indica-
dos para cada caso, una pequefia cantidad de cultivo liquido o de la masa mi-
crobiana problema (por ejemplo de contenido géstrico o intestinal de diferen-
tes sectores, o de heces, saliva o cualquier otro producto a estudiar: agua, le-
che, cerveza, productos de fermentacién, mantequilla, queso, tierra, etc.), agi-
tando muy bien para homogeneizar la mezcla. Después se moja la plumilla de
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dibujo, sujeta o enmangada en una varilla de cristal, previamente mojada en
alcohol y flameada, y se practica la primera serie de tracitos, y asi sucesiva-
“mente. La plumilla mojada en el medio de cultivo liquido esterilizado se puede
sembrar directamente con el asa o aguja de platino.

El objetivo de los microcultivos consiste en obtener microscopica o ma-
croscopicamente, y observar, en una cantidad minima de liquido, durante uno,
_dos o varios dias o bien semanas, respectivamente, el desarrollo de las bacte-
rias, levaduras, mohos, etc., al principio presentes en las diversas diluciones.
Este objetivo es transcendental para la obtencién de cultivos unicelulares, es
decir, cultivos puros, con absoluta seguridad, especialmente facil en levadu-
ras y mohos, lo propio que para el estudio de los cultivos puros, comprobacion
de los medios de cultivo liquidos en lo referente a su conteriido microbiano,
niimero y especies de los gérmenes presentes, idoneidad para determinadas
especies microbianas, influencia desarollada por las adiciones, los distintos
erados de la temperatura y los diversos alimentos, vitaminas, aminoécidos, etc.

El microcultivo permite observar y, por asi decir, con la visién microscé-
pica, no sélo el tipo y morfologia del microorganismo, sino sobre todo en los
preparados que al principio sélo poseen pocos microorganismos y se puede se-
guir la manera de proliferacién y divisién, los caracteres normales de su des-
arrollo (microcolonias, gemmacién, cadenetas, esporulacién, fisién, involucién,
autolisis, etc.), todo lo cual a menudo tiene mucha importancia para la iden-
tificacién de las especies y estudio de su vida.

El procedimiento del microcultivo representa ademas de un método de re-
siembra en cantidades pequefiisimas, un anélisis bitico cuantitativo y cualitati-
vo rapido, a la par que econémico, pues ahorra tiempo y espacio y material con-
sumido, y muchas veces sustituye la siembra en placas de Petri, etc. Es un
procedimiento muy cémodo que permite, por ejemplo, durante los via-
jes de inspeccion, disponer en poco tiempo numerosisimos cultivos, los cuales
se colocan en estuches especiales que se embalan en las cajas apropiadas para
su remisién al laboratorio. No hace falta un laboratorio para la preparacién
“de estos microcultivos; huelga el transporte de un microscopio, etc., en viajes
de inspecci6n. :

" El método del microcultivo conserva el cuadro microbiano original, mien-
tras que el porte o el envio del producto problema liquido, sobre todo si no
se refrigera con hielo, puede sufrir modificaciones microbianas por la prolife-
racién o represién de ciertas especies microbianas con el consiguiente cambio
fundamental del cuadro microbiano. '

Procede recalcar, ademés, el valor del microcultivo para la obtencién de
fotografias. En el borde de las gotitas los gérmenes estin en una capa delga-
da y exentos del movimiento browniano trastornador, por lo cual con facilidad
se obtienen excelentes imégenes fotograficas de la disposicion natural en las
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'mlcrocolonlas Como, para este fin, las gotas muy aplanadas son las mas: apro-
piadas, precisa desengrasar mas que de ordinario el cubreob]etos, para que se
extiendan por la totalidad de la superﬁc1e del mismo, formando finisima colo-
nia (cultivos adheridos) los gérmenes que de ésta manera son forzados a des-
arrollarse adosados en un solo plano. Tales cultivos son los mas apropiados
para la finalidad premtada. Los mlcrocultwos pueden hacerse a base de todos
los medios de cult1vo, caldos, leche, agar, gelatlna etc.

A continuacién exponemos un resumen de los datos mas importantes que
‘pueden obtenerse mediante los mlcrocultlvos, tanto de material del contenido
gastromtestlnal como de cualqmer otro materlal de estudio: agua, Ieche, pus,
etcétera:

1.2 Presencia de microorganismos.

Por ‘medio- de los microcultivos se puede averiguar si el material en estu-
dio es estéril o contiene bacterias, levaduras o mohos vivos. Si la primera se-
rie de tracitos de plumilla desarrolla -microorganismos, mientras que falta
tal desarrollo en la segunda y tercera serie de tracitos més diluidos, puede de-
ducirse que el producto problema contiene escasa cantidad de microorganis-
mos, y con adecuada técnica puede llegarse a una apreciacién aproximada de
la cantidad de microorganismos, ademas de la clase de.los mismos. Si el des-
arrollo microbiano todavia es. abundante en la tercera o cuarta dilucién de la
serie de tracitos, es seflal de que el producto problema contiene abundan-
tes microorganismos. En muchos casos, conviene practicar las diluciones en
* distintos frasquitos o tubos de ensayo o de los empleados para trabajos sero-
16gicos, al décimo, al centésimo, milésimo o cienmilésimo, para obtener datos
precisos sobre la cantidad de microbios presentes. Las diluciones se realizan
con preferencia mediante caldos de los medios que se desea emplear: mosto
de cerveza, agua de peptona, etc., en dos o tres preparaciones simultineas.

2.° Presencia de varias especies microbianas.

. Con el microcultivo se comprueba facilmente la pureza de los cultivos, por
ejemplo, se averigua con suma facilidad si un cultivo puro cualquiera, muestra
una contaminacién. La presencia de microorganismos extrafios en la tercera,
cuarta o quinta serie de diluciones, revela que la contaminacién es ya in-
tensa.
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« 3.2 Simbiosis, metabiosis y antagonismo.

En las mezclas microbianas se puede comprobar ‘qué especies se exaltan
mutuamente al desarrollo, cuiles proliferan conjuntamente sin menoscabarse y
cuales se inhiben entre si. Por ejemplo, las levaduras toleran bien la presen-
cia de las bacterias lactacidégenas genuinas y se benefician mutuamente. Asi-
mismo los mohos conviven muy bien con las bacterias acéticas, en cambio son
antagénicas las levaduras y diversas bacterias coagulantes de la leche, en es-
pecial las levaduras fermentantes de lactosa y las bacterias acétiacs. Las bacterias
lactacidégenas, muy acidificantes, en general inhiben por completo la prolifera-
cién de los bacilos, coli, fluorescentes y afines, como puede probarse, en el des-
arrollo de las siembras puras en gotitas de microcultivos testigos.

4.> Presencia de una determinada especie microbiana.

Si se conoce el aspecto y comportamiento de las especies de microorganis-
mos en estudio, se identifican con facilidad en los microcultivos. A menudo,
con este solo recurso se determina la especie del microbio presente. Se reco-
noce sin mas, por ejemplo, en muestras de leche, el Streptococcus lactis, cre-
moris, therméphilus, mastitidis, etc., pero, como es natural, en casos dudosos,
también se ha de tener en cuenta las temperaturas de cultivo y otras circuns-
tancias. ’ ‘

5. Medios nutricios.

En el microcultivo, lo mismo que en los cultivos en mayor volumen de me-
dio de cultivo liquido, tiene gran importancia la eleccién del medio nutritivo,
asi como la temperatura de'incubacién. Anteriormente, hemos citado algunos de
los medios mas indicados para varias determinaciones y aislamiento de gér-
menes de la flora’ intestinal, pudiéndose emplear igualmente cualquier otro me-
dio de cultivo liquido o sélido.

6.° Desarrollo aerobio y anaerobio.

)

Como quiera que para los pocos gérmenes que, relativamente contienen
las gotitas del microcultivo es mucho el aire presente en la celdilla del porta-
objetos excavado, tan sélo prosperan los microorganismos aerobios. Por si
se precisa una dosis de aire todavia mayor, como ocurre para la esporogénesis
normal de los mohos, hongos que consumen mucho oxigeno, sélo se rodea de
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vaselina a tres de los lados del cubreobjetos, y para prevenir la desecacién se
introduce el conjunto en una pequefia camara himeda, por ejemplo en una
placa de Petri, co nalgodén mojado. Esta placa de Petri se ocluye con plasti-
lina. Antes de su examen microscopico se han de obturar por completo todos
los lados del cubreobjetos con vaselina.

‘Para el microcultivo de gérmenes anaerobios se dispone en el fondo de
la celdilla del portaobjetos excavado, una gotita de mosto de cerveza u otro
medio de cultivo o de agar nutritivo corriente, con mieroorganismos avidos
de oxigeno, como los mohos o el Bact. prodigiosum o subtilis, con lo cual di-
cha excavacién pronto queda del todo exenta de oxigeno. De esta manera he-
mon conseguido cosechas frondosas de los gérmenes de las fermentaciones
anaerobias, butirica o propidnica, o puede disponerse algo de pirogalol o
hidrato potasico corriente para absorber el oxigeno o cultivarse en camara

de vacio.

7.2 Proliferacion ripida o lenta.

Cuando el desarrollo es muy rapido, siendo favorables las circunstancias
(temperatura, nutricién, siembra de escaso niimero de gérmenes, reacciéon ade-
cuada), transcurridas las veinticuatro horas, las gotitas o trazos del microcul-
tivo estan repletas de los microorganismos de proliferacion rapida: coli, pro-
teus, etc., mientras que otros gérmenes, como las bacterias lactacidbgenas, en
dicho plazo sé6lo han proliferado muy poco. En los cultivos adecuados, los gér-
menes que proliferan con rapidez, con facilidad reprimen a los de lento des-
arrollo, y utilizando ademds los factores nutritivos mas adecuados para los
microorganismos que se desea enriquecer, asi como temperaturas favorables
para unos y desfavorables para otros y, eventualmente, factores becteriostéti-
cos, pueden facilmente en pocos pases de un microcultivo a otro aislarse las

especies que se buscan, si estan presentes.

8.° Desarrollo de colonias y demds conjuntos microbianos.
- .

