VOLUMEN 6 ENERO-MARZ0 1953 NUM. 1

Sublicada for ,
ol Onstituto “Guime Gorvin' de Microbiolrgia

CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS
MADRID



OTRAS REVISTAS DEL PATRONATO
«ALONSO DE HERRERA>

ANALES DE EDAFOLOGIA Y FISIOLOGIA VEGETAL.—Publicados por el Instituto
de Edafologia y Fisiologia Vegetal.

Continuadores de los «Anales del Instituto Espafiol de Edafologia, Eco-
logia y Fisiologia Vegetal». Abiertos a una amplia colaboracién, recogen
en sus pdginas frabajos sobre suelos y fisiologia vegetal, tanto del Instituto
de origen como de otros Centros investigadores espafioles y extranjeros y,
asimismo, estudios de tipo informativo y bibliografico.

Mensual. Ejemplar, 20 pesetas. Suscripcién, 160 pesetas.

ANALES DE LA ESTACION EXPERIMENTAL DE «AULA DEl».—Revista dedicada
a la publicacién de trabajos originales sobre investigacién agricola y gro-
blemas biolégicos relacionados con la misma. Publicada por la Estacién Ex-
perimental de «Aula Dei», Zaragoza.

Cada volumen, excepto Vol. 1, contiene unas 300 pdginas, distribuidas
en cuatro nimeros, que se publican a intervalos irregulares.

ANALES DEL JARDIN BOTANICO DE MADRID.—Publicacién del Instituto «An-
tonio J. de Cavanilles».
Publica trabajos y notas cientificas que abarcan todos los campos de la
Botdnica.
Precio del tomo anual, 100 pesetas.

COLLECTANEA BOTANICA.—Publicacién del Instituto Botédnico de Barcelona.
Dedicado a la Botdnica en general, viene a ser un érgano exterior de la
actividad del Instituto Botdnico de Barcelona, elemento de enlace con los
demds Centros de investigacion.
Publica trabajos sobre las distintas disciplinas de la Botdnica: Sistemd-
tica, Floristica, Fitosociologfa, Fisiologia, Micologia, Briologia, Algologia, etc.
Dedica una parte a resefias bibliogréficas y a la informacién.
Semestral. Ejemplar, 30 pesetas. Suscripcién, 45 pesetas.

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

Esta revistc estd dedicada al estudio de los problemas de la Farma-
cognosia, siendo sus finalidades: una, propiamente cientifica, que trata de
Botdnica, andlisis quimico, experimentacion fisiolégica y clinica, y otro, de
orden prdctico, relativa al cultivo y recoleccién de materias primas idéneas,
no sélo para la Medicina, sino para la Dietética y la industria.

Trimestral. Ejemplar, 25 pesetas. Suscripcion, 80 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 a la
Farmacognosia.

Trimestral. Ejemplar, 20 pesetas. Suscripcion, 70 pesetas.



ONESGECIENTIFICAS

O® Raxug Mn
SN [ Q85
[ N 22
v R =7
pes] R
> m@.
Z

76 BN



SE SUPLICA EL CAMBIO
ON PRIE L'"ECHANGE DEBE DIRIGIRSE A
AUSTAUSCH ERBETEN MICROBIOLOGIA ESPANOLA
EXCHANGE DESIRED

SUMARIO

CONFERENCIAS Y COMUNICACIONES
Una década de antibidticos en América, por Kennet B. Raper

Empleo de los medios sintéticos de Wickerham en los es-
tudios sobre nuiricién de los microorganismos, por Juan

Santa Maria Ledochowski ...

INFORMACION

Actas de la Sociedad ...

BIBLIOGRAFIA

LUIS E. NAJERA: Nomencldtor de las enfermedades trans-

misibles y simili-transmisibles .........................

HANS VOGEL: Mikrobiologie im Reagenzglas ...............

Directory of collections and list of species maintained in

New Zealand ...

Indice de articulos de revistas .........oiiiiiiiiiiiiiii

SERRANO, 113 & 152 - MADRID -

Pagina

39

81

83

85

85

86

TODA LA CORRESPONDENCIA

Ndmero suelto: 22 pesetas. Suscripcién anual (4 niimeros): 80 pesetas.

(ESPANA)



VOLUMEN 6 ENERO-MARZ0 1953 NUM. 1

~

ol Onstitudo “Inime Gorvin’ de Microbiologia
é/le'thfe licrafidt, Whaiiok

CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS
MADRID



CONSEJO DE REDACCION

Prof. Dr. don Arnaldo Socfas Amorods, Director
del Instituto “Jaime Ferran‘ de Micro-
biologia, del C. S. 1. C.

Prof. Dr. don Lorenzo Vilas Lépez, Secretario de
la Sociedad de Microbidlogos Espafio-
les.

Dr. don Ricardo Salaya Ledn, Bibliotecario de la
Sociedad de Microbiélogos Espafoles.

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



UNA DECADA DE ANTIBIOTICOS EN AMERICA (")

por

Kenneth B. Raper.

INTRODUCCION

En el verano de 1941, el Prof. H. W.
Florey y el Dr. N. C. Heatley, de la Uni-
versidad de Oxford, trajeron a América el
problema de producir penicilina, poniendo
en movimiento, en consecuencia, una exira-
ordinaria cadena de acontecimientos. Desde
entonces, un gran interés se ha desarrolla-
do en torno a todos los grupos de micro-
organismos y a los productos de su meta-
bolismo. Una industria de antibiéticos por
valor de muchos millones de délares, y que
emplea a miles de personas, ha surgido,
mientras la préctica médica ha sido profun-

damente influida, y curaciones antes impo-
sibles son ahora aceptadas como cosa co-

' _ rriente, salvdndose un nUmero elevado de
KM H'RW ‘ vidas humanas. Aunque todas estas cosas
son hoy bien conocidas por la mayoria de la gente, sin embargo, encuentro
apropiado, cumplidos los diez afios de la fecha citada, el volver sobre algunos
descubrimientos y progresos mdés importantes alcanzados en esta «Década de
antibidticos».

(*) Traduccién abreviada de Miguel Rubio.



6 KENNETH B. RAPER

cional necesaria para extensos tratamientos clinicos. Por esta razén, y ayudados
por la Fundacién Rockefeller, Florey y Heatley marcharon a los Estados Unidos,
donde se pusieron en contacto con la. Academia Nacional de Ciencia y el
Dr. Charles Thom, Jefe microbidlogo en el Departamento de Agricultura, de
Washingtom. Se les aconsej6 el ir al Laboratorio «Northern Regional Research»,
en Peoria, donde en la Divisién de fermentaciones habia un personal espetiali-
zado en fermentaciones por hongos y una gran coleccién de hongos. El Doc-
tor O. E. May, Director del laboratorio, y el Dr. R. D. Coghill, Jefe de lo Di-
visién de fermentaciones, se dieron cuenta del valor de la droga, empezdndose
o trabajar inmediatamente en el problema. Asi fué iniciada en América la gran
corriente de investigaciones en antibidticos.

Antes de seguir mdas adelante, conozcamos algunos acentecimientos ‘impor-
tantes que tenfan lugar en otros campos y en -ofros laboratorios. En California,
Richard. Weinling habia mostrado (1934) que el hongo del suelo, Gliocia-
dium Fimbriotum, produce una substancia, gliotoxina, capaz de des-
truir las hifas de Rizotonia solani y otros hongos. Das afios més tarde,
en colaboracién con O. H. Emerson, aislé la substancia en forma cristaling,
llegando o ser asi el primero que obtuvo en estado puro una substancia con
propiedades antibidticas. En el Instituto Rockefeller, René Dubos (1939 vy sig.), ha-
bia demostrado que un bacilo comin del suelo, identificado como P. brevis,
era capaz de producir un agente bactericida altamente activo contra ciertos tipos
virulentos de neumococo. Con la colaboracién de Hotchkiss y otros habfa mos-
trado que este agente, llamado tirotricina, consistia en dos principios activos,
gramicidina y ftirocidina, y sugirié que la primera podia encontrar aplicacién
en el tratamiento de infecciones causadas por cocos Gram-positivos. En la
Universidad de Rutgers, el Profesor Waksman estuvo investigando activamente
los efectos antagdnicos de varios microorganismos del suelo, investigaciones que
culminaron tres afios més tarde en el descubrimiento de la estreptomicina. Mien-
tras no se habia hecho virtualmente nada con el moho de Fleming en América;
muchos investigadores, interesados por los articulos publicados por los labora-
torios antes citados, se dieron cuenta de las posibilidades de investigacién en
el campo del antagonismo microbiano. Un campo propicio esperaba a Florey
y Heatley cuando llegaron a este pais.

En el laboratorio de Peoria se decidié que el problema de la penicilina
podia ser investigndo desde tres diferentes dngulos. Primero, debiamos inten-
tar el mejoramiento de los rendimientos de penicilina estudiando la nutricién
del hongo en cultivos de superficie del tipo empleado entonces en Inglaterra.
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Segundo, deberiamos desarrollar un método para producir el antibidtico en
cultivos sumergidos. Tercero, debiamos investigar otros hongos, esperando en-
contrar una estirpe mds productiva. Es un récord y un motivo de orgullo
para todos nosotros el que fuésemos en aquel tiempo capaces de realizar todos
estos objetivos.

Desde el principio nos dimos cuenta de que si la penicilina podia ser oro-
ducida en cultivos sumergidos, esto representaria el mejor medio de obtener
una produccién en gran escala a un coste moderado. Por ejemplo, suponiendo una
igualdad de rendimiento por centimetro clbico para métodos de superficie y
sumergidos se calculé que un tanque de 10.000 galones representaria el equi-
valente de 60 a 70.000 botellas de dos cuartos en capacidad de produccidn,
y seria mucho més barato de operar. Al principio de 1944 una parte substancial
de la produccién en los EE. UU. se obtuvo de esta fuente, y al final de 1945
llegd o representar la cantidad total. El efecto inmediato de este descubrimiento
fué el producir cantidades muchisimo mayores de penicilina, que de ofra ma-
nera no hubiera sido posible producir. Otro efecto de més alcance fué el de
evitar los estudios sobre cultivos en superficie cuando se desarrollaron ofras fer-
mentaciones, tales como estreptomicina, cloramfenicol, aureomicina y terrami-
cina. Ahora, en la investigacion de los antibidticos corrientes, hasta en las pri-
meras pruebas (screening), se llevan a cabo cultivos sumergidos (con agitacidn).

Se presté también mucha atencién a la seleccién y mejora de la estirpe del
. hongo, y éxitos singulares coronaron tales esfuerzos a la largo de este propé-
“sito. Fleming, en su primer articulo, se referia a su moho como Penicillium
rubrum Viourge. Raistrick lo envié a Thom, quien lo identificé como P. no-
tatum Westling. La importancia de un diagnéstico corregido de Thom es

obvia, y afios més tarde dié lugar a una busca intensiva de mds y mejores
estirpes productoras de penicilina. El trabajo primitivo en América, como en
Inglaterra, fué hecho con la estirpe original, y sin alterar, de Fleming. Se ob-
tuvieron rendimientos de 75 a 100 u./c. c. en cultivos de superficie con el me-
dio mejorado lactosa-caldo de maiz, en contraste con las 2 a 4 u./c. c. obtenica
cuando empezaron los trabajos. De aislamientos de una sola espora y ensayos
con las estirpes resultantes fué obtenida una subestirpe, NRRL 1249. B22, la
cual producia rendimientos de 175 a 200 u./c. c.

Los intentos de mejora de produccion por la seleccién de variantes naturales
no tuvieron éxito. La misma técnica fué qplicddo a la estirpe NRRI 832, pero
ninguna de las variantes produjo penicilina en mayores cantidades que la es-
tirpe madre. Entonces, la cbtencién fué dirigida hacia el aislamiento de nuevas
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estirpes; por el trabajo ya hecho se habia demosirado que casi todos los miem-

bros del grupo P. notatum-chrysogenum vproducicm penicilina. Pa-

recia razonable esperar que si se examinasen suficiente ndmero de nuevos ais-
lamientos se podria encontrar una estirpe marcadamente superior. Los aisla-

mientos fueron hechos de productos alimenticios mohosos, frutos y vegetales, y

de una variedad de suelos de EE. UU. y de muchos paises extranjeros.

El cultivo mds importante descubierto fué aislado de un melén cantall recogi-
do en Peoria. Esta estirpe de P. Chrysogenum Thom fué designada
NRRL 1951, y en los meses que siguieron fué objeto de un estudio intensivo
que llevé a la obtencién de estirpes mds y mdés productivas, sobre las cuales
fué basada toda la posterior manufactura de la droga.

NRRL 1951 P. chrysogenum aislado de un melén cantald mohoso
capaz de producir aproximadamente 100 u./c. c. de penicili-
na en cultivo sumergido.

NRRL 1951 B25 Una variante natural del NRRL 1951, capaz de producir
mas de 250 u./c. c. de penicilina.

X-1612 Una mutacién inducida por rayos X del NRRL 1951. BZ5,
capaz de producir mas de 500 c. c. de penicilina.
Wis. Q-176 Una mutacién inducida con rayos ultravioleta del X-1612,

capaz de producir mds de 900 c. c. de penicilina.

Después de estas mejoras, los Profesores Backus y Stauffer (1946, y sig.) han
hecho un estudio intensivo de la mutabilidad y variacién de estirpes en el
Wis. Q-176 y sus derivados. Por la aplicacién otra vez de radiacién ultravioleta
y exposicién a las mostazas nitrogenadas, combinada con una seleccién cuida-
dosa, han logrado aislar una serie de estirpes sin pigmento, de alto rendimien-
to, culminado en la estirpe Wis. 49-2105, la cual es capaz de producir
1.500 c. c. en frascos sacudidos y en recipientes de 30 litros con agitacién.

Del trabajo en nuestros laboratorios y en Wisconsin sobresalen ciertos pun-
tos significativos. Primero: los mohos, perteneciendo a las series del P. nota-
tum-chrysogenum, se caracterizan generalmente por una gran varia-
bilidad natural. Segundo: respecto a la produccién de penicilina, se puede es-
perar sélo una mejora limitada de tal variacién. En todo caso, para cada es-
tirpe parece existir un limite superior, mds alld del cual este fendmeno no pue-
de ser aprovechado; esto ha sido demostrado en la estirpe de Fleming,
NRRL 832, NRRL 1951, y otras aisladas primerom'en’re no citadas aqui (Raper
y Alexander, 1945]. Tercero: la variabilidad puede ser enormemente aumentada
por la aplicacién de estimulos mutagénicos, incluyendo mejoras marcadas en
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la capacidad biosintética. Cuarto: los mutantes obtenidos por tales técnicas no
representan clones uniformes, sino que contintan exhibiendo variabilidad den-
tro de los mismos.

La penicilina, tal como se produce en los cultivos de mohos, no representa
un compuesto quimico determinado, sino mds bien una familia de compuestos
muy similares, los cuales tienen una estructura lactanotiozolidina comdn en di-
ferentes cadenas laterales o grupos R. Hoy la penicilina farmacéutica es ente-
ramente penicilina G (mds especificamente, benzil-penicilina). Esto ha sido dic-
tado por ciertas circunstancias. La penicilina G fué la primera penicilina aislada
en cantidad apreciable; posee caracteristicas altamente convenientes desde el
punto de vista de su purificacién y aprovechamiento. La penicilina K, o heptil-
penicilina, no constituye una droga conveniente, ya que no puede mantener
en el cuerpo adecuados niveles sanguineos. La penicilina X o p-hidroxibencil-peni-
cilina, por ofro lado, es bastante aceptable bajo cualquier punto de vista y con-
tando por unidad bésica es mds efectiva contra los estreptococos, neumococos
y gonococos que la penicilina G. Sin embargo, los rendimientos vienen a ser
bajos y se han hecho sélo limitados intentos para incrementar su productividad
(Raper y Fennell, 1946). La penicilina F o A* pentenil-penicilina, y dihidro-
penicilina F o amil-penicilina, no han sido nunca obtenidas en cantidades su-
ficientes para una valoracién quimica. Las diferencias entre las actividades
antibiéticas de todas las penicilinas naturales es ampliomente cuantitativa mds
que cualitativa, y los organismos no sensibles para una son también insensibles
para las otras.

Es interesante hacer notar que las estirpes X-1612 y Wis. Q-176 producen
naturalmente una alta proporcién de penicilina K; sin embargo, empleando
agentes convenientes, tales como el acido fenilacético en las soluciones nutri-
tivas, se obtienen regularmente altos redimientos de penicilina G. Esta préctica
ha sido empleada en la industria “durante varios afios.

