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c.s. I Cc
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. 1l (¥)

por
A. P. Garcia Gancedo. .

TITULACION DE SUEROS

Es un hecho de todos conocido, que cuanto-mds tiempo permanezcan
“en incubacién las mezclas de suero cmﬁgeno y complemento, es fijado

mds complemento por una caontidod determinada de anticuerpo, y que
los factores temperatura y tiempo deterioran espontdneamente el comple-
mento lentamente a temperaturas bajas (0° a 5° C.) y rdpidamente a
temperaturas superiores a 30° C. Igualmente se ha comprobado que la
reaccién de fijacién de complemento es més sensible en frio que en ca-
iiente, si bien la accién anticomplementaria de suero y antigeno es mds
pronunciada después de dieciocho horas en nevera que en una en bafio-
maria a 37° C. Este inconveniente queda eliminado utilizando antigenos
que no tengan propiedades anticomplementarias.

En los ensayos de fijocién de complemento efectuados para la titula-
cién de nuestros sueros hemos seguido la técnica siguiente: En una serie
de tubos se colocan diluciones de suero inactivado del 1/1 al 1/256, en
volumen de 0,20 c. c.; seguidamente se afiade a cada tubo 0,20 c. <. del
complemento diluido de manera que contenga dos unidades y 0,20 c. c.
de la dilucién de antigeno. Agitada la gradilla, se coloca en la nevera,
donde permanecerd de dieciséis a dieciocho horas. Todos los componentes
de esta parte de la reaccion deben mantenerse frios durante las manipu-
laciones.

(*) Trabajo realizado bajo la direccién del Dr. E. Gallardo, Jefe de la Seccién
de Virus.
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A la mofana siguiente, separada la gradilla de la nevera, se incuba
durante media hora en bafiomaria a 37° C., después de haber afiadido
0,40 c. c. del sistema hemolitico preparado quince minutos anfes.

El sistema hemolitico se prepara con partes iguales de una suspensién
de eritrocitos de carnero lavados, al 2 por 100 en solucién saling, y una
dilucién de hemolisina que contenga dos unidades hemoliticas en 0,20 c. c.

De esta mezcla se afiade a cada tubo 0,40 c. c., y después de la me-
dia hora de incubacién a 37° C. se procede a leer los resultados, que se-
rén anotadas con los ndmeros 4-3-2-1-0 y el signo . . El nimero 4 .indica
fijacion total; el nomero 0, hemolisis total y los demds nimeros y el sig-
no 4+ indican diversos grados de fijacién. ' i

El titulo del suero serd aquel que dé al menos 2 de fijacién a la dilu-
cién més alta. '

Nuestros ensayos de fijacion de complemento se efectuaron en volu-
men total de 1 c. c. por tubo, con dos unidades de complemento.

Al mismo tiempo se verificaban los siguientes controles:

Control de suero.—Contiene las diluciones mds bajos de suero, mds
dos uhidades de complemento, mas el sistema hemolitico, sustituyendo al
antigeno con solucién salina. o

Control del antigeno y del sistema hemolitico.—Consiste en una serie
de cuatro tubos conteniendo 0,05, 0,10, 0,15 y 0,20 c.c. de la dilucién del
complemento usado en la prueba; o sea, media, una, una y media, dos
unidades. Completado el volumen en cada tubo hasta 0,40 c. c: con solu-
cion salina, se afiade a cada uno 0,20 c. c. de antigeno, no agregéndbse-
les suero. Luego se les agrega el sistema hemolitico en la cantidad de
0,40 c. ¢

Como es natural, los controles son sometidos a las mismas incubaciones
que la prueba de fijacién de complemento, y pondrdn de manifiesto toda
reaccién anticomplementaria que haya ocurrido en la primera fase de

incubacién en nevera.

Sueros de la encefalitis de San Luis.

Los sueros 1 y 2 se titularon en presencia del antigeno a la dilucién
1/1 y 2/1 con resultado negativo. '
Los restdntes sueros se titularon con el antigeno de la dilucién 1/1, re-
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sultando: Suero 3, titulo O; suero 4, titulo 1/4; suero 5, titulo 1/8; y suero
6, titulo 1/4. (Véanse los cuadros correspondientes.) :

Sueros de la encefalitis Japonesa B,

Los suercs 1, 2, 3 y 4, titulados en presencia del antigeno a la dilu-
<ién 1/2, dieron el siguiente resultado: Suero 1, titulo O; suero 2, titulo
1/2; suero 3, titulo O; y suero 4, titulo 0.

Los mismos sueros con el antigeno a la dilucién 1/1, dan un titulo de
1/256 en los sueros 1y 2, y de O en los 3 y 4.

Y dichos sueros con el antigeno a la dilucién 2/1, no modifican el
titulo alcanzado en la anterior titulacion.

Los restantes sueros se titularon con el antigeno a la dilucién 1/1 con
los resultados siguientes: Suero 5, titulo O; suero 6, titulo 1/1; suero 7,
titulo 1/8; suero 8, titulo 1/32; suero 9, titulo 1/64; suero 10, titulo 1/16,
y suero 11, titulo 1/16. (Véanse los cuadros conrrespondientes.)

Sueros de la encefalitis equina Este.

El suero 1 no se tituld, por haberse utilizado totalmente en pruebas de
neutralizacién, independientes a este trabajo. ‘

Los sueros 2 y 3 se han titulado con antigeno a la dilucién 1/4, resul-
tando: Suero 2 titulo 0; suero 3, titulo 1/8.

Los sueros 4, 5, 6, 7 y 8, con antigeno al 1/2, obteniéndose: Suero 4,
titulo O; suero 5, titulo 0; suero 6, titulo 0; suero 7, titulo 1/4, y suero 8,
titulo O.

Y los sueros 9 y 10 con antigenc al 1/1, dando los siguientes titulos:
Suero 9, titulo 1/128, y suero 10, titulo 1/64. (Véanse los cuadros corres-

pondientes.)

Sueros de la encefalitis equina Oeste.

Los sueros 1, 2, 3, 4, 6, 7 y 8 se titularon con el antigeno a la dilu-
ciénl/4 y se obtuvo: Suero 1, titulo O; suero 2, titulo O; suero 3, titulo O;
suero 4, titulo 1/128; suero 6, titulo 1/256; suero 7, titulo 1/32; y suero
8, titulo 1/64.

Y los sueros 5 y 9 con el antigeno al 1/2 dieron: Suero 5, titulo 1/32;
y suero 9, titulo 1/16. (Véanse los cuadros correspondientes.)
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TITULACION DE SUEROS

°

ENCEFALITIS DE SAN LUIS b i SUERO N2 T

Diluciones del suero

Antigeno .
/1 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256’

S. LUIS 2/1 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Titulo del suero: 0.

ENCEFALITIS DE SAN LUIS SUERO N.° 2
Diluciones del suero
Antigeno - R
1/1 12 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256
sSLuls21| 0 o o 0 0o o0 0 0 0

Titule del suero: 0.

ENCEFALITIS DE SAN LUIS SUERO N.° 3.

Diluciones del suero

Antigeno

1/1 '1/2 1/4 1/8. 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256

S. LUIS 1/1 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Titulo del suero: 0.
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SUERO N.U 4

Diluciones del suero

Antigeno ‘
11 1/2 1/4 1/8 1/16 -1/32 1/64 - 1/128 1/256
I's. LUIS 1/1 3 2 2 1 = 0 0 0 0
‘Titulo del suero: 1/4.
‘ENCEFALITIS : DE SAN LUIS SUERO N.° 5
Diluciones del suero
Antigeno
/1 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256
| S. LUIS 1/1 4 3 2 2 1 =+ 0 0
Titulo del suero: 1/8.
ENCEFALITIS DE SAN LUIS SUERO N. 76
Dilucioneé del suero
Antigeno
/1 1/2 1/4{ 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256
S. LUIS 1/1 3 2 2 1 = 0 0 0

Titulo del suero: 1/4.
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ENCEFALITIS JAPONESA B SUERO N° 1
" 1
! Diluciones del suero
Antigeno —_— |
|
/1 1/2 14 1/8 1/16 1/32 1/64- 1/128 1/256|
) 1
JAPON 1/1 4 4 4 4 4 4 4 4 4
. |
_Titulo del suero: 1/256.
ENCEFALITIS JAPONESA B SUERO N.° 2
Diluciones del suero
Antigeno —
1/1 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64', 1/128 1/256
JAPON 1/1 4 4 4 4 4 4 4 4 T4
Titulo del suero: 1/256.
ENCEFALITIS JAPONESA B - SUERO N.2 3
!
| Diluciones del suero
-Antigeno |
i /1 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256
|
JAPON 2/1 | o 0 0 0 0 0 0 0 0
“

Titulo del suero: 0.
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. ENCEFALITIS JAPONESA B ) SUERO N.° 4 ¢
Diluciones del suero
Antigeno : - — ——
1/1 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 l;’256$
JAPON 2/1 0 0 0 0 0 (1} 0 0 0 1

Titulo del suero: 0.

ENCEFALITIS JAPONESA B : SUERO N.° 5

Diluciones del suero

Antigeno e — e : —
‘11 12 174 1/8 1716 1/32 1/64 1/128 1/256

JAPON 1/1 0 0 0 0- 0 0 0 0 -0

Titulo del suero: 0.

ENCEFALITIS JAPONESA B . SUERO N.° 6
o i N
Diluciones del suéro :
Antigeno : . T T ‘
1/1 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 ;
JAPON 1/1 2 0 0 0 0 0 0 0 0 |

Titulo del suero: 1/1.

-~
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i
ENCEFALITIS JAPONESA B

SUERO N.° 7

Diluciones del suero
Antigeno
1/1 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256
JAPON 1/1 | 4 3 2 2 = 0 0 0 0
Titulo ({el suero: 1/8.
ENCEFALITIS JAPONESA B _SUERO N.° 8
Diluciones del suero
Antigeno
11 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256
JAPON 1/1 4 4 4 4 3 2 0 0 0
Titulo del suero: 1/ 32.
ENCEFALITIS JAPONESA B SUERO N.° 9
Diluciones del suero
Antigeno
1/1 172 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256
JAPON 1/1 4 4 4 4 4 3 2 0 0

Titulo del suero: 1/64.

8
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SUERO N.° 10

Diluciones del suero

Antigeno
1/71  1/2 1/4 1/8 1/16 '1/32 1/64 1/128 1/256
JAPON 1/1 4 4 4 3 2 0 0 0 0
Titulo del suero: 1/16.
ENCEFALITIS JAPONESA B suEro N.° 11
Diluciones d;el suero
Antigeno
/1 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 -1/128 1/256
JAPON 1/1 4 4 4 3 2 0 0 0 0
Tﬁulo del suero: 1/16:
ENCEFALITIS EQUINA ESTE SUERO N.° 2
Diluciones del suero
Antigeno .
1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256
ESTE 1/4 0 0 0 0 0 0 0
|
Titulo del suero: 0.
9
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SUERO N.° 3

|

|

Diluciones del suero

“ Antigeno i — -
{ 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256
| ‘
! ! . - 3
ESTE 1/4 4 3 2 0 0 0 0 0
Titulo del suero: 1/8.
ENCEFALITIS EQUINA ESTE sﬁmo NO 4
| |
! Diluciones del suero
Antigeno | ——— 7 :
! 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256
_ | — - 2
ESTE 1/2 ‘ 0 0 0 0 0 0 0 0

Txtulo del suero: 0.

ENCEFALITIS EQUINA ESTE
\

Antigeno

ESTE 1/2

SUERO N.2 5

Diluciones del suero

- N -

172 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 l/256}

Titulo del suero: 0.

10
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ENCEFALITIS EQUINA ESTE SUERO N2 6
Diluciones del suero
Antigeno
1/2 174 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256
ESTE 1/2 1 = 0 0 0 0 0 0
Titulo del suero: 0.
ENCEFALITIS EQUINA ESTE SUERO N° T
Diluciones del suero 1 ,
Antigeno - — T
1/2 14 1/8 1/16 1/32 1/64 ' 1/128 1/256t
R o
ESTE 1/2 3. 2 1 0 0 .0 0 o |
I
Titulo del suero: 1/4.
ENCEFALITIS EQUINA ESTE SUERO N 8
Diluciones del suero e
Antigeno S B ——
1/2 1/4 1/8 1/16 1/32  1/64 1/128 1/256 |
— ‘ o
. ESTE 1/2 1 ES 0 0 0 0 0 0

1¥
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ENCEFALITIS EQUINA ESTE ) SUERO N.° 9
Diluciones del suero
!
Antigeno
1/1 1/2 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256
| _ESTE 1/1 4 4 4 4 3 3 2 0

Titulo del suero: 1/128.