Muchas especies, por ejemplo el Streptobacterium, streptococcus, micoides,
subtilis, proteus, microdermas, etc., constitnyen cadenas, es decir, cuando sus
elementos se dividen, contintan reunidos en series mis o menos largas, pu-
diendo formar colonias y conglomerados de las mas variadas formas. Por el
contrario, otras especies, al dividirse, separan sus elementos, como ocurre en
muchas ramas del streptococcus fecalis o lactis (diplococos), de suerte que sélo
estin reunidos los gérmenes en plena divisién. En este caso la distribucién por
el medio de cultivo es en forma difusa u homogénea. El adosamiento inti-
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mo por las superficies laterales de los gérmenes, revela que es viscosa su pa-
red, constituyéndose las denominadas pilas de monedas: grupos proteo y fluo-
rescente, etc. Si estos conjuntos microbianos se observan por su diminuto extre-
mo, tienen el aspecto de cocos dispuestos con regularidad. Si el moco es muy vis-
coso (lactis aerogenes), se forman microcolonias muy tupidas, las cuales, no obs-
tante contener muchos elementos microbianos, vistas con suficiente aumento, a
menudo tedavia muestran sus gérmenes su contorno diplocécico primitivo. Si
los gérmenes dispuestos en forma pulverulenta proliferan en la superficie su-
perior o inferior de las gotitas del microcultivo, ofrecen el aspecto de revesti-
miento uniforme de una pared. En tal caso se ha constituido un velo, pero,
como es natural, precisa que el microorganismo sea aerobio, por ejemplo, las
bacterias acéticas y los mohos. De ellos es caracteristico que los mohos, et-
cétera son muy refringentes por estar, en general, rodeados de una capa de aire.
Muchas especies de los aerinomices, ademas de la monilia, sachsia, todos los
mohos, al desarrollarse sobresalen de modo tipico del borde de las gotitas del
microcultivo.

9.2 Capacidad mucipara.

Los gérmenes que no producen moco, estin en contacto, es decir, se ado-
san intimamente. Estas especies ‘microbianas en el centro de las gotitas del mi-
crocultivo muestran acusado movimiento browniano. Si el poder muciparo es
escaso, los gérmenes estan poco separados entre si, y si la produccién de moco
es abundante, dicha separaciéon es grande, en grado mayor o menor. Si el
moco es laxo se aprecia un movimiento browniano moderado, pero si el moco »
es cohérente, dicho movimiento cesa por completo. Se ha comprobado que la
capacidad mucipara a menudo difiere mucho con la misma especie bacteriana
y liquido de cultivo. En los cultivos mixtos se comprueba con suma facilidad
que las bacterias mucipares mantienen separados a los gérmenes concurrentes
gracias a su secrecién mucosa.

10. Movimiento browniano.

Cuanto menores son los gérmenes, tanto mas activo es su movimiento
browniano, o sea, atraccién y repulsién en uno u otro sentido, movimiento que
sélo falta, como puede comprenderse, en el borde de las gotitas del microcul-
tivo. Si las paredes microbianas son viscosas o si los organismos son muciparos,
asimismo a menudo falta el movimiento browniano. Por otra parte, en las su-
perficies superior e inferior de dichas gotitas, puede faltar el movimiento
browniano de los microorganismos.
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11. Movilidad.

Si los gérmenes presentes en gotitas de cultivo son méviles, queda exclui-
da su pertenencia a las bacterias lactacidbgenas, al Bact. aerogenes y a nume-
rosas especies de cocos, mientras que, por el contrario, son mdviles, por ejem-
plo, el Bact. coli, subtilis, mycoides y megatherium y otros. La movilidad pue-
de ser lenta (megatherium), muy rapida (proteus-fluorescens), giratoria o rec-
ta, todo lo cual depende de la disposicion de los flagelos. Los gérmenes flage-
lados avidos de oxigeno se coleccionan muy pronto en el borde y superficie
de las gotitas de los microcultivos. Muchas especies de microorganismos pu-
lulan alrededor de particulitas de albiimina, glébulos de grasa o de elementos
de levaduras, mohos y de algas. Las especies susceptibles a la acidez rehuyen
a las colonias de los gérmenes acidogenos. Se comprende, sin mas, la ventaja
que disfrutan los microorganismos flagelados sobre este particular.

12. Tamasio de los gérmenes.

Cuanto menores sean, tanto mis se aproximan al tenue borde de la gotita
del microcultivo, mientras que los microorganismos grandes permanecen fijos
en la delgada capa de gotitas del microcultivo y se prestan mucho a su medi-
cion, dibujo y fotografia.

13. Muzabilidad.

En una misma gotita o trazo del microcultivo, muchas de las éspecif_:s des-
arrolladas en cultivo puro, muestran microcolonias muy dispares, pudiendo di-
ferir tanto por el tamafio y forma como por el contenido celular, esporogenia y
por la produccién de moco, pudiendo depender estas mutaciones de toda suer-
te de circunstancias, por ejemplo, de la cantidad de microorganismos sem-
brados, la indole del medio de cultivo y de la temperatura y predisposicion del
germen. '

14. Microorganismos hiperiréficos y gérmenes esferoides.

Muchas especies bacterianas, por ejemplo las lacticas bulgaricum, las bac-
terias acéticas, muestran a menudo con gran regularidad elementos muy alar-
gados (incluso los gérmenes del grupo coli) o hinchados, y los gérmenes esfe-
roides son de observacién frecuente en los microorganismos de microcultivos
esporulados. En ocasiones hay colonias constituidas exclusivamente por ele-
mentos microbianos anormales (herencia, involucion).
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15. Poder esporégeno.

Por lo comin, los gérmenes esporulados, pronto o tarde desarrollan esporas
en las gotitas de los microcultivos, a condicién de que las circunstancias sean
propicias (30 a 40° C, medio de cultivo liquido apropiado, escasez de medios
nutritivos, etc.). La esporogénesis a menudo se observa primero en las inme-
diaciones del borde de las gotitas de cultivo. Muchas veces se comprueba que
los'gérmenes moéviles se inmovilizan tras de la esporogénesis, ademéas se ob-
serva bien la forma, tamafio y topografia de las esporas, el plazo que transcu-
rre hasta que se liberan éstas, es decir, la desaparicién del elemento celular ma-
dre, y, por ultimo, la indole de la germinacién. En los cultivos puros se pue-
de comprobar la mutabilidad eventual de estos caracteres. La presencia de gér-
menes esporulados se descubre ficilmente, calentando diez minutos a 80° C la
mezcla del medio de cultivo y el indculo, antes de practicar los trazos. Muere
la forma vegetativa y solo puede proliferar el esporo.

16. Refringencia.

Muchas especies microbianas poseen u nmarcado poder de refringencia, y
por ella pueden sacarse varias conclusiones, incluso a veces su caracter de ser
gram negativas o positivas.

17. Volutina y granulaciones metacromadticas.

Este producto de reserva se suele reconocer con facilidad, por constituir
granulos algo menos refringentes que la grasa. Es abundante en bacterias lac-
ticas, especialmente Bact. bulgaricum, acidéfilo y otros. Su presencia puede con-
firmarse por el color rojo que confiere la adicién de azul de Loeffler a las go-
titas desecadas y fijadas del microcultivo.

18. Grasa.

Er presencia de aziicar o de grasa, los microcultivos de muchas esperies
bacterianas muestran precozmente mucha grasa en su seno, rasgo muy tipino
del grupo mycoides y megatherium, lo propio que todos los gérmenes que en-
rancian las grasas. Se confirma este caricter poniendo una gotita de solucién
de 4cido 6smico en la celdilla del portaobjetos excavado del microcultivo o
agregando solucion de Sudan 111 al medio de cultivo.
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19. Acidificacion.

La acidificacién se reconoce con facilidad en las gotitas de leche por la
floculacién de la caseina, cesando el movimiento browiano de los corpusculi-
tos de caseina y de las bacterias. Los microorganismos que disuelven la albi-
mina, no rara vez producen una aureola clara a expensas de la caseina coa-
‘gulada que las rodea. En microcultivos de leche tornasolada, producen: coa-
gulacién, reduccién, coloracién roja del tornasol, segin la acidez y tipo de
bacterias y leche o caldos con azul de bromotimol o parpura de bromocresol,
dan las coloraciones correspondientes al modificarse el pH.

20. Proteolisis.

Muchas especies microbianas aclaran con rapidez a las gotitas de los mi-
crocultivos dotados de caseina, lo cual se reconoce en las gotitas de leche por
la desaparicién completa de los tenues coagulitos de caseina. La albumina de
las células de levadura autolizadas agregadas se disuelven en presencia de los
microorganismos proteoliticos (proteus, mohos), persistiendo tan sélo las mem-
branas celulares. Muchos gérmenes lipoliticos (presentes en las grasas rancias
y productos afines) también disuelven con tanta rapidez a la envoltura albumi-
noidea como al contenido de los glébulos de la manteca de la leche. (Véase el
apartado 21.)

21. Lipdlisis.

El desdoblamiento de la grasa se puede demostrar muy facilmente en los
microcultivos a base de leche pura. Conviene emplear leche pura diluida al
1 : 2 con agua o caldo lactosado, esterilizado y algo de grasa. Los gérmenes
con gran poder lipolitico, ya han desintegrado los glébulos de la manteca de
la leche a las veinticuatro horas; los microorganismos con escaso poder des-
doblador de las grasas tardan unos dias o semanas. A menudo se registran
grandes diferencias en el aspecto de los glébulos de manteca mis o menos
desintegrados que forman cristales pequefios o grandes. Algunas Veces, en vez
de los globulos de manteca, se encuentran cristales aciculares muy largos (4ci-
dos grasos superiores), otros sobreviene una disolucién uniforme y lenta. El
revestimiento albuminoideo de los glébulos de manteca, en determinadas cir-
cunstancias, persiste mucho tiempo (véase el apartado 20). Todo ello depende
de la especie del microorganismo, y con seguridad, en parte también de la
clase de gotitas de grasas. Con toda certeza se puede demostrar que unos glé-
bulos de manteca tienen el revestimiento arrugado, a veces incluso su conte-
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nido esti tabicado. Si las bacterias segregan colorantes liposolubles, se tifien
los globulos de manteca, por ejemplo de rojo, por la accién del Bat. prodigio-
sum, de azul por efecto del syncyaneum. Para la mayoria de los microorganis-
mos- con gran poder lipolitico, es muy tipica la degeneracién adiposa precoz
de las células, por ejemplo, por ciertas levaduras: Dematium, Monilia, Peni-
cilium, etc. (Véase el apartado 18.) Los glébulos de manteca de la leche, con
suma frecuencia confluyen o bien se retinen y deshacen. Esto ultimo parece de-
pender, sobre todo, de la presencia de gérmenes alcalinizantes. Si hay gérme-
nes productores de moco, cesa el movimiento browiano de los glébulos de man-
teca mas pequefios.