Ordinariamente pensamos en la penicilina como un producto metabélico ca-
racteristico del P. notatum chrysogenum. Sin embargo, Florey y
otros (1949) han registrado como productores de penicilina siete especies de
Aspergillus y doce especies de Penicillium fuera de aquellas se-
ries. Peck y Hewicc (1945) indicaron la produccién de un antibiético parecido
a la penicilina por un grupo de hongos enteramente diferentes, como el Tri-
chophyton mentagrophytes. A la vista de estos descubrimientos,
los.micélogos han debido alterar radicalmente sus puntos de vista con respecto

a la especificidad de productos metabdlicos.
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En el verano de 1951 la produccién de penicilina en los Estados Unidos habia
alcanzado de 25 a 30 trillones de unidades por mes. El mayor factor contribu-
yente a este extraordinario desarrollo es, sin duda, la introduccién de estirpes
de mohos cada vez més productivas, mejora de la que pueden estar orguliosos
todos los micélogos. Ademds, estas armas microbianas, mejoradas, estdn siendo
usadas con una efectividad cada vez mayor al haber adquirido un mayor ccno-
cimiento los fermentélogos de cémo conducir las fermentaciones por mohos;
esta experiencia ha sido reflejoda en una mejor produccién y mejora de los
procesos técnicos. El desarrollo de estirpes no pigmentadas ha llevado a un
uso més eficaz de los precursores y a economias en el aprovechamiento y mul-
tiplicacién de la droga. Es particularmente de notar que la produccién de pe-
nicilina en cultivos sumergidos permanece sélidamente asentada sobre los prin-
cipios establecidos hace més de ocho afios, y la solucién bésica nutritiva enton-
ces recomendada se emplea todavia sin modificacién substancial. Sin embargo,
se ha aprendido mucho en este intervalo; se han mejorado los regimenes para
el desarrollo de inéculos, se han hecho estudios criticos relatives a la aireacién
y agitacién, y ha sido obtenido un cuadro razonable y completo de los cambios
quimicos que tienen lugar durante la fermentacién. El trabajo primitivo fué hecho
en nuestro laboratorio, a lo largo de estas lineas, y esto tuvo su paralelo en los
laboratorios de investigacion de aquellos fabricantes que emprendieron tem-
pranamente la producciéon de penicilina en tanques profundos. Los Profesores
W. Peterson, Marvin Johnson y colaboradores, de la Universidad de Wisconsin,
han investigado todos los aspectos de esta fermentacién, y la extensa serie de
articulos salidos de su laboratorio constituye el reportaje documental més com-
pleto publicado sobre este tema.

Johnson, en su publicacién titulada «Recent Advances in the Penicillin Fer-
mentation» (1951), indica ciertos factores que contribuyen a altos rendimientos
de penicilina: Se debe emplear una adecuada aireacién efectiva; es importan-
tisima la dispersion del aire por agitacién vigorosa; deben ser obtenidos niveles
adecuados, pero no téxicos, de precursor durante la biosintesis de penicilina,
y esto se realiza mejor por un aporte intermitente. Ya que la penicilina farma-
céutica es la G, el precursor preferido serd el 4cido fenilacético o algin de-
rivado suyo. Un crecimiento adecuado del hongo es el primer requisito para
la formacién de penicilina, y la mejor manera de obtenerlo es a un pH écido
de 4,5-6 con elementos nutritivos facilmente obtenibles, tales como iones, amo-
nio y glucosa. Habiendo obtenido el micelio necesario, el pH se eleva a 7 o
més, y se puede afiadir un carbohidrato lentamente asimilable (p. ej., lactosa),
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después de lo cual el crecimiento es minimo y la formacién de penicilina se
efectla a gran velocidad.

Después de diez afios, la penicilina permanece ain como la droga menos
téxica de todos los medicamentos antibiéticos. Durante recientes ofios su capa-
cidad de aplicacién ha sido extendida, pero su aplicacién mds sobresaliente ha
sido su uso cada vez mayor como profildctico para prevenir el desarrollo en
infecciones que antes formaban una pesada carga con toda serie de interven-
ciones quirdrgicas, etc. Junto a esto, y debido a su baja toxicidad, ha habido
una tendencia constante a incrementar las dosis empleadas en la mayor parte
de las enfermedades. Quizd como resultado de esto Gltimo, las bacterias re-
sistentes a la penicilina no se han desarrollado en gran escala, excepto en al-
gunos hospitales, donde estafilococos o estreptococos viridans resistentes estén
empezando a constituir un problema.

La penicilina sigue siendo la droga de eleccién para combatir infecciones
causadas por neumococos, incluyendo pulmonia, empiema y meningitis; estrepto-
cocos, incluyendo tipos hemoliticos y no hemoliticos, escarlatina y meningitis;
estafilococos, incluyendo las bacteriemias e infecciones mas localizadas; gonococo;
antrax; y las espiroquetas de la sifilis. En combinacion con antisueros especificos
se emplea en la difteria, gangrena gaseosa y tétanos. Su uso en la peritonitis
ha sido sustituido en buena parte por antibiéticos de més amplio espectro.

Las formas de dosificacién-han cambiado apreciablemente. En los primeros
fiempos, la penicilina se administraba casi siempre por instilacién intravenosa
continua o por inyecciones intramusculares. con intervalos de tres-cuatro horas,
siendo la droga administrada generalmente como una solucién acuosa de su
sal sédica. En 1944, Romanski y Rittman encontraron que la absorcién de la
droga era mucho menos répida cuando se incorporaba o una mezcla de aceite
de cacahuet y cera de abejas, y por unos pocos ofios esta férmula se empled
mucho para inyecciones intramusculares diarias. Esto era especialmente apro-
piado como inyeccién Unica de 300.000 unidades para el tratamiento de la
gonorrea. Recientemente, algunos laboratorios farmacéuticos han conseguido,
combinando penicilina y procaina, producir una sal de procaina de peniciling,
la cual, a cavsa de su baja solubilidad, asegura un mantenimiento prolongado
de niveles sanguineos adecuados; se administra corrientemente como suspen-
sién acuosa © en aceite con un 2 por 100 de monoestearato de aluminio.
La procaina-penicilina ha llegado a ser tan generalmente empleada que el
70 al 75 por 100 de la cantidad total de penicilina se produce en esta forma.

La administracién oral de la penicilina en tabletas tampén va aumentando poco
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a poco, haciendo falta de ‘tres a cinco veces la cantidad necesitada en admi-
nistracion parenteral para obtener adecuados niveles sanguineos. Diversos pro-
cedimientos para inhaloterapia se han desarrollado, y de esta manera se em-
plea una cantidad apreciable. También se emplea en cantidad en forma de
preparaciones veterinarias, y en los Gltimos meses, una cantidad cada vez mayor

ha sido empleada para suplemento de la alimentacién junto con la vitamina B,..

La penicilina presenta una paradoja: Ha sido el primer antibidtico efectivo
terapéuticamente descubierto; todavia permanece siendo el menos téxico y el
mas Util, a pesar del hecho de haber sido descubiertos mds de trescientos ofros.
Es producida por mohos saprofiticos comunes y todavia permanece como el
Unico antibiético 0til derivado de verdaderos hongos filomentosos o carnosos,
cuya toxicidad permite su uso sistemdtico, aunque mds de 130 antibidticos de
tal origen han sido conocidos posteriormente. Cuando uno habla de la peni-
cilina como una droga milagrosa no se deben considerar solamente sus propie-
dades curativas; se debe referir uno también a su descubrimiento y a su fuente.
Igual a su importancia como droga, ha sido su efecto al precipitar y mantener
toda la investigacion, sin precedentes, para ofras drogas de origen microbiano.
Por todas partes los investigadores dicen: «Si esto pudo suceder una vez, se-

‘guramente podrd suceder otra».

ESTREPTOMICINA

Por mas de tres décadas, los actinomicetos han recibido especial esfudio por
el Profesor S. A. Waksman, de la Universidad de Rutgers. Alld por el afo
treinta y tantos, tales investigaciones fueron intensificadas, prestandose particu-
lar atencién a los problemas relacionados con el antagonismo entre micro-
organismos. Los actinomicetos exhiben este fenémeno con frecuencia no co-
rriente. Un hecho ya conocido para Waksman y para los microbidlogos del
suelo en general. Era natural, por lo tanto, que su atencién se enfocase sobre
- ello. Yo dudo, sin embargo, que cualquiera, mirando hacia el futuro objetiva-
mente en 1941, y con la penicilina y tirofricina ya conocidas, podria haber
predicho que los préximos antibidticos mds sobresalientes clinicamente vendrian
todos de este solo grupo de microorganismos. Nos referimos, desde luego, a la
-estreptomicina, cloromicetina, aureomicina y terramicina. '

El primer: antibidtico de origen actinomicetal, actinomicina, fué obtenido por
Woaksman y Woodruff en 1940, de una nueva especie: Streptomyces
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antibioticus, 'y era especiolmente activo in vitro contra cocos y ba-
cilos Gram-positivos. Uha vez probado que era muy toxico para los animales
de experimentacién, ya no fué considerado como una droga potencialmente
otil. Un segundo antibiético, streptotricina, fué obtenido un afo mds tarde por
el mismo laboratorio (Waksman y col., 1941). Este era derivado de ofra espe-
cie: Streptomyces lavandulae. Este, al principio, parecié ser pro-
metedor para algunas infecciones, pero mds tarde mostré una toxicidad dife-
rida, la cual impidié su uso clinico. Un tercer y enormemente mds Util antibio-
tico, estreptomicina, fué anunciado primeramente por Schatz, Bugie y Waksman
en enero de 1944; éste era producido. por és’rirpes de Streptomyces’
griseus (Krainsky) Waksman y Henrici. Aislado del suelo, y exhibiendo un
espectro bacteriano muy favorable, era activo contra especies Gram-negat.vas
y Gram-positivas, mostrando una actividad substancial contra el Mycobac-
terium tuberculosis. Su toxicidad era comparativamente baja; su
LD50 (DML) en el ratén, aproximadamente de 0,75 gr. por Kg. de peso, ad-
mistrados subcutdneamente; los niveles mdximos sanguineos se alcanzaban o
los treinta minutos. En experimentos con animales se encontré que la estrepto-
micina daba una buena proteccién contra las infecciones con patégenos Grom-
negativos insensibles a la penicilina. Pareciendo asi probable que en la es-
treptomicina el clinico tendria un antibiético para complementar la accién de
la penicilina.

Estudios clinicos llevados a cabo en la Clinica Mayo y en el «National
Research Council’s Commitee on Chemotherapeutics and Other Agents» (Kee-
fer, 1946) establecieron la eficacio de la estreptomicina en el tratamiento de
la tularemia, en infecciones con Hemophilus influenzee y en infec
ciones del tramo urinario y bacteriemias causadas por bacterias Gram-negativas,
y se enconiré que la estreptomicina tenia un efecto supresivo sobre el crecimien-
_to del bacilo tuberculoso en el hombre.

Al acumularse la informacién de este tipo, muchas firmas farmacéuticas
que ya fabricaban penicilina comenzaron el estudio de la estreptomicina, y
emprendieron su produccién. Con la experiencia ganada al adaptar el proceso
de cultivo sumergido para la fermentacién de la peniciling, los fabricantes fue-
ron capaces de lograr la produccién de estreptomicina en larga escala casi
tan rdpidamente como en obtener los fermentadores de capacidad apropicda.

Las estirpes recientemente cislodas de Streptomyces griseus pro-
ducen corrientemente”estreptomicina en cantidades variables, mientras que los
cultivos, mantenidos largo tiempo como stocks en el laboratorio, comdnmente

11
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pierden tal capacidad; ésta puede, en todo caso, ser restablecida por el uso
apropiado de agentes mutagénicos (Waksman y Harris, 1949). Aunque un me-
joramiento de las estirpes, el S. griseus no ha sido tan espectacular como
en el caso del P. chrysogenum, citado antes, se ha conseguido un in-
cremento de su productividad por la aplicacién de rayos X, radiacién ultravio-
leta y exposicién a los compuestos de mostaza nitrogenada. Dulaney col. (1949)
obtuvieron mutantes, produciendo mas de 3,2 veces tanta estreptomicina como
la estirpe madre, empleando ultravioleta, mostaza nitrogenada (CLCH.CH,).N

y ultravioleta, en experimentos sucesivos.

Los actinéfagos han presentado un problema muy serio en la produccion
de estreptomicing; esta dificultad ha pos:lido ser salvada gracias al desarrcllo
de estirpes fogo-resistentes.

La produccién de estreptomicina ha ido gradualmente elevdndose desde
enero de 1946, cuando la droga fué puesta por primera vez a la venta, alcan-
zando actualmente una cantidad mensual cercana a los doce millones de gramos.

La estreptomicina es generalmente. considerada como la droga de eleccién
en el tratamiento de la tularemia; es de especial utilidad en las infecciones
causadas por Hemophilus influenze y Klebsiella pneu-
monice y en enfermedades causadas por el grupo coli-aerogenes. También
se emplea corrientemente para combatir una serie de infecciones resistentes
a las sulfamidas y a la peniciling; en combinacién con la penicilina, tiene apli-
cacién en el tratamiento de infecciones mixtas de los trayectos urinarios y res
piratorio superior y en casos de endocarditis que no muestren mejoria satis-
factoria con penicilina sola. En combinacién con polimixina y bacitracina, dos
antibiéticos de origen bacteriano, la eéstreptomicina ha sido recomendada en
cirugia intestinal como profiléctico preoperativo. Su mayor aplicacién, sin em-
bargo, es el tratamiento de la tuberculosis en sus distintas formas, y mas del
70 por 100 de la droga vendida se emplea para este propésito. Aunque la
-estreptomicina no es una droga ideal, es el agente quimioterdpico conocido
més efectivo para el tratomiento de la tuberculosis en el hombre. Es especial-
mente importante, aliviando los sintomas de muchas formas de la enfermedad,
permitiendo més tiempo para ofros tipos de terapéutica.

La estreptomicina, cuando se emplea durante largos periodos, muestra una
considerable neurotoxicidad; esto es manifiesta generalmente por disturbios en
el nervio octavo, causando o bien disfuncién vestibular o, en algunos casos,
sordera. La respuesta desfavorable se intensifica en aquellos pacientes que
sufren de insuficiencia renal.

12
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Pronto fué dirigida la produccién hacio la dihidroestreptomicina (preparada
a partir de estreptomicina por hidrogenacién catalitica), y pruebas clinicas com-
parativas que indicaron substancialmente menos toxicidad para este derivado
que para sus sales (cloruro, sulfato). Desde 1948, una proporcién cada vez
mayor de estrepmicina ha sido puesta en el mercado en la forma dihidro,
la cual hoy representa el 80 por 100 de la produccién, aproximadamente. El
tratamiento de los pacientes tuberculosos con un régimen interrumpido de es-
treptomicina (una o dos veces por semana) y administracién diaria de dcido
paraaminosalicilico (PAS) ha tendido o reducir mucho més la incidencia de
sinftomas neurotéxicos, y al mismo tiempo ha reducido grandemente el des-
arrollo de bacilos tuberculosos resistentes a la estreptomicina, que aparecen
con el empleo continuo de la misma.

El fenémeno de resistencia a la estreptomicina no estd, de ninguna mane-
ra, limitado “al’ Myc'obac’re rivm tubercul osis, Gunkque es mds
agudo en ésta que en la mayor parte de las ofras infecciones, a causa de los
tratamientos tan prolongados que en ella se requieren.

En muchos loboratorios los investigadores estdn buscando frenéticamente’
alguna droga microbiana que posea las propiedades curativas de la estrepto-
micina, pero que carezca de sus inconvenientes. Se han descubierto dos antibiéti-
cos que han sido sugeridos para llenar este papel. El primero de ellos, neomicing,
producido por Streptomyces fradice, fué anunciado por Waoksman
y Le Chevalier en 1949; su actividad' in vitro era buena aun contra las
formas estreptomicino-resistenfes del bacilo tuberculoso. Sin embargo, algunas
pruebas clinicas no han podido establecer su superioridad con la estreptomi-
cina; por el contrario, se observan trastornos renales y sordera progresiva,
mientras que aparecen formas resistentes a.ella, igual.que pasa con la estrep-
tomicina. El segundo es la viomicing, aparentemente producido por un Strep -
tomyces de identidad no bien establecida. fué descubierto casi simulténea-
mente por los investigadores de las compafifas Parke Davis y' Pfizer. También
la inhibicién del bacilo ~tyberculoso in vitro es buena. Los experimentos
con animales son prometedores, pero los datos clinicos que hemos podido ob-
tener no manifiestan que sea una droga superior.

LOS ANTIBiO(TIZCOS DE AMPLIO ESPECTRO

v

Como hemos visto, la penicilina es una droga de valor incalculable para
el tratamiento y curacién de muchas infecciones bacterianas; la estreptomi-
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cina complementa la accién de la penicilina, y, a pesar de sus serias limita-
ciones, constituye el mejor agente quimioterdpico hasta ahora obtenido para
el tratamiento de la tuberculosis y ciertas infecciones causadas por bacterias
Gram-negativas. Aunque estas dos drogas microbianas sean importantes,
.adn dejan sin controlar una multitud de temidas infecciones. Desde 1947, tres.
drogas antibiéticas han sido descubiertas, las cuales estrechan mucho mds,
pero no cierran, el campo de las infecciones no controladas. Estas, tam-
bién llomadas drogas de amplio espectro, cloramfenicol, aureomicina y terra-
‘micina, tienen mucho en comin; todas son producidas por especies de Strep -
tomyces y todas se caracterizan por su capacidad para inhibir bacterias
Gram-negativas y Gram-positivas, rickettsias (paso intermedio entre bacterias

OVERLAPPING IN VITRO AGTION
OF ANTIBIOTIGCS

A
S Co
v RICKETTSIA A

LARGE VIRUSES

GR

AM-NEGATIVE
BACTERIA

TUBERGCLE
BACILLI

Q GRAM + | s onNOCOGC

hBACT.
c\o K. /MENINGOCOCC! N "
TV A& \ '"'"'“Hmn-:.num||mn«nuunmmmmlmuuuummuuuummummr.utm *1I(l!(I(l(llmmlmllMIﬂlIIIIIIIl(IIIlHIIﬂ"“’l

14



UNA DECADA DE ANTIBIOTICOS EN AMERICA 17

y verdaderos virus), ciertos grandes virus y muchas bacterias que son resisten-
tes a la penicilina y estreptomicina; de aqui la denominacién de antibidticos
de amplio especiro. Cada uno de éstos fué descubierto independientemente,
y cada uno parece encontrar algdn campo de aplicacién especial.

