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de este Centro.

Precio del tomo anual, 30 pesetas.
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COLLECTANEA BOTANICA.—Publicacién del Instituto Boténico de Barcelona.
Dedicado a la Boténica en general, viene a ser un érgano exterior de la
actividad del Instituto Boténico de Barcelona, elemento de enlace con los
demds Centros de investigacion.
Publica trabajos sobre las distintas disciplinas de la Boténica: Sistema-
tica, Floristica, Fitosociologia, Fisiologia, Micologia, Briologia, Algologfa, efc.
Dedica una parte a resefias bibliograficas y a la informacién.
Semestral. Ejemplar, 15 pesetas. Suscripcién, 25 pesetas.

FARMACOGNOSIA.—Publicacién del Instituto «José Celestino Mutis».

Esta revista estd dedicada al estudio de los problemas de Farmacogno-
sia, tal como se concibe en el momento presente, siendo sus finalidades: una,
propiamente cientifica, que trata de Boténica, andlisis quimico, experimen-
tacién fisiolégica y clinica, y ofra, de orden préctico, relativa al cultivo y re-
coleccién de materias primas idéneas, no sélo para la Medicina, sino para
la Dietética y la industria.

Trimesiral. Ejemplar, 23 pesetas. Suscripcién, 75 pesetas.

GENETICA IBERICA.—Publicacién del Instituto «José Celestino Mutis».

Publica trabajos sobre Citologia, Citogenética y Genética de los diver-
sos materiales que constituyen el tema especifico de investigacién en los
distintos Centros colaboradores de la revista, en Espafia y Portugal, y los
relacionados con la mejora de las especies vegetales que interesan en la
Farmacognosia.

Trimestral. Ejemplar, 20 pesetas. Suscripcién, 70 pesetas.
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INSTITUTO “JAIME FERRAN”, DE MICROBIOLOGIA
C.S. I C

LA PAJA DE CEREALES COMO MATERIA PRIMA PARA
LA FABRICACION DE LEVADURAS PIENSO

Ernesto Martinez Diez.

ANTECEDENTES E IMPORTANCIA DEL ESTUDIO

Numerosos trabajos se han realizado en nuestra Patria con el fin de en-
contrar materias primas abundantes en nuestro suelo y aptas para elaborar
caldos de multiplicacién para las tan ya conocidas levaduras pienso y ofras
especies afines.

Yo se han estudiado numerosas materias primas, tales como los tubérculos
de patata, rizomas tuberosas de gamones, efc., e incluso el aprovechamiento
de clertos subproductos tales como las levaduras residuales existentes en las
heces de los vinos, alpechines resultantes de la fabricacién de aceite de oliva, etc.

De la importancia actual que tales estudios pueden suponer, basta que ha-
gomos referencia a algunos puntos que referia nuestro Maestro e ilustre Inge-
niero Agrénomo don Juan Marcilla (q. e. p. d.) en el Congreso de Ingenieria
Agronémica que se celebré en nuestra capital en la primavera del afo 1950.

1.9 Las levaduras alimenticias y otras especies afines constituyen un mag-
nifico complemento a las raciones, ya que poseen gran cantidad de proteinas
(del 30 al 40 %) de un alto valor fisiolégico, digestibles en el 80-85 %, muy
ricas en vitaminas del grupo B y en otros microfactores esenciales. El indice
mineral es francamente aceptable por la alta proporcién de dcidos fosféricos.

2.9 Dada la escasez de alimentos nitrogenados, no parece dificil encon-
trar en plazo breve mercado nacional para 1.400 toneladas anuales de pre-
parados de levaduras destinadas a la dietética y alimentacién humana, y un
minimo de 18.000 toneladas para alimentacién del ganado, 'y

3.9 Entre las iniciativas de mejora de piensos, merece especial atencién
la que se arienta hacia la deslignificacién de las pajas, 'y, sobre todo, si las
lejias alcalinas resultantes pueden servir como caldos de proliferacion de le-
vaduras pienso.

Es a este tercer punto al que se refiere el trabajo presente, y cuya orien-
tacién consistié en:



74 ERNESTO MARTINEZ DIEZ

Partir de «la materia prima paja de trigo; exiraer de ella (previo ataque
por una lejia alcalina) un caldo adecuado que, acondicionado previamente,
sirva para multiplicar la especie utilizada como «levadura pienso» la mds apta
para este medio y no olvidando que en este estudio buscabamos un minimo
coste para la obtencién del medio de cultivo y una méxima produccién de
cosecha.

Por lo Gltimamente expuesto, y al objeto de seguir un orden en el trabajo,
consideramos los siguientes apartados:

PARTE EXPERIMENTAL

Preparacién del medio de cultivo y desecacién de las pajas tratadas.

De las lejias utilizadas para la deslignificacién de pajas (lejias al carbonato,
sosa, sulfito, bisulfito, cal) se decidié trabajar con la lejia de cal por resultar la
mds econémica en nuestra Patria, y, a su vez, proporcionarnos un caldo que no
diferia sensiblemente de los obtenidos con otros dlcalis.

A continuacién se estudiaron las dosis minimas de cal suficiente para que los
caldos extraidos de la paja contuviesen la méxima cantidad de extracto seco,
operando del modo siguiente:

La paja de trigo, cortada a unos 2-3 cms., es sometida a una maceracién en
frio con lejias de cal (desde el 0,6 % al 1,5 % durante veinticuatro horas, y re-

CUADRO NUM. 1

Lejia de cal Materia seca (en 25 c. c.) ; Mat. seca % ‘
1,5 % 0,3832 gramos, i 1.5328
1 % 0,3804: ” ‘ 1,5216
09 % 0,3824 ” i 1,5296

0,8 % 03842 ” . 1.5368 .

] :

sulté, como puede apreciarse en el cuadro ndm. 1, que el caldo procedente de
la lejia al 0,8 % era el que reunia mayor cantidad de extracto seco (1,537 %),
y los procedentes del tratamiento con lejia més concentrada daban un % de
materia seca que oscilaba entre limites poco amplios, pero inferiores a la can-
tidad sefialada.

Como datos complementarios diremos: que la lejia se preparé agregando la
cal sobre agua a temperaturas de 60-70°; que la relacién de paja (peso) a le-
jia (volumen) es de 1 a 8; que el rendimiento en caldo viene a ser de un 75 % de!
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volumen de la lejia empleada, de los cuales un 55 % se obtuvo por escurrimiento
libre y el resto sometiendo la paja ya agotada a la accién de una prensa de
laboratorio.

Ya tenemos, pues, por un lado, un caldo de deslignificacion que, para evi-
tar posibles contaminaciones, debe ser llevado a pH-1 por la adicién de sulfu-
rico, y, por ofro lado, una «paja acondicionada» (que fué estudiada, y cuyos re-
sultados expuso el propio Marcilla), pero que interesa desecarla para evitar
su futura descomposicién. Por esta causa se realizaron una serie de:

Ensayos de desecacion bajo la accién de ldmparas de infrarrojo.—Este nue-
vo método de desecacién es posible tenga en un futuro préximo aplicaciones nu-
merosas en las variadas industrias agricolas que requieren en uno de sus pro-
cesos la desecacién de determinados productos.

Basta tener presentes las pruebas de desecacion llevadas a cabo con las
pajas acondicionadas y recién exiraidas de la maceracion anteriormente citada.
Para ello se colocd este producto bajo la accién de una ldmpara de infrarrojo de

CUADRO NUM. 2

3 ‘ : @ . o ®
% Tiempo " Temperatura | Peso de cap. | Pérdida de | (2) C©
transc. | maxima y paja . peso (gs.) (1) —a | B > 100
“ ’ (gs.) | ) ’
SR, [ — B - -
o 21° 93,06 | ‘ 1603 478
100 68° 89,08 3.98 ' 12,05 358
20’ 85° 83985 6,095 - 6,095 207
300 90° 79,65 | 4,335 2,62 78
w0 100° 77,65 2,000 0,62 19
50° 105° 77,05 0,60 0,02 0,6
60 115° 77,020 0,03 001 —03

Nota: a:P_eso de la cdpsula y materia seca de la paja = 77,030 gramos.
b = Miteria seca de la paja = 3,365 gramos.

250 watios y a unos 25 cms. de distancia del foco energético. En el cuadro nime-
ro 2 puede verse una de las pruebas realizadas, en la que se estudiaron con arre-
glo a los tiempos transcurridos las temperaturas méximas alcanzadas y el % de
. humedad. Con estos datos construimos una gréfica, tomando en abcisas el tiem-
po de exposicion, y en ordenadas la humedad en relacién a 100 partes de ma-
teria seca; deduciendo que en las condiciones de la experiencia, el tiempo que
necesitamos para llevar la paja a su estado normal de humedad (5-8 %) resulté
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ser de unos cuarenta-cincuenta minutos, y en ese intervalo se desprendieron. casi
cinco veces el peso propio de agua.
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Métodos analiticos y andlisis del medio de cultivo.

Solamente indicaremos los métodos seguidos en el andlisis del caldo y al-
gunas consideraciones sobre los resultados obtenidos.

Para la determinacién del nitrégeno total se siguié el micrométodo Kjeldahl-
Michaelis; para la del nitrégeno aminodcido (expresado en nimero de formol),
el método de Sérensen; los azlcares reductores se determinaron por el método
Bertrand-Kjeldahl; para los acetilos, el desplazamiento de éstos por otro mds
fuerte (acido fosférico), y los dcidos urénicos por el método de Dickson, Oﬁer-\
son y Link.
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CUADRO NUM. 3

| Materia seca ... ... .. oo e e | 15,36 g. por litro
Cenizas ... ... oo ovor vir eee e e e e e e 5,15 g. por litro
Aziicares reductores después de inversién, y expresado en glu-

COSE v tev we et e eee e e e e e e e e s 5 7,82 g. por litro
Acetilos (expresado en acético) ... o e e e e e et 459 g, por litro
Urénicos (xilo urénicos) ... ... ... ... ... coi cei cee e e 297 g. por litro
Nitrégeno total ... ... ... ... ... ... i e e 0,355 g. por litro
Proteina bruta ... ... ... ... .. 2,22 g. por litro
Nimero de formol ... ... ... ... ... ... ... ... .. ... 0,36 g. por litro

Los resultados obtenidos figuran en el cuadro nimero 3, y demuestran que
los caldos de deslignificacién son relativamentee pobres en principios ternarios,
y mds adn en los nitrogenados y fosforados. Por esta causa necesitamos acondi-
cionarlos en tales compuestos y en cantidades convenientes, que se deducirdn de

consideraciones sucesivas.

Estudios de la especie adecuada al medio.

Se realizaron ensayos con las especies:

Torulopsis utilis,
Torulopsis liquefaciens, y
Oidium lactis,

que eran, segin estudios realizados anteriormente, las mds adecuadas para su
multiplicacién en este medio de cultivo, y considerando el fin que perseguiamos.

CUADRO NUM. 4.

COSECHAS OBTENIDAS, EXPRESADAS EN GRAMOS DE MATERIA SECA POR LITRO DE MEDIO

| { E ies
Experiencias | Tiempo transcurido ! . species ]
numero | desde siembra } oL T U T L
| | | 1
' |
1 4 dias ; 07222 | 05987 06413 |
2 [ 4 dias [ 07321 - | 0,5413 0,6908 |
3 | 4 dias ‘ 07193 | 06012 l 0.6893
| |

En el cuadro nimero 4 pueden verse, después de multiplicadas en condi-
ciones andlogas, las cosechas obtenidas de cada una de las especies citadas;
en proliferaciones reiteradas. Las mdaximas cosechas han correspondido a
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Oidium lactis, siguiéndole Torulopsis liquefaciens, y ambas
destacadas de T. utilis.