A este propésito, procede recordar que también se puede demostrar con
_ facilidad el poder lipolitico de los gérmenes, lo propio que la presencia de
microorganismos lipoliticos o acido proteoliticos, por medio de placas de Pe-
tri con agar, azul China y grasa. Una pequefia cantidad de mantequilla se fun-
de y mezcla con el germen o materia problema y con el agua de agar con azul
de China, y se vierte en la placa de Petri. Los microorganismos lipoliticos des-
arrollan colonias azules o producen manchas azules. En muchos casos, la pro-
duccién alcalina hace que desaparecen al color azul.

,

22.  Amilolisis.

Los microcultivos con almidén revelan el poder amilolitico de los gérme-
nes, porque, poniendo una gotita de solucién de yodo en la cavidad del porta-
objetos excavado, una vez que se han desarrollado los microorganismos, el
medio de cultivo liquido ya no se tifie de azul porque el almidén se ha
convertido en azicar. Asimismo, agregando granulos de almidén obtenidos
asépticamente del interior de la patata, en muchos casos se logra demostrar
la corrosién producida en los mismos por el poder amilolitico.

23. Disolucién de las membranas celulares.

En los cultivos de gérmenes espordgenos siempre se comprueba que la mem-
brana de la célula madre se disuelve con mayor o menor rapidez. En presen-
cia del Bact. vulgare (proteus) o de mohos, la membrana celular de las células
de levadura aportadas desaparece pronto y por completo. ‘

24. Muerte de los microorganismos.

Los elementos de ciertas especiees de microorganismos mueren muy pronto
en relaciéon con el medio de cultivo liquido, la acidificacién, temperatura ele-
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vada, cantidad de gérmenes sembrados, el hambre y por la presencia de otros
microorganismos. El aspecto de los microorgénismos casi o totalmente muertos
se puede comparar con el de los elementos vivos, depsitando en la cavidad del
portaobjetos excavado un asa pequefia de cloroformo, folmaldehido, solucién
de yodo, etc. De esta manera se demuestra ademas con facilidad la toxicidad de
muchas sustancias. '

25.  Autolisis.

Es frecuente el hallazgo de gérmenes vacios junto a otros llenos. Cuanto més
~abundan las enzimas proteoliticas en los microorganismos, con tanta mayor
rapidez se vaciaran, mas o menos por completo, los elementos microbianos

muertos.

26. Bactefiéfagos.

No rara vez se disuelven por completo a los pocos dias las bacterias de los
microcultivos, a menudo en determinadas colonias de las mismas que se vuel-
ven transparentes y con inoculacion de diluciones hechas con los cultivos y
medios para bacteriéfagos y sus filtrados, pueden repetirse las experiencias.

De cuanto precede se deduce que el método de los microcultivos, para los
estudios de morfologia en vivo, y de la fisiologia de los microorganismos es,
creemos, imprescindible y aplicable no sélo en los analisis microbiologicos in-
dustriales, donde nacié, como tantos métodos de investigacion ‘microbiolégica
poco’ o nada conocidos por la microbiologia médica, sino en muchos campos
de ésta, especialmente en el estudio de la flora del canal digestivo.

MICROORGANISMOS QUE PUEDEN SER HALLADOS EN EL CANAL
DIGESTIVO HUMANO O ANIMAL '

BACTERIAS LACTICAS VERDADERAS:
(Producen fermentacion lactica de todos los derivados de la leche, y en

parte actian sobre sus proteinas y sobre la glucosa y la maltosa del canal di-

gestivo.)
Streptococcus lactis, cremoris, thermofilus, faccium, fecalis, etc.

Tetracoccus o micrococeus lactis:

(Prodiucen’ accién 4cidoproteolitica.)
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Termobacterium, plocamobacterium o lactobacillus:

Thermob. lactis.

» bulgaricum.
» yoghourti.
» helveticum (casei).

Therb. intestinale (acidophilus).
»  thermophilus.

Betabacterium (H eterofermentativos):

Betb. breve (Bact. casei).
»  longum (Bact. casei).
»  caucasicum (kefir).

»  bifidum.

Microbacterium.

Microbact.: Lactis (resiste 85° C - Colonias «pint-point»).

» flavum.
» mesentericum (resiste a los 70° C).
» Liquefaciens.

OTROS MICROORGANISMOS :

Espirilos.

Saccharomices.

Torulas.

Mycoderma.

Mycoderma moniliforme.
Mycotorula.

Oidium lactis.

Oidium casei.

MICROORGANISMOS GASOGENICOS.

Esch.: coli.
Aerob.: aerogenes.
Bacil.: buthyricus.
»  amylobacter.
»  butylicus.
»  perfringens.
Clostr.: Welchii.
» . putridus.
»  bifermentans.
»  polymixa.

37



J. M. RoseLL

Saccharomyces.
Torulas torulopsis, etc.

PRODUCTORES DE PROTEOLISIS Y ALCALIGENOS:
Aerobios.

Bacterias fzcales alcaligenes.
Bacillus subtilis. g
» proteus.'
»  mesentericus.
»  cereus.
»  micoides.
»  megaterium.
» . macerans.
»  peptogenes.
»  novus.
»  proteoliticum.
»  fluorescens.

»  alcaligens feecalis.

Anaerobios.

Clostridium foetidum.
Clostridium feetidum.
Bac. putridus.

Bac. punctatum.
Clost. botulinum.

LiroLiTICOS.

. fluorescens.
putridum.
punctatus.

B

vulgare.

mycoides.

lipolyticum.

.

prodigiosum.

mesentericus.
subtilis.
piocianeum.

PP EEE W W W W

B. lactis viscosum. .
Corynebai;terium.
Qospora.

Torulopsis.

Fusarium.
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PRODUCTORES DE LAB: QUIMOSINA Y COAGULADO DULCE.

Micrococcus.
Corynebacterium.

E. coli.

A. aerogenes y otros.
Actinomyces.

MICROORGANISMOS CROMOGENICOS.

Bact. prodigiosum (serratia marcesen).
» eritrogenes.
»  rodensis.
Micr. roseus.
»  auranticus.
»  auranticus.
»  flavus.
Sarcina rosea.
Torula rubra.
Oospora aurantium.
Bact. syncianeum.
Bact. syncyaneum.
Psd. fluorescens (verde).
‘Corynebact. bruneum.
Aspergillus niger.

MICROORGANISMOS MUCIDOGENES.

Micrococcus lactis viscosus.
» mucofaciens. .
» betacoccus o Leuconostoc mesenteroides.
Bact. la-ctis longi.
» »  viscosum.
» »  aerogenes viscosi.
» »  alcaligenes.
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GRUPOS DE MICROORGANIMOS ALCOHOLOGENICOS, ACETOGENICOS,
BUTILOGENICOS, FORMADORES DE ALDEHIDOS, FERMENTACIONES
CARBONICAS Y OTRAS

MICROORGANISMOS TERMO-RESISTENTES.
Micr. lactis acidi (resiste 80-90°).

MICROORGANISMOS PSICROFILOS. (Crecen a temperaturas entre 0-5° C)

Ps. fluorecens.
Bact.. puntactum.
Bact. herbicola aureum.

MICROORGANISMOS PATOGENICOS TRANSFORMADORES DE LA CETULOSA
Y DE LA PECTINA. '

Clostr. Ellembergeri.
»  Zuntzii.
»  metanigenes.
»  pectinovorum.

EXAMEN DE LOS CULTIVOS Y SU ESTUDIO FILOLOGICO

EXAMEN MACRO Y MICROSCOPICO DE LOS CULTIVOS.

en medios liquidos
en medios sélidos

ExAMEN BIOQUfMICO FUNCIONAL DE LOS MICROORGANISMOS SOBRE:

Produccién del pigmento.
Desintegracion de las proteinas y de sus productos, de los compuestos
nitrogenados inorgdnicos v de los glucésidos par:

Reaccién de biuret.

~ Titulacién por el formol de las proteinas. -

Indagacién de la presencia de los dcidos aminados, protesas y peptonas.

Investigacién de la presencia del amoniaco.

Investigacién del fenol.

Hidrolisis del hipurato sédico.

Desarrollo e investigacién del hidrégeno sulfurado.

Investigacién de las hemolisinas.

Reduccioén de nitratos.

Pruebas de fermentacion de glicidos 'y alcoholes.
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MEDIOS DE CULTIVO PARA LOS DIFERENTES GRUPOS DE MICRO-
ORGANISMOS CUYO ESTUDIO O AISLAMIENTO PUEDE INTERESAR

PARA DETERMINACION DEL CONTENIDO MICROBIANO GLOBAL APRO-
XIMADO:

Agar o caldos nutritivos de varios tipos, e incubando a diferentes tempera-
turas en condiciones aerébias y anaerdbias. Agar universal a base de caldo
peptonizado, suero, caseina tripsica y mosto de cerveza a pH de 4,5a 7,5y
cultivado a diferentes temperaturas.

PARA BACTERIAS LACTICAS O LACTOACIDOGENAS:

Leche natural desnatada tindalizada, més extracto de levaduras.

Suero lacteo con proteinas y desproteinizado con peptona o extracto de le-
vaduras.

Suero con mosto de cerveza y levadura autolizada y zumo de tomate, mosto
de cerveza con suero triptinado.

Agar sobre base de los caldos nutritivos usuales o de lactosa simple. - -

Como indicadores: Puarpura de bromocresol, azul de bromotimol, etc.

Agar Rosell selectivo a base de suero lacteo y caseina tripsinados més hi-
drolizados y autolizados de levadura, conteniendo los aminoacidos y vitaminas
que requieren las bacterias lacticas, en dichos componentes.
nentes.

Agar lactosa azul de China.

MEDIOS DE CULTIVO PARA INVESTIGAR LOS GERMENES DE LAS TRIBUS
«ESCHERICHIA» Y «SALMONELLA». Entre otros:

Medio de lactosa bilis y rojo de de genciana.
» » » vy verde brillante.