Cloramfenicol.

El descubrimiento y la caracterizacién quimica preliminar del ‘cloramfenicol
«a cloromicetina (1), como generalmente se conoce, fué anunciado por John
Ehrlich y colaboradores de Parke Davis y Paul R. Burkhloder, de la Univer-
sidad de Yale, en octubre de 1947. El antibidtico fué obtenido de una especie
de Streptomyces aislada del laboratorio de Burkhloder de una mues-
tra de suelo Mulched, recogido cerca de Caracas (Venezuela). Las prime-
ras fermentaciones y estudios quimicos fueron llevados acabo en Betroe. Casi
simultdneamente con este descubrimiento, David Gottlielb y colaboradores ha-
bian aislado de un suelo compuesto, en la Universidad de lllinois, una especie
sin nombrar de Streptomyces, la cual producia un antibiético aparen:
temente idéntico a la cloromicetina (1947). En el siguiente afio, los dos equipos
de investigadores publicaron juntamente un articulo titulado «Streptomy-
ces Venezueloee n. sp., la fuente de la cloromicetina». Desde el
principio, los estudios fueron conducidos en cultivos sumergidos, y las pruebas
preliminares indicaron el efecto beneficioso de la glicerina como fuente de
-carbono y productos seleccionados de la carne como fuente de nitrégeno. La
fermentacién fué ain mejorada por la adicion de molassas. Se encontré que
la cloromicetina - inhibia una amplia variedad de especies bacterianas, inclu--
yendo formas Gram-negativas y Gram-positivas; era muy activa contra rickett-
sia en los embriones de pollo, siendo el primer antibiético "prometedor en este
campo, era relativamente inactiva contra el Mycobacterium vy ero in-
activa contra los hongos. ‘

La sintesis de la cloromicetina fué anunciada en abril de 1948 en San Fran-
cisco, en la Reunién de la «American Chemical Society», por Crooks, Rebstock
y otros, habiéndose concedido una importancia primordial a esta forma de
produccién. Normalmente, mds de la mitad de la cloromicetina en el mercado -
es producida por sintesis quimica, y una nueva fdbrica, ahora en construccion,

-empleard este método exculsivamente. La cloromicetina es el primero y solo

(1) Marca registrada: Parke Davis and Company.
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antibidtico para el cual una sintesis practica ha sido conseguida. Clinicamente,
la cloromicetina de origen sintético y fermentativo son igualmente efectivas.

Han sido hechas amplias pruebas clinicas. Smadel y otros (1948 y sig.) han
establecido la cloromicetina como un agente terapéutico muy Ufil. Es la droga
de eleccién para el tratamiento de la fiebre fifoidea y encuentra una aplica-
cién importante en otras infecciones de agentes Gram-negativos de los tfra-
yectos gastro-intestinal y urinario. En infecciones quirdrgicas mixtas amplia
el campo de la penicilina, sin poseer el azar de la estreptomicina. Es especial-
mente Util en el tratamiento de infecciones rickettsiales, tales como la fiebre Q,
la fiebre manchada de las montafias rocosas, tifus, etc. Puede ser empleada
en las pulmonias primarias atipicas (producidas por virus) y produce una res-
puesta favorable contra el Hemophilus pertussis. Es activa conira
los gonococos y espiroquetas, pero su empleo en estas enfermedades estd limi-
tado a las.infecciones no sensibles a la penicilina.

La cloromicetina es relativamente no- téxica; la droga se administra oral-
mente, y las dosis van generalmente de uno a cuatro gramos por dia, depen-
diendo de la naturaleza de la enfermedad y la intensidad de la infeccién. En
el laboratorio pueden desarrollarse organismos mostrando resistencia a la
cloromicetina, pero en la prdctica clinica hasta chora no se ha presentado tal
problema.

Aureomicina.

El descubrimiento de la aureomicina por B. M. Duggar y asociados de los
laboratorios de Lederle fué anunciado en la conferencia sobre aureomicina
‘en julio de 1948, en la Academia de Ciencias de Nueva York. El antibiético
es producido por una nueva especie de Streptomyces, el S. aureo-
faciens, el cual fué aislado de una muestra de suelo recogida en un
campo de Missouri.

La fermentacién es llevada a cabo en tanques ampliamente aireados, con
agitacién, como en la manufactura de ofras drogas antibidticas. Se sabe que
se han realizado mejoras en esta fermentacion, con el perfeccionamiento de
la estirpe al exponerla a diferentes agentes mutagénicos. Algunos actinéfagos
“especificos se han enconirado, pero pueden ser aparentemente controlados por
el uso de estirpes fago-resistentes y una asepsia estricta a través de la fermen-
tacion.

La aureomicina es ahora producida en grandes cantidades, siendo general-
‘mente asequible para todos los médicos.
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La toxicidad de la aureomicina es muy baja, y se pueden administrar gran-
des dosis con pocos efectos secundarios, excepto por nduseas y vémitos, oca-
sionados cuando se administran dosis sostenidas.

‘La droga se da en forma de clorhidrato, y la administracion es casi siempre |
por via oral. Las dosis cominmente van de uno a tres gramos diarios, divididos
en espacios de seis horas. La aureomicina puede ser administrada ‘por via intra-
venosa, en cuyo caso se reduce bastante la dosis. ’

La aureomicina posee un gran poder de penetracién, siendo obsorbida por
el sistema nervioso central, articulaciones éseas, etc., mds fdacilmente que
cualquier otra droga microbiang. Por esta razén, puede encontrar aplicacién
‘donde la infeccién especifica pudiera, de otro modo, indicar penicilina o algin
ofro antibidtico.

Lo aureomicina es considerada por muchos como la droga .de eleccion para
el tratamiento de varias, infecciones y enfermedades rickettsiales causadas por
el grupo psittacosis-linfograduloma-venereum, pulmonias de origen virdsico y
por una gran variedad de infecciones causadas por cocos, micrococos y spiro-
quetas resistentes a la penicilina. Es efectivo en las infecciones producidas por
Klebsiella pneumonice, Hemophilus influenzae y Pas-
teurella tularense. Es ampliomente usada para combatir infecciones
mixtas de los trayecfos gastrointestinal y urinarios. En combinacion con la dihi-
droestreptomicina permite un tratamiento prometedor para la brucelosis. Puede
ser empleada ventajosamente en el tratamiento de la peritonitis en casos gra-
ves, siendo combinada frecuentamente con penicilina. Ha sido empleada con
efectividad en el tratamiento de la actinomicosis. La aureomicina es efectiva
en el tratamiento de la disenteria amebiana, siendo su accién posiblemente
la de eliminar las bacterias de las cuales viven las amebas. Por la misma razén
es un tratamiento preoperatorio favorable, en el trayecto alimenticio.

Uno de los mayores inconvenientes de la aureomicina y ofros antibiéticos
de omplio espectro pueden derivar de su capacidad de esterilizar el
trayecto gastrointestinal. Los pacientes sujetos o un tratamiento continuado,
por via oral, pueden desarrollar una diarrea conteniendo un fuerte crecimiento
de Candida albicans, y, a menos que la terapéutica sea corregida
de acuerdo con el caso particular, puede terminar con una «curacién» en la
que los efectos secundarios sean tan desagradables como la enfermedad inicial.
Ya han sido comunicadas algunas muertes ocasionales debidas a infecciones
(moniliasis) de Candida.

En adicién de su imporfdncia como antibidtico en el verdadero sentido de
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la palabra, la aureomicina ha adquirido también importancia desde  que Jukes
y Stokstad (1950) demostraron que ejercia un profundo efecto estimulante de
crecimiento en pdjaros y otros animales.

~ Terramicina.

El tercer antibidtico de amplio espectro, la terramicina, representa la cuimi-
nacién de un. programa intensivo de prueba de diferentes organismos, condu-
cido por la compaiifa Charles Pfizer. Fué anunciado primeramente en «Science»,
en una breve comunicacién, por Finlay y col., en enero de 1950. El siguiente
junio tuvo lugar una conferencia sobre terramicina en la Académia de Ciencias .
de New York, y fué revelada una extensa informacién referente a sus propie-
dades biolégicas, farmacologia e indicaciones clinicas.

La terramicina representa un producto metabdlico- de una especie nueva
de strectomyces: S. Rimosus, obtenido de un suelo de origen no
determinado; mds de 100.000 muestras de suelo de todas las partes accesibles
del mundo fueron examinadas; se aislaron hongos en cultivos puros, y después
fueron probados en pequefios frascos con agitacién para ver una posible produc-
cién de agentes antibidticos interesantes (Kane y col., 1950).

La terramicina es de notar por su baja toxicidad, estando limitados sus efec-
tos secundarios, aparentemente, a disturbios gastrointestinales. A diferencia de
la aureomicina, no se difunde facilmente por el drea cerebroespinal, por lo
cual se conduce de una manera bastante semejante a la peniciling; sin embar-
go, se difunde fécilmente por la cavidad pleural. La droga se éncuentra en el
mercado como el clorhidrato cristalino y se administra generalmente por via
oral, aunque también puede darse por via intravenosa, en cuyo caso se emplea
con glicinato sédico como tampén. También se puede obtener en pomadas,
elixires para uso pedidtrico y otras formas farmacéuticas. Actualmente la droga
se produce en grandes cantidades.

La terramicina pudo ser empleada por primera vez para usos clinicos en la
primavera de 1950. En éenerol,’su utilidod se aproxima a la de la aureomicina;
de aqui que una enumeracién detalloda no sea necesaria. Se han obtenido
respuestas especialmente favorables en el tratamiento de amebiasis y brucelo-
sis. Las infecciones debidas a bacterioides han respondido satisfactoriomente.
La terramicina es preferida por algunos clinicos para el ataque de infecciones
bacterionas mixtas de los trayectos urinario y gastrointestinal. Curaciones sor-
prendentes se han obtenido en sffilis resistentes a la penicilina. La terramicing
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no es efectiva en las infecciones de Proteus vulgaris y Pseudo-
monas aeruginosas. Pruebas clinicas llevadas a cabo hasta ahora en
varios hospitales han deshecho la temprana esperanza de que la terramicina
pudiera ser un agente efectivo para el tratamiento de la tuberculosis.

La resistencia a la terramicina puede ser desarrollada en diferentes especies
bacterianas cultivando el organismo en presencia de concentraciones de la
droga cada vez mayores. Como dato interesante, se ha visto que estirpes resis-
tentes a la terramicina muestran una resistencia poaralela a la aureomicina y
pueden mostrar alguna resistencia a la cloromicetina (Fusillo y Romansky, 1951).

.Cuando se incorpora la terramicina al alimento para animales, produce una

respuesta de crecimiento comparable o la aureomicina, penicilina y bacitracina.

ANTIBIOTICOS DE ORIGEN BACTERIANO

Se han descrito muchos potentes antibidticos de origen bacteriano, vy, sin
embargo, ninguno de éstos ha llegado a la altura de droga importante.

De los diversos grupos bacterianos, el género Bacillus  es particular-
mente productivo, habiendo sido identificados de este solo género.nc menos
de 35 antibidticos. Sin excepcién, los antibidticos producidos por especies de
Bacillus son polipéptidos, y cuando se emplean parenteralmente, son neuro-
toxicos. Los antibiéticos de esta clase poseen corrientemente una alta actividad
antibacteriana; y se emplean para los que proscriben la via intravenosa. De
los diversos antibiéticos de origen bacteriano importantes, aunque de usos limi-
tados, se pueden considerar los siguientes Tirotricina, Bacitracina, Polimixina
y Subtilina. ’

Tirotricina.

Ya mencionada, fué uno de los primeros antibidticos aislados y caracteriza-
dos; es producido por un bacilo del suelo, identificado como Bacillus
brevis. Los primeros estudios mostraron que posefa una’ gran actividad an-
tibacteriana, especialmente contra los cocos Gram-positivos, y su posible uso para
combatir infecciones de este tipo fué sugerido por Dubos. Una toxicidad dema-
siado grande ha proscrito su uso para tratamiento de infecciones generalizadas;
sin embargo, ha encontrado aplicacién como antiséptico en vendajes y en pre-
paraciones para el tratamiento de infecciones del trayecto superior respiratorio.
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Bacitracina.

Descrita primeramente por Johnson y col. (1945), fué obtenida de un Ba-
cillus no identificado, aislado de una herida purulenta. Recientemente ha
sido identificado por Nathan R. Smith como, representando probablemente, el
B. licheniformis. El antibidtico es un polipéptido que se acumula en
el liquido de cultivo libre de células bacterianas. No es irritante para el
tejido vivo, pero su neurotoxicidad hace que su empleo sea limitado en infec-
ciones generalizadas. Ha sido aprobada por la «Food and Drug Administration»
para uso tdpico general, y encuentra aplicacién en el tratomiento de lesiones
superficiales, infecciones quirirgicas y para el alivio de la congestién respira-
toria. En mayo de 1951 fué aprobado para uso parenteral, solamente en hos-
pitales, donde los pacientes pueden ser observados constantemente por si pre-
senfan sinfomas de neurotoxicidad. Es una droga salvadora de vidas en algunas
infecciones debidas a bacterias resistentes a otros antibiéticos. En combinacién
con la estreptomicina y polimixina B., se emplea para esterilizar los intestinos
antes de la cirugia intestinal. En combinacién con la neomicina (bajo el nombre
registrado de neobacina), se recomienda su empleo en las diarreas idiopdticas.
Tiene también valor como un' suplemento de la alimentacién, compardndose
muy favorablemente en este aspecto con la aureomicina, penicilina y terramicina.

La bacitracina se produce actualmente en bastantes grandes cantidades y
se encuentra sobre la linea fronteriza como una droga potencialmente impor-
tante. Se estén haciendo grandes esfuerzos para modificarla de tal manera que
sea posible reducir su toxicidad.

Polimixina.

Descubierta independientemente por Benedict y Langlykke (1947) en el
«Northern Regional Laboratory», y por Stansly y col. (1947), de la «American
Cyanamid Company», es producida por varias estirpes del Bacillus po-
lymyxa. Casi simultGneamente, Answorth y col. (1947), de los laboratorios
Wellcom, en Inglaterra, descubrieron el mismo antibiético, aplicdndole el nom-
bre de aerosporin (marca registrada). Como en el caso de la peniciling, la poli-
mixina representa, en realidad, una familia de compuestos muy relacionados,
los cuales difieren cuantitativamente en su efecto sobre varias bacterias sen-
sibles. En general, las bacterios Gram-negativas son fuertemente inhibidas, y
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cuando se descubrié, al principio se pensé que la polimixina podria contribuir
fundamentalmente a la terapéutica en este campo.

Su neurotoxicidad, apreciable, limita su empleo en las infecciones gensra-
lizadas. Al igual que la bacitracina, ha sido aprobado su empleo solamente
en los hospitales. Es una droga salvadora de vidas en ciertas infecciones por
Pseudomonas.

Como se menciona anteriormente, ha encontrado olguncts oplicociones en
la terapéutica de mezclas de antibiéticos. La polimixina D. ha demostrado ejercer
algin estimulo de crecimiento en pollos.

Subtilina.

Un antibiético producido por unas raras estirpes de Bacillus subti-
lis; fué descubierto por Hansen y Hirschmann (1944) en el «Western Regional )
Research Laboratory». A diferencia de la bacitracina y polimixina, este anfi-
biético permanece en su mayor parte dentro de las células bacterianas; de
aqui que deba ser liberado por algdn tratamiento apropiado. Este antibiético
_ muestra una alta actividad antibacteriana, particularmente contra las formas
Gram-positivas. Su  solubilidad en solucién fisiolégica y en los floidos del
cuerpo es muy baja. Igual que la bacitracina y polimixina, es un polipéptido,
y, a diferencia de ellos, es facilmente digerible por la tripsina y pepsina. Esta
Gltima caracteristica ha sugerido su posible empleo como un preservador para
alimentos en lata sometidos a débil calentamiento. Han sido obtenidos algunos
resultados prometedores en este aspecto en los «Western Laboratory». Sin
embargo, una disminucién gradual en la actividad antibidtica, unida a una
incapacidad de esterilizar completamente el producto en ausencia de un pro-
ceso normal de calentamiento, indica que la subtilina no es una solucién ade-
cuada al problema. La baja solubilidad de la subtilina la ha proscrito como
droga utilizable para el hombre. '

LOS ANTIBIOTICOS COMO SUPLEMENTO DE LA ALIMENTACION DE LOS
ANIMALES. UN DOBLE EFECTO

Es bien conocido el efecto que la vitamina B, produce en el tratamiento
de la anemia perniciosa (Rickes y col., 1948) y al mismo tiempo que tiene un
marcado poder de crecimiento en animales, especialmente en pollos (Bird, 1948).

I3
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Rickes y col. (1948) hicieron ‘un descubrimiento de gran importancia; en-
contraron actividad vitaminica B,, en los caldos de cultivo de varias bacterias
y dctinomicetos, incluyendo streptomyces griseus, aisldndose la vi-
tamina B,, en forma cristalina de las fermentaciones del S. griseus y en-
confréndose que tenia las mismas propiedades fisicas y quimicas que la obte-
nida a partir del higado y ademas poseia las mismas propiedades antianémicas
y promotoras del crecimiento que la vitamina derivada del higado. Pronto se
conocié que la vitamina B,, se producia también en ofras fermentaciones micro-
bianas. Asi fué realizado el primer efecto, o sea, el aprovechamiento de los
residuos de las fermentaciones para producir antibiéticos como fuente de ob-
tencion muy barata de la vitamina B,,.

