9/41 CA0BLOLOCOS

AN R l v”///////
N 2 o

Vor. 1lI
N° 2

MEML

S
6\\ 9, g 9
STAN
R E Q@ 92
SE 39
e ~~
\,d;r ,‘\ 4 * \\QE
Q/’_ ST \ D Q
SEORRN NS
%3 AN §
Cs52UBC. S L.CETED




Presidente
Vicepresidente
Secretario
Bibliotecario
Tesorero
Vocal de Bacteriologia

SOCIENAD DE MICROBIOLOGOS ESPANOLES

JUNTA DIRECTIV A

de Inmunologia ...........
de Micologia ..............

de Protozoologia
de Viriologia

---------------------
..................
......................
....................
.......................

...........

..........

.............

de Microbiologia Sistemdtica.
de Microbiologia Aplicada ..
de Microbiologia Patolégica .

D.
D.

Juan Marcilla Arrazola.

. Gerardo Clavero del Campo.
. Lorenzo Vilas Lépez.
. Ricardo Salaya Leon.

Miguel Benlloch Martinez.
Valentin Matilla Géme:.
José Garcia Bengoa.

José de Benito Martinez.
Luis Ndjera Angulo.

. Eduardo Gallardo Martinez.

Arnaldo Socias Amorés.
Rafael lbdriez Gonzdlez.
Pedro Carda Gémez.



PRECIO: 22 PESETAS




SUMARIO

Piginas
CONFERENCIAS Y COMUNICACIONES
Investigaciéon de nuevos agentes quimioterapicos, por
Selman A. Waksman ...........ooooiiiiiiiiiiiie 83
Bacterias y mohos procedentes de cultivos de foliculos tra-
comatosos, por A. Socidas .......coiiiiiiiiiiiii - 99

Ensayo microbiolégico de la vitamina B,, con el L.
leichmannii.—Influencia del pH y temperatura
en su estabilidad, por R. Préstamo ................coeuees 117
Posibilidad de fabricar levaduras prensadas sobre prehi-
drolizados de residuos agricolas, por Juan Marcilla

Arrazola y Luis Hidalgo Ferndndez-Cano ............... 125
INFORMACION

Estancia del profesor Waksman ........coovvvviiiiiininns 131
" Discurso del profesor SOCIGS «ueesesnsesennensesssnsansaneenransasenasses 133

Discurso del profesor Waksman couesereeeetneesinesenrastiecseasiaseassnns ]40
Sir Howard Walter Florey .......coooivviiiiviniiiiniiinininnns 141
El profesor Penso, en la Sociedad ...........cccovveviienenins 142
Nueva coleccién de bacterias de interés industrial ......... 142
Actas de la Sociedad ...coiiiiiiiiiii e 144

BIBLIOGRAFIA

Indice de articulos de Revistas .........covvvviviviniiiniinnnnns 145
SE SUPLICA EL CAMPERIO TODA LA CORRESPONDENCIA
ON DESIRE L’ECHANGE DEBE DIRIGIRSE A
MAN BITTET DEN WECHSEL MICROBIOLOGIA ESPANOLA
WE BEG THE CHANGE SERRANO, 113 - MADRID - (ESPANA)

Nimero suelto: 22 pesetas. Suscripcién anual (4 nimeros): 80 pesetas.



GRATICAS TEJARIO, S. A. Plaza del Biombo, 4. Teléfono 22 12 88. MADRID



INVESTIGACION DE NUEVOS AGENTES QUIMIOTERAPICOS (*)

Selman A. Waksman.

Quisiera presentarles los métodos y procedimientos que han sido estable-
cidos para el estudio de la formacién, aislamiento, propiedades y utilizacidn
para fines quimioterdpicos de los antibiéticos, o sustancias producidas por mi-
croorganismos y que tienen la capacidad, en disoluciones diluidas, de inhibir el
crecimiento e incluso de matar a otros microbios.

¢Como se descubren los organismos que son capaces de producir antibiéticos
que el clinico puede utilizar para combatir a diversas enfermedades contagio-
sas? Se conocen al presente dos caminos a la Quimioterapia, o mejor dicho, dos
procedimientos generales para el descubrimiento de nuevos agentes quimio-
terdpicos.

Uno de ellos es la sintesis de productos activos realizada por el quimico, y
pondré como ejemplo las investigaciones brillantes de Ehrlich, quien descubrié
las potencialidades del salvarsan y otros productos arsenicales utilizados prin-
cipalmente para combatir enfermedades producidas por espiroquetas y pro-
tozoos; y mds recientemente, el descubrimiento del grupo variado de sulfona-
midas uvtilizadas para el tratamiento de cierto ndmero de infecciones bacterianas.

El segundo procedimiento es el del microbiélogo. Primeramente, los bidlo-
gos o los naturalistas se enteraron por sus propias observaciones o a través de
la experiencia popular de la eficacia de ciertos productos de origen vegetal,
como, por ejemplo, la quinina, para combatir ciertas infecciones y hoy dia el
microbiélogo ha entrado de lleno en esta investigacién en el nuevo campo de
los antibidticos.

:Qué son los antibiéticos? Antes de describirles el camino que sigue el mi-
crobidlogo en el descubrimiento de nuevas sustancias antimicrobianas, que pu-
dieran ser utilizadas como agentes quimioterdpicos, deseo primeramente definir
los antibidticos, para describir sus propiedades y para indicar en qué se dife-
rencian de los antisépticos y desinfectantes corrientes.

(*) Conferencia pronunciada el 18 de abril de 1950 en la SOCIEDAD DE MICRO-
BIOLOGOS ESPANOLES. Traduccién de F. Bustinza.
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Los antibidticos son altamente selectivos en su accién sobre diversas bac-
terias, hongos y virus. Esta selectividad se extiende no solamente a los géneros
o especies, sino incluso a ciertas estirpes bacterianas. Algunos antibiéticos son
capaces de atacar ampliamente a las bacterias Gram positivas y solamente en
extension limitada, a las formas Gram negativas, en tanto que otros antibiéticos
actban de igual modo sobre grupos determinados de bacterias Gram positivas
y Gram negativas.

Algunos antibiéticos no tienen influencia sobre los hongos, otros atacan a
hongos y bacterias, en tanto que otros acttan Gnicamente sobre hongos. Algu-
nos son activos frente a Rickettsias y algunos pocos atacan a los virus de mayor
tamafio. Algunos poseen actividad antiprotozoq y anti-Trichomonas. No se conocen’
todavia antibidticos que sean activos frente a los virus de menor tamafio, aunque
existen indicaciones de que pueden ser descubiertos y ello es solamente cuestién
de tiempo. Estas variaciones en la actividad antimicrobiana de los diversos anti-
bidticos sobre diferentes microorganismos, no solamente son de indole cualitativa,
sino también cuantitativa. Podemos, pues, hablar del espectro antibiético, o sea,
de la accién selectiva de un determinado antibiético sobre determinadas bacte-
rias y ofros microorganismos.

La segunda propiedad mds importante de los antibiéticos es el hecho de
que no representan un Unico compuesto quimico, pues, en realidad, se trata de
un. grupo muy variado de compuestos, desde sustancias relativamente sencillas
que contienen solamente carbono, hidrégeno y- oxigeno, a otras mds comple-
jos que contienen también nitrégeno, azufre, e incluso cloro. Los antibidticos
también varian grandemente en su esfructura quimica. Algunos antibidticos no
son simples entidades quimicas, sino que estdn formados por grupos de com-
puestos que pueden diferir solamente én ciertas pequefias variaciones en su
estructura quimica y actividad antibacteriana; tal es el caso en el grupo de
las penicilinas.

Algunos microorganismos son :capaces de producir més de un antibiético.
Esto ha sido demostrado hace ya mucho tiempo en la bacteria Pseudomo-
nas aeruginosa, que forma no solamente piocianasa y piocianing, sino
también otros compuestos del grupo de los pyo, écido piolipico y ofros. ‘

El moho Aspergillus flavus elabora écido aspergilico y penici-
lina. Las estirpes de Streptomyces griseus productoras de estrepto-
micina elaboran también manésido-estreptomicina, actidiona y estreptocina, en
tanto que otras estirpes de ese mismo organismo pueden elaborar otros anti-
biéticos e incluso pueden ser incapaces de elaborar antibibticos. Las especies
productoras de estreptomicina originan, en determinadas condiciones, mutaciones
que poseen potencialidades antibiéticas diferentes de los cultivos madres. El
Streptomyces fradiae produice neomicina, sustancioc que es
activa frente a bacterias y actinomicetos e inactiva frente a los hongos, y fra-
dicina, que es activa Unicamente frente a los hongos. El rendimiento en



INVESTIGACION DE NUEVOS AGENTES QUIMIOTERAPICOS 85

un determinado antibiético puede variar desde meros indicios a centenares de
unidades por cada c. ¢. de medio de cultivo, y ello depende de la estirpe del
organismo, composicién del medio y condiciones en que se haya efectuado eJ
crecimiento.

Creo que la informacién que les he dado es suficiente para deducir que la
produccién de antibiéticos por ciertos microorganismos es una propiedad que
puede cambiar no sélo cualitativamente, sino también cuantitativamente. Por
otra parte, un mismo antibidtico puede ser producido por diferentes microor-
ganismos. La penicilina es elaborada no solamente por el Penicillium
notatum, sino también por el Aspergillus flavus y por algunos
otros hongos. Lo mismo ocurre con respecto a la produccién de estreptomicing,
clavacina y otros varios antibiéticos. Debido a esta propiedad, y como el anti-
bidtico es frecuentements designado con un nombre relacionado con el del or-
ganismo que le produce, ocurre que muchas veces se han dado varios nombres
para la misma sustancia. Asi, a la clavacina se le han dado cinco nombres di-
ferentes.

Algunos antibidticos, tales como la penicilina, son destruidos répidamente
por varios microorganismos, en tanto que otros, tales como la estreptomicing,
son altamente resistentes al ataque microbiano. El modo de accién de los anti-
biéticos sobre las bacterias también difiere, pues algunos interfieren con la mul-
tiplicacién celular; otros con la respiraciéon celulor o con otros mecanismos en-
zimdticos. El futuro de la quimioterapia depende de un conocimiento correcto’
de la accién de los antibiéticos sobre las bacterios para que podamos aprender
a imitar dicho efecto sintetizando compuestos quimicos adecuados que posean
las mismas o similares propiedades. )

Los qm‘ibiéﬂcbs varian grandemente en su toxicidad con respecto a los ani-
males; algunos, como la penicilina, son sélo ligeramente téxicos. Otros revelan
efectos téxicos limitados; la estreptomicina, por ejemplo, causa un ligero tras-
torno vestibular en algunos de los enfermos. Otros antibidticos, como la actino-
micina, son altamente téxicos. Algunos antibidticos pueden ser modificados qui-
micamente para reducir sus propiedades téxicas. Un derivado de la estreptomicina
ha sido obtenido y se conoce con el nombre de dihidroestreptomicina y es menos
téxico para el organismo animal.

Las bacterias sensibles a un determinado antibiético pueden gradualmente
desarrollar resistencia cuando se las deja estar en contacto con él durante cierto
tiempo. Los diferentes antibidticos muestran marcada diferencia en este aspecto.
Algunos, como la estreptomicina, permiten el répido desarrollo «de resistencia
en las bacterios sensibles. Otros, tales como la penicilina, permiten solamente un
«desarrollo gradual de resistencia en muy pocas bacterias sensibles. El proceso
de readquisicion de la sensibilidod o pérdida de la resistencia difiere no sola-
mente con el antibidtico, sino también con la bacteria.

Estas propiedades de los antibidticos sugieren que variardn grandemente
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como agentes quimioterdpicos potenciales. Esta es la principal razén del porqué
de mas de cien antibiéticos que han sido aislados durante los ltimos diez afios
Unicamente cinco o seis han hallado aplicacién préctica en el tratamiento de
algunas enfermedades infecciosas.

¢Coémo podria proceder un microbidlogo para aislar una sustancia antibié-
tica y para establecer sus propiedades quimioterdpicas? Quisiera conducirles a
través del laboratorio para irles informando de las varias etapas en el aisla-
miento de un antibidtico.

Comencemos con el suelo, que no es una masa muerta de residuos inertes,
sino que estd lleno de vida. En ella podemos reconocer filamentos de hongos
actinomicetos rodeando las particulas del suelo. Puesto que trataré con cierta
extension de los actinomicetos, es esencial consignar que estos organismos cre-
cen abundantemente en el suelo, formando del 10 al 50 por 100 de todos los
microbios capaces de desarrollarse en ias placas con agar.

En el proceso de aislamiento de una sustancia antibiética, existen, al menos,
ocho o diez diferentes etapas. Primero se siembra el suelo. Se aislan diversas
colonias y se cultivan en medios nutritivos adecuados. Los organismos asi aisla-
dos se ensayan para investigar sus propiedades antimicrobianas. Hay que des-
cubrir los medios de cultivo liquidos adecuados para el crecimiento de dichos
organismos. Los filtrados de esos cultivos se ensayan para investigar la presencia
de antibidticos.

Hay que averiguar los métodos para separar las sustancias activas de los
medios de cultivo y luego concentrarlas y purificarlas.

Ya aisladas las sustancias, se determina si son idénticas ‘al material active
presente en el cultivo original. Los preparados aislados se estudian desde el
punto de vista de su toxicidad y de su actividad en la experimentacién animal
'y, finalmente, por sus aplicaciones clinicas.

Estos procedimientos varian mucho y dependen de los sustratos de los que
los organismos productores de antibiéticos son aislados, la naturaleza del
antibidtico producido y los recursos y el personal con que cuente el laboratorio.
Frecuentemente, un cambio en el método de crecimiento de un determinado or-
ganismo puede determinar cdmbios en los métodos de operacién. La penicilina
se preparé primeramente por el método del cultivo en superficie en botellas
y frascos; mds adelante se introdujo el método llamado del cultivo sumergido.
También debo mencionar las grandes posibilidades para mejorar el rendimiento
de un antibidtico por seleccién de las estirpes, por cambios en la composicién
de los medios «de cultivo y por mejora en las condiciones del crecimiento. Puesto
que los diferentes antibidticos varian en sus propiedades quimicas, los métodos
para su aislamiento varion también grandemente. El material activo puede ser*
absorbido sobre carbén o sobre otros absorbentes, para luego remover con
alcohol acidificado o mediante un disolvente orgdnico. Otros se extraen direc-
tamente de los medios mediante disolvente.
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La produccién y el aislamiento de los antibidticos comprende la colaboracién
del microbiélogo, del quimico, del farmacélogo, del fisiblogo, y, finalmente, del
fabricante. La colaboracién del quimico es también necesaria para establecer
sus propiedades quimioterdpicas. El microbidlogo puede comenzar ensayando
la actividad de millares de organismos. El quimico puede llegar al aislamiento
final de una docena de sustancias. El farmacdlogo puede aprobar como Utiles
solamente una o dos que pasen finalmente a la estimacién clinica.

Es decir, que antes de que un producto se coloque en las manos del investi-
gador clinico ha habido que realizar un considerable volumen de investigacion,
para seleccionar, comparar y ensayar. ,

Realmente, cualquier microbidlogo, y muy especialmente el especialista en
bacteriologia del suelo y el fitopatélogo, han observado frecuentemente el hecho
de que ciertas colonias que se desarrollan sobre agar nutritivo en placas, se
rodean en ciertos casos de zonas claras de inhibicién del crecimiento bacteriano
sobre la placa. La gran importancia de este fenémeno no fué, sin embargo,
reconocida, pues se consideraba que era debido a envejecimiento del medio o
a la liberacién de algin principio letai o cosa similar. Estas observaciones fueron
pronto olvidadas, al menos en lo que se refiere a su significado potencial
prdctico.