Pero, aln es mas, si consideramos el resultado de los andlisisde O. Lactis
y T. liquefaciens, que figuran en el cuadro nimero 5, apreciamos que
CUADRO NUM. 5

Materia S€Ca ... ... ... . o 83,53 %

Oidium lactis ... Proteina bruta .. . ... ... ... ... ... ... ... ... .. .. 3954%
Grasas ... ... ... ... .. .. ... 315%

Torulopsis lique- Materia seca ... ... L 8l3 %
faciens (segiin Cenizas ... ... o 1002%
dates facilita- Proteina bruta ... .. . o e e e e B3T3 %
dos) ... ... ... Grasas ... ... .. .. . ... ... 620%

también la especie O. lactis, con 39,5 % de proteinas, es mds rica que
T. liquefaciens, que solamente contiene el 37,7 % del citado principio
inmediato.

En consecuencia, los sucesivos estudios que se realizaron en este trabajo se
limitaron a lo especie O . lactis.
Influencia de los factores: Temperatura, pH, nimero de formol y dcido fosférico.

Los resultados obtenidos respecto al factor temperatura figuran en el cuadro
nimero 6 y gréfico ndmero 2. En ellos constan las cosechas obtenidas en dias

CUADRO NUM. 6

Cosechas de O. L. (expresadas en g. 1-') conseguidas al cabo de:
Temperaturas e i o
l Tres dias Cuatro dias Cinco dias
6° 0,00 0,00 0,012
10° 0,00 0,00 0,033
17° 0,006 0,127 1.44
20° 0.007 0,162 1.81
22° 0,008 0,19 1,88
230 0,011 0,21 . 2,03
250 0.012 0,22 215
970 0,011 0.25 217
30,5° | 0,012 | 0,19 2,18
330 i 0.008 0.17 181
35° 0000 0,16 - 1,62
37° 0.006 ‘ 0.16 144
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gramos par lifro
o

5 10 15 20 25 30 35 40
femperaturas
sucesivos, con muestras andlogas colocadas a temperaturas constantes que osci-
laban entre los 6 y los 37°.

Del andlisis del grafico deducimos lo siguiente:

1.° Que la temperatura minima de multiplicacién estdé comprendida entre
los 6-10° C. ~

2.° Que la éptima oscila en el intervalo desde 27,5 a 31° C, y

3.0 No hay oscilaciones muy sensibles enfre las multiplicaciones a tem-
paraturas en el intervalo 23-31° C, y, por tanto, pensando en una posible apli-
cacién industrial de este trabajo; las experiencias sucésivas'se han conducido a
temperaturas comprendidas entre los 23-25° C.

En relacién a la influencia del pH se hicieron una serie de ensayos que se
recogen en el cuadro nimero 7, y de cuyo andlisis se llega a la conclusién que

CUADRO NUM. 7

i I |
pH : Primer dia ; Segundo dia E Tercer dia
I P - B
% i
2 Nulo | Nulo : Nulo
3 Nulo ‘ Se aprecia Mediano
4 Se aprecia ! Bueno Muy bueno
5 Se aprecia Intensa proliferacién | Muy bueno
6 Se aprecia Mediano | Bueno
7 Nulo ! Nulo i Se aprecia
8 Nulo Nulo | Se aprecia
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el pH optimo para la multiplicacion de O. lactis estd comprendido entre
4y 5, aunque la multiplicacién se continGe para valores de pH que tiendan ha-
cia la alcalinidad.

Influencia del nomero formol.—Al tratar del andlisis de los caldos, hemos
visto que éstos poseian una cantidad pequefia de nitrégeno asimilable que,
referida a nimero formol, viene a ser de 0,3 a 0,4. En vista de ello, se pre-
pararon una serie de muesiras acondicionadas con SO, (NH,). y de tal modo
que su nimero de formol oscilase desde 0,8 a 3,2. Los resultados de esta ex-

CUADRO NUM. 8

: | /
Nim. f(_)rmol Idem final ‘ @ . mate(rQ.) seca l 2) /@)
al comienzo consumido ( 1) ‘ ‘
| en g. l
| B |
0.8 0,2 0,6 1,402 - 2,33
1 0,3 0,7 1,584 2,26
1,5 0,65 0,85 1,955 2,03
1,8 0,9 0,9 2,171 2,41
2 1 1 2,290 2,28
2,2 1,45 0,75 1,304 18 |
2,6 1,5 L1 2,550 , 2,31 ‘
3,2 2,05 1,15 2,598 2,25

periencia figuran en el cuadro nimero 8, y se observan: 1.°, correlaciones po-
sitivas entre el nomero de formol inicial y el consumido (0,6-1,2), asi como
entre el consumido y la materia seca de cosecha, que oscila entre 1,4 y 2,6
gramos por 1, y 2.%, como era légico suponer, la relacion de cosecha a formol
consumido- oscilé entre limites poco amplios (2,05 a 2,30).

En cuanto al fésforo, y por consideraciones andlogas a las del N., se hizo
una escala de muestras con aportaciones de fosfato potdsico desde 0,2 hasta

CUADRO NUM. 9

Muestras Fosfato potdsico en g. I 1 Materia seca en g. 1
1 0.2 ‘ 1,0031
2 0,4 f 1,5732
3 0.6 } 2,2019
4 0.8 1 2,7118
5 1 | 2,8831 |
6 1,2 ! 2,9132 ;
7 13 | 29335 |
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1,3 g. I, y, como puede verse en el cuadro ndmero 9, existe igualmente una co-
rrelacién positiva entre el fosfato potdsico afiadido y las cosechas finales, que
oscilan desde 1 a 2,9 g. |

Rendimientos obtenidos con aireacién forzada.—Las pruebas se llevaron a
cabo, con dispositivos montados para tal fin, en el Instituio de Microbiologic.
Indicaremos brevemente la esencia del aparato:

El aire procedente de un compresor se esteriliza en su recorrido al pasar
a fravés de una serie de matraces que contienen dicromato potésico y seguida-
mente sufre una nebulizacién, en el interior del caldo de multiplicacién, al salir
éste a través de placas porosas o de tubos capilares.

Los ensayos efectuados han perseguido dos finalidades determinadas:

1.2 Conseguir llegar al rendimiento méximo posible.

22 Estudio de la marcha de la multiplicacion.

1.2 El estudio del méximo rendimiento se hizo bajo determinadas condi-
ciones, y se prueba en el cuadro nimero 10 que al cabo de treinta y cuatro

CUADRO NUM. 10

COSECHAS EN G. DE MATERIA SECA L-' EN MUESTRAS TOMADAS SIMULTANEAMENTE DESPUES DE

_ , ‘ |
30 minut. 20 h. sh | 26h | s0m S 8h | sth
i |
| —
0480 | 24152 3,5497 I 45275 55214 ] 8,324 8,572
0512 | 2230 3534|4355 55214 | 8412 8,643
. | (
S e o

horas de proliferacién se obtenia la cosecha maxima, resultondo ser de
unos 8,6 gr. .

2.5 La marcha de la multiplicacién se ha estudiado partiendo de un cal-
do nuevo, al que se agregé una masa fresca de O. lactis, obtenida sepa-
radamente. Colocado en el dispositivo de aireacién forzada, se han tomado
de él una serie de muestras a intervalos diferentes, y para cada uno se ha
determinado la materia seca de O. lactis, el némero de formol, pH, ace-
tilos y los azicares reductores. Los resultados de estos andlisis figuran en el
cuadro nimero 11, y con &l se han construido tres gréficas: la de multiplicacién,
consumo de acetilos y consumo de azdcares.
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CUADRO NUM. 11
Tiempo | Materia | Nam. ‘\ ‘
» Muestra | Hora de toma " tranec. S’;‘f“}f“ , fox('ix(:lol Ph " Acet. ;‘_Azﬁcal
— }v,,_., - —— g -
1 16 h. 30 m 30m. | 0357 | 25 45 423 . 150
2 19 h. 18 m 3h.18m | 1037 2.1 5 — —
3 20 h. 45 m. 4 h. 45 m. 2451 | 14 55 27, —
4 " 10 h. 30 m. | 18 h. 30 m. 5834 | 0,3/ 7,5 101 241
5 12h.45m | 20h.45m | 6479 = 14 6 | 014 —
6 13h. 30 m 21 h. 30 m. 6983 1 65 | — —
T 16 h. - 24 h. 7,950 | 0,5 7 —— —
;8 19h 15m | 27 h.15m. | 8404 | 025 5 0 - 239
| i ;

La de multiplicacién nos indica que ésta es mds intensa en el iranscurso de

las cuatro primeras horas y, ademés, que el aumento horario en materia seca
ha sido, aproximadamente, de 0,4 g. |.
La de consumc de acetilos nos demuestra, al igual, que el consumo fué maé-

ximo en las cuatro primeras horas y que al cabo de trece horas de experiencia

éstos habian sido virtualmente asimilados por O .

lactis.

La de consumo de azicares manifiesta que lo asimilacién de estos elementos

no sigue igual ritmo a la de acetilos, y al final de la experiencia (al cabo de

veintisiete horas) quedaron unos 2,39 g. por |. de azicares reductores, que no

~

grémos por lifro

o

Linea de trazo continuo: materia seca en gramos por litros.

Linea de punto v raya: acetilos en gramos por litro.

Linea de rayas: aziicares y gramos por litro.

> horas



PAJA DE CEREALES PARA LEVADURA-PIENSO 83

fueron asimilados por la especie estudiada, a pesar de no continuarse la mul-
tiplicacién por estar agotado el medio en principios ternarios asimilables por
la especie.

Lo cosecha obtenida en esta experiencia resulté ser de unos 8,4 g. de ma-
teria seca por litro de medio, partiendo de unos 0,37 y al cabo de veintisiete

horas de aireacién.
Conclusiones generales.

En consecuencia, las orientaciones que podrdn servir de referencia para el
aprovechamiento de las lejias de deslignificacion de pajas de cereales, para
ser utilizado como medio de cultivo para la multiplicacién de levaduras pienso
o especies afines, podrdn ser: _

1.° A base de caldos de pajo, obtenidos por el tratamiento con lejia de
cal al 0,8 por 100 y en frio.

2.9 Utilizando como especie a multiplicar el O. lactis.

3.2 El acondicionamiento de estos caldos se efectuard: _

a) Adicionando compuestos nitrogenados minerales (sulfato aménico, por
ejemplo) y en tal cuantia que corresponda a un consumo total de fres a cuatro
unidades, expresadas en nimero de formol.

b) Agregande compuestos a base de fésforo, tales como el fosfato pota-
sico o superfosfato, a razén de dos a tres g.-por litro.

4.° Llas condiciones mds apropiadas parc fovorecer la  multiplicacion
serdn:

a) Mantener el medio de cultivo, y a ser posible entre valores de pH com-
prendidos entre 4 y 5.

b) Se conducird a temperaturas que oscilaran entre los 23 y 31°.

c) Aireacién forzada en el seno del liquido, al objeto de proporcionar al
conjunto del medio las mejores cond.ciones de aerobiosis.

5.9 Respecto a rendimientos, estan en consonancia con la pequeia can-
tidad de compuestos ternarios existentes en las lejias de deslignificacion, y sélo
podrén esperarse cosechas mdximas de unos 8,5 kg. por metro cibico de caldo
empleado.



INSTITUTO: LLORENTE

ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD DE MEZCLAS DE ANTIBIOTICOS
Y QUIMIOTERAPICOS

1) ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA [N VITRO

Rafael Ibdiiez y Gabriel Megias.

INTRODUCCION

Aparte el intensivo trabajo que se lleva a cabo en todo el mundo para el
descubrimiento de nuevos antibidticos y quimioterdpicos, se estd dedicando tam-
bién en estos Gltimos afos un considerable esfuerzo a investigar la posibil:dad
de combinar los antibiéticos entre si o con ofros agentes antibacterianos con
objeto de conseguir remedios aldn mds eficaces para las enfermedades infec-
ciosas. Se persigue con estos estudios . un triple objetivo: 1) Actuar de forma
mds efectiva y enérgica sobre el agente causal; 2) Prevenir el desarrollo de
variantes resistentes de los microorganismos; 3) Extender el espectro antimi-
crobiano. A estos objetivos nosotros hemos afiadido uno més, que hasta aho-
ra no se habia tenido en cuenta: Actuar sobre el organismo del huésped por
la via de la accién antihistaminica. ‘

A priori puede pensarse que si un agente infeccioso es susceptible a va-
rios antibidticos o quimioterdpicos, admitiendo que éstos actian sobre dife-
rentes s'stemas encimdticos vitales, una combinacién ‘de los mismos deberia ser
mds eficaz que cada uno de ellos solo. Pero esto no siempré es verdad. En
efecto, se sabe hoy que estas combinaciones pueden dar uno de estos tres re-
sultados: 1) Sumacién de efectos; 2) Potenciacién o sinergismo; 3) Antagonismo.

