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C.S. 1. C
INSTITUTO DE LA GRASA Y SUS DERIVADOS

LA POBLACION 'MIICROBIANA DE LAS SALMUERAS
DE ACEITUNAS. .

por
Antonio Izquierdo Tamayo.

En trabajos anteriores (1 y 2) nos hemos ocupado del proceso micro-
kiolégico en la fermenfucién de las aceitunas verdes, aderezadas al sstilo
sevillano. Haciamos en dicho estudio diferentes considéraciones sobre las
fases de la fermentacién, asi como sobre las especies de microorganismos
causantes de la misma y de sus posibles alteraciones. El presente trabajo
tiende a completar aquél en cuanto a los datos cuantitativos de la pobla-
cién microbiana y a reforzar sus conclusiones en cuanto a la naturaleza o
clasificacién de las bacterias encontradas en la salmuera.

Para realizar las cbservaciones que constituyen el tema de esta nota
hemos utilizado salmueras de aceitunas del almacén de los sefiores Bru-
guier y Trujillo, tomadas diariomente de dos bocoyes marcados: uno de
aceitunas gordales y ofro de manzanillas. Con obijeto de comprobar las
diferencias que pudiese haber se hizo posteriormente lo mismo con dos
kocoyes del final de la campaiia; practicamente podemos decir que con
dos de los 0ltimos bocoyes que se llenaron. Al momento de recoger las
muestras eran hechas las determinaciones de acidez y pH por el labora-
torio de quimica y pasaban las muestras al de microbiologia, donde se
realizaban las diluciones convenientes por los procedimientos al uso y se
sembraban en placas con agar-infusién de levadura. glucosada a pH 5
para el recuento y aislamiento de colonios de Lactobacillus y
levaduras; paralelamente se sembraban (¥) diluciones en medio de Levine

(*) Una vez mas queremos destacar aqui la laber de nuestra laborante sefio-
rita Ana Maria Navas Riao, sobre la que ha recaido la parte mds ingrata de las
siembras y recuentos.
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para el aislamiento de organismos Gram-negativos. Los recuentos y célcu-
los consiguientes se realizaron como es costumbre en estas observaciones.
Los datos de todos los recuentos se ofrecen en los cuadros adjuntos.
Igualmente se han confeccionado las gréficas con el logaritmo del
nimero de bacterias vivas, segln es costumbre, las que también ofrecemos
para mayor claridad en la comprensién de’la evolucidn de las salmueras.
También nos ha parecide 6til incluir una gréfica de las variaciones de
aocidez y otra de los cambios de pH, para que se observe su correlacién
<on el auge o decrecimiento de las poblaciones microbianas. '

CUADRO I

Salmuera de aceitunas gordales. (Principio de campafa.)

P 124
|

Acidez Microorganismos por c. c. Especies predo-
Dias o pH minantes
Grs. por 100 Gram-nega- Gram-positivos
tivos
0 _ 7,72 . . A-ellr::obau:terdy1 ?.
1 0,08 595 |  145.625 - D e il
2 0,10 56 128,250 158,000.000
3 0,16 525  460.000 3.766,500.000 .
5 0.27 495 | 60,000 48,000.000 |Lactobacillus con
6 0,32 475 5.600 2.169,000.000 ‘
8 0,45 45 90 998.000.000
9 0,51 4,45 — 9.065,000.000
10 | 0,52 4.4 — 1.999.000.000
11 0,54 4.4 — 104,000.000
12 0,55 44 - 3.456,000.000
17 0,68 43 — 4.320.000.000
23 0,79 42 — 2.088.000.000 .
27 0,88 415 — 1.728.000.000 | Lactobacillus
30 0,83 4,15 — 2.412,000.000 plantarum y
39 0,84 41 — 3.456,000.000 levaduras
46 0,88 41 — 2.106,000.000
53 0,87 4,1 — 1.094,000.000
70 0,86 41 — 588.000.000
85 0,86 4,1 ~ 580,000.000
0,79 3,95 — 2..000.000
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CUADRO 1I

Salmuera de aceitunas manzanilla. (Principio de campafa.)

o Acidez . Microorganismos por c."c. Especies predo-
ias — P : minantes
Grs. por 100 Grag:; ;x:ga— Gram-positivos
0 . 8.95 _ . Lactobacillus y
1 0.00 8,25 1.600 . esporégenos del
’ i . géneros Bacillus
<2 0,06 5,3 13.000 2,320.000 Lactobacill '
3 0,09 55 16.000 22.500.000 “‘CA’ a‘ij ‘;5 con
5 0,14 5,2 6.000 316,800.000 erobacter
6 0,16 5,15 — 758,000.000
8 0,27 4,82 — 1.181,900.000
9 0,27 4.8 — 4.518,000.000
10 0,31 4.8 - 1.538,000.000
11 0,35 W7 — 381,200.000
12 0,40 4,65 -- 22.140,000.000 :
I S A
27 0,71 42 — 1.224,000.000 | PR ©
30 0,72 4.2 - — . 4.968 000.000
39 0,81 41 — 3.726,000.000
46 0,89 4.1 — ) 4.596,000.000
53 | 0,84 4,1 — 72,000.000
70 086~ | 4,05 — 1.584,000.000
85 08 | 4 — " 5'000.000
124 0.83 ' 39 — 9,500.000
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CUADRO III

Salmuera de aceitunas gordales. (Final de campafa.)
(Entradas en salmuera el 7 de octubre de 1952.)

Microorganismos por c. c.

i Apidez ‘Especies
Dias — pH G predominantes
Grs. por 100 Tam-negd | G ram-positivos
‘ tivos
3 011 555 | 9,000.000 306,000,000 | Lactobacillus
4 0,16 ) 8,000 8.100,000.000 A C‘}’)“
T ‘ erobacter
8 0,45 4,6 —_ 2.430,000.000 '
9 0,39 - 4,65 — 1.440,000.000
13 0,54 4,45 - 15.480,000.000
15 0,60 4.4 — 2.520,000.000 .
20 0,64 435 — 6.912,000.000 |  Lactobacillus
22 0,67 4,35 — 4.110,000.000 P con
27 0,64 438 — 1.383000.000 Lova
29 0,65 4,25 — 2.196,000.000
41 0,81 4,2 — 1.390,000.000 )
52 0,80 4,2 — 195,000.000
105 0,77 4.05 - 4.000.000
CUADRO 1V
Salmueras de aceitunas manzanilla. (Fiﬁal de campafia.)
(Entradas en salmuera el 7 de octubre de 1952.)
. Microorganismos por c. c.
<, Acidez 5 P Especies
Dias - pH ) predominantes
Grs. por 100 Gram-nega- Gram-positivos
tivos
3 0,10 545 | 49,000 149 000.000 |  Lactobacillus
4 0,15 5,2 49,000 793,000.000 Aergﬁﬁcter
8 0,37 1,75 — - 1.494,000.000 '
9 0,40 4,7 — - 122,400.000
13 0,51 4,45 — - 15.120,000.000
15 0,53 4.4 — 18,000.000
20 0,55 4,35 — 9.273,000.000 | [.actobacill
22 0,63 435 — 1926000000 { iatetim
27 0,6 49 — 1.476,000.000 con
29 0,62 43 — 491,000.000 | levaduras
41 0,88 4,1 — 1.636,000.000
52 0,88 41 — 80,000.000
74 0,78 A,15 - 1,000.000
105 0,73 4 — 22 500.000

T

|
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EVOLUCION DE LA POBLACION MICROBIANA DE DOS SALMUERAS DE PRINCIPIO DE CAMPARA
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EVOLUCION DE LA POBLACION MICROBIANA DE DOS SALMUERAS DE FINAL DECAMPANA
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CAMBIOS DEL pH EN DOS SALMUERAS

SALMUERA G-1.Gordales (Principio de campaﬁa)
SALMUERA M-{ Manzanillas (Principio de canpafia) ====
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MARCHA DE LA ACIDEZ EN DOS SALMUERAS
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CONSECUENCIAS Y- DEDUCCIONES -

El examen detenido, tanto de los cuadros como de las graficas, nos
lleva a hacer algunas consideraciones acerca de la evolucién que experi-
menta la poblacién microbiana de las salmueras.

Primeramente puede verse que no existen diferencias de importancia
entre las salmueras de principio y fin de campada.

Las bacterias Gram-negativas comienzan a desarrollarse en los prime-
ros dias rapidamente, alcanzando su méximo hacia el tercer dia, para
decrecer hacia el sexto dia en las manzanillas, y hacia el noveno en
las gordales; el nimero de las mismas es constantemente mds alto en las
gordales que en las manzanillas. En las salmueras de fin de campafia se
observa lo mismo, si bien parece que los ndmeros tienen tendencia a ser
més altos'y en las manzanillas persiste hacia el cuarto dia, para descen-
der bruscamente. La desaparicién de estas bacterias coincide, en general,
con pH alrededor de 4,5.

Paralelamente se van desarrollando y multiplicando los Lacto-
kacillus conforme las condiciones del medio le van siendo éptimas.
En las salmueras tiene lugar un répido descenso inicial del pH, debido a
la salida' de 4cidos orgdnicos de las aceitunas, formados en su mayoria
aurante el cocido y los lavados; este descenso hace posible la multiplica-
cién de los bacilos lécticos. Experiencias realizadas por nosotros y ain no
completados nos han permitido observar que, en medios con el 7 por 100
de CINa y pH neutro, los lactobacilos son incapaces de desarrollarse,
haciéndolo inmediatamente en cuanto se baja el pH a 5; esto es precisa-
mente lo que ocurre en las salmueras de aceitunas. Asi, pues, al segundo
cia de iniciado el proceso aparecen los Lactobacillus en nimeros
ya relativamente altos, coexistiendo con los Gram-negativos; en dias suce-
sivos los bacilos lécticos van en aumento, en tanto que los otros disminu-
yen hasta desaparecer; quedan, pues, al final como casi Unicos poblado-
res de la salmuera los Lactobacillus. La aparicién de -colonias de
estos en las placas al sembrar salmueras de dos dias hace suponer que en
€l perfodo anterior han sufrido una fase de multiplicacion répida tras un
periodo, de ‘latencia; no se han realizado aln investigaciones sobre estos
estadios iniciales de la salmuera. Respecto a la evolucién de la poblacién
de lactobacilos en las salmueras, los recuentos nos permiten observar que
sufre oscilaciones con altibajos, pero con una'fend'e@cia marcada a aumen-

9



12 ANTONIO 1ZQUIERDO TAMAYO

tar hasta los doce-trece dias, para estabilizarse después o descender muy
lentamente. Dichas oscilaciones pueden obedecer.a variaciones en el ma-
terial fermentativo de que dispongan, sin excluir la posibilidad de que
las muestras se hayan tomado de distintas zonas del bocoy; pero no deja
de tener alguna significacién que los ndmeros méximos se alcancen hacia
el mismo tiempo en todas las salmueras estudiadas. En las de principio de
campafia los nimeros comienzan siendo mayores en las gordales, para
descender después e igualarse con las manzanillas, siendo al doceavo
dia mds alte el nimero alcanzado en las salmueras de manzanillas. Pare-
cida marcha siguen las de final de campafia, si bien parecen menores en
éstas las oscilaciones de la poblacién en las gordales.

Se han hecho determinaciones y recuentos en salmueras de ocho
meses, encontrandose cifras de 51.000.000 en las gordales y de 84.000.000
en las manzanillos; asi, pues, se ve que el nimero de bacterias' lacticas
vivas de la salmuera se mantiene durante mucho tiempo relativamente
estabilizado, si bien mds bojo que durante los dias de mdxima, que son
los doce-trece primeros, con - altibajos debidos también, muy probable-
mente, a oscilaciones de la temperatura del ambiente. Asi, pues, no con-
viene olvidar ;que las cifras Oltimas de los' cuadros (ciento cinco-ciento
veinticuatro dias) corresponden a salmueras en el mes de enero, en tanto
que las cifras consignadas més arriba para salmueras de ocho meses se
han obtenido en el mes de junio.

Andlogamente al estudio realizado anteriormente (1) se han aislado
colonias y se han clasificado numerosas cepas, llegdndose a reforzar los
resultados de nuestro trabajo anterior: .

1. Los bacterios Gram-negativas aisladas corresponden al género
Aerobacter, siendo la mds abundante A. cloacae y mucho
menos A. aerbégenes.

2. Lla especie causante de la fermentacién, aislada reiteradamente,
ha sido Lactobacillus plantarum. ‘

3. Siguen sin encontrarse Lactobacillus heterofermentativos;
de unas salmueras procedentes de Alcald de Guadaira se han aislado, en
cambio, varias cepas de Leuconostoc mesenteroides.

4. En las primeras fases, asi como en diversas salmueras deteriora-
das, se aislan también especies esporégenas del género Bacillus, que
requerirdn un detenido estudio ulterior.

5 Conlos Lact 8 bacillus coexisten diversas levaduras, de las

10
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que se han aislado cuatro o cinco tipos diferentes. Su nimero en salmueras
de ocho meses se ha evaluado en 10.500.000 por c. c. para las gordales
y 3.500.000 por c. c. para las manzanillas.

Respecto a los periodos o estadios del proceso fermentativo, en los
cuadros | y Il quedan delimitados los tres que hemos llamado primario,
intermediario y final, déndose su caracteristica en la casilla de especies
predominantes. Se refuerza también nuestra conclusién del trabajo ante-
rior respecto a la mayor rapidez de la fermentacién con relacién a los
estudios efectuados en California.

" RESUMEN

-Se hace un estudio cuantitativo, por el método de recuento en placas,
de las poblaciones microbianas que se desarrollan en las salmueras de
aceitunas. Los bacilos Gram-negativos alcanzan un mdaximo de 400.000
por c. c. a los tres dias, decreciendo répidamente hasta desaparecer. Los
Lactobacilos se desarrollan al principio lentamente, para alcanzar no-
meros elevadisimos a los doce-quince dias, decreciendo después y estabi-
lizdndose su ndmero en unos 51-84 millones por c: c. Se hacen considera-
ciones sobre la naturaleza de los microorganismos y sobre los diferentes
periodos del proceéo fermentativo, ofreciéndose cuadros con los nimeros
de las poblaciones microbianas y graficas demostrativas de su evolucién..
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INSTITUTO ”JAIME FERRAN”, DE MICROBIOLOGIA
SECCION DE VIRUS

OBTENCION DE ANTIGENOS Y SUEROS HIPERINMU-

'NES DE LAS ENCEFALITIS DE SAN LUIS, JAPONESA B,

EQUINAS ESTE Y OESTE Y ENSAYOS DE FIJACION
DE COMPLEMENTO CON LOS MISMOS. | (¥)

por
A. P. Garcia Gancedo

ESTUDIO PRELIMINAR

A poffir del afio 1930 se han ido descubriendo tan crecido numerc de
infecciones humanas y animales producidas por virus neurotropos, que
han inducido a los investigadores a buscar los precedimientos mds féciles,
rapidos y seguros, para establecer el posible diagnéstico etiolégico de
estas infecciones. Leake ha sugerido, que este importante grupo de enfer-
medades sea diagnosticado como «encefalitis infecciosa» hasta que el
virus responsable haya sido identificado en el curso de estudios experi-
mentales en laboratorios especializados. ’

El llegar a establecer un diagnéstico diferencial entre las diversas
encefalitis producidas por’ virus, tanto desde el punto de vista sintoma-
tolégico (clinico), como por las aportaciones suministradas por Jos labo-
ratorics corrientes, es virtualmente imposible dada la muy limitada reaccién
del tejido del sistema nervioso central a los procesos inflamatorios. Sin
embargo, es indudable que existen ciertas diferencias respecto a localiza-
cibn de las lesiones, extensién del proceso y ritmo de progresién, que
pueden servir para distinguir ciertas infecciones producidas por un deter-

\

" (*) Trabajo realizado hajo la direccién del Dr. E. Gallardo, Jefe de la’ Seccién
de Virus. ' .
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‘minado virus de las originadas por ofros. La poliomielitis, por ejemplo,
suele afectar generalmente las astas anteriores de la medula, y con menos
frecuencia los *nicleos del cerebro o de |a corteza, como se observa en
.en cierta proporcién en los casos paraliticos; el virus de la rabia tiene
poca afinidad por las células de las meninges periféricas y se encuentra
rara vez en el liquido cefalorraquideo; la encefalitis de tipo Ruso, ade-
:mas de provocar manifestaciones de suma gravedad, determina frecuente-
mente una pardlisis flaccida del cinturén escapular. Los informes de labo-
“ratorio demuestran, que en todas estas afecciones el nimero total de cé-
lulas en el liquido cefalorraquidec suele ser generalmente de 25 a 500,
y en ciertos. casos, normal o de més de 2.000. En los primeros dias de la
-enfermedad predominan las células polimorfonucleares, que son reempla-
zadas mds adelante por un gran nimero de linfocitos, cbservandose tom-
bién frecuentemente monocitos en la proporcién del 5§ al 20 por 100.
Algunos investigadores (Adamson y Dubo), establecen un diagnéstico even-
“tual entre la poliomielitis y las encefalitis equinas, por la presencia de los
monocitos. Sin embargo, Hammon afirma que estas células pueden pre-
sentarse también en los porcentajes sefialados tanto ‘en’ la poliomielitis
.como en la meningitis tuberculosa. La presién del liquido puede ser nermal
o elevada, la glucosa y los cloruros, generalmente normales, y las globuli-
nas normales o ligeramente elevadas.

El estudio histopatolégico en los casos mortales puede resolver el diag-
ndstico diferencial en la rabia, por el hallazgo de los cuerpos de Negri,
y en la poliomielitis, por el tipo y distribucién de las lesiones; mas no
-aclara el diagnéstico en los de encefalitis tipe San Luis y equina Oeste,
pues en ambas se observan lesiones diseminadas en los nicleos cerebra-
les, sin participacién alguna de la medula. '

Se cuenta también con datos anamnésicos y epidemiolégicos de gran
valor; una mordedura por un perro en los casos de rabia, una parctiditis
epidémica, sarampién, varicela, etc., en las encefalitis postinfecciosas, o
una vacunacién antivariélica en la encefalitis postvacunal. Si la enfer-
medad se presenta durante el verano, se determinard si el enfermo visitd
o vivié en algdn foco conocido de encefalitis humana o equina, y si fué
picado por mosquitos o garrapatas; en los casos que aparezcan durante
el invierno, se determinard si el domicilio del enfermo estd infectado de-
ratones, ya que, como es sabido, la coriomeningitis leucocitaria se re-
.gistra pocas veces en verano y suele darse en personas que habitan

2
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viviendas en las que existen gran nimero de rafones. Vemos pues, que
un interrogatorio minucioso, enfocado desde el punto de vista epidemio-
légico, puede dar cierta informacién respecto al probable agente etiolé-
gico, a veces mds completa que un examen clinico detenldo.

Pruebas en laboratorios especializados.