ENCEFALITIS EQUINA ESTE ‘ suEro N.° 10
Diluciones del suero
Antigeno
k /1 12 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256
|1 ESTE 1/1 4 4 ° 4 4 3 3 2 0 0

‘Titulo del suero‘: 1/64.

ENCEFALITIS EQUINA OESTE ‘ SUERO N.2 1
‘ a® [
Diluciones del suero
Antigeno :
1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 |
| OESTE 1/4 © 0 o 0 0 0 0 0

Titulo del suero: 0.

12
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ENCEFALITIS EQUINA OESTE
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SUERO N.° 2

Diluciones del suero

Antigeno
/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64

1/128  1/256 |

OESTE 1/4 | o 0 0 0 0 0

Titulo del suero: 0.

ENCEFALITIS EQUINA OESTE

" SUERO N2 3

Diluciones del suero
Antigeno :
1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256‘:
OESTE 1/4 o o0 o0 o 0 0 0 0

* Titulo del suero: 0. .

ENCEFALITIS EQUINA OESTE

SUERO N.° 4

Diluciones del suero
Antigeno
/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 -1/128 1/256 |
OESTE 1/4 4 4 3 3 2 2 2 0

Titulo del suero: 1/128.

13



114

ENCEFALITIS EQUINA OESTE

i
i

A. P, GARCIA GANCEDO

SUERO N.° 5

Diluciones del  suero

| Antigeno B

11 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256
OESTE 1/2 4 4 4 4 3 2 0 0 0
Titulo del suero: 1/32.
ENCEFALITIS EQUINA OESTE SUERO N.° 6
Diluciones del suero
Antigeno B - -
1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256
. OESTE 1/4° 4 4 4 4 3 3 2 2
| o ) S
Titulo del suero: 1/256.
ENCEFALITIS EQUINA OESTE SUERO N.° 7
Diluciones del suero |
Antigeno e e |
I
/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256
OESTE 1/4 4+ 4 3 2 2 1 0 0 !

Titulo del suero:

14
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ENCEFALITIS EQUINA OESTE

Antigeno

OESTE 1/4

|

|
|

i

Diluciones del suero

" 1/4

1/8 1716 1/32

1/64

Titulo del suero: 1/64.

ENCEFALITIS EQUINA OESTE

Antigeno

OESTE 1/2

/1 1/2

Diluciones del suero

)

1/128

115

SUERO N.° 8

1/256 I

SUERO N.° 9

|

1/4

3 3

Titulo del suero: 1/16.

OBTENCION DE ANTIGENOS

f+

Preparacién de antigenos encefaliticos.

|
|
|

1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256|

[

0 i

Como es sabido, los llamados virus neurotropos se fijan y multiplican
preferentgmenfe en las células del sistema nervioso central, siendo como
consecuencia de ello los tejidos cerebral y medular los més ricos en virus.
Tales virus pueden hallarse también en otros tejidos, si bien no en la pro-
porcién requerida para la preparacién de antigenos, con la sola excepcién
del de la Coriomeningitis linfocitaria, que, en las infec-
ciones experimentales de los cobayos, evidencia gran cantidad de virus en

los bazos de los animales moribundos.

15
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También los tejidos embrionarios de pollo, infectados con los virus.
equinos Este y Qeste son ricos en virus.

Dos tipos de antigenos encefaliticos de cerebros de ratén son los gene-
ralmente aceptados por los investigadores; los virulentos, con los peligros.
inherentes al uso de material infeccioso y los avirulentos que, bien pre-
parados, suprimen el peligro de contagio, sin pérdida de antigenicidad.

Antigenos virulentos.

Métodos de centrifugacién.—P. Walter y sus colabora-
dores, utilizando la centrifugacién a una velocidad relativamente alta,
10 o 15.000 r. p. m., separan de las suspensiones de tejido cerebral el
material anticomplementario y las substancias que dan lugar a las reac-
ciones inespecificas en los ensayos de fijacién de complemento. El modo
de operar es el siguiente: Cerebros de ratones infectados con un virus
determinado, se pesan y trituran en mortero sin abrasivo, afiadiendo len-
tamente solucién salina con 1 por 100 de suerc normal inactivado de la
riisma especie animal hasta conseguir una fina suspensién al 10 por 100.
De esta suspension se separan las particulas de mayor tamafio mediante
una cenfrifugacién a 1.500 r. p. m. durante diez minutos. El liquido sobre-
nadante, ligeramente opalescente, se centrifuga a 6.500 r. p. m., en tubos
de pléstico tapados, durante veinte minutos. Separado nuevamente el
liquido de los materiales sedimentados, se -practica una intensa y Gltima
.cenfrifugacién a 12.400 r. p. m. durante una hora. El liquido sobrena-
dante, transparente o débilmente tefiido de hemoglobina, rico en virus.
activo, constituye el antigeno. Para su conservacién se afiade un anti-
séptico que no modifique sus propiedades antigénicas (borato de fenil
mercurio, mertiolato, etfc.), y seguidamente se reparte en cantidades de
2 a 5 c. c. en ampollas, se deseca en congelacién (liofilizacién) y, una
vez cerradas, se almacenan en nevera. Cuando se necesitan para su uso,
se afade agua destilada hasta su volumen primitivo. El titulo de los
antigenos virulentos desecados suele ser de 1/8 y sus propiedades espe-
cificas se mantienen durante largo tiempo. .

‘Otro método consiste en someter las suspensiones virulentas a una
centrifugacién de 10.000 a 30.000 r. p. m. durante una hora, filfrando
el liquido sobrenadante por filtro Seitz. Los antigenos asi obtenidos no
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tienen poder anticomplementario, pero la filiracién reduce su antigenici-
dad en grado muy apreciable o totalmente, razén por la cual no es
técnica recomendable. '

~ Caosals y Palacios, en modificaciones sucesivas, mejoran y simplifican
‘les manipulaciones para la obtencién de antigenos virulentos por centri-
fugacién. Parten de cerebros frescos de ratén triturados en. mortero sin
abrasivo, que colocan en suspensién al 10 por 100 en sclucién salina
con suero normal de la misma especie. Sometida la suspensién a una
centrifugacién de 5.000 r. p. m. durante veinte minutos, separan el liquido
sobrenadante que contiene el antigeno. Esta Unica centrifugacion es su-
ficiente para eliminar los materiales anticomplementarios y las substancias
que dan lugar a los reacciones inespecificas. Su conservacién y almacena-
miento se verifican en la forma ya descrita.

Antigenos avirulentos.
Los "antigenos virulentos pueden ser transformados en avirulentos sin
Gue pierdan su poder antigénico de modo apreciable. Para ello se han
ensayado distintos métodos.

La inactivacién con formalina o por el calor no fué satisfactoria; la
formalina los hace anticomplementarios y el calor destruye su aniige-

ricidad.

La luz ultravioleta es un método de inactivacién muy recomendable.
Si se utiliza como fuente de luz lg lémpara de vapor de mercurio de
Hanovia, los antigenos se colocardn en frascos o ‘ampollas de cuarzo
antes de la adicién del antiséptico, y se agitan Gnicamente durante la
irradiacién. El tiempo necesario para la transformacion de cada antigeno
se determina por inoculacion intracerebral en ratones de diversas mues-
“tras de los antigencs.

Casals perfeccion6 este método sometiendo el liquido sobrenadarte
a la centrifugacion, repartido en frascos o ampollas y liofilizado, ¢ la
irradiacién con luz ultravioleta. Segun él, las suspensiones de los lvirus
Este, Oeste, Rabia, Ccriomeningitis y San Luis, expuestas a la luz ultra-
violeta, no alteran sus propiedades fijadoras del complemento especificas,
no adquieren poder anticomplementario ni modifican su titulo antigénico.
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Nuestro proceder

Para la obtencién de los antigenos correspondientes a las encefalitis
de San Luis, Japonesa B, equina Este y equina Oeste, nos hemos atenido
a la pauvta seguida por W. McD. Hammon y C. Espana: 1.° Los .cerebros
de un grupo de ratones muertos o sacrificados de encefalitis experimen-
tal, se trituran finamente en un mortero sin abrasivo, agregandc después,
poco a poco, agua bidestilada en cantidad suficiente para que la suspen-
sién quede al 1/20. 2.° El producto asi obtenido se reparte en cantidades
de 10 c. c. en ampollas de 40 c. c. e inmediatamente se liofiliza intensa-
mente (doce a catorce horas). 3.2 A cada ampolla liofilizada se afcden
dos volimenes de bencenc purisimo (20 c. c.) y después de dos o tres

Inoculado intracerebralmente con encefalitis Japonesa B. Suspension de cerebro
al 1/10. Fase paralitica.

horas de contacto se filtra por placa de Jena y vacio. 4.° Esta operacion
se repite dos veces mds, con un volumen de benceno (10 c. c.) y media
hcra de contacto. 5.9 Libre la substancia cerebral del benceno por la
tiliracion efectuada, se deposita en un mortero con una pequefia cantidad
de solucién salina, suficiente para empapar, durante una hora; se tri-

0
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tura y se afiade lentamente 'solucién salina hasta completar el volumen
criginal (10 c. c.). 6.° La suspension resultante se centrifuga durante cua--
renta y cinco minutos a 10.000 r. p. m., o bien veinte o freinta minutos
a 15.000 r. p. m., refirando seguidamente el liquido sobrenadante que es
el antigeno. 7.° Afadido mertiolato o borato de fenil mercurio en can-
tidad para que quede éste al 1/10.000, se reparte en ampollas y se
liofiliza para su conservacion.

Durante las primeras manipulaciones se trabajard con las méximas
precauciones, con el fin de evitar un posible contagio.

El repetido contacto con el benceno, ademds de desposeer al material -
liofilizado de su virulencia sin pérdida de su cardcter antigénico, des-
struye el poder anticomplementario, que parece ser debido, segin De Boer
y Cox, a les lipoides. ‘

La técnica descrita proporciona antigenos sin el més minimo poder
anticomplementario, que generalmente pueden ser diluidos (en solucién
salina) hasta el 1/4. ’ ‘

Nosotros hemos obtenido un sclo antigeno de la encefalitis de San
Luis y dos de la Japonesa B, equina Este y equina Oeste. Con ellos hemos
practicado todos los ensayos de fijacién de complemento para “valorar
nuestros sueros en diluciones 2/1, 1/1, 1/2, 1/4 con resultados satis-
factorios. (Véanse los cuadros de titulacién de sueros.)

Determinacién del poder anticomplementario de los antigenos.

En tres series de tubos con ocho tubos cada una se depositan, mediante
pipeta calibrada, cantidades de 0,05, 0,08, 0,10, 0,12, 0,14, 0,16, 0,18
y 0,20 c. c. de complemento previamente titulado. En dos series de tubos
se ponen 0,20 c. c. del antigeno a probar. En la serie que queda, en
lugar del antigeno se afiade 0,20 c. c. de sclucién salina. Una ds las
series se coloca en bafomaria a 37° C. durante una hora, junto con la
que contiene solucién salina, que actia como control. La otra serie se
coloca en nevera durante dieciséis o dieciocho horas, sometiéndola des-
pués también al bafiomaria. Después de esta incubacién a 37° C., a los
tubos que contienen todos 0,60 c. c., ya que se les ha afiadido a cada
uno cantidad suficiente de solucién salina hasta completar dicho volumen,
agregamos a diches tubos 0,40 c. c. de células sensibilizadas preparadas
-cuince minutos antes y se incuba ofra media hora a 37° C. Se anota la
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reaccién y se determina la cantidad menor de complemento diluido, que
dié hemolisis completa. .