Sin embargo, se fué apreciando gradualmente que se trataba, en estos casos,
de un principio fundamental en microbiologia. Este es el caso, especialmente
en lo relacionado con la observacién de Fleming en 1928, de la produccion de
un agente antibacteriano por un hongo verde, posteriormente identificado como
Penicillium notatum. A dicho agente, el investigador britdnico de-
signé con el nombre de penicilina. ,

Sin revisar el desarrollo histérico de nuestro concepto presente de antibio-
ticos, sefialaré algunos de los procedimientos. que actualmente se utilizan en
el aislamiento de los antibidticos. Una placa con agar se inocula con una sus-
pensién de bacterias, por ejemplo, Staphylococcus aureus, y anfes
de que el agar inoculado se solidifique, se le adiciona una suspensién diluida
de tierra. Esta placa se incuba o 28°. Ciertos organismos del suelo crecen y
producen alrededor de sus colonias zonas claras en las que el crecimiento del
estafilococo ha sido inhibido. Esos organismos producen antibiéticos activos
sobre la bacteria ensayada. Sin embargo, muchos de los organismos del suelo
no producen a su alrededor esas zonas de inhibicién. Algunos de los que las
producen son hongos, ofros son actinomicetos y otros son bacterias. De esas
colonios se toma material y se siembra en estria sobre placas con agar. Se
permite que estas resiembras crezcan durante veinticuatro a cuarenta y ocho
horas y luego se siembran en estria diversas bacterias en direccién perpendicular
o confluente a la colonia del organismo ensayado. Este ensayo tiende a confir-
mar no solamente las propiedades antibacterianas del agente activo, sino tam-
bién a determinar su espectro antibidtico, o sea, su accién selectiva sobre di-
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ferentes bacterias. Mediante tales procedimientos sencillos es posible conocer
répidamente si es prometedor el particular antibiético. Entonces puede decidirse
si estan justificadas las etapas que han de seguir, tales como cultivo en distin-
tos medios, aislamiento, etc. No se trata meramente de hallar organismos que
sean altamente eficaces frente a las bacterios, u otros microorganismos, sino
que interesa también muy particularmente su actividad selectiva. No merece la
pena perder el tiempo en el momento presente con un nuevo agente que no
tuese superior a la penicilina.

Desde el aislamiento de la estreptomicina en los afios 1943-44 me he ocu-
pado principalmente en la investigacién de organismos que producen antibidticos
activos frente a aquellas bacterias que se han hecho resistentes a la estrepto-
micina. Para este objeto pueden emplearse como organismos de ensayo las
estirpes estreptomicin-resistentes. Asi se puede determinar de primera intencién
si se trata de un tipo de sustancios que corresponden al especial inferés ante-
riormente indicado. En este periodo de cerca de cinco a seis afios han sido
examinados unos 50.000 cultivos y varios antibiéticos han sido aislados. De éstos,
lo neomicina parece ser la mds adecvada para aquella finalidad, pues
todas las estirpes resistentes a la estreptomicina son sensibles a este antibiético
con el mismo grado a como lo son las correspondientes estirpes sensibles a la
estreptomicina. .

Mediante un grupo de bacterios de ensayo seleccionadas cuidadosamente,
es posible identificar antibidticos desconocidos, producidos por organismos re-
cientemente aislados. Supongamos que un organismo desconocido produce un
antibiético que no es activo frente a las estirpes resistentes a la estreptomicina
y que favorece el crecimiento de las estirpes estreptomicin-dependientes; dedu-
ciremos que debe ser estreptomicina o uno de sus derivados. El empleo de cul-
tivos bacterianos especiales que se les ha hecho resistentes a un determinado
antibiético para la finalidad de identificar nuevos antibiéticos, es un nuevo y muy -
til instrumento en las manos del investigador de antibiéticos. Mediante esos
y otros métodos, ha sido posible establecer que un gran ndmero de hongos,
bacterias y actinomicetos son capaces de producir antibiéticos. Esta propiedad
no es caracteristica de la familia, del género, ni siquiera de la especie, sino
solamente de cierias estirpes dentro de determinadas especies. Unos ejemplos
serdn suficientes. ‘

Se sabe que los hongos producen un gran ndmero de antibiéticos. El pri-
mero de éstos fué aislado en 1895 y designado con el nombre de dcido
micofenélico, y el Oltimo en 1949 y designado con el nombre de can -
didulina. Entre estos dos extremos un gran nimero de compuestos han
sido hallados, tales como la gliotoxina, dcido penicilico, fu-
migacina, 4cido gladiélico, clavacina o claviformi-
na, chetomina, dcido aspergilico, y el mds importante de
todos ellos: la penicilina. Estas sustancias varian mucho en su espectro
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antibidtico, propiedades quimicas, toxicidad, actividad in vivo y potencia-
lidades quinioterdpicas. De todas ellas, solamente la penicilina ha encontrado
amplia aplicacién préctica. Ademés de los hongos inferiores, los hongos supe-
riores, vulgarmente llamados setas, son también capaces de producir algunos
antibidticos, siendo el més importante de estos Gltimos la clitocibina, de
la que se han publicado trabajos que dicen tfiene un efecto marcado sobre
el microbio de la tuberculosis.

Las bacterias son también capaces de producir gran nimero de antibiéticos.

Ciertas bacterias esporuladas produceﬁ tirotricina, bacitracina,
subtilina, subtilisina, polimixina, aerosporina, y al
gunos otros antibidticos. Ciertas bacterias no esporuladas producen piocia-
nasa, piocianina, prodigiosina, nisina, colicinas vy
otros antibiéticos. De eStos antibidticos, solamente la tirotricina, la bacitracina
y posiblemente la polimixina, han hallado aplicacién préactica en el control de
ciertas enfermedades en el hombre y en los animales

Los actinomicetos forman un grupo de organismos a los que he consagrado
la mayor parte del trabojo de mi vida de investigador. Hace actualmente
treinta y cinco afios que comencé, en Rutgers, a estudiar a los acfinomicetos
como parte de un mdés amplio proyecto sobre «las bacterias, actinomicetos y
hongos del suelo». Cuando primeramente emprendi, en 1939, el estudio de la
tormacién de antibidticos por estos organismos, solamente se conocian dos pre-
parados antibacterianos, producidos por determinadas especies, y eran la
actinomicetina y lo actynomices-lisozima, ninguna de las
cuales era verdadero antibidtico, ni fueron bien interpretadas en su signi-
ficacién. La primera sustancia que aislamos en 1940, fué desigrlxcda con el nom-
bre de actinomicina. Se trataba de un compuesto ciclico nitrogenado,
de color anaranjado y muy téxico. Es producido por un gran ndmero de acti-
nomicetos y desde entonces ha sido sefialado por investigadores de todo el
mundo. El siguiente compuesto importante que aislamos en 1941, fué designado
con el nombre de estreptotricina. Esta era mucho menos toxica y mu-
chisimo mas eficaz, lo mismo in vitro que in vivo, frente a infecciones
causadas por diferentes bacterias, y entre ellas ias Gram negativas. Investiga-
ciones realizadas més adelante, revelaron que tenia un efecto téxico retardado
sobre los animales de experimentacién.

Antes de que la estreptotricina llegara a ser ensayada clinicamente, aisla-
mos en 1943 la estreptomicina. Este antibidtico parecia suplementar a la peni-
cilina para combatir diversas infecciones bacterianas, ya que la penicilina
actuaba principalmente sobre enfermedades causadas por bacterias Gram po-
sitivas, cocos y espiroquetas y la estreptomicina sobre enfermedades producidas
por bacterias Gram negativas y por bacterias dcido-resistentes. La estreptomicina
tenia, sin embargo, ciertas limitaciones, especialmente su efecto perjudicial sobre
la condicién vestibular de algunos de los enfermos y el potencial desarrollo de
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resistencia en las -bacterias por un prolongado contacto con este antibidtico.
Otros agentes fueron pronto descubiertos en otfros laboratorios, siendo los més
importantes la cloromicetina, aureomicina y terramicina,
especialmente porque son activos sobre rickttesias, y sobre alguno de los
virus de mayor tamafic. También hemos aislado nosotros la neomicina
y loa fradicina, cuyas potencialidades estdn ahora investigandose. Puede
afirmarse con certeza que, desde el descubrimiento de la penicilina, los anti-
biéticos més importantes han sido aislados de actinomicetos. Una reciente es-
tadistica demuestra el hecho de que no menos de treinta antibiéticos son pro-
ducidos por actinomicetos.

El simple aislamiento de un organismo capoz de formar un antibiético de-
seable constituye Unicamente el primer paso en el aislamiento de tales agentes.
Luego vienen los problemas en relacién con el estudio de los medios mds ade-
cuados para el cultivo de dicho organismo y la produccién del antibidtico.
En esta eftapa, todavia se manejan preparados crudos y, por tanto, nade se
sabe sobre las propiedades quimicas del nuevo antibiético. Todavia hay que
recorrer un camino largo antes de que la sustancia activa haya sido aislada al
estado puro. La concentracién del nuevo antibiético se mide por su capacidad
para inhibir el crecimiento bacteriano y entre tanto se va obteniendo informa-
cién sobre su naturaleza por su accién selectiva sobre diferentes bacterias,
o seq, su espectro antibiético. En cada etapa del aislamiento y purificacién,
esta actividad selectiva sobre diferentes bacterias y sobre otros microorganismos
debe tenerse presente, para tener la certidumbre de que se trata de la misma
sustancia y no de ofro agente, puesto que el organismo que produce el antibié-
tico es un sistema biolégico que varia en su naturaleza y que puede originar,
bajo diferentes condiciones de cultivo, otros antibiéticos diferentes del hallado
primeramente.

Se han dado casos en que un investigador llegé al aislamiento de una sus-
tancia totalmente diferente de la que se halloba presente originariamente en
el medio, o diferente de la sustancia en la que él se interesé primeramente
y ello debido sencillomente a que media la potencia del material aislado por
su actividad antibactericna y no habia sido suficientemente reconocido el sig-
nificado del espectro antibidtico de tal material.

Después del método cualitativo de ensayar antibidticos desconocidos, la
determinacién cuantitativa es lo mds importante. Aqui también, hasta que se
descubre un procedimiento quimico adecuado para medir la concentracién del
antibiético, se hace la estimacién cuantitativa sobre la base de la actividad
del antibiético sobre un cierto microbio de prueba. El método turbidométrico
mide el grado de crecimiento del organismo de prueba en medios liquidos,
y el método del pocillo mide el grado de difusién del antibiético en medios
sélidos que se deduce de la zona de inhibicién. La seleccion del organismo de
prueba es en estos casos de gran importancia. Algunos antibiéticos, tal ocurre,
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por ejemplo, en el caso de las diversas penicilinas, estdn caracterizados por la
relacion entre las inhibiciones del crecimiento de diferentes bacterias de prueba.

Una vez que el medio ha sido seleccionado y decidido el método de valo-
-racién, entra en escena el problema de hacer crecer al organismo en escala
industrial. El ingeniero quimico, o, quizd mejor el ingeniero bacteriélogo, ha
prestado grandes servicios al pasar de los resultados logrados en cultivos en
frascos o los cultivos en los grandes fermentadores de diez a cincuenta mil
litros de capacidad; los problemas de la aireacién y de las contaminaciones han
sido problemas de grandes dificultades, pero que fueron resueltos con éxito.

La exfraccion del antibidtico del medio liquido, su purificacién y luego su
aislamiento en forma cristalina, implican un nimero de importantes problemas
que son del dominio del quimico mdas que del microbidlogo. La colaboracién de
los dos es, sin embargo, de lo mds importante, por las razones previamente
presentadas. El aislamiento de la penicilina, la dilucidacion de su estructura
quimica y de sus potencialidades quimioterdpicas, serdn un monumento a la
eficaz colaboracion entre quimicos y microbidlogos, gobierno e industria, inicia-
tiva individual e investigacién en equipo, no solamente en escala nacional, sino
también en escala internacional, puesto que fué el resultado de la colaboracién
de los investigadores de la Gran Bretafia y Estados Unidos. ;Quién puede argu-
mentar después de lo dicho que la solucién de algunos importantes problemas
no dependa de este tipo de colaboracién? El aislamiento y la utilizacién de la
estreptomicina no fué llevado a cabo en tan gran escala, pero también aqui
fué necesaria la colaboracién de investigadores en un pequefio laboratorio
universitario, en una organizacién industrial grande y en una clinica importante,
antes de que fueran reconocidas las potencialidades de este antibiético.

Puesto que cada antibidtico representa un tipo diferente de entidad quimica,
en cada caso el quimico debe descubrir nuevos métodos para el aislamiento
y purificacién. Puede utilizar adsorbentes tales como carbones, zeolitas o re-
sinas para separar la sustancia del gran volumen del medio, o puede utilizar
disolventes tales como el éter, cloroformo o alcohol butilico para extraer el
antibidtico directamente del medio. Puede utilizar cromatogramas sobre papel
o sobre zeolitas para separar las diversas entidades antibidticas. Mds pronto
o més tarde podrd lograr cristalizar el compuesto y determinar su estructura
quimica. Sigue a esto el intento de sintesis. Hasta ahora, el quimico ha tenido
éxito solamente en tres casos, de los cuales Unicamente uno ha tenido interés
prdctico.

Los antibiéticos hasta ahora sintetizados son la clavacina, la pe-
nicilina yla cloromicetina, de los cuales Unicamente el Oltimo es
obtenido en escala industrial por sintesis y al producto de sintesis se le designa
con el nombre chloramphenicol.

Una vez aislado el antibiético ya al estado crudo o muy purificado, el
estudio de su toxicidad y de su actividad in vivo debe preceder a su apli-
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cacién clinica. Esto implica resolver muchos problemas, como lo confirman los
numerosos ensayos que realiza el farmacélogo. Finalmente interviene la seccién
de control estatal, o sea, el Food and Drug Administration, que
es requerida por la ley para colocar su sello de aprobacién sobre cualquier nue-
vo medicamento antes de que sea utilizado en el tratamiento de infecciones
humanas. El camino es, pues, largo, pero si el final es satisfactorio, ofrece am-
plia compensacion para todos los esfuerzos desplegados.

A través de estas mUltiples etapas en el desarrollo de un antibiético, la parte
desempefiada por el microbidlogo es muy importante. El interviene en el ais-
lamiento del organismo productor de antibiético, en el estudio de los medios
adecuados, en el ensayo de sustancias activas y, finalmente, en el estudio del
modo de accién de los antibiéticos sobre las bacterias sensibles y en otros
problemas, tales como el desarrollo de resistencia en las bacterias frente a de-
terminado antibiético. Numerosas teorfas han sido propuestas para explicar la
accién de los antibiéticos sobre las bacterias, tales como efectos sobre la ten-
sién superficial, interferencia de la divisién celular o de ciertas reacciones me-
tabdlicas. Los diferentes antibiticos pueden no afectar a un mismo mecanismo
de nutricién. La estreptomicina, por ejemplo, ha sido demostrado que afecta
a la sintesis de aminodcidos por las bacterias. En algunos casos son ciertos me-
canismos enzimdticos los interferidos.

Para aclarar el progreso logrado en el estudio de un determinado problema
e informarles sobre el tiempo que hemos empleado antes de que este probiema
haya sido llevado no a una solucién satisfactoria, no, muy lejos de ello, pero
si a cierto estado a partir del cual futuros progresos pueden fécilmente ser pre-
vistos, pondré como ejemplo nuestro propio trabajo sobre el mycobacte-
rium tuberculosis. Nuestro laboratorio fué primeramente un laborato-
rio dedicado ‘a la microbiologia del suelo; apenas estdbamos interesados en
el estudio de los microbios patégenos para los animales y, ciertamente, no en
esas formas aparentemente especializadas y mds bien resistentes, tales como
el microorganismo de la tuberculosis, que han planteado distintos problemas
que han sido estudiados intensamente durante los Gltimos seis decenios por
muchos eminentes bacteriélogos, quimicos y clinicos.

En 1932, el director de investigacién de la National Tuberculosis
Association vino a verme al objeto de discutir el destino del bacilo tu-
berculoso en el suelo. Una beca sostenida por el National Research
Council, fué establecida en nuestro laboratorio. Después de adicionar du-
rante unos tres afios bacterias vivas y muertas a suelos y aguas de alcantarillas,
se llegd a Ja conclusién de que estas bacterias no sobreviven en el suelo mucho
tiempo, confirmando asi las observaciones hechas por otras investigaciones. Pa-
recia que ciertos organismos que viven en el suelo o en laos aguas de alcanta-
rillado, especialmente protozoos, fueran posiblemente responsables de ese efecto.
No estdbamos interesados por entonces en los antibidticos y, por tanto, no nos
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encontrébamos preparados para continuar estos estudios o para asociarlos con.
el amplio principio de] antagonismo microbiano. '

Pocos afios después, o sea, hacia 1941, una pequefia reunién fué convocada..
A esta conferencia asistieron representantes de una clinica especializada en el
estudio de la tuberculosis, algunos investigadores médicos, dos o fres qui-
micos industriales y yo. El objeto de la reunién era discutir los caminos y
los medios de atacar el problema de la quimioterapia de la fuberculosis.
Ante mi asombro, se hizo la sugestién que deberia realizarse un estudio de los.
sistemas enzimdticos que disolvieran al microbio de la tuberculosis. Cuando yo
planteé el problema sobre qué tipo de enzimas deberiomos investigar, se hizo
la sugerencia de que posiblemente las enzimas proteoliticas podrian ser lag
mds adecuadas. Se puso como ejemplo el que la lombriz de tierra, se decia
que era capaz de digerir al bacilo de la tuberculosis. Cuando yo discuti este
camino y destaqué el hecho de que para digerir a las células con revestimiento-
céreo del bacilo de la tuberculosis, tenia que ser hallada una enzima de muy
elevada potencia y que, por tanto, podria tener efecto poco deseable sobre
los tejidos del organismo, se me pidié6 que diese sugestiones sobre la forma de
resolver este problema. Mi contestacién fué que la respuesta probablemente
seria hallada no en un mecanismo digestivo o proteolitico, sino en un agente
que interfiriera con las reacciones sintéticas de las células o con la divisién
celular; en otras palabras, un mecanismo antibidtico. Con el descubrimiento de
la estreptotricina, y mds tarde de lo estreptomicina, hemos
tenido éxito en el aislamiento de tales mecanismos. Estos estudios pronto lla-
maron la atencién de los doctores Feldman e Hinshaw, de la clinica Mayo,
quienes inmediatamente ofrecieron sus medios para ensayar el efecto de estos
antibiéticos sobre la tuberculosis experimental y después sobre la tuberculosis
clinica.