El segundo efecto surgié de una manera también interesante; Jukes y cola-
boradores (1949, Laboratorios Lederle), alimentando pollos con restos de fer-
mentacién de aureomicina y vitamina B,, obtuvieron una respuesta de creci-
miento muy superior a aquella atribuible al solo contenido de vitamina B,
comprendiéndose asi que existia un efecto redoblado estimulador del creci-
miento por la combinacién aureomicina-vitamina.

Efectos comparables de estimulo del crecimiento, producidos por la vitami-
na B,, més la aureomicina, fueron demostrados pronto por McGinnis y col. (1949)
en pavos, en cerdos, efc.

Las cantidades de vitamina B,. y antibiético requeridas para obtener una
respuesta maxima de crecimiento varfan con el tipo de dieta de los animales
en prueba. Jukes (1950) establecid que el nivel préctico de aureomicina, peni-
cilina en forma procainica, bacitracina o terramicina era, aproximadamente,
de 10 gramos por tonelada de alimento, segin experimento en pollos, pavos
y cerdos. :

Se han desarrollado muchas teorios acerca de las causas ocultas de los
efectos observados. Parece ser que la vitamina B,, actla de manera semejante
que las otras vitaminas del complejo B; es decir, que efectta un estimulo directo
sobre el animal que lo recibe; esto no es igualmente claro con respecto a los
antibiéticos, ya que no se obseva respuesta de crecimiento a menos que el
antibiético sea administrado por via oral. Se cree corrientemente que el anti-
biético altera de algin modo beneficioso la flora intestinal. Las siguientes ex-
plicaciones han sido sugeridas: 1.° Ciertas bacterias intestinales, p. e, Clos-
tridium, productoras de enterotoxina, son eliminados o contenidos, y de
esto han sido publicados datos apoyando su evidencia. 2.° El nimefo total de
microorganismos intestinales es reducido, por lo tanto, disminuyendo la lucha
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por las substancias nutritivas entre aquéllos y el animal huésped. 3.° El anti-
bidtico estimula la sintesis intestinal de vitaminas por la microflora, normal-
menfe presente, lo que también se ha observado experimentalmente. Que esto,
y no otras de las teorias citadas anteriormente, puede representar el efecto
total, parece estar indicado por el bello experimento llevado a cabo por Stok-
stad y Jukes (1950). Estos autores prepararon un extracto alcalino de aureo-
micina, el cual no mostré actividad microbiolégica al ser ensayado contra sta -
phylococcus aureus, y con él obtuvieron respuesta de crecimiento al
darlo como alimento a pollos. Esto no prueba necesariomente que toda la ac-
vidad antibacteriana contra todos los microorganismos del intestino fuera
destruida. La interaccién entre antibiético, animal, y su flora intestinal es, sin
duda, muy compleja. En proporcién a su complejidad, sin embargo, la resclu-
cién de estas relaciones afiadirian una parte muy interesante o nuestro cono-
cimiento sobre nutricién animal y podrian contribuir grandemente a una com-
prensién de la accién de la droga en campos lejanos de su problema inmediato:

UN AREA DE INTENSO ESTUDIO

La cita biblica «muchos son los llamados pero pocos los escogidos» resume
claramente la investigacién sobre drogas antibiéticas durante la pasada dé-
cada. Hace diez afios no se conocian més de media docena de substancias
antibiéticas; hoy el nimero pasa de 300; de éstas, sélo cinco han alcanzado
la categoria de drogas mayores, las cuales son: penicilina, estreptomicing,
cloramfenicol, aureomicina y terramicina; ofras pocas encuentran aplicaciones
limitadas, y por hoy permanecen como drogas importantes en potencia: tirotri-
cina, polimixina, bacitracing, subtiling, neomicina, tiolutina y, posiblemente,
viomicina. Todas las otras, por una u ofra razén, no son admisibles para el
uso terapéutico. En muchos casos, el nivel de la actividad es muy bajo; en algu-
nos, las substancias son inactivas in vivo; la mayor parte son demasiado
toxicas pdra su uso en animales y en el hombre.

La produccién de substancias antibiéticas parece ser muy comin en la mao-
yor parte del reino vegetal, habiéndose obtenido de semillas de plantas, Ii-
quenes, diversos grupos de hongos, los actinomicetos, y bacterias. Baron (1950)
hizo una lista de 141 antibiéticos diferentes, sin incluir los sinénimos; pero de
todas maneras no existe en ningdn lugar donde se hayan enumerado todos
los antibiéticos conseguidos y, por tanto, es imposible el dar un ndmero
exacto de ellos.
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Buscando en todas las fuentes posibles para nosotros, hemos sido capaces
de hacer una lista con 388 antibidticos, de los cuales 33 sabemos que repre-
senfan sindénimos y 57 ain no tienen nombre; alguno de estos Oltimos, cuando
se caractericen completamente, se encontrard que representan antibiéticos ya
conocidos. Por estas razones, hemos tomado el ndmero 300 como represen-
tante probable del nimero de antibidticos descritos diferentes que existen en
la actualidad.

La probabilidad de «descubrir> un antibiético ya estudiado por algin otro
aumenta diariamente. {Qué podemos hacer acerca de esto? El establecimiento
de un registro nacional o, ain mejor, internacional de substancias antibiéticas
y de los organismos que las producen, podria hacernos avanzar en la resolu-
cién de este problema.

No podemos decir cudntos investigadores han trabajado con antibidticos
durante la pasada década; tampoco podemos conocer en cudntos labora-
torios y hospitales se han llevado a cabo investigaciones con antibiédticos; de
todas formas, cualquier trabajador en este campo —microbidlogo, quimico,
farmacéutico o clinico— puede decirnos que ha sido creada una enorme lite-
ratura cientifica. Con un criterio no muy definido, estimamos, aproximada-
mente, que mds de 18.000 articulos de investigacién tratando algin aspecto

relativo al descubrimiento, produccién o uso de antibiéticos han aparecido des-
de 1940.

HECHOS, CIFRAS Y CALCULOS

Durante la pasada década, una industria nueva se ha desarrollado, exten-
diéndose rapidamente: la fabricacién de drogas antibiéticas; antes de este
tiempo, se pensaba siempre en la fermentacion industrial y la industria del
alcohol, en sus varias formas, como sinénimo. Si uno fuera un bacteriélogo,

podria pensar. también en las fermentaciones acetona-butanol y vinagre; si fuera
~ un micdlogo, podria, o no, pensar en diversas fermentaciones de dcidos orgd-
nicos. Hoy, el microbiélogo, aparte de su especialidad, debe pensar por fuerza
en la industria de los antibiéticos, ya que el valor de su produccién anual se
estd aproximando répidamente al de la industria del alcohol.

Durante la primera mitad de 1951, la produccién mensual de penicilina
estaba entre veintitrés y treinta y tres frillones de unidades, por un total semi-
anual de mds de ciento sesenta y siete trillones de unidades. Si nosotres acep-
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tamos 40 centavos por millén de unidades como un valor razonable de venta
al ‘por mayor, como el peso neto del producto a este nivel de distribucion,
el valor total es, aproximadamente, de sesenta y siete millones de délares en
un periodo de seis meses. Si calculamos su valor como droga empaquetada,
ya esta cifra serio, desde luego, bastante mayor. Durante el mismo periodo,
la produccién mensual de estreptomicina y de hidroestreptomicina oscila entre
diez y doce millones de gramos, por un total semestral de més de sesenia y
ocho millones dé gramos. Si nosotros tomamos treinta y ocho centavos como
valor del gramo, el valor neto de estreptomicina por el medio afio resulta ser

casi de veintiseis millones de délares.
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Actualmente no existen datos numéricos sobre la produccién de los més

nuevos antibidticos de amplio espectro, ya que son fabricados solamente por
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firmas individuales. De todos modos, un informe recopilado por la Division Qui-
mica de los Estados Unidos, Comisién de Tarifas (julio 1951), da noventa millo-
nes como valor de los antibiéticos diferentes de la penicilina y estreptomicina
en 1950. Los antibiéticos de amplio especiro representan toda esta cantidad,
excepto una pequehisima fraccién.

Los antibiéticos han encontrado una salida cada vez mds importante en
la alimentacién animal. Se estima que el valor anual de los suplementos para
alimentacién de antibiético-vitamina B,, puede ir de veinte a veinticinco millones
de délares; su valor para el labrador y el avicultor seré algo mayor.

ANTIBIOTICOS Y SALUD PUBLICA

Mientras los antibiéticos son importantes en la nutricién animal como cafa-
lizadores de la investigacién microbiolégica y como productos comerciales, su
principal valor surge, desde luego, de su gran mejoramiento de la salud po-
blica. Cada uno de nosotros conoce individuos cuyas vidas han sido salvadas
o prolongadas por la penicilina y ofras drogas antibidticas. Los informes acu-
mulativos en tales casos, proyectados en una escala . nacional, constituyen un
impresionanteﬁ cuadro favorable. Al intentar relacionar el valor de los anti-
biéticos en la mejora de la salud poblica, es casi mejor considerar, separada-
mente las principales enfermedades causadas por diferentes grupos de micro-
organismos.

Las infecciones causadas por neumococcos fueron de las primeras en mos-
frar una respuesta favorable a la penicilina. En una corespondencia reciente,
el Dr. Chester Keefer resume la situacién presente como sigue:

«Las cifras de muerte por pulmonia neumocécica en los dias anteriores a
las sulfamidas sin tratamiento del suero especifico era de 25 a 30 por 100;
cuando las sulfamidas aparecieron, este porcentaje fué reducido al 10 por 100;
ahora, con la penicilina, es menos del 5 por 100. Otro ejemplo es la meningitis
neumocécica, la cual era en un 99 por 100 fatal antes de la penicilina y ahora
muestra porcentajes de curacién de més del 50 por 100. La endocarditis neu-"
mocécica tenia un indice de mortalidad de 100 por 100 antes de la penicilina
y ahora muestra un porcentaje de recuperacién de 25 por 100.»

Hoy, también, los antibidticos de amplio espectro sun utilizables para los
pocas infecciones neumocécicas que no responden a la penicilina, como lo son
las pulmonias atipicas de origen virésico.
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Pasando a las diversas enfermedades causadas por estreptococos, Keefer
~ escribe: «Con respecto a las infecciones estreptocécicas, se puede decir que se
han obtenido dos resultados sobresalientes 1) Los casos de muerte han sido re-
ducidos en las bacteriemias del 85 por 100 a menos del 10 por 100. 2) La pe-
nicilina ha prevenido muchas de las complicaciones por infeccién estreptocécica,
tales como otitis media y mastoiditis, etc.» '

Discutiendo las endocarditis bacterianas subagudas causadas por estrepto-
cocos no hemoliticos, Dowling (1948) establece que se pueden obtener curacio-
nes aproximadamente del 70 por 100 con una penicilinoterapia adecuada y
.mantenida. Esta enfermedad era casi invariablemente fatal antes de la intro-
duccién de esta droga.

Los estafilococos se hacen resistentes a la penicilina mucho mas fécilmente
que la mayor parte de las bacterias. Asi, son indicadas dosificaciones adecua-
das y tratamiento prolongado; la seriedad del problema ha sido expuesta por
Spink (1951), quien dice que se pueden emplear pruebas de sensibilidad in
vitro con antibidticos de amplio espectro para indicar la terapéutica apro-
piada en estos casos.

Los gonococos estdn entre las bacterias mds sensitivas a la penicilina, y hasta
casos graves de artritismo y endocarditis de tal origen han sido tratados con
éxito con esta droga. Por varios afios se ha sabido que la gonorrea puede ser
curada en la mayor parte de los casos por una sola dosis de penicilina de
300.000 a 500.000 unidades. Este organismo es también sensitivo a la estrep-
tomicina y a las drogas de amplio espectro, de manera que el nimero limitado
de casos insensibles a la penicilina pueden ser tratados con éxito con cualquiera
de las drogas citadas.

Las fiebres tifoideas, la gravedad de la enfermedad y el nimero de muer-
tes que de ella resultan, han sido reducidas substancialmente por el empleo de
la cloromicetina y las drogas de amplio espectro. La cloromicetina es especial-
mente beneficiosa en infecciones y manifestaciones agudas de Salmonelld
typhosa; .su eficacia combatiendo el portador de gérmenes estd menos
claramente establecida. La disenteria y otras enfermedades causadas por bac-
terias Gram-negativas responden de una manera favorable, pero menos espec-
tacular, a las drogas de amplio espectro.

Las enfermedades rickeﬁsioles, tales como la fiebre moteada de las monta-
fias rocosas, fiebre Q, tifus, etc., muestran una rc’:pidéo y favorable respuesta a
todas las drogas de amplio espectro. Las mismas drogas rebajon la gravedad
de varias enfermedades producidas por virus, incluyendo la pulmonia atipica;
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aunque queda la cuestién de que si los efectos observados resultan de la ac-
cién directa de las drogas sobre los virus o previniendo complicaciones debidas
a las bacterias invasoras (Smadel, 1950).

El cuadro con respecto a la estreptomicinoterapia en la tuberculosis es apa-
rentemente algo nebuloso. No existe duda de que la gravedad de la enferme-
dad es frecuentemente disminuida y, ademds, que este alivio de los sinfomas
agudos da un tiempo valioso pord reposo en cama y otras medidas correctivas.
Recientemente yo he hecho la siguiente pregunta: «;Qué efecto ha tenido el uso
de la estreptomicina sobre la incidencia y mortalidad de tuberculosis en los Es-
tados Unidos?». El Dr. Keefer contesta:

«Los casos de muerte por tuberculosis en diferentes afos son los siguientes:

1940 ... ... .o oo ver ov oo ... 43,7 por 100.000
1945 ... ... ... ... ... ... ... ... 34,4 por 100.000
1950 ... ... .o vov oev ot oee oo 21,0 por 100.000

Es dificil decir ahora mismo en qué proporcién ha contribuido la estreptomi-
cina a la reduccién de los tantos por ciento de mortalidad en la tuberculosis. Sin
embargo, no hay duda de que las vidas han sido prolongadas; los sintomas han
mejorado y muchos pacientes han tenido un acortamiento de su enfermedad, que
hubiera sido de otra manera mds larga.» Se recibieron otras respuestas (Doctor
Long y Sir Allen Daley), las cuales confirman la anterior.

La penicilina ejerce una accién espiroqueticida muy poderosa cuando es ad-
ministrada en bastante amplias dosis y por un periodo de tiempo adecuado.
Empleada primeramente por Mahoney, en 1943, ha llegado a ser ahora la
forma de terapéutica aceptada y standard para el tratamiento de la sifilis en
sus diversas formas. Como anotan los «Public Health Repports», de los Estados
Unidos, los casos de sifilis bajaron més del 50 por 100 entre 1943 y 1950.

El nbmero de casos de sifilis primaria y secundaria es ahora todavia menor.
Durante este mismo periodo, los fallecimientos debidos a la enfermedad baja-
ron de 16.263 a 11.616. Sin embargo, ya que éstos mostraron una baja. también
desde 1940, antes de la llegada de la penicilina, es obvio que otros factores
han contribuido también en el descenso de la mortalidad. Las nuevas drogas
de amplio espectro son también altamente activas contra el agente infeccioso
y corrientemente se emplean en casos penicilino-resistentes.

Las drogas antibidticas desempefian un papel cada vez més importante en
la medicina militar. En las dreas de combate se emplean para contener el des-
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arrollo de la gangrena caseosa y otras graves infecciones; detrds de las lineas
de fuego encuentran una amplia aplicacién en el tratamiento de osteomielitis
y otras infecciones de heridas profundas, junto con los multiples usos para los
cuales se emplea en la prdctica civil. Mas importante, desde luego, ha sido el
salvamento de incontables vidas; de enorme importancia, también, ha sido una
reduccién marcada del tiempo requerido para volver al estado de combatisnte
al personal hospitalizado.

TAREA INCOMPLETA

Junto a las infecciones expuestas anteriormente, para las cuales las drogas
antibidticas constituyen unos agentes terapéuticos muy efectivos, hay una lista
de ofras enfermedades para las cuales no se conoce ningun antibidtico satis-
factorio. Entre éstos se pueden citar los siguientes:

Cdncer en sus varias formas, influenza y constipado corriente (los antibié-
ticos evitan complicaciones).

Poliomielitis.

Enfermedades producidas por virus.

Infecciones producidas por hongos, especialmente las de tipo generalizado.

Proteus, Pseudomonas y algunos salmonellas.

Brucelosis en animales domésticos.

Enfermedades de plantas.

Conservacién de alimentos.

Un antibidtico mejor que la estreptomicina es necesario para el fratamiento
de la tuberculosis. Una droga ideal seria menos téxica y mostraria menos ten-
dencia a desarrollar estirpes resistentes.

La busca continua de antibidticos que cubran estas necesidades constituye
la mayor dificultad y la mayor oportunidad para la década préxima.
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EMPLEO DE LOS MEDIOS SINTETICOS DE WICKERHAM EN
LOS ESTUDIOS SOBRE NUTRICION DE LOS MICRO-
‘ ORGANISMOS

por

Juan Santa Maria Ledochowski.