Hemos observado que todos los antigencs que se han obtenido ‘care-
cen de poder anticomplementario. ' '

Aunque el primer tubo de cada serie (véanse cuadros) presenta en
todas las determinaciones fijacién pdrcial, esto también ocurre en el pri-
mer tubo de los controles, y es debido a que contienen una cantidad insu-
ficiente de complemento (0.05 c. c.).
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. ENCEFALITIS DE $AN LUIS . AnTicENO N° 1
Se parte de cerebro de ratén del Pase I
Animales , Via de Suspension Cantidad
inoculados Nimero inoculacién del virus inoculada Resultados
Ratones 10 Intracerebral 1/10 0,03 c. c. Se sacrifican 9 a los
: cinco dias y uno a

ENCEFALITIS JAPONESA B

Se parte de cerebro de ratén del Pase I

los seis.

ANTIGENO N.° 1

Animales , Via de Suspension
inoculados Nimero ) inoculacién del viras
Ratones 10 “Intracerebral 1/10

tid
iﬁﬁ?{laﬁ‘i Resultados
Mueren a los cinco
dias dos.
0,03 c. c. | Sacrificados a los

seis dias seis.
Sacrificados a los
siete dias dos.




ENCEFALITIE JAPONESA B

Se parte de cerebfo_ de ratén del Pase 11

ANTIGENO N2 2

Animales Ni Via de Suspension Cantidad Resultad
inoculados | umero inoculacién del virus inoculada esultados
—— . - -
Muere a las 24 ho-
ras 1 (*).
Ratones 10 [ntracerebral 1/10 0,03 c.c. Mueren a los seis
[ dias 3.
Sacrificados a los
seis dfas 6.
(*) Se desecha. -
ENCEFALITIS EQUINA ESTE ANTIGENO N.° 1
Se parte de cerebro de r_atén del Pase 1
Animales , Via de Suspensién !  Cantidad Resultad
inoculados Nimero inoculacién del virus inoculada . esultados
| Se sacrifican entre
Ratones 12 Intracerebral |  1/10.000 0.03 c.c. las 82 y 86 horas.




ENCEFALITIS EQUINA ESTE ' ANTIGENO N.° 2
Se parte de cerebro de ratén del Pase I - :

Animales , Via de Suspension Cantidad Resultados
inoculados Nimero inoculacién | del virus inoculada esuliados
| | | N
: . | S Se sacrifican entre
Ratones 12 Intracerebral | 1/10.000 [ 0,03 c.c. las 48 y 60 horas.
| !
I
ENCEFALITIS KQUINA OESTE - ‘ anTicENO N.° 1

Se parte de cerebro de raién del Pase I .

! 4 dias.

| |
’ !

Animales Ni I Via de Suspensién. ¢  Cantidad Resultados l

inoculados umero | inoculacién del virus | inoculada ;

q | ) ) |

. | ’ T

g Ratones - 13 . Intracerebral | 1/30 1 0,03 c.c. Se sacrifican a los|
1 . E i ’
i i




ENCEFALITIS EQUINA OESTE

Se parte de cerebro de raton del Pase II

ANTIGENO N.° ¥

Animales

, Via de Suspensién | Cantidad .
inoculados Nimero inoculacién del virus inoculada Resultados |
Ratones 7 Intracerebral 1/1.000 0,03 c.c. Mueren a los 4 dias

dos.
Mueren a los 6 dias
dos.
Sacrificados a
6 dias tres.

los

DETERMINACION DEL PODER ANTICOMPLEMENTARIO
. ANTIGENO DE LA ENCEFALITIS DE SAN LUIS

Complemento

!

Antigeno sin|Solucién sa-| Mezcla hemo-| : 5
Tubos ; al 1/30 | - . diluir lina. litica | Rosultados
{ N
1 ! 0,05 c. ¢ 0.20 c. c. 0,35 c. c. 0,40 c. c. 3
2 : 0,08 ” 0,32 ” 0
3 0,10 ” 0,30 ” 0
4 0,12 ” 0,28 ” 0
5 0,14 ” 0,26 ” 0
6 0,16 ” 0,24 ” 0
7 0,18 2 0,22 ” 0
8 0,20 ” | 0,20 ” 0 -

Titulo del complemento: 0,08 c. c.
0: Hemolisis completa.
0: Fijacién parcial,
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O_BTENCIél'\I DE ANTIGENOS
ANTIGENO DE LA ENCEFALITIS JAPONESA B. N0 2
! Complemento | Antigeno | Solucién sa- Mezcla
| Tubos | “"311/30 | sin diluir lina hemolitica | Resultados
1 005 c.c. | 020 c.c 0,35 c.c. 0,40 c.c. 2
2 0,08 » ”» ” 0’32 ”» ” ” 0
3 0’10 ) » ” 0’30 ” ’ 2 0
4 0’12 ” ” ” 0,28 ” ” » 0
5 0,14 ” ” 2 0,26 2 2 ” 0
6 0,16 o 024 7 o 0
7 0,18 'Y ” 0,22 9 ” 2 0
8 0,20 ” ”» ” 0,20 » ” » o
Titulo del complemento: 0,08 c. c.
) DETERMINACION DEL PODER ANTICOMPLEMENTARIO
ANTIGENO DE LA ENCEFALITIS EQUINA ESTE. Ne 1
: ’ T
| Complemento | Antigeno:| Solucién sa- Mezcla
Tubos al 1/30 sin dilvir lina hemolitica Resultados
1 005 c.c. | 020c.c| 035 c.c 0,40 c.c. 1
:]‘ 2 0’08 ) EL) L1l 0’32 /9’ ” ” 0
i 3 0,10 ” ” ” 0,30 . ” ” O
4 0,12 ” ¢l ?” 0’28 ’” " Al 0
5 0’14. »” 2 ” 0’26 ” 9 " 0
‘ 6 0,16 . 2” 2 0’24 ” ” ” 0
z 7 0’18 2 ” & 0’22 ” A ” 0
; . 8 0720 ” kil 9 0720 ”» " ” 0
! i
Titulo del complemento: 0,08 c. c.
ANTIGENO DE LA ENCEFALITIS EQUINA ESTE. N0 2
. Complemento | ‘Antigeno | Solucién sa- Mezcla |
Tubos al 1/30 sin diluir lina hemolitica Resultados
1 0,05 c. c. 0,20 c. <. 0,35 c.c. 0,40 c.c. 3
92 0,08 i i ?» 0’32 ”» . ” 1
3 0’10 2 ” 0’30 ”» ” 0
4 0712 » ) » 0,28 ” ] ” 0
5 0,14 9 I (1} 0,26 ” ” ” 0
6 0,16 ” ” - 0’24 ” ” 0
7 0,18 ” > ”» 0’22 ”» ” ” 0 t
8 0,20 ” . ) 9 0’20 2 ] ” "U
Titulo del complemento: 0,10 c. ¢
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DETERMINACION DEL PODER ANTICOMPLEMENTARIO

NO 1

ANTIGENO DE LA ENCEFALITIS EQUINA OESTE.
Complemento | Antigeno | Solucién sa- Mezcla |
Tubos al 1/30 sin diluir lina hemolitica | Resultados
1 | 005ce | 02 ce| 035cec 040 c.c. | 1
2 0’08 k2 . i3] 0’32 *» M . . * \ 0
3 0,10 ° - 0,30 v | 0
4 . 0’12 9 . il 0’28 . *y " . ‘: ()
5 0’14' *” 2] 0,26 * (1] 9 J} . 0
6 016 Tl 02 R
7 0,18 . 7 v 0,22 ” v ! i)
8 0’20 2 9 0’20 9 2} 1] 0
i S— —_— — S—
Titulo del complemento: 0,08 c. c.
ANTIGENO DE LA ENCEFALITIS EQUINA OESTE. NC 2
i B
: Com l ’ N ’ l . /
‘ plemento | -Antigeno ! Seolucién sa- Mezcla L
Tubos al’1/30 | sin diluir liria hemolitica Resultados
H 005 c.c. | 020 cc |  035ce | 040 c.c 1
2 0,08 7? | it [t 0’32 ” E (4 9 0
3 0,10 \ Tor 030 | o7 0
4 0,12 P 0,28 ” 1 . 0
'y 0,14 | 2 ’ 0 ,26 i -y . i 0
6 gl6 * 77 024 7 o 0
7 018 ; .y 9 0,22 2 1‘ £t " 3
8 0,20 ~ 1 ” 0,20 i o | 0

Titulo ~diefli7(:‘(;11:1};1Ver‘;;e'nto: 0,08 c c.

DETERMINACION DEL PODER ANTICOMPLEMENTARIO

ANTIGENO DE LA ENCEFALITIS EQUINA OESTE

|
l
|
|

\

N.° 1 (2.2 PRUEBA)

Tubos

|
|

VN WmE 5N

Complemento

014 ~
016 ”
0,18 ~
020 *~

0.20 c.c.

Antigeno
sin diluir

Solucidén sa- Mezcla
lina hemolitica Resultados
0,35 c.c. - 0,40 c.c. 3
0732 E) ” - 0
0’30 Y " 9 0
0,28 L1] k2] kil 0
0’26 L ” kil ﬂ
024 7 »o 0
0,22 .Y 9 . 0
0. 20 . ” ’ B)

Titulo del complemento: 0,08 c. c.
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TITULACION DE ANTIGENOS

Se verifica siguiendo la misma pauta que en la titulacién de los sue-
ros que anteriormente describimos, sustituyendo en ella el antigeno per el
suero y éste por el antigeno. Varian también las diluciones empleadas
~ {véanse los cuadros correspondientes).

Hemos realizado las titulaciones utilizando el suero de més alto titulo
disponible en cada caso, obteniendo los resultados siguientes:

Encefalitis de San Luis.—Antigeno n.% 1, titulo .1/3.

Encefalitis Japonesa B.— Antigeno n.° 1, titulo 1/2; y antigeno n.° 2,
titulo 1/2. ’

Encefalitis equina Esfe.—;Anfl'gerio‘ n.% 1, titulo 1/4, y antigeno n.% 2,
fitulo 1/3. .. '

Encefalitis equina Oeste.—Antigeno n.® 1, titulo 1/4, y antigeno n.° 2,
titulo 1/2. '

ENCEFALITIS DE SAN LUIS ; ANTIGENO N.° 1

Se utiliza el suero n.° 5 con titulo 1/8.

‘! + Tubos [ Antigeno Suero % "Resultadus
R S ‘ o
| 1 | 1/1 1/1 4

2 1 1/1 172 | 4
l 3. L 1/2 L 14 J 3
= 4 L1783 L1/8 ; 2
s 0w 116 1

6 [ 1/6 ! 1/64 | 0

7 I V2 % 1/32 1 0

3 | 1710 I o112 0

Titulo del anti;lo: 1/3.

ENCEFALITIS JAPONESA B ° aNTiGENO N.° 1
Se utiliza el suero n.° 2 con titulo 1/128.

Tubos . Antigeno Suero Resultados
1 11 11 s
2 1/1 1/2 3
-3 1/2 1/4 2
3 /3 | 1/8 .
5 1/4 1/16 0

6 IV IRRVE” 0

<7 I 1/8 i 1/64 0
3 | .1/10 ‘ 1/128 0

Titulo del antigeno: 1/2 .
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ENCEFALITIS JAPONESA B CANTIGENO N0 2
Se utiliza el suero n.° 2 con titulo 1/128.
‘ Tubos ‘ Antigeno I Suero ‘ Resultados
oo —_— | —— i
1 1/1 ,‘ 1/1 4
| 2 1/1 12 3
j 3 1/2 14 2
) 4 1/3 18 1
a 5 1/4 i 1/16 0
6 ! 1/6 L1832 0
! 7 . 1/8 f 1/64 0
i 8 : 1/10 L 1/128 0
Tftlild del antfgienoz 1/2. o
ENCEFALITIS EQUINA ESTE ’ ANTIGENO N.° 1
Se utiliza el suero n.° 9 con titulo 1/128.
Tubos . Antigeno Suero t Resultados
pE— —— e ‘
1 171 1/1 4
2 /1 1/2 | 4
3 1/2 1/3 l 4
4 1/3 1/8 i 3
5 1/4 1/16 ! 2 ’
6 1/6 1/32 1 . 1
7 1/8 1/64 0
8 1/10 | 1/128 0

. Titulo del antigeno: 1/4.

ENCEFALITIS. EQUINA OESTE ANTIGENO ~.° 1
Se utiliza el suero n.° 4 con titulo 1/128.
1 Tubos Antigeno - Suero Resultados .
1 RV 11 4
2 1/1 1/2. 4
3 1/2 1/4 . 4
4 1/3 1/8 3
5 1/4 1/16 2
6 1/6 1/32 1
7 1/8 1/64 0
8 1/10 1/128 0

Titulo del antigeno: 1/4.
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ANTIGENO N.° 2

Se utiliza el suero n.° 9 con titulo 1/128.