Numerosos trabajos publicados en estos Gltimos afios muestran resultados
sinérgicos in vitro o in vivo de varias combinaciones sobre diversos
micrcorganismos: Asi la combinacién penicilna - sulfatiazol es sinérgica para
el E. tiphi (1) (2), y en la clinica esta misma combinaciéon di6 resultados
favorables en el tratamiento de la fiebre tifoidea y de portadores (3). La mez-
cla penicillna 4 sulfamida ha sido encontrada sinérgica frente al estrep -
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tococo viridans (4) y conitra los microorganismos Gram negativos, en
general (5). También resulta sinérgica la mezcla de gramicidina y penicilina (6]
y de penicilina 4 tirotricina (7) para los estreptococos y estafilococos, y la com-
binacién de penicilina y estreptomicina {rente a los mismos microorganismos (8)
y también para el enterococo (9). Esta ltima mezcla (penicilina 4 estreptomi-
cna), asi como la de estreptomicina y sulfadiacina y, especialmente, estrepto-
micina - penicilina -+ sulfadiacina, muestran fuerte sinergia para numerosas
bacterias Gram negativas, en el siguiente orden de sensibilidad decreciente:
Brucella, Alcaligenes, Eberthella, Salmaonealla, Pro-
teus, Shigella, Escherichia, Aerogenes, Klepsiella vy
Pseudomonas (10).

Varios trabajos se han destinado a estudiar la accion de diversas mezclas
de antibiéticos o de antibidticos y quimioterdpicos sobre el género Brucella,
porque si bien muchos de ellos individualmente muestran gran actividad in
vitro frente a estos microorganismos y también en la clinica han dado re-
sultados buenos en general, sin embargo ocurren recaidas frecuentes. Pulaski
y Amspacher (11) fueron los primeros en proponer el tratamiento de la bruce-
losis con estreptomicina y sulfadiacina, logrdndose mejores resultados que <on
cada una de los drogas independientemente (12) (13). Posteriormente se pro-
puso ei empleo combinado de la aureomicina y dihidroestreptomicina y de te-
rramicina -} dihidroestreptomicina (14) (15), al parecer con buenos resultados,
reveladores de efectos sinérgicos, como se ha demostrado experimentalmente
en ratones (16) (17). Por el contrario, Werner y Knight encuentran que la aso-
ciacén de la estreptomicina y sulfadiacina no tiene ningdn efecto sobre la in-
feccién experimental en el ratén. También se ha demostrado sinergismo entre
la penicilina y bacitracina en la sifilis experimental del conejo (18).

Efectos antagénicos entre los antibidticos, entre éstos y los quimioterépicos
y entre varios de estos Gltimos han sido demostrados por muchos autores. Asi
la creencia generalmente admitida de que las mezclas de sulfamidas presentan
una actividad antibacteriona mayor que cada una de ellas usada individual-
mente, fundéndose en una hipotética potenciacién entre las mismas, es cierta
frente a unos gérmenes. pero no contra todos. Tal efecto sinérgico se observa
con frecuencia frente a los cocos (19) (20) (21), pero Scheweinburg y Ruten-
burg (22) han encontrado entre los gérmenes ensayados un 27 ror 100 de
cocos Gram positivos y un 95 por ‘100 de bacilos Gram negativos, que fueron
mencs sensibles a las mezclas que a las sulfamidas individuales, y establecen
que ciertas razas de una dada especie bacteriona pueden mostrarse. menos,
igual o més susceptibles a las mezclas que a sus componentes, comparando
peso o peso, de manera que, en opinién de estos autores, seria nécesaria una
determinacién en cada caso particular.

Respecto a los antibidticos existen numerosos casos de antagonismo. Asi se-
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ha demostrado que el cloramfenicol antagoniza a la penicilina in vitro o
in vivo (23) (24); lo mismo acontece con la aureomicina y la terramicina,
respectivamente, con la penicilina (25).

Price y colab. (26) han realizado estudios de varias mezclas frente al E. fi-
phi in vitro e in vivo, empleando, en combinaciones dos a dos, los
siguientes antibidticos y quimioterdpicos: penicilina, estreptomicina, aureomici-
na, cloramfenicol, polimixina B., bacitracing, sulfatiazol, sulfadiacina y sulfa-
meracina, estas tres en combinacién con los antibidticos solamente. Los rasul-
tados han sido los siguientes: 1) No existe més que un 50 por 100 de corre-
lacién entre el sinergismo demostrado in vitro con el demostrado in vivo.
2) La accién sinérgica se manifiesta cuando se combinan determinadas propor-
ciones de las drogas, pudiendo determinar, cuando no estdn en la adecuada pro-
porcién, efectos antagénicos. Existe, pues,'un optimo cualitativo y un 6ptime
cuantitativo en estas combinaciones. Asi ocurre con la penicilina y estreptomi-
cina, penicilina y sulfadiacing, sulfatiazol y peniciling, etc., e incluso cuando se
producen efectos antagénicos, como ocurre con la penicilina y polimixina, aqué-
llos son mas intensos en determinadas proporciones de las dos drogas, antago-
nismo que en ningin caso se acompaid de destruccién de las drogas mezcladas.

Respecto a la falta de correlacién absoluta entre los resultados obtenidos
in vitro e in vivo, cosa que ya se conocia en relacién con las drogas
empleadas individualmente (27), Price y colab. (26) han visto que la penicilina
y el cloramfenicol, mezclados respectivamente con una sulfamida cada uno, mos-
traron sinergismo por el método de proteccién al ratén y solamente efecto adi-
tivo en la prueba in vifro, mientras que mezclas de penicilina y polimixi-
na y estreptomicina y polimixina mostraron antagonismo in vivo, siendo, por
el contrario, sinérgicas in vitro. Por otra parte se ha demostrado también
falta de correlacion entre los resultados de la proteccién experimental y los
obtenidos en clinica con numerosos antibidticos y quimioterdpicos individuales.
Asi, por ejemplo, los ratones infectados con neumococos responden mal al clo-
ramfenicol (28) y, sin embargo, este antibidtico parece dar excelentes resultados
en el tratamiento de la neumonia en el hombre (29). Lo mismo sucede con la
tularemia (30) y con las brucelosis (17). Siendo esto asi, es natural que ocurra
algo similar con las mezclas de quimioterdpicos, en las que se suma un factor
nuevo dependiente de los distintos ritmos de absorcién y eliminacién de los
componentes. En suma, se comprende la:complejidad del problema y las difi-
cultades que presenta, no sélo basar en un método in vitro la eficacia cli-
nica de las mezclas, sino ni siquiera trasladar directomente, sin los pertinentes
estudios de correlacién, los resultados experimentales en el animal al trata-
miento de las infecciones humanas.

Por lo que se refiere al segundo obijetivo, esto es, a la prevencién del des-
arrollo de resistencia bacteriana, la utilizacion de las combinaciones de quimio-
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terdpicos se funda en la diferente forma de actuar de estos agentes. En efecto,
si la resistencia es debida a la capacidad del microorganismo para desarrollar
una alternativa encimdtica para el mismo proceso metabdlico, con toda proba-
. bilidad, la administracién: simultdnea de dos o mds agentes que difieren en su
modo de accidn, reducirdn al minimo la contingencia, tanto si la resistencia se
produce por la accién directa del antibidtico (adaptacién) como si es el resul-
tado de mutaciones preexistentes en una poblacién microbiana y posterior se-
leccién, segin se tiende a admitir actualmente (31). Asi se ha demostrado in
vitro que la adicién de una dosis ineficaz de PAS a la estreptomicina re-
tarda o previene el desarrollo de resistencia del M. tuberculosis (32), y
lo mismo ocurre con la combinacién «Promin» y estreptomicina y «Promin», PAS
y estreptomicina (33). Ademds se demosiré que la primera de las combinacio-
nes citadas (PAS y estreptomicina) es mds efectiva frente al B. tuberculoso que
la estreptomicina sola, tanto in vitro (34) como in vivo (35). Hobby y
colaboradores (36) encontraron que una mezcla de 56 por 100 de estreptomi-
cina y 44 por 100 de PAS tenia una eficacia doble que la manifestada por una
cantidad equivalente de estreptomicina sola, no habiendo aparecido resistencia,
no obstante haberse demostrado razas resistentes al PAS en enfermos que han
recibido medicacién prolongada (37). Y, por otra parte, han fracasado los in-
- tentos de aislar razas estreptomicino-resistentes o PAS-resistentes de cultivos re-
petidomente expuestos a la mezcla de las dos drogas (38).

Es interesante el hecho demostrado por Vennesland y colab. (38) que la
mezcla dihidro-estreptomicina. 4+ PAS en iguales proporciones que la combina-
cién quimica dihidro-estreptomicina-PAS (1 mol 4+ 3 MOL) no desarrolla resis-
tencia, en tanto que con la combinacién quimica citada emergen rdpidamente
formas resistentes, no solamente al compuesto, sino a cada uno de sus compo-
nentes individuales. La mezcla, ademds, es mds activa que la combinacién 4ui-
mica, lo que contrasta con el comportamiento de otras combinaciones quimicas
de antibiéticos como la denominada aureotracina, combinacién de au-
reomicina y bacitracina, cuyas acciones parecen sumarse, incluso en su especiro
antibacteriano, en el nuevo compuesto formado, con la ventaja de que
pierde toxicidad (39). Estos datos revelan la posibilidad de que algunas de las
mezclos ensayadas sean verdaderas combinaciones quimicas, que pueden ser
mads o menos activas que los componentes individuales y, por lo tanto, constituye
un factor més que complica e! problema.

Trabajos anteriores realizados en este laboratorio (40 y 41) habian demos-
trado la actividad antibacteriana de un amino-alcohol con propiedades anti-
histaminicas (42) (43) denominado AH,, s.in’re’rizado en este Instituto (44), accién
bactericida especialmente marcada para determinados grupos de microorganis-
mos, precisamente aquellos que, como el Brucella yel H. pertussis,
producen infecciones con las que se desarrolla un complejo alérgico indiscutible
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o inducen ciertas lesiones, como las de la f. tifoidea (0lceras faringeas e intesti-
nales), que se explican actualmente como una modalidad de alergia. Pensamos,
pues, que la asociacién de este preparado a ofros antibiéticos y quimioterdpicos
podria tener interés no sélo teérico, sino prdctico.

Como, por ofra parte, son numerosisimas las combinaciones que pueden ha-
cerse con fres componentes en sus proporciones reciprocas, hemos orientado la
investigacién en el sentido de reducir al méximo la proporcién de cloramfenicol
en las mezclos. Las experiencias se han orientado, por chora, hacia tres grupos
de gérmenes: Tifico, Brucella y Pertussis.

MATERIAL Y METODOS
Antibidticos y quimioterépicos empleados:

Cloramfenicol.—Se utilizé un cloramfenicol (clorofenicina) cuya actividad, asi
como sus caracteristicas fisicas y quimicas, son idénticas al cloramfenicol ameri-
cano. (Punto de fusion: 152-153° C; poder rotatorio: — 20°.)

Dihidroestreptomicina (sulfato).—Se empleé la fabricada por la Casa Schen-
ley, envasada en Espafia por Antibidticos, S. A. Presenta la potencia declarada
(760 mcg./mg.).

AH,—Se trata del anilin-bencil-dietilaminopropanol, cuyos caracteres fisicos
y quimicos han sido expuestos anteriormente (40 y 44). (Punto de fusién: 77° C.)