Se Vié después que la estreptomicina es un agente activo, pero no el agen-
te ideal contra la tuberculosis. No era ciertamente la cura ansiada para ven-
cer a la peste blanca que aflige a la humanidad. Tenia sus limitaciones defi-
nidas. :

Sin embargo, estas investigaciones establecieron las grandes potencialidades.
que existen en el campo de los antibidticos para el control de la tuberculosis.
Se trataba, pues, de buscar otros agentes que estuviesen libres de aquellas limi-
taciones y sirvieran para suplementar a la estreptomicina. Un antibiético que ha
sido recientemente aislado en nuestro laboratorio y al que hemos designado con:
el nombre de neomicina, parece ofrecer grandes promesas en este as-
pecto. Si hubiese sido descubierto este antibidtico hace diez afios, probable-
mente hubiese resultado ser un agente quimioterdpico ideal. Como ahora la
penicilina, la estreptomicina y algunos ofros antibiéticos son de uso préctico-
para el control de las infecciones causadas por bacterias Gram positivas y Gram
negativas, dcido-resistentes y rickettsias, un nuevo agente debe ser muy superior
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o, en general, mucho mds eficaz contra las bacterias en general, o debe ser
activo frente a aquellos microbios que son resistentes a los otros antibiéticos. Los
datos en relacién con la accién de la neomicina comparada con la estreptomi-
cina revelan el hecho de que la neomicina tiene dos propiedades muy desea-
bles, .aparte de su elevada potencia frente al.microbio de la tuberculosis y
frente a ofras bacterias. Una de esas propiedades es su actividad frente a aque-
llos organismos resistentes a la estreptomicina. El hecho de que favorezca menos
el desarrollo de la resistencia entre las bacterias sensibles, es también de gran
importancia. Ambos antibidticos poseen no solamente propiedades bacteriosta-
ticas, sino también marcadamente bactericidas. Ambos son muy estables a la
accion de los microorganismos y ambos son favorecidos por una reaccién
alcalina.

Resumiendo nuestro conocimiento presente de los antibiéticos como agentes
quimioterdpicos he intentado clasificar todas las enfermedades humanas en nue-
ve grupos. Esto permite ilustrar el progreso que ha sido logrado en este muy
corto periodo de ﬂer;po mejor que cualquier ofra cosa que podria presentarles
y podria justificar plenamente el nombre que ciertas autoridades médicas han
dado a esta era al llamarla era de los antibidticos.

1. Enfermedades causadas por bacterias Gram positivas y por algunos co-
cos Gram negativos.—Los organismos causantes de estas enfermedades son muy
sensibles a diversos antibidticos. La penicilina es utilizada ampliomente para el
tratamiento de estas enfermedades. La tirotricina y la bacitracina han hallado
ciertas aplicaciones para el tratamiento de heridas infectadas y ofras enferme-
dades causadas por algunas de estas bacterias. Los organismos que se hacen
resistentes a la penicilina o las estirpes con resistencia natural a ese antibiético,
son corrientemente sensibles a la bacitracina, a la estreptomicina o a ciertos
ofros antibidticos. Este grupo de enfermedades puede, pues, considerarse que
se combate con éxito con la penicilina y otros antibiéticos. )

2. Enfermedades causadas por bacterias Gram positivas.—Estas bacterias
son, en su mayoria. resistentes a la penicilina, pero son sensibles a la estrepto-
micina y a algunos otros antibidticos. Estos se aplican extensamente en el trata-
miento de las enfermedades causadas por organismos Gram negativos. La
polimixina, la aureomicina y la neomicina son otros agentes muy prometedores.
El uso de dos antibidticos en lugar de uno sélo, tal como la estreptomicina, con
un compuesto de sintesis tal como la sulfodiazina, o el dcido para-amino-
salicilico, tenderd a evitar el répido desarrollo de la resistencia en las bacterias
o la estreptomicina. )

3. Enfermedades causadas por bacterias dcido-resistentes.—Estas enferme-
dades se estimaba que estaban entre las mds resistentes a la quimioterapia. La
estreptomicina se ha visto que es eficaz in vivo y es ampliomente utilizada.
Cuando es suplementada con 4cido para-amino-salicilico o alguna de las sul-
fonas, la estreptomicina ha resultado en algunas ocasiones més eficaz, especial-
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mente para retrasar el répido desarrollo de la resistencia. Existen otros agentes
prometedores, tales como la neomicina.

4. Enfermedades producidas por Espiroquetas.—Algunos antibiéticos, espe-
cialmente la penicilina, tienen un efecto notable sobre las énfsrmedodes cau-
sadas por espiroquetas. El uso de la penicilina en el tratamiento de estas infec-
ciones va gradualmente reemplazando al tratamiento corriente anterior al adve-
nimiento de la terapia antibiética.

5. Enfermedades producidas por Ricketisias.—Cierfo nimero de antibidti-
cos, especialmente la cloromicetina y la aureomicina, se utilizan actualmente con
eficacia en el tratamiento de las enfermedades causadas por Rickettsias.

6. Enfermedades producidas por Virus.—Ningin antibiético ha sido todavia
descubierto que pueda ser empleado con éxito frente a las enfermedades pro-
ducidas por los virus de menor tamafio, tales como el resfriado corriente, la in-
fluenzd o la poliomielitis.

Sin ‘embargo, algunos de los virus de mayor tamaiio, tales como el de la
psitacosis, linfogranuloma y algunos tipos de virus de la neumonia atipica,
son sensibles a varios antibiéticos.

7. Enfermedades producidas por Hongos.—Cierto nimero de antibiéticos
son capaces de atacar a los hongos. Esto ocurre con la gliotoxina, clavacing,
estreptotricing, actidiona, antimycina y fradicina. Uno o mds de éstos pueden
hallar aplicacién en el control de muchas de las enfermedades producidas por
los hongos en los animales y plantas. ‘

8. Enfermedades producidas por Protozoos.—Algunos protozoos capaces
de producir infecciones en el hombre son susceptibles al ataque de los anti-
kidticos, tal ocurre con la estreptocina, que actia sobre los Trichomo-
nas. El significado terapéutico de este hecho aln no ha sido establecido.

9. Tumores.—Aunque no se conoce al presente antibidtico eficaz que pu-
diera ser utilizado para combatir las infecciones causadas por células extraiias,
tales como los tumores, se sabe que ciertas bacterias, hongos (Aspergillus
fumigatus) y protozoos, son copaces de atacar a los tumores, y quizd
algn dia puedan suministrar agentes prometedores. La quimioterapia ha hecho
progresos rdpidos desde los tiempos de Ehrlich. El microbiélogo y el quimico, por
su contribucién a la realizacién de los antibiéticos, han puesto en las manos del
clinico poderosas armas para el tratomiento de numerosas infecciones, muchas
de las cuales eran previamente rebeldes al tratamiento terapéutico. Aunque
muchas enfermedades aln permanecen inconquistadas, el futuro se presenta
brillante. La bisqueda de nuevos agentes quimioterdpicos estd solamente en sus
comienzos. Los microbios, los microbios buenos, esas formas inferiores de la vida
que existen en tan gran abundancia en nuestros suelos, en los abonos comple-
ios, en nuestros arroyos y lagos, poseen mecanismos que son destructivos para
los microbios causantes de enfermedades.

No debemos limitarnos a descubrir agentes que nos permitan la eliminacién
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final de las enfermedades infecciosas del hombre, de los animales y de las
plantas, sind que hay que estudiar el mecanismo por el cual destruyen a los
microbios causantes de las enfermedades.

Quizds algun dia se sinteficen compuestos que realicen esa destruccién con
mayor eficacia. Al domesticar a les microbios para la produccién de los anti-
bidticos, el microbidlogo ha realizade otra gran contribucién al bienestar de la
humanidad.

Espectro comparativo de la neomicina y de la estreptomicina.

Cantidades por cada.c. c. de medio de cultivo que se requieren para inhibir
el crecimiento de los microbios que se citan.

Microorganismo Nea;réfg.inc Esfre!:;/talcwjicinu
Aerobacter aerogenes .i.......... 0,63 0,5°-2,5
Bacillus mycoides .....coooiiniiin 0,1 -0,5 0,1 -3,8
B. subtilis .o, 0,02-0,1 0,12-1,0
Brucella abortus .ooooveeeeeeeeeenn, 1,25-5,0 0,5 -3,8
B. melitensis .ccooiiviiiiiiiiinniinieianns 0,63-2,5 0,5
Clostridium perfringens ....... >10,0 >100,0
Corynebacterium diphtherice 0,16 0,375-3,8
Escherichia coli iviiiiiiiiinin. 1,25-2,5 0,3 -3,8
Hemophilus influenzae .......... 1,25-2,5 1,56 -5,0
H.. periussis .cccovviiiiiiiininininn. 2,5 1,25 -3,0
Klebsiella pneumoniae .......... 0,312-0,63 0,63 -8,0
Mycobacterium avium .......... 01 -03 10,0
M. tuberculosis ...cooiiiiiiiiiieenn.. < 0,5 1,0-5,0
M. tuberculosis R.....ccooeeeveenn. < 0,5 > 100
Pasteurella pestis .....cocovveenni. 0,63 0,75-1,5
P. tularensis .coooviiiiiiiiiiiininnn.. 0,16 0,15-0,3
Phytomonas pruni..eeennne. 0,1 0,25
Proteus vulgaris .......occoovivinnn. 1,25- 2,5 0,4- 3,0
Pseudomonas aeruginosa ...... 12,5 -25,0 2,5-25,0
Salmonella typhosa ........... - 0,1 - 0,63 1,0-37,5
- S. schottmilleri ..o, 04 -07 2,0
Sarcinag luted .o, 2,5 0,25
Serratia marcescens .....ccee..... 1,25 1,0
Shigella paradysenteriae...... 0,25-0,5 0,25- 3,75
Staphylococcus aureus .......... 0,16-0,63 0,5 ->16,0
Streptococcus faecalis .......... 5,0 50,0
Vibrio comma ..ooooivivieiiiininiiis 2,5 6,0-37,5
FUunNgi oo > 10,0 > 10,0
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INSTITUTO DE MICROBIOLOGIA GENERAL Y APLICADA
SECCION DE BACTERIOLOGIA

C.S. 1. C.

BACTERIAS Y MOHOS PROCEDENTES DE CULTIVOS DE FOLICULOS
TRACOMATOSOS

A. Socias.

Desde el comienzo de nuestras investigaciones sobre el agente microbiano
del tracoma, pretendimos hacer luz sobre la enmarafiada cuestién de las in-
clusiones de von Prowazek, asi como sobre si el Bacterium granulosis
de Noguchi era el microbio en cuestién. Para una revisién critica de estos dos
aspectos véase nuestro estudio (1), que data de 1936. Examinamos, para el es-
tudio de los citados corpUsculos, varios cientos de extensiones de la ma-
teria lardécea que salta bajo la presién del rodillo de Knapp en una conjun-
fiva tracomatosa, asi como frotis de raspados de las conjuntivas tracomatosas.
No cabe duda que en la mayoria de los casos se pueden observar las inclusiones
dichas, como puede verse en la figura 1; pero no es menos cierto que creemos

Fig. 1.
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también observarlas en conjuntivitis que nada tienen que ver con el fracoma,
asi como en ciertas conjuntivas que, al parecer, estén sanas. De aqui que fer-
mindsemos por no dtribuirles importancia patégena.

En cuanto al contenido de la sustancia lardédcea que salta en la expresion
de la conjuntiva tracomatosa y que se supone corresponde al contenido de las
granulaciones en la fase T-2, describiamos entonces unas formaciones como
sigue: «... se puede distinguir que tales masas estdn formadas de elementos muy
pequefios en general, esféricos y dificilmente coloreables, haciéndose la mayo-
ria de las veces visibles como un punto casi geométrico tefiido de azul intenso
y rodeado de una corona refringente, el total tiene escasamente una micra de
didmetro, mds la circunstancia de que tan sélo se fifie el centro, cuya dimensién
es de unas décimas de micra; es decir, en los limites de la visibilidad, hace
que su discriminacién sea en extremo dificil. En otros casos el corpisculo se hace
mds visible, aunque siempre algo confuso de contornos porque queda todo é!
de un color azul violdceo, que por la disposicién especial hace pensar que mads
que una tincién del material, lo que alli ha habido ha sido una precipitacién del
colorante en la superficie, y mds que en la superficie, en los espacios que que-
darian entre tales corpisculos al reunirse en conglomerados, que es una de las
maneras mds frecuentes de presentarse o de ser vistos. En ciertos casos, el punto
interior capaz de tincién aumenta de tamafio y se hace mds visible, pero bien
entendido, son los menos. La corona, que en general es refringente, puede to-
mar algo el colorante; entonces aparece de un rosa tenue. Sucede también
que todo el corplsculo no se coloree y sélo resulte visible, debido a que, ‘como
hemos dicho, por lo general se presenta en agrupaciones de muchos de estos
elementos, que parece tienen una cierta tendencia a agruparse en asociaciones
que toman delimitaciones ovales o esferoidales y si- las circundantes de la
misma naturaleza se han tefiido, queda una de ellas refringente sin tefir y
visible en negativo...» «... no siempre el corpisculo simple tiene la forma es-
férica, sino que o veces toma otras mds o menos alargadas, podriamos decir
que en coco-bacilo y entonces el centro coloreado toma forma de coma, siem-
pre rodeado de la parte externa refringente, lo que le da al microscopio un
aspecto de extrema delgadez...» «... Nosotros hemos encontrado estos elemen-
tos en los granulomas tracomatosos en un 100 por 100 de casos.»

En ofra comunicacién (2) deciamos, referente a la denominacién de estos
corpisculos, lo que sigue: «En tal época, los denominomos corptUsculos
solares o de Rd&, por considerar que su forma mas simple tenfa el as-
pecto de un punto, coloreado por el Giemsa en azul violeta y rodeado de una
esfera refringente no coloreada.: Aspecto que recuerda el de la representacién
del dios solar—Orus o0'Rd—-en los jeroglificos egipcios y siendo, por afadidura,
el valle del Nilo el gran exponente de la endemia, consideramos bien denomi-
narle de tal manera.» «Las formos de su evolucién serian las siguientes:
a) Cuerpo esferoidal, cuyo volumen es algo mayor que el de los
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corpUsculos y que se colorea mds intensamente que éstos, perdiendo la esfera
refringente; siendo su tamafo desde el de un coco corriente—una a dos mi-
cras—al de una levadura—diez y mds micras—. Su interior estd tefiido homo-
géneamente y no diferenciado. b) Cuerpos en diferenciacidén. Su
tamafio es como el de los anteriores o-mayor y difiere de ellos en que su tincién
no es fan intensa ni tan homogénea, comenzando la diferenciacién en cor-
pusculos de R&.»

En la misma -comunicacién deciamos: «Los compUsculos de R& tendrian,
ademds, segin nosotros, ofra manera de evolucionar, penetrando en el interior
del nicleo celular. Esta evolucién intranuclear, que hoy dia la consideramos
muy frecuente, es de dificil observacién, por confundirse tules corpisculos con la
misma cromatina nuclear. Cuando con la extensiéon se rompen las células para-
sitadas es cuando se observan més fécilmente, constituyendo entonces lo que
llamamos conglomerados secundarios, que no serfan mds que los conglomerados
primarios agrupados mediante la sustancia nuclear.» Esta interpretacién cam-
bié mds adelante, segin indicaremos en la préxima publicacion, ya que lo que
considerdbamos célula del granuloma tracomatoso pasé a ser considerado
como formas del microorganismo causante del mismo.