Tubos Antigeno [ -Suero Resultados
1 11 i 11 3
2 1/1 | 1/2 4
3 1/2 ] /4 3
4 1/3 SV 2
5 1/4 i 1/16 1
6 . 1/6 ' 1/32 0
7 1/8 | 1/64 0
8 10 1128 0 ;

Titulo del antigeno: 1/3.

ENCEFALITIS EQUINA OESTE

ANTIGENO N.° 2

Se utiliza el suero n.° 6 con titulo 1/256.

Tubos Antigeno Suero | Resultados
1 11 1/1 | 4
2 1/1 1/2 | 3 -
3 1/2 1/4 | 2
4 1/3 1/8 | 1
5 1/4 1/16 f 0
6 1/6 1/32 [ 0
7 1/8 . 1/64 [ 0
8 1/10 1128 | 0
Titulo del antigeno: 1/2.

CONCLUSIONES

129 -

1.2 La técnica de W. MC. D. Hammon y C. Espafia, de sencilla reali-

zacién, proporciona antigenos avirulentos féciles de manejar aun por los

mds inexpertos.

22 Los preparados por nosotros no presentaron poder anticomple-

mentario ni en las mdas altas concentraciones utilizadaos.

3.2 Su sensibilidad especifica se manifesté hasta en diluciones al 1/4.

! .
42 Todos los sueros hiperinmunes fueron obtenidos en cobayos.

5.2 Las suspensiones virulentas de cerebro de ratén de la encefali-

tis de San Luis se mostraron muy patégenas para los cobayos, a pesar de

lo cual los sueros obtenidos no fueron de alto titulo.
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62 Las suspensiones virulentas de cerebro de ratén de la encefali-
- tis Japonesa B fueron bien toleradas y proporcionaron sueros de alto
titulo. '

7.2 Con los suspensiones virulentas de cerebro de cobayo de las en-
cefalitis equinas Este y Oeste, los sueros cbtenidos fueron de titulo seme-
jonte al conseguido por la mayoria de los investigadores.

8.2 Los sueros de las encefalitis Japonesa B y equivna Este y Oeste,
obtenidos por nosotros, retnen por su alto titulo las condiciones requeri-
das para ser utilizadas como testigos positivos en los ensayos de fijacion
de complemento, e igualmente en los de estandardizacién de antigenos.

9.2 De las experiencias realizadas se deduce la posibilidad de con-
seguir en nuevos ensayos, sueros hiperinmunes de la encefalitis de San
Luis, de titulo igual al obtenido con la encefalitis Japonesa B.
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C.S. I C.
INSTITUTO DE EDAFOLOGIA Y FISIOLOGIA VEGETAL
SECCION DE MICROBIOLOGIA DE MADRID

DESCRIPCION DE LAS INCLUSIONES INTRACELULARES
PRODUCIDAS POR EL VIRUS «BROAD-BEAN MOTTLE>

’ por A
Miguel Rubio Huertos y D. H. M. Van Slogteren.

Bawden, Chauduri y Kassanis (1) han descrito algunas propiedades de

- un nuevo virus Hamado por ellos «Broad-bean Mottle», que ataca a las
leguminosas. Trabajando nosotros con .plontas infectadas con este virus,
encontramos en ‘ellas inclusiones intracelulares tipicas de virosis, y no des-
critas hasta la fecha. _ )

Las observaciones las hicimos con plantds de Vicia Faba infec-
tadas con el virus «Broad-bean Mottle» (*), arrancando tiras de epider-
mis y tifendo con floxina al 0,5 por 100 sin fijar y a veces fijando con
carnoy, empleando un microscopio 6pﬁc6 «Leitz» modelo «Ortolux 1953».

Las inclusiones son del tipo amorfo o cuerpos «X», siendo su estruc-
tura granular durante el primer y segundo periodo de su formacién, ha-
ciéndose vacuolodas més tarde. Su tamafio varia, segin el estado de for-
macién, desde pequefios granulos a cuerpos compactos del tamafio de una
vez y media el del nicleo. ) '

La forma de estos cuerpos «X» cambia desde unos agrupamientos gra-
nulares poco compactos, a-formas ovales o redondeadas compactas, pu-
diéndose encontrar de una a cinco inclusiones en una sola célula, aunque,
normalmente, sélo se encuentra una, casi siempre en contacto con el no-
cleo (foto nim. 1).

Estas inclusiones se forman a partir de pequefios grdnulos, del mismo
modo que describié Sheffiel la formacién de las producidas por el virus
Mosaico Aucuba (2).

(*) EI virus “Broad-bean Mottle” nos los envié el Dr. Bawden, a quien damos
las gracias.
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Las inclusiones se tifien muy bien con floxina y son bastante resisten-
tes a la desecacién, no sufriendo gran dafo al ser tocadas con agujas
de diseccién. '

Hemos. hecho preparaciones para el estudio de estas inclusiones en
el microscopio electrénico (*), segin la técnica descrita por uno de nos-
ofros (Rubio, 1950) (3), y hemos podido comprobar que las inclusiones
estan formadas exclusivamente por particulas de virus, dando la impre-
sién-de preparaciones de virus purificado (foto nim. 2.

Las particulas de virus son esféricas y aparentemente idénticas en ta-
mafo a las descritas por Bawden y col. (1) en preparaciones de virus
purificado.
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(*) El microscopio electrénico es el Phillips del “Laboratorium voor Bloem-
bollenonderzoek”, de Lisse (Holanda), donde hemos realizado este trabajo, v es
Jefe de la Seccién de Virus el sefior D. H. M. Van Slogteren.
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Foto nim. 1.—Célula de Vicia faba infectada con el virus
B. B. M., en la que se observa el nicleo N y una tipica
inclusién I,



Foto nim. 2.—Inclusion al microscopio electrénico. Aumento, 40.000.

Foto nim. 3.—Igual que la anterior. Aumento, 15,000.
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ANTECEDENTES

En la Seccién de Levaduras del Instituto de Microbiolegia General y
Aplicada, actualmente Instituto «Jaime Ferrdn» de Microbiologia, se han
seguido varios trabajos que, si bien tenian una intima relacién con el ca-
racteristico de la Seccién, formaban parte de los desarrollados en otras
Seccicnes del mismo Instituto, cuya marcha conjunta puede decirse que
realizaba un solo y completo trabajo de investigacién, bajo la direc-
«cién de don Juan Marcilla (g. e. p. d.), nuestro muy querido maestro.

Simultédneamente con estos trabajos, se seguia constantemente una
labor de cul'ri.vo, aislamiento y clasificacién de levaduras, cuya eleccion
estaba influida por las caracteristicas de dichos trabajos, asi: Cuando se
estudié la accién de la atmésfera de alcohol en el enriquecimiento en
grasa de la levadura, se destacaron algunas térulas y saccharomyces,
que manifestaban sensiblemente esta propiedad.

En los trabajos de multiplicacién de levaduras para pienso se desta-
caron levaduras de los diferentes sustratos empleados como materia pri-
:ma (jugos de tubérculos diversos, alpechines, prehidrolizados, etc.) (1-%3-4),
en los que espontdneamente se habian desarrollado levaduras o desta-
cando las que dominaban con mejor rendimiento, asi como las proceden-
tes de otros medios que fueron también ensayadas en los primeros.

No solamente se destacaron las cepas de aplicacién mds o menos in-
mediata; también se siguieron estudios de las que por su aspecto y pro-
piedades acusaban alguna particularidad de interés.
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Estos estudios referentes a las distintas cepas no tenian en general re-
lacién entre si, ya que no habian sido guiados con una norma encaminada
a un estudio metédico de la «flora» de nuestro pais, como se lleva con
dcertada organizacién y técnica en el de la «flora» italiana (1). Ade-
mds, los estudios realizados sobre las diferentes cepas no eran, en general,
completcs, pues muchos se limitaron solamente a la parte relacionada con
el fin para que eran destinados.

Destacadas como de interés muchas de las cepas aludidas, ya sea por
el de los estudios de que formaron parte o por sus caracteristicas y pro-:
piedades, se comenzd una publicacién de las mdés interesantes (6-7), pu-
blicacién que fué interrumpida por el fallecimiento de ddn Juan Marci-

lia (9. e. p. d.) y que, siguiendo su norma, hemos continuado.

Entre las cepas elegidas, se presentan unas de fermentacion vinica,
que hubo ocasién también de ensayar en este lnsfl’rufo, en la fermentacion
de mostos desulfitados procedentes de los estudios realizados en la Sec-
cién de Fermentaciones Industriales del Patronato «Juan de la Cierva».

Se eligieron unas cepas aisladas del jugo de Asphocdelus
albus (gomones), que fueron ensayadas como materia prima para- lo.
multiplicacién de levaduras pienso.

Se destaca’ una térula por su granulacién caracteristica, que fué ele-
gida por su aspecto, que recuerda a las transformaciones presentadas en.
sus trabajos por Socias (16) y Schandell (17) sobre la aparicién de bacte-

" rias procedentes de hongos microscopicos.

También $e destaca la Pulchérrima liquefaciens, tan-
tos veces aludida en varios trabajos pubhccdos por D. Juan Marcilla, en
los que colaboramos.

Algunas levaduras aistadas del medio ambiente en localidad de abun-
dantes elaboraciones vinicas.

A continuacién se comienza la exposicién de caracteres y clasificacién
de la serie de levaduras que, pertenecientes a la coleccidon, han side ele-
gidas para su publicacion. '

CANDIDA HUMICOLA VAREEDAD ASPHODELUS

Procedencia.—Esta  levadura fué ‘aislada de un jugo procedente de:
rizomas tuberosos de Asphodelus albus, el que para los estudios
realizados por. don Juan Marcilla sobre multiplicacién de levaduras en sus-
tratos procedentes de materias primas espafiolas de poco coste (3) fué:
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-elegido por la abundancia grande de dichos rizomas, cuyo jugo azucarado
y materias fécilmente sacarificables le hacian indicado para materia prima
-abundante y econdémica.

Se realizé un estudio de su flora microbiana espontdnea con el fin de
.aislar levaduras que procedieran de este medio y cuyo fécil y abundarite
desarrollo en el mismo las destacase como mds indicadas, sefialando
principalmente para la eleccion las que, ademds de abundante desarrollo
~en el medio, no le fermentaban..

Entre las mds destacadas figuran la levadura en estudic que se de-
signé con el nombre de Asphodelus. 7

Es notable en esta levadura la formacién de densos velos rugosos con
masas colgantes en: la cara inferior que frecuentemente se desprenden
-acumulando en el fondo abundante depésito, tan abundante que en cul-
tivos viejos llegan a ponerse casi en contacto el depésito y el velo, pues
-este no desaparece mientras existe liquido nutritivo, manteniéndose en ac-
tividad, con lo que el aprovechamiento del medio llega al méximo.

Estas destacadas propiedades tan favorables para la eleccién, con el
fin de levadura para multiplicacién, la hicieron objeto de un ensayo de
multiplicacién en medio con aireacién forzada, y como sustrato el mismo
jugo de Asphodelus. "El resultado fué poco satisfactorio, e investi-
gando la causa, se dedujo que al remper continuamente el micelio, y po-
‘siblemente también al permanecer sumergido, paralizé su desarrollo.

No por esto se consideréd impropia la multiplicacién, aunque de pri-
mera impresion lo es por este procedimientc, pero se consideré por el
contrario muy indicada para multiplicarse en superficie por el procedi-
miento de cultivo en bandejas, que existe en efecto en las instalaciones
-olemanas para multiplicacién de levaduras alimento.

Estudio de sus caracteristicas en los diferentes medios de cultivo.

Agua de malta.—A las veinticuatro horas a 25° inicia velo, formado
aun, por particulas flotantes que cubren la superficie. También se inicia
anillo, formado por particulas adheridas a la pared y depédsito. Al mi-
-croscopio se aprecian células alargadas, algunas algo curvadas, aisladas
o reunidas en cadena; otras, més cortas, presentan aspecto eliptico. El
contenido celular, liso, con algunos corpisculos refrigerantes aln no des-
“tacados en todas (figs. 1y 2). '

Dimensiones: (2 % 6,4) >é (3,8 X 18,2) u.
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A las setenta y dos horas.—E| velo estd  completo, de aspecto denso,
ruguso por la carga superior y formado por gruesas particulas colgantes.
en la cara inferior; éstas caen con facilidad, aumentando el depésito, que
comienza a ser abundante. Coloracién crema claro.