Sulfatiazol.—Del comercio, con las caracteristicas analiticas correspondien-
tes. (Punto de fusion: 203° C.)

Sulfadiacina.—Del comercio, con las caracteristicas analiticas correspondien-
tes. (Punto de fusién: 258° C.)

Microorganismos.

En experiencias preliminares se probaron dos razas de E. tiphi, recien-
temente aisladas, denominadas Tifico Victoria y Tifico Mdalaga (este Gltimo ob-
tenido de la epidemia de Mélaga) y dos razas internacionales, Ty-2 y Vi-1. Los
resultados obtenidos parecen similares, por lo que se eligié la raza Ty-2 como
germen de prueba para los Eberthella. También se han probado varias
razas de Brucella, B. melitensis-NCTC-4493 y 7493, B. abor-
tus-NCTC-7471 y 7472 y B. abortus nimero 19, asi como las de nues-
tra coleccidn denominadas Bang 1 y Bang 2. Se selecciond la raza B. abor-
tus-NCTC-7471.

De Hemophilus pertussis se ensayaron las siguientes razas:
H. pertussis-S, H. pertussis-1627 (aislada por North de Austra-
lia), H. pertussis-By H. pertussis-| de nuestra coleccién, las cua-
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les, salvo la S, que se encuentra algo pasada de fase, a juzgar por el titulo
de aglutinacién con el suero especifico, las otras se encuentran en fase | de
Leslie y Gaertner. Se seleccion6 la raza H. pertussis-| como germen de

prueba.

Medio de cultivo.

Para los géneros Eberthella y Brucella se empled el mismo me-
dio de cultivo: caldo comin sin ninguna substancia neutralizante de las anti-
sulfamidas. Se hizo asi siguiendo la experiencia de Schweinburg y Ruten-
burg (22), segin la cual dosis altas de sulfamidas del orden de 250 mg./100 c. c.
y menos son antibacterianas, aun en presencia de antisulfomidas, si los
gérmenes son sensibles a estos quimioterdpicos; si no lo son, las dosis seran
superiores o 250 mg./100 c. c. Obrando asi, es evidente que, en todo caso,
situamos el experimento en circunstancias més bien adversas. Para el H. per-
tussis se empled el medio liquido de Verwey (45).

Mezclas.

Se han hecho disolviendo previamente los componentes. El cloramfenicol
(«Clorofenicina») se disolvié primero en una pequefa cantidad de alcohol, com-
pletando después con ‘agua estéril hasta el .1 por 100. Esta solucién cristaliza
al cabo de .unas horas, pero se redisuelve con calor a 45-50°, que no afecta
su potencia. Se emplea, conservandola en frigorifico a 5°, durante un periodo
no superior a un mes.

La dihidro-estreptomicina se disuelve en agua, obteniéndose una solucién
madre al 1 por 100 que se mantiene en frigorifico, renovandola cada ocho dias.

El AH, se disvelve, transformdndolo en clorhidrato. La solucién madre al
1 por 100 es ligeramente &cida (pH == 5). Se conserva también en frigorifico.
Disuelto se oxida lentamente, desarrollando un color verde azulado, pero no
pierde por este hecho su actividad.

Las sulfamidas se solubilizan, transforméndolas en la sal sédica. La solu-
cién al 1 por 100 tiene un pH de 8-9.

Técnica de la prueba.

Generalmente, la mezcla se ha valorado al mismo tiempo que sus compo-
nentes individuales, con objeto de compensar, en lo posible, las causas de error
{medios de cultivo, cantidad de siembra, etc.).

Tanto la mezcla como los elementos que entran en su composicién, se di-
iuyen, a partir de las soluciones madres, hasta el rango estimado conveniente,
empleando el medio de cultivo por lo menos en las dos ltimas diluciones de-
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cimales. De cada dilucién final se prueban, en tubos de hemolisis, seis dilu-
ciones: 1 c. c. a 0,1 c. c. Se completan los tubos a 1 c. ¢. con el medio corres-
pondiente, y se agrega 0,1 c. c. de la dilucién del cultivo. Estas diluciones han
sido las siguientes: E. tiphi= Cultivo en caldo de dieciocho-veinticuatro horas,
1/200 (unos dos-cinco millones de gérmenes por tubo). Brucella: Cultivo
de cuarenta y ocho horas, diluide al 1/5 {10-20 M)). H. pertussis=Culti-
vo de cuarenta y ocho horas, diluide al 1/20 (10-20 M.). (Siembra muy abun-
dante, otra circunstancia desfavorable para el experimento.) Después de agitar
todos los tubos, se incuban a 37° (los pertussis inclinados, para facilitar el cre-
cimiento por mayor superficie de aireacién).

Estimacién de los resultados.

Las lecturas se hacen a simple vista, después de veinticuatro horas de incu-
‘bacién de los ftificos y cuarenta y ocho horas de los brucellas y pertussis, to-
mando como punto limite el primer tubo en que hay inhibicién total del creci-
miento. Se calcula el contenido de los distintos elementos dé la mezcla contenida
en dicho tubo, y se determina el porcentaje de esta D. M. I. en relacién con la
corraspondiente dosis individual que ha producido inhibicién total en la prue-
ba realizada al mismo tiempo. Lo suma de estos porcentajes representard la
fraccién o moltiplo por 100 de la dosis individual total. La cifra de efecto
representa la actividad relativa de las mezclas respecto a la suma de las acti-
vidades individuales. Por ejemplo: siendo 100 por 100 la suma de la actividad
de los componentes individuales, si la suma de los porcentajes de las D. M. I. en-
contradas representan un 20 por 100, la mezcla en cuestién serd cinco veces
mds activa que los componentes: Efecto = 5 = Sinergia = 500 por 100 de ac-
tividad relativa. Si la indicada suma de los por 100 de las D. M. I. encontrada
es 100 por 100 tendremos: Efecto = 1 = Adicién =100 por 100 de actividad
relativa. Si la referida suma es 500 tendremos: Efecto = 0,2 = Antagonismo
(cinco veces menos activa) = 20 por 100 de actividad relativa (cuadre nim. 1).
En consecuencia, cifras inferiores a la unidad indican accién antagénica, y su-
pericres representan sinergismo. Como es natural, la cifra 1, y las mds apro-
ximadas o esta cifra, teniendo en cuenta el error inherente a este tipo de
pruebas (20 por 100), suponen una accién simplemente aditiva. Por tanto, sélo
admitimos como acciones diferentes de la simplemente aditiva las represen-
tadas por cifras superiores a 1,20 e inferiores a 0,80.

RESULTADOS

En el cuadro nim. 1 se dan las dosis minimas inhibitorias (D. M. 1)
de cada uno de los compuestos individuales frente al E. tiphi, H. per-



CUADRO NUM. 1

ACTIVIDAD DE LAS MEZCLAS
EJEMPLOS DE COMPUTACION DE LOS RESULTADOS ™

Microorganismo de prueba: E. Tiphi.

|

D.

M. L

% de la D. M. 1. |

Total por %

Mezclas Composicién % Individual Mezcla individual de la dosis Efecto
meg /c. c. meg./c. c. '

M-32 Cloramfenicol ... ... ... ... 40,00 2,0 0,4 20,000
AH, . 20,00 200,0 02 0,100 20,11 4,97
Tiazol ... ... ... ... ... ... 40,00 3.000,0 0,4 0,013

M-33 Cloramfenicol ... ... ... ... 50,00 2.0 '2,0 100,00
AH, .o 20,00 200,0- 0,8 0,40 100,44 0,99
Tiazol ... ... ... .. 30,00 3.000,0 1,2 0,04

Microorganismo de prueba: B. Abortus.
M-1 Cloramfenicol ... ... ... ... 166 05 0,25 50,0
. AH, .. o .. 834 25,0 1250 50,0 1000 1,00

M-13 Cloramfenicol ... ... ... ... 83 0,6 0,16 26,0
Dihidroestrept.® ... ... ... 16,6 1,0 0,32 32,0 65,0 1,53
AH, ... ... ... ... ... ... 751 20,0 1,40 7.0

1-44 Cloramfenicol ... ... ... ... 0,1 08 0,02 25
AH, ... ... .. .o 199 40,0 3,80 9,0
Tiazol ... .. v o o 40.0 2.000,0 8,00 0.4 12,7 787
Diacina ... ... ... ... ... ... 40,0 1.000,0 8,00 0.8

Microorganismo de prueba: H. Pertussis.

M-6 Cloramfenicol ... ... ... ... 097 2,0 0,5 25,0 ]
Dihidroestrept.® ... ... ... 1,94 8,0 1,0 12,0 62,0 1,60
AH, ..o 9709 200,0 50,0 25,0

M-44 Cloramfenicol ... ... ... ... 0,1 2,0 0,2 10,0 )
AH ... ... ... ... ... ... 199 300,0 38,0 12,0 27,0 | 3,70
Tiazol ... ... ... ... ... ... 80,0 3.000,0 160,0 5,0 . i

Efecto: > 1,20 = Sinergia; < 0,80 = Antagonismo.




MEZCLAS DE ANTIBIOTICOS Y QUIMIOTERAPICOS 93

tussis'y B. abortus. Estas se han mostrado muy constantes a través de
todas las experiencias, y sélo en pocas de ellas 'se han enconirado las cifras
indicadas en segundo lugar, por lo que el promedio resulta préximo a las
primeras representadas.

En los mezclas de dos elementos vemos que el cloramfenicol y el AH, son,
en general, sinérgicas, con la excepcién de la M. 3, que contiene una .can-
tidad muy pequefia del primer componente. La mezcla que contiene 20 y 80 por
100 (M-4), respectivamente, parece la mas sinérgica frente al tifico, mientras
que pora el H. pertussis resulta mejor la que contiene los componentes
a partes iguales (M-5).

Las mezclas de cloramfenicol y sulfatiazol sélo producen una accién aditiva
frente al tifico, resultados que coinciden con los obtenidos por Price y colebo-
radores (26), y aunque en su mezcla la proporcién de cloramfenicol era sola-
mente 0,01 por 100, cantidades mayores, incluso del 50 por 100, producen
también efectos aditivos. Solamente una mezcla, la M-29, que contiene 25 por
100 del primero de dichos componentes, mostré una pequefia sinergia frente-al
E. tiphi, y mas marcada frente al H. pertussis.

CUADRO NUM. 2

DOSIS MINIMAS INHIBITORIAS INDIVMUALES (MCG./C. c.)

Producto E. tiphi B. abortus H. pertussis
A meg./c. C. mceg./c. c. mecg./c. c.
Cloramfenicol ... ... ... ... ... 2-4 0,5-0.8 2-4
Dihidroestreptomicina ... ... - 1-2 (1,6) 8-10 (8,5)
AH, ... 200-400 25-40 200-400
Sulfamidatiazol ... ... ... ... 3.000-4.000 2.000 2.000-3.000
Sulfadiacina ... ... ... ... ... 4.000 1.000 2.000-5.000

Las mezclas de AH, y sulfatiazol muestran un efecto de adicién frente al
E. tiphi. En cambio, frente al H. pertussis presenta una gran dife-
rencia segin la proporciéon de los componentes, puesto que a partes iguales
muestran una accién sumativa, mientras que son intensamente antagdnicas con
la proporcion de 20 por 100 AH,, es decir, con mayores cantidades de tiazol.

El cloramfenicol y dihidroestreptomicina presentan frente al H. per-
tussis una accién sinérgica con la mezclo con la que Price y sus colabo-
radores (M-54) mostraron dicho efecto frente al tifico, pero se obtiene una
potencializacién mucho mayor con la combinacién o partes iguales (M-55). La
mezcla de sulfatiazol y sulfadiacina sélo se ha probado frente al H. pertus-
sis, mostrando un efecto aditivo.
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CUADRO NUM. 4

ACTIVIDAD DE LAS MEZCLAS

Microorganismo de prueba: B. Abortus.