«Von Prowazek tuvo especial cuidado en sefalar que sus cuerpos
iniciales y sus corpUsculos elementales se encontraban sélo
en el protoplasma de las células epifeliales de la conjuntiva o de la cérnea y
nunca en las diversas clases de células frecuentes en el granuloma. Esta afirma-
cién no nos lo explicébamos nosotros, al encontrar en gran abundancia nuestros
corpUsculos en el interior del granuloma, cuando se nos revelé cierta, en parte.
Queremos decir que, para nosotros al admitir un ciclo evolutivo de los corpusculos,
no todos los momentos morfolégicos se encontrarian indistintamente en las célu-
los de la conjuntiva, de la cérnea o del granuloma, sino que, més bien, cada
una de estas formas tendria una apetencia para una localizacién determinoda.
Asi es como consideramos que los cuerpos esferoidales donde se en-
cuentran con més frecuencia es en las células epitaliales de la conjuntiva y de
la cérnea y corresponderian cuando son de pequefio tamafio, es decir, cuando
casi adn no se han diferenciado de los corpusculos de Rd, con los corpisculos
de von Prowazek y o medida que fuesen creciendo se irdn convirtiendo o co-
rrespondiendo con los cuerpos iniciales de tales autores. Por tanto, hemos dicho
que la afirmacién de tales autores seria cierta en tanto se limitara tan sélo a
considerar tales formas como inclusiones o elementos celulares reaccionales ante
el virus o como el virus mismo. Para nosotros, su error, mejor dicho, su omisién, se
encontraria en que no describieron ofras etapas morfolégicas de la evolucién de
las inclusiones—nuestros corpusculos de Ré—Ilocalizadas en el granuloma mismo.
Formas que no tan sélo hemos dicho que existen, sino que las consideramos mucho
més obundantes y representativas del virus. Los momentos morfolégicos més fre-
cuentes en el protoplasma de las células del granuloma serian los de cuerpos
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diferenciados. Estos cuerpos se encuentran con una gran frecuencia inter-
celularmente colocados en los frotis de los granulomas.»

A continuacién de esta misma comunicacién, haciamos una critica de los
llamados cuerpos rickettsoides del tracoma, que creemos que coinci-
den en cierta manera con nuestros corpUsculos de R& y sus formas evolutivas en
cuanto a morfologia, pero que nosotros de ningund manera podemos considerar-
los como de la naturaleza de las Rickettsias. En el tracoma nunca se puede en-
contrar ni sospechar la intervencién de un insecto vector. El papel de las moscas
que ciertos autores consideran importante, nosotros en Espafia no le damos valor
alguno, o si existe, muy secundario. N

En tal critica (2) comentdbomos la confusién introducida por los distintos au-
tores, pero es mds grave la falsa ruta iniciada con esta errénea interpretacion
de una morfologia que ha llegado a querer ercontrar hasta relaciones entre
tracoma vy tifus exantemdtico, y que al fin ha conducido a clasificar al agente de
fracoma como un virus del tipo parecido a las Rickettsias, y la Oltima edicién del
«Bergey’s Manual of determinative Bacteriologie» de 1949 lo denomina: Chla-
mydozoon trachomatis, especie perteneciente al Género I, Chla-
mydozoon Halberstaedter y von Prowazek; correspondiente a la Familia i
Chlamydozoaceae Moshkovsky, del orden de las Rickettsiales, Gieszczy-
kiewicz.

Vemos, pues, que las inclusiones de von Prowazek, por una parte y los llama-
dos cuerpos ricketsiformes por ciertos autores, por otra, corresponden pro-
parte a nuestros corpisculos de Ré en su ciclo evolutivo. Estos elementos cor-
pusculares por nosotros descritos se encuentran en el 100 por 100 de casos en
una de sus fases evolutivas en el granuloma tracomatoso.

Aparte de estos elementos considerados como formas parasitarias, nosotros
con cierta frecuencia hemos encontrado en los frotis formaciones cuya morfologia
corresponde ya claramente a una forma bacteriana cldsica. Unas veces, estas
formas corresponden a bacilos muy finos, casi en forma de virgula (fig. 2); en
otros casos, la forma bacilar es tipica, pero los bastones son aun mds bien finos
y cortos, y por ltimo, una forma bacteriana de dimensiones grandes y gruesas
que mds adelante comprobaremos corresponden plenamente a un tipo de bac-
teria que ctislolmos de las lesiones tracomatosas (fig. 3). En raros casos vimos, al
parecer, esta mismo bacteria con una cdpsula bien definida (fig. 4).

.

En 1936, en su primera mitad nos dedicamos-a hacer cultivos de la parte
lardécea, ya citada, procedente de la expresién de conjuntivas tracomatosas
tipo T-2, y a este fin usamos un medio de cultivo como el de Loewenstein—para
aislar el bacilo tuberculoso—, con la diferencia que no poniamos el coloranta que
el citado autor utiliza para evitar el crecimiento de otros gérmenes que no sean
el tal bacilo. También se usé el medio citado, con la modificacién de afadirle
cinco centimetros cubicos de bilis de buey por litro de medio.
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Fig. 2.

La manera de hacer la siembra es como sigue: Se coge la parte larddcea
dicha—que suele tener el tamafio de un grano de mijo—y con el asa de platino
se le frota por encima del medio, procurando dejar una parte entera de la sus-

Fig. 3.
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Fig. 4.

tancia depositada en el medio, ya que suele ser sobre esta fraccion donde en
un 90 por 100 de casos aparece la colonia de tipo (a’) que luego describiremos,
y en cambio, las de tipo (b) suelen aparecer sobre la parte del medio que ha
sido frotada solamente con la siembra.

En aquella ocasién se sembraron once casos y los resultados fueron como
sigue:

Se llevan los tubos sembrados a la estufa a 37 grados y a las venticuatro
horas comenzaron a aparecer colonias de dos tipos: una, denominada (a), de
superficie rugosa, elevada y relativamente seca, no brillante, de bordes unas
veces algo festoneados y otras regulares, y de un color blanco crema; tamafio:
tres a cuatro milimetros. Esta tiende a aparecer sobre la porcién de granulacién

" que hemos semBrado sin desmenuzar; suele estar constituida por bacilos con un
aspecto de Corynebacterium (fig. 5). Otra la denominamos (b) y es
de superficie lisa, plana. homeda y brillante; de bordes regulares y de color
que tiende al amarillo-naranja; tienen una cierta tendencia a digerir e invadir
asf todo el medio o un buen trozo del mismo. Estén constituidas por bacilos de
cinco a diez micras de contornos regulares, de protoplasma mds o menos granu-
loso y Gram positivo. Se ven en las resiembras formas mucho més largas que lle-
gan a tener hasta 20 micras. Estas colonias tienden a surgir sobre el medio que
s6lo ha sido frotado en la siembra (fig. 6).

Las colonias de tipo (a”) en estos dos medios tienden a dar un pléomorfismo
en sus microorganismos, ya que son frecuentes las formas en coco-bacilo y for-

2
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Fig. 5.

mas aovadas, irregularmente tefiidas. En la mayoria de los casos era frecuen-

te que en la segunda resiembra resultara una disociacién en col. g, ayb

(fig. 7).

Fig. 6.
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Fig. 7.

Cuadro de las siembras en 1936.

Medio Loew.

Siembras Medio Loew. mod. Bil.
| T — ayb
2 i a (6) a ()
3, a (7) b (9)
4o, a (1) a (x) y (b) (3)
5 i, a3 yb(M a (9)
6, a(x)ybx b (9)
7o a (12) a (x)
8 i, b (1) a(x)y b (1)
Qe a4y b (1) a(x)y b (x
10, b (2) a (x)y b (3)
T, ax)ybx aXyb(x

Los tubos de control permanecieron sin colonias.

Las circunstancias de los afios siguientes hasta 1940 fueron causa de inte-
rrupcion de estos trabajos.

Como hemos indicado, parecia haber una diferencia en cuanto al tipo de
colonia que surgia, segin que se tratase de una buena porcién de sustancia
lardécea sembrada o que sélo hubiese escasa cantidad de esta sustancia—Ila
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que queda sobre el medio después del frotis—. En el primer caso habia mayor
frecuencia de las colonias de tipo (a) o bien de tipo micrococo que |lamare-
mos (a’), y en el segundo aparecia con més frecuencia el tipo (b).

Sospechamos si se trataba de una diferencia de pH, y con tal hipétesis,
hicimos otras siembras cambiando el pH del medio. Las siembras se hicieron a
37 grados en Loewenstein, cuya solucién madre de asparagina tenia, una, pH 4,5,
y otra, pH 6, y los resultados fueron los siguientes: Hubo una diferenciacion maés
amplia de las colonias, de tal manera, que la col. (a) que habiamos diferenciado
en dos, la (a) y la (@), daria, ademds, un tercer tipo: la (a”). Las colonias (a’),
siendo mate y de color blanco-crema resultan mas brillantes que la (a). Los
colonias (a”) se caracterizan principalmente porque los bordes suelen tener una
depresion del medio cuya superficie tiene un aspecfo irisado y tendiendo a ser
més brillantes que las (a”); estas colonias se observan en el medio donde han
nacido; luego—en las resiembras—tienden a convertirse en colonias de tipo
(@), &)y (b). ‘

En las colonias de tipo (b) podemos observar, también, dos modalidades
de colonias. En todas ellas la forma es mucho mas aplanada que las anteriores
y los bordes tienden o son claramente festoneados; su aspecto es brillante de
superficie lisa. Las colonias (b") tienen un parecido con la (a”) y sus confornos
son irregulares y tienen un color salmén. Las colonias (b) son de contornos re-
gulares.

Las colonias (a) suelen dar por microscopia un bacilo de tipo Coryne-
bacterium, y en los (o) suelen aparecer formas cocobacilares o franca-
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" mente Micrococcaceas o Diplococcaceas Gram positivas (fig. 8). Las colonias
de tipo (a”) tienen tendencia a aparecer sobre el medio de cultivo y dan unos
bacilos finos, de grosor uniforme y con tendencia a ser Gram negativos, con
la particularidad que con gran frecuencia se encuentran mezclados con formas
como las de (a) y (o) y otras irregulares y pleomorficas.

Las colonias’ tipo (b) dan con frecuencia un diplobacilo Gram negativo de
cinco a siete micras, de bordes regulares y de tincién granulosa. Estas colonias
se confunden en muchos casos fécilmente con las del tipo (a”). Las colonias de
tipo (b) dan un bacilo Gram positivo de 12-20 micras, de aspecto granuloso,
que resembradas en agar comin dan bacilos esporulados.

Segunda Serie. .

Siembras Medio, pH 4,5 Medio, pH 6
12 (1.753) ....... (a) (@) (b)
13 (143) ......... (a): (a)
14 (848) ......... — (b")
15 (849) ......... (a’} (a”) (b’)
16 (290) ......... (a" (b)
17 (761) ......... (a) (b)
18 (583) ........... — (b")
19 (54) ........... (a) (a”)
20 (4.041)....... (a’) (")
21 (4.040) ....... (a”) (a”)
22 (4.039) ....... (a”) (b)
23 (4.034) ....... (0) (a”)
24 (338)......... (a’) (b)
25 (4.033) ....... — (a")
26 (762) ......... — (a”)

Los tubos de control sin colonias.

En esta segunda serie de siembras lo que interesa es que tuvimos la impre-
sion de que las colonias descritas, al menos en el cultivo original, no eran
estables, sino que luego, o vya en la primera resiembra, podria surgir un tipo
de colonia algo distinto y que a la postre tendian todas a dar uno de los tres
tipos (a), (a') y (b). O sea, que en un comienzo habia una variacién o disocio-
cién que luego en las resiembras se perdia quedando unos tipos fijos..

Tercera serie de siembras para seguir las colonias en resiembras sucesivas.
Se usa medio de Loewenstein a pH 6 en la solucién madre, y se incuban los tubos
sembrados a 37 grados.
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Tercera Serie.

Siembras COIOTﬁaS' ;
(Cuatro-cinco dias)
27 i (a) (o)
28 el (@)
29 i, (Y]
30 ... (@) (")

Estirpe nimero 27.

Las siembras en el medio indicado del 28-IV-42 dan varios colonias de
tipo (a) y (') que aparecen sobre los foliculos que han quedado sembrados
sin extender, desmenuzdndolos. En resiembras sucesivas, estas colonias siguen
dando el mismo tipo de colonia y de microorganismo. El dia 23-VII-42 es re-
sembrado el tubo | que habia dado colonias (a) y sobre el mismo medio da
colonias de tipo (b).

Estirpe nimero 28.

Las siembras en el medio indicado del 9-VI-42 no dan crecimiento hasta el
cuarto dia y tan sélo una colonia en el tubo Il que es de tipo (a”). En la
primera resiembra no crece y en las sucesivas tan sélo aparecen colonias
tipo (a). La primera se encontraba sobre el medio.

Estirpe nimero 29.

Las siembras ‘en el medio indicado el 9-VI-42 dan’ crecimiento abundante
a las veinticuatro horas en todos los tubos, dan colonias sobre el medio de cul-
tivo y no sobre los foliculos sin extender y son del tipo (b’). En las siguientes
resiembras aparecen colonias del tipo (b) procedentes de las anteriores.

Del tubo | aparecen colonias del tipo (a') a los quince dias y sobre los
foliculos sin extender. En las sucesivas resiembras tiende a ser del tipo {a”).

Estirpe nOmero 30.

Las siembras en el medio indicado el 23-VI-42.

En el tubo | sobre foliculos aparecen colonias del tipo (a) y (a’).

En los tubos I y Il aparecen colonias de tipo (a”) sobre el medio de cul-
tivo. Estas colonias son resembradas en el mismo medio y van surgiendo co-
lonias de tipo (a”) y (b).

Una de estas colonias es resembrada en el mismo medio de pH 5 el 18-
I1-43 y luego se conserva a temperatura ambiente—22 grados—, y a los dos
meses descubrimos que hay una colonia de tipo de moho que resulta ser un
Aspergillus. Corresponde al primitivo tubo II.

Oftro tanto pasa con una colonia procedente del tubo Il

Podiamos suponer que estas colonias son procedentes de una contamina-
cién del medio; pero por las circunstancias de su crecimiento y los métodos de
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técnica depurada que seguimos, nos formamos la conviccién que procedian de
las colonias de tipo (a”), pero no teniamos pruebas categéricas. Ademds,
todo esto era poco ortodoxo en microbiologia.’

Cuarta serie de siembras.

Estas siembras se hacen como las anteriores de casos de tracoma diagnos-
ticado clinicamente de T-2, y como medio de cultivo se emplea el medio de
Loewenstein sin modificar, con la Unica diferencia que no lleva colorante y los
tubos sembrados se incuban a 25 grados. Tomamos especial cuidado en lavar
bien la conjuntiva y procurar la asepsia mayor posible. El lavado se lleva a
cabo con s. s. estéril, y el material quirGrgico, pafios, etc., estd esterilizado.

También se usa como medio de cultivo el Czapek-maltosa-agar y en este
caso usamos el Loewenstein con pH 6.

Cuarta Serie.

Siembras Medio Tipo de colonias
) —_— —
32 i, — —
33, — —

K — —

35 i Loew. As

36 ... id. a a b
37 i id. As.

38 . id. As. o b
39 i id. As. o o’
40 .. id. As. o’ a ao”
47 id. a”
42 . id. a o’
43 i id. As. a o
44 ... Loew. pH 6 y C-M-A b
45 ............ ©id. a o
46 . .oinnnnn. id a a b
.y id a a

48 .ol id a aa”
49 Loew aa’b
10 o id. As. o a ao”
ST, id ! b
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Estirpe nimero 35.

Se siembra un solo tubo de medio Loewenstein; temperatura de incubacion,
25 grados. A los cinco dias aparecen unas colonias de tipo Aspergillus.
Se resiembra indefinidamente conservando su naturaleza.

Estirpe nimero 36.

Se siembra un solo tubo de medio Loewenstein; temperatura de incubacién,
25 grados. A los tres dias aparecen varias colonias de tipo (b), que en un prin-,
cipio tienen un color blanco-lechoso que pasa a amarillo naranja al cabo de
unos dias. A los diez dias, el medio empieza-a estar digerido.

En este tubo puesto a los ocho dias a temperatura de 37 grados, aparecen
colonias de tipo (a) y (af).

Todas estas colonias son resembradas en estado de pureza, al parecer.

Estirpe ndmero 37.

El mismo tipo de siembra que las anteriores 36 y 37.

A los tres dias aparecen dos colonias del ﬁpc; Aspergillus, que se
resiembran en C. M. A. indefinidamente y sin cambiar de naturaleza.

Estirpe nimero 38.

El mismo tipo de siembra que los tres anteriores.

A los cuarenta y ocho horas se aprecian: colonias pequefias y abundantes
sobre el medio de cultivo y tienen el aspecto de tipo (a); otras varias sobre un
ademds de las colonios As., da también abundantes colonias de tipo (o).
hay una colonia de tipo Aspergillus.

La colonia (a) resembrada a 37 grados se disocia en dos tipos a fravés de
las resiembras: tipo (a) y tipo (b).

La colonia (a) resembrada o 37 grados tiende a dar colonias de tipo
(@) y (a’).

La colonia de tipo Aspergillus, en la primera resiembra a 37 gro-
dos, ademés de las colonias As., da también abundantes colonias de
tipo (a’).