Las Unicas practicas y especificas' que pueden hacerse en el vivo son
las serolégicas de neutralizacién y las de fijacién de complemento. Para
ambas se precisan dos muestras estériles [de suero, tomada una durante
los siete primeros dias de enfermedad y lo ofra diez dias o tres sema-
nas después de la primera. De registrarse reacciones negativas con los
sueros de la segunda toma, ello significa que !c enfermedad en cuestién
no ha sido causada probablemente por el virus con el cual se verifico la
reaccién serolégica. En las epidemias en que se den casos de pacientes
o grupos de los mismos cuyas sangres no protejan contra los virus cono-
cidos, habrd que pensar en otros agentes etiolégicos ne aislados o bien
en casos de poliomielitis, enfermedad que como es sabido no puede ser
diagnosticada djrectamente por métodos serolégicos.

Las sangres deben ser extraidas con las mds rigurosas precauciones
asépticas y todo el material utilizado, agujas, jeringas, tubos y fapones,
esterilizado en la autoclave o en seco. Para las pruebas de neutraliza-
cién es preferible ‘la sangre total sin- anticoagulantes ni medios conserva-
dores, pero de tenerse que hacer la remisién a distancia, se utilizard el
suero adicionado de borato fenicado de mercurio hasta una concenira-
cién de 1/50.000, dosis que no perjudica a las experiencias de neutrali-
zacién ni a las de fijacién de complemento.

Una determinacién completa de neutralizaciéon, requiere de diez a quin-
ce dias y muchos mds cuando se realizan titulaciones comparativas.

La reaccidn de fijaciéon de complemento es indiscutiblemente la de mds
facil y rdpida realizacién, pero seguird limitada su aplicacién a la clinica,
-en tanto no pueda efectuarse en laboratorios de tipo general. En la ac-
tualidad, la preparacién de antigenos y antisueros positives para enscyos
de control es demasiado especializada  para ser llevada a cobo en los
laboratorios corrientes.

La mayoria de los procesos encefdlicos producidos por virus se dan en
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onimales vertebrados salvajes y domésticos, siendo en las aves donde
reside el principal reservorio de virus, de donde por intermedio de arfré-
podos hematéfages (mosquitos, garrapatas, piojos, efc.) son transmitidos
a nuevos animales o al hombre, cerrdndose asi la cadena epidemiolé-
gica. Dentro de este importante grupo estén incluidos los virus de las
encefalitis de San Luis, Joponesa B, Rusa y los de las equinas Este, Oeste,
Venezolana y California; y como probables ‘pertenecientes al mismo,
los del Nilo Occidental, Forestal de Semliki y -Fiebre Bwamba. Otros mu-
chos virus con afinidades neurotropas se han ido aislando en los Ultimos
afios. En 1944, Roca-Garcia aisla de mosquitos capturados en América del
Sur, los denominados Anopheles H, Anopheles B y
Wyeomya, cuyas posibles relaciones con infecciones del hombre son
hasta ahora desconocidas. En 1946, Smithburn, Haddow y Mahoffy, me-
diante la inoculacién de un triturado filtrado de Aedes infectados, en
Macacus Rhesus, aisla el llamado Bunyamvera Virus,
adapténdolo al ratén. Por este virus no se han podido comprobar enfer-
meddde_s aparentes en el hombre ni en animales inferiores en condiciones
naturales, pero gs indudable que se producen infecciones inaparentes en
el hombre, que se revelan por el hecho de haberse encontrado en los
sueros de residentes de-Uganda anticuerpos neutralizantes.

De los dieciocho virus aislados por el persenal de la Divisién Interna-
cional de la Salud en artrépodos de las selvas de Africa Oriental y Occi-
dental, Brasil y Colombia, la gran mayoria siguen en estudio en los labo-
ratorios de la Fundacién Rockefeller de Nueva York, y considerados hoy
como «agentes desconocidos de enfermedades desconocidas.

Son igualmente neurotropos el llamado virus B, transmitido al hom-
bre por mordedura de monos, el de la coriomeningitis linfocitaria, de posi-
ble transmisién por el polvo impregnado por excretas de roedores (ratén
doméstico), los de la meningoencefalitis hemorrdgica focal y Seudocorio-
meningitis de ferma de transmision desconocida, y el de la Encefalomieli-
tis ovina (Louping-ill), enfermedad de las ovejas, de la que se han dado
casos humanos accidentales en investigadores que trabajaban con este
-virus. Casals en 1944 dié a conocer las estrechas relaciones serolégicas
entre el Louping-ill y la encefalitis Rusa, y un afio después, Silber y Shu-
blodze comunicaron la presencia del Louping-ill en la Rusia Blanca, no
sélo en las ovejas, sino también en el hombre. Ello representa una obser-
vacién extrafia, pues en Escocia no se ha abservado ningln caso humano,

4
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a pesar de tratarse de una enfermedad enzodtica y epizodtica en dicho
pais desde hace muchos afios. 4 '

MATERIAL, VIRUS Y ANIMALES UTILIZADOS

Los cerebros de los ratones infectados experimentalmente, constituyen
hasta ahora el material basico para la elaboracién de los antigenos, y
ellos fueron desde luego los utilizados por nosotros.

Se partié de los siguientes virus: San Luis, estirpe Webster, aislada por
el Dr. L. T. Webster de un cerebro humano; Japonés B, estirpe conocida
como Nakayama; equino Este, estirpe aislada en la epidemia de Nueva
Jersey en el afo 1933 de un caso fatal humano, y equino Oeste, estirpe
aislada por el Dr. B. Howitt de un cerebro de caballo en California. Estas
cuatro estirpes proceden de la Universidad de California, laboratorios de
la Fundacién Hooper, donde le fueron amablemente cedidos al Dr. E. Ga-
llardo en 1948.

" Animales.—Para la preparaciéon de antigenos utilizamos ratones blan-
cos de cuatro a cinco semanas; para la obtencién de sueros hiperinmunes,
cobayos machos, y para una prueba previa de receptividad comparada de
virus: ratones, cobayos, conejos y embriones de pollo. (Véase cuadro.)

METODOS

Técnica de la inoculacién intracerebral en el ratén.

Es indispensable para inyectar intracerebralmente al ratén, mantener
a éste en completa inmovilidad durante la operacién. Para ello previa-
mente se anestesia ligeramente al animal con éter. Para hacer la inocu-
lacién se le sujeta con la mano izquierda de la siguiente forma: con el
pulgar y el indice se le coge por la piel detrds de las orejas, pasando el
cuerpo por el hueco de la mano y sujetando el rabo con el dedo meiii-
que. Se desinfecta con alcohol la parte superior de la cabeza y se atra-
viesa verticalmente con la aguja la piel y el hueso, hasta llegar a la
masa encefélica. Entonces se inyecta el liquido lentamente.



SUSCEPTIBILIDAD COMPARADA DE ALGUNOS ANIMALES DE LABORATORIO

ANTE LAS ESTIRPLES UTILIZADAS

O h++++

* Animales Ratones de 4 a . Cobayas de 250 Conejos de
5 semanas a 300 gs. 1.400-1.800 gs.” Embriones de
pollode 8a 10
] . dias
Virus Intrac. | Intrap. Intrap. [ntrac. Intrac. { Intrap. .
I [ I R
San Luis ... ... SSINNEETS NS N +- - o -
Japonés B ... ... [l o o o + 0 C e 10 4o
Equino Este .../ + ‘F + -+ |+ + | 4 4 4+ 4+ 4 4 4 4 4 + | NN
Equino Oeste - + o+ ok F it oY R PR DR SR ) VS A4 RN
+ 4+ 4+ = Mueren todos.
+ + = 715 %
+ = ” 50 %
= ” 259
= ” alguno.

No mueren.
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Cualquier movimiento ‘en el momento de la inyeccion causa la muerte
e
del animal.

Técnica de la inoculacién intracerebral en el cobayo.

Es necesario, como en el caso anterior, mantener el animal inmévil.
Para ello se le sujeta por las patas a una bandeja y se le anestesia lige-
ramente. Después se depila la parte superior de la cabeza arrancando el
pelo con los dedos, desinfectando a renglén seguido la zona depilada.
Entonces con un trépano se abre un orificio e inmediatamente se clava la
aguja vertical en el cerebro, inyectando el liquido con lentitud.

Técnica de la inoculacidn intraperitoneal en él cobayo.

En términos generales es aconsejable utilizar animales machos de peso
medio (300 a 400 grs.), a los que es conveniente tomar la temperatura
_rectal durante cuatro o seis dias, con objeto de excluir una posible infec-
<ién secundaria de.los animales que sea causa de error en el trabajo em-
prendido.

Sujeto el cobayo por un a‘yudcmfe, se introduce la agujd en un tra-
'yecto subcutdneo de 1 6 2 cm. aproximadamente, y luego se atraviesan
perpendicularmente los misculos de la pared abdominal, introduciendo la
aguja otro centimetro en dicha direccién, sin el menor temor a perforar
el intestino, inyectando seguidamente el contenido de la jeringa.’

El lugar de la inoculacién estard depilado en una extension aproxi-
mada de 4 a 6 cm., bastando para esto, arrancar con los dedos los pelos
en la zona de piel correspondiente.

La inyeccién debe ir precedida y seguida de frotamiento con tintura
de yodo y alcohol en la zona de puncién.

Temperatura y curva febril.

Después de inoculados los cobayos, deben ser sometidos al control ter-
‘mométrico. A este propdsito es necesario hacer las siguientes considera-
<ciones:

En primer lugar, la temperatura del cobayo varia notablemente segun
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sea la del ambiente. Es preciso que estos animales estén en una habita-
cién cuya temperatura se mantenga entre 20 y 23 grados C. aproximada-
mente. Temperatura ambiente inferior a este limite, provoca hipotermia en
el cobayo, lo que significa dificultades en la interpretacion de la curva
térmica del mismo. Otro dato a tener en cuenta es, que la temperatura
del cobayo cambia a lo largo del transcurso del dia, razén por la que
debe ser tomada siempre a la misma hora. .

La temperatura normal del cobayo, en las condiciones ambientales ex-
puestas, oscila entre 37,5 y 39,5 grades C. Cuando la temperatura am-
biente es mds alta o mds baja que los valores ambientales expresados, se
deja influenciar la temperatura del animal en los sentidos respectivos. Va-
riaciones grandes de temperatura, como las que acontecen en laborato-
rios sin calefaccién, acentlan las variaciones térmicas horarias.

Se considera como fiebre en el cobayo toda temperatura que se eleva
por. encima de 40 grados C. Este criterio se sigue en las escuelas de
Zinsser y ofros, en América del Norte, y también por la ‘de Nicolle. En
los laboratorios alemanes se toma como limite febril minimo, la tempera--
tura de 39,5 grados C. '

El control térmico del cobayo requiere cierta prdctica, pues es frecuen-
te la perforacién del intestino por maniobras mal conducidas. Es preciso
sujetar el cobayo - con la mano y el antebraze izquierdo, apretdndolo lige-
ramente contra el lado izquierdo del térax del que mide la temperatura.
Con la mano derecha se introduce el termémetro en dos tiempos: Primero,.
para atravesar el ano, y segundo, para penetrar en el recto unos 5 a 6 cm.

El termémetro que se utiliza para este animal es, sencillamente, el cli-
nico ordinario, convenientemente desinfectado por antisépticos (lisol, zo-
tal), lavado posterior en alcohol y, por Gltimo, vaselina o glicerina estéril
como lubrificante.

La fiebre producida en el cobayo por una infeccién, varia segin el
virus utilizado.

Cuando se inyectan por via intraperitoneal 4 6 5 c. c. de sangre en.el
cobayo, no suele provocarse, en general, elevacion febril precoz por ab-
sorcién de proteinas. La fiebre se inicia, segin el virus, del cuarto al oc-
tavo dia y tiene cardcter continuo. Rara vez remite uno o dos dias, siendo
cus caracterfsticas mds acusadas la continuidad. Curvas febriles irregula-
res denotan casi siempre, o mala técnica en la tema de la temperatura,
o infecciones de los animales, extrafias en absoluto al virus inoculade.
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Obtenida en uno o varios cobayos inoculados la curva febril tipica o
sospechosa del virus inoculado, los animales correspondientes a este lote
deben ser separados en dos grupos. Los de uno serén sacrificados con la
doble finalidad de realizar una autopsia general y recoger los érganos
que nos interesen (cerebro, bazo, testiculos, pulmones, etc.). El segundo
grupo de animales, en el que se incluirdn también los que no hayan teni-
do fiebre, servird para las pryebas de inmunidad.

Autopsia.

Para estudiar las lesiones anatomopatolégicas, asi como para recoger
el material que interesa para comprobar si la enfermedad es transmisible
al -cobayo- por- pases sucesivos, es preciso el sacrificio del animal y la
autopsia del mismo. Para sacrificarle se coloca debajo de un cristalizador
G campana, en la que se asfixiard por la introduccién de gas de alum-
brado. Muerto el animal, se sumerge en una solucién de zotal o lisol al
5 por 100, con el fin de destruir los gérmenes y pardsitos de los pelos y
piel; esto es imprescindible para efectuar la autopsia asépticamente.

La técnica mds empleada es como sigue: El cobayo se fija sobre una
plancha de corcho mediante unos alfileres de cabeza redonda, con los
que se atravesardn las plantas de sus patas. La plancha de corcho debe
estar cubierta por un pafio mojado en un antiséptico (zotal, lisol). Una
vez asi dispuesto el animal, se procede a cortar la piel del abdomen y
térax, comenzando en las regiones inguinales. A continuacién se despega-
ré la piel cortada, de los planos subyacentes, mediante un. estiramiento
de la misma en direccién a la cabeza.

Separada la piel, se procederd a la apertura de las cavidades abdo-
minal y tordcica. El abdomen se abrird de la siguiente forma: Con pinzas
y tijeras se hace un ojal en la parte central del mismo, que se continuaré
hasta el apéndice xifoides. La presencia o ausencia de exudados podrd
asi observarse vy, si es preciso, hacer recogida de los mismos para su es-
tudio. Después se continuard la incisién hasta el pubis. Finalmente, ofro
corte crucial y medio, permitiré el levantamienfo de los colgajos y aper-
tura completa del abdomen. ‘ '

El térax se pondrd al descubierto levantando todo el peto externo-
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costal mediante dcs cortes laterales con tijeras y corte de las inserciones
anteriores del diafragma.

A continuacién se procede a la apertura del craneo para la extrac-
cién de la masa encefélica. Para ello se ‘cambia de posicién al animal,
colocéndole en dectbito prono y fijéndole como anteriormente. La inmo-
vilidad de la cabeza nos la dard un alfiler clavado en el labio superior.
Le craneotomia se haré en la siguiente forma: La piel se incide desde la
parte central de la rafz del cuello hasta el arranque de las extremidades
anteriores. Luego se hard un corte sagital hasta el hocico. Fnalmente, se
procederd al despegamiento de los dos colgajos resultantes, con pinzas y
tijeras, llegando lo més posible hasta los conductos auditivos y ojos.
Queda asi al descubierto toda la calota ésea, la cual antes de abrirse
debe ser flameada ligeramente con mechero de gas o con algo de alco-
hol, para destruir los’ gérmenes accidentalmente llevados a la regién du-
rante la separacién de la piel.

Para efectuar la apertura de la cavidad craneal, se fija ésta mediante
forcéps o pinzas con dientes de ratén adaptables a las érbitas, con la
mano izquierda, y con la derecha se corta la béveda valiéndose de una
cizalla o de tijera curva resistente, formando un dngulo que teniendo como
vértice el occipucio, llegue a ambos agujeros auditivos. Dos certés latera-
les complementarios hechos con el mismo instrumento terminan por abrir
la totalidad de la calota, dejondo al descubierto la masa encefdlica.
La extraccién del cerebro y cerebelo se realiza con las ramas de
unas tijeras curvas cerradas o con una cucharilla, ayudéndose con
pinzas. ‘

Las técnicas descritas pueden ser aplicadas a la mayoria de los ani-
males de laboratorio, con tan sélo la variacién del instrumental, més o

menos resistente, segin el animal.

Pases en ratén.

Se realizan preparando suspensiones del virus en la concentracién ade-
cuada para cada cepa, como mds adelante se indica en la parte expe-
rimental. Se inocula asépticamente, previa anestesia con éter, por via in-
tracerebral, con 0,03 c. c. de suspensién por ratén. Cuande éstos presen-

10
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tan pardlisis se sacrifican sangrando a muerte, realizdndose la extraccién
de los cerebros asépticamente.

Cada cerebro se coloca en un frasco de boca ancha estéril, de tapoén
esmerilado provisto de algunas perlas de vidrio, las cuales al agitarse dis-
gregan el cerebro. Se agrega después caldo comin en cantidad suficien-

Inoculado con encefalitis de San Luis para obtener suero hiperinmune. Cobayo 3.°
: Pauta 3.2 :

te para que quede al 10 por 100. Se hacen siembras de esta emulsién en
tubos de caldo comin y de éstos se resiembra en agar inclinado para
observar si existe contaminacién bacteriana en dicha emulsién de cere-
_bro. Si esté pura se conserva a —20 grados hasta su “posterior liofili-
zacion. »

Los ratones deben observarse cuidadosamente varias veces al dia,
para evitar que mueran y sean devorados por los démés. Cuando estén
atacados presentan pelo erizado, rigidez en el rabo, pardlisis de las ex-
tremidades y convulsiones. También excitacién y movimientos giratorios
caracteristicos. _ . . '

Hemos observado que utilizando ratones jévenes son sensibles todos

11
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a los cuatro virus. Que la cantidad de suspensién de virus mds apropiada
para la inoculacién intracerebral es de 0,03 c. c. por ratén. Que las sus-
pensiones éptimas de material virulento para la inoculacién son:

Encefalitis de San Luis: Suspensién 1/10 presentando paralisis a los 5 a 7 dias

» Japonesa B: ” 1/10 ”» 2 mom ewg »
»  equina Este: 7 1/10000 7 momomogmyg 7

2 ” Oeste: ” 1/1.000 ” ” ”» 4 ” 5 ”»

Y que al cabo de un afo el material virulento liofilizado mantiene
su virulencia.

Pases en cobayo.

En las encefalitis equinas Este y Oeste partimos de suspension viru-
lenta de cerebro de ratén, y después de varios tanteos, hasta llegar a la
concenfracién adecuada del virus, conseguimos adaptar dichos virus a
cobayo, obteniendo asi suspensiones virulentas.de cerebro de cobayo. Este
material es el que se utilizé en las inoculaciones a estos animales.

En lineas generales se emplea el mismo método que en los pases en
ratén, variando en dlgunos detalles, como son frepanacion previa ontes
de inocular, y siendo la cantidad inoculada 0,10 6 0,15 c. c.

También se hizo alguna incculacién por via intraperitoneal.

Los cobayos atacados presentan temblor, babeo, debilidad y pardli-
sis. Otro sintoma es la aparicién de fiebre, debiéndose tomar diariamente
la temperatura rectal profunda, intreduciendo el termémetro clinico hasta
la linea de 38 grados. .