COMPOSICION CENTESIMAL

RESULTADOS
MEZCLAS
Cl Dh. AH, T. Sd. % de la dosis D. M. I. individual. Efecto.
M1 16,60 - 83,40 _ — 50 450 o e e 1000 1,00
M-2b 1,20 - 98,80 — — 2T 450 o o e TTT0 1,29
M-32 40,00 — 20,00 40,0 — 20 + 1 + 04 .. ... .. 214 4,67
M-32 D 40,00 - 20,00 - 40,00 15 4+ 0754 025 ... ... ... ... 160 6,25
(NDC) .
M-44 0,10 — 19,90 80.0 . 75428 4+ 24 .. ...... 319 2,69
M-44 D 0,10 — 19,00 _ 80,0 2 4+ 9 4+ 16 ... 126 7.93
L4 | 0,10 19,90 400 10,0 254 9 4 04408 .. .. 12,7 781
M6 | 0,97 1,94 97,09 . _ 95 425 425 . .. 150 1,50
MI1 12,50 25,00 62,50 — _ 6 4+ 3 418 s 210 370
M13 8,30 16,60 75,10 — - %6 432 4 T 650 153
MI19 6,74 50,00 43,26 _ _ 8 425 4+ 1. ... 340 2.94

Efecto: <7 1,20 — Sinergismo; < 0,80 — Antagonismo.




‘CUADRO NUM.

5

ACTIVIDAD DE LAS MEZCLAS

Microorganismo de prueba: H. Pertussis.

COMPOSICION CENTESIMAL
MEZCLAS .
CL Dh. AH, T. Sd
M-3 0,05 - 99,95 — —
M-4 20,00 —_— 80,00 — —
M-5 50,00 — 50,00 —_ —_
M-29 25,00 —_ = 75,00 —
M-5-2 — — 50,00 50,00 —
M-6-2 —_ — 20,00 80,00 —
M-5-b —_ — — 50,00 50,00
M-54 14,00 86,00 —_ — —
M-55 50,00 50,00 — — —_
M-32 40,00 — 20,00 40,00 —
(Sinactin) . .
1-32 40,00 — 20,00 20,00 20,00
M-44 0,1 — 19,90 80,00 —
M-44-b — — 20,00 40,00 40,00
1-44 0.1 —= 19,90 40,00 40,00
M-45 1.0 — 19,00 80,00 —_
M-6 0,97 1,94 97,09 —_ —_
M-11 12,50 25,00 62,50 — —
M-13 8,30 16,60 75,10 — —
M-16 0,20 1,50 98,30 - —
M-16-h 14,90 11,40 73,70 - —
M-17 5,70 22,20 72,10 — -
M-18 2,30 37,00 60,00 — —
M-19 . 6,74 50,00 43,26 — —
(Clahsin)

RESULTADOS

% de la D. M. L. individual | Efecto.
33 + 66 99.00 1,09
20+ 0,8 20,80 4,80
20+ 0,2 e e e 20,20 4.95
50 4+ 0,15 ... .. oo 11;8,3(5) 1,99
100 4+10 ... .. X 0,90
120 4- 48 168,00 0.59
50 4 50 150,00 1:00
42 4+ 31 73,00 1.37
254 4 oo e e e .. 29,00 3.44
204+ 1 + 04 ... 21400 g
2041 4+ 02402 .. 20,4 4,67
100412 4+ 5 ... ... ...... 270 3,70
204 4 4+ 1,6 ... ... ... ... 256 3,90
10419 + 4 416.. ... 346 2,89
3045 +20 .. .. .... 100 1,00
25412 +25 .. ... .. 62,0 1,60
50410 + 16 . 61,6 1,60
20416 + 1,8 . 37,8 2,69
18419 4+ 6 . 43,0 2,32
15411 + 7 33,0 3,00
244+ 9 + 38 . 36,0 2,77
12413 + 2 . 27,0 3,70
124+ 9 4+ 0,7 . 21,7 4,55

LIfecto: > 1,2 = Sinergismo; < 0,8 = Antagonismo.




CUADR

COMPARATIVO DE VARIAS MEZCLAS

O NUM. 6

FRENTE A TRES

GERMENES DE PRUEBA

COMPOSICION CENTESIMAL EFECTO
MEZCLAS o S
‘Cl. Dh. AH, T .Sd. E. tiphi B. abortus H. pertussis
M-3 0,05 — 99,95 — — 0,90 — 1,00
M1 16,60 — 83,40 — — 1,40 1.00 —
M4 20,00 _ 80,00 — — 3,50 — 3,57
M5 50,00 — 50,00 — — 1,30 — 4,50
M-29 25,00 — — 75.00 — 0,90 1,30 1,95
M-5.2 — — 50,00 50,00 — 1,16 — 0,90
M.44 0,10 — 19,90 80,00 — 4,34 3,40 2,85
[+ 44 0,10 — 19,90 40,00 40,00 1,40 3,90 " 289
M-32 40,00 — 20,00 40,00 - 4,97 4,67 4,67
M-19 6,74 50,00 43.26 — — 2,94 4,55

Efecto: > 1,2 = Sinergisrﬁo; < 0,8 = Antagonismo,
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La influencia de las proporciones relativas de las mezclas se manifiesta
todavia con més claridad en las combinaciones de tres elementos, especialmente
frente al E. tiphi. Puede verse (cuadro nim. 3) cémo con una cierta regu-
larided, a medida que aumenta la cantidad de cloramfenicol en las mezclas,
la sinergia es mayor hasta un limite méximo, marcado por la M-32, que con-
tiene un 40 por 100.

Con un 10 por 100 més (M-33) se encuentra sélo efecto sumativo, y con un
25 por 100 mds se demuestra el mayor efecto antogénico de todas las mezclas
probadas. Tenemos, sin embargo, la excepcion de la mezcla M-44 vy sus va-
riantes M-44 D y I-44, en las que con una pequena proporcién de cloramfenicol
se produce una sinergia notable, por lo que esta mezcla, asi como la M-32,
estd siendo estudiada detenidamente frente a numerosos gérmenes, y los resul-
tados aparecerdn oportunamente.

Se observard también que en los mezclas en las que se ha sustituido el
sulfafiazol oor la sulfadiacina, en todo o en parte, el efecto sinérgico es bas-
tante menor, excepto cuando se trata del B. abortus, frente al cual se
muestran mds sinérgicas las mezclas que contienen sulfadiacina. ;

Con respecto a las mezclas de cloramfenicol, dihidroestreptomicina y AH,
probadas, solamente frente al H. pertussis y B. abortus se aprecia
en todas ellas un efecto sinérgico mds o menos intenso, sin que, por la arbi-
trariedad de la composicién de las combinaciones, podamos discernir cudl pue-
da ser la influencia de cada uno de los componentes.

COMENTARIOS

Lo m'és interesante de nuestro trabajo se centra, a nuestro entender, en haber
podide demostrar la potencialidad que confiere el AH,, un antihistaminico de
sintesis, al cloramfenicol y la posibilidad de, junto con el sulfatiazol, obtener
combinaciones igual o mas activas sobre ciertos grupos de gérmenes que el
propio cloramfenicol. con lo que puede reducirse considerablemente la dosis del
antibidtico, o reforzar su accién antibacteriona. Actualmente estamos estu-
diando el espectro antibacteriano completo (incluido el M. tuberculosis) de las
mezclas que se han mostrado mds activas frente a los tres gérmenes probados,
asl como su accién sobre la resistencia bacteriana. Los resultados obtenidos
seran publicados oportunamente.

Ya en trabajos anteriores (40) (41) fuimos los primeros en demostrar la
actividad antibacteriana in vitro de los antihistaminicos de sintesis, y muy
especialmente del denominado AH,, sinfetizado ‘en este Instituto, y caracteri-
zado por su foxicidad relativamente baja, y nuestros resultados fueron con-
firmados por Scuro (46) por lo que se refiere a la actividad antibacteriana de
dichos cuerpos. Se indicé entonces la posibilidad de su empleo como quimio-
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terdpico frente o ciertos grupos de gérmenes, especiclmente el género Bruce-
lla, contra los cuales presentaba una actividad antibacteriana mas marcada.
Su accién sinérgica con antibidticos tales como el cloramfenicol y estreptomi-
cina facilita la incorporacién a la terapéutica antiinfecciosa de un cuerpo de
doble accién, que al menos tedricamente actuaria sobre el germen y sobre
los procesos reaccionales del huésped. Se sabe desde hace tiempo que mu-
chas enfermedades infecciosas transcurren con un fondo alérgico, al que se
atribuyen muchos de los sintomas y hasta lesiones anatomopatolégicas, y en-
tre ellas de las mdés caracteristicas son la tos ferina y las brucelosis. Algunas
de las lesiones de la f. tifoidea, como las ulceraciones de faringe y del intes-
tino, se asimilan en su mecanismo de produccién al denominado fenémeno de
Sanarelli-Schwarztman, una especial modalidad de alergia. En relacién con es-
tas sugestiones, Pittman (47) ha podido demostrar experimentalmente un au-
mento considerable de la sensibilidad a la histomina en ratones infectados por -
via nosal con el H. pertussis, infeccidn que produce una enfermedad
pulmonar en muchos aspectos comparable a la tos ferina. Igualmente el he-
cho demostrado por Ralston y Paynes (48) de la desaparicién de los reaccio-
nes secundarias producidas por el cloramfenicol y la aureomicina mediante la
administracién de un antihistaminico puede explicarse por la proteccion con-
ferida al organismo por este tipo de drogas frente o las substancias proceden-
tes de los gérmenes en vias de destrucciéon a cousa de la accidn del antibio-
tico.

Lo cierto es que la asociacién a los antibiéticos de un quimioterdpico-antihis-
taminico, que como el AH, es de baja toxicidad, pero que, si bien posee activi-
dad bactericida, no tiene potencia antibacteriana suficiente para muchos gér-
menes, puede constituir un gran progreso en el tratamiento de-los enfermeda-
des infecciosas.

RESUMEN Y CONCLUSIONES

1) Se estudia la accién antibacteriana in vitro frente al E. tiphi,
H. pertussis y B. abortus de numerosas mezclas de dos y tres com-
ponentes, de las que forman parts en varias combinaciones cualitativas y cuan-
titativas el cloramfenicol, dihidroestreptomicina, sulfatiazol, sulfadiacina y un
antihistaminico sintetizado en este Laboratorio, dotado de actividad bactericida
y denominado AH,.

2) Las mezclas, segin las proporciones de’ sus componentes, muestran un
efecto sinérgico, aditivo o, a veces, antagénico.

3} El AH, muestra una accién sinérgica con el cloramfenicol y de sumacion
con el sulfatiazol, pero los tres elementos juntos, en determinadas proporciones,
se sinergizan fuertemente contfra los tres gérmenes probados.

4) lgualmente las mezclas de cloramfenicol, dihidroestreptomicina y AH,
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se han mostrado sinérgicas frente al H. pertussis y B. abortus, es-
pecialmente cuando se combinan en ciertas proporciones.

51 Se sugiere la posibilidad de que los antihistaminicos, y especiaimente
el AH,, de baja toxicidad y notables propiedades bactericidas, asociodo a los
quimioterdpicos, disminuya o anule efectos secundarios de ciertos antibiéticos,
asi como las reacciones de tipo alérgico, fenémenos todos que, en sentido am- .
plio, pueden interpretarse como reacciones del organismo inducidas por subs-
tancias procedentes, al menos en gran parte, de los gérmenes invasores.

6) Se hace notar, como resultado de nuestra experiencia y de la de otros
auvtores que, una vez decidido el empleo en el tratamiento de combinaciones de
antibidticos, quimioterdpicos o de ambos, es indispensable la utilizaciéon de
mezclas, cuya composicion cualitativa y cuantitativa haya sido estudiada pre-
viamente y considerada éptima desde el punto de vista experimental y clinico,
- constituyendo en si estas combinaciones entidades terapéuticas de propiedades
tijas, conocidas y controlables, siendo condenable, en términos generales, el uso
de tratamientos combinados instituidos arbitrariamente en su composicién y ad-
ministracién, con los que, en lugar de la suma de efectos o de la sinergia pre-
tendidas, pueden obtenerse resultados antagoénicos.
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LABORATORIO DEL COLEGIO OFICIAL DE FARMACEUTICOS
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PROCESOS QUIMICOS Y MICROBIOLOGICOS EN LA FER’MENTA-
CION DE LAS ACEITUNAS SEVILLANAS

PRIMERA COMUNICACION

v

Miguel Martinez, Miguel Romero y Lorenzo Monzén.