Los protocolos de estas siembras son, desde luego, mucho mds complejos,
y tan sélo hemos expuesto el resumen segin nuestra interpretacién. Tenemos la
impresién que, al menos en este caso, la mayoria de colonias en un principio
pertenecen al tipo (a”) y luego de ellas procede una disociacién en (a), (a)
y (b). Las primeras colonias, de todas maneras no dan la sensacién de contener
mezclas de gérmenes, sino que tienen un aspecto morfolégico uniforme, de
aqui que usemos el término disociaciéon para la serie de colonias que surgen
en las resiembras (fig. 9).

Estirpe nimero 39.

Se siembran dos tubos en condiciones iguales a los Oltimamente descritos.

En el primer tubo se encuentran colonias de tipo (a) y (a’). )

En el tubo segundo hay colonias de tipo principalmente (o) y una de tipo
Aspergillus.
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Fig. 9.

Estirpe nimero 40.
Se siembran dos tubos en condiciones iguales a los Gltimamente descritos.
En los dos tubos originales hay gran ndmere de colonias de tipo Asper-
gillus y mezcladas con estas otras, gran nimero de colonias de fipo (a’).
Estirpe nimero 41.
Se siembra un tubo en condiciones iguales a los Ultimamente descritos.
Sélo aparecen unas colonias de tipo (a”), que a los pocos dias ya no pue-
den resembrarse.
Estirpe ndmero 42.
Se siembra un tubo en condiciones iguales a los Gltimamente descritos.
Aparecen colonias de tipo (a), muy escasas, y abundantes de tipo (a”), pero
que son dificiles de resembrar.
Estirpe nimero 43.
Se siembran fres tubos en condiciones iguales a los Gltimamente descritos.
En el tubo | aparecen colonias de tipo (a) y (o). En el tubo Il abundantes
colonias de tipo (a”) y una de tipo Aspergillus. En el tubo Ill unas co-
lonias de tipo (a”), que no crecen en las resiembras.
Estirpe nomero 44.
Se siembra en dos tubos, uno de Loewenstein pH 6 y otro de C. M. A.
En el primero aparecen abundantes colonias de tipo (b) o (b’).
En el segundo no crece ninguna colonia.
Las colonias de tipo (b’) aparecen en el tubo original, pero luego, en las
resiembras, parece se convierten la mayoria en tipo (b).
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Estirpe nimero 45.

Se siembra en dos tubos como la estirpe anterior nimero 44.

En el tubo Loew. pH 6 aparecen colonias de tipo (a”).

En el tubo C. M. A. aparecen escasas colonias de tipo (o).

Estirpe nimero 46.

Se siembra en dos tubos como la estirpe nimero 44.

En el tubo Loew. pH 6 aparecen colonias de tipo (a) y (b).

En el tubo C. M.-A. aparecen unas colonias de tipo (o) sobre la sustancia
larddcea sembrada.

Estirpe ndmero 47.

Se siembra en dos tubos como la estirpe anterior nimero 44.

Aparecen colonias en un todo igual al anterior.

Estirpe nimero 48. .

Se siembra en dos tubos de medio Loew. pH 6 y uno C. M. A.

En los dos primeros se observan colonias de tipo (a) y (a”). En el tubo IlI
aparecen sélo escasas colonias de tipo {a’).

Estirpe nimero 49.

Se siembran dos tubos en medio Loewenstein.

El tubo | da colonias tipicas de tipo {a), pero, al ser resembradas, tan sélo
aparecen colonias de tipo (a”).

En el tubo Il aparecen unas pocas colonias de tipo (b).

Estirpe nimero 50.

Se siembran dos tubos en medio Loewenstein.

En el tubo | aparecen varias colonias tipo (o) y una sola de tipo Asper-
gillus.

En el tubo Il aparecen varias colonias de tipo (a) y (a”).

Estirpe nimero 51. '

Se siembran dos tubos en medio Loewenstein.

En el tubo I aparecen muchas colonias de tipo (b) y unas pocas sobre la
sustancia larddcea de tipo (o).

Estirpe nimero 52.

Se siembran dos tubos, uno de Loew. y ofro de C. M. A. ,

En el tubo | aparecen colonias de tipo (0”) y sobre la sustancia lardécea
de tipo (o).

En el tubo Il aparecen escasas colonias de tipo (a').

En resumen, podemos decir que de estas siembras de la serie 4.* deduci-
mos que en las realizadas sobre medio de Loewenstein sin colorante e incuba-
das a 25 grados, hay una clara tendencia a dar colonias de mohos del tipo
Aspergillus. El medio de Czopeck-maltosa-agar, en cambio, resulta un
medio de poca utilidad y en él crecen tan sélo las colonias de tipo (a) y al-
guna que ofra de tipo (b). Las colonias de tipo (o) tienden a surgir sobre por-

b
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ciones de foliculos sembrados sin extender. Las colonias que con mas frecuencio
aparecen sobre el medio de Loewenstein, suelen ser las indefinidas de tipo (a”),
aunque luego en las resiembras, muchas veces no dan cultivo. Repetimos que
todas estas siembras se han incubado en los tubos originales a temperatura
de 25 grados, y luego han sido resembradas a 37 grados, excepcién hecha de
las colonias de Aspergillus, que lo han sido siempre a 25 grados.

La frecuencia con que hemos visto aparecian sobre los foliculos sembrados
las colonias de tipo (a’) nos indujo a realizar extensiones de los mismos y te-
firlas luego mediante el May-Grinwald. Se puede ver que a los dos, tres
cuatro y aun mas dias, unas pequefas formaciones que se observan en los
frotis de las granulaciones en fresco de un tamafo de una a tres micras,
que suelen colorearse poco intensamente o no lo hacen en absoluto y quedan
como granos refringentes en negativo entre ofros tefidos, van transformdndose
mds o menos lentamente en unos diplococos que van tomando cada vez meior
el colorante y cuya morfologia es idéntica a los cocos que se observan en las
colonias (a’).

De esto hemos deducido que en las granulaciories, o al menos en su parte
lardécea, hay unas formaciones que dan nacimiento a tales diplococos, pero
que in vivo no tienen tal morfologia en la lesién anatomo-patolégica. El ave
sea durante los primeros dias en que tal tejido ha sido separado del orga-
nismo y que entra en una necrosis mds o menos répida, nos permite suponer
que sea alguna alteraciéon que alli se produce la determinante de tal transfor-
macién. Entre diversos factores se conoce el estado de microanaerobiosis que
determina tal estado, que es el fundomento de los medios de cultivo de Tarozzi,
para una serie de microorganismos que requieren una relativa baja tensién
de oxigeno. :

Raramente hemos observado formas microbianas del tipo (a) en los frotis
de las granulaciones, y con alguna frecuencia si hemos podido ver formaciones
parecidas a las bacterias del tipo (b). De todas maneras, no cabe duda que
la frecuencia de colonias que hemos descrito en los cultivos no corresponde,
ni mucho menos, a la presencia de las formas microbianas correspondientes en
el tejido patolégico. Por tanto, y baséndonos en lo antes expuesto para las
colonias de tipo (a), hemos de creer que también estas formaciones microbianas
tienen y proceden de formas no coincidentes en la granulacién in vivo.

Por ofra parte, las colonias de tipo (a”) y (b’), que casi son andlogas en
su morfologia microbiana, hemos visto que, al menos, son de dificil resiembra
y, sobre todo, nos han dado la impresién de que si lo conseguimos es para
dar colonias que cada vez se parecen mds a los tipos restantes, o sea, de las
(a), (@) y (b). Los microorganismos correspondientes a estas colonias (a”) y (k),
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suelen tener un gran pleomorfismo. Durante mucho tiempo, por no admitir esta
disociacién y adaptacién al medio, hemos realizado improbos esfuerzos para
delimitar claramente estos tipos de colonias como correspondientes o especies
distintas y bien definidas.

En las préximas publicaciones procuraremos explicar estos hechos.

' RESUMEN

1) Se hacen consideraciones sobre los microrganismos que por microscopia
se observan en las lesiones anatomo-patolégicas del tracoma. Entre ellas se en-
cuentran los corpusculos de Halberstaedter y von Prowazek, los cuerpos ricketsi-
formes, nuestros corplsculos de R4, formas bacilares finas y otras correspon-
dientes a bacilos grandes y bacilos capsulades. Hay un gran pleomorfismo.

2) Se han hecho siembras en distintos medios, pero especialmente en
Loewenstein, sin colorante. En general, se aislan cinco tipos de colonias que lla-
mamos (a) (a’) (a”) y (b) (b). De estas colonias, las (a”) y (b’) tienen la particu-
laridad de que estdn formadas por microorganismos altamente pleomérficos y
no se consigue resembrarlas como tales, sino que cuando dan cultivo, las colo-
nias son del tipo (a) (') y (b).

Las colonias (a) suelen estar constituidas por una bacteria de morfologia de
las Corynebacteriaceae. las colonias de tipo (o), lo estan’ por for-
mas de Micrococcaceae, y las (b), por las correspondientes al género
Bacillus. ~

3) En el medio dicho, y siempre que se cultive la siembra a 27° en un
70 por 100 de casos aparecen colonias de un moho del tipo Aspergillus.
Con gran frecuencia, estas colonias suelen crecer intimamente mezcladas con las
anferiores.

4) Se establece la hipétesis de que el microorganismo causante del traco-
ma, siendo Unico, tenga un gran pleomorfismo y que las formas que se .observan
al microscopio correspondan a una sola especie, dependiendo su morfologia del
momento y situacién en la lesién anatomo-patolégica.

SUMMARY

1) Microorganisms are observed by the microscope in anatomo-pathological
lesions of the trachoma. Among them are found the corpuscles of Halberstaedter
and Prowazek, ricketsiform bodies, our R4 corpuscle, fine bacillary forms and
others corresponding to large bacilli and capsulated bacilli. There is great pleo-
morphism.

2) Sowing in different media, especially in Loewenstein’s without dye, was
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carried out. Generally five types of colonies are separated, which are called
(a) (@) (a”) and (b) (b"). Of these colonies (a”) and (b’) differ in being formed
by highly pleomorphic microorganisms and in that they cannot be re-sown with
the same results, as the new cultures of these colonies are of the (a) (a’) and
(b) type.

The (a) colonies generally consist of a bacterium of Corynebacteria-
ceae morphology. The colonies of the (a’) type consist of Micrococca-
ceae forms and those of (b) of bacteria corresponding to the genus Ba-
cillus. ,

3) In the medium mentioned and provided the sowings are cultivated at
27° C., 70 % of them show colonies of Aspergillus fungi. Very frequently
these colonies grow mingled with the previous colonies.

4) The hypothesis is assumed that since only one microorganism causes
trachoma, it has a great pleomorphism and the forms observed under the mi-
croscope correspond to only one species, the morphology of which depends on
the moment and situation in the anatomo-pathological lesion.
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LABORATORIOS ALTER.-~SECCION DE BACTERIOLOGIA

ENSAYO MICROBIOLOGICO DE LA VITAMINA B. CON EL
L. LEICHMANNIL—INFLUENCIA DEL PH Y TEMPERATURA
EN SU ESTABILIDAD

R. Préstamo.

INTRODUCCION

Los trabajos de Shorh (17) demostraron que el Lactobacillus lactis Dorner
(ATCC 8.000) necesita para su crecimiento dos factores no identificados, uno
de los cuales, el factor L. L. D., estd presente en los extractos hepdticos en con-
centraciones que guardan una estrecha relacién con la potencia de los extractos
en producir la remisién de la anemia perniciosa. Investigaciones posteriores (14)
condujeron a la separacién, a partir del higado, de un compuesto cristalino rojo,
vitamina B,,, que se identifica con el factor L. L. D. (18) y que, al parecer, es
el responsable total o parcial de la actividad de los extractos hepéticos sobre
el crecimiento del L. lactis Dorner.

Los caldos de cultivoe de algunas estirpes de Mycobacterium smegmatis,
L. arabinosus, B. subtilis, S. griseus; S. antibioticus y S. aureofaciens, presentan
actividad para el L. lactis Dorner, habiendo logrado Rickes y colaboradores (15)
aislar, o partir de una estirpe de S. griseus, productora de griseina, un com-
puesto de color rojo, que demuestra ser idéntico a la vitamina B, tanto por
sus propiedades fisico-quimicas como biolégicas. '

La vitamina B,. cristaliza en pequefias agujas de color rojo brillante, debido,
segUn parece, a la presencia de cobalto en la molécula.

Cuando se trata con dcido clorhidrico 6 N a 150° durante dieciséis horas,
se rompe la molécula, formdndose un producto de férmula empirica CH,N.,
que resultd ser el 5,6-dimetil-benzimidazol, lo cual permite sefialar la estructura
provisional y parcial de la vitamina B,, de la manera siguiente:

Hsc/\'l/N\

CH
HyC /’,
\/\N _— C53-54 H77'81 N;g 03 P CO
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La estabilidad de la vitamina B, varia con el pH del medio, destruyéndose
rapidamente en solucién alcalina, pasando del color rojo al naranja vy, final-
mente, al marrén. En relacién con el tiempo de contacto (15), una solucién de
vitamina B,, en sosa 0,015 N se inactiva (ensayo microbiolégico) a la tempe-
ratura ambiente en la siguiente forma: 20 por 100 en 0,67 horas; 45 por 100
6 horas; 90 por 100 en 23 horas, y 95 por 100 en 95 horas. En medio dacido
la estabilidad aumentd, aunque se inactiva también en solucién dcida fuerte;
asi, en solucién de dcido clorhidrico 0,01 N se inactiva en las proporciones de:
18 por 100 en 3 horas; 75 por 100 en 23 horas, y 89 por 100 en 95 horas.

Una revisién completa de este importante factor antianémico ha sido pu-
blicada por J. M. Alonso y R. Préstamo (1).

No encontréndose en la literatura datos sobre la estabilidad de la vitamina
B,, a distintos pH en relacién con la temperatura, hemos creido conveniente fi-
jar estas condiciones en el presente trabaijo.

Los métodos de ensayo microbiolégico utilizados en la valoracién de la
vitamina B, podemos clasificarlos en: a) métodos turbidométricos o volumé-
tricos (2, 20, 13, 9, 3, 8, 10); b) método de pocillos (6-4); c¢) métodos croma-
tograficos (22, 23, 12,5), y d) otros métodos (7 y 11).

En el presente trabajo utilizamos el método turbidométrico, y como organis-
mo de ensayo, el Lactobacillus leichmanii (ATCC 4.797), que no presenta las
desventajas del L. lactis Dorner (4, 22, 23, 12,5, 7, 11, 10).

PARTE EXPERIMENTAL -

Técnica utilizada.
a) Medio basal.—Es una modificacién del descrito por Snell (21) y tiene
la composicién siguiente:
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Cantidades  para 500 c. c¢. de medio a
concentracién doble

Glucosa anhidra ... 10 gr.
Acetato sédico anhidro ................ 10 »
Hidrolizado 4cido de caseina (1) ... 5 »
Asparraging ... PO 0,1 »
L-triptofano ..... e TR 01 »
L-cistina ... 0,2 »
Tioglicolato sédico ............ ......... 0,2 »
Tween 80 ...t 1 c. c
POHK, oo 1 ar.
POMHK oo 1 3
SOMg 7H.O . ... . 04 »
SOFe. 7H.O ... 20 mgs.
SOMNn 4H,O ... 20 »
Adenina ... 10 »
Guanina ... ... 10 »
Uracilo ... 10 »
Xanfing ... 10 »
Acido para-aminobenzoico ....... ... 2,5 »
Biotina ..o 0,005 »
Acido félico ..............o 0,01 »
Acido nicotinico ......................... 1 »
d-pantotenato céicico ...l 020 »
Piridoxina ... 0,20 »
Piridoxal ..o 0,40 »
Clorhidrato de tiamina ................. 0,50 »
Lactoflavina ... 0,80 »

Antes de la adicién del tioglicolato sédico se ajusta el pH del medio 6,8-6,9,
se calienta hasta que el precipitado flocule, y se filtra. El tioglicolato sédico se
afiade poco antes de la esterilizacién, ajustando el pH a 6,8-6,9.

b) Conservacién de la estirpe—El cultivo del stock del L. leichmannii
(ATCC 4.797) se mantiene en un medio de la siguiente composicién:

Leche desnatada ...........oceeiinnns 1.000 c. c.
Jugo de tomate (no clarificado) ...... 100 »
Extracto de levadura ................... -5 g
pH final o 6,5 »

(1) 100 grs. de caseina se hidrolizan con 200 c. c. de acido sulfarico al 25 por 100
durante 20 horas en el autoclave a 120°. El producto de hidrélisis se neutraliza a pH 3
con hidréxido célcico; se {filira y trata con 5 grs. de carhén activo por cada 100 c. c. a-
ebullicién durante 45 minutos; se filtra y lleva a pH 7 con hidréxido cdlcico, y, final-
mente, nueva filtracién y evaporacién a sequedad en el vacio.
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c) Inéculo—Un cultivo en leche de 24 horas se trasplanta a 10 c. c. de
medio basal (sin tioglicolato sédico) que contiene exiracto hepdtico purificado
equivalente a 9.000 grs. de higado fresco por litro de medio de concentracién
simple. Este tubo se incuba 24 horas a 37°, se centrifuga y las células se resus-
penden en 60 c. c. de solucidn salina estéril.

d) Solucién standard.—Se prepara a partir de vitamina B,, cristalizada.

e) Procedimiento de valoracién.—El ensayo se lleva a cabo en tubos de
18 X 150 mm., con un volumen total de 10 c. c. de medio. La curva standard
de crecimiento se obtiene a partir dé la solucién standard, empleando concen-
traciones que varian de 0,05 a 1 milimicrogramo de vitamina B,,. La solucién
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Respuesta del L. leichmannii a la vit. B,, cristalizada.

problema se diluye hasta operar con concentraciones aproximadas a la stan-
dard. A cada uno de los tubos, con la solucién problema y standard, se les
completa a 5 c. c. con agua destilada, se afiaden 5 c. c. de medio basal y se
esteriliza a 120° durante 10 minutos. Después de la esterilizacién se inocula
cada tubo con una gota de la suspensién del L. leichmannii en solucién salina
estéril,

Después de incubar 40 horas a 37°, se mide la turbidez en el fluorofotémetro
de Pfaltz-Bauer, calculando el contenido en vitamina B,, de la solucién problema,
por referencia a la curva standard. ‘

Si han de hacerse varios ensayos de una muestra, debe conservarse ésta
en estado de congelacién hasta el momento del ensayo; de igual forma se con-
servard la solucién standard de vitamina B,
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Preparacion del material de ensayo.