Los cobayos se observan dos veces al dia, y si a los quince dias no
presentan sintomas de enfermedad se desechan.

Hemos observado que los cobayos jévenes son sensibles a los dos
virus mencionados. Que la cantidad- de suspension de virus mds adecua-
da para la inoculacién intracerebral es 0,10 6 0,15 c. c. por cobayo.

Que las suspensiones 6ptimas de material virulento para la inoculacién
intracerebral son: .

Encefalitis equina Este: Suspensién 1/10.000, presentandc pardlisis a
los tres a cuatro dias. .

12
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Encefalitis equina Oeste: Suspension 1/1.000, presentando pardlisis a
los tres a cinco dias.

Y que al cabo de un afo el material virulento liofilizado mantiene su
actividad.

En las encefalitis de San Luis y Japonesa B, para las experiencias en
cobayo hemos partido siempre de suspensién virulenta de cerebro de raién.

Elementos necesarios para la reaccién de fijacién de complemento.

Sangria de carnero.

Se recoge sangre de carnero asépficamente y se mezcla con un volu-
men igual de solucién de Alserver’s. La cantidad de 'sangre necesaria se
lava tres veces en solucion salina centrifugada cada vez, durante diez mi-
nutos, a 2.000 r. p. m:, o cinco minutos a 4.000 r. p. m.

Solucién modificada de Alserver’s

Glucosa oo vir vt eee s e e e e s 205 %
Cloruro sédicc ... oo vov et vie e eee ... 0,42 %
Citrato sédico ... ... .o o oo eee e ... 0,80 %
Acido citrico ... ... .o toi vn e e e . 0,055 %
Agua destilada ... ... ... ... ... vie eee oo 100 c.

Complemento.

Se sangran en corazén varios cobayos machos (4 6 5), y la sangre
acoge por separadc en fubos estériles, dejdndola a la temperatura
ante una hora y en la nevera veinticuatro horas. Los sueros resultan-

+ cada tubo se separan y se titulan, descartando aquellos que en
‘idad de 0,14 c. c. con 0,40 c. c. de células sensibilizadas, al ser
os en bafio maria a 37 grados C. durante una hora, nc dan

total. Los sueros potentes se conservan en hielo seco o liofili-

acidén del complemento.
s reactivos deben conservarse frios durante la prueba.
tbo se hace una dilucién de complemento al 1/30 y en una
slocan ocho tubos con 0,05, 0,08, 0,10, 0,12, 0,14, 0,16, 0,18 y
<. de esta dilucién. Después se afiade la solucién salina hasta
icompletar el volumen de 0,60 c. c. Agitada la gradilla se coloca en

" 13



28 A. P. GARCIA GANCEDO

bafio maria a 37 grados durante una hora, agregdndose por Ultimo a
cada tubo 0,40 c. c. de células sensibilizadas preparadas quince minutos
antes de la reaccién. (Véase el cuadro que se presenta como ejemplo.)

TITULACION DEL COMPLEMENTO

{ o Células sensi-| _
s RES
Tubos Complemento Sol. salina g:?) ;J;Irx:gg:slsp;ei_ ?: Resultados
< | nDutos antes | o
< - s [
s =]
< B
1 0,05 c. c. 0,55 c. c. o 0,40 c. c. . |3 2
2 0,08 E) 0,52 29 g 2 ” i E 2
3 010 0,56 7 EE v = 1
- 4 0’12 2 0,48 ” ;A ” 2 ; 0
5 0’14 ?” 0,46 29 g kL] 9 g 0
6 0716 2 0’44 7,. \g ” ” ‘g 0
7 0’18 29 0’4'2 2 m ” i2d m 0
8 0’20 k3 0,40 2 ”” 29 E O
| ;

Dilucién previa del complemento al 1/30.

0: hemolisis total.

4: no hay hemolisis. :

3, 2, 1, ==: grados intermedios de hemolisis.
El titulo obtenido ¢én este caso es 0,12, que significa que en 0,12 c. c. de com-

plemento diluido al 1/30 hay una unidad de complemento.

El complemento se tituld siempre inmediatamente antes de su empleo.
Amboceptor hemolitico anticarnero (hemolisina.
Hay tres métodos de obtencién:

Via intravenosa.—Se utiliza un conejo blanco que pese alrededor de
2.700 grs. Se practican 10 inyecciones intravenosas de eritrocitos frescos
de carnero (una diaria), lavados y diluidos al 1/2 en solucién salina. Des-
pués se hace sangria de prueba diez dias mds tarde de la Gltima inyec-
cioén, y se fitula. Si el suero tiene titulo alto se hace sangria total.

Via peritoneal.—Se practican 3 & 4 inyecciones intraperitoneales de
eritrocitos frescos en las cantidades de 5, 10, 15 y 20 c. c., con intervales
de siete dias .A la tercera inyeccién ‘se hace una sangria de prueba diez
dias después. Si tiene alto titulo se hace sangria total, y de no ser asi
se pone la cuarta inyeccién y diez dias después, sangria total.

Método mixto.—Consta de una primera inyeccién intraperitoneal de
5 c. c. de eritrocitos frescos; pasados siete dias, tres inyecciones de

14



TITULACION AMBOCEPTOR HEMOLITICO ANTICARNERO (HEMOLISINA) OBTENIDA EN NUESTRO LABORATORIO

Dilucioues pre- L. . Suspensién de
Tubos vias el am- SOhf.p ron Soluciones de er?itrocitos Complemento Resultados
hoceptor salina | amboceptor 2% al 1/30 A
1 1/10 0,40 c. c. 0,20 c. c. 0,20 c. c. 0,20 c. c. | 0
2 1/20 9 7 kil ki 7 * 9" " 9 i 0
3 1/40 ” * i Y " k2l " N k2l LA 0
4 1/80 ¥ 2. * ”” 2 kA " ‘ Lo 2 0
5 1/100 o E2] k] LH kAl 2 ) ! L 9 0
6 1/200 k " ” 2 I " 9 Y At O
7 1/400 ’7. 27 . " . 1 kAl ” y ) 0
8 1/800 2 ” * 2 i kL 4 ','. k2l 0
9 1/1000 2 9 " » 1 ] Y ” i 0
10 1/2000 " ” " ” i kAl ” 2 99 2
Testigos
1 I 110 060 e c. 020 c.c. | 020 c e | 00 coe 4
2 : " i ” ;” 0’0 kil kAl k2l 0’20 ” 4
3 ” } 0’80 2 ” 2% *y il 0,0 ki 4
|

El titulo se encuentra entre 1/1.000 y 1/2.000 y por ello hacemos ()tré titulacion entre estos dos limites,



TITULACION AMBOCEPTOR HEMOLITICO ANTICARNERO (HEMOLISINA) OBTENIDA

EN NUESTRO LABORATORIO

Tubos

Diluciones pre-
vias del ambo-
ceptor

Solucién
salina

Soluciones de
amboceptor

Suspensién de
eritrocitos

2 %

Complemento !

al 1/30

Resul-

tados

HO ORIV WN -~

—

1/1000
1/1100
. 141200
1/1300
1/1400
1/1500
1/1600
1/1700
1/1800
1/1900
1/2000

0,40 c. c.
” -

0,20 c. c.

2

” 9

0,20 c. c.

2

0,20 c. c.

2 LH}

NN~HFOOOOOPOO

Testigos

—

1/1000

.

0,60 c.
”

’”

080 ”

1

c. ‘ 0,20 c. c.

0,0 ”

”

0,20 c. c.

’ 29
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El titulo es 1/1.600, lo cual quiere decir que 0,20 c. c. de solucién de ambocep-
tor al 1/1.600 contienen una unidad hemolitica,
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1 a 2 c. c. en dias consecutivos por via endovenosa. Pasados diez dias ‘se
hace una sangria de prueba vy si el titulo es conveniente, sangria total.
Se pueden poner dos nuevas inyecciones endovenosas en la misma dosis,
o una peritoneal de 10 a 15 c. c. si el titulo resultase bajo.

El suero se conserva afadiendo un volumen igual de glicerina pura
no acida y estéril, o bien fenol purisimo en la cantidad corriente para los.
sueros, o borato de fenilmercurio en cantidad para que quede al
1/10.000. . '

Titulacién del amboceptor hemolitico anti-
carnero. 4

Se preparan en 10 tubos las siguientes diluciones de amboceptor
1/10, 1/20, 1/40, 1/80, 1/100, 1,200, 1/400, 1/800, 1/1.000y 1/2.C00,.
colocando en cada tubo 0,20 c. c. de cada dilucién. A cada tubo se
afiaden 0,40 c. c. de solucién salina, 0,20 c. c. de eritrocitos en dilucién.
al 2 por 100, y 0,20 c. c. de complemento diluido al 1/30.

Al mismo tiempo se preparan fres tubos controles; el primero con:
0,60 c. c. de solucién salina, 0,20 c. c. de solucién de amboceptor 1/10,
0,20 c. c. de suspension de erifrocitos y sin complemento; el segundo
con los mismos elementos que el anterior, pero en vez de amboceptor,
complemento; y el tercero, sin amboceptor y sin complemento.

La unidad hemolitica seré 0,20 c. c. de la dilucién de amboceptor
mas alta, que hemolice totalmente 0, 20 c. c. de la suspensién de eritro-
citos 2 por 100 en presencia de 0,20 c. c. de complemento diluido al 1/30,
todo ello incubado en bafio maria a 37 grados durante media hera.

Véase el cuadro que presentamos con la titulacion de hemolisina ob--
tenida por nosotros.

'OBTENCION DE SUEROS HIPERINMUNES

Se pueden conseguir de ratdn, cobayo y hamster, mediante sucesivas:
inoculaciones por via periférica de dosis crecientes de virus.

Sueros hiperinmunes de ratén.

Se utilizan animales de cincuenta a sesenta dias, en los que se inicior
la inmunizacién con vacuna formolizada. La preparacién de la vacuna se:

17



32 A. P. GARCIA GANCEDO

efectba triturando finamente en mortero, sin abrasivo, los cerebros viru-
lentos de los distintos virus previamente pesados, a los que se afade
lentamente solucién salina formolizada al 1/2 por 100 en cantidad sufi-
ciente para que la suspensién quede al .10 por 100. Después de diez a
quince dias de permanencia en nevera, se comprueba la pérdida de su
actividad patégena mediante inoculaciones infracerebrales en ratones
iGvenes. ’

" Pauta de inmunizacién: Los dias primero y tercero, inoculaciones intra-
peritoneales de 0,25 c. c. de vacuna formolizada. Los dias décimo, décimo-
quinto y vigésimo, inyecciones intraperitoneales de 0,50 c. c. de suspen-
siones de cerebros virulentos al 1/10.000, 1/100 y 1/100, respectivamente.
Diez dios después de la Gltima inyeccién se sangran los ratones por pun-
tura cardiaca, previa anestesia con éter. La sangre de los distintes ra-
tones se centrifuga separadamente y los sueros colocados en tubos esté-
riles se almacenan en nevera previa inactivacion a 60° C. durante media
hora.

Sueros hiperinmunes de Hamster.

Adaptados los virus al hamster mediante inoculaciones intracerebrales
en animales jévenes, se comienza la inmunizacién con dos .inyecciones
intraperitoneales de 1 c. c. de vacuna homdloga formolizada en los dias
primero y tercero, y en los décimo, décimoquinto y vigésimo, inyeccicnes
por la misma via de 1 c. c. de suspensién virulenta de cerebro de hamster
«al 1 por 100. ' ‘

. Sueros hiperinmunes de cobayo.

Se consiguen, bien siguiendo una técnica semejante a la utilizada en
los de hamster, o bien inmunizande cobayos machos de 250 a 300 grs. de
peso, mediante -repetidas inyecciones infraperitoneales con intervalos de
siete dias, de suspensién de cerebro virulento de ratén del 1/10.000
al 1/100, en dosis de 1 a 4 c. c. Cuando los animales han recibido cua-
tro o seis inyecciones, se sangran por primera. vez pard determinar el

18
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peder de los sueros, y si éstos son de titulo alto se practican sangrias
totales. Los. sueros, una vez inactivados a 56 grados C. durante media
hora, se almacenan previa liofilizacién.

La mayoria de los investigadores son partidarios de utilizar el ratén
blanco suizo para la obtencién de los sueros hiperinmunes encefaliticos,
por ser, como es sabido, este animal el més receptivo a los distintos virus.
" Las desventajas de este método son el requerir largo tiempo de inmuni-
zacién para obtener titulos apropiados y la pequefia cantidad de suero
conseguido por animal. Ante estos inconvenientes, Hammon y sus cola-
boradores, que vienen practicando varios cientos de ensayos al afio, pre-
paran los sueros hiperinmunes ateniéndose a las siguientes técnicas.

Sueros equinos del Este y del Oeste.

Se inoculan subcutdneamente cobayos con 0,50 c. c. de suspensiones
del 1/1.000 al 1/10.000 de cerebro infectado de cobaye, que suelen
dar lugar en varios de los animales a pardlisis no seguidas de muerte.
Diez dias después se inyectan 0,50 c. c. de la suspensién al 1/100 por
via intraperitoneal, y a los siete o diez dias otra de 0,15 c. c. intracerebral
de una suspension al 1/10. Después de dos semanas se sangran los ani-
males a muerte y los sueros, una vez inactivados, se mezclan, distribu-
yéndolo en ampollas pequefias y se liofilizan, para evitar la rapida pér-
dida de titulo que se observa cuando se conservan en estado liquido a la
temperatura de nevera.

Sueros de San Luis, Jqponés B, Nilo Oeste, Ruso y Hammon-Reeves,
de California.

Después de unos cuantos pases en hamsters se liofilizan ampollas
conteniendo ‘suspensiones de cerebro al 1/10 'y se almacenan a baja
temperatura. De este stock se obtiene el material para inoculacién de
cobayos, a los que se hacen dos inoculaciones intracerebrales de
0,15 c. c. cada una, de suspensién de cerebro al 10 por 100, con inter-
valo de diez dias. Genéralmente los cobayos presentan fiebre después de

19
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la primera inyeccién, pero rara. vez se aprecian otros sintomas. Los ani-
males se sangran diez o quince dias después de la Gltima inyeccién y el
suero se conserva como en los virus equinos.

Estos sueros se han ensayado durante varios afios con muchos tipos
de antigenos de cerebro, sin haberse dado el caso de que hayan reac-
cionado con antigenos de cerebros de ratones normales.

Los sueros de San Luis y Japonés B suelen dar ftitulos del 1/256
al 1/512; los equinos del Qeste y de California, del 1/64 al 1/128, y
el del Este, del 1/128 al 1/256, estando todos ellos dentro de los limites
en que pueden usarse a diluciones altas como controles positivos o para la
estandardizacién de los antigenos. )

Usando este procedimiento para la obtencién de sueros hiperinmunes,
las diluciones 6ptimas (aquellas més altas de antigeno que dan el titulo
mds alto con el suero), no dan lugar a confusicnes por superposicién entre
los antigenos ni tampoco por superposiciéon entre sueros heterélogos sin

diluir y los antigenos.

Nuestro modo de proceder.

No pudiendo seguir, como era nuestro deseo, las pautas de Hammon,
por carecer de hamsters para la adaptacién de los virus de San Luis-y
Japonés B a tales animales y de ellos efectuar los pases a cobayos, y
suponiendo que las pequefias cantidades de suerc de ratén que pudiése-
mos obtener con las pautas de Casals serian insuficientes para nuestros
ensayos, nos decidimos a prescindir de las pautas clésicas y a ensayar
la posibilidad de obtener en los cobayos, tanto los sueros hiperinmunes
de las encefalitis de San Luis y Japonesa B como los equinos del Este y del
Oeste. A ello nos indujo también el hecho experimental, comprobado por
varios investigadores, de que los dos primeros virus referidos dan lugar en
los cobayos a infeccicnes ligeras que se manifiestan en los sueros, por la
formacién de gran cantidad de anticuerpos neutralizantes, y el supcner
que en tales sueros podrian hallarse igualmente pequefias cantidades de
anticuerpos fijadores del complemento. En cuanto a .los del Este y del
Oeste, esperdbamos no encontrar grandes dificultades para la cbtencién
de los sueros, ya que los cobayos son muy sensibles a los virus equinos.

20



ANTIGENOS Y SUEROS DE ENCEFALITIS 35

Encefalitis de San Luis.

- Se obtienen seis sueros, habiendo ensayado cuatro pautas diferentes.

Con la primera, conseguimos el suero 1; con la segunda, el 2; con la
tercera, el 3 y el 4; y con la cuarta, el 5 y el 6. El suero 3 se obtuvo
ontes de terminar la pauta de inmunizacién, por encontrarse el animal
a los diez dias de la inoculacién intracerebral, en fase paralitica y en
estado preagédnico. -

&

La temperatura rectal profunda en los cobayos rebasé los 40° C. des-
pués de las inoculacicnes intracerebrales, apreciandose tan sélo un ligero
agumento después de las intraperitoneales.

i

‘Encefalitis Jcponésa B.

Se obtienen once sueros, siguiendo las mismas pautas y verificandose
las inoculaciones en las mismas fechas que en la encefalitis de San Luis.

Con la primera se obtienen los sueros 1 y 2; con .la segunda, el 3
y el 4; con la tercera, el 7, 8 y 9, y con la cuarta, el 10 y 11. Los sueros
5y 6 proceden de una segunda sangria realizada treinta y ocho dias’
después de la primera, en los cobayos correspondientes a los sueros 3 y 4.

Las temperaturas observadas después de las inoculaciones, fueron se-
mejantes a las obtenidas en la encefalitis de San Luis.

De estas experiencias, destaca notablemente el hecho, de que habién-
dose efectuado los ensayos de inmunizacién al mismo tiempo y con las
mismas. pautas, en los correspondientes a la encefalitis Japonesa B, sélo
muere un cobayo de los diez inoculados, en tanto que en los de la ence-
falitis de San Luis, de los trece animales inoculados, cinco mueren a las
veinticuatro horas de la inoculacién intracerebral; uno inoculado por Jo
misma via, se sacrifica a los diez dias, paralitico y preagénico; uno muere
a los seis dias de la segunda inyeccién intraperitoneal, con caida del
pelo en los costados (posibles trastornos tréficos); uno se sacrifica a los
siete dias de la cuarta inyeccién intraperitoneal en fase agénica; y tan
sélo cuatro animales llegan al final de la experiencia sin anormalidades

. apreciables.
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Esta patogenicidad del virus de la encefalitis de San Luis para el
ccbayo no ha sido citadg, qOe nosotros sepamos, en los frabajos de los
investigadores dedicados a estos estudios, razén por la cual consideramos
oportuno consignar nuestras observaciones por si pueden servir para ulte-
riores experiencias.

Encefalitis equina Este.

Debido a la gran actividad patégena de este virus, hemos encontrado
algunas dificvltades hasta llegar a determinar las dosis no letales.