Como consecuencia de los estudios realizados por el Dr. L. J. Wickerham,
del Northern Regional Research Laboratory, sobre la asimilacién de nitrégeno
y carbono por las levaduras, desde el punto de vista de la sistemdtica de las
mismas (39, 40), la casa Difco ha preparado unos medios sintéticos que fusron
remitidos directamente por dicha Sociedad a mi inolvidable maestro el Profe-
sor Marcilla, quien dias antes de su fallecimiento me los entregé al objeto de
probar las posibilidades de dichos medios, tanto en los estudios sobre nutri-
cion de levaduros como de bacterias, extremo apuntado por el propio Wic-
kerham (40). ‘

Los microorganismos elegidos para este trabajo han sido: Torulopsis
utilis, Candida pulcherrima y Bacillus macerans.

METODOS

Los medios de Wickerham empleados fueron: 1.° Un agar sintético, cuya
composicién no se detalla en la nota enviada por la casa Difco; sin embargo,
de las publicaciones de Wickerham (39, 40) puede deducirse que es la si-
guiente: Como fuente de carbeno, glucosa al 1 por 100; como fuente de nitré-
geno, sulfato aménico al 0,5 por 100; vitaminas en ¥ por 1.000 c. c. de solu-
cién: biotina... 2, pantotenato cdlcico... 400, inositol..., 2.000, niacina... 400,
4cido p-aminobenzoico... 200, clorhidrato de piridoxina... 400, tiamina... 400,
riboflavina... 200. Segln las instrucciones, para preparar este medio se re-
hidrata suspendiendo 3,5 gr. del producto, que viene en forma de polvo, en

(*) Trabajo presentado en la sesién celebrada en Madrid por la Sociedad de Micro-
bidlogos Espafioles el dia 18 de febrero de 1952.
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100 c. c. de agua destilada, se calienta a ebullicién (nosotros a bafomaria)
para disolver completamente y se esteriliza quince minutos a 121° C. (nos-
ofros veinte minutos a 115°). A este medio le designamos a lo largo de la pu-
blicacién comoymedio W. 2.9 Medio exento de vitaminas: sélo difiere del anterior,
como su nombre indica, en la ausencia total de vitaminas y en que no viene pre-
parado con agar, o sea que estd previsto- para utilizarlo sélo como medio liquido.
Segin las instrucciones, para usarlo hay que disolver 1,67 gr. en 100 c. c., pero
recomiendan esterilizarlo por filtracién en concentracion 10 x. Segin nuestra ex-
periencia, no se encuentra diferencia entre la filtracién aséptica y la esteri-
lizacién de veinte minutos a 115°, por lo que regularmente se empleé esta
Sltima. Ademds, como se encontré que era deseable disponer de este medio
en forma sélida, se le afadia agar en la proporcién de 1,7 por 100; el agar
se lavaba previamente durante siete dias seguidos con agua destilada, mante-
niendo en frigorifica 'y cambiondo diariomente el agua. También parece que
puede afirmarse de los resultados de este trabajo que se obtenia un medio
sélido, exento de vitaminas. A este medio le designamos a lo largo de la pu-
blicacién como medio W4. ,

Otros ‘medios usados eran: agar malta, preparado segin Bernhauer (2);
agar maiz, preparado segin Smith (34), empleando 48 gr. de maiz en lugar
de 60; agar patata, preparado segin Diddens y Lodder (5); agar grama 26);
una modificacién del agar Sabouraud, segin Punkari y Henrici (21), formado
por 5 por 100 de glucosa, 1 por 100 de peptona Merck y 1,5 por 100 de agar
y agar carne, preparado por infusién en caliente.

Las siembras en que se partia de estrios en medio sélido se hacian siem-
pre, de no indicar lo contrario, diluyendo parte del material microbiano en
agua estéril, de modo que se lograsen diluciones poco concentradas; para pa-
sar a otra estria se sembraba de esta dilucién con aguja, y para pasar a me-
dio liquido con asa. Cuando se partia de medio liquido se sembraba directa-
mente sin nueva dilucién y también con aguja para las estrias y con asa para
los medios liquidos.

El juicio sobre desarrollo en medio sélido se limitaba a apreciar visual-
mente la estrio. En medio liquido lo comparacién se hacia siguiendo la sen-
cilla técnica de Wickerham (40), que consiste en colocar los tubos delante de
una cartulina blanca en la que se han hecho una serie de lineas con tinta
china, de medio milimetro de anchas y a 7,5 cm. de distancia; segin como
se ven las lineas a través de los tubos, se puede comparar groseramente la
opacidad producida por el desarrollo (fig. 24).
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La tempeatura de incubacién era de 30° para Torulopsis utilis,
de 22 o de 30°, segin los casos, para Candida pulcherrima v de
37° para Bacillus macerans.

El tiempo de incubacién varioba segun la experiencia, pero para dar un
resultado negativo se esperaban por lo menos doce dios. -

El nomero de pases que se daba en un medio era por lo menos de ires,
a partir del medio stock, antes de pretender comparar resultados.

RESULTADOS

Torulopsis utilis.

Se empleé la Torulopsis uvtilis var. major (Thaysen, 38), que
nos fué remitida directamente hace algunos afios por dicho Profesor.

De estria en agar de malta, se sembraba en estrias de W, W4 y malia; o
las cuarenta y ocho horas, buen desarrollo en las tres. La estria en W4 se po-
dia resembrar indefinidomente en el mismo medio, acusando la observacion

*microscopica formas y tamafios caracteristicos de las células de esta variedad
(figura 25).

Partiendo también de estria en agar malta, se sembraba en W4 liquido.
A las veinticuatro horas, bastante turbio. Se dieron seis nuevos pases en el
mismo medio, haciendo las resiembras a las veinticuatro horas, y el desarrollo
era bueno. Aspecto microscépico de las células, normal; el pH del medio en
el Oltimo pase, a las veinticuatro horas de sembrado, estaba comprendido entre
2 y 3 (papel Merck).

Se ve, pues, que el desarrollo de la T. utilis var. major era bueno
en el medio Wickerham exento de vitaminas.

Candida pulcherrima.

Hace varios afios aislamos de una naranjo uno levadura anascospori-
gena, que comprobamos era capaz, en hidrolizados de ciertos productos, ‘de
asimilar més substancias reductoras que la Torulopsis utilis var.
mdior de Thaysen, aunque su velocidad de multiplicacién era menor (27).
Ademds del interés que, dadas sus posibles aplicaciones en la produccién de
levaduras alimento, pueda tener esta variedad, otras particularidades contri-
buian a aumentar el interés del estudio de sus exigencias nutritivas.



42 JUAN SANTA MARfA LEDOCHOWSKI

Desde su aislamiento, y durante los varios afios que experimentamos con
esta variedad en estudios de multiplicacién, sin preocuparnos de su clasifica-
cién, sus caracteristicas no indicaban razén alguna para incluirla en las Mi-
coturuloideas vy, por tanto, en nuestra coleccién la teniamos referencia-
da como Tl entre las torulas. Sin embargo, cuando afios después de su aisla-
miento Marcilla y Feduchy iniciaron los estudios de clasificacién de este leva-
dura, la closificaron «provisionalmente» como Candida pwlcherrima
var. liquefaciens nov. var. (8). )

Dado, pues, que se trataba de la C. pulcherrima, era interesante,
como afirmamos anteriormente, el estudio, desde un punto de vista, nutritivo,
de sus peculiaridades: formacién de pigmento, formacién de pseudomicelio,
tendencia a la variacién, etc.

Al objeto de abreviar, designaremos de modo similar a lo que hacemos
en nuestra coleccién a lo largo de esta publicacién, como Tl a la Candida
pulcherrima var. liquefaciens noyv. var., descendiente di-
recta por pases sucesivos en agar de malta de nuestro aislamiento original (fi-
gura 1).

Exigencias nutritivas—A partir de estria en agar de malta se siembra en
W4. A las veinticuatro horas no se observa desarrollo; a los doce dias, tam-
poco. Se repite ofras fres veces la siembra desde agar malta, con el mismo
resultado. Se hace nueva siembra, pero pasando directamente de la estria,
de modo que con el asa se arrastraba gran cantidad de material celular a un
tubo de W4 liquido; a las veinticuatro horas y a los cinco dias se homogenei-
zaba este tubo y se resembraba en otros del mismo medio con asa; estos tu-
bos no mostraban desarrolio visible en doce dias de incubacién. Del tubo que
se habia inoculado abundantemente, a los siete dios se sembraba en estria
W4 y en zig-zag en placas W4, W y patata; se sembraba también como con-
trol de agar malta en estria W4. A los ocho dias, las dos estrias de W4 dan,
a lo largo de la siembra, una linea fina (fig. 26) de color rojizo por la pcrte
superior; a los diecisiete dias, la placé W4, lo mismo, y la placa W, colonias
grandes, normales, rosas por la parte inferior, y la placa de patata, colonias,
también normales, un poco mds pequefias que en W y de olor blanco.

La observacién microscépica hacia ain mas profunda esta diferencia del
desarrollo de las colonias, pues tanto la placa de agar W como la de patata
daban células normales. mientras que los que provenian de las estrias W4 y
de la placa del mismo medio daban exclusivamente células redondas del tipo
«pulcherrima» (6) (fig. 2-7). Resembrando de cualquiera de estas estrias W4, en

& /
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el mismo medio y en estrias en malta y en W, previa dilucién en agua y em-
pleando la misma aguja, para que la siembra fuese lo mas similar posible,
siempre se obtenia en W y en malta desarrollo de morfologia normal y en W4
tipo «pulcherrima». ‘

Parecia, pues, demostrarse: 1) Que la forma «pulcherrima» estaba de-
terminada por la carencia de vitaminas del medio, ya que en W la forma era
la normal. 2) Que la forma «pulcherrima» se «perdia» en cultivo joven,
es decir, se volvia a la morfologia normal en cuanto se pasaba a medio con
vitaminas, patata o malta. 3) Que en medio W4, aunque existe desarrollo,
es tan limitado y lento que no da lugar a poder ser apreciado visualmente
en medio liquido ni después de doce dias de incubacién. '

Indicaremos que, aunque por el momento no se ha pretendido comprobar
la formacién de esporas en esta especie, segin afirma Windisch . (41, 42), si
se han observado restos de membrana unidos a células del tipo «pulcherri-
ma» (figs. 5 y 6), y ademés una forma exirafia de «germinacién» de alguna
de estas células; ‘obsérvese también una célula que parece iniciar la division
emigrando la gota de grasa a un exiremo.

Visto que el medio W4 es inadecuado para el normal desarrollo de Tl, ‘se
ensayd por el método auxanografico de Beijerinck las vitaminas B, B, inosi-
tol y biotina en dicho medio. A los dos dias, o 30°, la placa daba fuerte reac-
cién positiva para la biotina y negativa para las otras tres.

En vista de ello, se prepara W4 liquido, con ogud bidestilada, con las si-
guientes concentraciones de biotina por 1.000 c. c.: 500; 250; 125; 62,5; 31,25;
15,625; 7,1825; 3,90625 y 0 v de biotina. Se entubaba en proporcion de
6 c. c. por tubo. Se siembra partiendo de estria en agar maltd, en cada una
de estas diluciones, incubando a 30°; la gota del asa equivalia a 1,2 mgr. A
las treinta y nueve horas, abundante opacidad en fodos los tubos, menos en
el que no tiene biotina. Comparando con la cartuling, el desarrollo era prac-
ticamente el mismo en todos, excepto en el de 500 v, que era menor; se deja
cincuenta y siete horas més en estufa, en cuyo momento la opacidad es igual
en todos, menos en el que no tiene biotina, que sigue sin desarrollo. Del tubo
de conc. 3,90625 v de biotina x 1.000 c. c. se siembra nuevamente en todas
las concentraciones; este tubo tenia en el momento de efectuar las siembras
un pH de 3,1 (potenciémetro) y una concentracién de 52 X 10° células por cen-
timetro cubico. A los dos dias, todos los tubos de biotina abundante desarrollo,
ligeramente inferior el de 500 v; el que no tiene biotina, sin desarrollo. Se
dejan dos dias mds én estufa y se observa que al cabo de este tiempo todos
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los tubos con biotina tienen anillo, desarrollo superficial y depésito; en alguno
de ellos se aprecia que sin agitar sube de tarde en tarde una burbuja peque-
fia a la superficie; la observacién microscépica no acusa diferencia con las
diferentes concentraciones de biotina. El tubo sin biotina sigue sin desarrollo.

Se repitié de nuevo cinco veces la siembra, partiendo siempre de la menor
concentracién de biotina y en todos los casos se obtuvo excelente desarrollo
en todos los tubos con biotina y nulo en el que no tenia. A los once dias de
inicioda la experiencia se observé que los tres primeros tubos de W4 sin bio-
tina, que se han mantenido todo el tiempo en la estufa, tenian un ligero depod-
sito pulverulento, que se comprobé estaba formado por células «pulcherrimas.

Este resultado confirma que: 1) la biotina es imprescindible para un des-
arrollo normal y rapido de Tl; 2) en medio inorgdnico sin biotina hay un lige-
risimo desarrollo, que no se aprecia por la opacidad del |quIdO y en el cual
las células son exclusivamente del tipo «pulcherrimas.

Se preparan nuevas diluciones de biotina en W4 liquido, en las siguientes
concentraciones de biotina por 1.000 c. c. de medio: 5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,3125;
0,15625; 0,078125 y O v. En esta serie se obtiene el mismo resultado que en
la anterior, es decir, que con todas las concentraciones de biotina hay buen
desarrollo en ocho pases sucesivos, partiendo siempre de la concentraciéon menor;
Unicamente observaremos que el desarrollo era mds lento con la menor concen-
tracién, pues a los cuarenta y ocho horas la opacidad era menor, aunque a
los setenta y dos se habia igualado, en cuyo momento el pH de todos los
tubos era précticamente el mismo: 3 (papel Merck). En todos los tubos que no
tenian biotina igual resultado que en experiencia anterior.

Vemos, pues, que completando el medio Wickerham exento de vitaminas,
exclusivamente con 0,078125 v de biotina por 1.000 c. c., concentracién que
es 25,6 veces menor de la del medio Wickerham completo, se obtiene des-
arrollo normal de TI; no se insistid buscando dosis minimas.

Se preparan tubos W4 liquido con 5 ¥ de biotina por 1.000 c. c., con tubi-
tos Durham, y como control medio Wickerham completo sin fuente de carbono,
al que se afiadia 1 por 100 de glucosa. En ambos casos, a los cuarenta 'y acho,
horas, ofras veces a las setenta y dos, se recoge gas en el tubito Durham, siem-
pre mds en el confrol.

Se ensaya la sustitucién de la biotina por la asparraguina o por el 4cido
L-aspdrtico. Para ello se preparan tubos de W4 con conc. de 0,2; 0,1 y 0,05
por 100 de d4cido L-aspdrtico y otros con las mismas concentraciones de as-
parraguina. La priniera siembra en esta serie se hace partiendo de un W4 con
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3,90625 v de biotina por 1.000 c. c. Ya en el primer pase se obtuvo en la se-
rie con dcido aspdrtico bastante buen desarrollo, con descenso del pH a 3
(papel) en el de 0,2 por 100, mientras que en la de asparraguina era muy
pequefio en los de conc. 0,05 y 0,1 por 100, y précticamente nulo en el de
0,2; el descenso del pH en el de mdximo desarrollo (0,05 por 100) era solo
a 5 (papel). En el segundo pase, sembrando cada serie con el de menor con-
centracion de la anterior, no se obtuvo desarrollo en los tubos de asparraguina
y satisfactorio, méximo 0,2 por 100, con el é4cido L-aspértico.

Se ve, pues, la posibilidad de sustituir totalmente la biotina por el écido
L-aspértico, pero no por la asparraguina.

Vista la diferencia entre las células normales y las «pulcherrima» en lo
referente a nutricién, se prueba su comportamiento en relacién con el O,; para
ello se siembran las dos formas en dispersién en tubo de agar profundo de
W y W4, respectivamente. A los seis dios el tubo W daba abundante des-
arrollo, fuertemente aerobio; Unicamente habia colonias en la capa superior,
que tiene intenso color rosado. En el de W4, que tiene unos 8,5 cm. de altura
de agar, en el 1,5 cm. mds elevado hay abundantes colonias, pequefas, in-
coloras; en los 7 cm. mds profundos no se ve ninguna, y en la superficie pro-
piomenté dicha tampoco. Observaremos que, a los veinte dias de sembrado,
la parte superior de la columna de agar en el tubo W4 se ha encogido un
poco, separdndose de la pared en un sector de unos 180°; las colonias que
estdn en esa posicién, y por tanto en contacto con la atmésfera, tienen color
rojizo; también se observan colonias blancas hasta 2,5 cm. de profundidad,
seguramente por su mayor proximidad al aire. Siembras de «pulcherrima» en
estria aerobia, estria anaerobia y picadura en agar W4 da el desarrollo mas
rdpido para la picadura, bastante mds lento para la estria cerobia y nulo
para la anaerobia.

Vemos, pues, que otra diferencia entre las formas normal y «pulcherrima»
es que la primera es aerobia y la segunda microaeréfila.

Como resumen podemos decir que la Candida pulcherrima var.
liquefaciens no se desarrolla normalmente en medio inorgdnico con
glucosa como fuente de carbono; en este medio el desarrollo es muy lento y
limitado, y se hace exclusivamente a base de células del tipo «pulcherrimas,
que, ademds de la forma y de la falta de exigencia de factores de crecimien-
to, se diferencian de-las normales por ser microaeréfilas. Es preciso afadir a
ese medio biotina (una concentracién de 0078125 v x . es suficiente), que
puede ser sustituida por el dcido L-aspdrtico y no por asparraguina, para lograr
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un desarrollo normal; en dicho medio la glucosa es atacada con desprendi-
miento de gas.