Ninguna industria de nuestra regién puede ostentar con mayor derecho el
calificativo de tipica que el de las aceitunas fermentadas en verde.

Pero también son conocidas las situaciones, a veces catastréficas, y que ian-
tas -pérdidas han originado a la Economia, cuando por motivos no bien cono-
cidos, y por lo tanto incontrolables, se han torcido las fermentaciones de siem-
pre normales, con esas enfermedades o alteraciones mal conocidas, a las que
se denominan zapateras, alambrado, manchas de levadura, etfc., etc.

La recoleccién de la denominada aceituna de verdeo se hace generalmente
entre el 15 de septiembre y 1.° de octubre hasta, aproximadamente, el 1.° de
noviembre. .

Este espacio de tiempo es tan corto porque es muy importante el estado de
madurez en que se recoja el fruto, que no debe ser excesivo, para evitar el
futuro blandeamiento de la pulpa; su color debe ir del verde al amarillo paja,
y los cuidados en su manejo, en su recoleccién y transporte, para evitar ma-
gullamiento de aquél, son extraordinarios, pues cualquier defecto inicial, -ex-
cesiva madurez, magullamiento, picadura de insectos, efc., se acusan enorme-
mente en los procesos subsiguientes de fermentacién y obligan o desecharla.

El fruto recolectado se le somete en tanques especialmente construidos a
la accion de lejios- alcalinas (de concentracién en hidréxido sédico variada),
con la finalidad de separarle el amargor natural del glucéside oleceuropeina
que contienen, y después a lavados con agua fria, para eliminar los Gltimos
restos de lejia. )

" Estas operaciones son delicadas, pues conviene que el dlcali penetre ge-
neralmente hasta dos tercios en el camino hasta el hueso, pero ni més ni me-
nes, pues de lo contrario puede debilitarse el color y ablandarse la pulpa en
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el primer caso, y perder totalmente el amargor, que ejerce cierta influencia en

el aroma final, en el segundo.

Viene después la puesta en salmuera, para lo que se llenan barriles o bo-
coyes con la misma y en las que se cargan con salmuera de concentraciones
apropiadas (generalmente con un 10 por 100 de cloruro sédico), y se dejan
fermentar al aire libre en patios y expuestos al sol, procurando evifar la hu-
medad del suelo y llenando totalmente de salmuera los bocoyes. Como es na-
tural, la fermentacién tiene lugar mas rdpidamente en tiempo caluroso y sue-
le durar de uno a tres meses.

Una fermentacién que transcurre normalmente da lugar a vive desprendi-
miento de gases (principalmente carbénico), pues lleva consigo una abundante
espumacién en las primeras fases y luego va apacigudndose, siendo muy im-
portante la operacién denominada «requerido», que consiste en reponer dia-
riamente con salmuera las pérdidas que las contracciones, la temperatura, el
desprendimiento de gases origina, con la finalidad de que el aire tenga el
menor acceso posible a la aceituna, que a la vez que una decoloracion in-
deseable aportaria una serie de gérmenes, levaduras, hongos, que podrian
desviar la fermentacién de su marcha normal.

No son aln muy bien conocidos los procesos quimicos y microbiologicos
que tienen lugar en la fermentacién de las aceitunas alifiadas, pero se cree,
y con cierto fundamento, que es esta fermentacién de las que se deben in-
cluir entre las denominadas «décido ldctico», y, como es natural, es muy im-
portante conocer la composicién quimica de la aceituna verde, pues de su
mayor o menor contenido en azlcares fermentables dependerd la formacién
de dacidos orgdnicos, principalmente léctico, asi como también de lo que los
tratamientos a que se le somete pueden restarle (mayor duracién del tratamien-
to, alcalino y lavado), que origina pérdidas en azicares, o mayor alcalinidad |
que reste antes de ser puesta en salmuera, lo que puede obligar no sélo a
que los gérmenes actlen con més dificultad, e incluso los menos deseables,
sino también a que una parte de la acidez necesaria en el proceso sea neu-
tralizada por el exceso de dlcali que quedé del tratamiento con lejia.

Que las cifras de cloruro tienen decisiva importancia lo demuestra el arru-
gamiento que a veces originan en la piel de la aceituna, y de otra porque
sus contracciones son mds o menos Optimas para determinados gérmenes de-
seables o no.

Parece natural, en primer lugar, que se estudien los cambios que de or-
den quimico tienen lugar en estos procesos con la finalidad de averiguar como
transcurren en los procesos normales y como paso previo para estudiar y, en
su caso, saber corregir o, mejor atn, impedir el dar paso a fermentaciones
cuya marcha sea normal. ' '

Esto nos ha conducido a efectuar el estudio experimental, de un lado, de
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algunas caracteristicas quimicas: contenido _en cloruros de la salmuera, pH y
acidez total en diferentes fases de la fermentacién, y de otro, el estudio mi-
crobiolégico en esas mismas fases, pfoéhrondo efectuar junto a una cuantita-
tiva de gérmenes positivos y negativos, su separacién y estudio con la finali-
dad de identificar el género y la especie en los casos que ello fuese posible.

Para ello se han seguido las técnicas preconizadas por Orla-Jensen, Pe-
derson, Vaughn, Levine y sus colaboradores, asi como la marcha recomendada
en el manual de claves de clasificacion microbiolégica de Bergey.

A continuacién se detalla la parte experimental efectuada, que no es com-
pleta, pues nuestro propésito al hacer este trabajo inicial es con-
tinuarlo en etapas sucesivas hasta obtener una visién de conjunto lo mas am-
plia posible de lo que son estos procesos de indole quimico-microbiolégica.

CUADRO I

SIEMBRA EN CALDO LACTOSA. (AEROBIOSIS, TUBOS DE FERMENTACION; INCUBACION, A 30°;
FECHA RECOGIDA, 24/10/50, Y FECHA DE SIEMBRA, 24/10/50).

, Fecha puesta| Observacién a las veinticuatro| Observacién a las cuarenta y
Ném en salmuera v horas ocho horas
1 24-10-50 | Gases = 0 velo superficie. Gases = 0 velo y turbiedad.
2 21-10-50 ” = una burbuja grumos.] ” 1/5 tubo muy turbio.
3 20-10-50 ” = 0 ligera turbiedad. ” 1/20 tubo turbiedad.
4 19-10-50 ” = 1/20 grumos y velos.|] ” 1/2 tubo muy turbio.
5 18-10-50 ” = 1/20 grumos y velos.] ” 1/10 tubo grumos y tur-
. biedad.
6 " 16-10-50 ” = 1/20 turbiedad y velo| ” 1/4 tubo grumos y turbio. |
7 14-10-50 ” = 1/20 turbiedad y velo| ” 1/3 tubo turbiedad. |
8 12-10-50 ?” = 1/30 poco turbio. ” 1/20 tubo turbiedad.
9 10-10-50 ” una burbujita poco tur-| ” pocas burbujas, poco tur-|
bio. bio. :
10 8-10-50 ” = 0 poco turbio. ”  burbujita y turbiedad.
11 6-10-50 ” = 0 turbio. ” = 0 turbio.
12 4-10-50 =0 ” ” = 0 turbio.
13 2-10-50 » =0 ” ” = 0 velo.
14 . 910-50 =0 " ” = 0 turbio.
15 28-9-50 =0 ”  burbujitas turbio.
16 26-9-50 =0 " ” = 0 turbio.
17 + 24-9-50 =0 7 ”  burbujitas turbiedad.
18 22.9-50 =0 7 ”  burbujitas turbiedad.
19 20-9-50 ? =0 ” = 0 turbio.
20 Testigo ? = 0 claro. ” = 0 claro.

En las primeras 18 muestras, variedad manzanilla; la nim. 19, variedad gordal, y el
20, testigo.

‘
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PARTE EXPERIMENTAL

Se procedié en primer lugar a la determinacién cualitativa de los gérme-
nes Gram-negativos y Gram-positivos que pudieran estar presentes.en las sal-
mueras de fermentacién de las aceitunas sevillanas (variedad manzanilla).

Para ello, y a partir de los frascos que contenian las salmueras recogidas
(con distintas fechas de puesta en salmuera), se sembraron tubos conteniendo
caldo-lactosa con tubitos de fermentacién y aerobiosis, incubando en estufa
a 30° C.

La produccién de gases en un intervalo de tiempo de veinticuatro a cua-
renta y ocho horas nos indicaria la presencia de gérmenes de los grupos
Escherichia y Aerobacter.

En el cuadro nim. 1 se detallan estas observaciones.

Para investigar la presencia de gérmenes anaerobios del grupo sacarolitico,
como los del grupo clostridium, butilicum, etc, se sembré igual-
mente la salmuera en tubos conteniendo caldo-glucosa en anaerobiosis (dcido

CUADRO II

SIEMBRA EN CALDO GLUCOSA. ANAEROBIOSIS (ACIDO PIROGALICO EN MEDIO ALCALINO) TUBO
DE FERMENTACION INCUBACION A 30°. NEUTRALIZACION PREVIA DE LA SALMUERA CON CARBO-,
NATO CALCICO EN BANOMARIA

Ni Fecha puestaIObservacién a las veinticuatro [ Observacién a las cuarenta
im |
en salmuerat . horas y ocho horas

1 24-10-50

2 21-10-50

3 20-10-50

4 19-10-50

5 18-10-50

6 16-10-50

7 14-10-50

8 12-10-50 |\ g, ninguno de los tubos se observaron ni gases ni turbiedad

9 10-10-50 ni grumos.

10 8-10-50

11 6-10-50

12 4-10-50

13 2-1050 ,

14 30-9-50

15 28-9-50

16 26-9-50

17 24-9-50

18 22-9-50

19 20-9-50 .

20 Testigo |Gases 0 liquido claro. Gases 0 liquido claro.
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pirogdlico en medio alcalino), en tubo de fermentacién e incubacién a 30° C, y
cuyos resultados se sefialan en el cuadro ném. 2.

Al mismo tiempo, y para investigar la presencia en las salmueras de gér-
menes Gram-positivos de los géneros Leuconostoc y Bacterium
lacticum, se sembraron aquéllas en tubos con jugo de tomate filtrado
ajustado a pH 4,0 en anaerobiosis e incubacién en estufa a 30° C.

CUADRO III

SIEMBRA EN JUCO DE TOMATE. (ANAEROBIOSIS ACIDO PIROGALICO EN MEDIO ALCALINO) INCU-
BACION A 30°

Nim IZEC};ZII:;‘:::: Turbiedad a las veinticuatro horas
1 24-10-50 Liquido claro.
2 21-10-50 Ligera turbiedad y grumos.
3 20-10-50 ” ” y grumitos.
4 19-10-50 ” ” »
5 18-10-50 ” ” ”
6 . 16-10-50 ” ” ”
7 14-10-50 Turbiedad acentuada grumos.
8 12-10-50 ” ” ” velo y gases
9 10-10-50 ” ” ” y gases.
10 8-10-50 ” o ”
11 6-10-50 ” ” ”
12 4.10-50 ” ” ”
13 2-10-50 ” ” >
14 30-9-50 » ” ”
15 28950 Ligera turbiedad.
16 26-9-50 Turbiedad acentuada grumos.
17 24.9-50 Ligera turbiedad grumos.
18 22-9-50 Turbiedad acentuada grumos.
19 20-9-50 ”. » ” ‘
20 Testigo Liquido claro.

Son estos ensayos de gran valor, porque nos permiten comprobar no sélo
la presencia o ausencia de los gérmenes, con la finalidad de estar seguros de
que una fermentacién sigue una marcha normal (sin desviaciones), sino que
es, a la vez, el primer paso para ir posteriormente al aislamiento de las mis-
mas, con vistas a su identificacién.