» » » » Yy verde malaquita.
» oy » » y de Mac Conkey.
» » » » y con formiato sédico.

: » » » » v de Kauffman.

Agar Endo.

Agar con eosina y azul de metileno.

Agar de Gassner.

Agar tripaflavina.

Otros medios selectivos varios para el «Escherichia coli».

Medios para el recuento y aislar gérmenes proteoliticos, lipoliticos, propié-
nicos, aerobios, anaerobios, gasogénicos, productores de lab, de fermentacio-
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nes varias, etc., para hongos: levaduras, monilias, torulas, oidios, hifomice-
tos, etc.

MEDIOS DE CULTIVO PARA LEVADURAS Y HONGOS:

Medio de cultivo de Raulin.
» » » » mosto de cerveza.
Agua de levadura.
Cocimiento de levadura.
Medio de cultivo de agua de patata.

»  » » » Sabouraud.

» » » » Gorodkowa. .

»  » »  » patata y zanahoria con ldminas de agar.
» o o» » » Santon.

Agar para determinar la eleccién de productos quimicos.
Medio de cultivo de Rao y Subrahmanyan. -
»  » » » Cazapek.
Agar sintético dextrosado y sacarosado.
Agar Jensen.
Medio de cultivo de zanahorias.
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) SECCION DE MICROBIOLOGIA

INFLUENCIA DE LA PENICILINA EN LA ACCION
' DE LA RIBONUCLEASA

B. Regueiro Varela

Gran’ interés ofrece el estudio de las nucleoproteinas y de sus componentes,
los 4cidos nucléicos, en el metabolismo de los seres vivos. A pesar de esto,
poco es todavia lo estudiado con referencia a su influencia en la vida bacteriana.

Es sabido que las bacterias tienen gran cantidad de 4cidos nucléicos;
asi Belozerski (1947) encuentra que en el Staphilocoecus albus constituye el
17,4 por 100 del peso del germen desecado, en el Pseudomonas pyocianea es el
21,6 por 100 y en el Escherichia coli es de 22,43 por 100 a las cinco horas y
de 9,66 por 100 a las cuarenta y ocho horas.

Habia demostrado Spiegelman (1946) que las células que no sintetizan pro-
teinas en su metabolismo, no transfieren fosfato de su porcién nucleoproteica,
es decir, que la sintesis de proteihas en la célula va paralela a la transferencia
de fosfatos de las nucleoproteinas, demostrando ademés que, agentes que in-
hiben la formacién de enzimas y proteinas, impiden a su vez todo cambio del
fosforo de las nucleoproteinas.

Es interesante, pues, conocer la accién que ciertos cuerpos tienen sobre los
enzimas, conociendo que muchos de ellos derivan de los acidos nucleicos; asi-
mismo, y por esta razén, interesa conocer también la accién que ejercen di-
chos cuerpos sobre el 4cido nucleico. De éstos, el mas estudiado es acido ribo-
nucleico (ARN). '

Panijel (1948) observd que la tirotricina actia sobre el aparato de sinte-
sis del ARN en los gérmenes Gram positivos y Cohen (1946) ve que la estrep-
tomicina se une al ARN, formando compuestos polimerizados.

En relacién con la penicilina, ya Chain y Duthie (1945) creian que su ac-
ci6n se debia a interferir una funcién metabélica de las primeras fases de cre-
cimiento de los gérmenes.

Kun (1948) observa que la penicilina bruta contiene un factor que inhibe
la glicosis «in vitro» y Krampitz con Werkman (1947) observan un factor
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que inhibe la dismutacién del 4cido pirtvico. Estos mismos autores observan
que la penicilina interfiere la dismutacion del ARN, suponiendo que esto im-
pide la asimilacién de ribosa por la bacteria.

El ARN es roto por un enzima especifico, la «ribonucleasa», la cual fué
cristalizada por Kunitz (1940) a partir del pancreas, asignindole un peso mo-
lecular de 15.000.

Muchos autores han estudiado la accién de este enzima sobre el ARN y me-
dido ésta, asi Allen y Eilen (1941) ven que esta acciéon aumenta la acidez de
una solucién Buffer de ARN y RNNa.

Dubos y Thompson (1938) estudian la digestion del ARN por el enzima,
precipitando el acido no digerido por CIH N/5 y determinando el fésforo del
liquido que corresponde al ARN digerido. En este liquido, segiin Loring y
Carpenter (1943), se encuentran mononucleétidos, pero no el fosforo libre.

McFadyen (1943) precipita. el ARN no digerido por una solucién de sal
de uranio en &cido tricloracético,y Woodward (1944), estudiando estas dos
clases de precipitaciones, ve que el clorhidrico precipita mds que la sal de
uranio, sugiriendo que el fésforo no precipitado por CIH, seria de tetranu-
cledtidos y mononucledtidos mientras que el de sal de uranio seria sélo de
mononucleotidos.

Bain y Rusch (1944) determinan la accién de la ribonucleasa por un método
manométrico en el que al liberarse los grupos acidos del ARN, éstos se unen
a un buffer de carbonato que libera a su vez anhidrido carbénico, que se-mide
en el aparato de Warburg. »

Siguiendo lo expuesto, algunos autores estudiaron la accién de la penici-
lina sobre la actividad de la ribonucleasa y los resultados se muestran con-
tradictorios, pues Massart, Peeters y Vanhoucke (1947) dicen que aquélla in-
hibe su accién sobre el ARN, empleando en su experimento elevadas concen-.
traciones de antibidtico; por el contrario, Gros, Ryback, Macheboeuf y Ram-
beck (1948), usando métodos mas especificos, no encontraron tal accion a con-
centraciones de 330-5.940 unidades por 0,05 mgr. de enzima.

Henry y Stacey (1943) y Bartholomew con Umbreit (1944) han observado
que la propiedad de colorearse los gérmenes Gram positivos se debia al ribo-
nucleato de magnesio unido a una proteina. Asimismo, Tulasne y Vendrely
(1947) dicen que en los cultivos viejos la ribonucleasa ha destruido el ARN
de las bacterias, habiendo suprimido por esto su afinidad por los colorantes
basicos. Al mismo. tiempo, Frieden y Frazier (1974) observan que la penici-
lina actiia mas sobre los gérmenes Gram positivos, y sugerian el comprobar su
accion sobre la ribonucleasa y ver la influencia del magnesio en este fenémeno.

Basados en todos estos trabajos hemos empezado por ver la ac:idn que
podria tener la penicilina G y la penicilina cruda sobre la ribonucleasa cris-
talina de pancreas actuando sobre la sal magnésica del ARN.
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PARTE EXPERIM:NTAL

MATERIALES.—La penicilina empleada es una sal aménica con mis del 90
por 100 de penicilina G y con 1650 U. O./mgr., la cruda es una penicilina con
500 U. O./mgr.; de ambas se preparan soluciones apropiadas.

Se emplea un ribonucleato de magnesio, de la casa. «Schwartz», del que
se hace una solucién de 5 mgr. por c. c. en agua destilada a pH 6,2. Aparte de
lo dicho en la parte teérica, es mejor emplear una sal del ARN, porque éstas
generalmente, segin dice Zitle (1945), no contienen casi mononucleétidos, que
pueden interferir la accién del enzima.

El enzima ribonucleasa es uno preparado por Kunitz, cedido por el doc-
tor Potter, a quien agradecemos su generosidad. :

Ensayos.—Los ensayos se hacen colocando cantidades de enzima con pe-
nicilina e incubando por veinte minutos a temperatura ambiente, a continua-
cién se afnade el ribonucleato de magnesio (RNMg) y se coloca en un bafio a
37° durante un cierto tiempo; a continuacién se hace una precipitacién con el
mismo volumen de acido clorhidrico N/5, dejandole treinta minutos en neve-
ra, o con reactivo de uranio (1,25 grs. de acetato de uranio en 100 c. c. de acido
tricloroacético al 10 por 100) y abandona treinta minutos a 35°.

Se centrifuga, y en el liquido se hacen determinaciones de fésforo total,
fosforo inorganico, nitrégeno amonio y nitrégeno total.

Fésforo total—Después de’ previa digestién con sulfarico y selenito de
cobre, se afiade una cantidad de molibdato y de reactivo Na-1-naftol-2 amino-
4-sulfonato con hiposulfito y sulfito sédico, y entonces se observa al colorime-
tro de Evelyn, comparando con un «standard» y control.

Fésforo inorgdnico—Lo mismo, sin previa digestion.

Nitrégeno total—Previa digestién, como en el caso del fosforo total, se
afiade reactivo de Nessler y NaOH 2N y observa al colorimetro Evelyn con
«standard» y control.

Nitrégeno amonio—Lo mismo, pero sin digestién previa.

Previos analisis del ribonucleato de magnesia, nos dan los siguientes resul-

tados:
N.amonio | N. total | P. inorg. P. total
RNMg oo 0,4 16 0.4 10
RNMg (pp. por CIH) ...................... 0,2 8 — 4,6
RNMg (pp. por uranio) ...................... 1,5 3,2 — 1,3

mg. %
[’stos resultados estan de acuerdo con los resultados teéricos.
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Acerca del tiempo de digestion obtenemos, de acuerdo con Greenstein, Car-
ter y Chalkley (1947), que éste es, aproximadamente, de una hora, después de
la cual no hay digestién apreciable; el pH tampoco influye entre 6,8 a 7.8.
Nosotros hacemos el ensayo por digestion durante dos horas a 37° y pH
Gptimo. ‘ '

Verificamos ahora un ensayo para ver las cantidades 6ptimas de enzima a
emplear, con los siguientes resultados:

P. P.
NH,| N. inorg. P NH,| N. inorg. p.
5 mgr. RNMg a 5 c. ¢. con agua dest....... 06| 84| — 2104176 — | 48
5 » » con 0,005 mgr. enzima ...... 0,4 (10,5 — 6| — |12 | — |88
5 » » » 0,01 » » 0.4 88| — 6| — 12| — | 84
5 » » » 0,015 » . » ... 1,2 10| — 6410612 | — | 7.6
5 » » » 0,02 » » 1,6 10,6 — | 64|12 |12 | — 8

pp. por Uranio pp. por CIH

mg. %.