Formacién de pigmento.—Esta variedad de C. pulcherrima ha sido
cultivada desde su aislamiento practicamente sélo en agar malta o en diversos
medios liquidos para su multiplicacién, en los que tiene color crema. La pri-
mera vez que observamos la formacion de pigmento fué en el agar W; en es-
tria en este medio el desarrollo presentaba, por la parte superior, un" color
crema ligeramente rosado, que es mucho mds intenso por la parte inferior,
donde se observa difundido por el agar. En maiz y patata, de igual modo
que en malta, no forma pigmento y si se siembra de una estria pigmentada
..en W en maiz, patata o malta, el pigmento no se forma. Parece, pues, debido
a una propiedad intrinseca del medio de cultivo.

También forma pigmento en gelatina de malta y de carne; en gelatina al
-agua no. Esta variedad de "C. pulcherrima es una de las que tienen
la propiedad de liquidar la gelatina (8); liquida'tanto la de malta y la de carne,
como la gelatina al agua (figs. 8-10). En gelatina de malta forma un pigmento
rojizo y en la de carne amarillo.

En vista de ello se probé la influencia del hierro. Se preparé un agar de
malta con 40 mgr. de citrato férrico por 100 c. c. (1). A los cinco dias, la
.estria presenta un color rojizo sangre muy oscuro por la parte superior e infe-
rior; el hierro es, pues, factor decisivo en la formacién de un pigmento.

Sin embargo, no es el Unico factor, o tal vez son diversos los pigmentos.
En efecto, se prepard a base del medio W4 un agar, al que se afiadié 1 v de
biotina por 1.000 gr.; a este medio se le designa como W4B. A partir de malta
se siembran estrios en W, W4B y W4. A los tres dias, como era de esperar,
habia buen desarrollo en W y en W4B, y en W4 una serie de puntitos casi
invisibles a lo largo de la linea de siembra; la estria en W tenia color rosado
por la parte inferior, la de W4B no. A los once dias W seguia rosa por abaijo,
.con el pigmento difundido en el agar, W4B crema por ambas caras de la es-
tria y W4 habia desarrollado, como de costumbre, una linea muy fina vy de
escaso desarrollo, de color ladrillo, por la parte superior (fig. 26). Re-
sembrando en los mismos medios a partir de W4 los resultados eran idénticos.

Vemos, pues, que en células normales el pigmento se forma en W, pero
no en W4B, y la diferencia entre los dos medios estriba exclusivamente en el
complejo vitaminico, pues no es de suponer influencia perniciosa del agar que
se emplea en la confeccion del medio W4B, después de lavados tan persis-
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tentes. Por el contrario, las «pulcherrima» forman un pigmento de otro tono,
sin necesidad de factores de crecimiento.

Se comprobd que anadiendo al medio W4B aneuring, clorhidrato de piri-
doxina, inositol, dc. p-aminobenzoico y metionina aisladamente, no se formaba
el pigmento; del mismo modo no influian las combiaciones aneurina 4 inosi-
tol, piridoxina - inositol, acido p-aminobenzoico 4 inositol y metioni-
na -+ dcido p-aminobenzoico.

Un factor en la formacién de pigmento, tanto en W como en W4, es la
presencia de aire, pues, por. ejemplo, una estria anaerobia de W sembrada
con exceso directamente a partir de estriac de malta, permanecié mes y medio
en anaerobiosis; la estria tenia entonces muy poco desarrollo, y era blancg;
se dejé entonces en contacto con el aire, y a los fres dias aparecié el color
rosa. A su vez, picaduras en agar W daban desarrollo total a lo largo de la
picadura, pero color sélo en el crecimiento superficial. Lo mismo es vdlido para
el pigmento formado por las «pulcherrimas.

Dada la diferencia observada en la aparente difusion del pigmento, se:
sembré a partir de una suspensiébn muy espesa sobre tiras de papel celofén
en placas de agar W, malta 4 hierro y W4, comprobando que Gnicamente
en el primer medio difundia el pigmento a través del celofdn, que al ser levan-
tado con unas pinzas dejaba ver marcada en la superficie del agar la silueta
del desarrollo. Ademés, el pigmento de las «pulcherrima» tardaba en apare-
cer unos nueve dias, mientras que en las normales era paralelo al desarrollo.

Otra diferencia es que en W y en malta - hierro el pigmento conserva
su color hasta siete meses, mientras que en W4 quince dias después de for-
mado el tono rojizo pasa a pardo. También observamos que en W el pigmen-
to no se forma si la temperatura de esterilizacién llega o 130°.

Podemos, pues, resumir diciendo que las célulos normales forman dos clases.
de pigmentos: 1) Un pigmento rosa, que difunde a través del papel de celofdén
en el agar, siendo imprescindible para su formacién una o mdés vitaminas no
determinadas, que no son la biotina en proporcién de 1 ¥ % 1.000 c. c. ni
la biotina en dicha proporcién més aneuring, o piridoxina, o inositol, o dcido
p—aminobenzoico, o metionina, o aneurina mds inositol, o piridoxina mds inosi-
tol, o d4cido p-aminobenzoico mds inositol, o metionina més acido p-aminoben-
zoico. 2) Un pigmento rojo oscuro, que exige la presencia de hierro y que no-
es difusible a través del papel de celofan. A su vez, las células «pulcherrimo»
forman un tercer pigmento rojo ladrillo, que no exige, por tanto, la presencia
de vitaminas y que no es difusible a través del papel de celofén, tarda nueve
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dias en desarrollarse y que con el tiempo pasa a pardo. Los tres pigmentcs se
forman Unicamente en presencia de aire. )

Formacién de pseudomicelio.—Para ver la posible influencia de la compo-
sicién del medio en la formacién de pseudomicelio, lo ‘primero era elegir una
técnica de observacion adecuada. Anteriormente hemos hecho referencia a que
durante los afos que hemos utilizado eta levadura en experiencias de ftipo
industrial nunca habiamos encontrado indicios de que fuese una Candida.
En una publicacién anterior (26) afirmdbamos que en el agar de grama, con
la técnica de Dalmdu, se observaba «fécilmente un abundante pseudomicelio»;
sin embargo, esta observacién, que entonces fué hecha por indicacién del Pro-
fesor Marcilla, no se pudo nunca comprobar posteriormente, e indicios dificiles
de confirmar y que no precisan ser aqui expuestos parecen ser suficientes a
atribuir a una confusién a‘que”a observacién, que aqui dejomos rectificada.

Las técnicas ensayadas para comprobar la formacién de pseudomicelio fue-
ron: la de Rivalier y Seydel (23), empleando en lugar de agua una solucién
de glicerina al 20 por 100 en agua para mantener la humedad de la cajo;
la de Dalmau (37), la de Fleming y Smith (11), el método recomendado por
Skinner (31) de sembrar rascando en placas de agar y la observacién de co-
lonias profundas (32). La picadura en gelatina (30) no puede ensayarse por
liquidar esta variedad la gelatina; en su lugar se hicieron picaduras en agar,
'y en este caso la observacién era tanto macroscédpica como microscépica, des-
pués de sacar los cilindros de agar del tubo. Estas técnicas se ensayaron con
agar de mafz, malta, patata, grama y Saboureaud.

Por ninguno de estos métodos empleados con cada uno de los medios se
pudo observar la formacién de pseudomicelio. En algin caso, por ejemplo,
en gelatina de malta, la forma de las células era mas alargada de lo usual;
en ofros casos, por ejemplo en patata, a los fres meses, los bordes de una estria
presentaban aspecto rizoide con células alargadas, mientras que las del centro
“eran normales, con abundante ndmero de «pulcherrimas»; si se pretendia con
siembra de los bordes de esta estria favorecer la formacién de micelio con las
técnicas antedichas, el resultado era negativo.

Para comprobar los métodos, se sembraba siempre un testigo, que era una
Candida sin claosificar, que en nuestra coleccién figura como C2 y forma
«abundante y verdadero micelio (figs. 11-14).

No se pudo confirmar la afirmacién de Windisch (41) de que al cabo de
~varios meses hay formacién de pseudomicelio, pues estrias en agar Sabouraud
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de ocho meses, en las que si el agar estaba fuertemente encogido la estria
se mantenia todavia suficientemente fresca, daban exclusivamente formas ais-
ladas, sin observar nada que recordase a pseudomicelio.

En resumen, podemos afirmar que después de una cuidadosa y persistente
observacién durante mds de doce meses no ha sido posible en ningin caso
comprobar la formacién de pseudomicelio en el cultivode C. pulcherrima
descendiente directo del original.

Variacion.—Al objeto de obtener variantes de nuestro cultivo, que o bien
fuesen formadoras de pseudomicelio, o bien tuvieran otra peculiaridad digna
de estudio desde el punto de vista de influencia del medio, se efectuaron las
siguientes experiencias:

1) Variacién inducida:

a) Agentes quimicos: accién del cloruro de litio—Al medio W4 se le
afade 1 ¥ de biotina X 1.000 c. c. y 0,25 por 100 de LiCl. El desarrollo en
este medio era sensible, pero bastante menor, comparado por opacidad, que
en un testigo sin LiCl; a los siete dids el pH estaba comprendido entre 5 y 6,
mientras que en el testigo era de, aproximadamente, 3. Se observaban mu-
chas células normales y «pulcherrima», y ‘varias anormales. Se resembré en el
mismo medio, y a los veintion dias habia ligero desarrollo superficial, en cuya
observaciéon microscopica se podian distinguir célulos normales, alargadas,
anormales y ofras que semejan haber desarrollado-un largo tubo de germina-
cién (fig. 5). De la superficie se sembré en- estria agar malta, y desde el prin-
cipio el desarrollo fué normal, sin modificaciones morfolégicas de ninguna
clase. Se repitié varias veces la experiencia, siempre con el mismo resultado.

Se ve que con el LiCl no se obtienen mutaciones. ‘

b) Agentes fisicos: accién de la radiacién ultravioleta.—Se ha empleodo
como fuente de radiacién ultravioleta una lémpara Necron de 15 w. que, segin
datos suministrados por la casa constructora, emite exclusivamente en la lon-

gitud de onda de 2.650 A.

Se hacian suspensiones arbitrarias partiendo de estrias en agar de malta,
pero manipulando siempre igual, de modo que, dentro de los limites que pue-
den interesar en esta experiencia, las concentraciones eran siempre las mismas,
-aproximadamente.

Después de varios tanteos se observé que si una suspensidén en caja de
Petri sin tapa se somete, a una distancia-de 40 cms., a la accién de la ldm-
para durante cinco minutos, la accién es mortal: Por el contrario, si a la-misma
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distancia los tiempos de exposicion son de uno, dos y fres minutos, no hay
ninguna accién aparente en varias generaciones, ya que en agar Sabouraud,
W, W4 y malta mas hierro la velocidad y cuantia del desarrollo, aspecto ma-
croscopico de las estrias, morfologia de las células y formacién del pigmento
eran normales.

Con un tiempo de irradiacién de cuatro minutos la siembra en agar de
malta mds hierro permanecia blanca durante once dias, al cabo de los cuales
empezaba a formar el color rojo oscuro por la parte superior, aunque menos
intenso que de costumbre, mientras que el testigo formaba el pigmento desde
el principio del desarrollo, como-es usual; no se observaba ninguna otra anor-
malidad. Resembrando de esta estria en otra de malta mas hierro, el pigmento
se formaba desde el primer momento. Se repetia en un cultivo irradiade el
tratamiento en las mismas condiciones; el resultado era précticamente el mismo,
con la Unica diferencia que el color blanco permanecia en la primera siembra
en malta mds hierro por lo menos durante cincuenta y tres dias, sin que el
el momento de dar por terminada la experiencia se inicie la formacién de
pigmento, pero también en este caso la resiembra en el mismo medio es normal.

Vemos, por tanto, que parece deducirse que la irradiacién con luz de

2650 A sélo afecta al pigmento que se forma por la influencia del hieiro,
pero sélo en los cultivos que proceden directamente de la dilucién irradiada,
pues las primeras resiembras dan la formacién normal, aunque si parece que
la primera accién se acumula en irradiaciones sucesivas. '

2) Variacién natural:

Se hicieron colonias  gigantes en frascos Roux de 250 c..c., en agar de
los siguientes medios: malta, grama, Sabouraud, maiz, W y patata. )

En los tres. primeros no se observé ninguna particularidad en colonias de
siete meses (fig. 16), como es natural, dada la composicién de los me-
dios, se tenia mds desarrollo en el agar Sabouraud. No se notaban zonas de
color o aspecto distinto; la observacién microscépica y las siembras de los bor-
des y de diversas zonas de la colonia fueron totalmente normales.

En W y.maiz habia, ademds de la colonia superficial, otra sumergida (fi-
gura 17), que era como una especie de proyecciéon de la superficial, aunque
estaba desplazada y tenia el borde como una tira estecha de tela fruncida;
ademds, en W la colonia sumergida era de color rosa. Sin embargo, ni de las
colonias superficiales ni de las sumergidas se observaron formas o se obtuvieron

cultivos que no fuesen normales.
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En patata, a los tres meses, se habia desarrollado una colonia blanca con
dos lébulos pequefios, radiales, de color rojo ladrillo, cerca del borde (figu-
ra 18). A los cinco meses los dos lébulos siguen muy marcados y han
quedado como englobados dentro de la colonia, pero los bordes estén muy
hundidos en su proximidad; casi todo el borde tiene un color rojizo como los
l6bulos. Se hacen preparacicnes de uno de los lébulos (I6bulo 1) y de varios
puntos de los bordes y de la colonia, y no se observa nada anormal, pero
el otro lébulo (I6bulo 2) da forma més alargadas de lo normal.

Se siembra de los dos l6bulos y de los bordes en estrias agar patata;
las dos estrios de los 16bulos no dan el color rosa caracteristico del agar W,
pero se observa que a lo largo de la estria, sobre todo en la parte inferior,
ha difundido en el agar pigmento rosa; las estrias de los bordes han desarro-
flado algunas en forma de colonias aisladas, parte de las cuales son rosa por
la parte inferior. o

De la estria del lébulo 2, que es la Unica que sigue dando formas alar-
gadas, se hace aislamiento en agar patata. Las colonias que se desarroilan
en la placa estdn en una zona en los bordes de la cual ha difundido pigmento
rosa de modo continuo; parece que el pigmento formado debajo de las co-
lonias de los bordes se ha unido, formando como una aureola comin. De una
de estas colonias, que sigue dando formas alargadas, se siembra. en agar
patata. Como el desarrollo de esta estria sigue dando formas que se distin-
guen de las normales (figs. 19 y 20), en adelante se designa a esta variante
obtenida de nuestra primitiva C. pulcherrima var. liquefaciens,

como TICL2, mientras que al cultivo original le seguiremos llamando TI.

Esta estrio en patata de TICL2 no forma pigmento, al contrario del l6bulo
original y de la colonia de aislamiento de que procede. También notaremos
que en este medio, es decir, en agar patata, la consistencia de la estria de
TICL2 es dura y fragmentable en trozos, al contrario de la cremosa caracte-
ristica de TI. ,

Aplicando la técnica de Rivalier-Seydel se comprobé fdcilmente que TICL2
forma pseudomicelio en agar patata, al contrario de Tl (figs. 21 y 22).

En lo referente a exigencias nutritivas, TICL2 presenta la misma exigencia
especifica para la biotina (fig 23). El desarrollo en el medio W4 era préc-
ticamente nulo en medio liquido (fig. 24), y en estria desarrollaba la misma
linea final al cabo de unos nueve dias (fig. 27), pero, en cambio, presentan
una gran diferencia en la morfologia de las células desarrolladas en este agar
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W4; mientras que Tl forma sus cldsicas «pulcherrimas» (fig. 28), TICL2 la hace
en diversos tipos, irregulares, mds pequefios y de aspecto vario (fig. 29).

Sobre la formacién de pigmento ya hemos hecho notar que en patata no
persiste; en cambio, uno de los aislamientos de los bordes, que era Tl en
todas sus caracteristicas, forma pigmento, muy débil, en agar patata durente
varias siembras. Una colonia gigante de TICL2 en agar patata, desde el prin-
cipio formé color rosa fuerte (fig. 40). En agar W forma el pigmento rosa
de Tl, pero mucho més intenso, sin que tenga prdcticamente influencia la tem-
peratura de esterilizacién; también es mds intenso el pigmento que forma-
TICL2 en malta més hierro.

Una propiedad comGn a Tl y TICL2 es la liquidacién de la gelatina (figu-
ras 30 y 31).

Vemos, pues, que de una colonia gigante de Tl en patata se ha aislado
una variante que se designa como TICL2, que difiere de Tl en: 1) La forma
de sus células es mds alargada en agar patata. 2) La consistencia de la estria
en dicho medio es dura para TICL2 y cremosa en Tl. 3) Forma pseudomicelio
en agar patata. 4) En agar W4 el desarrollo es tan lento y limitado como
Tl, pero no forma exclsivamente células «pulcherrima» como TI; y 5) En agar
W y en agar malta més hierro forma TICL2 pigmento mucho mds intenso
que TI, sobre todo en el primero. Por el contrario, Tl y TICL2 son idénticas en:
1) sus exigencias nutritivas especificas de bioting, y 2) en su poder de liquidar
la gelatina.

Influencia del medio de cultivo sobre C. pulcherrima var. lique-
faciens variante TICL2.—1) Morfologia: La diferencia en la
forma de los células de Tl y de TICL2, que era muy marcada en agar patata,
se mantiene en W, pero es mucho menos sensible en malta.