Al microscopio se aprecian células muy alargadas, unas rectas, ofras
curvadas o mazudas; también se presentan formas triangulares y células.
de menor tamafio y forma eliptica, siendo frecuentes los corpUsculos re-
fringentes pequefiocs, aislados o colocados en filas en las células alarga-
das. Se aprecian frecuentes vacuolas.

Un cultivo de-cuarenta dias presenta en el tubo tan abundante des--
arrollo que toda la altura del liquido estd ocupada por una masa gru--
mosa de aspecto esponjoso, formada por la caida de una serie de grue-
sos velos. Aun existe velo sin caer, grueso, con masas colgantes de lor
parte inferior y adherido a la pared formando anillo.

Al microscopio.—Se aprecian células alargadas filiformes, muchas de:
ellas agrupadas de dos en dos y en mayor nimero formando cadenas.
Otras elipticas aisladas o con una prolongacién filiforme nacida de ellas:
por gemmacién, la que al iniciarse da a la célula madre un aspecto de-
formado (fig. 3).

En el interior de las células se aprecian corpUsculos refrigentes bien-
definidos en las elipticas y menudas granulaciones en nimero de unc a.
dos en muchas de las alargadas.

Medidas: (3 X 9,3) — (6,2 x 27,9) u.

Caracteres de cultivo en mosto de uva peptonado.—Se empleé masto-
de uva de 10 Bme, al que se afiadié el uno por mil de peptona.

Se sembré con pequefia particula de velo de cultivo joven.

A las veinticuatro horas de la siembra se habia formado
velo completo, blanco, finamente rugoso o fibroso, aln agrietado por al-
guntis partes, por no haberse fundido ain los islotes iniciales.

El velo es algo ascendente por las paredes y forma anillo.

Al agitar se precipitan finas particulas pulverulentas que enturbian el
liquido.

Al microscopio, preparacién en fresco entre porta y cubre con pre-
caucién para no dislacerar mucho la porﬁcug, que, tomada junto con una

4
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gota de mosto, permitié apreciar seudomicelios tipicos, con ramificaciones
adn conservadas (fig. 4).

Esto explicé la variedad de células que aisladas o en cadenas se
presentan en el campo y con formas: elipticas, olorgadds y otras casi
filiformes. '

Medidas: miden (2,5 — 5) x (5,8 — 10,5).

Las células alargadas forman las ramificaciones y sobre ellas se ven
depositadas las més pequefias, de forma eliptica. -

Cultivo de cuatro dias.—Velo muy denso y profundamen-
te rugoso, con rugosidades de muy marcado relieve, qué da aspecto de
una masa de raices. Anillo ancho y denso. Color blanco, de toné atercio-
pelado. ‘ '

Cultivo de treinta dias.—Velo formado por espesa masa
con aspecto ascendente por la pared. Se desprenden gruesos grumos que
van formando muy abundante depésito. Anillo denso. Al microscopio:
Células muy alargadas, algunas con aspecto filiforme, aisladas o en ca-
dena. Otras células redondeadas o eIipﬁto-redon’decdcs, aisladas o tam-
bién formando cadena de dos a tres células. R

Como pasc de una a ofra forma, se aprecian células redondas o elip-
tico-redondeadas, con apéndices largos del aspecto de las primeras cé-
lulas.

El contenido celular presenta algunos corpisculos refringentes.

También aparecen algunas formas celulares de contorno irregular.

Cultivos viejos.—Cultivo de sesenta dias, aln presenta velo
y las particulas que caen forman ya un depésito de 1 cm. de altura
ifig. 5). »

En cultivos mas viejos, como ya se ha indicado, queda velo, que est&
ya casi en contacto con la masa del depésito, pues el liquido casi ha
desaparecido, parte por evaporacién, pero principalmente por el enor-
me dep6sito que le empapa. '

Agar de malta.—A las cuarenta y ocho horas presenta la estria abun-
dante desarrollo, de aspecto fibroso, como cordoncillo aglutinado, jugoso.
Color blanco amarillento, tono céreo. _

Al microscopio, células ﬂliformés, delgadas y largas; otras cortas, ma-
zudas, triangulares, -etc. Son corpusculos refringentes.

En la estria de quince dias (fig. 8) se aprecian bordes filamentosos.

5
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Estria de sesenta dias, presenta tan abundante desarrollo que cubre
toda la superficie del agar e invade las paredes del tubo, sobre las que
forma arborescencias.

La figura 8 presenta fotografia. de colonia gigante sobre agar melta
a los veinte dias.

Gelatina de malta.—Liquida la gelating, la colonia gigante sobre este
medio comenzé la liquidaciéon a los doce dias.

Cultivos sobre agar de mosto.—La estria sobre agar de mosfo presenta
como la de agar de malta superficie muy rugosa, con aspecto de cordon-
cillo (fig. 9). A los cinco o seis dias se aprecia en los bordes fina™ vellosi-
dad de micelio sutil y blanco, la coloracién del resto de la estria es lige-
ramente grisécea. En la figura 10 se aprecia el cspecfo de la estria a los
veinticuatros dias.

En las figuras 11, 12 y (13 se aprecia un seudomicelio formado en
frotis de agar mosto sobre porta objetos, y en la figura 14 dibujo a la ca-
mara clara después de colocar cubre objetos, come se pudo apreciar.

En la figura 15 se ve fotografia de colonia gigante sobre agar mos-
to, a los veinte dias.

Gelatina de mosto.—El cultivo en picadura sobre gelatina de mosto
comenzé a liquidarla francamente a los quince dios.
En la 16 se aprecia el aspecto de estria a los diez dios.

Cultivo sobre patata.—A las cuarenta y ocho horas formé pdtina bien
desarrollada, blanco yeso, de aspecto seco y granulose (fig. 17). Al mi-
croscopio, células elipticas y células alargadas, mazudas, deformadas, va-
rios en gemmacién, tanto lateral como polar, y la mayoria vacuoladas
(fig. 18). Preparacién hecha quince dias después presenta campo de cé-
lulos redondeados con grcnulacnones refrigerantes y varios vacuoladas
{fig. 19).

En cultivo de sesenta dias se aprecian formas miceliares de aspectos
extrafios (figs. 20 y 21).

Sobre agar de patata forméd abundame micelio.

Cultivo sobre zanahoria.—Pétina como en patata, blanca, granulada
y seca (fig. 22).
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Fermentacién.—No fermenta ningin ozicar.
Asimilacién.—Glucosa  +

Galactosa  +
Satarosa 4
Maltosa + -
Lactosa -+

Asimilacién de NO,K = no asimila.

Asimilacién de alcohol = débil velo y depésito (flg 23).

Cultivo en leche = coagulacién débil.

Hidrélisis de la arbutina = 4.

Los caracteres de la levadura descrita son muy coincidentes con los de
la Cédndida humicola de Diddens y Lodder, solamente el asvec-
‘to morfolégico macro y microscépico de los cultivos en diferentes medios,
que si bien sen coincidentes en varios aspectos, presentan diferencias, las
que es posible que existan en un mismo cultivo, por lo variable que es
esta levadura, o que se deba a caracteres de una variedad diferente.

Como esto es probable, se ha denominado Cédndida humico-
lo, variedad Asphodelo, recordando el medic de donde fué ais-
lada.

LEVADURA N.° 42 C. DEL CATALOGO PROVISIONAL

Procedencia: aislada del aire en Alcdzar de San Juan (Ciudad Real)
ern-5 de marzo de 1945. Caja remitida por el Dr. Morales Musulen. Me-

aio, agar maiz.
- Descripcion.

Crecimiento en agua de malta a 25°—A las cuarenta y
ocho horas, velo blanco, membranoso, coherente, de aspecto cé:reo,
en islote cuya formacién se inicia por crecimiento en puntos de la suoer-
ficie del ll'quidc;; estos puntos confluyen entre si, gbservéindose al princi-
pio un tenue velo puntuado a modo de finisimo encaje. Cuando se agita
el tubo, el velo cae entero, sin romperse ni enturbiar al liquido, que era
y permanece transparente. Células esféricas, algunas aovadas, con vro-
toplasma fuertemente granuloso que, en ciertos enfoques, hace que pa-
rezcan las células esculpidas, aunque con enfoque: correcto se compruzba
que se trata de muchos y pequefios corplsculos de grasa, coloreables zor
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ei Sudan Il Algunas células con vacuola. Gemacién casi siempre Unica,
en algunas células doble (ver microfotografia y dibujo en figuras 24 y 25).
Dimensiones de las células (5-7) X (5-12). Medias (5,5 % 7).

A los cuatro dias.—Liquido transparente. Velo
blanco, de aspecto céreo brillante, con bordes algo
deshilachados. No hay anillo todavia. El velo, por su parte inferior, no es.
liso y por ligera agitacién del tubo se desprenden fléculos del velo que
caen al fondo. Cuando se agita el tubo con mayor brusquedad el velo
cae, y en parte se disgrega, enturbidndose el liquido temporalmente, pues.
en dias sucesivos vuelve a formarse velo; parte de las células quedan en el
fondo y el liquido recobra su transparencia. Células de aspecto andlogo a
las descritas anteriormente, aunque se observan algunas (pocas) de ta-
mafo bastante mayor, esférica o con frecuencia aovadas (ver el dibujo en
figura 26). .

A los siete dias.—Igual aspecto de los cultivos. Células esféri-
cas con uno o con dos o mayor ndmero de gruesas gotas de grasa. (Glé-
bulos coloreables con el Sudén 1i1.)

En cultivos viejos, diez a quince dias.—Velo espe-
sc, blanco, de aspecto-céreo brillante (como estearina); la superficie del
velo es rugosa, abullonada. El velo es ascendente, con frecuencia adhe-
rido fuertemente a las paredes del tubo, pero no existe anillo propiamen-
.te dicho. Grandes células esféricas o casi esféricas con gruesos glébulos de
grasa, que en algunas de aquéllas, ocupan gran parte dél volumen ce-
lular. Dimensiones de las células (7-10) u de didmetro. Figura 27 (microfoto-
graffa) y figura 28 (dibujo). ’

Crecimiento en mosto de uva peptonado, a 25° de temperatura.
A las veinticuatro horas de la siembra se inicia el velo
en islotillo de aspecto céreo, coherente; liquido transparente; no hay de-
posito. Células esféricas, muchas con vacuola y todas con protoplasma
finamente granuloso.

A los cuarenta yocho horas, velo de aspecto céreo, fina-
mente rugoso, ascendente, en anillo adherente a la pared del tubo. Ef
velo es de color blanco-sucio, con débil matiz crema tostada (en molfqe[
velo es blanco puro y se forma y crece mds répidamente que en mosto).
Liquido brillante, no hay depésito. La mayoria de las células, esféricas;
con protoplasma fina y abundantemente granuloso. Muchas células en
gemacién; algunas conservan aun la vacuola (ver microfotografia en figu-

8
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ra 29). Dimensiones de las células: células esféricas (4,8 — 51 ++ (6,2 —
-—8,1) u. ’

A los seis dias, el aspecto del velo no ha cambiado mucho,
cunque parece algo mds himedo. La mayoria de las células son esféri-
cas, muy granulosas, sin vacuola, pero en algunas de las células en ge-
macién se prolonga ésta en pico o tubo mds o menos prolongado y de-
forme, dando origen a formas extrafas, monstruosas. Figura 30 (dibujo).

En cultivos muy viejos, el velo tiende a caer y llega a
hacerlo en trozos, forméndose depésito, pero conservdndose el liquido bri-
lloante o muy poco turbio. '

Crecimiento en agar de malta.—A los siete dias, estric bien desarro-
llada, con bastantes expansiones laterales. El aspecto de la estria es muy
rugoso, plegado, con una rugosidad longitudinal y otras transversales, o
su vez ramificadas a modo de nervadura principal y secundarias, stc.,
de la hoja de una planta. El color de la estria es blanco, con ligerisimo
matiz crema. ) ’

A los dieciocho dias,. aspec’fo anélogo, pero lo rugosidad
es aln mds marcada y compleja, a modo de mesenterio, pero conser-
vando la estructura penninervia en las nervaduras principales (ver foto-
grafia en fig. 31).