En la obtencion de diez sueros se ensayaron seis pautas diferentes:
el suero 1 se obtiene por la pauta segunda; el 2, por la pauta tercera;
el 4y el 5 por la cvarta; el 6 y el 7, por-la quinta, y el 10, por la
sexta. El suero 3 procede de una segunda inmunizacién del cobayo que
proporcioné el suero 2; y el suero 8, del mismo animal que proporcioné
los sueros 2 y 3, sangrado ciento once dios después de conseguir el
suero 3. El suero 9 procede de una segunda inmunizacién realizada en
€! cobayo del que se obtuvo el suero 7.

Encefalitis equina Oeste.

De los ocho sueros que se obtienen, el 1, 2, 3 y 4 lo fueron con la
misma pauta; el 5 y 6 proceden de los cobayos que originaron los sueros
3 y 4 después de dos nuevas inyecciones intraperitoneales, y el 7 y 8 de

fos mismos animales con ofras dos inyeccicnes intraperitoneales.
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ENCEFALITIS DE SAN LUIS SUEROS mPERlijNEé | PAUTA 18
Se parte de suspensién virulenta de cerebro de ratén.
Animales utilizados: Cobayos machos.
Intracerebral. . 13 intraperit. .| 2 intraperit. .
Cobayo I(’;eso Sus pension Cj:;' | Suspensién | C;:(;‘ Suspensién Cg:;‘ Resultados
18- del virus < del virus : del virus
1.0 500 1/10 0,15 c.c. 0 0 0 Muere a. las 24 horas:
20 | 485 /10 |0,15 1/10 0,50 ¢, ¢ 1/10 leoc | Sangria a los 15|
: dias. Suero .n.° 1.
30 | 520 1/10 0,15 0 0 0 0 Muere a las 24 horas.
4.0 620 1/10 0,15 1/10 0,50 1/10 1 Muere a los 6 dias.
ENCEFALITIS DE SAN LUIS SUEROS HIPERINMUNES PAUTA 2.2
Se parte de suspensién virulenta de cerebro de ratdn.
: Animales utilizados: Cobayos machos.
Intracerebral.
Cobayo| Peso | Suspensién Cantidad Resultados
Grs. del virus
1.0 570 1/10 - 0,20 c. c. Sangria a los 15 dias. Suero n.° 2.
20 710 1/10 0,20 ” Muere a las 24 horas. -
30 565 1/10 ;020 ”  |Muere a las 24 horas.




ENCEFALITIS DE SAN LUls

SUEROS HIPERINMUNES

" Se parte de suspensién virulenta-de cerebro de ratén.

_Animalés utilizados: Cobayos machos.

paUTA 3.2

Intracerebral.

1.3 Intraperit.

2.2 Intraperit.

Peso <z Canti- hy Canti- .z . .
Cobayc Suspension Suspension " Suspension Cantidad Resultados
Crse | Tdel virns | 98| Tdel virns | 9| Tgel vis |
1. | 500 1/10 0f5¢c.c. 0 0 0 0 Muere a las 24 horas.
©20 I 550 1/10 0,15 1/10 lc.c. 1/10 2 c. c. Sangria a los 15
o ‘ . dias. Suero n.° 4.
3.2 .| 530 1/10 0,15 0 0 0 0 Sangria a los 10
: . . - dias. Suero n.° 3
y cerebro.
ENCEFALITIS DE SAN LUIS SUEROS HIPERINMUNES ' PAUTA 4.7
Se parte de suspensién virulenta de cerebro de ratén.
Animales utilizados: Cobayos machos.
P Via de
Cobayo Geso inoculacién Dilucién Cantidad Resultados
TS, intraperitoneal
1.0 630 1.3, 23, 33 432 52 1/100 "4 c.c. Sangria ‘a los 15 dias. Suero n.° 5.
20 410 |13, 23, 33, 42, 52 1/100 T4 Sangria‘a los 15 dias. Suero n. 6.
3.0 540 13, 23,33, 432 1/100 4 7 Sacrificado a los 7 dias. Extraccién del
cerebro.




ENCEFALITIS DE SAN LUIS

Temperaturas de los cobayos.

SUEROS HIPERINMUNES

PAUTA 1.2 PAUTA 2.2
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ENCEFALITIS DE SAN LUIS ) SUEROS HIPERINMUNES
Temperaturas de los cobayos.
PAUTA 3.2

2
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SUEROS HIPERINMUNES

ENCEFALITIS DE SAN LUIS

Temperaturas de los cobayos.

PAUTA 4.2
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ENCEFALITIS JAPONESA B

SUEROS HIPERINMUNES

Se parte de suspensién virulenta de cerebro de. ratén.
Animales inoculados: Cobayos machos.

PAUTA 1.2

p Intracerebral. Canti 1.2 Intraperit. Canti 2.2 Intraperit
Cobayc.| ©&5° Suspensién anti- Suspensién antl- | Suspensién Cantidad Resultad
| O Grs, | del viras .| dad del virus dad del virus _4 antica esuttacos -
10 532 1/10 Di5ec 1/10 0,50 c.c. 1/10 lecec Sangria a los 15
! dias. Suero num. 1.
2.0 440 1/10 05 1/10 0,50 1/10 17 Sangria a los 15
! dias. Suero n.° 2.
ENCEFALITIS JAPONESA B SUEROS HIPERINMUNES. PAUTA 2.2
Se parte de suspension virulénta de cerébro de ratén:.
Animales inoculados: Cobayos machos.
p Intrancerebral
Cobayo (fso Suspension | Cantidad Resultados
Ts. del virus
12 | 700 - 1/10 ~ 0,20 c.c. |Sangria a los 15 dias. Suero nim. 3.
2° 770 1/10 0,20 ” |Sangria a los 15 dias. Suero nim. 4.

Se vuelve a sangrar a los dos cobayos de esta iltima experiencia a los treinta

y ocho dias de la primera sangria, obteniéndose los sueros niim. 5 y nim. 6.



ENCEFALITIS JAPONESA B SUEROS HIPERINMUNES PAUTA 3.4
Se parte de suspensién virulenta de cerebro de ratén.
Animales inoculados: Cobayos machos.
Intracerebral 1.2 Intraperit. 2.2 Intraperit.
Cobayo Peso Suspensiéa Cantidad Suspensién Canti dad Suspension Cantidad Resultados
Grs. del virus del virus del virus
1.° 610 1/10 0,15 c.c. 1/10 lc.c 1/10 2 c.c. Sangria a los 15 dias.
Suero ndm. 7.
o220 570. 1/10 0,15 0 0 0 0o Sangria a los 15 dias.
| o Suero nim. 8.
30 | 540 | 1/10 0,15 1/10 1 1/10 2 7 Sangria a los 15 dias. |
| Suero ndm. 9.
ENCEFALITIS JAPONESA B SUEROS HIPERINMUNES PAUTA 42—~ -
' Se parte de suspensién virulenta de cerebro de ratén.
Animales inoculados: Cobayos machos.
P Via de
Cobayo Ge so inoculacién Dilucion. Cantidad Resultados
Is. intraperitoneal -
1.° 700 1.3, 23 33, 432, 52 1/100 4cc Sangria a los 15 dias. Suero niim. l(j.
2° 610 1.2 1/100 4 ” Muere a los 2 dias.
3.0 550 12, 23, 33,4323 532 l/iOO 4 ” Sangria a los 15 dias. Suero nim. 11.




SUEROS HIPERINMUNES

ENCEFALITIS JAPONESA B .
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ENCEFALITIS JAPONESA B ‘
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SUEROS HIPERINMUNES

ENCEFALITIS JAPONESA B
Temperatura de los cobayos.
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' ENCEFALITIS EQUINA ESTE SUEROS HIPERINMUNES pAUTA 18 ¢
Se parte de suspensién virulenta de cerebro de cobayo.
Animales inoculados: Cobayos machos.
P 1.2 Subcut. 2.2 Subcut. R B
Cobay¢ éso Suspensién Cantidad Suspensién Cantidad Resultados
Is. del virus : del virus :

1° 241 . 1/10.000 0,5 c. c. 0 0 Muere a los 7 dias. '

20 295 ” ” » » Muere a los 7 dias.

3.0 280 ” ” ” ” Muere a los 7 dias.

4.9 280 ” ” 1/5.000 0,5 c. c. Muere a los 5 dias.

ENCEFALITIS EQUINA ESTE SUEROS HIPERINMUNES pAUTA 2.2
Se parte de suspensién virulenta de cerebro de cobayo.
Animales inoculados: Cobayos machos.
1.2 Subcut. . | 2.2 Subcut. . | 1.2 Intrap. ! . | 2.2 Intrap. . | Intrac. | . o B
Cobayo Peso Suspensién Canti- Suspensién Canti- Suspensién Canti- Suspensién Canti- suspen.l Canti * Resultados
Grs. . dad . dad . dad . dad . dad
del virus del virus del virus | del virus virus
1.° 281 1/20.000 "~ 0.5¢c.c.| 1/10.000 0,5c.c.|] 1/10.000 | 1c.c. 0 i} 0 Muere a las 18 horas.
2° 301 - » ” ” 1/20.000 ‘ » 1/1.000 | lc.c. 0 0 Muere a los 3 dias.
3° | 296 ” »” ” ” » , ” » 1/1.000 0,1 c. c.|Sangria a los nueve dias.
' Suero n.° 1.




ENCEFALITIS EQUINA ESTE

SUEROS HIPERINMUNES

Se parte de suspensién virulenta de cerebro de cobayo.

Animales inoculados: Cobayos machos.

PAUTA 2.2

1.2 Sabent. . | 2.2 Intrap. . 11.2 Intrap. . |22 Intrap. . | Intrac. s
Cobayo Ig:;) Suspensién Cda:;x- Suspensién C;“(tll' Suspensién C;:(;" Suspensién C;:(;]' suspen. Cj;;l' Resultados
° | del virus del virds a del virus del virus virus
1.0 285 1/20.000 {0,5c.c.; 1/10.000 l 0,5¢c.c.| 1/20.000 |1c.c 1/10.000 {lc.c. |{1/1.000|0,1 c c. | Muere a las 18 horas.
2.0 312 | » »- ” l ” 1/10.000 ” 0 0 ] 0 Muere a los tres dias.
30 290 ” ”» » \ ” ” ”» ” ” 2 ” Muere a los 6 dl’aS.
4T 4
ENCEFALITIS EQUINA ESTE SUEROS HIPERINMUNES PAUTA 3.2
Se parte de suspensién virulenta de cerebro de cobayo.
Animales inoculados: Cobayos machos.
1.2 Subcut. . | 2.* Subcut. . | 1.2 Intrap. : | 2.2 Intrap. .| Intrac. N
Cobayc ]:?:’: Suspension C:;n(tll’ Suspensién C(jm(il' Suspensién (‘:;:(;1 Suspensién (if:(il Suspension (‘da:jl Resultados
T del virus | ~ @ del virus a del virus del virus del virus
10 315 1/10.000 | 0,5c.c.| 1/10.000 | lc.c. 1/20.000 }1c.c 1/10.000 [lc.c. | 1/10.000 | 0,J5¢C. | Muere a los 2 dias.
=
290 295 ” ” ” ” ” ” ” ” ? » Muere a las 18 horas.
3° | 385 N » ” » 1/40.000 - » » » » | Muere a los 4 dias.
40 410 ” i ” »” ” » ” ” »” » Sangria a los 7 dias.
Suero n.° 2.




Animal inoculado: Cobayo 4.° de experiencia anterior.

3.2 Intrap. 4.2 Intraper. -
Suspensién Cantidad Suspensién Cantidad Resultados
del virus , del virus
I : Sangria a los 13
1/5.00 1lec c - 1/2.500 lecc dias. Suero ni-

mero 3.

35



ENCEFALITIS EQUINA ESTE SUEROS HIPERINMUNES PAUTA 4.8

Se parte de suspensién virulenta de cerebro de cobayo.

Animales inoculados: Cobayos machos.

! 1.2 Subcut. . |2.2 Subcut. . | 1.2 Intrap. . | 2.2 Intrap. . Intrac. .
Cobayo PGers;) Suspensién C;:(;l' Suspension C::(;l' Suspensién an(tll' Suspensién C;:(;l' Suspensién Cg:(;l Resultados
) i del virus del viras del virus a del virus | del virus.

f ) ,
1Le 350 1/10.000 | 0,5¢.c.| 1/10.000 | 1c.c. | 1/20.000 | Ic.c 1/10.000 lc.e. | /10000 [Olc.c.| Sangria a los 17
: dias. Suero n.° 4.

20 525 ” ” o » » ” ‘ ”o »o ” 7 Sangria a los 17
; dias. Suero n.? 5.
ENCEFALITIS EQUINA ESTE ' . - SUEROS HIPERINMUNES o 3 ) PAUTA 5.2

- 'Se parte de suspensién virulenta de cerebro de cobayo.
Animales inoculados: Cobayos machos.

1.2 Subrut. . |23 Subcut. . | 1.2 Intrap. . | 23 Intrap. . Intrac. .
Cobayo %e:; Suspensién Cda:;' Suspensién Cg:(:l Suspensién C;:c{l' Suspensién C;:&l Suspensién %a:({l' Resultados
. 77| del virus del . virus del virus del virus |- del viras.

1° 485 1/10.000 lec.c. | 1/10.000 le.c. | 1/20.000 le.c. | 1/10.000 le.c.| 1/10.000 |0,1c.c.| Muere a las 18 ho-
ras.

2° 510 ” " ” ” L ” ” . ” ” » | Sangria a los 15
oo dias. Suero n. 6.
3° 560 ” . » " -7 ” ” ” Fid ” . ” |Sangria a los 15

dfas. Suero n. 7.




Animales inoculados: Cobayas 2.° 3.° de la experiencia anterior.

3.2 Intraper. 42 Intraperitoneal. | )
Cobayo Suspensién Cantidad Suspensién  del “Cantidad Resultados
del virus. : virus.:
20 1/10.000 lec 1/5.000 1c c | Muere a las 18 horas.
* ” Sangria a los 15 dias.
3.° ? ” - ‘Suero num. 9.

(El suero nim. 8 procede de una segunda sangria a los c1ento once diaé' de la primera, del cobaya nim. 4 de

la pauta 3.2 y del cual se obtuvo el suere nim. 2.)

!

ENCEFALITIS EQUINA ESTE SUEROS HIPERINMUNES PAUTA 6.2
b Se parte de suspensién virulenta de cerebro de cobayo.
- Animales inoculados: Cobayos machos. ‘
1.2 Subcut. _{ 2.2 Subcut. .| 13 Intrap. . |23 Iﬁtrap T . | Intrae. .
| Cobaye I;:erso Suspensiét ,C;:; Suspensién an&l Suspensién C;n(;l Suspensién C;;‘;' l’uspensién an(;l' BResultados
S del virus | del virus del virus a del virus del virus. ca '
10| 0 | 120000 | Tee | 1500 | Tee | 1/10000 | Tee.| 1/5000 | le.e.| 1/10000 |0f5e.c. Muere a las 18 ho-
’ I - | ras. t i
2.0 535 ” boow ll ” » » ” 1 ” ” Sangria a los 15
|

dfas. Suero n.° 10.




ENCEFALITIS EQUINA

OESTE

Se parte de suspensién virulenta de cerebro de cobayo.
Animales inoculados: Cobayos machos.

SUEROS HIPERINMUNES

1.2 Subcut. . 2.2 Subcut. . Intraper. . Intracer. -
Cobay()! Igs;) Suspensién C(al\ntlxj Suspens. Cs::ll' Suspensién Cg:é“ Suspens. (,5\:(;1 Resultados
‘ T de virus ac de virus. de virus de virus |
] 10 216 1/10.000 0,50 c. c. 1/1.000 0,50 c.c. . 1/1.000 1 c.c 1/1.000 0,10 c.c. | Muere a las 18 heo-
ras.
290 269 ” ” » ” » ” ” Sangria a los 15
] ! dias. Suero n.° 1.
30 320 ” l » [ ” ” ” ” Sangria a los 15
; i dias. Suero n. 2.
ENCEFALITIS EQUINA OESTE ) SUEROS HIPERINMUNES
Se parte de suspensién virulenta de cerebro de cobayo.
Animales inoculados: Cobayos machos.
1.2 Subcut. . -2.2 Subcut. - Intraper. . Tatracer. .
Cobayo P(::so Suspension Cj:él' Suspens. C;:(;l' Suspensién Cg:él Suspens. Csn(;l' Resultados
TS de virus . de virus. de virus de virus ac
19 | 330 1/10000 | 050c.c.| 1/1.000 | 0.50c.c.| 1/1.000 |1 c.c 1/1.000 | 0,10¢c.c. | Muere a las 24 ho-
. ras.
2.° 350 ” ” ” ’ ” ” » v Sangria a los 15
dias. Suero n° 3.
3° ’ 390 - ” ” ” ”? » Suero n.° 4.




ENCEFALITIS EQUINA OESTE

Se parte del mismo material de la experiencia anterior.
Animales inoculados: Los mismos de la experiencia anterior.

SUEROS HIPERINMUNES

1.2 Intraper. . 22 Intraper. .
Cobayo Suspensién Cantidad Suspension Cantidad Resultados
del virus del virus
2.0 1/500 lece 1/250 1c.ec Sangria a los 11 dias. Suero n.° 5.
3.0 ” ” ” » Sangria a los 11 dias. Suero n.° 6.

ENCEFALITIS EQUINA OESTE

Se parte del mismo material de la experiencia anterior.
Animales inoculados: Los mismos de la experiencia anterior.

SUEROS HIPERINMUNES

1.2 Intraper.

2.2 Intraper.

3°

2

O

”

Cobayo Suspensién Cantidad Suspensién Cantidad Resultados
del virus | del virus
20 1/100 1ec c 1/50 lece Sangria a los 13 dias. Suero n.° 7.

Sangria a los 13 dias. Suero n.° 8.
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INSTITUTO DE EDAFOLOGIA Y FISIOLOGIA VEGETAL
SECCION DE MICROBIOLOGIA, DE MADRID

ESTUDIOS SOBRE NODULO-BACTERIAS. |

por
Gregorio Fraile Ramos

INTRODUCCION

* Seria conveniente hacer una sucinta exposicién del estado actual de
fos trabajos sobre nédulo-bacterids. Pero no se va a repetir aqui la histo-
ria y evolucién de los estudios sobre estos microrganismos, pues hay ex-
celentes monografias, verdaderos tratados sobre ellos, en los cuales se to-
can-todos los aspectos de sus caracteres bacteriolégicos, bioquimicos y
fisiolégicos, e incluso el aspecto utilitario de la incculacién de semillas. Se
trata de la obra de Fred, E. B., Baldwin, 1. L., and ‘McCoy, Elisabeth «Root
Nodule Bacteria and Leguminous Plants», modelo de exposicién, y gra-
cias o la cual se ha conseguido documentacién, sobre todo lo que se re-
fiere a dicho problema, por la obra misma y por la extensa bibliografia
que contiene (cerca de 1.000 referencias); pero dicha obra, en su perfec-
cién, queda limitada a la fecha de su publicacidn (1932), comenzando aqui
una etapa que abarca los Gltimos veinte afios, en que es necesario el exa-
men de muchos trabajos aparecidos periédicamente en diversas publica-
ciones cientificas, pero que reclaman una constancia y tiempo material
«que bien se podia haber ahorrado de existir otra monografia que, con la
auvtoridad de -la citada, diera una nueva visién del estado actual de fan
-apasionante problema. » C

‘Bien es verdad que desde el punto ‘de vista bioquimico existe ‘la
obra de Wilson, de 1940, «The Biochemistry of Symbiotic Fixation», pero
«en los restantes aspectos, los trabajos aparecen diseminados en diversas pu-
blicaciones y-revistas cientificas; mds recientemente ha 'sido 0til, desde el
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punto de vista de los cultivos de invernadero, el Manual de O. N. Allen
«Experiments in Soil Bacteriology» en los capitulos relativos a los ri-
zobios.