Esta influencia de la composicién ‘del medio en la morfologia se confirmé
en dos nuevos medios: uno, que es W4 mds 1 v de biotina por 1.000 grs., que
se designa como W4B y se prepara en forma liquida y con agar, y otro, que
es W4 mds 160 v de biotina por 1.000 grs. y se llama W4B25. En agar W4B
se ven células alargadas, pero muchas ensanchadas de aspecto Tl y bastantes
cortes y casi redondas; en el mismo medio liquido abundan las formas alarga-
das en el desarrollo superficial. En agar W4B25 el aspecto es parecido a W4B,
pero menos células cortas.

2) Pseudomicelio: En lo que respecta a la formacién de pseudomi-
celio no parece haber diferencia en los distintos medios. Véanse las figuras 32 a
35 y compdrense las fotografias de cultivo en portaobietivos segin la técnica de
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Rivalier-Seydel sobre agar maiz a los tres dias, agar W a los seis y trece dias,
y agar W4B a los seis dias, y obsérvese la abundancia y similitud de desarrollo.
No sélo en estos medios, sino que incluso en el medio Wickerham, exento de
vitaminas, forma TICL2 pseudomicelio (figs. 36 y 37); en las mismas condiciones,
la variante Tl forma sus clésicas «pulcherrimas (fig. 7).

De igual modo son apropiadas las diversas técnicas ensayadas para la
observacién de pseudomicelio (figs. 38 y 39), aunque, desde luego, estimamos
superior el método de Rivalier-Seydel, desde el punto de vista de comodidad
de observacién microscépica. i

3) Pigmento: También influye en la formacién de pigmento la com-
posicién del medio, pues mientras que en WA4B précticamente no se formaba,
si lo hacia bastante intenso en W4B25, aunque menos que en W. Esta dife-
rencia persistia aunque se afiadiese a cada medio aneurina en la proporcién
de 0,5 ¥ por centimetro cGbico. Apuntaremos que, de modo similar a lo que
sucede en patata, si se prepara una placa de aislamiento en agar W4B a
partir de estria del mismo medio, sélo con colonias superficiales, se deso’rrollan
muchas rosas por abajo y otras blancos, pero los siembras en estria partiendo
de dichas colonias son ambas sin pigmento, no aprecidndose tampoco diferen-
cia de otra clase.

Bacillus macerans

Se empleaba un B. macerans procedenfé de aislamiento propio, y
que tenemos referenciado como BA7.

Inicialmente empleamos agar Wickerham exento de vitominas, al que se
afiadia: 1) 1 v de biotina y 500 ¥ de aneurina por 1.000 c. c. (W4BA); 2) 1 v
de biotina (W4B); 3) 160 v de biotina y 500 ¥ de aneurina (W4B25A), y 4) 160 v
de biotina (W4B25). También agar W4 y agar de carne. Temperatura de in-
cubacién, 37°. ‘ ‘

De un tubo de agua de levadura mas 5 por 100 de harina de trigo, sem-
brado hacia veinticuatro horas, y que estaba en activa fermentacién, se sem-
br6é con asa en estrios de carne W4BA, W4B, WA4B25A, W4B25 y W4. A las
veinticuatro horas, en todos resultado positivo; se resiembra en todos los me-
dios, partiendo de W4, previa dilucién en agua; también hay desarrollo en
todos los medios. Se resiembra en cada medio tres veces consecutivas, siempre
con resultado positivo.

" Se pasé entonces a sembrar en medio liquido; se eligieron caldo de carne
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glucosado, W4, W4B, W4BA y W4 mas 500 v de aneurina por 1.000 centi-
metros cUbicos (W4A). Sélo habia desarrollo en carne. .

En vista de ello, se preparan los mismos medios, pero con un 0,7 por 100
de (NH,),HPO,. Se designan como WA4f, WA4Bf, WAAf y WA4BAf. Se siembra
en estos medios, partiendo de una estria en W4, que es el cuarto pase de dicho
agar, previa dilucién en agua. A las veinticuatro horas hay opacidad en todos
los medios; se dan cinco pases, siempre con répido y buen desarrollo, pero
al cabo de ellos, al pasar a trigo més levadura, no hay fermentacion.

Se-vuelve a iniciar nueva serie de siembras, partiendo esta vez de tubo
de veinticuatro horas de levadura més trigo, que estd en activa fermentacion,
pero sélo en carne glucosada, WABAf v WAL, Se dan seis pases seguidos, tam-
bién con buen desarrollo, pero al resembrar de estos tubos en levadura mas
trigo sélo hay fermentacién en los sembrados en primer pase en WA4BAT y W4{,

Parece encontrarse que, mientras en medio sélido es posible el desarrollo
en el medio sintético de Wickerham exento de vitaminas, es preciso afiadir
fosfato, diaménico al medio liquido; no parece influir en la cuantia del mismo
la biotina y la aneuring, solas o separadas. En el cultivo sucesivo de estos me-
dios liquidos se pierde en el segundo pase la capacidad de fermentacién de
la harina de trigo.

DISCUSION

En'lo referente a Torulopsis utilis var. major, los resultados
obtenidos eran los que se debfon esperar, es decir, que la T. utilis no
exige ningln factor de crecimiento para su multiplicacién, o sea, que es capaz
de desarrollarse indefinidamente y partiendo de siembras pequefias (como en
nuestro caso, en que la proporcién del liquido de siembra es, aproximadamen-
te, de 1/5.000) en medio inorgdnico con un hidrato de carbono como Unico
alimento orgdnico, propiedad comin a las designadas por Fink como «Wuchs-
hefe» (9, 10). '

Por lo que respecta a Candida pulcherrima var. liquefa-
ciens, la especificidad encontrada para la biotina no es tampoco rara, pues,
a lo que parece, y aunque no hemos podido consultar el original, Schopfer (29)
ha tenido el mismo resultado con algunas Candidas; dada la pequefia
exigencia de vitamina, es evidente la imprescindible necesidad de emplear pe-
quefias siembras (19), ya que de ofro modo se infroducen fdcilmente con la
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misma los factores necesarios; nosotros hemos podido multiplicar esta C. pul-
cherrima en el siguiente medio: glucosa, 1 por 100; urea, 0,1 por 100;
KH,PO;, 0,06 por 100, y MgSO,, 7H.O, 0,02 por 100, con el consumo total de
azicar, aunque con mal rendimiento en levadura, debido, indudablemente, a
que a esta concentracién la urea es parcialmente téxica (39); claro es que em-
pleando una cantidad de levadura siembra de 25 gr. de levadura fresca, que
suponia una concentracién de 1 por 100 en el volumen inicial o de 0,35 por
100 para el volumen final (28).

Esto también parece demostrar que el medio sintético de Wickerham sin
vitaminas estd, en efecto, absolutamente exento de ellas, dada la notable di-
ferencia encontrada en cuanto se afade al mismo biotina en la porpoicion

de 0,07 v X 1.000 c. c.

Respecto a la posibilidad de sustituir fa biotina por el dcido L-aspértico,
es sabido que Stokes y col. (35, 36) han demostrado que ld biotina puede re-
emplazar al dacido aspértico en el crecimiento de L. arabinosus, Str.
faecalis, L. casei y otras bacterias, en la proporcién de que 0,009 v de
biotina por 10 c. c. son capaces de sustituir a 1 mgr. de dcido aspdrtico; en
nuestro caso, que es el inverso, la concentraciéon de dcido ospc’:rﬁco"riene que
ser mucho mayor, de 5 a 20 mgr. X 10 c. c., para sustituir a mucha menor
cantidad de biotina '0,00078 v X 10 c.‘c., aunque verdaderamente no se ha
profundizado en el estudio de proporciones éptimas y sélo ha interesado de-
mostrar la posibilidad de sustitucién. La asparraguina, por el contrario, no
equivale a la biotina en las altas proporciones empleadas, similares a las del
Gceido L-aspdrtico.

También es interesante mencionar que, dada la facilidad de obtener cé-
lulas del tipo «pulcherrima» y la existencia entre ellas de elevado numero
con restos de membrc:ho, la hipétesis de Windisch (41, 42) de formacién.de
ascosporas, puesta en duda par Diddens y Lodder (7) y por Henrici (33", y
confirmada, al parecer, por Roberts (24), puede ser comprobada con facilidad.

También parece que puede afirmarse sin lugar a duda que la formacion
de micelio en C. pulcherrima no depende, como afirma Windisch (41),
de lo edad a que se observe un cultivo o que sea funcién de la concentracién
de O,, sino que, de acuerdo con Punkari (21, 22) y Porchet (20), depende de
la varionte de que se trate: la forma R de Punkari o «a» de Porchet, y que
nosotros designamos TICL2, forma pseudomicelio con facilidad, independiente-
mente del medio de cultivo, mientras que la variante S de Punkari o «b» de
Porchet, para nosotros Tl, no lo forma. -
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El émpleo de LiCl, que en bacterias (12) y otras Candidas (18) favo-
rece la disociacién, no nos dié resultado, pues las formas extrafias obtenidas
en medio liquido con LiCl desaparecen al pasar a medio sélido; tampoco el
empleo de la luz ultravioleta, tan Gtil en la obtencién de mutantes de bacte-
rias (13), di6 resultado positivo.

Sobre la formacién de pigmento por esta especie, que ha llamado siempre
la atencién, por ser la Unica altamente pigmentada, con pigmento no caroti-
noide, recordaremos que, segun Beijerinck (1), la formacién del mismo exige
la presencia de O, e indicios de Fe, aunque se pueden aislar razas totalmente
incoloras; Punkari (21) coincide précticamente con la opinién de Beijerinck,
es decir, que el pigmento puede variar por la composicién del medio, debido
a causas intrinsecas; para Lodder (16) depende sélo de la presencia de Fe;
Porchet (20), por el contrario, cree que es independiente del hierro; Castel-
li (3), a su vez, opina que el hierro es esencial, y Roberts (25), que dentro de
la variacién de los distintos aislamientos, en la intensidad del pigmento influ-
ye la cantidad total de nutrientes disponibles y exige imprescindiblemente la
presencia de O,, aumenta con el Fe y no es afectado por la luz o la tempe-
ratura.

Los resultados obtenidos en esta experiencia establecen la existencia de
diversos pigmentos, pues si se afiade Fe en la proporcion de 40 mgr. de ci-
trato férrico por 100 gr., se formaba un pigmento muy intenso en medios que
no lo forman sin Fe afiadido, tanto en la variante Tl como en la TICL2, no
siendo difusible por celofédn este pigmento. En cambio, en el agar sintético
de Wickerham completo forman pigmento difusible por celofén las dos varian-
tes, mucho mds intenso TICL2; dado que en el medio Wickerham exento de
vitaminas, mds el minimo imprescindible de biotina, no hay formacién de pig-
mento, parece indudable que los nutrientes, que segln Roberts influyen, son
las vitaminas, y una de ellas se ha demostrado que es la biotina, ya que,
por lo menos con TICL2, si se incrementa la concentracién de biotina hasta
160 v X 1.000 c. c. hay franca formacién de pigmento, aunque menos intenso
que en el agar completo. Un tercer pigmento es el formado por las células
«pulcherrima», que es independiente, por tanto, de la presencia de vitaminas,
tarda més tiempo' en aparecer y cambia en ocho-diez dias de color y no es
difusible por celofdn. _

Por 0ltimo, notaremos que en patata algunos aislamientos recientes forman
pigmento difusible por celofdn, que ‘luego lo pierden y que en todos los me-
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dios la formacién de pigmento es mds corriente y facil en colonia que en estriq,
ya sean colonias normales o gigantes.

No se ha podido comprobar en un Unico ensayo la influencia que Cutts y
Rainbow (4) han encontrado, que ejerce la metionina en la formacién de pig-
mento por diversas células.

En cuanto al Bacillus macerans, lo primero que observamos es
que los medios de Wickerham no se prestan de modo tan conveniente al es-
tudio de sus propiedades nutritivas, como lo son para las levaduras, ya que
por lo pronto hay que afadir fosfato aménico en los medios liquidos, pues
en su ausencia no hay desarrollo. Los resultados obtenidos han sido extrafios,
pues por lo menos durante seis pases es capaz de desarrollarse en el medio
Wickerham exento de vitaminas mds fosfato diaménico, lo que estd en contra-
diccion manifiesta con los datos de Katznelson (14) y Knight y Proom (15).
Como al mismo’ tiempo en estas siembras pierde el cultivo, ya en el segundo
pase la facultad de fermentar un medio que normalmente fermenta activamente,

es prematuro intentar sacar conclusiones de estos datos.

CONCLUSIONES

12 De Candida pulcherrima var. liquefaciens se
pueden obtener variontes por variacién natural, pero no por la accién del
LICL o de la luz ultravioleta.

22 Hay variontes de C. pulcherrima var. liquefaciens
que forman pseudomicelio y otras que no forman.

3.2 En la formacién de pseudomicelio no influye la composicién del medio.

42 En la morfologia si influye la composicion del medio. »

52 En C. pulcherrima var. liquefaciens se pueden for-
mar tres pigmentos distintos: uno por la accién del Fe, otro por las vitaminas
y un tercero independiente, tanto del Fe como de las vitaminas, formado por
las células «pulcherrima».

62 Asi como Torulopsis utilis no exige factores para su des-
arrollo, Candida pulcherrima var. liquefaciens necesita
la presencia de biotina, aunque en su ausencia tiene un desarrollo muy limi-
tado. La biotina puede ser totalmente sustituida por el écido L-aspértico.
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RESUMEN

Se han empleado los medios deshidratados sintéticos de Wickerham en el
estudio de las propiedades de diversos microorganismos. '

Con la Torulopsis utilis var. major se ha comprobado su
capacidad de multiplicarse indefinidamente en medios inorgdnicos con un hi-
drato de carbono,” totalmente exentos de vitaminas.

Con la Candida pulcherrima var. liquefaciens, en con-
tra de lo afirmado por nosotros en una publicacién anterior, que queda asi
rectificada, se comprueba que la variante original aislada por. nosotros no for-
ma pseudomicelio; de una colonia gigante de esta variante Tl se ha aislado
otra, que designamos como TICL2, que forma pseudomicelio y en ciertos me-
dios células mas alargadas y liquida la gelatina lo mismo que Tl; en la for-
macién de pseudomicelio no influye la composicién del medio, pero si en la
forma de las células. Ambas variantes exigen para su desarrollo normal en
medio inorgdnico con un hidrato de carbono la presencia de biotina (0,078 ¥ X
X 1.000 gr. es suficiente), siendo posible sustituir totalmente la biotina por el
dcido aspdrtico, pero no por la asparraguina. En medio totalmente exento de
vitaminas, ambas variantes tienen ‘un desarrollo muy lento y limitado, que en
la variante Tl es a base casi exclusiva de células del tipo «pulcherrima» y en
la TICL2 de células de aspecto vario; las «pulcherrima» se ha comprobado
que son microaerdfilas. En medio inorgdnico con glucosa y biotina hay des-
prendimiento de gas con Tl, no habiéndose ensayado con la otra variante. Se
ha encontrado que en C. pulcherrima se pueden distinguir varios pig-
mentos: 1) Uno formado por la influencia del hierro, més intenso que TICL2 y
no difusible por celofén; 2) Otro, muchisimo mds intenso en TICL2 que en Tl,
formado en el agar completo de Wickerham, pero no en el exento de vita-
minas mds biotina en dosis minimas; este pigmento difunde por celofan. Si se
aumenta la dosis de biotina a 160 ¥ X 1.000 gr., se forma en TICL2, en Tl no
se ha ensayado, aunque menos intenso que en el medio compleTo;' 3) Uno que
forman los células que desarrollan en agar exento totalmente de vitaminas,
que no difunde por celofdn y que cambia de color con el tiempo. Para estos
tres pigmém‘os es .imprescindible la presencia de O,. No se han podido obte-
ner variantes de C. pulcherrima ni por la accién del LiCl ni por irradia-
cién con luz ultravioleta. ,

Con el B. macerans no se han podido obtener hasta el momento re-
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sultados consistentes, pero en principio puede decirse que asi como los me-
dios sintéticos de Wickerham se prestan perfectamente al estudio, tanto de la
morfologia como de las exigencias nutritivas de las levaduras, son menos apro-
piados para las bacterias, por lo menos en el género ensayado. .

Agradezco a la sefiorita Marfa del Carmen Dias Amado, Auxiliar del Con-
sejo Superior de Investigaciones Cientificas, la eficaz colaboracién que me ha
prestado en el desarrollo de este trabajo.
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Fig. 1.—Aspecto caracteristico de Candida pulcher-
rima wvar. liquefaciens, variante Tl, de. esiria agar
malta a los tres dias; colocién negativa con nigro-

xina (X 1.020).

v







Figs. 2 a 7—Tipico desarrollo en formas exclusivamente “pulcherrima”, de la C. pulcher-
rima wvar. liquefaciens, variante TI, cuando crece en medios exentos de vitaminas. Se ha
~empleado el medio sintético de Wickerham, libre de wvitaminas, con 17 por 100 de
agar lavado.

2: a los once dias (X 410).

3: a los once dias (x 1.350).

4,5 y 6: a los veintidés dias (X 1.350).

7: cultivo en portaobjetos, segiin Rivalier-Seydel (X 410).



Figs. 8 a 10— Liquidacién de la gelatina por C. pulcherrima var. liquefaciens, variante Tl
8: picadura gelatina de malta a los cuarenta y ocho dias.
9: picadura gelatina de carne a los treinta y cuatro dias.
10: picadura gelatina al agua a los veintiocho dias.






14.