En el cuadro primero de siembra en el caldo-lactosa se demuestra la pre-
sencia de especies del grupo Escherichia por la formacion de gases en
algunos de sus tubos, y precisamente en las salmueras que estdn en su pri-
mera fase de fermentacion.
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En el segundo.se siembra en caldo-glucosa (anaerobiosis); se comprueba la
ausencia absoluta de las temibles bacterias anaerobias que tanto influjo eier-
cen en las fermentaciones anormales de las aceitunas y. que son posiblemen-
te en muchos casps la causa de su descomposicién.

Y .en el tercero, con jugo de.fomate en anacerobiosis se comprueba la
presencia de las beneficiosas bacterias ldcticas, y precisomente mds acentua-
das en las Oltimas fases, lo que es una clara indicacién de que la fermenta-
cién transcurre normalmente 'y que afortunadamente han sido vencidas por
estas Ultimas las primitivas bacterias de los grupos Escherichia y Ae-
robacter. ‘ ‘

El mismo dia de la recogida de muestras de salmuera en los distintos bo-
coyes se determind el pH en todos ellos, précticandose a la vez la determi-
nacién de cloruros y la acidez total, datos que vienen reflejados en el cua-
dro nom. 4.

CUADRO IV

ENSAYOS FISICOS Y QUIMICOS DE LAS SALMUERAS PROCEDENTES DE LAS ACEITUNAS SEVILLANAS
(VARIEDAD MANZANILLA)

. Fecha puesta ; Acidez total (er c. c. NaOH
Nim. C1Na % pH N/10 para 10 c. c. de

en salmuera j muestra)
1 24.10-50 10,61 - 02 ¢ c
2 21-10-50 5,45 5 0,74 c. ¢
3 20-10-50 6,03 5 1,20 c. ¢
4 19-10-50 5,56 5 15 c ¢
5 18-10-50 609 | 5 2 cec
6 161050 | 539 5 3 cec
7 14-10-50 533 5 2 cec
8 12-10-50 5,68 4,5 324 c. ¢
9 10-10-50 4,98 5 4 coc
10 | 81050 539 45 474 c. c
11 6-10-50 5,56 45 7 cc
12 4-10-50 6,14 4.5 5 cc
13 2-10-50 556 45 5 cc
14 30-9-50 5,33 45 4 coec
15 © 289-50 672 45 4 cc
16 26.9-50 545 45 350 ¢. ¢
17 24950 | 5,68 45 5 cc
18 22.9.50 6,38 45 5 cc
19 20-9-50 5,51 4 8 coc

En el momento actual se estd trabajando en la identificacion de los mi-
croorganismos aislados ‘de las muestras anteriores, y en la préxima comuni-
cacién se informard acerca de este aspecto.



ESTACION EXPERIMENTAL DE “AULA DEI”. ZARAGOZA
C.S. IC.

NUEVOS SINTOMAS EN EL «DOCK MOSAIC» CAUSADOS POR EL
‘ «RUMEX VIRUS 1» :

Félix Martinez Cordén.

INTRODUCCION

Entre las virosis vegetales hasta ahora poco estudiadas se encuenira la en-
fermedad conocida en Inglaterra con el nombre de Dock mosaic, la
cual estd producida por el virus denominado Rumex virus 1, que se
presenta frecuentemente entre las plantas del género Rumex, de la familia
de las Poligonéceas. v

Los primeros trabajos sobre esta enfermedad fueron publicados por Grainger
y Cockerham en 1930 (1), quienes describieron algunos sintomas externos de
la enfermedad, estudiando también las propiedades del virus. Estos autores han
descrito en las plantas del género Rume x atacadas por esta enfermedad, un
moteado en la superficie anterior de las hojas, formado por unas zonas entremez-
cladas de colores verde ascuro y verde amarillento, que se presentan en las
regiones interveniales, y que pueden extenderse también sobre varias venillas
de las hojas, dando asi lugar a un mosaico, sintoma muy comin entre las viro-
sis vegetales. (Fotografia 1.) Estos sintomas son enmascarados a una fempe-
ratura’de 75° C. (2). El crecimiento de las plantas no es afectado por el ataque
de este virus.

Entre la literatura referente o esta enfermedad no se encuentran citados nin-
guna ofra clase de sinfomas, ni tampoco anormalidades intracelulares de nin-
guna especie. '

En los trobajos de Chamberlain y Matthews (3) sobre una enfermedad de
Jas plantas del género Rumex, en Nueva Zelanda, que produce sintomas
parecidos a los del dock mosaic, y que segin opinién de estos investi-
gadores es producida por ofro virus diferente al descrito por Grainger y Coker-
ham en Inglaterra, tampoco se hace referencia a cuerpos de inclusion intracelu-
lares ni @ otros sintomas externos sobre las hojas que a los de tibo mosaico,
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por sucesivos pases en agua destilada se hizo, por medio de una micropipeta,
una suspensién de ellos en una pequeia cantidad de agua destilada.

Para la observacion con el microscopio electrénico estos cuerpos resultaban
demasiado gruesos, por lo cual fué necesario operar con fracciones de ellos,
que se lograron fécilmente en las operaciones llevadas a cabo para su aisla-
miento. Una gota de la suspensién en agua destilada fué depositada por medio
de una micropipeta sobre una membrana de colodién, haciéndose después las
preparaciones de la forma usual para la observacion en el microscopio electré-
nico. Una vez obtenidas, se las sometié a la técnica del sombreado con pelicula
metdlica, empledndose para ello el paladio; después fueron examinadas con
el microscopio electrénico R. C. A., modelo B, de Rothamsted. En estas observa-
ciones se vié que los cuerpos amorfos producidos por este virus estaban forma-
dos por una agregacién de particulas de material no identificado, que bien pu-
diera ser el virus mismo o agregaciones de protoplasma enfermo. (Fotografia 10.)

INOCULACIONES EXPERIMENTALES DE ESTE VIRUS SOBRE OTRAS PLANTAS

Se llevaron a cabo ensayos para transmitir experimentalmente esta enfer-
medad a plantas de Nicotiana tabacum, Nicotiana glu-
tinosa y remolacha, efectuando las inoculaciones con plantas sanas y jéve-
nes procedentes de semillero; como fuente de indculo se utilizé una planta del
género Rumex que presentaba sintomas muy marcados de la enfermedad;
las plantas se conservaron en invernaderos libres de insectos. Para las inoculacio-
nes se empleé como abrasivo la celita. '

Ninguna de las plantas inoculadas en esta primera serie presenté sintoma al-
guno de infeccién.

Nuevamente se intenté la transmisién de esta enfermedad por nuevas inocula-
ciones a plantas de Datura stramonium, insistiendo también con
nuevas inoculaciones a plantas de Nicotiana tabacum. El indculo
fué obtenido de las mismas plantas que nos habiamos servido anteriormente, em-
pleando también la celita como abrasivo y dejando las plantas en las mismas
condiciones que en el caso anterior.

Transcurridos veinte dfas aparecieron sobre una de las plantas de Datura
inoculadas unas manchas amarillas sobre sus hojas, que hacian sospechar, por su
aspecto, ser debidas a una infeccién de virus. Los tabacos de esta segunda se-
rie de inoculacién no presentaban sintomas.

DISCUSION

En las plantas de estas experiencias no se encontraron las inclusiones intra-
celylares de tipo cristalino que se presentan en numerosas virosis vegetales, y
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que han sido descritas por Iwanoswsky con el nombre de material estriado. Este
material estriado se encuentra en muchas ocasiones juntamente con las inclusio-
nes de tipo amorfo en una misma planta infectada, y o veces en una misma
célula, pero no se han visto en esta enfermedad. (Fotografios 11 y 12.)

Puesto que tanto las inclusiones de tipo cristalino, consideradas como forma-
ciones del virus mismo, como las de tipo amorfo andlogas a las aqui descritas dan
las mismas reacciones de las proteinas, y visto el estado de transmisién de unas
a otras que se ha descrito en algunas enfermedades, puede ser posible que los
cuerpos extrafios aqui descritos fuesen formaciones del virus en distinto
estado de agregacion. Si consideramos, por el contrario, estos cuerpos amorfos
como formaciones protoplasmdticas, estarian entonces formados por un material
completamente distinto al integrante de las inclusiones de tipo cristalino, siendo
en este caso producto de una reaccién de defensa celular a la infeccién del virus
y no formaciones de la proteina virus en un estado de transicidén precristalino.

Estas nuevas manifestaciones externas e internas de la enfermedad sobre las
plantas del género Rumex que aqui se describen, pudieran ser debidas a
alguna modificacién sufrida por el Rumex virus 1 ocasionada por cau-
sa desconocida en la planta de la que se tomé el primer inéculo, la cual hu-
biese dado lugar a alguna mutacién de este virus de fipo mds fuerte, siendo esta
variante la causante de los nuevos sintomas externos y de la formacién de in-
clusiones intracelulares. Puede suceder que dicha modificacién tenga lugar cuan-
do las plantas se encuentren en un medio ambiente distinto; esto coincidiria con
el hecho de que las neoplasias de las hojas hayan sido solamente observadas
en las plantas cultivadas en invernaderos, donde las condiciones de calor, hu-
medad, etc., varian mucho respecto al exterior. No obstante, hay que hacer cons-
far que todas las plantas sanas de la misma especie de las inoculadas que fueron
dejadas como testigo en las mismas condiciones ambientales no presentaron en
sus hojas ninguna anormalidad. ’

La confirmacién de que este virus hubiese pasado a plantas de Datura
en las inoculaciones anteriormente indicadas, no pudo ser lograda por haber ter-
minado en aquellos dias la beca que se disfrutaba en los laboratorios que se lle-
varon a cabo estas experiencias, quedando ello, por lo tanto, en espera de nue-
vas comprobaciones.

Quiero hacer constar mi agradecimiento al Dr. F. C. Bawden, de la «Rotham-
sted Experimental Station» (Inglaterra), por la ayuda e indicaciones recibidas
durante la realizacién de este trabajo, asi como a Mr. H. L. Nixon, de los mismos
Laboratorios, por la microfotografia obtenida con: el microscopio electrénico.
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RESUMEN

En este trabajo se da cuenta de unos nuevos sintomas externos y de unas
inclusiones intracelulares hasta ahora no descritos sobre plantas del génerc
Rumex atacadas por el Rumex virus 1. Se han llevado también a
cabo las primeras observaciones de este virus con el microscopio electrénico. In-
tentando también la transmisién de este virus a otras plantas de diferentes fami-
lias por inoculacién mecdnica, obteniendo algunos resultados que parecen indi-
car que este virus se transmite a plantas de Datura stramonium,
pero esto Ultimo no pudo confirmarse con seguridad.

SUMMARY

In this paper the author report on some new external symptons and inter-
cellular inclusions of plants belonging to the Rume x species which were at-
tacked by the Rumex virus 1. These symptoms has not been described
so far.» Observations with the electronic microscope of this virus were carried
out. It was intented to transmit this virus to plants of different species by means
of mechanic inoculation. Some of the results seam to indicate that it can be trans-
mitted to Datura stramonium plants, but this could not be proved
definitely.
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Foto 1.

Hojas mostrando el “Dock Mosaic” en pl

antas del género Rumex.



Foto 2.
Inclusién de tipo amorfo en el interior de un pelo de la planta del género
Rumex, producida por el Rumex virus I.

Foto 3.
Inclusion intracelular, en un pelo perteneciente a la planta de la fotografia
anterior, en otro estado de formacign,



Foto 4.
Niicleo celular de una planta del género Rumex atacada por el Rumex
virus 1, unido a una inclusién de tipo amorfo y en la cual puede apreciarse
claramente su estructura granular.

Foto 5.
Corte epidérmico perteneciente a planta del género Rumex mostrando
los primeros estados de formacién de una inclusién intracelular de tipo
amorfo. Puede apreciarse el niicleo celular con su nucléolo, los plastos y
mitocondrias.