Obtenemos que para 5 mgr. de RNMg la cantidad 6ptima de enzima es de
0,0,02 mgrs. Conocidas, pues, todas las Optimas condiciones de la prueba
verificamos los siguientes ensayos.

EXPERIENCIAS CON PENICILINA CRUDA.—Se verifican algunas experiencias
para ver la influencia de esta penicilina y, si esto se debe al contenido en pe-
nicilina de la muestra o a otras sustancias que contiene. Para esto se hace
una primera prueba en que se hace una precipitacién por clorhidrico y una
incubacién de la penicilina con el enzima, o con el RNMg; asimismo se prueba
con penicilina cruda que se ha’ calentado a 100° para destruir la actividad
de penicilina; los resultados son:

Incubacion con enzima

Incubacién con RNMg

. RNMg. 5 mg. RNMg. 5 mg. RNMg.
5 mg. RNMg. 5 m8 'g 0,02 mg. enzima. | 0,02 mg. enzima.
0.02 mg. enzima. 500 U. O. 500 U. O. (100°) |
4,8 7.4 5.6 5.6
4,8 7,6 6,2 5.6

mg. P. %,.
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En la prueba de precipitacién por sal de uranio se obtienen los resultadns.
siguientes: '

~

‘NH2 N. P.inorg. P.
5 mgr. RNMg ...l 1 2,6 | 0,2 1
5 '» con 1.000 unidades ............... 5.4 10 1 2,6
5 » con 2.000 unidades ..............] 76 | 12,6 | 1,2 | 2,2 |
5 » con 0,02 mgr. enzima ............ 1,4 9.4 | 2,2 5.6
5 » con 0,02 y 1.000 unidades ...... 4,8 11 6,4 3
5 » con 0,02y 2.000 unidades ...... 7.4 13| 8.2 3
mgr. %

En la prueba precipitando con clorhidrico, se obtiene lo siguiente:

NH, N. |{P.inorg.| P.

5 mgr. RNMg ....cocooooiiiii . 0,2 66 | — 5.4

5 » con 0,01 mgr. enzima ............... — | 10,8.| — 9,2

5 » con 0,01 y 500 unidades (1 mg.).|] 1.8 | 11,6 | — 6,4

5 » con 0,01 y 300 unidades (0,6)...] 0.8 | 132 | — 7,8

5 » con 0,01 y 100 unidades (0,2)...] 0.4 | 10,8 | — 9,2
mgr. %

F¥PERIENCIAS CON PENICILINA G.—En previos experimentos se ve que no
hay variacién segln se incube con el enzima o con el ribonucleato.
_ Otra prueba que se hace es ver la variacion de pH y penicilina durante la
digestién para ver si la accién es sensiblemente igual; para esto se incuban
dos matraces:

A: 50 mgr. RNMg, 0,2 mgr. enzima y a 50 ¢. c. agua.
B: 50 mgr. RNMg, 0,2 mgr. enzima y 100.000 U.. O. penicilina G.
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Se ponen en las mismas condiciones que experiencias anteriores y determina
el pH y penicilina a intervalos de tiempo, dando:

A:—] 59 6 5.9 + 5.9 5.9 } 5.9 5.9 5.9

A —| — — — — — — — —
Penicilina

U.0./c.c.

l B: —| 1.280 1.280 1.280 1.280 1.160 1.160 1.120 1.120

— ] 1/2 1 1, | 2 | 21, 3 | 32 |noras

En las determinaciones de esta prueba resultan los siguientes nameros:

NH, N. P.inorg. P. .
5 Mgr. RNMg ...oooooiiiiiiiieii, 1 2,6 | 0,2 1
5 » 1000 U.de G. .................. 2,2 4,81 0,6 1
5 » 2000 U. de G. .............. 3,4 6| 0,2 1,2
5 » 0,02 mgr. enzima ............... 1,4 94 | 2,2 5.6
5 » 0,02 mgr. 1.000 U. ........... 2 | 12,4 2 6,8
5 » 0,02 mgr. 2.000 U. ............ 3,4 — 2,4 10,8

mgr. %,

Otros resultados comparativos obtenidos son los siguientes:

pp. por Uranio pp. CIH. pp. Acético

N. | P ‘(£§;~)\ N. | P || N P

8,8 mgr. RNMg ..............c..oons 1,6/ 0,8 114,8|| 5,2 | 9,4|/28,5|9

8,8 » 0,03 mgr. enzima ............ 8,458 | 96| 7,6 |14.8]/44 |13
8,8 » 0,03 mgr. 1.000 U. ......... 9,4 6,2 10,5/ 6,8 |14,8{/48 |[11,5
88 » 0,03 mgr. 2.000 U. ... 11,2] 6,2 |11,6|| 5,6 | 18,4160 |14

8,8 » 0,03 mgr. 500 U. cruda) 42| 1,2 |17,6( 6,4 |10,837 |10
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El efecto por cantidades crecientes de penicilina G es el que dan las curvas
siguientes, verificadas en las mismas condiciones que experiencias anteriores:

3y o

ppE

» W AT RN ®o

~

500 1000 2000 4000 8000 U0 peailing

Las cantidades de fosforo para el RNMg (5 mgr.) es en el caso de pp. por
uranio 1,4 mgr. por 100, y en el caso del clorhidrico, de 7,6 mgr. por 100.

Las cantidades colocadas para la curva son: 5 mgr. RNMg con 0,02 mgr. de
enzima ribonucleasa y cantidades variables de penicilina.

CONCLUSIONES

12 En las condiciones que se verifican los ensayos, la proporcién éptima
que encontramos de ribonucleasa a ribonucleato de magnesio es de 1 a 250.

2* Durante el periodo de digestion, solamente hay una pérdida de 12,5
por 100 de penicilina y no varia el pH.

3.* La penicilina bruta tiene una accién inhibidora de la ribonucleasa,
esta accion se demuestra que no es debida a la penicilina que contiene, y des-
aparece por bajo de 0,2 mgr. por 0,01 de enzima y 5 de substrato.

4.* La penicilina G tiene una ligera accién estimulante de la ribonucleasa.

5.2 La accién de la penicilina G comienza a ser estimulante desde las
1.000 U. O. por 0,02 mgr. de enzima y 5 mgr. de substrato; antes de dicha can-
tidad es ligeramente inhibidora. '

4
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INSTITUTO DE MICROBIOLOGIA GENERAL Y APLICADA

LAS BACTERIAS SIMBIOTICAS DEL NITROGENO
BAJO EL MICROSCOPIO ELECTRONICO

G. Palacios-de-Borao, S. J.

Considerando el campo de la Microbiologia tal como se nos presenta a la
luz de las investigaciones realizadas en estos Gltimos afios en Microbioquimica
y en la técnica de la Microscopia Electrénica, nos atreveriamos a decir que ha-
bremos de realizar sin demora en la coyuntura de tiempo, aunque también sin
apresuramientos en el método, una revisién total de muy importantes postu-
lados de la ciencia biologica (1).

En ese orden de estudios vamos ahora a dar un avance muy fragmentario,
de uno de los diversos problemas que habremos de estudiar en nuestro curso
sobre La vide bajo la observacién electronoscopica, trayendo aqui nuestras re-
cientes investigaciones sobre bacterias del nitrogeno.

Desde que hace quince afios comenzamos a ocuparnos de las bacterias sim-
bidticas en nuestra citedra de Bacteriologia de la Universidad de Bombay y
en el Laboratorio de Microbiologia de St. Xavier’s College de la misma Uni-
versidad, hemos podido observar el interés practico creciente que han desper-
tado estas bacterias y apreciar los interesantisimos y complicados problemas
que con su pleomorfismo y peculiar fisiologia presentan; tales, por otra parte,
que desde hace unos afios parecian haber agotado las técnicas disponibles. Acer-
ca de dichos temas hemos podido realizar, desde primeros de 1947, utilisimas
investigaciones con el microscopio electronico en el Rockefeller Institute for
Medical Research, New York, a cuya Direccién expresamos nuestro reconoci-

(1) La contextura filoséfica de la ciencia de la vida (en la que los estrictamente
biélogos se ocupan sélo de manera indirecta y supositiva) sufrird probablemente poco
en el proceso; pero a nuestro entender no quedaran intactas una porcién de ideas con
fundamento experimental, a las que nos hemos ido encarifiando imperceptiblemente
por encima de su cardcter, muy respetable por lo demas, de teorias clasicas. Los con-
ceptos de la morfologia y funciones del niicleo de las bacterias, la quimica de las reac-
ciones de inmunidad, la nocién del cristal y sus relaciones con formas elementales de ma-
teria viva, los genes, las mitocondrias, sirvan de ejemplo, por no citar otros. Aun re-
conociéndoles la preferencia no aludiremos ahora a ellos, pues seran interpolados en
nuestro trabajo préximo sobre La teoria biolégica de la dispersion de latencia.
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miento, y de modo especial al doctor K. R. Porter, del mismo Instituto, por

su constante y valiosa cooperacion.

\%
*®

* *

El trabajo fué realizado en un modelo EMU de la R. C. A.; con aumentos
moderados, generalmente a unos.60 kv. Las preparaciones que presentamos fue-
ron montadas en pelicula de 1 por 100 de Formvar (un formalpolivinilo que
prepara la Shawinigan-Products Corporation, Empire State Building, Nueva
York), con fijacién por secado y uso de reactivos.

El inevitable estudio previo de la sistematica de este grupo siempre ha pre-
sentado especiales dificultades. Conn H. J., segin O. N. Allen, en el Bergey’s
Manual of Determinative Bacteriology, divide el género Rhizobium en las si-
guientes especies:

Rh. Leguminosarum (Lathyrus, Pisum, Vicia y Lens); Rh. phaseoli (Pha-
seolus); Rbk. tri}‘olii (Trifolium); Rk. lupini (Lupinus, Ornithopus); Rh. ja-
ponicum (Soja); Rh. melilott (Melilotus, Medicago, y Trigonella).

Pero quedan fuera el grupo Vigna y muchas otras especies que sefialan
Fred y Waksman. Por lo demas, P. W. Wilsom, desde un punto de vista mas
bioquimico, no deja de reconocer que queda este punto pendiente de solucion.

Tendrén que continuar estos estudios para consolidar dentro de grupos
que presenten caracteristicas aceptables.de morfologia, fisiologia e inoculacion
cruzada, los diversos organismos hallados en plantas no comprendidas en los
géneros dichos. : .