Figs. 11 a 14.—Ausencia del poder de formar pseudomicelio en C. pulcherrima wvar. li-

quefaciens, variante Tl. Las microfotografias estin tomadas directamente, como en todas

las restantes figuras similares, del portaobjetos en el que, segin la técnica de Rivalier-

Seydel, se ha desarrollado sobre agar patate la C. pulcherrima Tl durante veintidés dias,

niumero 1, y setenia y cinco dias, nimero 3. Se compara, en las mismas condiciones, con

una Candida sin clasificar, que forma abundante micelio: niimero 2, veintidés dias, y
niimero 4, setenta y cinco dias (X 410).

Fig. 15—Aparicién de formas extraiias por la accion del
. LiCl. Microfotografia del desarrollo superficial en me-
dio liquido Wickerham exento de vitaminas mds Iy de
biotina y 2,5 gr. de LiCl por 1.000 c. c., a los veintiiin
dias de sembrado. (X 410).



17. .

Figs. 16 a 18—Colonias gigantes de C. pulcherrima war. liquefaciens, variante Tl. en
dijerentes medios en frascos Roux de 250 c. c.

16: en agar Sabouraud, a los siete meses; no se observé la aparicién de ninguna zona
de variacién (X 1.1).

17: en agar Wickerham completo, a los tres meses; la zona inferior derecha de la foto-
grajia, con un borde que recuerda al de una tela jruncida, es una colonia sumergida de
color rojizo que se desarrollé paralelamente a la superjicial que se aprecia en la zona
superior izquierda (X 1,1).

18: en agar patata, a los siete meses. Se observan en la Jigura dos lébulos mas oscuros,
ya tocados con la aguja de siembra repetidas veces. De uno de ellos se aislé la otra va-

riante de C. pulcherrima, que designamos como TICL2 (x 1,3).

1



Figs. 19 y 26.—Diferencias morjoiégicas entre las variantes Tl y TICL2 de C. pulcherrima
var. liquefaciens. De estrias agar patata TICL2 y TI, respectivamente (X 410).



22.

Figs. 21 y 22.—Formacién de pseudomicelio por C. pulcherrima var. liquefaciens,
variante TICL2.

21: cultivo en portaobjetos, segim Rivalier-Seydel, en agar patata a los seis dias;
variante TICL2 (% 410).
22: iden con la variante Tl (X 410).



Fig. 23.—Respuesta positiva de C. pulcherrima var. ligue

faciens, variante TICL2 a la biotina; método auxanogrdfico

de Beijerinck en agar sintético Wickerham exento de vitami-
nas. Incubacién: cuarenta y ocho horas, a 30°.

Fig. 24.—Respuesta positiva de C. pulcherrima var. liquefaciens,

variante TICL2, a la biotina. Tubo 1: Medio sintético Wickerham

exento de vitaminas mas 0,078 vy de biotina por 1.000 c. c¢. Tubo

2: Medio sintético Wickerham exento de vitaminas. Los dos tulbos

sembrados con la misma proporcion. Incubacion: tres dias, « 30°,
Tubo 3: Augua destilada.






27.

Fig. 25 a 27.—Desarrollo de T. utilis y C. pulcherrima en medios
de diferente composicién.

25: Torulopsis utilis var. major. Tubo 1: agar sintético Wiclker-
ham completo. Tubo 2: agar sintético Wickerham exento de wvita-
minas mds 1 vy de biotina por 1.000 grs. Tubo 3: agar sintético
de Wickerham exento de vitaminas.

26: C. pulcherrima var. liquefaciens, variante TI. Tubos 1, 2
y 3: iguales medios que en 25.

27: C. pulcherrima var. liquefaciens, variante TICL2. Tubos

1, 2 y 3: iguales medios que en 25, tinicamente que 1 y 2 estdn

invertidos. Obsérvese en tubo 2, que es agar sintético Wickerham

completo, la silueta de la estria en el agar, dibujada por el pig-
mento difundido.



29.

Figs. 28 y 29.—Diferencias morfolégicas entre las variantes Tl y TICL2 de C. pulcherrima
var. liquefaciens. Al desarrollarse en medios exentos de vitaminas Tl forma sus cldsicas
“pulcherrima” (28), mientras que TICL2 lo hace con células de aspecto vario (29) (X 410).



31

Figs. 30 y 31.—La capacidad de liquidar la gelatina es comiin a las dos variantes de

C. pulcherrima var. liquefaciens. Las dos fotografias de la figura corresponden a una

picadura de TICL2 en gelatina al agua a los dieciocho dias (30) y la misma a los cin-
cuenta dias (31).









37.

Figs. 32 a 37—Falta de influencia de la composicion del medio en la formacién del pseado-
micelio por la variante TICL2 de C. pulcherrima wvar. liquefaciens. Cultivos en porta-
objetos, segiin técnica de Rivalier-Seydel.

32: agar maiz, a los tres dias.

33 y 34: agar Wickerham completo a los seis y trece dias, respectivamente.

35: agar Wickerham exento de vitaminas mds I y de biotina por 1.000 gr., a los seis dias.
36 y 37: agar Wickerham exento de vitaminas, a los ocho dias (X 419).

38.



39.
Figs. 38 y 39.—Comprobacién de la formacién de pseudomicelio por la variante TICL2
de C. pulcherrima wvar. liquefaciens por otras técnicas.
38: técnica de Dalmdu en placa agar Wickerham completo, a los seis dias.
39: siembra en placa agar maiz, rascande a los dace dias (X 410).

40,

Fig. 40.—Colonia gigante de C. pulcherrima

var. liquefaciens, variante TICL2, en frasco

Roux de 250 c. c. en agar patata a los dos

meses y medio. La colonia es rojiza, y se apre-

cia que tiene superficie rugosa (tunano
natural).



INFORMACION

ACTAS DE LA SOCIEDAD
MADRID

Acta de la sesion celebrada el dia 10 de noviembre de 1952.

Bajo la presidencia de don Antonio Ruiz Falcé se abre la sesién, a las veinte
horas, en un salén de los locales del Consejo Superior de Investigaciones Cien-
tificas sitos en Medinaceli, 4. ‘

Se aprueba el acta de la sesién anterior. Son admitidos como socios: dofia
Maria del Carmen Céndida Gonzdlez Vazquez, don Jesis Morales Manzeno
y don Julio Pérez Silva, Licenciados en Ciencias Naturales, presentados por don
Arnaldo Socias y don Jaime del Campo; y Cétedra de Microbiologia de la Fa-
cultad de Farmacia de Madrid y las sefioritas Maria Aparicio Gallego, Licen-
ciado en Ciencias Quimicas, y Genoveva Tejerina Dominguez, Licenciado en
Farmacia, presentadas por don Lorenzo Vilas y don Vicente Martinez Pigueras.

El sefior Presidente da cuenta del nombramiento de Socios correspondientes
de la Asociacién Mexicana de Microbislogia; otorgados a él y al Secretario, y
expresa el agradecimiento de ambos por dicha distincion. La Reunién acuerda,
dada la no existencia de Socios correspondienfes'en la Sociedad de Microbio-
logos Espafioles, nombrar Socio de Honor al Presidente de dicha Asociacién,
Doctor A. Sénchez-Marroquin, como representante de los microbiélogos del pafs
hermano.

" La sefiorita Genoveva Tejerina da lectura a un trabajo del sefior Martinez
Cordén titulado «Observaciones sobre la influencia del ién Br en los virus vege-
tales». El sefior Vilas lee el trabajo del sefior Izquierdo Tamayo, «Estudios sobre
aderezo de aceitunas verdes. VIII. El proceso microbiano de la fermentaciéns.
El sefior Vicente Jordana da cuenta de otro del sefior Sanchez-Marroquin acerca
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de «Algunos datos sobre streptomyces productores de antibidticos», y, por Ulti-
mo, el sefior Fraile presenta un cuarto trabajo, «Método sencillo para obtencién
de actinomicina», de los sefiores Gongalves Lima y Sdnchez-Marroquin.

Finalmente, el sefior Presidente expone las Gltimas noticias recibidas en la
Sociedad sobre el Congreso Internacional de Microbiologia de Roma del pré-
ximo afio, acorddndose intensificar los trabajos preparatorios que se desarro-
llan actualmente para lograr el mejor éxito de la participacién espafola en
dicho Congreso. ’ )

Y no habiendo més asuntos que tratar, se levanta la sesién a las veintiuna
quince horas.



BIBLIOGRAFIA

LUIS E. NAJERA: Nomencléator de las enfermedades transmisibles y simili-trans-
misibles.—1952. Universidad Nacional del Litoral. Facultad de Higiene y
Medicina Preventiva. Santa Fe (Argentina). 262 pdgs.

La unificacién de la terminologia nosolégica es una aspiracion cuyo logro
estd erizado de dificultades y cuya trascendencia, siempre indiscutible, se ha
acentuado en el Gltimo medio siglo por el conocimiento de numerosas enferme-
dades designadas con arreglo a criterios muy distintos. Prueba de la importancia
de la materia es que la O. M. S. ha creido oportuno crear una seccién de no-
menclatura nosolégica.

No es hacedero, hoy por hoy, llegar a la unificacién, pero si es factible una
exposicién metédica de las enfermedades transmisibles, incluyendo las de nuevo
conocimiento, no escasas por cierto.

El Doctor Ndjera, en la actualidad Profesor de Epidemiologia de la Facultad
de Higiene y Medicina Preventiva de Santa Fe (Argentina), de quien guardamos
tan grato recuerdo en Espafia por su brillante actuacién sanitaria, ha escrito un
libro excelente, como suyo, encaminado a resolver el problema de la nomen-
clatura de las enfermedades transmisibles, del que su autor opina que consti-
tuye sélo un ensayo, pero que es, en rigor, una obra acabada, dentro de las
posibilidades de la ingente empresa acometida por nuestro compatriota, y que
sélo con una extensa cultura y un criterio de vuelos magistrales puede llevarse
a cabo con el acierto que lo ha hecho este ilustre epidemiblogo. En corrobera-
cién de nuestro aserto baste decir que en el estudio que nos ocupa se registran
357 afecciones transmisibles, siendo asi que en otras publicaciones de nuestros
dias, extranjeras y de firmas bien calificadas, se acusa solamente alrededor del
centenar. ‘

El libro se compone de tres partes. En la primera se exponen los anteceden-
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tes del problema planteado por la nomenclatura nosolégica, la extension y limi-
tes del Nomenclator, el criterio a que se ha atenido para adoptar las denomi-
naciones tipicas, etc. En la segunda, figura la clasificacién etiolégica, por orden
alfabético, de las denominaciones tipo y los sinénimos correspondientes, agrupa-
dos igualmente por orden alfabético. En la tercera, expone una relacién de las
denominaciones tipicas y de sus sinénimos, por orden alfabético, asi como las
indicaciones para encontrarlas en la patrte anterior.

Consigna el autor, finalmente, una relacién bibliogréfica con ciento cuarenta
y nueve citas, que constituye la parte fundamental de la bibliografia consultada
durante la redaccién de su libro, dado que la exposicién de todos los trabajos
examinados hubiera ocupado un espacio excesivo.

Entre ofros comentarios sugestivos, destaca el referente a la confusién que,
o veces, origina la eponimia. Es un mal que padecemos tan agudizado como
el del empleo de palabras formadas por iniciales. Uno y otro recurso son exce-
lentes cuando se limitan a un ndmero de casos de escasa cuantia, pero pierden
su virtud nemotécnica cuando su aplicacién alcanza las proporciones que ahora
observamos.

Constituye un acierto més de la obra el concepto de «enfermedades simili-
transmisibles», de auténtica originalidad.

El libro del Profesor Ndjera, por consiguiente, no es una mera enumeracion
de procesos ogrupadoé y clasificados con acierto, precedida de-unas atinadas
consideraciones a guisa de antecedentes, no. La obra de Ndjera, como todo lo
que ha publicado este ilustre autor, representa, ademés de una iniciativa feliz,
la palmaria demostracién de una preparacion humanistica en cierto modo ver-
daderamente inusitada, y que conlleva numerosas sugestiones que se asimilan
con deleite; estando llamada a figurar en todas las bibliotecas de los sanitarios,
sin distincién de especialidades, ya que lo mismo puede interesar al epidemié-
logo que al clinico, porque actualmente no podemos circunscribirnos al cono-
cimiento estricto de las enfermedades infecto-contagiosas, ni vale ya el con-
cepto, otrora justificado, de la llamada patologia exdtica; sino que la epide-
miologia, en particular, y la patologia, en general, merced al vector ver-
tiginoso que viene a ser la navegacién aérea, se ha universalizado, ofreciendo
al patélogo problemas sanitarios que hace afios se crefan exclusivos de lejanas
latitudes. .

Todo lo expuesto justifica que nos felicitemos por la aparicién del libro del
Profesor Néjera.—F. Moreno de Vega.
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HANS VOGEL: Mikrobiologie im Reagenzglas.—1952. Verlag Hans Carl. Nirn-
berg. 164 pégs. :

En este librito, el Prof. Vogel ha deseado, indudablemente, poner al alcance
del publico ilustrado, los elementales conocimientos que, acerca. de la Micro-
biologia, son hoy aceptados.

Quien esté acostumbrado a las obras de mayor enjundia del Profesor
Vogel no busque en este libro nuevos conocimientos, si es que se trata de un
bacteriélogo al dia; ahora bien, para el biélogo en general, no es libro corrien-
te, sino perfecto resumen de conocimientos actuales en esta rama de la Cien-
cia, que cada dia estd més ligada a lo biologia y bioquimica. Aun para el
microbiélogo experto le serd Util la lectura de alguno de sus capitulos, pues.
ya nuestra rama del conocimiento es tan frondosa que la especializacién se
va imponiendo en tal forma que se olvidan o desconocen exiremos muy inte-
resantes.

En resumen: un libro indispensable para el bidlogo que quiera iniciarse en
microbiologia y un libro 0til para el microbiélogo atareado en problemas cen-
cretos que no le permiten ojeadas generales. |

La edicion, pulcrd, bien cuidada; Gnicamente la iconografia la hallamos ten
elemental que quizds nada se hubiera perdido en suprimirla, ya que los lec-
tores a quienec va destinado el libro deben tener suficiente conocimiento de
estos esquemas de elementalisima biologia, y si a esto no llegan, dificil sera

que puedan asimilar el texto, que es de mayor altura—A. Valls Conforto.

Directory of collections and list of specieskmaintained in New Zealand.—1951.
London: His Majesty’s Stationery Office.

En el marco de la «British Commonwealth Collections of Micro-organisms»,
recoge el folleto de que nos ocupamos la lista alfabética de las colecciones (11)
de microorganismos de Nueva Zelanda y una lista de especies, con dos seccio-
nes: Bacterias y-Hongos. La mayor cantidad de especies (alrededor de las 80)
corresponde al género Salmonella. Otros géneros con representacion
nutrida, aunque bastante inferior a la del género citado, son los Clostri-
dium, Fomes, Penicillium, Polyporus y Poria.

Esta compilacién, efectuada por el Comité neozelandés de especialistas, re-
presenta un aporte de evidente utilidad para todos los cultivadores de la Micro-
biologia.
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INDICE DE ARTICULOS DE REVISTAS

Bajo este epigrafe se efectia la publicacién sistemdtica, por orden cronolé-
gico, de los titulos de los trabajos que han aparecido en los Gltimos afios en las
principales revistas microbiolégicas. En este nimero se recogen los titulos corres-
pondientes a los tomos 78 'y 79 (1950) de Annales de I'Institut Pasteur (Biblioteca
del Instituto de Edafologia y Fisiologia Vegetal.—I. E.).

Mediante convenio con el Servicio de Microfilm del Consejo Superior de In-
vestigaciones Cientificas, MICROBIOLOGIA ESPANOLA puede facilitar a !cs
suscriptores reproducciones de los articulos que deseen, para lo cual baos- -
tard escribir a la Redaccién de la Revista, Serrano, 113, Madrid, precisando
el nimero en negrita que encabeza el articulo cuya copia se solicita.

Los precios y condiciones se detallan al final de esta Seccién.
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pondants aux molécules organiques de faible poids moléculaire. Annales
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cherichia coli. Annales de lInstitut Pasteur. 78: 65-77. |. E.
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2.859 |

SARTORY (A.), MEYER (Jacques) et CAGNANT (Paul).—1950. Contribution a
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titut Pasteur. 78: 93-96. I. E.
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Annales de l'Institut Pasteur. 78: 97-104. I. E.
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PREVOT (A. R.) et MALGRAS (J.).—1950. Recherches sur I'hemolysine de CI.
sordellii. Annales de IInstitut Pasteur. 78: 133-135. I. E.
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~ LIMASSET (P.), CORNUET (P.) et GENDRON (Y.).—1950. Comparaison entre
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MOREL (A.), JOSSERAND (A.), VIALLIER (J.) et KALB (J. C.).—1950. Effet sur
Iaccroissement d’une tumeur expérimentale du rat blanc (souche T8 de gué-
rin) de l'administration par voie buccale d’un complexe ferrico-sodique de

I‘acide tartrique. Annales de I'Institut Pasteur. 78: 128-139. i. E.
2.866 .

BOYER (F.), TROESLER (J.), RIST (N.) et TABONE.—1950. Recherches sur le
mode d’activité des sulfones. I.—Etude analytique. Annales de l'Institut Pas-
teur. 78: 140-143. I."E.
2.867

EDLINGER (Ewald) et FAGUET (Michel).—1950. Antibiotiques et lyse bactério-
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Annales de Vlnstitut Pasteur. 78: 144-146. . l. E
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