A los treinta dias no ha variado mucho el aspecto arriba

" descrito; la estria parece algo més seca y la costilla central adn mds ele-
vada. Células esféricas con protoplasma muy granuloso; algunas células.
con una gruesa vacuola (ver dibujo fig. 32). No hay células deformes.

Crecimiento en gelosa de mosto peptonado (al 1 por 1.000).
A los siete dias estria desarrollada, blanco-crema, de aspecto
ceroso, brillante; borde muy ligeramente festonado. _

A los dieciocho dias la estria es mds elevada, algo rugo-
sa (mucho menos que en gelosa-malta), con puntuaciones a modo de
pequefos créteres y con nervaduras transversales poco aunadas.
~ Alostreinta dias, igual aspecto (ver fotografia en fig. 33).
Células esféricas, algunas muy grandes (mucho menor uniformidad que-
en agar-malta). El contenido de las células es muy granuloso, sin vacuo-
las (ver dibujo en fig. 34).

Crecimiento sobre patata.—Patina blanco grisdceo, harinosa, pero

(¢ 3
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no seca en los primeros dias. A los siete van tomando aspecto seco los
bordes, y en esa fecha ain no confluyen todas las peduefias colonias
con las cuales se inicié el crecimiento. El aspecto del cultivo no varia en
fechas posteriores hasta los treinta dias. Sélo en pdtinas muy vigjas,
-cuando la patata se ha ennegrecido y secado parcialmente, el color de”
la pétina vira al color erema o siena claro.

» Células esféricas cuyo contenido es rico en pequeas granulacionres,
como ocurre en los cultivos sobre otros medios. Algunas células con una,
y pocas veces con dos o mas vacuolas, lo mismo en pdtinas jovenes
(siete dias) que en las viejas (freinta y mas dias a 25°). En cultivos jo-
venes se observan algunas células de gran tamafio y contorno irregular
(ver microfotografia en fig. 35). No hay esporulacién, ni adn después
.de sesenta dias. Dimensiones de las células ¢ los siete dias: células es-
féricas (6,5-9) u de didmetro, media — w. Células gigantes hasta de
(11-13) w. ‘ '

~ Crecimiento sobre zanahoria.—A los siete dias, patina de mo-
.derado desarrollo, blanquecina (blanco-grisdceo), de aspecto mucoso,
hémedo. En dias sucesivos varia poco el citado aspecto. En pdtina joven
(ciete dias), células esféricas, como en todos los medios muy ricas en gré-
nulos pequefics refringentes, muy uniformemente repartidos en el proto-
plasma. Son excepcionales las células vacuoladas (ver microfotografia en
figura 36). Dimensiones de las células a los siete dias: (5,5-8) i de did-
metro; media 7 u. ’

Placa de yeso.—No hay esporulacién; las células se conservan granu-
losas y aln acentGan con el tiempo la granulacion (células envejecidas).

Picadura de gelatina.—Sélo se forma colonia superficial, blanca, ce-
rosa, muy rugosa, a medo de circunvoluciones cerebrales; al envejecer la
superficie de la colonia se hace también granulosa. La quuefdccién de
la gelaﬂho es lenta y a 15° comienza a los cuarenta-cincuenta dias, mds
tarde progresa y a los sesenta-setenta dias se observa liquefaccion en
cilindro. '

Colonia gigante sobre gelatina-malta.—Andlogo™ aspecto al descrito
para la colonia que se forma, superficial, en la picadura (ver fotografia
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en fig. 37). Més tarde, la colonia se aplana y se extiende por ablanda-
miento de la gelatina. ‘

Colonia gigante sobre agar de malta.—Muy tipica, blanca, con ligero
matiz crema que se extiende mucho sobre el sustrato en forma de con-
tornos amplia y profundamente lobados. La superficie de la colonic es.
plegada-rugosa, a modo de nervaduras. Envejeciendo la colonia estas
rugosidades adquieren color crema o siena claro. En la fotografia 38 re-
producimos una colonia a los sesenta dias de la siembra; la fotografia
estd tomada por transparencia para acusar mejor la forma de las rigo-
sidades y contorno.

Fermentacion.—No fermenta ninguno de los azicares ensayados.

Asimilacién de azicares:

Arabinosa y xilosa

Glucosa, manosa, galatosa, levulosa +
Sacarosa, maltosa, lactosa -+

Manitol 4

Dextrina -+

~La maltosa parece que proporciona el maximo desarrollo.

Asimilacién del alcohol.—En el medio de Stelling-Dekker (4), positiva,
aunque el crecimiento es lento.

Asimilacién de substancias nitrogenadas:

Nitrato potésico }

Sulfato aménice -+ (desarrollo mds escaso que en nitratos).

Urea

Peptona -+

El crecimiento sobre agar sintético con nitratos (5) es bastante abun-
dante, en colonia' o estria blanco-crema, cérea brillante. Las células en
gemacién presentan un aspecto muy especial en este medio; en la gema-
cién, con frecuencia miltiple, no se completa la separacién de las células.
hiias, lo que da a las agrupacicnes formas monstruosas (ver fig. 39).

Sistemdtica.—Siguiendo la clave que para el género- Torulopsis
(al que evidentemente pertenece la levadura ndm. 42-C de nuestrc catd-
lego provisional) incluye Lodder en su obra, llegamos a la especie aeria
(Saito) nov. com., pero al comparar mas detalladomente los caracteres de-
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-esta especie con los de la estirpe ndm. 42-C encontramos notables dis-

crepancias, que podemos resumir como sigue:

Tcrulopsis aerea (Saito)
Lodder.
A las veinticuatro horas, a 25°, en
mdlm, células de (3,5-5) X
S (4,2-6) u. )
En malta, anillo y depésito. No
“hay velo.

Estria’ en agar-malta ligeramente
amarillenta, mate-brillante. lisa,

bordes lisos.

‘Liquefaccién de la gelatina: a los

Torulopsis 42-C.

A los cuarenta y ocho horas, a
259, en malta, células de (5-
7) X (5-12) u. i

En malta, velo, sin depédsito, des-
de las primeras horas.- Sélo en
cultivos viejos hay depésifo.

Estria en agar-malta, muy rugosa,
plegada a modo de nervadu-
ras; bordes lobados color blan-
co con débil matiz crema.

Liquefaccién de la gelatina: a los

cuarenta-cincuenta dias, a 15°,
comienzo; a los sesenta dias, li-

sesenta dfas, a 159, negativa
(en la descripcién de Saito, len-
quefaccion franca, en el cilin-

dro.

ta liquefaccién de la gelatina).

Asimilacién de la lactosa (?).

Més acusadas resultan ain las diferencias de la Torulopsis 42-C
conla T. albida (Saite) nov. comb. y la T. albida, var. Ja-
pdénica nov. var., que son, entre las descritas por Lodder, las Unicas
‘que podrian ser identificadas con la 42-C, si- la estria sobre agar-malta
fyera mucilaginosa, lo que no ocurre. Es dificil la identificacién de la
Torulopsis, que describimos con las estudiadas por Will y las des-
critas por Guillermond, dada la deficiencia de las descripciones, y por
ello nos parece (para no contribuir a aumentar la confusién reinante en
la sistemdtica de las levaduras anascoporégenas, con la creacién de nue-
vas -especies que pudieran ser idénticas a algunas insuficientemente des-
critas) que es preferible limitar la diferenciacién de estirpes, que no sean
radicalmente distintas de otras, al concepto de variedad, -
aunque de este modo se llegue, précticamente, a formar especies co!gc-
‘tivas, con cardcter provisional, integradas por cepas que difieren entre
si més que ofras que han sido consideradas como especies nuevas.
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Con esta idea clasificamos a la estirpe nom. 42-C de nuestro Catdlo-
gocomo Torulopsis aerea (saito), variedad granulosa (Mar-
cilla-Feduchy) nov. var., aludiendo en el Ultimo nombre al tipico aspacto
de las células, desde su primera edad, en cultivos sobre diversos medios.

Hasta aqui se ha expuesto literalmente la redacciéon que se hizo con
don Juan Marcilla, cuando, segin la clave de Lodder (7), fué clasificada
-esta levadura. ‘ .

La-descripcién de la Torulopsis aerea en la moderna clave de
‘Lodder-Kreger-Van Rif (8) no presenta caracteristicas diferentes de las
anteriormente expuestas; solamente en los cultivos en estria sobre agar de
‘malta alude, refiriéndose a las de un mes, a 17°, a ligero rayadc en la
superficie y a bordes ligeramente ramosos, por lo que las diferencias ex-
puestas con. la Torulopsis aerea, variedad granulosa, des-
<rita siguen existiendo.

En la obra Lodder-Kreger-Van Rif (8) he tenido la atencién de citar
esta levadura, de la que aln no tenia caracteristicas.

CANDIDA PULCHERRIMA, VAREDAD LIQUEFACIENS
Procede de pulpa de naranja, de donde fué aislada por el Ingenie-
ro don Juan Santa Maria, con el fin de ensayarla en la multiplicacién de
levadura para alimento. l
En los trabajos, también sobre el tema de multiplicacién de lavadura
para pienso, que seguimecs con el Prof. don Juan Marcilla (1), fué estu le-
vadura una de las més empleadas. La levadura en estudio se considerd en
wun principio como Torulopsis pulchérrima, variedad lique-
faciens, por su infenso poder proteolitico; fué clasificada después
como Cdandida pulchérrima, variedad liquefaciens
(Marcilla). Por sus caracteristicas y por haber figurado en los aludidos tra-
bajos sobre multiplicacién, es una de las levaduras elegidas para esta pu-
‘blicacion.

Segunda seleccién.—Del cultivo puro se hizo una nueva siembra de
‘“'slamiento en gelatina de malta, de la que nacieron colonias blancas v
rosado-rojizas. Las colonias blancas estaban mds desarrolladas y comen-
zaban a liquidar la gelatina, por lo que se consideraron como de mayor
interés y se sembraron en agua de malta.
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Por ser el fin perseguido, el partir de un cultivo puro para ser ensayo
en las experiencias de multiplicacion de levaduras, se realizé nuevo ais-
lamiento en agar malta de las colonias blancas desarrolladas en malta. En
esta tercera_ seleccién nacieron sélo colonias blancas, con aspecto jugoso-
y brillante. Al microscopio presentan células elipticas y otras alargadas,
con vacuola bien definida en las dos formas, gemacion subpolar.

Cultivo en malta—Lla siembra procedente de colonia blanca antes
descrita presenta a las cuarenta y ocho horas masa pulverulenta en ‘sus-
pensién cerca de la superficie del liquido, iniciando tenue velo y en el
fendo pequeio depoésito. Al microscopio, células ovales, ovales-alargadas
y ovales redondeadas. Gemacién en la que se aprecia frecuentemente
que la célula hijo presenta forma mucho mds alargada que la célula ma-
are, lo que comprobé que las dos formas diferentes pertenecen a la misma
izvadura. . )

Tamanos: (3,1-5,9) X (6,1-10,3) . Fig. 40.

Cultivo en malta a las setenta y ocho horas.
Velo no completo formado por grumos flotantes sueltos, grumos que son
dificiles de dislacerar entre porta y cubre.

Al microscopio presentan células elipticas vacuoladas y alguna con
gemacién (que es subpolar), corpisculo refrigerante y en algunas de
mayor tamafo, mds grueso corplﬁsculo que, como el anterior, es de natu--
raleza groso. A

En la figura 41 se aprecia una particula dislacerada de un grumo.

En la figura 42 se aprecia el aspecto de las células de una prepara--
cién procedente de cultivo en malta a las setenta y ocho horas.