Bergey’s, en su «Manual of Determinative Bacteriology», sexta edi-
cién, 1948, dentro de la familia Rizobidceas, se incluye el género
Rhizobium, describiendo las seis especies, representativas de los
seis grupos de inoculacién cruzada con las siguientes denominaciones:

Rhizobium trifolii (Dangear).

Rhizobium Phaseoli (Dangear).

Rhizobium leguminosarum (Frank).

Rhizobium meliloti (Dangear).

Rhizobium lupini (Schroeter).

Rhizobium japonicum (Kirchner).

Se hace constar, por lo que se refiere al presente trabajo, que mu-
chas de las estirpes aisladas difieren algo de los prototipos descritos por
Bergey’s, en el cual sélo ha servido de criterio para la existencia del
género Rhizobium incluir en él a las bacterias capaces de invadir
las raices de las leguminosas y estimular la produccion de nédulos; pero
lo interesante del problema es el aspecto simbiético con la planta hués-
ped; es decir, la capacidad de fijar el nitrégeno atmosférico, a la cual
se debe la extraordinaria importancia de estas bacterias en Agricultura,
esto es, que sean efectivas, ademds de la propiedad de infectar, como
son todas las que producen nédulos.

Sobre este aspecto, las investigaciones han sido copiosas y trascenden-
tales; menos afortunadas las relativas a la vida independiente de los ri-
zobios en el suelo, y mucho menos. adn, las pruebas para tratar de de-
mostrar la capacidad de fijar nitrégeno fuera de la planta huésped, bien
en el suelo o en cultivos puros. .

Pasada la larga etapa dedicada a la revisién de tan extensa biblio-
grafia, parecié conveniente ‘como preliminar de la investigaciéon poner en
prdctica los métodos considerados como mejores para el aislamiento de
las bacterios de los nédulos de las raices de leguminosas, empleando
buena parte de los medios considerades como selectivos, en cuya tarea se
vislumbré que ciertas modificaciones podrian ser convenientes para obte-
ner mayor constancia en el aislamiento y eliminar la interferencia, no de
gérmenes considerados claramente de contaminacién y que crecen tardia-
mente en estos medios, sino aquellos otros que aparecen con frecuencia en
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los placas de aislamiento y que, siendo muy semejantes o los verdaderos
rizobios, carecen de las propiedades inherentes al género, es decir, de la
capacidad para infectar las raices de leguminosas (virulencia o facilidad
para-penetrar en los pelos radicales de la planta huésped).

No es suficiente que las colonias que aparecen en las placas del ais-
lamiento inicial procedan de un nédulo que se ha separado de una raiz
de leguminosa para poderlas considerar como de rizobios, pues otras es-
pecies de la misma familia Rizobidceas, pertenecientes al género Agro-
bacterium, pueden dar colonias en los medios empleados para los
rizcbios, de aspecto semejante a las de éstos, y como ademés la forma y
comportamiento colorante son similares, pueden inducir a error y coniribuir
a desacreditar entre los agricultores el método de inoculacién de semi-
llas con vistas a incrementar sus cosechas. Concretando mds, dentro de este
género el Bergey’s describe las siguientes especies: Agrobacterium
rubi; Agr. rizogenes; Agr. tumefaciens; Agr. ra-
diobacter. El autor de este trabajo considera raras las dos primeras,
mas frecuente la tercera y mucho més frecuente la Oltima, o Agro-
bacterium radiqbacfér. '

En este trabajo se pretende centribuir o disipar la incertidumbre y difi-
cultades que han acompafado durante varios afios a la identificacién de
los especies del género Rhizobium.

Por suponer que adn no ha sido publicado, se transcribe a continua-
cién la comunicacién presentada por el autor al Congreso Luso-Espafiol de
Farmacia, celebrado en Oporto en mayo de 1952.

«La experiencia adquirida en el transcurso de muchos aislamientos de
Rhizobium, practicados en la Seccién de Microbiologia del
Instituto de Edafologia del Consejo Superior de Investigaciones Cien-
tificas, nos ha llevado a establecer algunas modificaciones en la téc-
nica, que nos parecen las mds apropiadas y convenientes.

1.2 Para el aislamiento de-las bacterias deben elegirse los nédulos de
la parte superior de la raiz, los més sonrosados y arracimados, pues
hemos podido comprobar que, debido a su mayor ndmero de bacterias,
el crecimiento de las siembras que se efectian a partir de ellos es
mds exuberante.

22 El lavado clésico en cloruro mercirico, que algunos autores (Pochon)
hacen durar hasta treinta minutos, lo hemos encontrado excesivo
aun para nédulos grandes, llegando a ejercer’ accién nociva sobre las
bacterias del interior del nédulo.en la mayor parte de los casos. La
desinfeccién de la superficie debe comenzar por un fuerte lavado de

3
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-~ da raiz o trozo de ésta de donde se elija el nédulo, separando des-
.. pués éste y sumergiéndole en agua estéril en una placa Pétri; el né-
* ."dulo separado se trata con sclucién de cloruro mercirico al 1 por 1.000

durante uno a cinco minufds, seglin su tamafo, y con un tiempo
~ medio de tres minutos. '

32" Tanto en los nédulos grandes como en los més pequenos seguimos

siempre la técnica de seccionarlos longitudinalmente sobre una placa
o porta estériles, con un bisturi muy fino esterilizado; con un _hilo de
platino que tiene doblado su extremo en forma roma (no de asa ni
de aguja) tomamos del interior del nédulo y se siembra por estria
sin recargar el hilo, en tres placas de Petri que contienen el medio
apropiado. El mejor es una modificacion del llamado 79, con varias
sdles, manitol y extracto de levadura, en el que se ha reducide la can-
tidad de carbonato célcico para evitar que precipite algo durante la
esterilizacién; si el agua de levadura se prepara con extracto Difco, se
obtiene un medio de composicién definida, que se comporta siempre
con regularidad. En este medio, a los cuatro, cinco o més dias de estar
a la temperatura del laboratorio o en estufa a 259, se obtienen colo-
nios de aspecto tipico, aunque variable, segin el grupo del Rhi-
zobium, debiendo hacer constar que ha habido casos en los que
suprimiendo la desinfeccién por el cloruro mercirico, sometiendo el
nédulo .a. la. accién’ del dcohol de 70° durante cinco minutos,:y. aun
prescindiendo de desinfectar; por el solc efecto de cuidadosos lava-
dos y de la técnica de seccionarlos como hemos dicho, no se han ob-
_ tenido contaminaciones apreciables y cuando las hay son mucho menos

. numerosas que empleando la técnica de aplastamiento del nédulo

entre dos portas.

4.2 Si bien el aspecto de las colonias obtenidas nos muestra la ausencia

de contaminaciones, no es suficiente para asegurarnos de que éstas
sean de genuinos Rhizobium, pues podian confundirse con las de
Agr.radiobacter y obtener fracasos en la inoculacién de semi-
llas, por carecer estos Utimos de. la propledcd de formar nédulos y
de fijar el nitrégeno atmosférico.

Surge por tanto, el problema- de asegurarncs de que las colonias obte-

- nidas ‘son de verdaderos Rhizobi um, para l6 cual nos valdrenios
de: ‘diversos caracteres culturales 'y” reacciones bloqwmlcas de las ‘dos
especies en los diferentes medios ‘de cultivo. Se marca una colonia,
tipica y bien aislada (para no correr el riesgo de que pueda confluir
. con otras de la placa, al seguir el crecimiento en el medio inicial
79M), v se resiembra en placas con medio que contiene cristal violeta
en una concentracién del 17/100.000, medificacién del propuesto con
‘Leonard, ‘del cual difiere, porque el de dicho investigador va a base
- de extracto de-tierra, nitrato sédico y glicerina, y el que nosotros
proporiemos es el mismo medio 79M, adicionado tan sélo del coloran-

~
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te mencionado, .pues nos ha parecido oportuno no variar el manitol
como fuente de energia, eliminar el nitrato sédico y suprimir una cosa

- tan compleja como es el extracto de tierra, o sea que, guardando las
condiciones del medio empleado en el primer aislamiento sélo difiere
en la presencia del cristal violeta; en tal medio, las colonias de
Rhizobium son pequefias, con poca o ninguna absorcién de co-
lorante; los de' Agr. radiobacter son mayores y muy colo-
readas en el centro, aunque con los bordes mds claros.

* Si en tal medio con colorante las colonias son del tipo resefiado como de
rizobio, se seguird la identificacién de éste, confeccionando una. sen-
cilla carta bacteriolégica, bien entendido que serd a partir de la colo-

" nia marcada en la placa del medlo 79M con la que-se resembro la
placa -con colorante.

Las principales caracteristicas.de cultivo que trataremos de comprobar son
las siguientes:

a) La ya citada de dar colonias pequefias no pigmentadas o con ligera
absorcién cuando crecen en medio 79M con cristal violeta. o

b) "Sembrando ei estria sobre agar inclinado en' medio 79M dan-creci-
miento abundante con tendencia a extenderss, semitranslicido, muci--

- laginoso, caracteres que difieren Tigeramente segin el grupo o especie

- de rizobio (56 deben resembrar varios tubos inclinades para que en el
caso de'que responda a todas las caracteristicas conservarlos, resem-
brando cada mes).

c) Accién sobre la leche tornasolada, consistencia, acjdez o alcalinidad,
“segUn la especie, formacién de suero o no, dependlen’re del grupo a
que pertenece.

d) Comprobar en el medio liquido nitratado de Sagen que los nitratos no
desaparecen del medio, aunque pueden ser reducidos; los nitritos no
son utilizados. 4 ' » )

e) En caldo triptofano, la no produccién ‘de indol; en el medio de
Clark y Lubs, la reaccién con el reactivo de V. P seré negativa, igual-
mente la del R. M. )

Por el contrario, si las colonias del medic con cristal violeta son presuntas
de Agr. radiobacter, grandes, con el centro muy. coloreado
y los bordes mas claros, se comprobard la reduccion fuerte de los ni-
tratos, desapareciendo éstos del medio; el obscurecimiento del medio
manitol-glicerofosfato-agar, y el crecimiento en caldo 79M, aun o pH
alto, 10-11, o mejor, de pH 12.

PARTE EXPERIMENTAL

1.2 Trabajos preliminares: Comprenden todos los precisos para lle-
gar a un estudio bacteriolégico detenido de los rizobios, con las modifica-
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ciones para su perfecta identificacion y diferenciacion, ya expuestas an-
teriormente.

2.2 Aplicar dicha experiencia al aislamientc del mayor nomero de
estirpes, confeccionando con cada una de éstas una carta bacteriolégica
conteniendo los caracteres culturales y bioquimicos principales para tratar
de establecer en sucesivos trabajos la relacion que pueda existir entre
algunos de estos caracteres y sus propiedades fisiolégicas, en cuanto a la
produccién de nédulos y fijacién del nitrégeno atmosférico; y

3.2 Tomar algunas de estas estirpes y experimentar en cultivos de
invernadero su manera de comportarse en las distintas circunstancias uti-
lizadas, siendo este punto la verdadera parte experimental de este trabajo.

Se comienza por hacer una exposicién de.las estirpes aisladas, y para
no alargarla demasiade serd condensada en los cuadros nimeros 1 al 8,
inclusive.

Se hace notar que el ndmero de estirpes aisladas ha sido mayor que el
incluido en estos cuadros, y los nGmeros con que se designan son conven-'
cionales, aunque la cifra en que terminan es constante para cada grupo:
osf las del Rh. trifoliiterminanen 1; en 2 lasde Phaseoli; en
3 los del grupo Rh. leguminosarum; en 4 los de Rh. meli-
loti; en 5 las del grupo Rh. lupinus, y en 6 las de la soja.



CUADRO N9 1

RHIZOBIUM TRIFOLII

- 1141

Estirpes 1111 1121 1.131 1.151 1.161
Origen Trifolium rep. Tr. pratense Tr. . alexandrin. Tr. repens Tr. incarnatum Tr. repens
o procedencia (Jard. C. S. 1. C)) | (Jard.- Botanieo) | (Jard. I. N V. S) (Jar. C. S. I. C) (Pontevedra) (Jard. C. S. 1. C.)
Nédulos,.. ... ... ... Abundantes Escasos Regulares Abundantes Regulares Escasos
Nédulo elegido... ... Sui)e;ior Superior Mediowm .Inferior Superior Medio
Racteroides ... ... | En maza Vacuolados y m. Maza Vacuolados Vacuol. y maza ~ Maza
F3 aislamiento... ... Jul. 1951 Oct. 1951 Oct. 1951 Feb. 1952 May. 1952 Mayo 1952
Medio empleado. ... 79M. pH 7 79M. pH 75 79M. pH 7 79M. pH 6,5 79M. pH 6 79M. pH 8
Crecimiento.... ... ... Répido 5 dias Répido 5 d. Moderado 8 d. Lento 10 d. Répido 5 d. Moderado 7 d.

Estria o colonia ...

Morfologia ... ... ...

Coloracién Gram ...

Cristal violeta ... ...

Col. peq. claras

Blanc. Mucosa
Bacilos med.

Negativos

Medio rojo congo ...

‘No absorbe

Bl.-am. Mucosa

Blanc. Mucosa

Bl. poco muc.

Blanc. Mucosa

Bl. Mucosa

Cocos y bacil.

Bacilos. gr.

Coces vy bac.

Bacilos med.

Bac. medianos

Negativos

Negativos

Negativos

Negativos

Negativos

Col. peq. claras

No absorbe

Col. peq. claras

Col. peq. claras '

Col. peq. clar.

No absorbe

No absorbe

No. ahsorhe

Col. peq. claras

No absorbe

Meédio glicerofosfato ..

No pardea

No ‘pardea

No pardea

No pardea

+ No pardea

Lig. pardo



S

Caldo 79. pH 12 ...

No crece

No crece

No crece

-~ No' crece

- 'No' crece

No crece

Leche torhaé(;lada ...

o Alc.”y ‘suero

Alc. y suero

Alc. y suero

“Ale. y suero

“Ale. y suero

‘Alc. y suero”

T4+

Glucosa (D)... ... .. + 4+ 4 4 ST +
Sacarosa. ... ... ... 0 0 o - 0" 0 0
Xilosa ... ... ... i 0 0 "0 0 0 0
V. P. y R M ...... Negativas Negativas Negativas Negativas Negativas Negativas
Indol ... ... oo oo ... Negativa Negativa Négaiiva Negativa‘ Negativa Negativa
R Jul. 1951 ‘Oct. 1951 Oct. 1951 Feb. 1952 May. 1952 May. 1952
E Oct. 1951 Dic. 1951 Dic. 1951 Abr. 1952 Jun. 1952 »Ju‘n. ;952
S Dic. 1951 Feb. 1952 Feb. 1952 Jun. 1952 Jul. 1952 Jul. 1952
I Feb. 1952 Abr. 1952 Abr. 1952 Jul. 1952 Ago. 1952 Ago. 1952
E Abr. 1952 Jun. 1952 Jun. 1952 Ago. 1952 Sep. 1952 Sep. 1952
M Jun. 1952 Jul. 1952 Jul. 1952 Sep. 1952. Nov. 1952 Nov. 1952
B Jul. 1952 Ago. 1952 “Ago. 1952 Nov. 1952 Ene. 1953 Ene. 1953
R Ago. 1952 Sep. 1952 Sep. 1952 Ene. 1953
A Sep. 1952 Nov. 1952 Nov. 1952
S Nov. 1952 Ene. 1953 Ene. 1953
Ene. 1953

1) + Ac.; — Alc.; 0 Nada,



CUADRO NS 2

RHIZOBIUM PHASEOLI

Estirpes 1.112 1.122 1.132 2.842 2.852 2.862

Origen o Phaseolus  vulg. Ph. vulgaris Ph. angustifol. Ph. vulgaris Ph. angustifol. Ph. angustifol.

procedencia (Inv. Inst. Edaf) (Huerta Baraj.) (Huerta Pardo) (Ins. Edaf.) (Tnv. Ins. Ed) (Inv. Ins. Ed.)
Nédulos ... ... ... Escasos Abundantes Abundantes Escasos Abundantes Abundant;as
Nédulo elegido. Medio Superior Inferior Superior Superior Superior
Bacteroidés'...‘... Vacuolados peq. Vacuolados gr. Vacuolados gr. Vacuolad. peq. - Vacuolad. peq. Vacuolad. peq.
F.2 aislamiento ... Oct. 1951 Oct. 1951 Oct. 1951 - May. 1952 May. 1952 Ago. 1952
Medio empleado. 79 M. pH 7. 79M. pH 6,5 79M. pH. 7;5 79M. pH. 7 79M. pH 6 79M. pH 8
Crecimiento .. ... Moderado 7 d. Lento 9 d. Moderado 7 d. Moderado 8 d. Lento 10 d. : Modex;ado 8 d.

Estria o colonia.

transluc.

Bl-am.

Bl. transluc.

Bl. transluc.

Bl transluc.

Bl. am. transl.

Bl. am. opaca

Morfologia ... ... )

Bacilos grand.

Coloracién Gram.

Negativos

Bacilos med.

Bacil. grand.

Bac. medianos

Bacilos peq.

Bacilos peq.

Negativos

Cristal violeta ...

Col. peq. claras

Col. peq. claras

Variable

Negativos

Negativos

Negativos

Col. p. claras

Col. peq. clar.

Col. peq. claras

" Col. peq. claras

Medio rojo congo.

No absorbe

No absorbe

No absorbe

Lig absorcién

No absofbe

No obsorbe




Medio nitratado.

rd
Nitritos 4

Nitritos + 4

Nitritos O.

Nitritos -+ -

Nitritos -+ l-]- +

Nitritos -+

Caldo 79. pH 12.

No crece

No crece

No crece

No_crece

No crece

No crece

Leche tornasol ...