Los nédulos en las plantas leguminosas, Trifolium, Pisum, Phaseolus, Me-
litotus, Robinia, etc., fueron buscados y recogidos en terrenos de parque situa-
dos en la North Shore (Roslyn), Long Island y en Irvington, ambos del Estado
de Nueva York, en periodos de primavera, verano y otofio.

En las micrografias electrénicas que publicamos se descubre un buen niimero
de aspectos nuevos; algunos sospechables, otros méas bien inesperados; cierta-
mente muy por encima de lo que era posible deducir hasta ahora con el uso de
la microscopia optica. ‘

1. Hablando en general sobre las abundantes preparaciones hechas, de las
que aqui damos una muestra, en el mismo nédulo es posible observar for-
mas de diversos aspectos, bacilares y bacteroides, que, dado el polimorfismo
de las bacterias nodulares, no es facil separar en diversas especies hasta que no
puedan realizarse mas detenidos estudios.

A este respecto indicaremos de paso, que ya Beijerinck recogi6 cuidadosa-
mente abundantes disefios de las varias formas de bacterias simbiéticas del
nitrégeno. .

Con todo, aun en trabajos recientes, pueden verse alusiones a la presencia
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de «cocosy, refiriéndose en lo que en nuestras micrografias mostramos cla-
ramente ser vacuolas uniformemente presentes (figuras 1 y 2) o discos o gra-
nulos o estructuras del contenido celular.

Bewley y Hutchinson sefialaron en los cultivos la presencia de sucesivos
aspectos que extractamos asi: @) Formas pre-pululantes, no motiles; &) Co-
cos grandes no motiles; ¢) Formas motiles pululantes elipsoidales: d) Foimas
bacilares menos motiles; e) Formas vacuoladas, con cromatina dividida en
bandas, por falta de carbohidratos o por solucién de suelo neutral. Nosotros
pudimos comprobar a su tiempo esos procesos; pero no tan definitivos y es-
quemaéticos. En cuanto a la influencia de sustancias quimicas en la obtencién
de diversas formas aberrantes, se ha experimentado ampliamente por nosotros
y otros autores con resultados que hoy dia pueden considerarse como bien es-
tablecidos. Sin embargo, aun hoy la cuestion del significado de esa variable
morfologia estid por resolver. )

2. Respecto a la agrupacién y crecimiento, existen formas ramificadas de
Rhizobium, juntamente con las otras simples o encadenadas, en el nodulo vivo.
Hay casos de manifiesta tendencia a la ramificacién con brazos perpendicula-
res al tronco original, en el que la escisién aparece retardada y la célula conti-
nia creciendo en diversas unidades separables.

3. Las formas obtenidas en cultivos provenientes de nédulos de dlverso
origen presentan muy manifiesta uniformidad; lo cual, frente a las dos observa-
ciones anteriores, nos muestra la diferencia ambiental, por asi decirlo, que
existe en el nédulo mismo y la peculiar sensibilidad a ella de las bacterias sim-
biéticas.

4. Es posible observar en nuestras preparaciones, por vez primera, di-
versas estructuras y constitutivos celulares que, aparte del significado directo
que presentan en el estudio del Rhizobium, pueden ilustrar considerablemente
la citologia de la célula bacteriana en general y el problema de estructuras nu-
cleares en particular.

Cuando se inici6 este trabajo y comenzamos a poder observar las diferen-
ciaciones del contenido celular; hablibamos de todo lo que presentaba carac-
teristicas de nucleo con cierta difidencia. Ahora, después de las razonables
consideraciones y referencias de Knay51, las observaciones de Robinow y los
Gltimos resultados de Hillier, Mudd y A. G. Smith, parece que el lector hallara
en este trabajo, segin indicamos en las micrografias, material de manifiesto
interés en la valoracién o confirmacién de diversos hallazgos y teorias que sélo
de pasada aqui se tocan, y que ya desde ahora brindamos como un camino pro-
metedor a la investigacion de los microbidlogos expertos en microscopia elec-
tronica.

5. Las formas abombadas o bacterioides, son de aspecto muy variado:
en forma de botella o en forma de cabeza de hueso; con manifiestas yemas y
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mamelones que, indudablemente, representan -estadios de un proceso repro-
ductivo. ‘

6. En las formas bacilares, a que nos hemos referido, aparecen lo que lla-
- maremos corpusculos bipolares. Es ésta una estructura que hasta ahora no pudo
observarse y que se presenta con manifiesta constancia. Nos parece ser el re-.
sultado de una condensacién muy activa del contenido celular, posiblemente
de tipo nuclear. Aunque se distribuya en la division de la célula, y aun la pre-
sida, no ha sido vista en nuestras preparaciones con suficiente claridad en es-
tados que sugieran esa divisién.

Su densidad a la penetracion electronica es extraordinaria, y es lo que nos.
movié a llamar, para nuestro-uso en el Laboratorio, Bacillus punctatus a _los
que poseian esta formacién granular. Con el tratamiento de vapores de tetra-
6xido de osmio, conseguimos hacerla resaltar maravillosamente en forma per-,
fectamente discreta y regular y fuertemente refringente, tal vez por la accién
fijadora o més bien por la accién hialinizante del 6smico sobre el citoplasma.
Estos corpisculos los observamos repetidamente en las formas principalmente
alargadas de los nodulos de Trifolium pratense, Phaseolus, Robinia, etc., y ésto,
tanto en la célula original como en la cultivada sobre agar sin nitrégeno.

~ Sabiendo el estricto procedimiento de lavado exterior con bicloruro mer-
carico antes del cultivo y las diversas minuciosas precauciones contra conta-
minacién que seguimos en esta ocasién, y son las mismas que describimes
cuando aislamos. en el nédulo de Cajanus indicus nuestro .B. concomitans, la
operacién del cultivo confirma el cardcter simbiético.

Aunque concedimos siempre a estas operaciones de asepsia mas importan-
cia.y cautela de la que corrientemente se practicaba, reconocemos que atin no
tanta como ahora les da Burcik en su reciente discusién de las deducciones de
H. Schanderl. Por lo menos, a ese tenor nuestras precauciones ya no parece-
ran exagergdas, y, desde luego, las consideramos. necesarias y suficientes para
nuestro fin actual, hasta que llevemos adelante una total revisién de formas
halladas. -

El tamafio original del bacilo es menor que los demas tipos de bacterias no-
dulares; pero por subcultivo logramos formas de evolucién mayores, que asu-
men la forma de botella y las vacuolizaciones tipicas. Con frecuencia se los
ve asociados a restos de descomposicion de las otras bacterias (véase fig. 6,
abajo izquierda). Es preciso un estudio mas detenido de esta forma o bacilo.

7. El contenido celular se presenta como sustancia de gran poder disper-
sivo al electrén y, en general, llenando la totalidad del contorno sin mucha
apariencia de membrana en las preparaciones; membrana que, por otra parte,
da muestras de existencia en algunos casos y se hace mas manifiesta en las «cé-
lulas fantasma» (véase fig. 13).

8. Las «células fantasma» (o <<ghost cellsy, como las llamabamos en el
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laboratorio) sefialan abiertamente la diferenciacién de un contenido y de una
envoltura. Al desaparecer o desintegrarse el contenido por la accién de pro-
cesos degenerativos, enzimas o reactivos, queda la envoltura suelta y visible,
generalmente con algiin material. En algunos casos se ve dentro de la envoltu-
ra un conglomerado regular y denso, perfectamente discreto, de materia ana-
loga a la que en la célula normal constituye el citoplasma.

9. Pendiente el uso de la interesante técnica de Baker y Pease con que
intentar un corte de la célula, fué precisamente una rotura accidental de la pe-
licula de soporte lo que nos permiti, observando el hueco de rotura, inten-
tar deducir la naturaleza y cardcter de una parte del contenido celular. La
masa que se ofrece’generalmente en otras preparaciones con aspecto oscuro,
con més o menos densidad en partes, poseeria de hecho ciertas porciones in-
teriores de mayor consistencia que el resto. Puede verse, en efecto, que la
materia negra en el borde de rotura no sigue toda ella la forma circular que
pediria la tensién superficial, sino que, en parte adherida al borde, se proyecta
en la luz del orificio. Si fuera posible producir a voluntad estas roturas, que
suelen recibirse muchas veces como contrariedad, podria ser ésta una «técni-
ca de plegamiento», interesante. Preparamos a lo largo de un trabajo diversas
series. Una de ellas relacionada con el contenido de H,O en el nédulo. Una
comprendia la desecacion del nédulo al aire por siete dias,.y otra que compren-
dia la inmersién y mantenimiento en condiciones de anegamiento (en agua)
por siete dias; a las micrografias de esta dltima serie pertenece la figura 17.

10. Para poder observar el contenido celular en células de contextura
"mas delicada y bajo uniformidad y control, preparamos un simple medio de
cultivo libre de nitrégeno, en que pudieran crecer selectivamente las bacterias
nitrofijadoras (Agar, 20 grs.; Agua ordinaria, 1.000 c. c.; Sacarosa, 10 grs.;
KH,PO,, 1,0 grs.; MgSO,, 0,5 grs.; pH 6-7). En este medio y tras obtener las
formas que desedbamos, procedimos a extremar las condiciones y preparamos
subcultivos de larga duracién a temperatura de Laboratorio, evitando deseca--
cién, o regulando duraciéon con cidmara fria, por siete a veintin dias. Asi
obtuvimos células individuales que mostraban un contenido celular en forma
que pudiera sugerir la proyeccién plana de un contenido espiral o de discos
transversales.

En otros casos se ven muy claras condensaciones bipolares, y en -otros, dos
como nicleos préximos que pudieran derivarse de uno central (figura 21). Co-
rrientemente se presentan las células uniformemente vacuolizadas, sin que,.
por otra parte, haya sefial, como indicdbamos, de retraccién del contenido que
sugiera desecacién o pusiera de manifiesto estructura de la membrana. Los as-
pectos como de céapsula en algunos casos, los consideramos puramente acci-
dentales.

Hay casos bien manifiestos de un ordenamiento de concreciones dobles,
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~ triples, del contenido celular, que parecen indicar un paso previo a la divisién
seglin se hace notar en la explicacion de las micrografias (fig. 7).