Cultivos viejos.—Cultivo de un mes en malta presenta célu-
las con grueso corpusculo grano en el interior, que casi le ocupa por
completo. En la fig. 43 se ve ampliado el detalle de célula rota por pre--

sién de cubre, saliendo al exterior el corpusculo graso. .
Fermentaciones de azucares: Glucosa -+ maltosa —
. " Galactosa — lactosa —
Sacarosa  -—
Asimilacién de azicares: Glucosa -+

Galactosa () débilmente
Sacarosa -+

14
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Maltosa  —

Lactosa —  muy débil
Asimilacién de nitratos: = () débil
Asimilacién de alcohol .z.... = -+ depédsito y velo

Cultivo en leche tornasolada.. Nc la coagula
Hidrélisis arbutina ............ = —

Cultivo en mosto.—Se empleé mosio de 10° Baumé peptonado, con
1 gr. por 1.000 de peptona Wite. A las cuarenta y ocho horas de sem-
brado presenta el mosto franca fermentacién, -de la que o las setenta y
dos horas sélo se aprecian ligeras burbujas que se desprenden del fondo.

El liquido estd turbio, masa pulverulenta en la superficie, anillo fam-
kién pulverulento adherido a la pared y depésito en el fondo. - -

Al microscopio.—Células elipticas, ovales y alargadas. Ge-
macién polar y subpolar, contenido celular. liso' con vacuolas adn no bien
marcadas en varias células y en otras bien definidas, simples o dobles y
con o sin corpUsculos refrigerantes (fig. 44). '

A Io§ setenta y dos horas, como ya se ha indicado, sélo acusa restos
de fermentacién, desprendiéndose ‘alguna burbujo del fondo. Grumos flo-
tantes y trazas de anillo.

Al microscopio se observan células ovales, ovales alargadas, con cor-
pusculos grasos aln no gruesos y en numero de uno a dos (fig. 45).

En-cultivo de siete dias se aprecia velo incompleto formado por par-
ticulas flotantes, acusando alguna coloracién rosa franco; también se con-
serva anillo incompleto. '

Al microscopio se aprecian células ovales, algunas alargadas y con
corpusculo graso en ndmero de uno a dos y en este caso en pelos opuestcs.

Para comprobar la permanencia del color rosado, se hize nuevo ais-
lamiento en agar de malta sembrado de velo rosa, y las colonias que na-
cieron fueron blancas, permaneciendo asi durante cinco dias que se chb-
servaron. ‘

Las células del velo rosado presentan al microscopio formas ovales
olargadas con uno o dos corpusculos refringentes (fig. 46).

Cultivosviejos.—Cultivo en mosto de cincuenta dias; presenta
velo denso muy rugoso, ascendente, color blanco griséceo. Al microscopio
presenta células con grueso corpusculo graso y algunas con dos cor-
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pusculos y envueltas per membrana que tiende a desaparecer, presen-
tondo las células aspectos extrafios (fig. 46).

-Agar malta.—Estria de cuarenta y ocho horas a 25°. Prasenta
aspecto jugoso y granuloso por estar formado por un conjunto de peque-
fas colonias aglutinadas, que en la base de la estria forman una masa
de aspecto liso y brillante, color marfil.

Al microscopio, células elipticas, algo ovales, con vacuola que en
algunas ocupa la casi totalidad de la célula (fig. 47).

Estria de cuarenta dias. Presenta aspecto blanco liso, con bordes fina-
mente filamentosos, lo que se oprecia claramente en la figura 48 a.

En la figura 48 b se ven células procedentes de colonia en agar malta.
a los cen dias. Tienen el oépedo caracteristico de las formas tipicas de

pulchérrima.

En la figura 49, colonia gigante sobre agar malta,

En agar mosto.—A las cuarenta y ocho horas de sembrado en

estria se aprecian al microscopio células elipticas, algunas alargadas y

coh pequefio corpUsculo refringente.

En un cultivo de cien. dias se observan varias formas con apéndice de
forma mazuda (fig. 50). - '

N

Poder proteolitico.—Es caracteristico de esta levadura el intenso po-
der proféoli’rico, liquidando intensamente la gelating, lo que se aprecia
en la figura 51, en la que se ve sumergirse el cultivo al ir liquidando la
gelatina.

Pigmentacién rosada.—Comprobada la aparicién del color en las par-
ticulas que a los siete dias ferman velo incompleto en mosto, lo que estd
de acuerdo con las observadas por Berta Porchet en su estudio sobre
Torulopsis-pulchérrima, que forma velos rosa-rojizos sobre
mosto, los que alternan con blancos y que caen al fondo formando
grumos.

Se hizo nuevo aislamiento en agar malta y después se hizo la siem-
bra en forma de colonia gigante sobre agar malta con sal ferrosa, des-
crrolléndose colonia intensamente rosa, ya mds bien grana, presentando
franjas blancas (fig. 52).

En ofra colonia gigante sobre el mismo medio de agar malta con sal
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ferrosa aparecen también franjas rosadas y blancas, observandoss tam-
kién una progresiva difusién de la coloracién rosa en el agar, formando
circulo concéntrico (fig. 53). i

De la colonia grana se hacen preparaciones para observar al micros-
copio, aprecidndose células elipticas, elfptico alargadas, con coloracién
rosada y vacuoladas (fig. 54). Después de quince dias, nueva prepara-
cién de la colonia, que ya perdié color y presenta fono rosado péiido;
lo preparacién acusa al mcroscopio células elipticas y eliptico-redon-
deadas, de tono mds pdlido y con corplsculo graso, ya bastante gruesc
en las células de mayor tamafio (fig. 55).

De la colonia grana se sembré en mosto dz uva peptonado, se formé
nasa de particulas flotantes y anillo, ambos de color blanco, que mas
tarde toman una colorac’dn crema-rosado. De este cultivo, aln blanco,
se sembré sobre agar malta con sal ferrosa, naciendo colonia blanca
que a los siete dias tomé tono rosado.

Se hizo otra siembra para colonia gigante sobre agar malta con sal
ferrosa; tomando de cultivo en fase rosada, nacié colonia que a los cua-
tro dias tomé coloracién grana con franjas blancas. De estas siembras
parece deducirse que de velo blanco en mosto, procedente de colonia
rcsada, nacen sobre agar malta con sal ferrosa colonios rosadas,
y si la siembra sobre este agar procede del velo en fase rosada, nocen
colonios granas.

Se hicieron observaciones de cultivos viejos en agar de levadura con
‘azbcares (de los empleados para ensayos de fermentacion) y se aprecié
cparicién de coloracién rosa en el liquido, en el velo de particulas y
en los depésitos de varios de ellos, con el detalle de que en el depésito
habia capas de tonos blancos y rosados.

En las anteriores observaciones se encuentra un acuerdo con varigs
de las expuestas en los trabajos de Berta Porchet (9), Castelli (10), San-
ta Marfa (11) y van Der Walt (12), que dedica al estudio del pig-
mento de la Cédndida pulchérrima en tesis doctoral, y en él
comenta muy acertadamente trabajos anteriores y propios, aludiendo «
los de Windisch (13), Grobusch, Roberts, Beigerinck (14), Wiekerham,
referentes a las influencias en la produccién de pigmento, de la presen-
cia de hidratos de carbono, sal ferrosa. Realizé cultivos en medios sinté-
ticos. ddicionados de hidratos de carbono, acusando aparicion de pig-
mento, debido a posible presencia de trazos de hiefro por impureza de
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los hidratos de carbono. La influencia de la presencia de hierro para
la aparicién de pigmentos queda también aclarada por las experiencias
de van Der Walt (12), referentes a la influencia de la dosis de hierro,
la que en pequefia cantidad no da origen a colcracion y en dosis de-
masiado elevada tampoco, lo que explica el desacuerdo de los investi-
gadores sobre este asunto.

Respecto a la aparicién de ,pigmento en medios a los que no se adi-
ciond traza de hierro, puede explicarse por existir, ya naturalmente o ac-
cidentalmente en el medio, como ocurre en los medios a base de patata,
de mosto de uva con azicares no completamente puros.

El poder cromégeno por el que la célula se pigmenta a base de
hierro es, segin Beijerinck (14), debido o la formacién de una sub$tan-
cia cromégena incolora, la que, reaccionando con el hierro, da lugar a
la formacién del pigmento. Alude también a la inconstancia de la cpa-
ricién del pigmento, exponiendo diferen\fes hipotesis que parecen acer-
tadas, pero que demuestran la inseguridad del dato de la aparicién de
dicho pigmento para la clasificacién.

i

Formacién de seudomicelio.—Con el fin de observar la formacién
del seudomicelio se hicieron siembras sobre agar de patata directa-
mente, en estria o sobre popel celofédn extendido sobre el agar. No se
aprecié formacién de seudomicelio. A los ocho dias solamente presen-
taba estria blanca con pequefios trozos rosados, formada por células que
no se agrupaban en seudemicelio. Estas células presentaban formas re-
dondeadas, grandes, con corpUsculo graso que ocupaba casi la totali-
dad de la célula, aspecto tipico de Pulchérrima; también habia
formas alargadas y pequefias, con corpUsculo refringente de pequefio
diametro. ‘ .

En preparaciones de velo de mosto, se acusaron cadenas de tres-cuatro
células y con otras células laterales que recordaba el seudomicelio. La
dificultad de la preparacién sin desbaratarlo pudo ser causa de no .ver-
‘los més completos. : ,

De un cultivo en mosto procedente de colonia carmin, y a los
veinte dias de nacido, se hizo una preparacién de particula flotante:
las que presentaban coloracién crema pardo y ya comienzan o coer o
fondo. Al microscopio pudo apreciarse seudomicelios cortos con sencilla
pero franca ramificacion (fig. 56), y células redondas tipicas de pul-
chérrima y ofras formas diferentes.
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Llegando a esta fase los trabajos expuestos, Santa Maria escogi6é tam-
bién esta levadura junto con ctros microorganismos, con el fin de em-
plear los medios sintéticos de Wickerham en' los estudios sobre nutricién
de los microorganismos (15). Con este motivo realizd una serie de inte-
resantes observacicnes referentes a la aparicién o no del pigmento vy
del seudomicelio que fueron publicadas, por lo que consideramos ya
suficientemente tratado este tema y desistimos de nueva publicacion.

En la revisién expuesta de levaduras utilizadas en experiencias de
multiplicacion de levaduras antes aludidas, fué ésta una de las mds em-
pleadas, y por aportar los datos de su estudio, nuevamente han sido or-
denados exponiéndolos en esta publicacion. ’

Los interesantes y bien realizados estudios de Santa Maria confirman
la idea que teniamos referente o apariciéon o no de diferentes propie-
Qfodes como la formaciéon de pigmento y la de seudomicelio, variacio-
nes que, ccmo Berta Porchet, considera Santa Maria debidas a la apa-
ricién de nuevas variantes, pero que creemos mds o menos permanentes
y dispuestas ‘a evolucionar nuevamente segin las condiciones del medio,
tanto en las referentes al cultivo como a las del ambiente.

Fijando la atencién en la fermacién del seudomicelio, éste se ha en-
contrado en la preparacién tomada de un velo del mosto, después de no
conseguir observarle en una serie de preparaciones de medios aconseja-
dos para su formacioén.

También ‘aparecen en las observaciones de Santa Maria en un lébulo
de una colonia gigante, sin haber podido observarle antes.

Creemos més o menos permanentes y dispuestas a evolucionar segin
las condiciones del medio, tanto en las referentes al cultivo como a las
del ambiente.

Por los datos expuestos seguimos considerando a la levadura en es-
tudio, y de acuerdo como se la denominé en las publicaciones de los tra-
bajos donde fué empleada: Candida pulchérrima, variedad
Liquefaciens (Marcilla 1), por su marcado poder proteolitico que
liquida fuertemente la gelatina.

RESUMEN
Se continla una exposiciéon de caracteristicas y clasificaciéon de leva-
cduras de la «flora» espafiola, eligiendo para esta publicacién varios de
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las que fueron objeto de alguna experiencia o ensayo en los trabajos
que sobre ‘diferentes temas relacicnados con levaduras fueron realizados
con el Profesor don Juan Marcilla (1).

Se ha destacado una del género Cédndida que se consideré inte-
resante en los estudios de multiplicac’én de levaduras para desarrcllc en
superficie. Otra Candida, variedad de la Pulchérrima, que
fué empleada en varias experiencias de multiplicacién, y una Térula
salvaje de intensa e interesante granulacién.

En estes trabajos, que fueron comenzados con el Prof. Marcilla, ha
colaborado en su continuacién su hijo, la seforita Pilar, Auxiliar de la '
Investigacién del C. S. I. C. ‘
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Fig. 1 a—Candida Humicolar var. Asphodelo. Células de cultivo de veinticuairo
horas en malta.