Alcalina-suero

Ale. poco suero

Alc. y suero

Alc. mucho suero

Alc. poco suero

Alc. sin suero

Glucosa ... ... ... 4+ + +++ + 4+ + 4o 4+
Sacarosa ... ... ... R 44+ + 4+ 4+ 4+ 4o
Xilosa . ... ... ... + 0 0 + + 4
V.P.y R M Negativas Negativas Negativas ‘ Negativas Negativas Negativas
Indol Negativa Negativa Negativa Negativa Negativa Negativa
' Oct. 1951 Oct. 1951 Oct. 1951 May. 1952 May. 1952 Ago.. 1952
R .
E Dic. 1951 Dic. 1951 Die. 1951 Jun. 1952 Jun. 1932 Sep. 1952
Feb. 1952 Feb. 1952 Feb. 1952 Jul. 1952 Jul.v 1952 QOct. 1952
S
Abr. 1952 Abr. 1952 Abr. 1952 Ago. 1952 Ago. 1952 Nov. 1952
I Y
Jun. 1952 Jun. 1952 Jun. 1952 Sep. 1952 Sep. 1952 Ene. 1953
I :
Jul. 1952 Jul. 1952 Jul. 1952 Oct. 1952 Oct. . 1952
M :
R Ago. 1952 Ago. 1952 Ago. 1952 Nov. 1952 Nov. 1952
Sep. 1952 Sep. 1952 Sep. 1952 Ene. 1953 Ene. 1953
R ‘
Oct. 1952 Oct. 1952 - Oct. 1952
A .
Nov. 1952 Nov. 1952 Nov. 1952
S
Ene. 1953 Ene. 1953 Ene. 1953




RHIZOBIUM LEGUMINOSARUM

CUADRO N.° 3

Estirpes 1.113 1.213 1.313 2.843 2.853 - 2.863

Origen o Vicia Faba Vicia faba Vicia faba“ Vicia faba Vicia faba Vicia faba

procedencia (Huerta Pardo) (Segovia) (Toledo) (Aranjuez) (Va_lladblid) (Huerta Pardo)
Nédulos-... ... ... ... “Escasos Abundantes ‘ Escasos Abundantes Abundantes Escasos
Nédulo elegido ... ... - Sl%pel?ior Superior Superior " Inferior "Medio Inferior
Bacteroide‘s ...... Vacuolados Vacuol. y maza Vacuol. . y. .maza ‘Maza VVacuolados Vacuolados
F:2 aislamiento ... ... Nov. 1951 Mar. 1952 Mar. . 1952 May. 1952 May. 1952 May. 1952
Medio empleado ... 79M. pH 5,5 79M. pH 6 79M. _pH:‘6,5 79M.. pH: 7.' 79M. pH 7,5 79M. pH. 8

Crecimiento ... ... ...

Lenta, doce dias

Lento,. doce dias

Moderado 9 d.

Moderado, 8 d.

Raépide, 7 d.

Répido, 7 d.

Estria o colonids ...

~ Blanco-viscoso

Bl.-am. . viscoso

Bl.-am. - viscoso

Blanco-viscoso

Blanco-viscoso

Blanco-viscoso

Morfolegia ..: ... ...

. Bastones mévil.

B. .grandes

B.: medianos

B. moviles

Bastones. gr.

B. peq. mévil.

Coloracién Gram ...

Negativos

Variable

Variable:

Negativos

Variable

Variable.

Cristdl . violeta ... ...

-+ Col. p. unif. t.

Col: p. unif. tefi.

Cal. centro tefi.

Col.. p,- unif. tef.

Col. p. unif. tefi. ’

Col. p. unif. tefi.

Medio rojo cengo ...

No absorbe

~..Ligera . absor.

. No - absorbe

No absorbe

No- abserbe-, -

No absorbe



Medio nitratado

Nitritos 4+ 4 +

Nitritos 4 + +

Nitritos + +

Nitritos 4 4~

Nitritos 4~

Nitritos -

Caldo 79. pH 12 ...

No crece

No crece

No crece

No crece

No crece

No crece

Leche tornasolada ...

Alcalina-suero

Alc. y suero

Alc. y suero

"Alc. poco suero

Alc. y suero

Alc. y suero

4+

Glucosa ... ... ... ... + + + + 4+ + + + 4+ TR
Sacarosa ... ... ... ... e + + + + +
Xilosa ... ... oo o.ee 0 0 0 0.‘ 0 0
V.P.y R. AM. Negativas Negativas Negativas Negativas Negativas Negativas
Indol ... ..o v vee ot Negativa Negétiva Negativa Negativa' Negativa Negativa
R Nov. 1951 Mar. 1952 Mar. 1952 May. 1952 May. 1952 May. 1952
E Die. 1951 Abr. 1952 Abr. 1952 Jun. 1952 Jun, 1952 Jun.. 1952
S Feb. 1952 Jun. 1952 Jun. 1952 Jul. 1952 Jul. 1952 Jul. 1952
I Abr. 1952 Ago. 1952 Ago. 1952 Ago. 1952 Ago. 1952 Ago. 1952
E Jun. 1952 Sep. 1952 Sep. 1952 Sep. 1952 Sep. 1952 Sep. 1952
M Jul. 1952 Oct. 1952 Oct. 1952 " Oct. 1952 . Oct. 1952 Oct. 1952
B Ago. 1952 Nov. 1952 Nov. 1952 Nov. 1952 Nov. 1952 Nov. 1952
R Sep. 1952 Ene. 1953 Ene. 1953 Ene. 1953 Ene. 1953 Ene. 1953
A Nov. 1952
S Ene. 1953




CUADRO NZ° 4

RHIZOBIUM LEGUMINOSARUM (Continuacién)

133

Estria-colonias ... ...

Estirpes 93 113 123 143 103

Origen o Pisum sativum Vicia sativa Vicia sativa Lathirus Latif Lath. sativus Pisum sativam

procedencia (Murcia) (Toledo) (Toledo) (Jardin Bot.) (Segovia) (Segovia)
Nédulos ... Abundantes — Abundantes Abundantes Regulares Escasos Escasos
Nédulo elegido ... ... Superior Superior Inferior Superior Superior\ Superior
Bacteroides ... ... ... Maza y vacuola. Maza y vacuol. Vacuolados y M. Ramificados Ramificados Vacuolados
F.2 aislamiento ... ... Feb. 1952 Mar. 1952 Mar. 1952 May. 1952 May. 1952 Ag. 1952
Medio empleado 79M. pH 7 79 M. pH 7 79 M. pH 7 79 M.-pH 7 79 M. pH 7 79 M. pH 7
Crecimiento ... ... ... Moderado, 7 d. Rapido, 6 d. Répido, 6 d. Moderado, 7 d. Lento, 9 d. Lento, 10 d.

Bl.-am. viscoso

Bl. am. viscoso

Bl.-gris. visc.

Bl. am. viscoso

Bl. am. viscoso

Blanco-viscoso

Morfologia ... ... ...

Bacilos med.

Bacilos cortos

Coloracién Gram ...

Negativos

Negativos

Bacilos cortos

Bac. grandes

Bac. grandes

Bac. grandes

Negativos

Negativos

Negativos

Cristal violeta ... ...

Col. peq. claras

Col. peq. claras

Col. med. clara

Col. med. clara

Col. peq. claras

Negativos

Col. peq. claras

Rain canca

Na ahearhe

No ahsorbe

No absorbe

No absorbe

No absorbe

No absorbe



Medio nitratado Nitritos -+ Nitritos 4 Nitritos 4 Nitritos 4 4 Nitritos -+ Nitritos -
Caldo 79. pH 12 ... No crece No crece No crece No crece No crece No crece
Leche tornasol ... ... Alc. y suero Alc. poco suero Ale. poco suero Alc. y suero Alc. mucho suero Alc. y suero
Glucosa ... ... ... ... +++ ++ + + 4+ + 44+ +++
SacATOSA ... crv onv .. + + + 4 -+ + + +
Xyldsa 0 0 0 0 0 0
V. P. y Re. M. ... ... NégatiVas Negativas Negativas Negativas Negativas Negativas
Indol .. oo coe e o Negativa Negativa Negativa Negativa Negativa Negativa
R Feb. 1952 Mar. 1952 Mar. 1952 May. 1952 May. 1952 Ago. 1952
E Abr. 1952 " Abr. 1952 Abr. 1952 Jun. 1952 Jun. 1952 Sep. 1952
S Jun. 1952 Jun. 1952 J‘un. 1952 Jul. 1952 Jul. 1952 Oct. 1952
I Ago. 1952 Ago. 1952 Ago. 1952 Ago. 1952 Ago. 1952 Nov. 1952
P
E Sep. 1952 Sep. 1952 Sep. 1952 Sep. 1952 Sep. 1952 Ene. 1953
M Oct. 1952 Oct. 1952 Oct. 1952 Oct. 1952 Oct. 1952
Nov. 1952 Nov. 1952 Nov. 1952 Nov. 1952 Nov. 1932
Ene. 1953 Ene. 1953 Ene. 1953 Ene. 1953 Ene. 1953

w oo oW




CUADRO N° 5

RHIZOBIUM MELILOTI

Estirpes 1.114 1.124 144 164 244 264

Origen o Medicago sat. Medicago sat. Melilotus alba Medicago sat. Medicago sat. _Medicago sat.

procedencia [ (Huerta Pardo) (Toledo) (Jardin Bot.) (Huerta Pardo) (Toledo) (Segovia)
Nédulos ... ... ... ... Escasos Escasos Abundantes Eécasos Escasos Escasos
Nédulo elegido ... ... Lateral Medio Superior " Medio Medio Medio
Bacteroides ... ... ... Ramificados Ramificados En Y, X, etc. Poco ramificado | Peq. no ramific. Bac. cortos
F.? aislamiento ... ... Oct. 1951 Oct. 1951 . Oct. 1951 Mar. 1952 May. 1952 ) Ago. 1952
Medio empleado ... 79M. pH 7 T9M.. pH 7 9M. pH 7 9M. pH 7 79M. pH 7 79M. pH 7

Crecimiento ...... ...

Répido, 6 d.

Répido, 6 d.

Répido, 4 d.

Répido, 5 d.

Ripido, 5 d.

Répido, 5 d.

Estria o colonias ...

Bl. mantecosa

Bl. mantecosa

Blanco opaco

Bl.-ama. mantec.

Blanco-mantec.

Bl. mantecoso

Bacilos y coc.

Bacilos med.

Bacilos cortos

Bacilos cortos

Morfologia ... ... ... Bacilos med. Bacilos med.

Coloracién Gram ... Negativos Negﬁtivos Negativos Negativos Negativos 7 Negativos
Cristal violeta ... Col. peq. cl. Col. peq. cl. Col. poco tefi. Col. peq. cl.’ | Col. peq. cl. Col; peq. cl. .
Rojo Congo No absorbe No absorbe No absorbe No absorbe No ahsorbe . No absorbe
R s No mavdoa Noa nardea No' pardea No pardea No pardea No pardea




Caldo 79 pH 10 ...

No crece

No crece

No crece

Crece -+

Crece 4

Crece -+

Caldo 79 pH 12 ...

No crece

No crece

No crece

" No crece

No crece

N@ crece

Leche tornasol

Acida y suero

Acida y suero

Acida y suero

Acida y suero

Acida y suero

Acida - suero

Glucosa ... ... ... ... +++ + + + ++++ + + + ++++ +++
Sacarosa ... ... ... ... + + + + + + + 4+ +++ +++ ++ +
Xylosa ... ... .« . + + + + ++ +++ 4 ++++ ++++ ++ +
V. P. y R. M. ... Negativas Negativas Negativas Negativas Negativasy Negativas
Indol ... Negativa Negativa Negati\;a Negativa Negativa Negativa
R Oct. 1951 © Oct. 1951 Oct. 1951 Mar. 1952 Mar. 1952 Ago. 1952
E Dic. 1951 Dic. 1951 Die. 1951 Abr. 1952 Jun. 1952 Sep. 1952
S Feb. 1952 Feb. 1952 Feb. 1952 Jun. 1952 Jul. 1952 Oct. 1952
I Abr. 1952 Abr. 1952 Abr. 1952 Jul. 1952 Ago. 1952 Nov. 1952
E Jun. 1952 Jun. 1952 Jun. 1952 Ago. 1952 Sep. 1952 Ene. 1953
M ) Jul. 1952 Jul. 1952 Jul. 1952 Sep. 1952 Oct. 1952
B Ago. 1952 Ago. 1952 Ago. 1932 Oct. 1952 Nov. 1952
R Sep. 1952 Sep. 1952 Sep. 1952 Nov. 1952 Ene. 1953
A Nov. 1952 Nov. 1952 Nov. 1952 Ene. 1953
S Ene. 1953 Ene. 1953 Ene. 1952




CUADRO N.° 6

RHIZOBIUM LUPINI

Estirpes 1.115 1.215 1.315 1.175 1.185 1.285

Origen o Lupinus august. Lupinus luteus Lup-. angustifol Lupinos ? Ornithopus s. 0. sativus

procedencia (Toledo) (Cérdoba) (Toledo) (Pontevedra) (Pontevedra) (Toledo)
Nédulos ... ... ... ... Escasos Escasos Abundantes Abundantes Escasos Escasos
Nédulo elegido ... ... Inferior Inferior Superior Medio Superior Superior’
Bacteroides ... ... ... Bac. largos Bac. largos Bac. medianos Bac. largos Bac. largos Bac. largos
F.2 aislamiento ... ... Oct. 1951 ~ Oct. 1951 Mar. 1952 May. 1952 May. 1952 i Ago. 1952 )
Medio empleado ... 79M. pH 7 79%. pH 7 M. pH 7 9M. pH 7 79M. pH 7 9M. pH 7
Crecimiento ... ... ... Lento, 15 d. Lento, 15 d. Lento, 12 d. Moderado, 10 d. Moderado, 9 d. Moderado, 10 d.
E§tria o colonia ... Blanco-sucio Blanco-gris Blanco opaco .Bl. translicido Blanco sucio Blanco sucio

Morfologia ... ... ...

Bacilos cortos

Coloracién Gram ...

Variable

Cristal violeta ... ...

Col. peq. poc. t.

Medio rojo congo ...

No absorbe

Bacilos cortos

Bacilos cortos

Bacilos. med.

Bacilos med.

Bacilos med.

Variable

Negativos

Negativos

Variable

Negativos

Col. peq. p. tefl.

Col. peq. p. ted.-

Col. peq. p. tefi.

No absorbe

No absorbe

No absorbe

Col. med. cent. V.

No absorbe

C. med. centro V.

No _absorbe




Medio nitratado

Nitritos

+++

Nitritos

+++

Nitritos 4

Nitritos + 4

Nitritos 4 4

Nitritos + 4

Caldo 79 pH 12 ...

No crece

Leche Tornasol

Alc. sin suero

No crece

No crece

No crece

No crece

No crece

Alc. sin suero

Alc. sin suero

Alc. sin suero

Alc. sin suero

Alc. sin suero

Glucosa ... ... ... ... (———) (———) (+—) (———) (———) (—)
Sacarosa (——) (——) =) (——) =) (=)
Xiloxa ... ... ... ... (———) (——) (——) (———) (——) . (—-—)
V.P.y RR. M. ... ... Negativas Negativas Negativas Negativas ‘ Negativas Negativas
Indol ... Negativa Negativa Negativa Negativa Negativa Negativa
R Oct. 1951 Oct. 1951 Mar. 1952 May. 1952 May. 1952 Ago. 1952
E Dic. 1951 Dic. 1951 Abr. 1952 Jun. 1952 Jun. 1952 Sep. 1952
S Feb. 1952 Feb. 1952 Jun. 1952 Jul. 1952 Jul. 1952 Oct. 1952
I - Abr. 1952 Abr. 1952 Jul. 1952 Ago. 1952 Ago. 1952 ‘qu. 1952
E Jun. 1952 Jun. 1952 Ago. 1952 Sep. 1952 Sep. 1952 Ene. 1953
M Jul. 1952 Jul. 1952 Sep. 1952 Nov. 1952 Nov. 1952
B Ago. 1952 Ago. 1952 Nov. 1952 Ene. 1953 Ene. 1933
R Sep. 1952 Sep. 1952 Ene. 1953
A Nov. 1952 Nov. 1952
S Ene. 1953 Ene. 1953




CUADRO N.° 7
RHIZOBIUM JAPONICUM

Las estirpes de esta especie han sido remitidas de Barcelona, por lo cual se ha
limitado a resembrarlas en medio 79 M, y seguir la identificacién bacteriolégica

como en las anteriores.

Venian resenadas con las notaciones 202 y 206, las cuales se han cambiado por
las 2.026 y 2.066, respectivamente, quedando asi incorporada la terminacién. en 6,
_para las estirpes de esta especie.

Estirpe

2.026

2.066

Medio empleado

79M pH 7

79M pH 7

Estria o colonias ... ...

Blanco-sucio

Blanco-sucio

Crecimiento ... ... ... ... Moderado, 7 d. Moderado, 7 d.
Morfologia ... ... ... ... Bacilos lar. Bacilos med.
Coloracién Gram ... ... Variable Variable
Cristal violeta ... ... ... Col. gr. viol. Col. gr. viol.
Rojo congo ... ... ... No absorbe No absorbe
_Medio Glicerofost. No pardea Pard. lig.
‘Medio nitratado ... ... Nitritos + + Nitritos + 4 +
Caldo 79 pH 12 ... ... No crece Lig. crec.

Leche tornasolada ... ...

Alc. sin suero

Alc. sin suero

Glucosa ... ... ... w. ... (———) (———)
Sacarosa ... ... ... ... ... (———) (——-—)
Xyloxa ... ... ... ... ... (———) (———)
Arabinosa ... ... ... ... + + +
"V.P.yR M ... ... ... Negativas Negativas
Indol ... ... ... ... ... ... Negativa Negativa
R Junio 1951
E Septiembre 1951
S Octubre 1951
I Diciembre - 1951
E Febrero 1952
M Abril 1952
B Junio 1952
R Julio 1952
A Agosto 1952
S Octubre 1952
Enero 1953

20



CUADRO N.° 8

AGROBACTERIUM RADIOBACTER

Estirpes R. 1 R. 2 R.3 R. 4 R.5
Aislada simulta- Aislada de una
neigllentel ;’15le1' Aislada en igua- iraiz de M. sati-
Oriven fl‘c))s c’:lloni c ‘“; les condiciones| De igual manera,| va, de nédulos Como la R. 4. d
rigen y . as cas que la R. 1, y a| ,pero a partir de| pobres y escasos, omo fa . % de
iguales en medio T A " nodulo de raiz
denci 79 M fué la vez que el| Vicia faba y a| sin poder aislar de Lupi .
procedencia > que | Rhizobium 1.132,| la vez que el Rhi-| el Rhizobium es-| 26, “Upinus. sin
sembrado por p . rpe hallar Rhizobium.
aplastamiento de un nédulo de zobium 2.863 | pecifico. Todas
’ 3 .
con un nédulo de Ph.  angustifol. las coi)l(l;]mlas eran
Tr. incarnatum. guales.
Morfologia ... ... ... Bacilos med. Bac. grandes Bac. medianos Bac. medianos | Bacilos medianos

Coloracién Gram ...