En este informe previo de nuestro trabajo no tratamos de aquilatar finas
estructuras o mediciones. Hacemos referencia de paso a diversos métodos de
reproduccién; sin embargo, queremos dejar todo lo relacionado con las fun-
~ ciones de estas células para cuando su morfologia quede bien estudiada.

SUMMARY

An advance account is given of work carried out with the Electron Micros-
cope on Symbiotic Nitrogen Bacteria. Many micrographs were obtained of
micro-organisms found in Trifolium, Pisum, Phaseolus, Melitotus, Robinia, etc.
In the light of those micrographs, of wich several are published in the paper,
. reference is made therein to internal structure and differentiation of the cell
contents, to indications of nuclear morphology and function; also to polar gra-
nules, to smaller dotted bacilli, and to several bacterial forms or appearances of
the same form. A further systematic study will follow.
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Fic. 2.
Material y técnica
como la anterior.
Contenido celular
denso, hastante uni-
forme. Nétese en ca-
da una, por lo me-
nos, una vacuola.
Aumento, 12.000 dia-

metros.

(0. r.)

Frc. 1.

Rhizobium en Tri-
folium pratense;
preparacién directa,
fijada por secado en
solucién fisiolégica y
montada desde agua.
Formas mamelona-
das y en botella con
gemmacion manifies-
ta. Aumento, 12.000
didmetros.

(original reducido)




Fic. 3.

Rhizobium en Melitotus. Fuerte tratamiento con tetraéxido de osmio (veinticuatro
horas). En la parte inferior derecha, evidencia de auténtica ramificacién. En ninguna
unidad separada o separable falta una manifiesta: condensacién del contenido. x 12.000.



Fic. 4.

Rhizobium en Melitotus. Sin otra fijacion que el secado. Una célula, a la izquierda,
con tres condensaciones. A la derecha, en la forma de T, aparece continuidad de mate-
ria; el travesafio oblicuo de la cruz, parece ser sélo contiguo y ligeramente super-
puesto. x 12.300.



Fic. 6.

Rhizobium en Meli-
Lotus. Células super-
puestas y contiguas,
con condensaciones
y vacuolas. Se nota
aqui también algo
de predominio de
una vacuola. Por se-
cado en solucién sa-
lina. x 12.000.

(0. 1.)

Fic. 5.

Rhizobiun en Meli-
Lotus en forma de
cabeza de hueso.
Contenido de aspec-
to estromatoso, prac-
ticamente continuo.
Fijacién por secado.
x 12.000.

(0. r.)




Fic. 1.

Bacteria en el évulo de Meli-Lotus. Esta notable fotografia reproduce con toda claridad
el bacilo que en nuestros experimentos llamamos punctatus, por la intensa diferen-
ciacién de los corpiisculos bipolares. Son especialmente visibles con el tetraéxido de
osmio. La primera vez los descubrimos débilmente visibles, y para comprobar usamos
luego el reactivo. Aunque en su mayoria son de colocacién bipolar, existen formas
aisladas del mismo aspecto; y a veces, como en la microfotografia inferior derecha apa-
recen dos juntos, como si acabaran de separarse. Hacia el centro misme y centro-derecha,
muestran los bacilos sefiales de divisién. Fijacién por secado en solucién salina.
' % 12.300.



Fic. 9.

Rhizobium en nédu-
lo de Phaseolus.
Ejemplo notable de
forma ramificada
frecuente e n estos
microorganismos;
aunque la microfoto-
grafia muestra tam-
bién las formas con-
tiguas. Secadas en
solucion  fisiolégica
y montadas desde
agua. x 12.000.

(0. r.)

Fic. 8.

Rhizobium en nédu-
los de Trifolium
pratense, secados al
aire por una sema-

_na, para observar el

efecto de la deshi-
dratacién, que  aqui
ha dejado descubier-
ta la zona de la
membrana, que se ve
cruzada por fajas ra-
diales. x 12.000.

(0. 1.)




Fic. 10.

Bacterias en nédulo de Phaseolus. El contenido celular posee una forma espiral o
crenada, o presenta la tendencia de contraerse repetidamente en aspectos de esa forma.
Preparacién tratada con vapores de tetraéxido de osmio. x 13.000.



Fic. 12.

Bacterias de nédulo
de Phaseolus. Culti-
vadas en agar sin ni-
trégeno por siete
dias. (Nédulo exte-
riormente esteriliza-
do c¢on bicloruro
mercurico.) El con-
tenido celular pre-
senta ordenamiento
de estructura previo
a divisién. Las te-
nues indicaciones de
corpusculos polares
se pierden casi en la
reproduccion.
% 12.000.

(0. 1.)

Fic. 11.

Bacterias del nédu-
lo de Phaseolus. Las
células, por cual-
quier causa, han per-
dido algo del poder
de: dispersiéon de los
electrones; mues

tran estructuras de

diferente densidad
relativa. Secadas en
soluciones fisiol6gi-
cas, montadas desde
agua. X 12.000.




Frc. 13.

Bacterias de Phaseolus cultivadas siete dias en agar, sin N. A la derecha—cen-

tro y superior—izquierda se ve el contenido celular redondeado de forma discreta y

pronto a la divisién. Se ve tambiép un cierto mimero de células «fantasma» que, o

han perdido el citoplasmo o ha perdido éste el poder de dispersién. En casi todas se

ven, con todo, restos de alguna porcién densa. Parecen en realidad envolturas vacias.
x 12.300.



Fic. 14.

L3
Cultivo de bacterias de Phaseolus, como antes, tratadas con vapores de tetraéxido
de osmio. Aparecen (mas claras en el original) indicaciones de corpuscul.s polares y
contenido estromatoso. x 12.300.



Fic. 15.

Rhizobium de Pisum sativum (nédulo fresco y superficial), indicaciones de membrana,
bacteroides en forma de cabeza de hueso y con mucha gemacién. Contenido celular
homogéneo y muy refringente. x 8.200.



Fic. 17.

Células de nédulo
de Trifolium praten-
se. La observaciéon
detenida de la rotu-
ra accidental de la
membrana de sopor-
te que pudo captar-
se en la placa nos
provey6 de una téc-
nica de plegamien-
to, que nos permite
deducir la consis-
tencia mas compacta
de una parte del
contenido celular,
algo mas refringente
que el resto. Es co-
mo si se hubiese do-
blado la célula so-
bre si misma. (Véa-
se parrafo 9.) Nédu-
los anegados en agua
durante una semana.
x 12.000.

(0. 1.)

&

Fic. 16.

Rhizobium de Pisum
sativum (del misme
origen que el ante-
rior). Formas rami-
ficadas. x 8.000.

(0. r.)




Fic. 18.

Bacterias del nédulo de Robinia pseudoacacia; condensacién del contenido celular en
los extremos, con centro hialino. x 8.200.



Fic. 19.

Células de nédulo de Phaseolus en subcultivo a diecisiete dias. Presentan aspectos
vacuolares de gran regularidad; sin sefal, con todo, de retraccién del contenido celular
que llega hasta los bordes. x 8.200.



Fic. 20.

Subcultivo como en la figura 19. Izquierda-inferior, célula abombada, tendiendo a
la forma de botella de tipo bacteroide. Arriba, el contenido celular aparece conden-
sado, como apareceria la proyeccién de una estructura espiral; -y .también aqui llega a

los bordes. x 8.000. h




Fic. 21.

Células de nédulo de Phaseolus. Subcultivo. En el centro, célula con contenido dividido

en zonas. Esta interesante preparacién muestra muy variadas formas transicionales

condensaciones polares, corptisculos de aspecto nuclear (centro-derecha) y una célula

cerca de dicho punto, mostrando dos niicleos juntos o estructuras con apariencia de
tales. x 8.200.




INFORMACION

VISITA DEL PROFESOR HAUDUROY

Invitado por el Consejo Superior de Investigaciones Cientificas y Socie-
dad de Microbidlogos Espafioles, visité nuestro pais, en la segunda quincena
de noviembre del pasado afio, el profesor Hauduroy, Director del Instituto de
Bacteriologia, Higiene y Parasitologia, de Lausanne. )

A su llegada a Barcelona, fué recibido por el profesor Oliver Sufié, Secreta-
rio de la Seccion local de Microbidlogos. En dicha ciudad pronuncié dos con-
ferencias: una en la Universidad, en que se ocupé de los ultravirus, y otra en
la Real Academia de Medicina, en la que desarrollé el tema «Recientes adqui-
siciones sobre el bacilo tuberculoso». Asimismo, durante su estancia en Bar-
celona, presidié una reunién cientifica de la Seccién citada.
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Ya en Madrid, donde la recepcién corri6 a cargo del Secretario General de
la Sociedad, profesor Vilas, visité acompafiado del mismo y en dias -suce-
sivos, los -diversos Institutos del Consejo, laboratorios de la Universidad y
diferentes centros técnicos del Estado.

El dia 24, en el Aula Magna del edificio central del Consejo, pronunci6
una conferencia acerca de «Organizacién de la Central de colecciones de cul-
tivos microbianos tipo, de Lausanne». En ella el profesor Hauduroy, como
Director del Organismo citado, creado por el Gobierno de Suiza y subvencio-
nado por la UNESCO, y cuya misién es facilitar gratuitamente la labor de los
cultivadores de la Bacteriologia en sus diferentes ramas, expuso los diversos
trabajos en curso y proyectos a realizar; el intercambio de datos por medio del
gran fichero de la Organizacion, la resolucién de consultas y problemas prac-
ticos, el funcionamiento del Comité de nomenclatura, y los eétudios para con-
seguir la unificacién de técnicas, fueron temas tratados por el conferenciante
con elegancia y claridad. Finalmente, invit6 a los microbidlogos espafioles a
participar en las tareas de la Central de Lausanne y agradeci6 las atenciones
recibidas por parte de la Sociedad y del Consejo. ’

En el curso de conversaciones particulares con el Presidente y Miembros
directivos de la Sociedad de Microbiélogos Espafoles, se convino que ésta con-
feccionaria las listas de estirpes de microbios, virus, etc., peftenecientes a sus
miembros, listas que serian puestas a disposicién del Centro de Lausanne para
facilitar sus fines propios, quedando a su vez las colecciones. d¢l Centro a la dis-
posicion de los estudiosos de nuestro pais.