’ R Foto 6.

Corte epidérmico perteneciente a otra hoja de la misma planta de la foto-
grafia nimero 5, en el cual aparece una inclusién intracelular de tipo
amorfo casi completamente formada. En la partc superior aparece el niicleo.



Foto 7:
Crecimientos anormales originados sobre las venillas en
del género Rumex infectada por el Rumex virus 1.

ol envés de una hoja de planta



Foto 8.
e la fotograjia nimero 7, atacada  también
de los crecimientos anormales cn fase mds

Hoja de planta del mismo género que la d

por la misma enfermedad, mostrando uno
avanzada.



Foto 9.

o del género Rumex en la cual s
les producidos por la virosis.

Envés de una hoja de plant e aprecian los puntos
donde se inician los crecimienios anorma



* Foto 10.
Microfotografia obtenida con el microscopio electrénico R. C. A. modelo B. de un cuerpo
amorfo producido por /. Rumex virus 1. (72.000 aumentos.)



Foto 11. Foto 12.

Células epidérmicas de planta de tabaco atacada por el Nicotiana virus 1, mostrando en
su interior inclusiones de tipo amorfo y cristalino. -



INFORMACION

NUEVO REPRESENTANTE ESPANOL EN LA A. I. M.

®

Para ocupar la vacante producida por la muerte del Prof. Juan Marcilla
en la Comisién Internacional Permanente de la Asociacién Internacional de
Microbibdlogos ha sido designado el actual Presidente de -la Sociedad de Mi-
crobiélogos Espafoles, Dr. don Antonio Ruiz Falcé.

VI CONGRESO INTERNACIONAL DE PATOLOGIA COMPARADA

Del 4 al 11 de mayo del afic 1952 se proyecta celebrar en Madrid
este Congreso, en homenaje a Santiago , Romén y Cajal. El Comité Interna-
cional Permanente de los Congresos de Patologia Comparada estd presidido
por el Prof. Binet, de Paris. La Comisién organizadora y Mesa del Congreso
estd constituida de la siguiente forma:

Presidente, Prof. Enriquez de Salamanca; Vicepresidentes: Prof. Jiménez
Diaz (Presidente de la Comisidon de Patologia Humana), Prof. Carda Goémez
(Presidente de la Comisién de Patologia Animal) y Prof. Jordan de Urrfes (Pre-
sidente de la Comisién de Patologia Vegetal); Tesorero, Prof. Benlloch Mar-
tinez; Secretario general, Prof. Carda Aparici; Vicesecretarios: Dr. Perianes-
Carro, Dr. Lahoz-Navarro, sefior Sdnchez Garnica y sefior Enriquez de Sa-
lamanca (M.).

Los temas generales para las ponencias son los siguientes:
Papel de los hongos y las micosis en Patologia Comparada.
Los oligoelementos y sus carencias en- Patologia Comparada.
Los factores de senectud en Patologia Comparada.
Simbiosis microbianas y sus alteraciones en Patologia Comparada.
5. Llos insecticidos de contacto en Higiene General y Patologia Com-
parada.

Wb

Para informes dirigirse a la Secretaria General del Consejo, calle de Fer-
nando VI, ndm. 8. Madrid.
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I CONGRESQ INTERNACIONAL DE BIOQUIMICA

Este Congreso tendrd lugar en Paris del 21 al 27 de julio del afio 1952.
Es Presidente de Honor del mismo el Prof. Gabriel Bertrand y Presidente efec- ,
tivo el Decano René Fabre, Presidente Honorario y Secretario general, respec-
tivamente, de la Sociedad de Quimica Bioldgica. Entre los temas bioquimicos’
de actualidad se han elegido siete, que serdn objeto de estudio en otros tan-
tos symposiums. Son los siguién’res:
Bioquimica de la hematopoyesis.
Biogénesis de las proteinas.
Ciclo tricarboxilico.
Hormonas proteicas y derivadas de las protfeinas.
Metabolismo microbiano. ‘
Modo de accién de los antibidticos.
. Bioquimica de los esteroides.

NOo oMo~

Ademés de los symposiums citados, se celebrarédn otras reuniones para
tratar de aquellos trabajos que se ocupen de temas diferentes a los anterio-
res y conferencias generales sobre grandes problemas bioquimicos.

El Secretario general del Congreso es,el Prof. J. E. Courtois, Faculté de
Pharmacie, 4. Avenue de I'Observatoire, Paris (VIe).

ACTAS DE LA SOCIEDAD
MADRID

Acta de |g sesion celebrada el dia 23 de febrero de 1951.

Bajo la presidencia de don Gerardo Clavero del Campo se abre la se-
sidén, a las diecinueve y treinta, en una de las Salas de Juntas de los locales
del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas, sitos en Medinaceli, 4.

Se aprueba el acta de loa sesidn anterior. El sefior Ovejero del Agua da
cuenta de su trabajo «Corynebacterium renale, Migula (pielonefritis bovina»).
El sefior Vilas presenta una comunicacién de los sefiores Callao y Vigaray so-
bre el tema «Flora aerobia de la fermentacién en el enriado experimental del
esparto».

El sefior Presidente da cuenta de que va a celebrarse el escrutinio de los
votos secretos recibidos para la renovacién reglamentaria de la Junta. Se pro-
cede a efectuar el recuento, que da los siguientes resultados: Presidente, don
Antonio Ruiz Falcs, 96 votos; don Florencio Bustinza Lachiondo, 1 voto. Vice-
presidente, don Gerardo Clavero del Campo, 97 votos. Secretario, don Lo-
renzo Vilas Lépez, 96 votos; don Manuel Jordén de Urries, 1 voto. Vocales:
don Jenaro Alas Cores, 94 votos; don Gabriel Colomo de la Villa, 97 votos;
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Es Presidente de Honor del mismo el Prof. Gabriel Bertrand y Presidente efec- ,
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El Secretario general del Congreso es,el Prof. J. E. Courtois, Faculté de
Pharmacie, 4. Avenue de I'Observatoire, Paris (VIe).

ACTAS DE LA SOCIEDAD
MADRID

Acta de |g sesion celebrada el dia 23 de febrero de 1951.

Bajo la presidencia de don Gerardo Clavero del Campo se abre la se-
sidén, a las diecinueve y treinta, en una de las Salas de Juntas de los locales
del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas, sitos en Medinaceli, 4.

Se aprueba el acta de loa sesidn anterior. El sefior Ovejero del Agua da
cuenta de su trabajo «Corynebacterium renale, Migula (pielonefritis bovina»).
El sefior Vilas presenta una comunicacién de los sefiores Callao y Vigaray so-
bre el tema «Flora aerobia de la fermentacién en el enriado experimental del
esparto».

El sefior Presidente da cuenta de que va a celebrarse el escrutinio de los
votos secretos recibidos para la renovacién reglamentaria de la Junta. Se pro-
cede a efectuar el recuento, que da los siguientes resultados: Presidente, don
Antonio Ruiz Falcs, 96 votos; don Florencio Bustinza Lachiondo, 1 voto. Vice-
presidente, don Gerardo Clavero del Campo, 97 votos. Secretario, don Lo-
renzo Vilas Lépez, 96 votos; don Manuel Jordén de Urries, 1 voto. Vocales:
don Jenaro Alas Cores, 94 votos; don Gabriel Colomo de la Villa, 97 votos;
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don Rafael Ibdfiez Gonzdlez, 1 voto; don Emilic Luengo Arroyo, 95 votos; don
Gabriel Megias Boix, 1 voto; don Florencio Moreno de Vega, 95 votos; don
Luis Gonzalo Urgoiti Somovilla, 1 voto; don Juan Santa Maria Ledochowski,
1 voto; don Arnaldo Socias Amords, 3 votos.

A la vista de los resultados anteriores quedan elegidos los sefiores siguien-
tes: Presidente, don Antonio Ruiz Falcd; Vicepresidente, don Gerardo Clavero
del Campo; Secretario, don Lorenzo Vilas Lépez. Vocales: don Genaro Alas
Cores, don Gabriel Colomo de la Villa, don Emilio Luengo Arroyo y don Flo-
rencio Moreno de Vega. '

En consecuencia queda constituida la Junta Directiva de la manera si-
guiente: Presidente, dqn Antonio Ruiz Falcé; Vicepresidente, don Gerardo Cla-
vero del Campo; Secretario, don Lorenzo Vilas Lépez; Tesorero, don Miguel
Benlloch Martinez; Bibliotecario, don Ricardo Salaya Leén; Vocales: don Ge-
naro Alas Cores, don Gabriel Colomo de la Villa, don Eduardo Gallardo Mar-
tinez, don José Garcia Bengoa, don Rafael lbdfiez Gonzdalez, don Emilio Luen-
go Arroyo, don Florencio Moreno de Vega y don Arnaldo Socias Amorés.

En ruegos y preguntas, el sefior Blanco Diez del Valle dedica un recuer-
do elogioso al que fué miembro de la Sociedad don Victoriano Colomo y Ama-
rilias, fallecido en el mes anterior, y pide que se dedique un homenaje a su
memoria. El sefior Clavero se muestra de acuerdo con lo expuesto por el se-
fior Blanco y propone una Comisién para dicho objeto, designdndose a los
sefiores Garcia Bengoa y Gallardo. El sefior Colomo de la Villa agradece cor-
dialmente las manifestaciones de afecto dedicadas a la memoria de su padre.

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

Acta de la sesion celebrada el dia 14 de mayo de 1951.

Bojo la presidencia de don Antonio Ruiz Falcé se abre la sesion, a las vein-
te horas, en una de las Salas de Juntas de los locales del Consejo Superior
de Investigaciones Cientificas, sitos en Medinaceli, 4.

Se lee y aprueba el acta de la sesién anterior. El sefior Presidente dirige
un saludo a los socios, ofreciéndose cordialmente a todos en su cargo, y de-
dica un sentido recuerdo a lo memoria de su antecesor y primer Presidente
que fué de la Sociedad, don Juan Marcilla Arrazola.

El sefior Socias, en nombre propio y en el de su colaborador sefior Sie-
rra, da lectura a una comunicacién acerca de «El factor de transformacion
moho-bacteria», a la que hacen objeciones los sefiores Ibdfiez y Zugaza, con-
testandoles el comunicante. A continuacién, el sefior Socias presenta una co-
municacién propia sobre «De la metilaciéon orgdnica como factor de trans-
formacién moho-bacteria y su papel en la etiologia microbiana del tracoman.
El sefior Ibéiez pide algunas aclaraciones sobre identificacion de las bacte-
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rias que obtiene en sus experiencias el comunicante, prometiendo éste con-
testarlas en plazo breve.

El sefior Varela lee su trabajo «Valoracion polarografica del Cloramfe-
nicol».

Y no habiendo mds asuntos que iratar, se levanta la sesién a las veintiuna
y treinta horas.
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Microfilm positivo  (indicado cuando hay fotograbados): 2 pesetas cada
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Carpeta «Filmoteca» para diez filmofichas: 2 pesetas.
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gativo y 10 pts. en positivo.
A partir de 1.000 fotogramas, precios especiales por convenir.

Opciones que se presentan: en negativo o en positivo; en rollo continuo o
en filmofichas; con carpeta «Filmoteca» o filmofichas sueltas; metiendo en cada
fotograma dos pdginas o solo una.

Salvo aviso en contrario se servirdn los encargos en microfilm negativo, en
filmofichas y en carpetas, y el meter una o dos pdginas por fotograma se su-
pondrd se deja al discernimiento del Servicio, segin sea el original.

La modalidad «filmoficha», por la gran facilidad de ordenacién, archiva-
cién, localizacion répido de las cintas y manejo de lectura, supera ¢on rucho
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fotogramas y medio (en otros sistemas seis), en que caben diez paginas de libro
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los perfectamente adaptados con sus referencios numéricas y espacio preciso
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Fotocopias en papel.

Formato: 9 X 12 cms.: en mate, 3 ptas.; con brillo, 3,75 ptas.
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