Variable

Viariable

Negativos

Negativos

Negativos

Cristal violeta ... ...

Colonias grandes

Col grandes muy

Col.

medianas

Col. peq. muy

Col. grandes muy
pig. centro y

pigmentadas cen.| pigment. centro| muy pig. centro| pigment. centro bordes
Rojo congo ... ... ... No absorbe No absorbe No absorbe No absorbe Ijigera absorcién
Medio glicerofosf ... Pardo Pardo Marrén, halo h. Marrén Ma;;ﬁﬁcilalo
Caldo 79 pH 10 ... Crece Crece Crece Crece Crece



Caldo 79 pH 12 ...|

Crece

Crece

Crece

Crece

Crece

Caldo peptona

Crece y velo

Crece y velo

Crece y velo

Crece y anill.

Crece y velo

Medio nitratado de Nitritos 4444

Nitritos 4++-+-+

Nitritos ++4-+-4

Nitritos + +

Nitritos + -+

1952

Sagen Nitratos 0 Nitratos 0 Nitratos 0 Nitratos + + Nitratos 4
Leche tomaslada] SU vl o cof Mk e, v Muche e o] Foco ore e el .
Glucosa ... ... ... ... + 4+ + 44+ +++ 4+ + 4+ 4+ 4+ + +
Sa?arosa ..... (———) (——) s (-—)7 (—')

- Xilosa ... ... ... .. + + 7 + + R +++ + + - + + )
VPyR M. .| (+9)y(+ ) Negativas Negativas _ (—-l;—-) y (+—) E Negativasl
Indol ... ... ... ... ... B (+ —; : . (4+—) — (+—) Negativa Negativa

May. 1952 I May. 1952 May. 1952 Mar. 19527 Mal';wzs;w-

Resiembras: Jul. 1952 Jul. 1952 Jul. 1952 May. 1952 Mayo 1952

Oct. 1952 Octu. 1952 Oct. 1952 Oct. Oct. 1952
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La primera intencién fué que el presente trabajo abarcara un estudio
fisiolégico de las seis especies representativas de los grupos admitidos en
1a sistemdtica de Bergey’s y, a tal objeto, se confeccioné el protocolo ad-
junto, en el que figuran todas las combinaciones en un total de 42, gue
-al ser triplicadas, con vistas a la estadistica, suman un total de 126 ma-
cetas, objeto del experimento. (En los cuadros 9 (I y Il) se detallan todas
aas variables que figuran en el experimento.)

No se hubiera desistido de ello si el ciclo evolutivo de las disfintas es-
pecies sembradas hubiera sido semejante; pero las diferencias observadas
en el crecimiento de las seis especies y el deseo de no alargar ni demorar
este trabajo indujeron a limitarlo a las maocetas correspondientss a
Pisum sativum, que, en ndmero de 21, contenian las combinaciones
existentes en las restantes en las que se comprobé la presencia, o -.no,
de los nédulos y se fotografiaron las diferencias en el desarrollo de las
plantas, dejondo para otro trabajo posterior la determinacién del nitré-
-geno fijado en el material soporte donde han crecido y ‘el conocimiente
de su accién fijadora y, por tanto, beneficiosa o eficaz.

Ademés, se han aislado de las plantas noduladas que no eran de
Pisum sus estirpes de Rhizobium para conocer los cambios produci-
dos en sus pases por las plantas. No estan incluidas en los cuadros por no
haber sido estudiadas bacteriolégica y bioquimicamente.

Por el contrario, las macetas elegidas de Pisum sin ninguna otra pre-
ferencia que su mds corto ciclo de crecimiento serén estudiadas en todos
'sus aspectos, siguiendo después un nuevo estudio bacterioldgico y bicqui-
mico de los rizobios aislados de sus nédulos para comprobar la constancia
o variacién de las principales caracteristicas de este tipo. Este estudio
figura en los cuadros 11 (I, Il y ). ‘

Hechas ya todas las consideraciones generales, tanto de orden exposi-
tivo como las preliminares de la experimentacién, pasemos ya a la parte
experimental propiamente dicha, objeto de este trabajo.

Su fin es tratar de demostrar:

1.° Que no todos los microorganismos aislados de los nédulos de rai-
ces de plantas leguminosas son verdaderos rizobios, aunque tengan carac-
teres morfolégicos idénticos, y hasta algunos culturales.

29 Que parte de los fracasos obtenidos en la inoculacién de semi-
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CUADRO N.2 9 (i)

DESCRIPCION DE LA DISPOSICION TOTAL DE LOS CULTIVOS EN EL INVERNADERO

'

J

|

Leguminosa ' Macetas | Detalle de las variables existentes
|

T 1-43- 85 | Testigos. (Sin inocular.)
R - N 7
I 4. 86 Inoculadas con estirpe aislada de nédulo de raiz de Trifolium, pero sin identificacién
F 2-44- bacteriolégica completa. (Resulté Agrobacterium radiobacter.)
0 3.45. 87 Inoculadas con estirpe aislada del mismo nédulo que la anterior, tampoco completamente
L 0. ol identificada. (Resulté Rhizobium; estirpe 1.151.)
I S
18) 4-46- 88 Inoculadas con Rhizobium especifico, estirpe 1.121, bien identificada bacteriol6gicamente,
M TR empleando una resiembra de bacterias de cinco meses de antigiiedad.
g 5.47- 89 | Inoculadas con la misma estirpe que las anteriores, pero recientemente resembrada.
P . Inoculadas con Rhizobium especifico, estirpe'l.llll, bien identificada bacteriolégicamente,
E 6-48- 90 empleando una resiembra de bacterias, de cinco meses de antigiiedad.
N S
S 7-49- 91 | Inoculadas con la misma estirpe que las anteriores, pero recientemente resembrada.
P 8-50- 92 | Testigos. (Sin inocular.)
H o . . , ; i P

a o3 Inoculadas con estirpe aislada de nédulo de raiz de Phascolus, pero sin identificacién
A i -51- bacteriolégica completa. (Resulté al efectuar ésta un Agrobacterium radiobacter.)
S | .
E 10-52- 93 Inoculadas con estirpe aislada del mismo nédulo que la anterior, tampoco completamente
0 Y identificada. (Resulté ser Rhizobium.)




empleando una resiembra de bacterias procedente de febrero de 1952.

S
v 12-54- 96 | Inoculadas con la misma estirpe que las anteriores, pero resiembra reciente.
U .
L 13-55- 97 | Inoculadas con Rhizobium especifico, estirpe 1.132, bien identificada bacteriolégicamente,
G : empleando bacterias procedentes de yna resiembra de febrero de 1952.
A S
R 14-56 - 98 | Inoculadas con la misma estirpe que las anteriores, pero la suspensién de bacterias em-
pleadas procede de una resiembra de junio de 1952.
I o ;
S c N
15- 577 99 | Testigos. (Sin inocular.)
P 16-58-100 | Inoculadas con estirpe aislada de Vicia faba, pero sin identificacién bacteriolégica com-
I i pleta. (Resulté Radiobacter.)
S
U 17-59-101 | Inoculadas con estirpe aislada del mismo nédulo que la anterior, tampoco completamente
identificada. (Resulté Rhizobium.)
M
18-60-102 | Inoculadas con Rhizobium especifico, estirpe 1.113, bien caracterizada bacteriolégicamente.
S Empleada una resiembra de bacterias de febrero de 1952.
A
T 19-61-103 | Inoculadas con la misma estirpe que las anteriores, pero con resiembra reciente.
I = -
Vv 20-62-104 | [noculadas con Rhizobium especifico, estirpe 93, aislada de Pisum, y hien caracterizada
U bacteriolégicamente, fué empleada una resiembra de febrero de 1952.
M
21-63-105

Tnoculadas con la misma estirpe que las anteriores, pero de resiembra reciente.
.




CUADRO N.° 9 dI)

SIGUE LA DESCRIPCION DE LA DISPOSICION 'TOTAL DE LOS CULTIVOS EN EL INVERNADERO

Leguminosa Macetas Detalle de las variables existentes

22-64-106 | Testigos. (Sin inocular.)
M _— — S
E 23-65-107 | Tnoculada con estirpe aislada de nédulo de raiz de Medicago, pero empleada sin com-
D pleta identificacién bacteriolgica. (Al efectuar ésta resulté Agrobacterium radiobacter.)
I ‘ ‘ _ .
c 24-66-108 | Tnoculadas con otra estirpe aislada del mismo nédulo que la anterior, empleada también
A sin identificacién bacteriolégica. (Resulté también Radiobacter.)
G _ : SR
0 25-67-109 | [noculadas con Rhizobium especifico, estirpe 1.124, bien identificada bacteriolégicamente.

Se empleé una resiembra de bacterias de febrero de 1952 (cinco meses).

i 26-68-110 | Tnoculadas con la misma estirpe que las anteriores. Resiembra reciente.
T N ‘ ——t
I 27-69-111 | Inoculadas con Rhizobium especifico, estirpe 144, bien identificada bacteriolégicamente.
v Se utilizaron bacterias procedentes de resiembra de febrero.
A -

28-70-112 | Tnoculadas con igual estirpe que las anteriores. Resiembra reciente.

929.71-113 | Testigos. (Sin inocular.)
L N
I_J ' 30-72-114 | Inoculadas con estirpe aislada de nédulo. de rafz de Lupinus, pero empleada sin identi-




\noculadas con otra estirpe aislada del mismo nodulo que la anterior y que al ser identi-

S 31 -45-110
ficada bacteriolégicamente también resulté Agrobacterium radiobacter.

A 32-74-116 | Inoculadas con estirpe 1.115, bien identificada como Rhizobium, y aislada ‘de nédulo de

N ' raiz de Lupinus. Se empleé una resiembra de bacterias de cinco meses (febrero).

G — e e —

U .

S 33-.75-117 | [noculadas con igual estirpe que las anteriores. Resiembra reciente.

T

I R I— — I

F 34-76-118 | Inoculadas con Rhizobium especifico, estirpe 1.215, bien identificada bacteriolégicamente.

g Se empleé una resiembra de bacterias de febrero (cinco meses).

I ——

g 35-77-119 | Inoculadas con la misma estirpe que las a}lteriores-. pero la suspensién de bacterias em-
pleada. -procede de resiembra reciente.

36-78-120 | Testigos. (Sin inocular.)

S I S S

Q) 37-79-121 | I[noculadas con estirpe 202 (2026).

J

A 38-80-122 | Inoculadas como las anteriores.

M 31-81-123 | Inoculadas con estirpe 206 (2.066).

A S : e

X 40 -82-124 | Tnoculadas como las anteriores.

I ——— e

M 41 -83-125 [ Inoculadas con las dos estirpes 2.026 y 2.066.

A : : R S ————

42.84-126 | Inoculadas como las anteriores.
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llas se deben a la anterior confusién, nacida del poco interés concedido
<« la caracterizacién de los gérmenes inoculantes.

32 La necesidad de confeccionar para cada estirpe aislada una
ficha o breve carta bactericlégica, conteniendo las principales pruebas que
la caracterizan como tal para-relacionar éstas con la propiedad de for-
mar nédulos y con su efectividad para fijar el nitrégeno atmosférico.

4.9 La influencia de la antigiedad de las resiembras sobre la citada
infectividad y fijacién;

y 5.0 Las diferencias en estas propiedades cuando la estirpe inoculante
lo hace sobre una semilla de leguminosa de su grupo, aunque no de su
misma especie y lo que ocurre cuando grupo y especie coinciden.

Para el experimento se han elegido las siguien’r_esﬂes’rirpes:

~ 3. Aislada de una raiz de Vicia faba procedente de la huerta
de la carretera de El Pardo (junto al Instituto Llorente) sin mds caracteres
-que el ser resembrada de una colonia de aspecto de Rhizobium,
-existente en una de las placas del medic 79M donde, por aplasta-
miento, se sembrd el nédulo para aislamiento inicial. (Dicha estirpe
‘posteriormente, por su’ avirulencia para producir nédulos, fué identificada
como Agrobacterium radiobacter, que sigue figurando en
la tabla de éstos como la estirpe A. 3.

13.  También aislada de la misma raiz que la anterior y resembrada
de una colonia casi idéntica, que existia en otra placa del citado medio
79M, y que resulté después de comprobada su capacidad para nodular
un tipico Rhizobium, pasando, después de ser ampliamente carac-
terizada, a denéminarse estirpe 2863, que figura en el cuadro corespon-
diente a Rh. leguminosarum.

Queda bien sentado que dos microrganismos de distinto género, aun-
que relacionados, pueden existir en el mismo nédulo o cerca de él, y
serdn aislados conjuntamente si, comc en este caso (intencionadamente),
el nodulo se aplasté en vez de seccionarle, como hemos propugnado.

Estirpe 1113. Igualmente aislada con anterioridad a las citadas, de un
nédulo de Vicia faba, en la misma huerta de El Pardo, con carac-
teres bioquimicos y culturales de verdadero Rhizobium. Fué em-
cleada en dos modalidades: “Una resiembra de cinco meses de antigie-
dad, en frascos planos tapados con guata, y después conservados cerrados
<on tapdn metdlico, con corcho y rosca, y ofra resiembra de unos dias antes
del experimento. '
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Estirpe 93. Procedente de Pisum sativum, raices remitidas des-
de Murcia, que fué aislada en febrero de 1952, y empleada, igualmente
a la anterior, en resiembras reciente y antigua.

Para mayor comprensién resumiremos en el cuadro 10 las va-
riables que figurdn en el experimento:

La técnica seguida para el experimento fué como sigue: Se emplearon
macetas sin drenaje, conteniendo ‘material para el crecimiento de las
plantas segin el siguiente esquema:

ESQUEMA DE LA MACETA

YNId YNIWY

VLA IWYIA

VSINNO VAVHY

Liw o}

Como se ve en el dibujo, las macetas contienen primero una
estrecha capa de grava gruesa, de unos dos centimetros de espesor. Sobre
<sta se halla la capa principal y de mayor volumen, constituida por
«vermiculita», que suple con ventaja a la arena lavada, ya que su kajo
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CUADRG n°10

LEGUMINOSA SEMBRADA Macetas

Testigos. (Sin inocular.) 15-57- 99
inoculadas con estirpe 3; aislada de un nédulo de Vicia faba y que por su procedencia
y aspecto de la colonia fué tomada como un supuesto Rhizobium, pero no se siguié

identificacién bacteriolégica completa. 16--58 - 100
Inoculadas con estirpe 13 aislada del mismo ndédulo que la anterior, pero de otra
colonia del medio 79M muy semejante; esta estirpe también se la cree probable
Rhizobium, por su procedencia y aspecto, pero tampoco- siguié caracterizacién bacterio-

légica completa. ) 17-.59-101
Inoculadas con Rhizobium leguminosarum, estirpe 1.113, aislada de Vicie faba; su identi-
ficacién bacteriolégica fué completa, segiin se detalla en el cuadro nim. 3; la
resiembra empleada en estas macetas databa de cinco meses de antigiiedad en medio

79m, y fué conservada en frasco plano de 100 c. c. 18- 60 - 102
Inoculadas con idéntica estirpe que las anteriores, pero de resiembra reciente, de unos

dias antes del experimento. 19-61-103
Inoculadas con Rhizobium leguminosarum estirpe 93, aislada de Pisum sativu completa-
mente identificada, segin se detalla en el cuadro nim. 4, y fué empleada en resiembra

de cinco meses de antigiiedad. 20 - 62 - 104
Tnoculadas con igual estirpe que las anteriores, pero a partir de una resiembra efectuada

21-63-105

unos dias antes del experimento.
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coste y condiciones de aireacion son preferibles a las de aquélla, y en su
composicién quimica, que es la siguiente, estd ausente el nitrégeno:

Humedad ... ... ... ... ... ... ... .. ... 1,25 por 100.
Silice ... ... ... . . ... ... .. 3900 » -
Oxido de hjerro ... ... ... ... ... ... ... 11,04 »
- Oxido de aluminic ... ... ... ... ... ... ... 14,16 >
Oxido de titanio ... ... ... ... ... ... ... 1,40 »
Oxido de calcic ... ... ... ... ... ... .. 1,08 »
Oxido de magnesio e e el . 21,90 ' »
Oxidos de sodio y potaso ... ... ... ... 4,88 »
Cloro ... ... w.. ... ... ... ... ... ... ... Indicios.
Triéxide de azufre ... ... ... ... ... ... 0,02 »
Pérdida por calcinacién ... ... ... ... ... . 4,085

La antericr composicién se refiere o, muestra exfoliada, y se expresa
también la pérdida por calcinacién. ’

Es una mica no -exfoliada; sino con un aumento considerable de volu-
men por efecto de la temperatura a que se la somete, tomando aspecto
vermicular, a lo que debe su nombre; ha sido ya utilizada en estas expe-
riencias por Allen en Estados Unidos. Es posible que en Espafia sea este
trabajo el primero que lo utiliza para esta clase de experimentos; pre-
senta una enorme ventaja sobre la arena, en lo que se refiere o su mas
fécil esterilizacién, como se dird mds adelante.

Y finalmente, sobre esta verniculita, se coloca una ligera capd de
arena lavada, sobre la cual se pondrén las semillas -0, mejor, plantitas
del semillero, seleccionadas como se dird después.

La maceta’ confeccionada de la manera expuesta, conteniendo las
fres capas citadas, es atravesada por un tubo de unos 20 milimetros de
didmetro por 200 milimetros de largo, sin fondo, esto es, abiertos en los
dos extremos; dicho tubo, como se ve en el dibujo, llega hasta la capa
de grava gruesa, se obturard con guata y estd destinado a hacer llegar
1o solucion nutritiva o el agua para efectuar el riego ‘por ‘subirrigacién.

Una vez dispuestas asi las macetas se cubren con papel sujeto con
bramante y se somete a la esterilizacion.

Para esta clase de trabajos se cita siempre la esterilizacién al auto-
clave a 1159 C., durante un tiempo largo, unas ccho horas, con objeto
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de asegurar una completa esterilizacién; esta técnica, tratdndose de arena
y disponiendo de autoclaves hcrizontales, capaces de contener gran no-
mero de macetas en un solo plano, es muy correcta; pero cuando los auto-
ciaves son de tipo vertical, dificilmente se pueden poner en un solo piso

mds que fres o cuatro macetas; si se ponen en dos pisos gotean unas

sobre otras; como en la parte general del experimento el nimero de éstas

liega a 126, y esperando una mds fdcil esterilizacién de la vermiculita,
se decidié hacer pruebas para esterilizar en horno de Pasteur, que por su
capacidad y forma es adecuado para esterilizar hasta 16 cada vez. Efecti-
vamente, las macetas con arena scn dificiles de esterilizar a calor seco,
pues se hicieron pruebas con varias y se aprecié la dificultad de alcanzar
la temperatura deseada, que no llega nunca a la parte central, ni cun
. con tiempos de esterilizacién de varias horas, fenémeno comprobado por
la- no fusién del testigo (4cido salicilico mezclado con azul de metileno en
polvo) colocado en el interior de la maceta y corroborado por la presencia
de colonias microbianas en las placas sembradas con arena, asi tratada
de esterilizar.