Una cantidad exactamente pesada de vitamina B,, cristalizada se disuelve
en solucién salina, se toman partes alicuotas y se completan con las soluciones
tampén de fosfatos de pH cuya influencia tratamos de investigar, a un volumen
determinado, para conseguir una concentracién final de 15 v de vitamina B,
cristalizada por c. c. Las soluciones tampén de fosfatos se prepararon de la
forma siguiente:

PO, H. K PO, HNa 2H.0

9 grs./1.000 c. c. 11,87 grs./1.000 c. c. pH
29,7 c. c 03 cc 5
27 » 3 » 6
12 » 18 » 7
0,75 » 29,25 » 8

Las soluciones finales se envasan en ampollas de 2 c. c., separando de cada
solucién tres lotes que se esterilizan o distintas temperaturas:

1) A 80° en bafio Maria durante una hora, cuatro dias.

2) A 115° durante treinta minutos.

3) A 125° durante veinte minutos.

La solucion standard (en solucién salina sin esterilizar) se conserva en es-
tado de congelacién. Todas estas soluciones problemas, después de la esterili-
zacién presentan un intenso color rojo-violeta, excepto las de pH 8 sometidas
a 115° y 125°% que toman un color anaranjado.

Resultados obtenidos.

Valores medios de cuatro valoraciones en soluciones que contienen 15 ¥ de
B,. por c. c. (P = pérdidas por 100).

80° — 1 h. 4d. 1152 — 30 m, 125 — 20 m.

pH 5 15 y/c. c. (P =0) 14,5 v/c. c¢. (P =3,3) 14,4 y/c. c. (P =4)

pH 6 14,6 y/c. c. (P =28) 13,45 y/c. c. (P=10,5) 13,05 y/c. c. (P =13)
pH 7 1325 y/c. c. (P=115) 1245 y/e. c. (P =17) 10,05 y/c. c. (P =33)
pH 8 12 v/c. c. (P =20) 1,8 y/c. c. (P =288) 0,75 y/c. c. (P =95)
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Pérdidas de vit. B, a distintos pH y temperaturas.

COMENTARIOS

Con el método turbidométrico utilizado, el error experimental es, aproxima-
damente, de + 10 por 100, necesitando el L. leichmannii (ATCC 4.797) una in-
cubacién de 40 horas a 37° para alcanzar el mdximo crecimiento.

Los resultados conseguidos muestran que el pH éptimo para la estabilidad
de las soluciones de vitamina B,., estd comprendido entre 5 y 6, siendo el
pH 5 a 5,5 el indicado para la preparacién de medicamentos inyectables.

Las soluciones a pH 7 sufren sensible pérdida (17 poF 100) cuando se este-
rilizan a 115° 30 minutos, y casi el doble cuando se someten a 125° 20 minutos.

La vitamina B, en solucién o pH 8 es muy inestable, alcanzando las pér-
didas el 88 y 95 por 100 cuando se esterilizan a 115° 30 minutos y 125° 20 mi-
hutos, respectivamente, virando el intenso color rojo al anaranjado.

Cuando la temperatura de esterilizacién es baja (tindalizaciéon o 80°) las
pérdidas de actividad son mucho menores, alcanzando el 20 por 100 en las
soluciones a pH 8.

RESUMEN

Utilizando el método biolégico del L. leichmannii en las condiciones descri-
tas en este frabajo, se han obtenido los siguientes resultados

1) El pH éptimo para las soluciones de vitamina B,, estd comprendido
entre 5y 6.
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2) Las soluciones a pH 7, cuando se esterilizan a 125° pierden el 33 por
100 de su actividad.

3) Las soluciones a pH 8 pierden el 90 por 100 de su potencia cuando se
esterilizan a 115° y 125°

4) Cuando la esterilizacion se efectda por tindalizacion (80°), la pérdida
es mucho menor, siendo a pH 8, del 20 por 100.

SUMMARY

With the biological method of the L. leichmannii, under the conditions des-
cribed in this paper, the following results were obtained:

1) The optium pH for solutions of vitamin B,, ranges from 5 to 6.

2) Solutions of pH 7 lose 33 % of their activity on sterilizing at 125° C.

3) Solutions of pH 8 lose 90 % of their capacity when sterilized at 115
and 125° C.

4) When sterilization is carried out by tindalization (80° C.) the loss is
considerably less, being 20 % at pH 8.
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INSTITUTO DE MICROBIOLOGIA GENERAL Y APLICADA

SECCION DE FERMENTACIONES INDUSTRIALES DEL PATRONATO
JUAN DE LA CIERVA

C.S. I C.

POSIBILIDAD DE FABRICAR LEVADURAS PRENSADAS SOBRE
PREHIDROLIZADOS DE RESIDUOS AGRICOLAS

Juan Marcilla Arrazola y Luis Hidalgo Ferndndez-Cano.

La totalidad de la levadura prensada que se fabrica en Espafia se obtiene
- a partir de las melazas de azucareria, con procesos de aireacién por burbujas.

Los elevados precios de las melazas de remolacha, el kilogramo de azicar
en ellas contenido oscila alrededor de las cuatro pesetas, y el rendimiento en
levaduras con el proceso de multiplicacién usual, muy inferior a cuarenta y cinco
partes de levadura seca por cada cien partes de azbcar consumido (que repre-
senta no menos del 95-96 por 100 del azlcar puesto en juego), nos hicieron
pensar sobre la conveniencia y posibilidad de sustituir parcialmente a las mela-
zas de azucareria por ofro substrato, més econdmico e igualmente o con ventaja
utilizable en la industria espafola de levaduras prensadas, permitiendo que
aquéllas se destinen a las industrias de fermentacion y a la cabafia nacional,
que se beneficiarian si pudieran disponer de piensos melazados.

Las melazas no son un medio éptimo para la proliferacién de los sac-
charomyces; escasean los compuestos nitrogenados asimilables por las
levaduras y ciertos ofros metabolitos esenciales; la salinidad no es la mas ade-
cuada y es preciso eliminar compuestos nocivos a la multiplicacién de las leva-
duras o a la presentacién adecuada de las mismas.

El' acondicionamiento integral de las melazas deberia comprender no sélo
la depuracién y adiciones usuales, sino, también, la mezcla con mostos de gra-
mos o extractos de malta, mezclas que en nuestro pais no sélo resultarian cos-
tosas, sino, a veces, imposibles.

Como causas principales del escaso rendimiento que se obtiene en las le-
vaduras prensadas, podemos apuntar la menor eficacia de la aireacién forzada,
en forma de burbujas relativamente gruesas, en comparacién con la aireacién
nebulizada aue se emplea corrientemente en la fabricaciéon de levaduras ali-
menticias, y mds aldn con la obtenida en cubas, como las de Waldhof, en las
que todo liquido estd mantenido, por aireacién y agitacién simulténeas, en
forma de espumas, y, en conexién con esta primera causa, la pérdida que su-
pone la transformacién fermentativa de parte del azicar en alcohol.
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Aun suponiendo que se lograra el ideal de que la porcién de alcohol no
exceda de 0° 2, consumimos sin provecho unos 3,5 gramos de azicar por cada
litro, pero como frecuentemente se llega al final del proceso con un grado al-
cohélico igual o superior a 1°, la porcién de azicar derrochada es de 17 gra-
mos o mds, es decir, pasa del 35 por 100 si la concentracién fué del 5 por 100.
En las fabricacién de levaduras alimenticias se hacen proliferar especies y razas
de muy escaso o nulo poder fermentativo, con exigencias minimas en microfac-
tores y metabolitos esenciales.

Aunque no estd, ni con mucho, resuelta la sustitucién cuya posibilidad su-
gerimos, creimos interesante comunicar al XXIl Congreso Internacional de Quimica
Industrial, celebrado en Barcelona los dios 23 al 30 de octubre de 1949, los
resultados que hemos obtenido como consecuencia del estudio de diversas ma-
terias primas nacionales que pueden servir para la preparacién de caldos de-
dicados a la proliteracién de levaduras. Entre otras materias primas, los carozos
(mazorcas desgranadas) y aun las cafas secas residuales del cultivo del maiz
nos han servido para la obtencién:

a) De prehidrolizados resultantes de las accion a 80° de temperatura de
diluciones de acido sulfirico al 3 por 100 en peso, obtenidos por un sencillo
proceso de difusion.

b) De un residuo rico en lignina y en celulosa, sacarificable la Gltima para
obtener, por un método en gran parte original, glucosa técnica. El tema de la
presente comunicacién no permite nos ocupemos de este aprovechamiento.

Respecto a los prehidrolizos, apuntaremos que, después de una difusién en
cuatro elementos, con una hora de contacto entre sélido (molido groseramente)
y liquido écido, la concentracién de materias reductoras del Fehling llega a ser
de 120 a 140 gramos por litro (expresado en glucosa), principalmente xilosa y
dcidos urdnicos. ' '

El nitrégeno formol, indicador aproximado del nitrégeno asimilable por las
levaduras, es lo suficientemente elevado para permitir la proliferacion de la
Torulopsis utilis, Candida pulcherrima, n. var. lique-
faciens (Marcilla y Feduchy) y de una estirpe de Oidium lactis, que
por el momento son las destinadas a ‘multiplicacién, sobre prehidrolizados di-
luidos, sin ofra adicién que la de pequefia proporcién de fosfatos monocélcico
o dipotésico, aunque el incremento del peso en materia seca del conjunto de
levadura es sensiblemente mds lento que cuando se afiaden a los prehidroli-
zados cantidades adecuadas de sales aménicas o urea.

Aun cuando las levaduras alimenticias que cultivamos son susceptibles de
crecer en medios estrictamente minerales, salvo la sustancia ternaria que.sirve
de alimento energético y pléstico carbonado, sin embargo, los rendimientos in-
dustriales obligan, cuando se trata de prehidrolizados de residuos agricolas, o
la adicién de determinados metabolitos contenidos ‘en los autolizados de leva-
dyra, corn-steep, o preparados andlogos, en proporcién suficiente para inflyir
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en la mejor nutricién carbonada nitrogenada de las levaduras. Los resultados
por nosotros logrados en la multiplicacién de la Torulopsis utilis,
Candida pulcherrima y Oidium lactis son algo mejores con
el corn-steep y con un preparado andlogo a partir de la avena (al que llama-
mos avena-steep) que con agua o extracto de levadura, pero no es seguro que
no influyan las diferentes concentraciones de metabolitos que no son, en rigor,
microfactores.

No creemos que los prehidrolizados de carozos de maiz estén exentos de
todos los microfactores de crecimiento hasta hoy conocidos como indispensables
para la proliferacién de los Saccharomyces industriales, y mds o menos
Otiles para las levaduras alimenticias que cultivamos como principal finalidad de
nuestras investigaciones. Sin embargo, contienen furfural, y quizds otros cuerpos
téxicos, inhibidores del crecimiento de la levadura, tales como unas sustancias
facilmente oxidables, las cuales, por aireacién, dan origen a floculaciones de
color pardo negruzco o negro algo rojizo y cuya formacién en cantidad apre-
ciable impide la proliferacién de las células o la reduce muy notablemente.

Fijados por una larga serie de investigaciones sistemdticas (que pronto es-
peramos poder publicar) las condiciones 6ptimas del medio para la multipli-
cacién de levaduras alimenticias, pasamos a estudiar si el substrato es utilizable
para la obtencién de levaduras prensadas sin demérito de sus calidades.

Substratos para la multiplicacién.—A)  Melazas de azucareria, preparadas
segin F. G. Walter, 1941, «The manufacture of Compressed Yeast», Chapman &
Hall, Londres. (Método al fosfato célcico.) ;

B) Prehidrolizado de carozos de maiz parcialmente neutralizado con lechada
de cal, hasta pH = 4,5-5,0, filtracién para separar el sulfato célcico y dilucién
hasta que la concentraciéon de materias reductoras del Fehling sea igual o
2 por 100 (peso-volumen). Adicién de 0,13 gramos de POK,H por cada 100
centimetros cibicos de caldo (exceso de PO,) y de sulfato aménico en cantidad
equivalente a la adicién de 0,06 gramos de NH, por cada 100 c. c. de pre-
hidrolizado diluido. Nuevo ajuste del pH a 4,5-5,0 (papel indicador universal
Merck). Esterilizaciéon a 100° (vapor fluyente) durante media hora.

Siembras.—Levadura prensada danesa, procedente de los «Carlsberg Labo-
ratories» (Copenhague), en cultivo puro.

Aireacién.—Por burbujeo de aire (esterilizado por lavado en dicromato po-
tasico y filtro de algodén) que sale por capilares con un gasto de 20 litros a
la hora.

Tiempo de multiplicacién.—Veinte horas a 30°.

Tiempo de maduracién.—Diez horas a la temperatura ambiente (25°-26).

Los resultados obtenidos, cuyos detalles serdn publicados en los Anales del
ya citado Congreso de Quimica Industrial, pueden ser resumidos como sigue:
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Conteo de levaduras al final de la experiencia:

sobre melazas

= 1,002.
sobre prehidrolizado

Tamafo de las células de levadura-cosecha:

sobre melazas
Longitud: . = 0,980.
sobre prehidrolizado

sobre melazas
Anchura: = 1,027.
sobre prehidrolizado

Materia seca de levadura cosechada en 100 c. c. (siembra -+ proliferacion):

sobre melazas

= 1,007.
sobre prehidrolizado

Poder fermentativo de las levaduras cosechadas (fermentémetro de Van lter-
son y Kluyver):

Tiempo transcurrido

desde la siembra C. C. con levaduras sobre melazas

Hz;os ’ C. C. con levaduras sobre prehidrolizados
2 e 0,983
3 1,011
4o PPN 1,009 -
5. L 1

LS TN 1

2 1

Como puede apreciarse, la multiplicacién de las levaduras prensadas sobre
prehidrolizados de carozos de maiz es satisfactorio, aunque, en una primera
fase, es més lenta que la lograda sobre melazas (observacién que no queda
reflejoda en los datos anotados, que son los finales después de una larga
aireacién). El poder fermentativo de las levaduras es
idéntico para las cosechadas sobre melazas y sobre
prehidrolizados, y tampoco hay diferencia en forma y tamafio.

No puede aln deducirse con fundamento ninguna conclusién acerca de los
rendimientos en levadura de las materias reductoras consumidas en cada tipo
" de substrato, porque las materios reductoras contenidas en los prehidrolizados
ni tienen igual poder reductor que la glucosa y levulosa, ni, probablemente,
constituyen la totalidad de las materias ternarias que son asimilables por las
levaduras en los prehidrolizados. Parece, sin embargo, a primera vista (y ello
es logico), que los rendimientos en levadura son mayores sobre el azicar in-
vertido, la sacarosa y rafinosa de las melazas que sobre la xilosa, écidos uré-
nicos complejos y otras sustancias ternarias contenidas en los prehidrolizados.

Nuestra experiencia marca sélo una primera orientacion, pero demuestra
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el hecho interesante de que pueden ser logradas, sobre prehidrolizados, leva-
duras prensadas de andlogo aspecto e idéntico poder fermentativo al de las
obtenidas sobre melazas, sin que en este caso deban ser te-
midas las pérdidas de cosecha de levaduras debidas
a la formacién de alcohol.