El Profesor Hauduroy ha dejado en el curso de su visita un grato recuer-
do personal entre todos cuantos tuvieron el placer de conversar con él, ha-
biendo sido captada plenamente por los especialistas espafioles la fuerte per-
sonalidad cientifica del ilustre bacteriélogo francés.

V CONGRESO INTERNACIONAL
DE MICROBIOLOGIA

El Comité Ejecutivo de este Congreso, que se celebrara del 17 al 24 de
agosto del afio préximo, en Rio de Janeiro, estd formado por los doctores Olym-
pio da Fonseca, Filho (Presidente), Henrique Aragao, H. C. de Souza- Araujo,
Genesio Pacheco, Joaquim Travassos y Cassio Miranda.

El programa acordado se desarrollard conforme a las diez secciones si-
guientes:

Seccién 1.*: Microbiologia general—Quimica y fisiologia de los microor-
ganismos; Variacién y mutacién; Antibidticos; Microorganismos- libres.
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Seccién 2.2: Bacteriologia médica y veterinaria.—Bacterias piégenas, mas-
titis; Tuberculosis, B. C. G.; Lepra; Brucelosis; Salmonelosis; Anaerobios
patogenos; Espiroquetas: sifilis' y pinta.

Seccion 3.2: Virus y enfermedades virocésicas—Virosis neurétropas; In-
fluenza y otras infecciones virésicas del tracto respiratorio; Fiebre amarilla;
Fiebre aftosa; Virus vegetales; Bacteriéfago. ‘

Seccién 4.%: Rickettsias y rickettiosis.—Enfermedades del grupo del tifus
exantematico y del de las otras fiebres exanteméticas; Otras rickettiosis; Vecto-
res de las enfermedades rickettsiales; Vacunacion.

Seccion 5.2 Micologia médica y veterinaria.—Micosis pulmonares; Granu-
lomas blastomicésicos; Alergia de las infecciones micésicas.

Seccién 6.2: Protozoologia médica y veterinaria.—Tripanosomiasis y enfer-
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Seccién 7.2: Enfermedades bacterianas de las plantas—Tumores bacteria-
nos; Simbiontes y parasitos de las raices; Microorganismos que atacan la ma-
dera; Enfermedades de las plantas cultivadas en los trépicos.

Seccion 8.2: Microbiologia del agua y del suelo. _
Subseccién a: Microbiologia del agua—Grupo coli-aerégenos; Purifi-
cacién del agua.
Subseccién b: Microbiologia del suelo—Microeorganismos del suelo;
Fijacion del nitrégeno; Factores que influyen sobre la flora micros-
copica del suelo.

.Seccion 9.2: Microbiologia industrial. — Envenenamiento de alimentos de
origen bacteriano; Microbiologia lechera; Descomposicién de la celulosa; Pa-
pel de los microorganismos en la nutricion del hombre y de los animales; Pro-
duccién de sustancias quimicas por fermentacion.

Seccion 10: Inmunidad y resistencia. — Alergia. Mecanismo de la infec-
cién y de la inmunidad; Resistencia inespecifica; Estudios fisicos y quimicos
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ACTAS DE LA SOCIEDAD

SECCION DE MADRID

ACTA DE LA SESION CELEBRADA EL DIA 13 DE ENERO DE 1948.

En Medinaceli 4, y bajo le presidencia de don Juan Marcilla, se celebré el
dia 13 de enero la sesi6n cientifica correspondiente a dicho mes.

Abierta la sesién el Secretario ley6 el Acta anterior que fué aprobada.

A continuacién los sefiores Cremades y Maurin presentados por don Juan
Marcilla leyeron un trabajo sobre «Determinacién del 4cido fosférico asimi-
lable por las plantas, mediante el método de Aspergillus», trabajo ejecutado por
dichos sefiores bajo la direccién del senor Marcilla.

Fué puesto de manifiesto el sentimiento que ha causado en la Soricdaa de
Microb‘6logos Espafioles el fallecimiento del Dr. Rodriguez Illera, Socio de
la misma.

Y no habiendo maés asuntos de que tratar, fué levantada la sesién. Lo que

certifico en Madrid, a trece de enero de mil novecientos cuarenta y ocho.—El
Secretario.

ACTA DE LA SESION CELEBRADA EL DIA 2 DE FEBRERO DE 1948

Bajo la presidencia de don Juan Marcilla, se celebré la reunién cientifica
mensual de la Sociedad, en Medinaceli 4.

Leida por el Secretario el Acta de la reunién anterior, fué aprobada.

El Socio don Rafael Ibafiez leyé una conferencia sobre «Preservacién de
microorganismos». A continuacién el R. P. J. Puiggrés, S. J., di6 cuenta de la
constitucién de la Delegacién de Barcelona, en cuyo gobierno sera ayudado por
don J. Oliver Sufié¢ y don José M.* Rosell. Ha quedado instalada en el edificio
de la Biblioteca Central, calle del Carmen ntimero 47, Barcelona.

Y no habiendo mas asuntos de que tratar fué levantada la sesién. De lo
cual levanto Acta y como Secretario lo certifico en Madrid, a tres de febrero
de mil novecientos cuarenta y ocho.—El Secretario.
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ACTA DE LA SESION CELEBRADA EL DIA 1 DE MARZO DE 1948

En Medinaceli, 4, y a las siete y media de la tarde del dia 1 de marzo, cele-
bré su reunién cientifica mensual la Sociedad de Microbiélogos Espafioles. Pre-
sidi6 don Juan Marcilla. '

Leida por el Secretario al Acta anterior fué aprobada. Seguidamente el Socio
don Benito Regueiro Varela, leyé una revision sobre «Antigenes de gérmenes
Gram-negativos». ‘

A continuacién, el sefior Presidente di6 cuenta de una carta del sefior Na-

" jera en la que dimite su cargo en la Junta por ausentarse a Tucuman. Se acor-
dé que continde en la Junta hasta que sea el periodo normal de renovacion.
Y no habiendo mas asuntos que tratar, fué levantada la sesién. Lo que cer-
tifico en Madrid, a tres de marzo de mil novecientos cuarenta y ocho.—EI Se-
crelarto.

ACTA DE LA SESION CELEBRADA EL DIA 5 DE ABRIL DE 1948

A las siete y media de la tarde, y en Medinaceli, 4, celebré la reunién
mensual ordinaria la Sociedad de Microbiélogos Espafioles. Presidié don Ri-
cardo Salaya. ,

Abierta la sesién, el Secretario ley6 el Acta de la sesién anterior, que fué
aprobada. .

Seguidamente, el socio don Benito Regueiro ley6 una comunicacién so-
bre «Accién de las sulfamidas sobre la fermentacién producida por levaduras.

» Se admitieron como nuevos socios a los «Laboratorios Alter», a don Ra-
fael Préstamo y a don Ricardo Sanchez Carrera, que fueron presentados por
don Ricardo Salaya y el Secretario que suscribe.

No habiendo mds asuntos que tratar se levanté la sesién, de lo cual le-
vanto Acta y, como Secretario, lo certifico en Madrid, a seis de abril de mil
novecientos cuarenta y ocho.



BIBLIOGRAFIA

Continuamos la publicacién sistematica, por orden cronolégico de los titu-
los de los trabajos que han aparecido en los tltimos afios en las principales re-
vistas. microbiolégicas. Ello permite una fécil orientacién dentro del panorama
internacional de la especialidad.

Las iniciales que van al final de cada cita corresponden al Centro en que
se encuentra la publicacion en ellas indicada, y cuya interpretacién se da siem-
pre al comienzo de las listas. Si aquéllas pertenecieran a bibliotecas personales
de los sefiores socios, se indicara siempre, al final de la cita y entre paréntesis,
- el nombre, apellidos y direccién del propietario de la publicacion. Si existiera
en varias bibliotecas la misma publicacién, se indicaran todas, y sélo en el caso
de ser excesivamente numerosas las referencias se hara seleccion de las mismas.

M. M.—Laboratorio Municipal de Madrid.

I. A—ZEscuela de Ingenieros Agréonomos.
M. G. A.—Instituto de Microbiologia’ General y Aplicada.
. A.—Estacién de Quimica Agricola.

L.
E.
I
I. E—Instituto de Edafologia.
I. C.—Instituto Cajal.

E. F. A. M.—Estacién de Fitopatologia Agricola de Madrid.

Mediante convenio con el servicio de Microfilm del Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas, la Sociedad puede facilitar a los sehores socios re-
producciones de los articulos que deseen, para lo cual bastara escribir al Se-
cretario de la Sociedad, Serrano, 113, Madrid, precisando el nimero en negri-
tas que encabeza el articulo cuya copia se solicita. '

Los precios y condiciones se detallan al final de esta Seccidn.
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Fotocopias en Microfilm (Unidad = fotograma formato Leica, 24 X 36 mm.)
a) En rollo de cinta continua. '

'b) En filmofichas.

La modalidad «filmoficha» por la gran facilidad de ordenacién, archivacién, locali-
zacion rapida de cintas y manejo de lectura, supera con mucho a la modalidad en rollo.
Se llama «filmoficha» una tira de pelicula de cinco fotogramas y medio (en otros sis-
temas seis), en que caben diez paginas de libro ordinario (libro abierto, o sea dos pa-
ginas cada foto). El medio fotograma que se afiade (uno entero entero en otros sistemas)
se destina a «referencia», es decir, titulo y signatura en la filmoteca y en el centro de
origen. Las filmofichas, para ofrecer tales ventajas, van alojadas en unas carpetas «Fil-
moteca» especialmente dispuestas para contener diez de ellas (cien paginas o cincuenta
folios) en léculos perfectamente adaptados con sus referencias numeéricas y espacio pre-
ciso para titulos, paginas y toda clase de indicaciones fitiles.

Fotocopias en papel.

En positivo; a diversos tamafios; se sirve juntamente el negativo en pelicula, sin
aumento de precio, si se pide.

Precios : -

En microfilm: 50 céntimos por fotograma. Minimo pagable: 2,50 ptas. (una filmo-
ficha).

Carpeta «Filmoteca» : 2 ptas. Para cien paginas.
En papel: tamafio 9 X 12 cms., 2 ptas.; 13 x 18 cms., 2,50 ptas.; 18 x 24 cms., 3
6 4 pesetas segin el papel. Tamafios mayores, precio a convenir en cada caso.
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