El caso de las macetas con vermiculita, o con los componentes que
figuran en el dibujo antes citado, es bien distinto. La temperatura del
horno se alcanza con mayor rapidez, pues la fusion del testigo se logra
antes de pasar una hora desde su introduccién en el horno, y aun asi se
cejan otra hora mds para asegurarse de la buena esterilizacién. El logro
de ésta se comprobé sembrando el material del centro de una de las

macetas situadas en la parte mas alejada de las paredes y del fondo

del horno, y no apareciendo colonias bacterianas, ni aun después de varios
dias de incubacion He las siembras en medios apropiados a distintas tem-
peraturas.

Una vez esterilizadas de esta manera las macetas con poca antelacion
a su empleo, estdn dispuestas para sembrar en ellas las semillas, desinfec-
tadas previamente.

Este es un aspecto muy interesante sobre el que la préctica nos ha
inducido a introducir algunas modificaciones. ,

Se ha operado en la experiencia base con semillas tan dispares de
tamafo como el trébol y la alfalfa, y las de los géneros Phaseolus
y Lupinus; pero vamos a referirnos solamente a las del guisante o

Pisum sativum que, por su tamafio medio, pued€ establecer una

norma adecuada para este método. El corrientemente empleado para la -
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desinfeccién de semillas en esta clase de experimentos consiste en la in-
mersién de las mismas durante veinte o treinta minutos en solucién de
_cloruro mercirico al 1/1.000; éste ha sido, con algunas modificaciones,
el que se ha seguido, por haber comprobado que es con el que se cbtiene
el menor porcentaje (menos del 15 por 100) de semillas” defectuosamente
desinfectadas, compatibles con el mayor tanto por ciento de semillas ger-
minativas.

{Posteriormente a estos trabajos, el Dr. Gerretsen, Profesor de la Uni-
versidad de Gronigen, demostrd en este laboratorio una técnica aun mas
rigurosa para la desinfeccién de semillas, que consiste, nada menos, ‘que
en tratarlas con Gcido sulfirico concentrado durante veinte minutos, agi-
tondo frecuentemente, seguido de lavados muy rdpidos, repefidos tres o
cuatro veces, con agua estéril, después de los cuales se trata con agua
de cloro al 10 por 100, o hipoclorito sédico de equivalente valor, durcnte
ofros veinte minutos, y nuevos tratamientos con agua paro eliminar los
indicios de éste.

Empleado este método para otros experimentos de este mismo labora-
torio con las mismas semillas de alfalfa usadas en el presente, se ha obte-
nido un porcentaje de semillas germinadas y libres de colonias de més
del 90 por 100.)

El resumen de la técnica seguida en este experimento base, en lo con-
cerniente a la desinfeccién de las semilas, es el siguiente: Se colocan en
un matraz de Erlenmeyer, con alcohol de 70°, durante tres a cinco minutos,
con objeto de que al ser sumergidas después en el desinfectante propia-
mente dicho, las semillas se mojen por igual, aun en la regién del <hilo»,
en donde, sin este tratamiento, se forman, por efectos de fenémenos de
tension superficial, algunas burbujitas que impiden la perfecta desinfeccién
de esta parte; este defecto es la causa del consideroble aumento del
tanto por ciento de semillas contaminadas, que también se puede evitar
cperando en vacio parcial. Después del alcohol y sin nuevos lavados,
se sigue con el cloruro mercirico, en cuyo desinfectante ya se dijo que’
deben estar de 20 a 30 minutos, dependiendo del tamafio de las semi-
llas y de la mayor o menor rugosidad de su cubierta. A continuacion
se lavan repetidas veces (unas seis u ocho) eon agua estéril y en la
Cltima el agua es conveniente que esté o temperatura de unos 60° C.
para ablandar las semillas y facilitar su germinacién.

La rigurosidad del procedimento anterior no da seguridad absoluta
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ce la perfecta desinfeccion, y mucho menos de su capacidad germinativa,
punte éste importantisimo en este experimento, para eliminar la posi-
bilidad de que en alguna maceta se siembren semillas con escaso poder
germinativo, falseando los resultados obtenidos. , '

Por esto se ha procurado encontrar métodos sencillos, pero seguros,
para comprobar las dos condiciones citadas. Para las semillas pequedias
(alfalfa y trébol) se ha seguido el método de otros investigadores, de
colocarlas convenientemente separadas en placas de Petri con medios.
nutritivos apropiados, que fueron el citado 79 y otro a base de agar-
glucosado, convenientemente diluido en agar-agua al doble de su volu-
men, condicién importante, pues si se emplea sin diluir la germinacién
de las semillas es casi inhibida por completo por el exceso de caldo y
de glucosa. ' .

Varios autores preconizan para las semillas medianas y grandes em-
plear, en vez de placas, tubos estrangulados con medio liquido, hasta que.
la semilla, colocada con el «hilo» hacia abajo, quede sumergida en su
mitad inferior y después, para comprobar la buena desinfeccién de la
mitad superior, se imprimen ligeras sacudidas al tubo para que el caldo
o medio liquido llegue a mojar toda la semilla y al cabo del tiempo con-
veniente de incubacién, juzgar de la contaminacién por el enturbiamiento
o no del liquido. '

Este método no es objetable cuando en los experimentos se trabaje
con nimero no muy elevado de semillas; pero en un trabajo con el volu-
men de este experimento base resulta casi-impracticable, pues hay que
comprobar la desinfeccion perfecta de 400 semillas para cada grupo o
lote que, al ser éstos:cuatro, obliga a operar con una cifra qproximade.
de 1.600 semillas grandes, sin tener en cuenta los dos grupos de trébo
y alfalfa, en los que por su tamafio ya se hacia en placas en vez de
tubos.

Por este considerable volumen se pensé emplear para las semillas
‘medianas y grandes el mismo método que para las pequefias, sustituyendo
as placas por grandes cristalizadores de unos 30 centimetrcs de diametro,
cubiertos con papel sujeto con bramante y esterilizados, en los cuales se
vertié el medio 79 en cagtidad suficiente para formar una capa de unos
cos centimetros de espesor. Antes de que el medio esté completamente
frio, es decir, a una temperatura de unos 45 a 50 grados, que aun queda
algo blando, se depositan sobre él, con el «hilo» hacia abajo, las semi-
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Has procedénfes del matraz con agua a 6é0° y aprovechando la poca
consistencia del medio, se hace una ligera huella que sirva para evitar
que al mover o trasladar el cristalizador las semillas rueden y se junten
unas con ofras; el nimero de éstas para cada. cristalizador es de 60.

Al cabo de veinticuatro horas en estas condiciones favorables de hu-
medad y temperatura en la estufa a 25°, ya se observan algunqs que
empiezan a germinar, y hasta se inician las colonias en aquellas que no-
tueron bien desinfectadas. Sélo resta comprobar la ausencia de gérmenes
en la partede la semilla que no estd en contactc con el medio, para lo
cual se rociaron una por una con varias gotas de caldo glucosado diluido
al 1/3 para, de esta forma, arrastrar los posibles gérmenes hasta el medio
sélido, manifestdndose colonias en lo vecindad de «cada semilla (de cada
-cristalizador con 60 de éstas sélo una o dos dan colonias, por contacto,
y después del goteo con caldo aparecen ofras cinco o seis, en las cuales,
de no haberlas rociado como se hizo, los gérmenes no se hubieran mani-
festado desarrollandose, formande colonias en la superficie del medio
sélido).

Pasadas cuarenta y ocho horas se comprobé que la presencia de colo-
nias no progresaba, y a las setenta y dos se eligieron las semillas que, li-
bres de microbios, tenian un grado semejante de germinacién, dejando las
muy precoces y aquellas otras que no.han germinado o que inician la ger-
minacién.

" Llega el momento de colocar las semillas en las macetas, previamente
‘esterilizadas con poca antelacién, segin se expuso; se separa la cubierta
- de papel y sobre la capa de arena superior se van coloeande las semi-
tlas convenientemente separadas, operando con pinzas estériles y teniendo
cuidado de no' romper la incipiente raicilla, siendo ahora cuando las
semillas que han de ser inoculadas recibirdn la suspension de las bacterias,
que se habra fenido preparada y valorada con anterioridad de la manera
siguiente: ) ‘

A cada tubo con medio inclinado 79M se le afiade agua estéril hasta
e! borde del medio, separando la estria del crecimiento bacteriano, con:
ayuda de un asa de platino, removiéndola bien y vertiendo foda la sus-
pensién a otro tubo estéril; en éste es donde se hace la-homogeneizacién,
agitando convenientemente, efectuando después el recuento para reco-
nocer el nimero de bacterias de la emulsién. Este fué efectuado por el
método directo de recuento y por el indirecto con relacién a una sangre
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cen nimero de hematies normal (5.000 millones por centimetro clbico),
siendo este Gltimo método el que ha dado resultados -mds constantes; una
vez conocido el nimero aproximado de gérmenes se diluyé hasta la
concentracién de 1.000 millones por centimetro clbico, sirviendo los tubos
con la emulsién ya valorada como comparadores de otras, a fin de no
repetir el recuento; de esta manera todos los inéculos llevan un nimero
muy préximo al citado.

A cada semilla se le afaden diez gotas de la suspensién bacteriana,
lo que supone un exceso de gérmenes y, seguidamente, se cubren con
una- ligera capa de arena estéril e inmediatamente se humedece ésta con
ogua también estéril para mantener la humedad éptima para una buena
germinacién y para evitar la desecacién y probable muerte de gran parte
de los gérmenes inoculados. Después se vuelve a colocar la cubierta de
papel, pero sin sujetarle con bramante, y se dejan a la temperatura del
laboratorio hasta afianzamiento de la plantita, evitando el encendido o
escape del gas y procurando libre acceso del aire.

A diario se vuelven a humedecer ligeramente y con la misma cantidad
de agua estéril, y cuando las plantitas llegaron a la altura de la cubierta
de papel se separd definitivamente ésta y se subieron al invernadero,
~ proveyéndolas ya de la solucién nutritiva libre de nitrégeno.

Se ha elegido entre los mds usadas la preparada a partir de la
siguiente mezcla de sales, por ser la mas complcja y por ir provista de
elementos trazas, tales como el cobre, manganeso y boro, de extraordina-
ria importancia en esta clase de experimentos. Su férmula es ésta:
/ (Bond’s):

Cloruro potésico ... ... ... ... ... ... ... ... 31,70 grs.
Fosfate tricalcico ... ... voo oo vi e oo .. 18,00 »
Sulfato célcico ... ... oo ool s 13,70 »
Sulfato magnésico ... ... ... Lo o e el Ll 5,50 »
Sulfato de hierro (SO,),Fe. ... ... ... ... ... 270 »

- Sulfato de cobre ... ... ... ool 0,50 »
Sulfato de manganeso ... ... ... ... ... ... 0,60 »

Acido bérico ... ... ... 0,50 »
Fosfato dipotésico ... ... ... ... ... ... ... ... 2680 »

100,00 grs.
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Todas estas sales se pulverizan por separado, comenzando por las
sales de manganeso y de cobre, después el dcido bérico y a esto incor-
porar la sal de hierro. Es muy importante pulverizar por separado el sul-
fate dipotdsico y sélo cuando estd bien reducido a polvo incorporarle el
resto; si no se efectia asi nunca podrd obtenerse una mezcla de sales en
la que todos los componentes estén debidamente repartidos y que reina
las debidas condiciones de hgmogeneidad indispensable para que todas’
los solyciones a partir de ella resulten de un pH de alrededor de
58 a72.

De. las mezcla de estas sales, preparada como se ha dicho y conser-
vada en frasco bien tapado, se prepara la solucion nutritiva, a partir
de 1 gr. de ella, por cada 1.000 c. c. de agua; se calienta hasta ebullicion
y se deja en reposo toda la noche, para separar las materias insolubles,
y después se filtra o se decanta con precaucién.

Para la adicién de esta solucidn se ha seguido el siguiente proce-
dimiento: )

Un frasco de 10 litros, provisto de llave esmerilada, se colocd sobre
un soporte construido ex profeso y de una altura de 1,50 metros y pro-
visto de ruedas giratorias, para poderle trasladar alrededor de la mesa
central del invernadero, ocupada por las macetas. A la llave se adosé
un tubo de goma de unos dos metros de largo, terminado, a su vez, por
un tubo de cristal estirado en punta.

El primer riego con solucién nutritiva se hizo por medio del tubo
lateral de que van provistas todas las macetas y que se aprecia en el
dibujo y en las fotografias; antes habia sido calculada la humedad 6ptima
para la cantidad de vermiculita de cada maceta, que resulté de 300 c. c.,
y esta fué la cantidad afadida a cada una; pero para evitar la inundacion
se efectué muy lentamente, casi gota a gota, en iguales condiciones que
se cperd al calcular la capacidad. Cualquier defecto de técnica en este
periodo hubiera provocado una inundacién y hubiera removido las débiles
plantitas, inutilizando el experimento; con la cantidad dicha y a la velo-
cidad expresada el liquido llegaba por su subirrigaciéon o la capa mds
superficial de arena, humedeciendo sélo ligeramente ésta. Dado el no-
mero de macetas.y no obstante disponer de dos frascos regadores, se
empled un dia completo en este” primer riego.

_En los dias siguientes a esta adicién de solucién nutritiva sélo se empled
‘agua para regar en cantidad idéntica para cada maceta y por medio del
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tubo lateral. En lugar de medir los 100 c. c. calculados como éptimos para
cada maceta, en los riegos siguientes al primero, con auxilio de una
orobeta, se regulé la llave del frasco, de tal manera, que el gasto o
salida de liquido fuera el de 100 c. c. en veinticinco segundos, y ccmo
las macetas estaban colocadas con los tubos alineados, el paso de
una a ofra se hacia sin pérdida de liquido y con relativa rapidez se
regaba tedo el experimento de 126 macetas, teniendo seguridad de ope-
rar para todas en idénticas condiciones, pur:fo importantisimo, sobre todo,
en el comienzo del experimento. ‘

Los riegos en estas condiciones fueron diarios y la adicién de sclucién
nutritiva una vez por semana al principio; y a medida que el crecimien-
to progresaba se hizo dos veces por semana, y hasta cada dos dias. Los
dias més calurosos de julic se daban dos riegos, uno por la mafana y
otro al final del dia.
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INFORMACION

PRIMERA REUNION EUROPEA DE NORMALIZACION BIOLOGICA

En el cuadro de la Asociacién Internaciona] de las Sociedades de Mi-
crobiologia, y'pofrocinoda por la Seccion Especial de Comprobacién In-
munomicrobiolégica, se proyecta celebrar la Reunién citada, del 21 al 25
del préximo junio, en la ciudad francesa de Lyon. Los temas a tratar son
los siguientes: '

«La normalizacién y la comprobacién de las tuberculinas en medicina
humana y en mecidina veterinaria».

«La normalizacién y la comprobacién de las anatoxinas contra la dif-
teria y el tétanos». ‘ , ‘

«La normalizacién y la comprobacién de la vacuna contra la polio-
mielitis». '

«La normalizacién y la comprobacién de las gamma-globulinas».

Para toda clase de informes dirigirse a: «Secrétariat R. E. S. B., 17,
Rue Bourgelat, Lyon (France)».

CONFERENCIANTES ITALIANOS

Organizadas por el Instituto «Jaime Ferrdn», de Microbiologia, v la
Sociedad de Microbidlogos Espafioles, se han celebrado en el Consejo Su-
perior de Investigaciones Cientificas, los dias 2 y 7 de marzo, dos confe-
rencias a cargo de los Dres. Aristide Carilli y Filippo Dentice di Accadia,
miembros ambos del Instituto Superior de Sanidad de Roma. El primero
diserté sobre «Estirpes mutantes de Penicillium chrysogenum
y sus técnicas», y el segundo acerca de «Fuentes de carbono para el
Penicillium chrysogénum en la produccién de penicilina».
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ACTAS DE LA SOCIEDAD
MADRID

Acta de la Sesiéon celebrada el dia 7 de junio de 1954.

Bajo la presidencia de D. Antonio Ruiz Falcéd y actuando como Secre-
tario D. Lorenzo Vilas, se abre ld Sesién a las 20,15 horas en la sala de
actos del Instituto «Daza de Valdés», de Optica, del C. S. I. C., Serra-
no, 121. : '

Se aprueba el Acta de la Sesién anterior. Es admitido comc socio de
ndmero D. Rodrigo Moreno San Ma.rh’n, Farmacéutico, de Madrid, presen-
tado por D. Miguel Rubio y D. Romdn Vicente. A cantinuacion, el sefior
Rubio Huertos presenta su trabajo «Microscopia electrénica de las for-
mas L y filtrables de algunas bacterias». El Sr. Socias felicita al comuni-
cante por los resultados obtenidos y expone una interpretaciéon propia de
algunos de los hechos que acaban de ser expuestos. Se entabla una ani-
mada discusidn en la que intervienen también los Sres. Regueiro y Vicente.

Por Oltimo, el Sr. Feduchy da lectura a un trabajo de los Sres. Rami-
rez y Boidin titulado «Nueva especie de lavadura aislada de liquido cur-
tiente: Saccharomyces Chambardi nov. sp.». El sedor
Vilas y el Sr. Socias hacen comentarios acerca de la nueva especie.

Y no habiendo mdés asuntos que tratar, se levanta la sesién a las
21,50 horas.

IX CONGRESO INTERNACIONAL DEL FRIO

v

El Instituto Internacional del Frio organiza actualmente su IX Con-
greso Internacional, que tendrdé lugar en Francia del 31 de agosto al
15 de septiembre de 1955. Las sesiones de trabajo se celebrarén en los
salones y anfiteatros de la Universidad de la Sorbona, en Paris, de! 31
de agosto al 8 de septiembre, habiendo s'do previstas una serie de vi-
sitas y excursiones del 9 al 15 de septiembre.

Un Congreso Internacional del Frio se celebra cada cuatro afics en
ia capital de uno de los paises firmantes del Convenio Internacional del
21 de junio de 1920, por el que se cred el Instituto Internacional del
Frio.
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Numerosas personalidades tomarén parte en esta manifestacion, en el
curso de la cual serdn expuestos y discutidos los problemas cientificos,
técnicos y econdmicos que se plantean en el vasto dominio de las apli-
caciones del frio. '

Las personas interesadas por el mismo podrén dirigirse, a la mayor
brevedad posible, al Centro-Experimental del Frio, del Patronato «Juan
de la Cierva», de Investigacién Técnica, del C. S. I. C. (Serrano, 150. Tel.
342400, Madrid), Miembro Corresponsal del citade Instituto, donde se les
facilitaré amplia informacién sobre el avance de programa técnico del
mencionado Congreso, asi como sobre el reglamento para la presentacion
de trabajos. '