Igual éxito inicial podria ser obtenido, seguramente, si se adoptase como
substrato el jugo de los tubérculos de gamonitas o gamones, nombres vulgares
de las dos especies de Asphodelus, albus y microcarpus, plan-
tas esponténeas extraordinariamente abundantes en Espafia. En investigaciones
de Marcilla y Feduchy, y en escala de pequefia industria, se ha demostrado
la utilidad de los citados jugos para la fabricacién de alcohol etilico, con fer-
- mentaciones extraordinariamente fdciles. Para la fabricacién de levaduras pren-
sadas los problemas serfan: eliminacién previa del pigmento amarillo que existe
en los tubérculos y en sus zumos, se fija sobre las levaduras, a las que tife,
y quizd también el de evitar, en dichas levaduras, un ligero sabor dspero-
amargo, propio de los mismos jugos, problemas que no parecen demasiado
dificiles de resolver mediante adecuados procesos de depuracién de los subs-
tratos.

Los jugos de tubérculos de la pataca (Helianthus tuberosum)
son, andlogamente, ‘después de suave hidrolisis de la inulina (polisacdrido que
constituye su material hidrocarbonado de reserva), aptos para la fabricacién
que nos ocupa.

RESUMEN

Se aborda el problema de la sustitucién, en la fabricacién de levaduras
prensadas, de las melazas de azucareria por otros substratos en los que las
materias ternarias asimilables por los Saccharomyces puedan resultar
mas econdmicas que los azicares contenidos en aquéllas, a los precios actua-
les de las mismas, en Espafia, y, ademds, ofrezcan determinadas ventajas de
orden técnico.

Se demuestra experimentalmente la posibilidad de obtener sobre prehidro-
lizado de carozo de maiz (mazorcas desgranadas), levaduras prensadas de
idéntica presentacién y poder fermentativo que las cosechadas en cultivo sobre
melazas.

Se apuntan las probables posibilidades de otras materias primas para esta
fabricacion.

Las investigaciones realizadas hasta el dia representan sélo una iniciacién y
estdn todavia muy lejos de resolver la cuestién, pero, por ello, se sugiere la
conveniencia de continuarlas.
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SUMMARY

The authors bring out the problem of the substitution in the manufacture of
pressed yeasts, of the sugar molasses by other substratum in which the ternary
substances assimilable by the Saccharomyces couid be more economical
than the sugar contained in the molasses at their present price in Spain, and
could offer besides some technical advantages.

The possibility of obtaining on prehydrolization of cob of maize (grainless
ear) pressed yeasts of an identical presentation and fermentative power than
those obtained by cultivation on molasses is experimentally demonstrated.

The probable possibilities of other raw materials for this manufacture are
also mentioned.

The researches performed up to thid time represent only an initiation and are
still very far from the solution of the question. Therefore the convenience of
carrying out further experiments is suggested.
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ESTANCIA DEL PROFESOR WAKSMAN

En el curso de su reciente viaje a
nuestra Patria, permanecié unos dias
en Madrid, el pasado mes de abril,
el Profesor Selman A. Waksman, de
la Universidad de Rutgers (E. U. A.).
Entre los diversos actos en que tomé
parte durante la estancia citada des-
tacan la  conferencia pronunciada
por ¢l en el Consejo Superior de In-
vestigaciones Cientificas y su invecti-
dura de Doctor Honoris Cau-
sa, por la Universidad de Madrid.

El primero de dichos actos, orga-
nizado por la Sociedad de Micre- - |
bislogos Espafioles y el Instituto de
Edafologia y Fisiologia Vegetal del
C. S. I. C, tuvo lugar el 18 de dicho
mes, en el Salén de Actos de la se-
de central del Consejo, y ocupando

la mesa presidencial los Profesores Casares Gil, Albareda, Vilas y Socias, jun-
famente con el conferenciante.

Abierta la sesién, el Profesor Vilas pronuncié unas palabras realzando la
labor de Waksman en el campo de la Microbiologia del suelo, labor que tan
otil le fué para sus trabajos posteriores sobre antibiéticos, e hizo constar el
acuerdo de la Sociedad de nombrarle Miembro de Honor. Seguidamen-
te, el ilustre huésped, tras agradecer la distincién recibida, desarrollé el tema
«Investigacién de nuevos agentes quimioterdpicos»—recogido al principio de
este mismo nimero—, terminando el acto con la imposicién, por el Profesor Ca-
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sares Gil, de la Medalla de Consejero de Honor del Consejo Superiér de Inves-
tigaciones Cientificas al Profesor Waksman. . ’

El dia 21 tuvo lugar el segundo de los actos indicados, en el Paraninfo de
la Universidad. Presidi6 el excelentisimo sefior Ministro de Educacién Nacional,
don José Ibdfez Martin, quien tenia a su derecha al Profesor Waksman, y a su
izquierda al Rector Magnifico de la Universidad, don Pio Zabala. En la mesa
presidencial se encontraban también los Decanos de las distintas Facultades.
Gran ndmero de profesores y otras personalidades y de estudiantes ocupaban
el resto del Paraninfo.

Abierto el acto por el excelentisimo sefior Ministro, el Secretario General de
la Universidad, Profesor Ferrandis, di6 lectura al acta en que se nombra Doctor
Honoris Causa al Profesor Waksman. A continuacién, el Catedréatico de
Bacteriologia de la Facultad de Ciencias, Profesor Socias Amorés, pronuncié el
discurso protocolario de presentacién, como padrino del doctorando. Seguida-
mente, el Decano de la Facultad de Ciencias, Profesor San Miguel de la Cé-
mara, juntamente con el Vicedecano, Profesor Ipiens, y el Catedrdtico de Fisio-
logia Vegetal de- la citada Facultad, Profesor Bustinza, invistieron con toga y
muceta al Profesor Waksman. Leido por éste su discurso de gracias, en espafiol,
el excelentisimo y Magnifico sefor Rector le impuso, bajo el severo protocolo
establecido, el birrete, anillo y guantes, haciéndole entrega del simbélico libro
de la Ciencia, con el abrazo de hermandad.

Por (ltimo, y entre el cordial homenaje del piblico puesto en pie, fué im-
pues;fcx al nuevo Doctor, por el excelentisimo sefior Ministro, la durea Medalla
de la Universidad.

En las pdginas siguientes reproducimos el discurso del Profesor Socias y el
del Profesor Waksman.
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Discurso del Profesor Socias.

Excelentisimo sefior Ministro, excelentisimo y Magnifico sefior Rector, excelen-
tisimos e ilustrisimos sefiores, sefioras y sefiores:

No en vano me embarga la emocién en estos momentos en que, por desig-
nacién de este Claustro de Profesores, he sido encargado del inmerecido honor
de presentar los relevantes méritos que, al concurrir en la persona del sabio.
Profesor Waksman, le hacen acreedor a la investidura de Doctor Honoris
Causa de la Universidad Matritense.

Bien me doy cuenta que serdn escasas las nuevas aportaciones que para el
mejor conocimiento de la personalidad cientifica del ilustre sabio pueda daros,
puesto que su fama es ya ecuménica.

Sélo me permitiré sefialar brevemente ciertas facetas de interés para nues-
tra vida docente, que sirvan de estimulo y ensefianza a los que caminamos por
los dridos senderos de la ciencia y, a la vez, de ejemplo perenne para nuestras
juventudes universitarias.

Finalizaba el siglo XIX a la vez que daba sus primeros vagidos lo que habia
dé ser luego la época clasica de la ciencia bacteriolégica. Alla en la noble
soledad de la estepa ucraniana, en el regazo amoroso de la aldea de Priluca,
nacia en un dia de julio del 88 Selman A. Waksman.

Su educacion—del tipo de nuestro bachillerato—la llevé a cabo en el Gym-
nasium de la ya meridional Odessa. La intuicién, que toda su vida serd su rec-
tora, le orienta a emigrar a los Estados Unidos de América con el ansia de
ilimitados horizontes; asi fué como a los veintidés afos se encuentra en Nueva
Jersey, en la Facultad de Agricultura de la Universidad de Rutgers.

Desarrolla sus estudios influido por las cordiales relaciones de otro emi-
grado ruso: el Profesor J. G. Lipman. Y como Waksman de antemano habia
decidido polarizar sus estudios hacia la biologia, bajo tal influjo lo hace par-
ticularmente en la Microbiologia del suelo.

Recibe en 1915 el titulo de «Bachelor of Science», y es nombrado asistente
de la «Agricultural Experimental Station», de New Jersey.

En 1916 obtiene el titulo de «Master of Science» por la citada Universidad
y es nombrado colaborador de la de California, donde en 1918 obtiene el titulo
de Doctor. Mientras tanto, acepta una beca con los Profesores H. B. Robertson
y G. N. Lewis en este Gltimo centro docente, con el fin de estudiar Bioquimica
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y Fisicoquimica, conocimientos que en un futuro préximo tan valiosos le han
de ser.

Progresivamente es nombrado en 1925 Profesor adjunto y en 1930 Catedrd-
tico de Microbiologia en la Universidad Rutgers, de New Jersey. Actualmente
es, ademds, Jefe del Departamento de Microbiologia de la Estacién Agricola
Experimentai.

El Profesor Waksman, en 1931 es encargado de crear una Seccién de Bac-
teriologia Marina en el ‘Instituto Oceanogréfico de Woods Hole, en California.
Es en la misma California donde contrae matrimonio con Miss. Mitnik, estudiante
de primer curso y hermana de su mejor amigo en el pueblo natal; en ella en-
contrard, en su futuro caminar, la esposa amante y la colaboradora eficaz.

Ya en sus tiempos de estudiante es atraido por la investigacion de los acti-
nomicetos del suélo, dando cima con ello, en 1919, a sus primeras publicacio-
nes, que aparecen en la revista Seil Science bajo el titulo «Cultural studies of
species Actinomycetes»; otro, titulado «Studies in the methabolism of the Acti-
nomycetes», ve la luz en el Journal of Bacteriology.

Su intenso trabajo—que asombra—unido a una clara inteligencia, le per-
mite en tan poco tiempo ser capaz de escribir su gran obra titulada «Principles
of soil microbiology», cuya primera edicién, con més de 800 pdginas, apareciéd
en 1926, y la segunda en 1931. Tan sélo hace dos dias, me decia el Profesor
Woksman que, estando agotada, no se puede en la actualidad reeditar.

En 1942 escribe ofro libro de interés excepcional: «The soil and the Microbe».

Waksman tiene el gran mérito de valorizar la Biologia del suelo, de con-
siderarlo como un mundo viviente, no como algo inerte; la gran entrafia de la
tierra no estd ensefioreada por lo mineral, sino que la vida palpita dando
pdbulo a todo lo organizado. Asi, lleva a cabo su estudio que aparece luego
en el libro «<Humus», impreso en 1936. '

Su autoridad a este respecto, es causa de que, en 1932, el Director de In-
vestigacién de la «National Tuberculosis Association» se entreviste con él para un
asunto concreto: el destino del bacilo tuberculoso una vez en el suelo. Segun
esta idea directriz se hacen experiencios, no sélo sobre el bacilo de Koch, sino
aun a través de moltiples bacterias, tanto en el suelo como en el agua de los
alcantarillas, para llegar a la conclusién—conforme con otros autores y expe-
riencias anteriores—de que su supervivencia es corta: Puede decirse que estos
son sus primeros pasos en el terreno de la microbiologia de patégenos, que le
serédn muy valiosos para sus futuros trabajos en antibiéticos, ya que Waksman
comprende y ve con clarividencia la importancia de los microorganismos del
suelo en la destruccién de las bacterias patégenas.

Woaksman establece por primera vez la denominacién de antibiéticos uni-
versalmente aceptada, para designar «aquellos productos del metabolismo de
los microorganismos que tienen la capacidad de inhibir y aun destruir la vida
de las bacterias, en especial de las patégenas». Asi es como en 1939 se lanza
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plenamente a la investigacion de tales productos entre los actinomicetos, que
en su pretérita labor habia aislado, clasificado y estudiado.

En este afio sélo, se conocen dos antibiéticos—Ia Actinomicetina y Actino-
myces-lisozima—que no son exactamente de tal naturaleza y que derivan de
un gran némero de actinomicetos. )

Una comisién de expertos—médicos, quimicos y bidlogos, y entre ellos
Waksman—se retne en 1941 para discutir los caminos mds apropiados para
abordar el problema de la tuberculosis mediante la quimioterapia. La mayoria
son del parecer de buscar enzimas o fermentos que disuelvan la coraza cérea
del agente etiolégico, y es Waksman quien impone su criterio de que un fer-
mento de tan enérgica naturaleza ha de ser a la vez nocivo para las células
del organismo que lo alberga, y, en consecuencia, propone buscar una sustan-
cia que interfiera los reacciones metabdlicas, bien de la sintesis, bien de la
reproduccién del bacilo. O sea, en cfras palabras: propone buscar un antibié-
tico de accién bacteriostdtica o bactericida.

En este mismo afio de 1941, aisla la estreptotricina, que, resultando de gran
interés por su eficacia ante las bacterias Gram-negativas, pierde en cambio su
utilidad, por su efecto tdxico retardado.

Dos afios mds tarde, descubre la estreptomicina. Esta sustancia tiene la gran
ventaja sobre la penicilina de Fleming, de ser activa sobre las bacterias Gram-
negativas, al igual que la anterior, y, ademds, sobre las écido-resiStentes, como
el bacilo de la tuberculosis. ,

Este descubrimiento lo llevé a cabo con sus colaboradores Albert Schatz
y Elisabeth Bugie, en el Actinomyces griseus.

La labor colosal que desde entonces ha desarrollado en el campo de los
~antibiéticos, sélo se comprende diciendo que en este lapso de siete a ocho
afios ha estudiado més de 50.000 cultivos y de ellos aislé varios nuevos pro-
ductos de tal indole, siendo los mas recientes la neomicina y la fradicing, que
actualmente estdn sufriendo las pruebas para determinar su eficacia, potencia-
lidad e inocuidad, ante la enfermedad y el enfermo, y que parecen ser mucho
més Utiles que la estreptomicina. ’

Podemos afirmar que desde el descubrimiento por Fleming del primer an-
tibidtico—Ila penicilina—Ilos mds importantes productos de esta naturaleza han
surgido de la familia de las Actinomycetales, y que su nimero no es menor de
freinta.

La importancia de la estreptomicina ha saltado las barreras de la técnica
bacteriana y médica, para que hoy sea conocida del piblico no especializado;
y es que no en vano va dirigida su accién terapéutica contra uno de los mas
terribles azotes de la humanidad que le qguedan al hombre aln por yugular
en este siglo de gestas gloriosos contra las enfermedades infecto-contagiosas:
la tuberculosis. El tributo que ha pagado el género humano al bacilo de Koch
es pavoroso, y con la estreptomicina se ha dado un gran paso en su ataque.
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En la historia de la ciencia pura microbiolégica, es indiscutible que Waksman
marca claramente un hito, aunque es precisamente en el campo de los anti-
bisticos donde nuestro doctorando es conocido mundialmente y su fama ha sido
bien ganada; pero este nombre es del tipo de lo popular, donde tanto inter-
viene la moda y la actualidad. Es este algo fécil, cuando un nombre se hace
familiar al ofdo radioyente, al que basa sus conocimientos cientificos en los
periédicos y en la asistencia a tantas.y tantas conferencias cientificas de mas
o menos divulgacién. Hoy existe el tipo de persona que adquiere unos cono-
cimientos que le hacen apto para discutir y hasta hacer un brillante papel en
la tertulia de café o reunién de sociedad; que para tal fin no es menester—y él
lo sabe muy bien—mas que leer toda una coleccién del «Reader’s Digest».

Nadie puede negar que el nombre de Waksman, como descubridor de la
estreptomicina, es ya familiar a las gentes; en cambio, es la «élite» cientifica
la que es capaz de valorar la obra bésica de este hombre, que le ha permi-
tido arribar a tal descubrimiento. Es de una frascendencia especial el mo -
mento en que, con su personalidad, el hombre de ciencia hace desviar los
pasos de un camino trillado—de un sendero bien endurecido por tanta anda-
dura soportado—e inicia ofro nuevo. Ctro, que sélo la visién del que tiene
este sentido raro e intuitivo de la orientacién, es capoz de abrir y de darle
animos para hollar tierra nueva. Este momento es aquel en que Waksman,
aln estudiante, ve claro que el suelo «<no es una-masa muerta de residuos
inertes, sino una pléyade de seres vivos; en él se pueden reconocer filamentos
de octinomicetos que rodean las particulas constituyentes de la tierra y que
luego crecerén abundantemente formando del 10 al 50.por 100 de todas las
colonias microbianas capaces de desarrollarse en las placas nutricias, sembra-
das con tierra». Por esto camina a marchas forzadas en el estudio de la Micro-
biologia del suelo.