Fig. 1 b—Cand. Hum. var. Asphod.—Células de cultivo en
malta de veinticuatro horas.



Fig. 2.—Candida Humicola, variedad Asphodelo.—Células de
cultivo en malta de cuarenta y ocho horas.

Fig. 3—Candida Humicola, variedad Asphodelo.—Células de
- cultivo en malta de cuarenta dias.



Fig. 4 a— Candida Humicola: variedad Asphodelo, preparacién
de cultivo en mosto de veinticuatro horas. Aspecto de seudo-
micelio.

Fig. 4 b—Candida Humicola, variedad Asphodelo, preparacion
de cultivo en mosto de veinticuatro horas. Aspecto de seudo-
micelio.



Fig. 5 b—Candida Humicola, variedad Asphodelo, preparacién de cultivo en
mosto de setenta dias.

Fig. 5 a—Candida Hu-
micola, variedad Aspho-
delo, preparacion de
mosto a los sesenta dias.
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Fig. 6.—Candida Humicola, variedad Acphodelo, preparacién.
de estria en gelatina de malta de cuatro dias.

Fig. 7—Candida Hu-
micola. variedad As-
phodelo, estria en
agar malta a los
quince dias.



Fig. 8—Candida Humicola, variedad Asphodelo. Colonia gigante so-
bre agar malta, a los veinte dias.

Fig. 9.—Candida Hu-

micola, variedad As-

phodelo, estria sobre

agar mosto a los tres
dias.



Fig. 10—Candida Hu-

micola, variedad Aspho-

delo. Estria sobre agar

mosto a las veinticuatro
horas.
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Fig. 11—Frotis sobre porta con agar mosto.
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Fig. 13—Candida Humicola, variedad Asphodelo. Cultivo sobre frotis de agar mosto
sobre porta.



Fig. 14 a—Candida Humicola, variedad Asphodelo. Dibujo a la cdmara clara de
cultivo sobre frotis de agar mosto sobre porta a las cuarenta y ocho horas.

Fig. 14 b.—Candida Humicola, variedad Asphodelo, micelio de cultivo sobre agar
patata. .



Fig. 15—Candida Humicola, variedad Asphodelo. Colonia gigante
sobre agar mosto a los veinte dias. o

Fig. 16.—Candida Humico-

la, variedad Asphodelo. Es-

tria sobre gelatina de mos-
to e los diez dias.



Fig. 17.—Candida Hu-

micola, variedad Aspho-

delo. Cultivo sobre pa-
tate a los dos dias.

Fig. 18.—Candida Humicola, variedad Asphodelo. Célula de
) cultivo sobre patata de tres dias. i ’



Fig. 19—Candida Humicola, variedad Asphodelo. Células de cultivo sobre
patata de diez dias.

i

Fig. 20—Candida Humicola, variedad Asphodelo. Células de cultivo sobre
patata dg sesenta dias.



Fig. 21.—Candida Humicola, variedad Asphodelo. Células de cultivo sobre patata
a los sesenta dias.

Fig. 22.—Cahdida Humicola, varie-
dad Asphodelo. Estria sobre zana-
horia a los tres dias.



Fig. 23.—Candida Humicola, variedad Asphodelo. Célu-
las del cultivo para estudio de asimilacién de alcohol.



Fig. 24—Torulopsis aerea, variedad granulosa. Células de cultivo en malta de veinti-
cuatro horas.
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Fig. 25.—Torulopsis aerea, variedad granulosa.
Células de cultivo en malta de veinticuatro horas.
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Fig. 26.—Torulopsis aerea, variedad
: ) granulosa. Células de cultivo sobre
malta. a los cuatro dias.

Fig. 27—Torulopsis aerea, variedad granulosa. Cultivo en malta de veinte dias.
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Fig. 28—Torulopsis aerea, variedad gra-
nulosa. Células de cultivo en malta a los
veinte dias. .

Fig. 29.—Torulopsis aerea, variedad granulosa. Cultivo en mosto a las vein-
ticuatro horas.



Fig. 30.—Torulopsis aerea, variedad granulosa-
Cultivo en mosto de seis dias.

Fig. 31.—Torulopsis aerea,

variedad granulosa. Estria

sobre agar de malta a los
dieciocho dias.



Fig. 32.—Torulopsis acrea, varie-
dad granulosa. Células de cultivo
sobre agar melte de treinte dias.

Fig. 33.—Torulopsis aerea,

variedad granulosa. Estria

sobre agar de mosto a los
treinta dias.



Fig. 34—Torulopsis aerea, variedad gra-
nulosa. Células de cultivo de treinta dias
sobre gelosa de mosto.

Células de cultivo

Fig. 35.—Torulopsis aerea, variedad granulosa.
sobre patata de siete dias.



Fig. 36.—Torulopsis aerea, variedad granulosa. Células
de cultivo sobre zanahoria a los siete dias

Fig. 37—Colonia gigante sobre gelatina de malta a los
catorce dias.



Fig. 38—Colonia gigante sobre agar malta a los sesenta
dias.
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Fig. 39.—Aspecto de células de cultivo para ensayo de
" asimilacién de nitratos.
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Fig. 40.—Candida Pulcherrima, var. liquefaciens.
Células de cultivo en malta a las cuarenta y
ocho horas.

Fig. 41—Cand. Pulch., var. liquefaciens. Cultivo
en malta a la setenta y dos horas, grumo del velo.
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Fig. 42—Can. Pulch., var. liquefaciens. Células de cultivo en malta a las setenta y ocho horas.

a

Fig. 43—Cand. Pulcherrima, var. liquefaciens. @) Cultivo en malta de cuarenta dias. b) Células de cien
dias, rotas por presién del cubre.
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Fig. 44—Cand. Pulch., var. liquefaciens. Células de cultivo en mosto a las cuarenta y
ocho horas.

Fig. 45—Cand. Pulch., var. liquefaciens. Células de
cultivo en mosto a las setenta y dos horas.



Fig. 46 a—Cand. Pulch., var. liqueiaciens. Cé-
lulas de velo en mosto, de tono rosado, de
siete dias.

Fig. 46 b.—Candida Pulcherrima, ver. liquefaciens. Célu-
las de cultivo en mosto a los cincuenta dias, tomadas
de velo.



Fig. 48 a—Cultivo sobre
agar malta, de treinta
dias.



Fig. 48 b.—Colonias sobre agar malta, a los cien dias. Se aprecia el cor-
piisculo y el trozo de membrana adherida, tipico de pulcherrima.

Fig. 49.—Colonia gigante sobre agar malta.



a
Fig. 51—a) Gelatina de malta, y b) gelatina de mosto, Liquidadas por cultivo
Candida Pulch., var. liquefaciens.



Fig. 52—Colonia en agar de malta con sal ferrosa. Se aprecian las zonas colo-
readas de rosado.
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Fig. 53—Colonia gigante sobre agar malta, apreciindose en ella la difusién de
: materia colorante.



Fig. 54—Células procedentes de la parte coloreada de grana en la colonia gi-
gante en agar malta.

Fig. 55—Células procedentes de colonia que fué grana y quince dias después perdié
el color por difusion.



Fig. 56 a.—Candida Pulcherrima, variedad liquefaciens. Preparacién tomada de
cultivo en mosto de treinte dias, que presenta aspecto seudomicelio.

Fig. 56 b.—Candida Pulcherrima, variedad liquefaciens. Formas que inician seu-
domicelio, procedentes, como fig. 17, de cultivo en mosto de treinta dias.



Fig. 57—Cand. Pulcherrima, var. liquefaciens, cul-
tivo en mosto de treinta dias.

Fig. 58.— Candida

Pulcherrima,. wvarie-

dad liquefaciens. FEs-
tria en patata
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INSTITUTO “JAIME FERRAN”, DE MICROBIOLOGIA

- NUEVA ESPECIE DE LEVADURA AISLADA DE
‘ LIQUIDO CURTIENTE: «SACCHAROMYCES
CHAMBARDI NOV. SP.» (¥

por :
Carlos Ramirez Gémez y Jacques Boidin.

Este microorganismo procede de liquido curtiente a base de castafio,
de 8.9Bé y pH 4,6, de una fdbrica de curtidos de Vicense (ltalia).

DESCRIPCION

Sobre extracto de malta a 25° C., después de tres dias, las células son
ovaladas (4-4,8) (3-3,3) micras, pudiéndose encontrar acisladas o agrupo-
das en parejas. La gemacién es multilateral, pudiéndose producir en cual-
-quier punto de la superficie de la célula. Produce depésito, anillo y fre-
cuentemente velo mucoso, que cae facilmente al fondo del matraz. Des-
_pués de un mes a 18-20° C. se forma anille y depésito abundante.

Estria sobre agar malta, después de un mes a 179 de
color blanco amarillento, himedo, brillante, lisa, aporcelanada.

Cultivo sobre porta: Sobre agor patata no se observa seu-
domicelio o éste es de cardcter muy primitivo.

Esporulacién: Esporasen forma de sombrero, tendiendo a la for-
ma de planeta Saturno, encontrdndose todos lcs grados intermedios entre
"estas dos formas. Miden (3,2 .2) micras, conteniendo una gota de grasa
en el interior. Su ndmero mds frecuente es de dos esporas por asca, sien-
do mds raro el de cuatro. No se han observado conjugaciones antes de
la formacion de las ascas.

(*) Dedicada al Dr. P Chambard, Director de “I’Ecole frangaise de Tannerle
y de “PlInstitut de recherches pour les Industries du Cuir”.
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Fermentacién: nula.
Asimilacién de azdcares: Glucosa -+
- Sacarosa —

Galactosa  —
Maltosa —
Lactosa —

Asimilacién de nitrato potdsico: negativa.

Asimilacién de etanol: negativa.

Hidrolisis de la arbutina: positiva.

La posicién taxonémica de este organismo es discutible, siendo un caso
intermedio entre el género Saccharomyces y el género Pichia .
Tiene estrechas afinidades con Saccharomyces pdstori,
(S. rhodaneénsis y S. strasbourgensis, Romirez y Boi-
bdin, 1953), por las esporas en forma de sombrerc, pero la ausencia de
poder fermentador le diferencia de las especies’de Saccharomyces
descritas por Lodder y Van Rij (1952), Recca y Mrak (1952), Ramirez
{1953) y Ramirez y Boidin (1953), relaciondndolo por este motivo con las
especies del género Pichia, de las que se diferencia también por no
formar velo micodérmico sobre extracto de malta, ni seudomicelio.
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Fig. 1.—Saccharomyces chambar- Fig. 2. — Saccharomyces

di nov. sp. Células en extracto de chambardi nov. sp., ascas y

malta a las cuarenta y ocho horas ascosporas. Aumento:
a 25° C. Aumento: 1.000 . 1.000 X

Por no coincidir esta levadura con ninguna de los especies de
Saccharomyces descritas, proponemos para ella el nombre de

Saccharomyces Chambardi.
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En el cuadro que presentamos g continuacién agrupamos las cuatro
levaduras anteriormente citadas, por orden creciente de fermentacion, v

la hidrolisis de la arbutina.

e e,

Fermentacién de : o L
Hidrolisis
T T ‘] S T de la

glucosa | galactosa! sacarosa| maltosa | lactosa ; arbutina
S. chambardi — — - ‘ .- ce + ‘
| i ‘v i . : |
" S. pastori + | — — . . “ B .
| | i ! : i
i S. rhodanansis + ! - NG -- - + '
| | | | |
i S. strasbourgensis +) i 4 - - + !

El signo (4) indica una fermentacién débil y lenta del azdicar correspondiente.

Esta levadura se halla en la coleccién del «Instituto Jaime Ferrdn» de
Microbiologia del C. S. I. C. de Madrid, con el nimero 230. -

DIAGNOSIS LATINA

In musto maltato, cellulae ovoideae (4-4,8) (3-3,2) singulae aut binae,
vbicumque gemantae. Post triduum (25° C.) annulo atque saepe velo mus-
coso. ' '

In agare maitato, cultura candida, levi, lucida, margine integra.

Pseudomycelium nullum. '

Ascosporis pileiformibus, binis, rarissime trinis ve! quaternis in ascis.

Fermentation nulla.

In medio minerali cum glucoso crestit.

Nitras kalicus non assimilatur.

Alcoholis aethylici ope nor crescit.

Arbutinum finditur.
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