Si es cierto que la Microbiologia hasta Pasteur estuvo en manos de bidlogos
y quimicos, no lo es menos que desde Koch, pasa principalmente a las de los
médicos. Aquella ciencia bioldgica pura por excelencia, se convierte de hecho
en una ciencia aplicada a la Medicina. No es que tengamos que deplorar tal
directriz, ya que a ello se debe especialmente el portentoso adelanto en la
medicina preventiva de las enfermedades infecto-contagiosas; pero, mientras
tanto, quedaba algo relegada la ciencia pura microbiana.

Justificada estd, es cierto, tal tendencia, porque el hombre es el Unico ser
que a través del tiempo y del espacio tiene un hambre insatisfecha que le obli-
ga a vivir'en una continua agonia. Para satisfacer esta su hambre y asi inte-
grarse, ha ido catando a diestro y siniestro los frutos en su circunstancia, y
segin le han valido para ésta su integracién, los ha jerarquizado. La valoriza-
cién suele estar en intima relacién con su carencia; de aqui que sea tan fre-
cuente que mientras no se halle en falta de un «algo»—por alto valor real
que tengo—, no conceda importancia a su posesién. De todas estas carencias,
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la que més aprecia cuando no la posee es la salud. Ya Heréfilo, médico y filé-
sofo griego del 300 antes de Jesucristo, lo expresé con unas palabras admira-
bles: «La ciencia y el arte no tienen nada que ensefiar; el énimo es incapaz
de esfuerzo; la riqueza, indtil; y la elocuencia, ineficaz, si falta la salud».

Tan es asi, que en uno de los Libros Sapienciales—el de Job, setecientos
afios antes de Jesucristo—se describe cémo un hombre va perdiendo sucesiva-
mente todos sus bienes mds preciados, y se hace indispensable una peticién
particular y explicita de Satén a Dios, para, en Gltimo término y como don mds
preciado, quitarle la salud. Dice asi: «jPiel por piel, cuanto el hombre tiene,
lo daria gustoso por su vida. Pero, anda, extiende tu mano y técale en su hueso
y en su carne, a ver si no te vuelve la espalda». Yavé, dijo entonces a Satdn:
«Ahi lo tienes: en tu mano lo pongo, pero guarda su vida». O sea, que sélo
le resta después de la salud la vida, como don mds preciado.

Claro estd, pues, que los descubrimientos que el hombre lleva a cabo en
favor de la salud, son altamente estimados y conducen al corazén mismo de
las gentes su gratitud para todo aquel que en este sentido es su bienhechor;
y por encima de todos aquellos que puedan regalarle otros bienes. No es de
extrafiar, por tanto, que el principal papel y sus mayores éxitos los haya tenido
la Microbiologia en el campo de lcz Medicina. Mas, debido a esto, esta ciencia,
en gran parte, se habia limitado a una disciplina donde lo posible en nuestros
tiempos .estaba muy trillado. )

Nuevos paisajes con agrestes montafias y profundos valles, bosques virge-
nes y rios' salvajes, dificiles de vencer, esperaban ser estudiados. Waksman es
como uno de aquellos de nuestros conquistadores, cuyos relatos de sus andan-
zas y gestas en tierras de América nos llenan de estupor y levantan en lo alto
nuestra admiracién. Es en estos campos virgenes de la ciencia pura donde ver-
daderamente admira el experto en materia microbiolégica al Profesor Waks-
man, y donde es desconocido por el no especializado.

El Profesor Waksman serd recibido con aplausos salidos del corazén en
todos los pueblos que en este viaje por las tierras de la vieja y eterna Espafia
‘va realizando. Estamos ciertos de que nuestro pueblo generoso no serd remiso
en sus aplausos y devocién, y de ello nos congratulamos sinceramente. Pero
aqui, en el Paraninfo de esta Universidad Complutense, nuestra admiracién y
tributo, ademés de cordiales, es preciso que sean cientificos. Y asi admiramos
su obra callada, aquella que se lee a través de sus 300 trabajos publicados
y de sus ocho obras editadas. Al recibir el Profesor Waksman la investidura de
Doctor por la Facultad de Ciencias, admiramos y rendimos homenaje al micro-
bidlogo (o sea, al bidlogo), al naturalista que superd sus tiempos cultivando
campos de la ciencia pura que estaban yermos, y que si pudieron parecer a
vistas miopes que no conducirian a nada, resultaron ser luego magnificos atajos.

La leccién que hemos de aprender de este hombre a sus sesenta y dos afios
y en plena actividad, la encontramos particularmente en su criterio de que es
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preciso hacer del campo de la Microbiologia, por su contenido y complejidad,
una ciencia independiente. Son tantas y tan variadas las aplicaciones de esta
ciencia, que no puede quedar restringida & una asignatura de Medicina, Far-
macia, Veterinaria o de Ciencias. Aquella Microbiologia de unos pocos microbios.
patégenos ha sido superada; y son tantos sus aspectos, que por si sola consti-
tuye toda una disciplina independiente, donde se estudia la vaostedad de su
ciencia pura del brazo de la Quimica Biolégica y de la Quimico-Fisica. No en
vano deciamos al principio que esta fué la formacién del Profesor Waksman
como bidlogo. Establecié una teoria de cimientos sélidos en la ciencia pura,
que luego pudieron ser fecundos en rosetones, agujos y pindculos de ciencia
microbiolégica aplicada. El campo anchuroso de la Microbiologia Industrial
y en especial de las fermentaciones, sélo balbucea entre nosotros; y es que
hacen falto—en frase del Profesor Waksman—muchos microbislogos que se
consideren, plena y exclusivamente, tales.

Por Gltimo, no podia faltar en nuestro sabio la bondad de un corazén ena-
morado de la ciencia, y, en consecuencia, de la*verdad. Es exponente -de este
proceder el hecho de que el Profesor Waksman haya donado de un modo al-
truista los frutos de sus patentes de fabricacién a la «Rutgers Research and En-
dowement Foundation».

Entre los miltiples honores que hay que ‘destacar, con los que ha sido ga-
lardonado el Profesor Waksman por su labor cientifica y caritativa, figuran:

El premio John Scott, de la ciudad de Filadelfia.

El premio de Investigacion 1949, de la «American Pharmaceutical Manufac-
tures Association».

El premio de la Fundacién Passano.

La medalla y premio «Emil Christian Hansen», de los Laboratorios Carlsberg,
de Dinamarca.

La medalla de la «New Jersey Agricultural Society». .

El premio Albert and Mary Lasker, de la «American Public Health Asso-
ciation».

" El premio Amory, de lo «American Academy of Arts and Sciencess.

Es Socio y Socio de Honor de un gran nimero de Sociedades de su pais
y del extranjero, y en los Estados Unidos es miembro de la Academia Nacional
de Ciencias. 4

Ha sido Presidente de la «Society of American Bacteriologists» y de la
«American Chemical Society».

Es Miembro de Honor de gran nimero de Sociedades cientificas extranjeras;
en Méjico, Francia, Bélgica, Alemania, Suiza, India, efc.

Es Doctor Honoris Causa, por Medicina, de la Universidad de Lieja,
y por Ciencics, de las de Princetown y Rutgers, en Norteamérica.

A estos titulos va a afadir hoy, como hace unos dias el de Socio de
Honor de la Sociedad de Microbiélogos Esparioles y el de Miembro de Honor
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del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas, el titulo de’ Doctor Honoris
Causa, por Ciencias, en la multicentenaria Universidad Complutense, herma-
na sefiera de la inmortal de Salamanca, luminarias del saber de nuestro Siglo de
Oro, que con sus disciplinas y ensefianzas esparcieron la semilla de nuestro
intelecto en las tierras virgenes y germinaron en los leves tallos del hoy ubé-
rrimo drbol de la ciencia americana.

De jobilo es, por tanto, este dia, en el que, al honrar al Profesor Waksman
con tal investidura, nos honramos nosotros mismos al contar en nuestra herman-
dad, bajo la cldmide acogedora del Alma Méter, con la figura del hombre
bueno y sabio que es el Profesor Waksman, consagrado a la ciencia por bien
de la humanidad.
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Discurso del Profesor Waksman.

Estoy muy agradecido por el alto honor que me estdis confiriendo. Bien
comprendo que, al honrarme, lo que hacéis es honrar a la ciencia, a la que he
consagrado toda mi vida; es decir, a la Ciencia Microbiolégica.

Desde la época de los primeros grandes maestros, especialmente Luis Pas-
teur y Roberto Koch, la Microbiologia se ha desarrollado segin dos distintas
lineas directrices: por un lado, la Microbiologia médica, y por otro, la Microbiolo-
gia industrial y agricola. Ambas ramas han aportado grandes contribuciones en
el aspecto fundamental de esta ciencia, asi como también en sus aplicaciones
précticas al mejoramiento de la vida del hombre. La primera se ha extendido
y contribuido no solamente a nuestro conocimiento y a los métodos de control
de las enfermedades humanas, sino también al de las enfermedades de las
plantas y de los animales, y asimismo ol mejoramiento y control de la salud
publica.

La segunda ha contribuido al desarrollo de numerosas industrias de la fer-
mentacién, a la preparacién y conservacion de productos alimenticios y bebidas
y o nuestros conocimientos de la microbiologia del suelo y del estiércol, y otras
muchas aplicaciones.

Durante algin tiempo parecia como si estas dos ramas de la joven ciencia
de los microbios no llegarian a encontrarse. La nueva rama de los antibidticos
ha servido para realizar la conexién. Los antibidticos son producto de la acti-
vidad de microorganismos saprofitos que habitan en su mayor parte en los sue-
los, en los montones de estiércol, en nuestros lagos y en nuestros rios. Estos
antibiéticos han hallado amplia aplicacién en el tratamiento de numerosas in-
fecciones del hombre y de los animales. Han revolucionado la practica médica.

Al dar realidad a los antibiéticos, ambas ramas de la Microbiologia han
sido fusionadas otra vez. Con esta aportacion ‘de los antibidticos, la Microbio-
logia ha prestado un destacado servicio al progreso de la humanidad, mejo-
rando su posicién econémica, perfeccionando el tratamiento de las enfermeda-
des y epidemias y haciendo que nuestro mundo relna mejores y mds seguras
condiciones de vida.

Muchas gracios.
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SIR HOWARD WALTER FLOREY

Graduado en Me;liéina y Cirugia,
por Adelﬁido,'tiene también el nue-
vo Miembro de Honor de la
Sociedad el titulo de «Bachelor» en
Ciencias, por Oxford, y es Doctor por
Cambridge. Nombrado Profesor de
Patologia en la Universidad de Shef-
field en 1931, pasé a ocupar el mis-
mo puesto en la de Oxford en 1935,
continuando actualmente en esta Cé-
tedra. Fué elegido Miembro de la
Real Sociedad de Londres, en 1941.
Tiene el premio Camerén, por la Uni-
versidad de Edimburgo; la Medalla
Lister, del Real Colegio de Cirujanos
de Inglaterra; la Medalla de plata
de Berzelius, de la Sociedad Sueca
de Medicina; la Medalla de Oro Al-
bert, de la Real Sociedad de Artes, y
la de Oro de la Sociedad de Medicina. Es Comandante de la Legién de Honor y
posee la Medalla al mérito, de los Estados Unidos. Premio Nobel de Fisiologia y
Medicina en 1945.

Sus principales investigaciones han versado sobre: procesos inflamatorios,
con referencia especial a la produccién de mucus; la circulacién sanguinea ca-
pilar y las condiciones de los linfocitos; lisozima y antibiéticos. Ha publicado
un centenar de trabajos, de les que mdés de la mitad corresponden a antibiéti-

cos, y un buen nimeros de estos Ultimos, a la penicilina. En espafiol han apa-
recido dos trabajos suyos: «El uso de los microorganismos con fines terapéuticos»
{Revista de Sanidad e Higiene Publica, Madrid, 1946), y «El empleo de la
penicilina en la clinica» (La Semana Médica, Abril 1946).
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EL PROFESOR PENSO, EN LA SOCIEDAD

Invitado por la Sociedad de Microbiélogos, ha permanecido durante el mes
de junio unos dias en Espafia el Profesor Giuseppe Penso, del Instituto Superior
de Sanidad, de Roma. #

En la Seccién local de Barcelona, donde estuvo primeramente, expuso los
Gltimos avances sobre micobacterias, tema de su especialidad. En Madrid pro-
nuncié ofra conferencia sobre tema andlogo, bajo la presidencia del Profesor
Clavero del Campo, dando a conocer en el mismo acto el*Profesor Vilas, como
Secretario de la Sociedad, la designacién del Profesor Penso como Miembro
de Honor de la misma, designacion cordialmente agradecida por el intere-
sado.

Las experiencias expuestas por el ilustre bacteriblogo italiano apareceran
préximamente en las pdginas de Microbiologia Espaiiola.

De izquierda a derecha, los Profesores Socias, Gastén de Iriarie.
Penso, Clavero del Campo, Vilas y Bustinza, ante la entrada de
la sede central del C. S. I. C.

NUEVA COLECCION DE BACTERIAS DE INTERES INDUSTRIAL

Para todos aquellos relacionados con la Microbiologia Industrial, es impor-
tante saber que se ha iniciado recientemente en Inglaterra, en el «Chemical
Research Laboratory» (Department of Scientific and Industrial Research), una
coleccién nacional de bacterias no patégenas, que actualmente cuenta ya con
mas de trescientas estirpes.
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El Laboratorio coleccionard todos los tipos de bacterias que se utilicen,
hayan sido utilizadas o lo puedan ser en el futuro por la industria, concediendo
-especial interés a los organismos en periodo de experimentacién. Asimismo, el
‘Laboratorio, ademés de suministrar los cultivos propios, gestionard aquellos otros
-que no posea y le sean solicitados.

Los cultivos de la coleccién figurardn en la Lista de especies del Reino Unido,
-que se publicard el afio 1951.

Para toda clase de informes, dirigirse al Director del «Chemical Research La-
horatory, Teddington, Middlesex».
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ACTAS DE LA SOCIEDAD

MADRID

ACTA DE LA SESION EXTRAORDINARIA CELEBRADA EL DIA 14 DE
ABRIL DE 1950 :

En el salén de actos de la Sede Central del Consejo Superior de Investiga-
ciones Cientificas, Serrano, 117, y bajo la presidencia de don Juan Marcilla,
se abre la sesién a las diecinueve treinta horas, con asistencia de Sir Howard
Walter Florey, que se sienta a la derecha del Presidente.

Primeramente se da cuenta por la presidencia de que, con posterioridad a
la reunién anterior de la Sociedad, la Junta Directiva tuvo noticia oficial de la
venida o Espafa, para asistir a los actos del X Pleno del Consejo, juntamente
con otros cientificos extranjeros, de.Sir Howard Walter Florey y del Doctor
S. A. Waksman, acordando, en consecuencia, proponer a la Sociedad el nom-
bramiento de Miembros de Honor de los dos citados hombres de ciencia, acuer-
~ do que premuras de tiempo impidieron llevar a cabo antes. Aprobada la pro-
puesta por unanimidad, el ‘sefior Socias, seguidamente, da lectura a un trabajo
suyo sobre «La etiologia del tracoma», en el que expone los resultados obteni-
dos durante los diecisiete afios en que ha venido trabajando sobre este tema.

Finalmente, don Juan Marcilla, tras unas palabras de elogio de Sir Howard
Walter Florey, hace patente la satisfaccién de la Sociedad por poder contar
entre sus miembros al ilustre investigador britdnico, cerrando éste el acto con
unas palabras, en espafiol, de gratitud por la distincién recibida.

Y no habiendo mds asuntos que tratar, se levanta la sesién.

§
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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,
localizacién répida de las cintas y manejo de lectura, supera con mucho a la
modalidad en rollo. Se llama «filmoficha» una tira de pelicula de cinco fotogra-
mas y medio (en ofros sistemas seis), en que caben diez pdginas de libro ordi-
nario (libro abiertc, o sea, dos pdaginas cada foto). El medio fotograma que se
afiade (uno 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 ofre-
cer tales ventajas, van alojadas en unas carpetas «Filmoteca», especialmente
dispuestas para contener diez de ellas (cien pdginas o cincuenta folios) en lécu-
los perfectamente adaptados con sus referencias numéricas y espacio preciso
para titulos, pdginas y toda clase de indicaciones Utiles.
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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 pesetas (una
filmoficha). :

Carpeta «Filmoteca»: 2 ptas. Para cien pdginas.

En papel: famafio 9 X 12 cms., 2 ptas.; 13 X 18 cms., 2,50 ptas.; 18 X 24
cms., 3 & 4 ptas., segon el papel. Tamafios mayores, precios a convenir en
cada caso. -



